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Resumen

La tuberculosis y la brucelosis siguen siendo causas importantes de morbilidad y mortalidad en muchos paises,
para la deteccion de ambas enfermedades se requieren de herramientas eficientes y sensibles para efectivizar el
diagnostico. Este trabajo fue dirigido a evaluar y comparar la técnica de Diplex PCR frente a la PCR anidada,
para la deteccion de Brucella spp. (BR) y Mycobacterium spp. (TB). Se utilizé un total de 100 muestras de
tejidos a partir de nédulos linfaticos traqueo bronquiales, pulmén de bovinos y, aislados bacterianos de TB y
BR como controles positivos. Diez combinaciones de iniciadores dirigidos a flanquear un segmento de la
secuencia 16S ARNr (BR) y el gen antigeno MPB70 (TB) fueron evaluados, el mejor resultado para la Dplex
PCR se logré con los iniciadores Bru-2F/Bru-2R para BR y para TB, Tub-1F/Tub-N-R. Los productos de
amplificacion fueron de 225 y 230-pb respectivamente. A fin de potencializar los resultados de la técnica
propuesta, todas las muestras fueron inicialmente analizadas y comparadas entre la PCR simple y la PCR
anidada (Kappa, k = 0,85) y, la concordancia entre los resultados obtenidos con la PCR anidada y la Duplex
PCR (k = 0,88), para las dos bacterias fue muy buena.
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Abstract

Tuberculosis and brucellosis remain important causes of morbidity and mortality in many countries, for the
detection of both diseases requires efficient and sensitive tool for effectuate the diagnosis. This study was
aimed to evaluate and compare the duplex PCR versus the nested PCR, for detection of Brucella spp. (BR)
and Mycobacterium spp. (TB). A total of 100 samples of tissues from tracheo-bronchial lymph nodes, bovine
lung and bacterial isolate as positive controls were used. Were evaluated ten combinations of primers which
were designed to flank the segment of the 16S rRNA sequence (RB) and antigen gen MPB70 (TB), the best
result for the Duplex PCR was obtained with the primers Bru-2F/Bru-2R for BR and Tub-1F/Tub-N-R for TB.
The amplification of the products was 225 and 230-bp respectively. In order to compare the results of the
proposed technique, all samples were initially analyzed and compared between PCR and nested PCR (Kappa,
k = 0.85) and the concordance between Duplex PCR and nested PCR (k = 0.88) for the two bacteria was very
good.

Keywords: Brucellosis, cattle, detection, tissues, tuberculosis.

1. Introduccién presentarse en animales salvajes y
La brucelosis y la tuberculosis son  domésticos a nivel mundial (Thoen et al,
enfermedades zoondsicas que pueden  2010; Sreevatsan et al.,, 2000), son de
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importancia tanto en salud animal como en
la salud humana. EI Programa de Sanidad
Animal del Ministerio de Agricultura y
Ganaderia de Ecuador en el afio 1978,
reportdé niveles de prevalencia de
brucelosis de 1,3 y 10,6%, asumen que
dada la ausencia de un programa nacional
de control y prevencion, la enfermedad
habria incrementado su frecuencia de
ocurrencia, especificamente en &reas de
mayor intensidad de los procesos de
produccion y comercializacién ganadera.
Un informe oficial sobre el estado
epidemiolégico de  prevalencia  de
brucelosis para el 2008 reporto el 1,54%
(Agrocalidad, 2012).

Actualmente en la region central de
Ecuador segln reportes realizados para la
deteccion de Brucella spp. con PCR simple
han demostrado una alta prevalencia (45%)
de la enfermedad en tres zonas estudiadas,
ademas demuestran que la PCR anidada
fue 37,9% mas sensible que la PCR
simple (Cevallos et al., 2011), lo que
sugiere que los niveles de contaminacion
por Brucella spp. en la poblacion de
bovinos son mayores.

Estos patégenos (TB y BR) son
considerados huéspedes especialistas por
su capacidad de causar enfermedades en
poblaciones limitadas de hospederos. Con
el uso de algunas herramientas seroldgicas,
la forma pulmonar de la tuberculosis
causada por Mycobacterium bovis en los
seres humanos era imprecisa de diferenciar
con la tuberculosis causada por M.
tuberculosis, lo que condujo a obtener
reacciones cruzadas (Gouzy et al., 2013;
De Kantor y Ritacco, 2006; Cosivi et al.,
1998; Wood et al., 1988). Segun
Sreevatsan et al. (1997) sugiere que cuatro
especies del complejo M. tuberculosis (M.
africanum, M. canetti, M. microti y M.
tuberculosis) estan estrechamente
relacionadas a nivel genético (ADN-ADN
con una homologia del 95%).

Varios  estudios ~ moleculares  han
demostrado que la amplificacién por PCR
de un fragmento del gen que codifica la
proteina MPB70, considerada especifica
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para el complejo de M. tuberculosis,
presenta buena especificidad y sensibilidad
en el diagnostico de tuberculosis en
humanos y ganado (Milian y Harris, 2010;
Sreevatsan et al., 1997). En este trabajo se
consider6 el mismo fragmento de ADN
para dirigir su de deteccion.

Dentro de las limitantes para establecer el
diagnostico especifico de las dos enferme-
dades, es la ausencia de algin sintoma
clinico caracteristico que las defina con
precision en sus primeras etapas (Gouzy et
al., 2013; Martinez e Irma, 2000; Cousins
et al., 1992). El diagndstico seroldgico de
las dos enfermedades no permite detectar
indivi-duos con infecciones primarias
asintomati-cas (Cousins et al., 1992; Diaz
y Moriyon, 1989). Para ambas
enfermedades la prueba “de oro” es el
aislamiento del agente causal, pero ésta es
demorada en el caso de M. bovis, con un
promedio de hasta seis semanas en cultivos
in vitro (De Waard y Robledo, 2007;
Doran et al, 2009; OIE, 2008). El
aislamiento de los microorganismos
viables, oscila entre el 20 y 25% para
brucelosis y del 22% hasta un 66% para
tuberculosis (Gouzy et al., 2013; Savic,
1992). Otros reportes basados en la
deteccion de estas enfermedades con
métodos  inmuenzimaticos han  sido
apuntados como poco confiables, por lo
qgue sugieren el uso de técnicas de
diagndstico mas sensibles, rapidas y de
mayor especificidad como las pruebas de
PCR (Cardoso et al., 2009; Leal-Klevezas
et al., 1995b).

El uso de herramientas moleculares para la
deteccion de microorganismos ha dado una
nueva perspectiva para el diagnéstico de
brucelosis (Hernan y Ridder, 1992; Leal-
Klevezas et al., 1995a) y tuberculosis (Pao,
1990; Shankar y Manjunath, 1991), a
través de pruebas basadas en variantes de
la PCR. La Organizacion Mundial de la
Salud, se ha preocupado por tener un
método de diagnéstico rapido, sensible y
especifico, para aplicar un tratamiento
adecuado y oportuno, considerando a la
PCR como una técnica altamente confiable
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en el analisis de enfermedades (Morales y
Loredo, 2000; Martinez e Irma, 2000).

Una de las variantes de la PCR
ampliamente utilizada para la deteccion
especifica de microorganismos es la PCR
Multiplex, mediante la cual se amplifica
uno o mas segmentos de ADN blanco con
el uso de varios iniciadores, los cuales
mantienen una alta sensibilidad vy
especificidad en la deteccion génica de los
patdgenos objetivos (Morales y Loredo,
2000). El uso de herramientas de deteccion
a nivel molecular como la PCR, es
considerada de costo relativo bajo en
comparacion  con otras  técnicas
convencionales utilizadas para la deteccion
de estos patdgenos y, cuyos resultados han
demostrado no ser tan eficaces. Sin
embargo, en Ecuador no se registra el uso
de este tipo de técnica molecular para la
deteccién simultanea de los dos patégenos
en una sola reaccion, solo existen reportes
de trabajos con simple y PCR anidada para
la deteccion individual de los patégenos
(Cevallos et al., 2011). La Duplex PCR por
su grado de rapidez, sensibilidad y
especificidad se convierte en una
herramienta viable para el uso en estudios
epidemioldgicos, control y prevencion de
enfermedades. El objetivo principal de este
trabajo fue evaluar y comparar la PCR
anidada versus la técnica de Duplex PCR
basada en la amplificacion simultanea de
fragmentos especificos de los genomas de
Brucella spp. y Mycobacterium spp. a
partir de tejidos de animales bovinos y
aislados bacterianos.

2. Material y Métodos

2.1 Material animal y bacteriano

Un total de 100 muestras de tejidos entre
pulmén vy, nodulos linfaticos traqueo-
bronquiales de bovinos sin registro clinico
sobre las dos enfermedades fueron
recolectadas a partir de animales faenados
en el Camal Municipal de la ciudad de
Quevedo (Provincia de Los Rios-Ecuador),
estas fueron sumergidas en tubos de
ensayo estériles con etanol al 95%, tapadas
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rotuladas y conservadas a -20°C hasta la
extraccion del ADN. Como controles
positivos se utilizaron aislados de Brucella
abortus biovar 1-C19 en fase lisa, C-119y
Mycobacterium tuberculosis, las dos
primeras fueron subcultivadas en el
laboratorio en el medio de agar de
tripticasa de soya y papa (Difco) a 37°C
por 48 horas, todos los cultivos fueron
facilitados por el Instituto Nacional de
Higiene “Leopoldo Izquieta Pérez” de la
ciudad de Guayaquil-Ecuador.

2.2 Extraccion de ADN

Se pes6 0,50 mg de cada uno de los
tejidos, se lavo tres veces con 400 pL de
solucion salina estéril (NaCl 0,9%) luego
fueron centrifugadas por 30 segundos a
13000 rpm y, maceradas con nitrégeno
liquido, a los tejidos pulverizados se
colocd 500 pL de tampdn de extraccion
TENS (50 mM de Tris-HCI, 50 mM de
EDTA, 100 mM de NaCl y 1% de SDS) y
5 pL de proteinasa K (20 mg.mL™), se
incub6 a 56°C por una hora. Inmedia-
tamente, se adicion0 un volumen de
fenol/cloroformo/isoamil alcohol (25:24:1)
y se homogenizo, posteriormente se
centrifugd a 13000 rpm por 15 minutos, el
sobrenadante se transfiri6 a un nuevo
microtubo.

Para la precipitacién del ADN se agrego
dos volimenes de etanol frio al 95%. A
continuacién se centrifug6 a 13000 rpm
por 10 minutos, se descartd el etanol (95%)
y se resuspendié con etanol al 70%, luego
se centrifugd a 13000 rpm por 5 minutos,
se descarto el etanol (70%) y se dejo secar
a temperatura ambiente, posteriormente se
colocd 50 puL de tampén TE (10 mM tris-
HCI pH 8 y, 1 mM Disodiun EDTA) a
55°C. Como control negativo de extraccién
de ADN, en todo el proceso se incluyd un
tubo con agua destilada estéril. Para la
extraccion de ADN de los aislados
bacterianos se utilizd un protocolo
estandarizado (Sambrook et al., 1989). La
pureza y cuantificacion del ADN obtenido
se evalué con el kit Qubit Fluorometer
(Invitrogen).
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2.3 PCR anidada y Duplex PCR

Se disefiaron diez series de iniciadores
dirigidos a flanquear el segmento del gen
antigeno MPB70 de las micobacterias del
complejo M. tuberculosis (Milian y Harris,
2010; Wards et al., 1995), la secuencia 16S
ARNTr de Brucellas spp. y, para el control
de la viabilidad del ADN se utilizd
iniciadores dirigidos a amplificar una
region del exon Il del gen de beta-actina
humana (Tabla 1). Los iniciadores
utilizados en las pruebas de PCR para
Mycobacterium spp. fueron |Tub-1F)/
|Tub-1R| y [Tub-N-F|/[Tub-N-R| para la
PCR anidada. En la PCR de Brucella spp.
se evaluaron los iniciadores |Bru-1F|/|Bru-
1R| y, para la PCR anidada |Bru-2F|/|Bru-
2R|. En cuanto a las temperaturas de
hibridacion (Tm) se consideraron vy, se
evaluaron las sefialadas por el fabricante
para cada serie de iniciadores.

Tabla 1
Iniciadores, regiones 'y productos de
amplificacion
Tamarfio
Iniciador Secuencia (5°-3") Region del
producto
GAA CAATCC GGA
T CTT GAC AA MPB70 372 pb
Tubir _ TAGATGATT GAC P
AGC GTG CT
GCT GAC GGC TGC
Tub-N-F ACT CTC GGG C VR S0
TUbNR  CGTTGGCCGGGC P
TGG TTT GGC C
GCG ACG ATC CAT
Bl AGCTG 165 Loe o
Bruir  AACCATAGTGIC  ARNr P
TCC ACT AA
GTG GGG AGC AAA
Bz CAG GAT TA 165  L10pp
BruoR  CAAGGGCTGGTA  ARNr P
AGGTTCTG
INTERE __ CGG AAC CGCTCA
LRSS B-Actina 289 pb
\NTERR _ ACCCACACTGTG P
CCC ATCTA

La Dduplex PCR fue evaluada con la
combinacion de los diez iniciadores
seleccionados para la PCR y la PCR
anidada de los dos patdgenos. En todas las
amplificaciones se utiliz6 2 uL de ADN
(1,0 pg/50 pL); se empled: 1X (Green Go
Taq® Reaction Buffer-Promega), 0,2 mM
de cada ANTP (Invitrogen), 1,0 uM de
cada uno de los iniciadores (Integrated

DNA Technologies, Inc.), 1X (2,5 mM
MgCl,)%, 2U de Taq polimerasa (GoTag®
DNA Polymerase-Promega) y 36,3 uL de
agua (libre de nucleasas—Promega), en un
volumen total de 50 pL.

Para la amplificacién de ADN se utiliz6 un
termociclador Techne (Genius
Thermocycler Model TGENO2TP), la
Duplex PCR se realizd en el siguiente
orden de programado; 94°C por 5 minutos
y, 40 ciclos de tres segmentos: 94°C por 45
segundos; 55°C por 45 segundos; 72°C por
60 segundos, la extension final de 72°C por
6 minutos y conservacion a 4°C.

Los productos de amplificacion fueron
examinados en gel de agarosa al 2,5%
(p/v) con bromuro de etidio a 0,5 ug. mL™*
(Invitrogen) a 75V por 40 minutos. El
marcador de peso molecular utilizado fue
de 100 pb (Gilco BRL). La mezcla de cada
amplicon de ADN fue con 1X BlueJuice™
Gel Loading Buffer-Invitrogen.

2.4 Analisis estadistico

Los resultados de concordancia fueron
calculados utilizando el programa Graph
Pad Prism 2,0 (Graphpad Software Inc.,
San Diego, CA) en la categoria Kappa,
Quantify interrater agreement, consideran-
do la siguiente escala: 1 - 0,81 = éptima;
0,8 - 0,61 = muy buena; 06 - 0,41 =
regular; 0,4 - 0,21= mala; 0,2 — 0,0 =
pésima.

3. Resultados y discusion

3.1 PCR y PCR anidada

El protocolo de extraccion del material
gendmico a partir de los tejidos y cultivos
bacterianos  proporcionaron un ADN
altamente concentrado y de buena calidad,
estableciendo un promedio de 70 pg.mL™
en los tejidos, mientras que en los cultivos
fue de 90 pug.mL™.

Los ADNs obtenidos a partir de los
aislados de Brucella abortus biovar 1-C19
y Mycobacterium tuberculosis amplifica-
ron en todas las pruebas de PCR vy, fueron
usados como controles positivos. Para el
analisis de Brucella spp. las muestras de
los tejidos de pulmén y nédulos linfaticos
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traqueo-bronquiales de bovinos fueron
corridas con la PCR (0% positivos) y la
PCR  anidada (22,2%  positivos),
obteniendo dos productos de amplificacion
bien definidos de 725 y 225-pb
respectivamente. Con los mismos tejidos
para el analisis de Mycobacterium spp. se
obtuvieron los productos de amplificacion
de 372 y 210-pb para la PCR (33,3%
positivos) y la PCR anidada (38,8%
positivos) respectivamente. Varios repor-
tes sobre el diagnostico de Brucella spp. y
M. bovis en poblaciones de alta incidencia
y utilizando la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) han sido ampliamente
descritas, algunas de ellas han tenido
resultados similares con los obtenidos en
este trabajo (Cevallos et al., 2011; Milian 'y
Harris, 2010; Estrada-Chavez et al., 2004;
Noredhoek et al., 1996; Romero et al.,
1995b).

Los resultados positivos y negativos
obtenidos en las muestras de tejidos, todos
fueron comparados con cada una de las
técnicas moleculares. La concordancia
global de los datos de las muestras
analizadas por la PCR simple y la PCR
anidada para la deteccion de TB y BR en
los tejidos fue equivalente a k = 0,85.

En el laboratorio algunos resultados
obtenidos con la PCR anidada en muestras
de tejidos de pulmén y nodulos linfaticos
traqueo-bronquiales de un mismo animal,
presentaron resultados diferentes (4%) en
cuanto a la deteccién de TB, ya que las
primeras muestras de tejido fueron
positivas y las segundas negativas, lo que
concuerda con Doran et al. (2009), y otros
trabajos relacionados (Thoen y Barletta,
2006), quienes explican que esto se debe
probablemente a que inicialmente el
patdgeno en etapas de ataque temprano se
hospeda en la via respiratoria, siendo el
acceso principal de la infeccién en la
mayoria de las especies de animales.

3.2 Duplex PCR

Los mejores resultados en cuanto a la
amplificacion simultdnea mas fuerte,
especifica y, reproducible para BR fueron
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obtenidas con los iniciadores internos Bru-
2F y Bru-2R, amplificando el producto
reconocido de 225-pb, mientras que para
TB la combinacion de los iniciadores Tub-
1F 'y Tub-N-R externo e interno
respectivamente, dio un producto de 230-
pb, con la combinacion de estos juegos de
iniciadores se implement6 la Duplex PCR
(Figura 1).

A

BR M c-EC

¢k ¢-DPCR_DP

Figura 1. Establecimiento de la Duplex PCR.
M, marcador de peso molecular; c-E, control
negativo de extraccion de ADN; c-DPCR,
control de los reactivos de la Duplex PCR; DP,
Duplex PCR de los aislados de TB y BR; BR,
PCR anidada de Brucella spp. y c-EC, control
con iniciadores de la Duplex PCR en cepa de
E. coli.

Subsecuentemente, siguiendo el patrén de
resultados obtenidos en la deteccion de
todas las muestras de tejidos y, aislados
que fueron analizadas por la PCR simple y
la PCR anidada. Se evalu¢ la concordancia
entre los resultados globales obtenidos de
la PCR anidada y la Duplex PCR la cual
dio un indice k = 0,88 (Figura 2).

Individuos infectados

Figura 2. Prueba de reproducibilidad de la
Duplex PCR Gel. M, marcador de peso
molecular; 1, 2, 3, 4, 5 y 6, animales
infectados; c+BR+TB, control positivo (mezcla
de ADNs) de bovino, Brucella spp. y
Mycobacterium spp.

Trabajos relacionados en la exploracién
taxativa molecular del gen MPB70,
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conducen a que este gen se presenta con
una sola copia en cepas de M. bovis y otras
micobacterias del complejo M.
tuberculosis (Gouzy et al., 2013; Wards et
al., 1995; Wood et al., 1988) pero ausente
en distintos géneros y, en otras 24 especies
de micobacterias. La detecciobn molecular
de TB en este trabajo coincide con varios
estudios, donde esta secuencia (MPB70) es
seleccionada para flanquear y amplificar
especificamente la  micobacteria que
provoca la TB (Milian y Harris, 2010;
Estrada-Chavez et al., 2004; Cousins et al.,
1992).

Este trabajo se apoy6 en la amplificacion
de una region del gen de R-Actina como
marcador interno del genoma animal, para
asegurar la integridad del ADN y la
ausencia de inhibidores de la PCR en la
muestra, lo que permite prevenir posibles
resultados falsos negativos por
degradacién genémica y contaminacion.
Sin embargo varios resultados de no
amplificacion obtenidos en el laboratorio,
coinciden con los datos de algunos
reportes, los cuales demostraron que no
fueron siempre semejantes cuando se
utilizaba ADN de tejido fresco o de cultivo
para la amplificacion por PCR, segin los
autores consideran que en el tejido fresco
el ADN del huésped puede interferir con la
reaccion (Wards, 1995; Eisenach, 1998).
La obtencion de los tejidos en el camal por
celeridad del faenado, llevaron a que la
coleccion de las muestras sea de manera
aleatoria, por lo que no se registré datos
clinicos determinados de los animales, sin
embargo los resultados obtenidos con el
material génico procedente de los aislados
de las cepas de BR y TB al derivar de una
fuente altamente estricta (Thoen et al.,
2010), conducen especificamente para la
deteccion de los patdgenos con la Duplex
PCR.

De acuerdo a datos reportados sobre la
concordancia con pruebas moleculares
para la deteccién de TB y BR fueron bajas
(Wood, 1988), no sucediendo con el
trabajo aqui  presentado.  Similares
resultados obtenidos por otros autores
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sugieren el uso de esta técnica como una
herramienta de diagndstico viable para la
deteccion  de  Brucella spp. vy
Mycobacterium spp. en bovinos.

4. Conclusiones

Se logré implementar la técnica de Duplex
PCR para la amplificacion simultanea de
fragmentos especificos de Brucella spp. y
Mycobacterium spp.

Para potencializar el estudio, se evaluaron
y compararon todas las muestras entre las
técnicas de PCR simple y la PCR anidada
(Kappa, k = 0,85). La concordancia (k =
0,88) entre los resultados obtenidos con la
PCR anidada y la Duplex PCR para las dos
bacterias fue considerada como muy
buena.

Actualmente, el uso de este tipo de
herramienta en el diagndstico simultaneo
de las enfermedades de TB y BR, permite
establecer  plataformas de  estudios
epidemioldgicos, aunque para nosotros aun
hace falta realizar trabajos a gran escala,
validaciones en campo, analizar otros tipos
de tejidos y fluidos, ademéas las
evaluaciones con el tamafio de muestras
reportadas son aun reducidas,
especialmente para la deteccion de
infecciones cronicas.
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