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RESUMEN
La brucelosis bovina es una enfermedad infecto-transmisible causada principalmente por
Brucella abortus, tiene una distribucion mundial y un efecto socioeconémico negativo
debido a pérdidas ocasionadas por abortos, nacimiento de terneros débiles, reduccion en
la produccion de leche e infertilidad en bovinos infectados, e impacto en salud publica por
su caracter zoonético. Para el diagnostico existen diferentes métodos laboratoriales, los
indirectos como la aglutinacién con antigeno tefiido con Rosa de Bengala, la prueba de
anillo en leche, ELISAs, entre otros, y los directos como el aislamiento bacteriano,
Inmunofluorescencia directa y PCR. En el proceso de implementacion de un ensayo
diagnostico en un laboratorio es necesario evaluar y estimar su idoneidad para su
utilizacion concreta. Se evallan una serie de variables, entre ellas la cantidad minima de
analito que se logra detectar por el ensayo, éste valor se conoce como sensibilidad
analitica. El caso del PCR no es la excepcion, por lo que el presente proyecto se planteo
estimar la sensibilidad analitica del ensayo de PCR mdltiple para su empleo en la
identificacion de cepas de campo de Brucella abortus y/o las cepas vacunales S19 y
RB51 en muestras de leche y tejidos de nddulos linfaticos de bovinos. Como resultado se
encontré que, en leche, la cepa S19 se amplifico un producto de 456 pb y cepa RB51 se
amplifico un producto de 1290 pb y el limite de deteccién en las dos cepas fue de 1 X 10*
UFC/ml. En el caso de los tejidos no se logré estimar la sensibilidad analitica, dado la
incapacidad del método de extraccion para obtener material genético de calidad para ser
empleado en los ensayos de PCR y por otro lado, la inespecificidad mostrada por los
primers empleados. Por lo que se debera modificar el método de extraccion de ADN total

y usar otros primers o redisefiarlos.

Palabras clave: Brucelosis bovina, Brucella abortus, PCR mudltiple, Validacién,
Sensibilidad analitica.
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ABSTRACT
Bovine brucellosis is an infectious-transmissible disease caused mainly by Brucella
abortus, has a worldwide distribution and a negative socioeconomic effect due to losses
caused by abortions, birth of weak calves, reduction in milk production and infertility in
infected cattle, and impact in public health because of its zoonotic nature. For the
diagnosis different laboratory methods exist, indirect ones such as agglutination with the
antigen stained with Rose of Bengal, ring test in milk, ELISAs, among others, and the
direct ones like bacterial isolation, direct immunofluorescence and PCR. In the process of
implementing a diagnostic test in a laboratory it is necessary to evaluate and estimate its
suitability for its concrete application. It evaluates a series of variables, including the
minimum amount of analyte that is detected by the test, this value is known as analytical
sensitivity. The case of PCR is not the exception, and the current project was intended to
estimate the analytical sensitivity of the multiple PCR assay for use in the identification of
Brucella abortus field strains and / or vaccine strains S19 and RB51 in the milk samples
and bovine lymph node tissues. As a result it was found that, in milk, strain S19 was
amplified the product of 456 bp and strain RB51 the product of 1290 bp was amplified and
the limit of detection in the two strains was 1 X 10* CFU/ml. In the case of tissues, it has
not been possible to estimate the analytical sensitivity, given the inability of the extraction
method to obtain the quality genetic material to be used in the PCR assays and the other
side, the non-specificity shown by the primers used. So you have to change the method of

total DNA extraction and use other primers or redesign them.

Key words: Bovine brucellosis, Brucella abortus, Multiplex PCR, Validation, Analytical
sensitivity.
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Abreviatura:
ADN

AGROCALIDAD

BPA

Buffer NET
Buffer TAE
Buffer TE
c.b.p
CTAB
dNTP’s
EDTA
ELISA

erily eri2
F.CC.AA.
FAO

FC
LAMP
LPSO
Mb
MPM
OIE
OMS
Pb
PCR

PCR AMOS

PNSA-MAG

RB
RFLP
Riv

ABREVIATURAS Y SIMBOLOGIA
Significado:
Acido desoxirribonucleico
Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro
Aglutinacion en placa con antigeno tamponado
Solucién de NaCl, EDTA y Tris-HCI
Solucién de Tris-acetato y EDTA
Solucién de Tris-HCly EDTA
Cantidad bastante para
Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
Desoxinucledtidos trifosfato
Acido etilendiaminotetraacético
Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
Oligonucleétidos o primers para detectar una delecion en los dos
genes del operon ery.
Facultad de Ciencias Agropecuarias
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura
Fijacion del Complemento
Amplificacién Isotérmica Mediada por Bucle
Cadena O del lipopolisacarido
Megabase
Marcador de peso molecular
Organizacion Mundial de Sanidad Animal
Organizacion Mundial de la Salud
Pares de bases.
Reaccion en cadena de la polimerasa
Ensayo PCR para identificar B. abortus, B. melitensis, B. ovis y B.
suis
Programa Nacional de Sanidad Animal del Ministerio de Agricultura
y Ganaderia
Rosa Bengala
Polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccion

Prueba de Rivanol
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RT Prueba de anillo en leche (Ring test)

SAE Seroaglutinacion estandar

SDS Dodecilsulfato sodico

UFC Unidades Formadoras de Colonias
Oligonucleétidos o primers disefiados para detectar el elemento

wbol y wbo3 _
IS711 que interrumpe al gen wboA.

Simbolo: Significado:

pHm Micra

o0 Infinito

Cm Centimetro

co Grados centigrados

G Gravedad

G Gramos

H Hora

H,O Agua

HCI Acido clorhidrico

M Molar

Mg Miligramo

MgCI Cloruro de magnesio

Min Minuto

Ml Mililitro

mM Milimolar

NaCl Cloruro de sodio

Seg Segundo

Ug Microgramo

a2 Alfa 2

Mi Microlitro

UM Micromolar
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l.  INTRODUCCION
La brucelosis bovina es una enfermedad infecto-transmisible de origen bacteriano,
también conocida como aborto infeccioso o enfermedad de Bang, afecta a bovinos de
todas las edades, pero persiste con mayor frecuencia en animales sexualmente maduros;
ademds, son susceptibles al agente causal otras especies como porcinos, ovinos,
caprinos, equinos y bufalos; en ellas produce variados signos (1). La brucelosis bovina es
una enfermedad zoondtica distribuida en todo el mundo que se puede adquirir mediante
contacto directo o indirecto con animales infectados o sus productos y caracterizada como
una enfermedad febril aguda que puede persistir y progresar a una enfermedad cronica
con complicaciones graves (2).
En el ganado bovino la brucelosis es causada principalmente por biovariedades de
Brucella abortus, con menor frecuencia por B. melitensis, y en raras ocasiones por B. suis
(3). En los bovinos la brucelosis causa abortos, placentitis, orquitis, mastitis y muerte
perinatal de terneros (4).
La brucella es capaz de vivir y multiplicarse dentro de las células de los tejidos del sistema
reticulo endotelial (5). Se trata de una enfermedad de curso crénico con graves
repercusiones en la salud publica y animal, provoca grandes pérdidas econdmicas debido
a que los animales infectados se descarta y no es factible su tratamiento, ademas que
implica las restricciones tanto en animales infectados como a sus productos (6).
Actualmente para el diagnéstico de la brucelosis bovina existen diversos métodos de
diagnéstico, que varian en su sensibilidad y especificidad diagndsticas. Las pruebas
indirectas los mas utilizados para la identificacién de anticuerpos anti-brucella en el suero
sanguineo; las mas comunes son la Seroaglutinacion estandar (SAE), Fijacion del
Complemento (FC), Aglutinacion en placa con antigeno tefiido con Rosa Bengala (RB) y
la Prueba de Rivanol (Riv). Para el caso de leche, el méas utilizado es la Prueba de anillo
en leche o Ring test (RT). Ultimamente se han incorporado los métodos de
inmunoabsorcion ligado a enzimas o ELISA (Del Inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay), tanto para evidenciar la presencia de anticuerpos en suero sanguineo como en
leche (7). Los métodos directos como aislamiento y cultivo bacteriano, la
inmunohistoquimica, y técnicas moleculares como la reaccién en cadena de la polimerasa
o PCR (Del Inglés Polymerase Chain Reaction) se emplean para identificar la infeccion;
en el caso de la PCR se considera una herramienta diagnostica muy practica, por ser mas
segura y rapida que el aislamiento bacteriano, el cual implica mucho riesgo para quien lo
ejecuta y también necesita mayor tiempo para la identificacion de las bacterias (8).

Durante los ultimos afios la PCR toma un avance y desarrolla diferentes tipos como la

Rolando F. Wampash Paati 14
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PCR multiple convencional (Bruce-ladder), una ventaja importante es que se puede
identificar y diferenciar de un solo paso todas las especies de Brucella y las cepas de
vacunales en el mismo ensayo (9).

En la actualidad en el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias (F.CC.AA.) de la Universidad de Cuenca se esta implementando un
ensayo analitico para la deteccion de material genético de B. abortus, el cual permite
diferenciar si este pertenece a una cepa de campo o de una de las cepas vacunales (S19
0 RB51). El ensayo que se selecciond para implementarse consiste en un PCR multiple
previamente descrito por Yazdi et al., 2008 (10), el cual se aplicara a muestras de leche y
tejidos de nodulos linfaticos de bovinos.

En el trabajo realizado por Yazdi et al., 2008 (10) reportan la diferenciacién entre B.
abortus cepas vacunales (S19 y RB51) de las cepas de campo de Brucella, para lo cual
utilizan dos pares de primers especificos de las cepas; para la deteccion de B. abortus
RB51 fueron utilizado el primer par de primers disefiados por Vemulapalli et al., 1999 (11):
wbol 5- GCC AAC CAA CCC AAA TGC TCA CAA-3" y wbo3 5°-TTA AGC GCT GAT
GCC ATT TCC TTC AC-3 , estos primers fueron disefiados para detectar el elemento
IS711 que interrumpe al gen wboA, razén por la cual se amplicara un producto de 1290 pb
(pares de bases, del Inglés, basepair), y 456 pb cuando se trata de cualquier otra cepa, ya
sea de campo o la vacunal S19. Por otro lado, el segundo par de primers para la
deteccion de B. abortus S19 fueron disefiados por Bricker y Halling, 1995 (12): eril 5 -
GCG CCG CGA AGA ACT TAT CAA- 3’and eri2 5'-CGC CAT GTT AGC GGC GGT GA-
3, este par de primers detecta una delecion en los dos genes del operon ery, operon
esencial para el catabolismo de eritritol (13), por lo tanto en el momento de la
amplificacion no se amplificara nada en el operon ery pero si se amplificara 456 pb,
mientras que para las demas cepas se tendra 178 pb aproximadamente ya que estas
poseen completo el locus ery. Ciertas diferencias genéticas Unicas que poseen las cepas
RB51 y S19 hacen la PCR multiple un método diagndstico util para identificar cepas de B.
abortus vacunales y/o las de campo en muestras de bovinos.

Aunque en el estudio de Yazdi et al., 2008 (10), se demuestra la especificidad analitica,
es decir que es posible diferenciar las cepas vacunales de B. abortus de las cepas de
campo mediante el ensayo de la PCR multiple, sin embargo en éste no se realiz6 la
estimacion de la sensibilidad analitica, que nos diria el nmero menor de bacterias que se
podrian detectar en muestras de tejido (UFC(Unidades Formadoras de Colonias)/g) y
leche (UFC/mI). Por lo que se hace necesario estimar esta variable con los protocolos de

extraccion de ADN total que se emplearan para el caso de muestras de leche y para las
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de tejido. Comentado lo anterior, en este proyecto se planteé implementar el ensayo de
PCR multiple de Yazdi et al., 2008 (10) para estimar la sensibilidad analitica con muestras
de leche y de tejidos de nodulos linfaticos de bovinos con el empleo de los protocolos de
extraccion de ADN total descritos por Romero y Lopez-Gofi, 1999 (14) y Matrone et al.,

2009 (15), respectivamente.

La importancia de realizar este trabajo es para conocer la sensibilidad analitica del ensayo
de PCR multiple, radica en que conocer éste valor permite considerar la idoneidad del
ensayo para su aplicacion en el diagnostico de la infeccion por B. abortus, empleando
muestras de leche y tejidos de nddulos linfaticos de bovinos.

Adicionalmente, la implementacién de éste ensayo de PCR mdltiple como prueba
diagnéstica que permite diferenciar cepas vacunales de las de campo, evitard que los
falsos positivos que se identifican con algunas pruebas seroldgicas y que corresponden a
animales vacunados con la cepa S19 sean eliminados de los hatos, sabiendo que tras la
vacunacion las dichas bacterias permanecen localizadas en los noédulos linfaticos por 10 a
12 semanas posteriores a su inoculacioén (16), y en la leche se pueden estar excretando
hasta por 12 meses (17), esto ultimo lo cual representa un riesgo para la salud humana al
ser estas cepas vacunales patdgenas para las personas.

El objetivo de este estudio fue estimar la sensibilidad analitica del ensayo de PCR multiple
previamente reportado por Yazdi et al., 2008 (10) para su empleo en la identificacién de
cepas de campo de Brucella abortus y/o las cepas vacunales S19 y RB51 en muestras de

leche y tejidos de nédulos linfaticos de bovinos.
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ll.  REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Brucelosis bovina
2.1.1. Definicion
La brucelosis bovina es una enfermedad infecto-transmisible de origen bacteriano,
también conocida como aborto infeccioso o enfermedad de Bang, afecta a bovinos de
todas las edades, pero persiste con mayor frecuencia en animales sexualmente maduros;
ademas, son susceptibles al agente causal otras especies como porcinos, ovinos,
caprinos, equinos y bufalos; en ellas produce variados signos (1). La brucelosis es una
enfermedad zoonética distribuida en todo el mundo y caracterizada por abortos y
reduccion de fertilidad en vacas.
Es causada principalmente por biovariedades de Brucella abortus, con menor frecuencia
por B. melitensis, y en raras ocasiones por B. suis (3). En el ganado bovino la brucelosis
causa abortos, placentitis, orquitis, mastitis y muerte perinatal de terneros (4).
La brucella es capaz de vivir y multiplicarse dentro de las células de los tejidos del sistema
reticulo endotelial (5). Se trata de una enfermedad de curso cronico con graves
repercusiones en la salud publica y animal, provoca grandes pérdidas econdmicas debido
a que los animales infectados es recomendable el descarte y no es factible su tratamiento,
ademas que implica las restricciones tanto en animales infectados como a sus productos
(6).
2.1.2. Agente causal
En el ganado bovino, la brucelosis esta causada principalmente por biovariedades de B.
abortus, sin embrago en algunos paises donde el ganado bovino se cria junto a ovejas o
cabras, la infeccion también puede estar causada por B. melitensis (3), en ocasiones B.
suis biovar 1 es causante de la brucelosis crénica en los bovinos (18).
2.1.3. Caracteristicas
B. abortus, asi como otros miembros del genero Brucella, el cual pertenece a la
subdivision a2 de la clase Proteobacteria; es un patégeno intracelular facultativo que
infecta a varios hospedadores mamiferos, principalmente a rumiantes. Las células
bacterianas son pequeiias (0,4-3 um), Gram-negativas, con una morfologia cocobacilar y
carentes de motilidad. B. abortus tiene 2 cromosomas circulares, que en conjunto suman
un tamafo aproximado de 3.2 Mb (Megabase). De acuerdo a propiedades bioquimicas,
fenotipicas y antigénicas que muestran las células bacterianas de B. abortus, se le ha

dividido en 9 biovariedades o biotipos (19).
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2.1.4. Biotipos

Se han reportado hasta ahora 9 biotipos para B. abortus (1-9), cinco biotipos (1-5) para B.
suis, y 3 biotipos para B. melitensis (20).

2.1.5. Distribucién geografica

La brucelosis bovina esta ampliamente distribuida en el mundo, pero la distribucion de las
diferentes especies y sus biotipos presenta variaciones geogréficas. B. abortus es la mas

ampliamente difundida; B. melitensis y B. suis tienen una distribucion irregular.

Cuadro 1. Distribucion geografica mundial de la brucelosis bovina.

Especie Biotipo Pais/Regién endémico Pais/Regibn libre

B. abortus 1-9 Todo el mundo. Japon, Canada, Norte vy

Principalmente en América centro de Europa, Australia,

central y del sur. Nueva Zelanda e Israel.
Africa En EE.UU. (excepto en
Asia fauna silvestre)

Paises de Medio oriente

B. melitensis 1 América latina, Paises de No hay reportes

Medio oriente, Mediterraneo

3 y Asia central
B. suis 1-5 América No hay reportes
Asia
China y Europa

Fuente: (21,22)

Las zonas de mayor prevalencia de la brucelosis bovina corresponden a la region del
Mediterraneo, Asia occidental, algunas partes de Africa y América (Estados Unidos en
fauna silvestre, México, Brasil, Pert, Colombia y Argentina). En el Ecuador en 1979, el
Programa Nacional de Sanidad Animal del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (PNSA-
MAG) realizé una encuesta serolégica en la poblacién bovina en todo el pais, de las
cuales las provincias de la Sierra y Costa se encontraron niveles de seroprevalencia que
oscilan en un intervalo comprendido entre 1.3y 10.6 % (23).

2.1.6. Transmision

La transmision se realiza principalmente a través de contacto directo entre animales y

siendo las principales fuentes: la mucosa vaginal, aerosol con fluidos, tejidos asociados
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con el nacimiento o aborto de fetos infectados con brucellas (19). La transmision lateral
sucede de aquellos animales que tienen contacto directo con materiales de abortos o
tejidos de partos. Mientras que la transmision vertical puede ocurrir cuando el ternero
ingiere leche contaminada con brucellas (24).

2.1.7. Signos clinicos

2.1.7.1. Hembras

La enfermedad afecta los 6rganos reproductores y provoca abortos en el dltimo tercio de
la gestacion, disminucién de la produccion lactea, alargamiento del periodo interparto e
infertilidad permanente (5).

También se pueden observar por nacimientos de terneros deébiles, mortinatos, se
caracteriza principalmente por inducir problemas de placentitis, con la excrecion de los
microorganismos en las secreciones uterinas y la leche (25). Las vacas afectadas no
gestantes pueden continuar su vida reproductiva normal, convirtiéendose en diseminadoras
silenciosas de la enfermedad (1).

2.1.7.2. Machos

Cuando los machos son enteros y se infectan, la enfermedad se manifiesta con pérdida
de la fertilidad debido a orquitis y epididimitis (26).

En ambos sexos en paises tropicales, un signo comun es la presencia de higromas,
particularmente en las articulaciones de las patas y artritis después de infecciones
prolongadas (27).

2.1.8. Importancia de la brucelosis bovina en salud publica

La brucelosis es considerada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) como una de la zoonosis mas comun en
el mundo (28).

En humanos, la brucelosis puede ser causada principalmente por B. abortus, seguida de
B. melitensis, B. suis biotipos 1 al 4 y raramente por B. canis. Desde el punto de vista de
la salud publica, la brucelosis es considerada como una enfermedad ocupacional que
afecta principalmente a trabajadores agricolas, trabajadores de los mataderos o camales,
carniceros y veterinarios (29).

La infeccién en humanos y su prevalencia en una region dependen de varios factores,
como los habitos alimenticios, los métodos de procesamiento de la leche y los productos
lacteos, las costumbres sociales, las practicas ganaderas, las condiciones climaticas, el

estatus socioeconémico y la higiene ambiental (30).
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La transmisiébn normalmente se produce a través del contacto con animales infectados,
por medio de materiales contaminados que contactan con la piel lacerada o con
abrasiones, también por la inhalacién de aerosoles o la ingestion de productos lacteos y
alimenticios contaminados o no pasteurizados (31).

2.1.9. Control y erradicacion

En forma general los programas de control y erradicacion de la brucelosis bovina estan
basados en la vacunacion de hembras pre-puberes, aplicacion de pruebas seroldgica
para el rastreo de animales seropositivos o reactores, cuarentena de hatos infectados, y la
eliminacién de animales seropositivos/infectados. La vacunacion del ganado es la
herramienta fundamental para controlar o erradicar la brucelosis, previene la presentacion
de los signos clinicos de la enfermedad que favorecen la transmisién. Los programas de
erradicacion mas eficaces combinan la aplicacién de vacunacion y pruebas serolégicas
(19). Para profilaxis que se aplica en las hembras de reemplazo, se puede emplear una
de las dos cepas vacunales de B. abortus, la cepa S19 y la RB51.

2.1.9.1. Vacuna S19

La cepa vacunal B. abortus S19 fue la principal vacuna utilizada para vacunacion a
bovinos en Estados Unidos hasta 1996. Derivado de un aislamiento virulento de B.
abortus, S19 es una cepa lisa que expresa la cadena lateral O en su lipopolisacarido. La
cadena lateral O de B. abortus S19 induce respuestas serologicas que interfiere en
algunas de las pruebas serolégicas de tamizado y vigilancia seroepidemiolégica de la
brucelosis bovina, lo que impide que no se pueda diferenciar la respuestas de anticuerpos
provocados por la infeccion con cepas de campo de B. abortus de la inducida por la
vacunacion (19).

2.1.9.2. Vacuna RB51

B. abortus RB51 es una cepa rugosa, resistente a Rifampicina, que ha sido derivado de la
cepa virulenta B. abortus 2308 (32). Esta cepa es utilizada desde 1996 en la prevencion
de la brucelosis en Estados Unidos y en otros paises, como Chile. Se le administra en
dosis que van entre 1 X 10y 4 X 10 Unidades formadoras de colonias (UFC) por ml
(mililitro) en bovinos no menores a 4 meses de edad (26, 27).

La ventaja de esta vacuna permite diferenciar entre bovinos vacunados y aquellos
infectados con cepas de campo o silvestres, debido a que no induce anticuerpos contra la
cadena O del lipopolisacarido (35).

Sin embrago, se ha determinado que puede causar placentitis, endometritis e infeccion
fetal en vaquillas adultas que han sido vacunadas durante la prefiez (33).

2.1.10. Diagnéstico
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El desarrollo de una prueba diagnéstica definitiva para la brucelosis bovina sigue siendo
un objetivo dificil de alcanzar. Es asi que el desarrollo de la primera prueba serologia para
la brucelosis se realiz6 hace mas de un siglo, y desde entonces se ha perseguido tener
una prueba diagndstica con alta sensibilidad y especificidad para esta enfermedad. Las
pruebas seroldgicas son relativamente faciles de realizar y proporcionan una ventaja en la
deteccion de la prevalencia de la infeccion por Brucella spp (31). Pero el diagnostico
inequivoco de una infeccidbn solo puede realizarse mediante el aislamiento y la
identificacion de brucelas en las muestras biologicas de los animales en estudio.
Normalmente se necesita una combinacion de métodos seroldgicos, bacterioldgicos y/o
moleculares para incrementar la certeza del diagndstico (3).

2.1.10.1. Métodos indirectos

Actualmente estan disponibles varios métodos seroldgicos para el diagnéstico de la
brucelosis bovina, estas pruebas pueden ser clasificados como como pruebas o tests de
tamizaje (ejemplo: Aglutinacion en placa con antigeno tamponado o BPA), pruebas de
vigilancia epidemiolégica (Ejemplo; Prueba de anillo en leche) y como pruebas
confirmatorias (2-mercaptoetanol, Fijacion del Complemento, ELISAs, y Ensayo de
polarizacion de la fluorescencia) (8).

De éstos, los mas utilizados en suero sanguineo son Seroaglutinacion estandar, Fijacion
del Complemento, Aglutinacién con antigeno tefiido con Rosa de Bengala y la prueba de
Rivanol. En leche, el mas utilizado es la Prueba del anillo en leche (7). En Ecuador para el
diagnéstico de brucelosis bovina el “Programa Nacional de Control de Brucelosis Bovina”
plantea: a) Realizar pruebas de tamizaje; Prueba de anillo en leche y Rosa de bengala en
suero sanguineo, y como prueba confirmatoria el ELISA competitivo (ELISAc) y otras
pruebas autorizadas por la OIE (23).

Tras la realizacion de Prueba de anillo en leche por su propiedad presenta resultados
variables dependiendo del nimero de animales que aportan leche a la muestra, se basa
en la aglutinacion de anticuerpos secretados en la leche (8), es importante destacar que
los resultados falsos positivos es proporcional al nimero de vacas y presencia de leche
de vacas con mastitis o de calostro en la muestra, razon por la cual la OIE no recomienda
su aplicacion en predios pequefios 0 cuando la muestra provenga de mas de 100 vacas
(36). Por otro lado, la prueba de RB para la identificacién de la presencia de anticuerpos
anti-brucella suero sanguineo tiene limitaciones debido a anticuerpos aglutinantes
resultantes de la vacunacion con la cepa S19 de B. abortus y algunos anticuerpos que

producen reacciones cruzadas son detectados por esta prueba, generandose falsos
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positivos, por lo que es necesario utilizar otras pruebas para confirmar o descartar a los
animales reactores o infectados (37).

El principal inconveniente de estos ensayos indirectos, es que no siempre son
especificos, pueden presentar reacciones cruzadas con otras bacterias Gram-negativos
como: Escherichia coli, Pasteurella spp., Haemophilus, Yersinia
enterocolitica O:9, Francisella spp. Salmonella spp., Campylobacter. Las reacciones
cruzadas se deben a la similitud que existe entre LPSO de estas bacterias y el de
Brucella, lo cual constituyen un importante objeto de estudio, particularmente por que
provocan serias interferencias en el diagnéstico que favorecen el descarte de animales
falsos positivos (38).

2.1.10.2. Métodos directos

Permiten la deteccidn de las particulas de los agentes y/o sus componentes, como acidos
nucleicos, proteinas estructurales o no estructurales, enzimas, etc. (39). Se basan en
evidenciar la presencia de la bacteria o de sus componentes en los tejidos de los
animales.

Para el caso de la brucelosis bovina el diagndstico definitivo requiere el aislamiento de la
bacteria causante, a partir de diversas muestras clinicas.

Otro de los métodos permiten identificar la presencia de componentes (antigenos/acidos
nucleicos) de las brucellas en distintos tejidos, como el ELISA, Inmunofluorescencia
directa, Hemaglutinacion reversa, la PCR y LAMP (40).

2.1.10.3. Pruebas moleculares en el diagnostico de brucelosis

Los métodos basados en ensayos de PCR son mas rapidos y mas sensibles que los
métodos tradicionales utilizados en el diagnostico de brucelosis bovina. Estos ensayos
identifican fragmentos de &cidos nucleicos de las bacterias, resultando asi mas util y
practico. Tan pronto como 10 dias después de la inoculacién, el ensayo PCR puede
detectar brucella y por lo tanto ayuda en el diagnéstico precoz y control de la brucelosis
bovina (41).

El método de la PCR; la sensibilidad diagndstica es muy alta, porque se producen varios
millones de copias de la diana seleccionada. La especificidad de la reaccion puede ser
también muy alta, ya que esta determinada por las secuencias especificas de nucleétidos
de la diana seleccionada, asi como por el disefio del cebador o primer. De acuerdo al tipo
de PCR que se emplea; ejemplo la “PCR convencional”’, la sensibilidad analitica es
relativamente alta, con un nimero minimo de 100 a 1000 copias del genoma diana
detectables y la especificidad analitica puede ser alta, dependiendo de la seleccion de la

diana, del cebador designado, y de la optimizacion de la prueba. Pero dicha sensibilidad y
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especificidad analiticas se pueden mejorar mediante la aplicacién de la “PCR anidada”
(42). Por lo que estas pruebas tienen una aplicacion muy importante en la identificacion

de la infeccién por B. abortus en los bovinos.

Estas técnicas moleculares como la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y del
polimorfismo de la longitud del fragmento de restriccion (RFLP) son necesarios para
diferenciar especies y cepas dentro del género Brucella (43). El denominado PCR AMOS,
es un ensayo PCR especifica para diferenciar especies de Brucella esta prueba consta de
cinco oligonucleotidos que identifican tres biovariedades (1,2 y 4) de B. abortus, todas las

biovariedades de B. melitensis y B. ovis y un biovar de B. suis (12)

La PCR es una buena herramienta complementaria en una situacion de brote, si se
dispone de un ensayo que pueda diferenciar las cepas vacunales y de campo con una
alta sensibilidad analitica (44). Ademéas la PCR es una herramienta confiable para la
deteccion de Brucella en varios matrices incluyendo cultivo puro (45), en sangre y leche
de bovinos (46), en queso (47), 6érganos de bovinos naturalmente infectados (48) y varios

otros materiales clinicos.

Otra de las técnicas moleculares es la técnica de Amplificacidén Isotérmica Mediada por
Bucle (LAMP) que se caracteriza por su simplicidad porque todo el proceso de
amplificacion y deteccion se realiza en una Unica etapa en la que los componentes de
reaccion se someten a condiciones isotérmicas (49) esta técnica requiere equipos menos
sofisticados en comparacion con la PCR por lo tanto LAMP es accesible en paises en
desarrollo (50).
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. HIPOTESIS O PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cudl es la cantidad minima de células de Brucella abortus que pueden ser detectadas en
un ensayo de PCR multiple, previamente reportado por Yazdi et al., 2008 (10), el cual
permite diferenciar las cepas de campo de las cepas vacunales S19 y RB51?

Para el desarrollo de la esta pregunta de investigacion se planted los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Estimar la sensibilidad analitica del ensayo de PCR mudltiple previamente reportado por
Yazdi et al., 2008 (10) para su empleo en la identificacion de cepas de campo de Brucella
abortus y/o las cepas vacunales S19 y RB51 en muestras de leche y tejidos de nédulos

linfaticos de bovinos.

Objetivos especificos:
Implementar el ensayo de PCR multiple previamente usado por Yazdi et al 2008 (10) en la
identificacion de cepas de campo de Brucella abortus y/o las cepas vacunales S19 y

RB51, para su aplicaciéon en muestras de leche y tejidos de nodulos linfaticos de bovinos.

Estimar la sensibilidad analitica del ensayo de PCR mdltiple en muestras bovinas de leche
y tejidos de nddulos linféticos inoculados in vitro con las cepas vacunales S19 y RB51.
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IV. MATERIALES Y METODOS
Se describen los materiales y métodos empleados para el cumplimiento del proyecto
planteado.
4.1. Colecta, conservacion, transporte y almacenado de las muestras bioldgicas
(lecheltejidos). (Actividad experimental 1).
4.1.1. Materiales:
A. Bioldgicos:
Se colectaron aproximadamente 10 ml de leche de cada cuarto, se obtuvieron de tres
vacas que estaban en produccion siendo en total 120 ml de leche, de la granja Irquis de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca.
Se colectaron dos nédulos linfaticos (pre-escapular y supramamario) por cada animal
faenado, en total de dos animales faenados entre hembra y macho, del camal municipal
de Cuenca.
B. Reactivos/soluciones
Solucion de conservacién (Solucion Etanol al 80 %, Buffer TE 10:1 100X, Glicerol 2.5 %
(Sigma, Cat. No.: G5516).
Buffer TE 10:1 100X (Solucion de 10 mM de Tris-HCI (Sigma, Cat. No.: T4661), pH 8.0 y
100 mM de EDTA (Sigma, Cat. No.: EDS).
C. Equipos y otros materiales:
Guantes de nitrilo
Frascos estériles de 100 ml
Tobos Falcon de 15 ml
Fundas pléasticas estériles
Bolsas de basura
Cooler o termo congelador
Marcador resistente al agua y alcohol
Equipo de diseccion
Set de micropipetas (1 ml, 200 pl, 50 pl'y 20 ul con puntas estériles)
Congelador — 80 °C
4.1.2. Métodos:
La obtencion de muestra de leche se realiz6 en la granja Irquis de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca; mientras que la obtencion de tejido se
realizd en el camal municipal de Cuenca.
Paso 1. Para las muestras de leche se preparé todo el material necesario y para el caso

de las muestras de tejido se preparo la solucion de conservacion en tubos Falcon.
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Paso 2. Coleccion de las muestras de leche: antes de la colecta se procedio a la asepsia
de la gldndula mamaria, limpiando la ubre de la vaca con agua; se utilizé guantes y se
colecto aproximadamente 10 ml de cada cuarto en un frasco estéril y se rotulo el mismo.
Coleccién de las muestras de tejidos: se tomaron muestras post-mortem de bovinos
faenados en el camal municipal de Cuenca, se procedié a la asepsia, utilizando guantes,
lavando con agua el &rea donde se encuentran los nodulos linfaticos. Se tomd6 1 ndédulo
linftico pre-escapular, que se encuentra en el borde anterior del supraespinoso
aproximadamente 10 cm delante de la articulacion del hombro y también se tomo 1
nédulo linfatico supramamario, que se encuentra en la parte superoposterior de la
glandula mamaria, luego se disecciono aproximadamente un cuarto de cada nédulo
linfatico y se coloc6 en los tubos Falcén previa rotulacion.

Paso 3. Transporte de las muestras: luego de la coleccion de muestras, tanto para las
muestras de leche como las de tejidos, se transport6é en un termo.

Paso 4. Una vez en el laboratorio, las muestras de leche se hicieron alicuotas de 2 ml. Y
para las muestras de tejido, se tomé aproximadamente de 1 g. de cada uno de los
nodulos linfaticos (pre-escapular y supramamario) y se colocé en tubos Falcon que
estaban con la solucion de conservacion.

Paso 5. Las muestras de leche fueron conservadas bajo congelacién a - 80 °C y las de
tejido se conservaron a temperatura ambiente, en el laboratorio de Biologia Molecular de

la Facultad de CC.AA. de la Universidad de Cuenca hasta su andlisis.

4.2. Dilucion de las cepas vacunales de B. abortus S19 y RB51 e inoculacion en las
muestras bilégicas (lecheltejidos). (Actividad experimental 2).

4.2.1. Materiales:

A. Bioldgicos:

Alicuotas de 2 ml de leche

Alicuotas de 1 g. de tejidos de nédulos linfaticos

Cepas vacunales; S19 de la marca antibang CEPA S19 y RB51 de la marca BRUCELLA
ABORTUS RB-51®, con registro 4A-5295-AGROCALIDAD, cada una en frasco de 5 dosis.

B. Reactivos/soluciones:
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Buffer TE 10:1, 1X (Solucion de 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0 y 1 mM de EDTA). La
solucién se almaceno en frasco de vidrio con tapa rosca a temperatura ambiente y
protegida de la luz.

C. Equipos y otros materiales:

Guantes de nitrilo

Tubos Falcon de 15 ml

Tubos Eppendorf de 2 mly 1.5 ml

Set de micropipetas (1 ml, 200 pl, 50 ul y 20 ul con puntas estériles).

Agitador (Vortex)

Cabina de bioseguridad

Bolsas de basura

Congelador de — 80 °C

4.2.2. Métodos:

Paso 1. Primero, se realiz0 la resuspension de las cepas vacunales S19 y RB51 de B.
abortus:

De acuerdo a lo indicado en el empaque, el contenido de la cepa S19 fue de 15-30 X 10°
UFC/2 ml (dosis), es decir 7.5-15 X 10° UFC/ml y en promedio 11.25 X 10° UFC/ml.

Se tom6 1 ml de la cepa vacunal S19 (11.25 X 10° UFC/ml) y se inoculo en 10.25 ml
buffer TE 10:1, 1X, para tener una concentracion final de 1 X 10° UFC/ml.

De esta solucién se tomé 0.1 ml (1 X 10° UFC) y se inoculo en 9.99 ml de buffer TE
10:1,1X, para tener una concentracion final de 1 X 10" UFC/ml (solucién stock).

El contenido indicado en el empaque de la cepa vacunal RB51 fue 10-34 X 10° UFC/2 ml
(dosis), es decir 5-17 X 10 * UFC/ml y en promedio 11 X 10° UFC/m.

Se tom6 1 ml de la cepa vacunal RB51 (11 X 10° UFC/ml) y se inoculo en 10 ml de buffer
TE 10:1, 1X, para tener una concentracion final de 1x10° UFC/m.

De esta solucion se tomé 0.1 ml (1 X 10° UFC/ml) y se inoculo en 9.99 ml de buffer TE
10:1,1X, para tener una concentracion final de 1 X 10’ UFC/ml (solucién stock).

Paso 2. Preparacion de leche antes de la inoculacién; se descongelo las alicuotas de 2 ml
de leche y se centrifugo, luego se colecto 450 pl de leche junto la capa grasa para su
posterior inoculacién. Se tomé 50 pl de solucién stock (1 X 10° UFC) y se inoculo en 450
pl de buffer TE 10:1,1X y a partir de esta se hicieron 5 diluciones seriadas en base diez.
Para la dilucién mas concentrada (1 x 10° UFC/ml) se tomé 50 pl de solucién stock (1x10°
UFC) y se inoculo en 450 ul de leche junto la capa grasa y para las 6 diluciones restantes,
de cada una de las diluciones de buffer TE 10:1,1X se tomé 50 pl y se inoculo en 450 pl

de leche junto la capa grasa correspondiente a cada numero del tubo.
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Figura 01. Procedimiento de la dilucién e inoculacion de la cepas vacunales de B. abortus S19 y
RB51 en leche.

Paso 3. Preparacion de muestras de ndédulos linfaticos; se tomaron porciones de
aproximadamente 1 g. que estaban en solucion de conservacion, de esta se hicieron
fracciones * de 25 mg para su posterior inoculacion. Se tomé 25 pl de solucién stock (1 X
10" UFC/ml) y se inoculo en 450 pl de buffer TE 10:1,1X y a partir de esta se hicieron 5
diluciones seriadas en base diez en 450 pl de buffer TE 10:1,1X, finalmente para la
diluciéon mas concentrada (1 X 10" UFC/ml) se tomé 25 pl solucién stock (1 X 10” UFC) y
se inoculo en 25 mg de tejido y para las 6 diluciones restantes, de cada una de las
diluciones de buffer TE 10:1,1X se tomé 25 pl y se inoculo en 25 mg de tejido

aproximadamente correspondiente a cada numero del tubo.

50 ul Us0pl o 50— 50p 50y
5 H | ¥ ‘ ! 2| | 450 pl de buffer
vacuna B. abortus J — |4 | 3J | i 1 | ‘ 0 TE 10:1,1X

i 1
! 125 ul lzzs l kzza i Lzs l 125 ul

] 125 i
' 25l
Solucién Stock\\ ] ]
¢ & i & i I II-

: ‘ 3 ] ‘O l 25 mg de tejido de

Nodulos linfaticos
\f \f v/ v/ ' /4 \ VY

Figura 02. Procedimiento de la dilucién e inoculacion de la cepas vacunales de B. abortus S19 y
RB51 en nédulos linfaticos.

Todas las muestras anterior a inocular tanto de leche como de tejido fueron realizadas un
PCR para conocer que estaban libres de B. abortus.

Las diluciones correspondientes fueron:

Tabla 01. Concentraciones de las cepas vacunales de B. abortus S19 y RB51 en leche y nddulos

linfaticos.
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N° tubo Dilucion en muestras de leche Dilucion en muestras de tejido
6 1 x 10° UFC/ml de leche 1 x 10" UFC/g de tejido
5 1 x 10° UFC/ml de leche 1 x 10° UFC/g de tejido
4 1 x 10* UFC/ml de leche 1 x 10° UFCl/g de tejido
3 1 x 10° UFC/ml de leche 1 x 10* UFC/g de tejido
2 1 x 10?> UFC/ml de leche 1 x 10° UFC/g de tejido
1 1 x 10* UFC/ml de leche 1 x 10° UFCl/g de tejido
0 1 x 10° UFC/ml de leche 1 x 10" UFCI/g de tejido

Paso 4. Se repitieron dos veces el paso 2 y 3, es decir se realizd tres repeticiones para
cada una de las cepas tanto en muestras de leche como en tejidos. Por lo tanto se
hicieron 42 alicuotas de las muestras de leche de 0.450 ml a las que se inocularon las
cepas vacunales por separado, y 42 muestras de tejidos de nédulos linfaticos aprox. de
25 mg y se inocularon las dos cepas vacunales por separado.

Las tres repeticiones de inoculacion realizadas en las muestras bioldgicas (leche y tejido)

fueron con el objetivo de que sean muestras independientes para su respectivo analisis.

4.3. Procesamiento de las muestras bioldgicas inoculadas: extraccion y purificacion
del acido desoxirribonucleico (ADN) total de B. abortus. (Actividad experimental 3).
4.3.1. Materiales:

A. Bioldgicos:

Alicuotas de leche inoculada con las diluciones de las cepas vacunales de B. abortus
RB51 y S19.

Alicuotas de tejidos de ndédulos linfaticos inoculada con cepas vacunales de B. abortus
RB51 y S19.

B. Reactivos/soluciones:

Extraccion de ADN Total (leche)

Buffer NET (Solucion en 50 mM de NaCl (Sigma, Cat. No: S3014), 125 mM de EDTA y 50
mM de Tris-HCI, pH 7.6)

Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 24 % (Sigma, Cat. No.: 71725)

Proteinasa K (Solucién con 5 mg/ml de Proteinasa K (Sigma, Cat. No: P2308) en 10 mM
de Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM de EDTA y 50 % de Glicerol). La solucién ya preparada se hizo

alicuotas de 50 pl y se almacenaron a — 20 °C, protegidas de la luz.

Rolando F. Wampash Paati 29



UNIVERSIDAD DE CUENCA gEg
ot

Solucién 5 M de NaCl (Solucién con 292.2 g. de NaCl (Sigma, Cat. No: S3014) y c.b.p. 1
litro de agua destilada).

Solucién CTAB (Hexadecyltrimethylammonium bromide (Sigma, Cat. No: 52365)).
Fenol/Cloformo/A. Isoamilico 25/24/1 (Sigma, Cat. No: 77619). La solucién se almacend
en refrigeracién y protegido de la luz.

Etanol al 100 % (absoluto) (Sigma, Cat. No: E7023). Almacenada en refrigeracion y
protegido de la luz.

Etanol al 70 %. (Solucién al 70 % de Etanol en agua grado biologia molecular).
Almacenada en refrigeracion y protegido de la luz.

Buffer TE 10:1. 1x. (Solucién de 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0 y 1 mM de EDTA).
Extraccion de ADN Total (tejidos).

Solucion de conservacion (Solucion de Etanol al 80 %, Buffer TE 10:1 100X y Glicerol
2.5 %). Conservada a temperatura ambiente.

Solucién H,O destilada Conservada a temperatura ambiente.

Buffer de lisis 2X (Solucién con 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 25 mM de EDTA pH 8.0, 100
mM de NaCl y 2 % de SDS. La solucién ya preparada se almacend a temperatura
ambiente protegida de la luz solar directa.

Proteinasa K (Solucién con 5 mg/ml de Proteinasa K (Sigma, Cat. No: P2308) en 10 mM
de Tris-HCI, pH 8.0; 1 mM de EDTA y 50 % de Glicerol).

ARNasa (Solucion 20 ug/ul de ARNasa).

Fenol/Cloformo/A. Isoamilico 25/24/1

Etanol al 85 % (absoluto). Conservada en refrigeracion.

Etanol al 70 % (Solucion al 70 % de Etanol en agua grado biologia molecular (Sigma,
Cat. No.: W4502). Conservada en refrigeracion.

Buffer TE 10:1. 1x. (Solucién de 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0 y 1 mM de EDTA).
Conservada a temperatura ambiente.

C. Equipos y otros materiales:

Guantes de nitrilo

Tubos Eppendorfde 2y 1.5 ml.

Set de micropipetas (1 ml, 200 pl, 50 pl 'y 20 ul con puntas estériles).

Bafio Maria

Vortex

Centrifuga

Cabina de seguridad biol6gica.

4.3.2. Métodos:
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Extraccion del ADN Total de leche segun Romero y Lopez-Gofiii, 1999 (14), con
algunas modificaciones.

Paso 1. Se descongelo las muestras de leche anteriormente almacenadas (alicuotas de 2
ml). Y centrifugar a 12000 x g por 10 min.

Paso 2. Se tomd 450 ul del sobrenadante incluido la fase grasa de las muestras de leche
y se colocé en un tubo nuevo Eppendorf de 2 ml. Aqui en este paso se realizo la
inoculacion de las diluciones correspondientes.

Paso 3. Se adiciono 100 ul del Buffer NET (50 mM de NaCl, 125 de EDTA, 50 mM de
Tris-HCI, pH 7.6) y mas 100 pl de una solucién de SDS al 24 % y se incubo a 80 °C por 10
min.

Paso 4. Posteriormente se adiciono 48.75 ul de Proteinasa K hasta tener una
concentracion final de 325 pg/ml, se mezclé en vortex y se incubo por 2 h a 50 °C.

Paso 5. Precipitar los detritus, se adiciono 125 pl de una soluciéon 5 M de NaCl y 100 ul de
una solucion de CTAB/NaCl 10 % 0.7 M, se mezcl6 en vortex y se incubo por 10 min a
65° C, y se centrifugo a 12000 x g por 10 min a 4 °C.

Paso 6. Luego se colecto 500 ul del sobrenadante y se coloc6 en un tubo nuevo
Eppendorf de 2 ml, y se adiciono un volumen igual de Fenol/Cloformo/A. Isoamilico
25/24/1, se mezcld en vortex, y se centrifugo a 12000 x g por 10 min a 4 °C.

Paso 7. Se colecto 400 pl del sobrenadante y se colocoé en un tubo nuevo Eppendorf de
1.5 ml, y se adiciono 2.5 volimenes de Etanol absoluto, se mezclé por inversién y se
centrifugo a 12000 x g por 10 min a 4 °C para formar la pastilla de ADN total.

Paso 8. Se elimind el Etanol absoluto y se adiciono 500 yl de Etanol al 70 %, se lavé la
pastilla de ADN invirtiendo el tubo varias veces y se centrifugo a 12000 x g por 10 min a 4
°C.

Paso 9. Se elimin6 completamente la solucion Etanol al 70 % y se sec6 la pastilla a
temperatura ambiente protegida de la luz y el polvo.

Paso 10. Finalmente se resuspendio la pastilla de ADN en 50 ul buffer TE 10:1. 1 X.
Extraccion del ADN Total de tejidos, protocolo Lisis con Proteinasa K (PK) y Fenol /
Cloroformo segun Matrone et al., 2009 (15), con algunas modificaciones.

Paso 1. Se descongelo las muestras de tejido de nédulos linfaticos anteriormente
almacenadas.

Paso 2. Se cort6 1 g. de tejido y se colocé en un tubo Falcén de 10 ml.

Paso 3. Al tubo se afiadid solucion de conservacion hasta los 9 ml y se dejo reposar a

temperatura ambiente toda la noche.
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Paso 4. Se desecho el alcohol del tubo Falcon y se dividio en 5 porciones iguales (25
mg), de estas solo una porcion se colocé en un tubo Eppendorf de 2 ml.

Paso 5. Se dejo evaporar el alcohol a temperatura ambiente por 2 horas. Aqui en este
paso se realizo la inoculacion de las diluciones correspondientes.

Paso 6. Se anadio al tubo Eppendorf: 200 ul de H,O destilada, 200 ul de buffer de lisis
2X, 50 ul de Proteinasa Ky 2.5 pl de ARNasa.

Paso 7. Se mezclé en vortex y se incubo a bafio maria a 56 °C durante toda la noche.
Paso 8. Se retir6 del bafio maria y se mezclo en vortex de 20 a 30 segundos.

Paso 9. Se afadioé 500 ul de solucion Fenol/Cloroformo/A. Isoamilico 25:24:1, se agito en
vortex de 20 a 30 segundos y se centrifugo a 12000 x g por 10 minutos.

Paso 10. Se colecto 400 ul del sobrenadante y se colocé en un tubo Eppendor nuevo de 2
ml.

Paso 11. Se adiciono al sobrenadante colectado 2.5 volumenes de etanol absoluto y se
homogenizo por inversion, luego se centrifugo a 12000 x g por 10 minutos para formar la
pastilla de ADN.

Paso 12. Se elimind el etanol absoluto y se afiadié 500 ul de solucion etano al 70 %.

Paso 13. Se lavd la pastilla invirtiendo el tubo varias veces y se centrifugo a 12000 x g por
10 minutos.

Paso 14. Se elimin6é completamente la solucion etanol al 70 %.

Paso 15. Se dej6 secar la pastilla a temperatura ambiente protegida de la luz y el polvo.
Paso 16. Finalmente se resuspendio la pastilla de ADN en 50 ul buffer TE 10:1. 1 X.
Paso 17. Se mantuvo las muestras de ADN tanto de leche como de tejido a - 80 °C para
luego emplear 2 yl de cada una de las muestras de ADN total en los ensayos de

amplificacion y deteccion del material genético de B. abortus.

4.4. Amplificacién del acido desoxirribonucleico (ADN) total de bovino de las
muestras de leche y tejido mediante un ensayo PCR (Control de proceso) y su
deteccion mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE (Actividad experimental
4).

4.4.1. Materiales:

A. Biologicos

Muestras de &cido desoxirribonucleico (ADN) total, extraido de las muestras de leche y de
tejido de nddulos linfaticos de bovinos inoculados con cepas vacunales de B. abortus S19
y RB51.

B. Reactivos y soluciones:
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Agua grado biologia molecular. Se prepararon alicuotas de 1 ml y se almacenaron a
temperatura ambiente protegidas de la luz y el polvo.

Buffer de amplificacion 10X. Se prepararon alicuotas 0.5 ml y se almacenaron a - 20 °C.
Soluciéon de dNTP’s 10 mM. (dNTP’s set, Thermo- scientific, Cat. No.: R0182). Se
prepararon alicuotas y se almacenaron a - 20 °C.

Solucién a 50 mM de MgCl,. Se prepararon alicuotas 0.5 ml y se almacenaron a - 20 °C.
Solucién de oligonucleétidos o primers 100 pM. (Invitrogen, Cat. No.: 10336022). Par
de oligonucleétidos especificos para el control de proceso (12SFW-Mod: TAA ATC TCG
TGC CAG CCA, 12SREV-Mod: AGT ATG CTT ACC TTG TTA CGA C) (51). Se
resuspendieron en agua grado biologia molecular para tener una concentracion final de
100 uM y se prepararon alicuotas que se almacenaron a - 20 °C.

Enzima Taq ADN polimerasa. (Invitrogen, Cat. No.: 10966-033).

Solucién muestras de ADN total: Muestras de ADN total resuspendida en 50 pl de
buffer TE 10:1. 1 X, obtenido de las muestras de leche y tejido de nédulos linfaticos
inoculados con cepas vacunales de B. abortus S19 y RB51. Las alicuotas se mantuvieron
almacenadas a — 20 °C.

Agarosa (Invitrogen, Cat. No. 16500-100).

Solucién buffer TAE 1X (Solucién de 40 mM Tris-acetato, pH 8.0 y 1 mM EDTA).
Bromuro de Etidio (Solucién a 10 mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma, Cat. No: E7637).
Buffer de carga para ADN 6X (Solucion a 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 60 mM de EDTA.
0.03 % de Azul de Bromofenol (Sigma, Cat. No: B8026); 0.03 % de Xilencianol (Sigma,
Cat. No: X4126) y 60 % de Glicerol.

Marcador de peso molecular para ADN (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo
scientific Cat. No.: SM0321).

C. Equipos y otros materiales:

Set de micropipetas (1 ml, 200 pl, 50 pl'y 20 ul con puntas estériles)

Agitador (Vortex).

Centrifuga.

Cabina de PCR.

Termociclador (Eppendorf Modelo: Nexus GSX1).

Congelador a — 20 °C.

Fuente de poder.

Céamara de electroforesis.

Balanza analitica (Calibrada).

Horno de microondas.
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Transluminador UV.

Fotodocumentador UV (BioRad Modelo: Gel Doc XR+).

Probeta de 100 ml.

4.4.2. Métodos:

Paso 1. Se descongelaron los reactivos: Agua grado biologia molecular, Buffer de
amplificacion 10X, Solucion de dNTPs 10 mM, Solucién de MgCl,, Solucion de
oligonucledtidos y las Soluciones de las muestras de ADN total, pero a excepciéon de la
enzima Taq ADN polimerasa.

Paso 2. Se prepar6 una premezcla con el volumen requerido para el nUmero de muestras
a analizar (sabiendo que por reaccion 25 pl volumen final). Los calculos fueron los

siguientes:

Tabla 02. Mezcla de reaccion en el control de proceso.

Concentracion Volumen
Reactivo Por
Inicial Final » Premezcla *
reaccion
H,O biologia molecular No aplica No aplica 18.65 pl 18.65 pl x n
Solucion buffer de
o 10X 1X 2.5 ul 25ulxn
amplificacion 10X
Solucion de dNTPs 10mM 10 mM 0.1 mM 0.25 ul 0.25ulxn
Solucion de MgCl, 50 mM 2.0 mM 1.0 pl 10pulxn
Oligonucleodtido 12SFW 100 uM 0.8 uM 0.2 pl 0.2plxn
Oligonucleétido 12SREV 100 puM 0.8 uM 0.2 pl 0.2 ulxn
Enzima Taq ADN polimerasa 5 U/ul 0.04 U/l 0.2 ul 0.2ulxn
Muestra de ADN total - po/ul - pg/ul 2.0 ul 20 plxn
Volumen final ~ seeeeeees e 25 ul 25 pl x n

* n= nUmero de muestras

Paso 3. La premezcla ya preparada se mezcld en vortex durante 5 a 10 segundos.

Paso 4. Se identificé los tubos PCR (200 ul) y a cada tubo se agregd 23 ul de la
premezcla. Luego en el mismo orden a cada tubo se afadié 2 pl de la muestra de ADN
total correspondiente.

Paso 5. Los tubos PCR se colocaron al termociclador y fueron sometidas con el siguiente
perfil de temperatura de amplificacion para generar productos de PCR del control de

proceso.

Tabla 03. Perfil de temperaturas de amplificacion en el control de proceso.
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Paso 6. Terminada el proceso de amplificacion, se almaceno en el mismo termociclador
en refrigeracidn hasta la preparacion del gel de agarosa.

Paso 7. Para la preparacion del gel de agarosa al 1.2 %, se adiciono 0.36 g. de agarosa
por cada 30 ml de buffer TAE 1X en un vaso de precipitacion. Se agito la mezcla con
movimientos continuos de rotacion hasta la ebullicion de la mezcla por 5 minutos o mas y
conseguir una correcta homogenizacion. Se dej6 enfriar la solucion de agarosa.

Paso 8. Antes de que se gelifique se adiciono 1.0 pl de bromuro de etidio por cada 30 ml
de la solucién, se mezcl6 y se dispersé la solucion agarosa en la bandeja o molde para
gel. Luego se coloco el respectivo peine y se dejé gelificar aproximadamente por 20 min.
Paso 9. Se introdujo la bandeja de gel con la agarosa ya gelificada en el equipo de
electroforesis. Se cubrié el gel con buffer TAE 1X y se retir0 el peine, formado ya los
pocillos en el gel.

Paso 10. Antes de cargar los pocillos del gel, previo de retirar las muestras del
termociclador, a cada tubo PCR se le adiciono 5 ul de la solucién buffer de carga para
ADN 6X y se mezclaron con la micropipeta.

De cada una de estas reacciones, se tomd 10 ul y fueron cargados en los respectivos
pocillos del gel de agarosa. Luego al final de la hilera en uno de los pocillos se cargé 6 pl
del marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo scientific
Cat. No.: SM0321).

Paso 11. Luego la camara de electroforesis fue conectada a la fuente de poder a 90
Voltios por 30 min aproximadamente.

Paso 12. Para visualizar los productos de los PCR, el gel fue Illevado al

fotodocumentador, se tomé y se guardo la foto para su analisis.
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Paso 13. Se consider6 muestra valida aquella en la que se logré amplificar el fragmento
del control de proceso. En este caso mostré un producto de PCR de un tamafio de 600
bp.

4.5. Amplificacion del acidos desoxirribonucleico (ADN) de B. abortus mediante el
ensayo PCR y su deteccion mediante electroforesis en gel de agarosa-TAE
(Actividad experimental 5).

4.5.1. Materiales:

A. Bioldgicos

Muestras de acido desoxirribonucleico (ADN) total, extraido de las muestras de leche y de
tejido de nddulos linfaticos de bovinos inoculados con cepas vacunales de B. abortus S19
y RB51.

B. Reactivos y/o soluciones:

Agua grado biologia molecular. Se prepararon alicuotas de 1 ml y se almacenaron a
temperatura ambiente protegidas de la luz y el polvo.

Buffer Pfx de amplificacion 10X. (Invitrogen, Cat. No.: 11708-039).

Solucién Enhancer 10X. (Invitrogen, Cat. No.: 11708-039).

Solucién a 50 mM de MgSQ,. (Invitrogen, Cat. No.: 11708-039).

Solucion de dNTP’s 10 mM. (dNTP’s set, Thermo scientific, Cat. No.: R0182). Se
prepararon alicuotas de 50 ul y se almacenaron a - 20 °C.

Solucién de oligonucleétidos o primers 100 pM. (Invitrogen, Cat. No.: 10336022). El
primer par de oligonucleétidos especificos para la deteccién de B. abortus S19 (ERI1: 5°-
GCG CCG CGA AGA ACT TAT CAA- 3" y ERI2: 5°-CGC CAT GTT AGC GGC GGT GA-
3"). El segundo par de oligonucledtidos especificos para la deteccién de B. abortus RB51
(WBO1: 5- GCC AAC CAA CCC AAATGC TCA CAA-3 y WBO3: 5-TTA AGC GCT GAT
GCC ATT TCC TTC AC-3"). Se resuspendieron con agua grado biologia molecular para
tener una concentracion final de 100 uM. Se hicieron alicuotas de 50 ul y se almacenaron
a-20 °C.

Enzima Pfx ADN polimerasa. (Invitrogen, Cat. No.: 11708-039).

Solucion muestras de ADN total: Muestras de ADN total resuspendida en 50 ul buffer
TE 10:1. 1 X, obtenido de las muestras de leche y tejido de nodulos linfaticos inoculados
cepas vacunales de B. abortus S19 y RB51. Las alicuotas se mantuvieron almacenadas a
— 20 °C.

Agarosa (Invitrogen, Cat. No. 16500-100).

Solucién buffer TAE 1X (Solucién de 40 mM Tris-acetato, pH 8.0 y 1 mM EDTA).
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Solucién de Bromuro de Etidio (Solucion a 10 mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma, Cat.
No: E7637).

Buffer de carga para ADN 6X (Soluciéon a 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0; 60 mM de EDTA,
0.03 % de Azul de Bromofenol (Sigma, Cat. No: B8026); 0.03 % de Xilencianol (Sigma,
Cat. No: X4126) y 60 % de Glicerol.

Marcador de peso molecular para ADN (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo
scientific Cat. No.: SM0321).

C. Equipos y otros materiales:

Set de micropipetas (1 ml, 200 pl, 50 pl'y 20 pl con puntas estériles).

Tubos de PCR

Guantes de nitrilo

Cabina de PCR

Vortex

Balanza analitica (Calibrada).

Termociclador (Eppendorf Modelo: Nexus GSX1)

Congelador a — 20 °C (para mantener las enzimas y otros reactivos).

Vaso de precipitacion

Horno microondas

Camara de electroforesis

Fuente de poder

Transiluminador UV

Fotodocumentador (BioRad Modelo: Gel Doc XR+).

4.5.2. Métodos:
Amplificacion del producto de ADN de Brucella abortus, segun Yazdi et al., 2008
(10).

Paso 1. Se descongelaron los reactivos: Agua grado biologia molecular, Buffer de
amplificacion 10X, Solucion de dNTPs 10 mM, Solucién de MgCl,, Solucion de
oligonucledtidos y las Soluciones de las muestras de ADN total, pero a excepcion de la
enzima Pfx ADN polimerasa.

Paso 2. Se prepar6 una premezcla con el volumen requerido para el nimero de muestras
a analizar (sabiendo que por reaccion 25 pl volumen final). Los calculos fueron los
siguientes:

Tabla 04. Mezcla de reaccion en el PCR mudltiple.

Reactivo Concentracion Volumen
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Por
Inicial Final » Premezcla *
reaccion
H.O biologia molecular No aplica No aplica 18.65 pl 18.65 pl x n
Solucién Buffer Pfx de
L 10X 1X 2.5 pl 25l xn
amplificacion 10X

Solucién Enhancer 10X 10X 1X 1.875 pl 1.875 ul X n
Solucién de dNTP’s 10mM 10 mM 0.1 mM 0.25 pl 0.25plxn
Solucién de MgSO,4 50 mM 2.0 mM 0.5l 0.5l xn
Oligonucleotido ERI1 100 uM 0.8 uM 0.2 ul 0.2pulxn
Oligonucledtido ERI2 100 puM 0.8 uM 0.2 ul 0.2plxn
Oligonucledtido WBO1 100 pM 0.8 uM 0.2 ul 0.2ulxn
Oligonucle6tido WBO3 100 uM 0.8 uM 0.2 ul 0.2pulxn

Enzima Pfx ADN
_ 2.5 U/l 0.04 U/ul 0.2 ul 0.2pulxn
polimerasa

Muestra de ADN total ~  ----- po/pl - pa/pl 2.0 pl 20 plxn
Volumen final  —eeeeeeee e 25 ul 25 ul xn

* n= nimero de muestras

Paso 3. La premezcla ya preparada se mezclé en vortex durante 5 a 10 segundos.

Paso4. Se identificaron los tubos PCR (200 pl) y a cada tubo se agrego 23 ul de la

premezcla. Luego en el mismo orden a cada tubo se afadié 2 pl de la muestra de ADN

total correspondiente.

Paso 5. Las reacciones asi preparadas en tubos PCR se colocaron al termociclador y

fueron sometidas con el siguiente perfil de temperatura de amplificacion para generar

productos de PCR especificos de cepas vacunales B. abortus.

Tabla 05. Perfil de temperaturas de amplificacion en el PCR mudiltiple.
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Paso 6. Terminada el proceso de amplificacion, se almaceno en el mismo termociclador
en refrigeracion hasta la preparacion del gel de agarosa.

Paso 7. Para la preparacion del gel de agarosa al 1.2 %, se adiciono 1.08 g. de agarosa
en 90 ml de buffer TAE 1X buffer en un vaso de precipitacion. Se agito la mezcla con
movimientos continuos de rotacion hasta la ebullicion de la mezcla por 5 minutos 0 mas y
conseguir una correcta homogenizacion. Se dejo enfriar la solucién de agarosa.

Paso 8. Antes de que se gelifique se adiciono 3.0 pl de bromuro de etidio y se dispersé la
solucién agarosa en la bandeja o molde para gel. Luego se coloco el respectivo peine y se
dejo gelificar aproximadamente por 20 min.

Paso 9. Se introdujo la bandeja de gel con la agarosa ya gelificada en el equipo de
electroforesis. Se cubrié el gel con buffer TAE 1X y se retird el peine, formado ya los
pocillos en el gel.

Paso 10. Antes de cargar los pocillos del gel, previo de retirar las muestras del
termociclador, a cada tubo PCR se le adiciono 5 pl de la solucién buffer de carga para
ADN 6X y se mezclaron con la micropipeta.

De cada una de estas reacciones, se tomé 10 ul y fueron cargados en los respectivos
pocillos del gel de agarosa. Luego al final de la hilera en uno de los pocillos se cargé 6 pl
del marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder, Thermo scientific
Cat. No.: SM0321).

Paso 11. La camara de electroforesis fue conectada a la fuente de poder a 90 Voltios por

45 min aproximadamente.
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Paso 12. Para visualizar los productos de los PCR, el gel fue llevado al
fotodocumentador, se tomé y se guardé la foto para su analisis.

Paso 13. Se consideré muestra valida para el caso de la cepa vacunal S19 cuando se
amplifico un producto de 456 bp, y para el caso de cepa vacunal RB51 cuando se

amplifico un producto de 1290 bp.
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V. RESULTADOS
Se describen los resultados obtenidos en las diferentes actividades experimentales

realizadas.
5.1. Colecta de las muestras bioldgicas (leche/tejidos)

En el presente trabajo para conocer la sensibilidad analitica de un ensayo de PCR
multiple en la identificacion de cepas vacunales de B. abortus en leche y nddulos linfaticos
de bovinos, las muestras de leche se colecto de tres vacas en produccién de la granja de
Irquis de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca; mientras
gue la obtencién de tejido se colecto de dos animales post-mortem faenados del camal

municipal de Cuenca.

Las muestras colectadas se trasportaron en un termo congelador y fueron almacenadas
en congelacion a - 80 °C en el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de CCAA

de la Universidad de Cuenca hasta su procesamiento.

5.2. Deteccién del material genético de las muestras de leche y tejido del bovino

(control de proceso).

Luego de aplicar el protocolo de extraccion del ADN total en leche segin Romero y
Lépez-Goni, 1999 (14), con algunas modificaciones cuya muestras fueron inoculadas con
las dos cepas vacunales de B. abortus S19 y RB51 en siete diluciones y con tres
repeticiones cada uno respectivamente, es decir se obtuvieron en total 42 muestras, se
logro realizar el control de proceso correctamente como se describen en la Tabla 06, por
lo que se las consider6 muestras idéneos para la realizacion del siguiente PCR
especificamente en la deteccién de las diluciones en diferentes concentraciones de cepas

vacunales de B. abortus (Figura 03).
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Figura 03. Electroforesis (gel de agarosa al 1.2 %) de los productos de PCR
correspondientes al control de proceso de las siete diluciones en leche. Carriles 1-7:
Productos de PCR; Carril 8: Control positivo; Carril 9: Control negativo y Carril 10: Marcador de

peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder). * 720 pares de bases.

Sin embargo en tejido de nédulos linfaticos, luego de aplicar el protocolo de extraccion de
ADN total en tejido (segun Matrone et al., 2009 (15) con algunas modificaciones)
inoculada con las dos cepas vacunales de B. abortus S19 y RB51 en siete diluciones con
diferentes concentraciones y con tres repeticiones cada uno respectivamente. No se logré
detectar la amplificacion de los productos de PCR en el control de proceso en totas las
muestras de tejido (Figura 04), este resultado no satisfactorio y no confiable, se consideré

muestras no aptas para la siguiente actividad experimental.

Figura 04. Electroforesis (gel de agarosa al 1.2 %) de los productos de PCR
correspondientes al control de proceso de las siete diluciones en nédulos linfaticos.
Carriles 1: Control negativo; Carriles: 2,3,4,6 y 7: no se amplifico ningun producto de PCR; Carriles
5y 8: Productos de PCR vy Carril 9: Marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA
ladder). * 720 pares de bases.

Rolando F. Wampash Paati 42



UNIVERSIDAD DE CUENCA agg

5.3. Deteccion del fragmento del ADN de las cepas vacunales de B. abortus S19 y

RB51 en las muestras de leche y tejido del bovino.

Luego de las diluciones e inoculacion en leche de las cepas vacunales de B. abortus y
aplicado el protocolo de extraccion del ADN total planteado, se logré detectar el fragmento
del ADN de las dos cepas vacunales y conocer el limite de deteccién del ensayo PCR
multiple. En la cepa vacunal S19 se amplifico un producto de 456 bp y sobre el limite de
deteccion del ensayo PCR multiple, se encontré que los PCRs eran positivos hasta el
carril 3, que corresponde a la dilucién 1 X 10* UFC/ml de leche (10 mil bacterias/ml de
leche) (Figura 05) (Tabla 06).

Figura 05. Electroforesis (gel de agarosa al 1.2 %) de los productos de PCR
correspondientes a la deteccion del fragmento de ADN y el limite de deteccién de B.
abortus cepa vacunal S19 de siete diluciones en leche. Carril 1: 1 X 10° UFC/ml de leche;
Carril 2: 1 X 10° UFC/ml de leche; Carril 3: 1 X 10* UFC/ml de leche; Carril 4: 1 X 10° UFC/ml de
leche; Carril 5: 1 X 10° UFC/ml de leche; Carril 6: 1 X 10" UFC/ml; Carril 7: 1 X 10° UFC/ml de
leche y Carril 8: Marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder). * 456 pares de

bases.
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Por otro lado, en la cepa vacunal RB51 se amplifico un producto de 1290 bp y el limite de
deteccion del ensayo PCR multiple en dos de las tres repeticiones se identificd hasta el
carril 3 al igual que la cepa anterior, que corresponde a la dilucién 1 X 10* UFC/ml de
leche (10 mil bacterias/ml de leche) (Figura 06) (Tabla 06)

Figura 06. Electroforesis (gel de agarosa al 1.2 %) de los productos de PCR
correspondientes a la deteccion del fragmento de ADN y el limite de detecci6on de B.
abortus cepa vacunal RB51 de siete diluciones en leche. Carril 1: 1 X 10° UFC/ml de leche;
Carril 2: 1 X 10° UFC/ml de leche; Carril 3: 1 X 10* UFC/mI de leche; Carril 4: 1 X 10° UFC/ml de
leche; Carril 5: 1 X 10> UFC/ml de leche; Carril 6: 1 X 10* UFC/ml; Carril 7: 1 X 10° UFC/ml de
leche y Carril 8: Marcador de peso molecular (GeneRuler 100 bp Plus DNA ladder). * 1290 pares

de bases.
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Tabla 06: Deteccion del fragmento de ADN vy el limite del ensayo PCR multiple de las dos cepas

vacunales de B. abortus en muestras de leche bovina.

Cepa

vacunal Fragmento de | Diluciones Control de Limite de
Matriz | Repeticién de B amplificacién | (UFC/ml de 0CESO deteccion del
abortljs (pb) leche) P ensayo PCR.
1 X10° Valida Detectable
1X10° Valida Detectable
1X10* Valida Detectable
Leche 1 S19 456 1Xx10° Valida No detectable
1 X 10° Valida No detectable
1 X 10! Valida No detectable
1 X 10° Valida No detectable
1X10° Valida Detectable
1X10° Valida Detectable
1X10* Valida Detectable
Leche 2 S19 456 1X10° Valida No detectable
1 X 10? Valida No detectable
1 X 10! Valida No detectable
1 X 10° Valida No detectable
1X10° Valida Detectable
1X10° Valida Detectable
1X10* Valida No detectable
Leche 3 S19 456 1Xx10° Valida No detectable
1 X10° Valida No detectable
1 X 10! Valida No detectable
1 X10° Valida No detectable
1 X10° Valida Detectable
1X10° Valida Detectable
1 X 10* Valida Detectable
Leche 1 RB51 1290 1X10° Valida No detectable
1 X 102 Valida No detectable
1 X 10! Valida No detectable
1 X 10° Valida No detectable
1 X 10° Valida Detectable
1X10° Valida Detectable
1X10* Valida Detectable
Leche 2 RB51 1290 1X10° Valida No detectable
1 X 10° Valida No detectable
1 X 10! Valida No detectable
1 X10° Valida No detectable
1 X10° Valida Detectable
1X10° Valida Detectable
1 X10* Valida No detectable
Leche 3 RB51 1290 1X10° Valida No detectable
1 X 10° Valida No detectable
1 x 10t Valida No detectable
1 X 10° Valida No detectable
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5.4. Evaluacién de las dos cepas vacunales de B. abortus en leche.

Para evaluar los resultados obtenidos sobre el nivel de deteccion del ensayo PCR mudltiple
se realizd una estadistica descriptiva. Los datos de la variable limite de deteccién no
tuvieron una distribuciéon normal, por lo que para realizar este analisis se efectud con la
prueba no paramétrica equivalente a una prueba T de Student, llamada prueba de U
Mann-Withney para comparar la sensibilidad analitica del ensayo entre las dos cepas
vacunales, la S19 y la RB51.

Luego del estadistico de contraste se obtuvo: el valor P = 1, lo que explica que no hay
diferencia significativa (estadistica) para la variable limite de deteccion entre las dos
cepas vacunales haciendo el PCR mudltiple; la media o el promedio fue de 40000; la moda
10000 vy el error tipico 30000 UFC/ml de leche, son iguales.
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VI. DISCUSION

En el presente trabajo el objetivo principal fue medir la sensibilidad analitica de un ensayo
de PCR multiple para la identificacion de cepas de campo de B. abortus y/o las cepas
vacunales S19 y RB51 en muestras de leche y tejidos de nddulos linfaticos de bovinos,
con el uso de los oligonucleotidos o primers descrito por Yazdi et al.,, 2008 (10). Para lo
anterior se tomaron muestras leche y tejido de ndédulos linfaticos las cuales fueron
inoculadas con diferentes concentraciones de las cepas vacunales S19 y RB51. Las
muestras con concentraciones conocidas de brucelas fueron empleadas para extraer el
ADN total con los métodos descritos por Romero y Lépez-Goiii en 1999 (14), para el caso
de leche y por Matrone et al., 2009, para el caso de tejidos. Para evaluar la calidad del
material genético extraido se realiz6 un ensayo de PCR que identifica la presencia de
ADN bovino, este control de proceso nos permite evaluar la capacidad de los protocolos
de colecta, conservacion y extraccion del material genético de la muestra integra y de
calidad para ser amplificado. En este caso se logro identificar el amplicon o producto de
PCR en todas las muestras de leche, sin embargo en muestras de tejido no se logré
detectar en todas las muestras y tener resultados confiables, se sabe que este ultimo
resultado primeramente explica a que los primers utilizados en este estudio no fueron
evaluados en ningun estudio anterior con los protocolos de extraccion del ADN en tejido y
leche, puesto que en el estudio descrito por Yazdi et al., 2008 (10), fueron realizados con
cultivos puros de B. abortus, esto supone de los factores inhibidores que pueden estar
presentes en muestras de tejido y que pueden estar inhibiendo en la amplificacion del
ADN, tales como proteinas séricas, restos de células sométicas, polisacaridos y otros
componentes de los fluidos corporales o0 una extremada concentracion de ADN de la
muestra (52,53), estos inhibidores pueden estar originalmente en la muestra matriz,
introducirse en el procesamiento de las muestras, o en la extraccion del ADN (54) esto
permite sugerir realizar o afiadir otros pasos en la extraccion del ADN bovino para eliminar
ciertos inhibidores que pueden interferir en estos experimentos. En conclusion en leche la
amplificacion del ADN bovino en el PCR del control de proceso nos garantiza que las
muestras son idoneas para la amplificacion y deteccién del ADN de brucelas, sin embargo
en tejido al no ser asi consideramos muestras de ADN no funcionales para la siguiente
actividad experimental.

En la deteccion del ADN de B. abortus, a partir del ADN obtenido de la leche inoculada
experimentalmente con dos cepas vacunales en siete diluciones (1 X 10° 1 X 10° 1 X
10%,1 X 10% 1 X 10% 1 X 10*y 1 X 10° UFC/ml de leche) y con tres repeticiones por cada

dilucion, es decir obteniendo 21 muestras de leche inoculadas con S19 y 21 con RB51, y
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realizando el ensayo PCR multiple se logré identificar el fragmento del ADN como era de
esperar de la cepa vacunal S19 no se amplifico el operon ery pero si se tuvo un producto
de amplificacion de 456 pb este resultado coincide con Bricker y Halling (12) y de RB51 se
logro detectar el elemento I1IS711 y el producto de amplificacion fue de 1290 pb que
concuerdan con los resultados obtenido por Vemulapalli et al., (11). Por otro lado, el limite
de deteccion del ensayo PCR multiple, para las cepas S19 y RB51 fue correspondiente a
la dilucion 1 X 10* (10000 UFC/ml de leche). Estos resultados referente al nivel de
deteccién no coinciden con el reportado por otros investigadores como Mosquera et
al.(55) quienes reportaron un nivel de 1 X 10! (10 UFC/ml de leche), Romero y Lopez-
Gofii reportaron un nivel de entre 5 — 50 UFC/ml de leche y Hamdy y Amin (56) reportaron
un nivel de 1 X 10° (1000 UFC/ml en leche). En este estudio a pesar detectar el fragmento
de ADN de las dos cepas de B. abortus S19 y RB51 en muestras de leche, no se
considero lo suficientemente bueno para el limite de deteccion, se sabe que los resultados
adquiridos de los anteriores investigadores son en base a kits comerciales y otros
protocolos para extraccion de ADN y para la ampliacion del ADN bacteriano con
oligonucledtidos diferentes a los utilizados en este estudio, lo que sugiere evaluar otro u
optimizar el método de extraccion del ADN con el fin de mejorar el nivel de deteccion o
evaluar otros oligonucleotidos en diferentes condiciones de PCR.

En contraste en las muestras de tejido aunque no se logré detectar la amplificacién en el
PCR del control de proceso este si afecto en la amplificacién del ADN de brucelas y no se
pudo detectar las amplificaciones en ninguna de las muestras. Se asume que los
inhibidores antes mencionados podrian tener efecto negativo sobre la eficiencia de la

PCR y en la deteccion de ADN bacteriano.
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VIl.  CONCLUSIONES
En esta investigacion el protocolo de extraccion del ADN en leche planteado en el
laboratorio de Biologia molecular de la Universidad de Cuenca, tiene una funcionalidad
muy buena en siete diluciones de diferentes concentraciones.
Los ensayos de PCRs para la deteccion y amplificacion del ADN de B. abortus son
admisibles.
El protocolo de extraccion de ADN en tejido de nddulos linfaticos no es funcional y no es
valida para los ensayos PCRs.
En leche, la especificidad analitica del ensayo PCR mdltiple es acertado y concuerda con
los descritos por Bricker y Halling (12), Vemulapalli et al., (11) y Yazdi et al., (10).
En leche, la cantidad minima de células de B. abortus que se detecta mediante el ensayo
PCR muiltiple corresponde a la dilucion 1 X 10* UFC/m.
La variable limite de deteccion en el ensayo PCR multiple no hay diferencia significativa

en las dos cepas vacunales evaluadas.
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VIILI. RECOMENDACIONES
Evaluar y optimizar otros protocolos de extraccion de ADN tanto en leche para mejorar el
nivel de deteccion y en tejido para eliminar los supuestos inhibidores que estarian
interfiriendo en la amplificacion y deteccion del ADN.
Los pares de oligonucleétidos o primers utilizados en muestras de tejido de ndédulos
linfaticos al no ser funcionales, se recomienda utilizar otros primers para este tipo
muestras.
En otro caso, se recomienda redisefiarlos los primers utilizados en este estudio para que
sean funcionales en muestras de tejido de bovinos o evaluarlos en diferentes condiciones
de PCR.
Para mejorar el promedio del nivel de deteccion, es necesario aumentar el nimero de

repeticiones para cada dilucion correspondiente.
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X.

ANEXOS

Anexo 1: Formato del ensayo PCR para el control de proceso.

UNIVERSICAD DE CUENCA
Deioe (a7

Formato de ensavo:

i Laboratorio de Biclogia Molecular

Versién:

. 01-FE-MBM-TagqPol -
' i

1

Fecha‘:

i

A.- Informacién de} ensayo:

Tag ADN polimerasa

Pigina:

| Usuario:

An‘\'onj'_o_‘ 3. \kllee ((c,

| |
| Fecha: | Nombre del programa:

Cfio 2016

T P = P
| No: | Nombre gel procucte de PCR:

Tamane (hp): ! Observationes:

3

2 I 7 S o
=4l N | e 2
i | | -
L o |
| s | |
B.- Mezcla de reaccidn:
i ‘ Concentracién Volumen

Reactivo: i inicial: final: de premezcla: por reaccién: |
Aguz grado Biologie Mojecules. | Neaplica. Noaplice. q3,48 18,65 1) |
! Tzmpon Ej}e amplificacitn 19X 10X X 1&5 2.5 |
PR 5 = — —==

| Selucién de dNTPs. 7 15 mm L 1 4235 5

] -

Soiucién ds MegCh. | S0 oM 2,0 mM i 1 4

1 =3 } 1

Oligonuc]so—u'do 123 Fwy oF uM

o:% uw

}
ul |

Oligonucientico M@V_ _-R. toty, UM

58

B2

SRR

| Ql:gonucleotide -F. LM ‘ LM il 4 ! | |
Oligonucleotido R, e ! A T ! et
Olisonicientico A UM . 1M K ! wl 5
Oliponucleotide _ SR uM M 3 " I ;j [
| Enzirma Tag ADN polimerasa. F Ul Cp0% Uinl PR | l L2 W t
!Mu:sL‘a de ADN total. o~ ugl —  ugiul o ) 2 !
Volumen final: - —cses [ A ‘ 23 ,
C.- Perfil de temperaturas de amplificacién:
i ‘ = | Numero Se ciclos: i ‘ ]
E | & | R .
| 5 £ 3 | ) i | 4 <
| g | 8 5 | g ! | 2 4 & |
| = = = k] = = z |
| 2 | = z | 2 | =
| | & | & | 8| F |
| | & | & | = [ & | & | z |
Tierapo ( mip *, see 7k e s SR =130 | s~ -t 5 e @ |
— Dunen e 1
| I L | | »éL“C . . | [
| Temperatura { °C): [ 99 oc | (94 C - g2 ¢ | 32 ¢ | SYeg
E | | | s=sfCxiio=C | | é |
D.- Curva de temperatura de alineamiento: _ SRR
ok Lr | 2 |3 |4 ["5 ] 8 | % |8 10 | 1
|T™ (5Cy: AT |EE B | > | B

Tube No.:

Tubo No.:
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Anexo 2: Formato del ensayo PCR muiltiple para la amplificacién del material genético de
B. abortus.

. = > 01-FE-MBM-PfxPol
@ Laboratorio de Biologia Molecular - 1
Formato de ensayo: Focha: | W7024 |
—ta IfcADNpolmersss ==~ [Pigas: | 142
A~ Informacion del ensayo:
Omate:  Mrorie T Uorlowitlo .
Fe: ©0/7. 05 I EN“""“W-“ Brow PCR- o ffople» N
Fioe Phomies et products da PO | Thmaie Byl | Obsarvastenes:
1
3
3 i —
‘ |
B.- Mezcla de reaccidn:
Concentracién Volamen
Reactivo: - dmicial: fimal: de premezcia: por reacciés:
Agua grado Biclagia Molecular No splica No aplica. A8 1% 1hA%a
Fulle deamgiiin 10X | ax X 115 W | 25w
Selucidn enhancer 10X, 1ox e 4,335 u Q_{u
Salucidn de INTP's, M _mM (.25 wl 235
Solucida de M3SO,. 50 M oM 25 05 w
Ok beocada F R M 1w L2 w
Ctigmaciconsto R M M Al 9.2 u
».w ' - #“g— .—:...g — _'_ _”’ —QL{“
| Ofigrovelutide 8 M — WM - Leda |
O prmsckeoedn 5 " -2 gl _—
O g beatadn R B— T e I ul
Eexiaw Pt ADN pulimenas 2.5 Ui Ui L Lclu
Moesua de ADN sl vl —_wehl | 0 2
Volumen final: 425 w 25
C.- Perfil de temperaturas de amplificaciin:
i Numero de ciclos: __ 40
i % ] ]
iessgpes ( main , vz ) A& ] = e =Ty =R i3 =] =
L ¢
Temperaturs (*C): 25 c| 25 « e ] L2 x| 8L | 4 <
D.- Curva de temperatura de alineamiento:
Na: 1 N *J_ . “I_“A_LJ RN R [ u ‘T
™ (*Cy e i | S— ]
'_‘_..KQ___ —— e e ——————F —— ‘ 1 — l ——— |
x"'““" | — — __ 4 Joe | — !
| Tbes No | A S| AN e == =1 |
FOO1- PCR Phapel ver2017.05.02.001 Piglas 1 d 2
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Fotografias:

Foto N° 01: Coleccion de Foto N° 02: Dilucion e inoculaciéon de las
muestras de leche. cepas vacunales de B. abortus en muestras
de leche.

Foto N° 03: Extraccion del ADN en muestras de
leche inoculadas con cepas vacunales.
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