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Resumen

Beatriz Arellano Reynoso. COMPARACION DE LAS TECNICAS DE REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA Y BACTERIOLOGIA PARA EL DIAGNOSTICO DE
Brucella melitensis EN CAPRINOS VACUNADOS E INFECTADOS. Bajo la direccidon
de: Efrén Diaz Aparicio, Alfredo Sahagin Ruiz, Victor R. Tenorio Gutiérrez y Francisco
Suarez Giiemes.

E! objetivo del presente trabajo fue determinar los alcances del PCR como método
diagndstico, comparandolo con el estudio bacteriologico, para la deteccion de Brucella
melitensis en muestras de tejidos de caprinos vacunados e infectados. Se probaron
diferentes protocolos de extraccion de ADN y posteriormente se utilizé este ADN para
llevar a cabo tres metodologias de PCR con dos juegos de iniciadores disefiados a partir del
gen omp2 de B. melitensis. Estas metodologias fueron: PCR 1, con un juego de iniciadores
que amplifica una banda de 940 pb; PCR 2, con un juego de iniciadores que amplifica una
banda de 193 pb y PCR 3, que es un PCR anidado que utiliza ambos juegos de iniciadores
en dos reacciones. Se determiné que el mejor método de extraccion fue el de detergente
CTAB y fenol, el cual propicid una alta sensibilidad cuando se utilizé el PCR 3. Este
protocolo de extraccion de ADN y el PCR 3 se utilizaron para hacer la comparacion del
estudio bacterioldgico con la técnica de PCR a partir de muestras de tejidos de caprinos
divididos en cinco grupos experimentales. Los resultados fueron analizados con una prueba
de concordancia de Kappa usando una tabla de contingencia de 2 x 2, para determinar si
existia concordancia significativa entre los dos tipos de diagnostico. Se determind la
sensibilidad y especificidad de la prueba de PCR utilizando como prueba de referencia a)
a la bacteriologia y b) Asumiendo que todos los animales de los grupos desafiados y con
serologia positiva eran positivos. Los resultados obtenidos muestran que no hay
concordancia entre los dos diferentes métodos diagndsticos; sin embargo, la técnica de PCR
detectd animales positivos que a la bacteriologia resultaron negativos de los grupos 2 y 5,
los cuales habian sido desafiados. El hecho de que algunas muestras sean positivas al PCR
y negativas a la bacteriologia puede ser debido a la presencia de ADN de bacterias muestras
o no cultivables en la muestra, Tomando como prueba de referencia a la bacteriologia Ia
sensibilidad del PCR fue muy baja, sin embargo, ésta resulta mayor a la sensibilidad de la
bacteriologia si se comparan ambas técnicas tomando como positivos a todos los animales
desafiados. Estos resultados indican que la sensibilidad del PCR anidado propuesto en esta
investigacion es adecuada, sin embargo se deben hacer modificaciones para mejorar tanto
la sensibilidad como la especificidad de la técnica.

Palabras clave: Brucelosis, caprinos y PCR.
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Summary

Comparison between the PCR and bacteriology techniques for the diagnosis in vaccinated
and infected goats.

The objective of the present work was determined the scopes of the PCR technique as a
diagnostic method, comparing it with the bacteriological study for the detection of B.
melitensis in vaccinated and infected goat tissues samples. It was used the reference 16 M
B. melitensis strain and the spleen of a guinea pig inoculated with a mexican field strain in
order to assay different extraction protocols and thereafter to use them to carry out three
PCR methodologies with two sets of primers designed from B. melitensis omp2 gene.
These PCR methodologies were: PCR 1 with a set of primers that amplifies a 940 bp band,
PCR 2 with a set of primers that amplifies a 193 bp band and PCR 3 wich is a nested PCR
that uses both sets of primers in two reactions. It was determined that the best extraction
method was with the CTAB detergent and phenol, the one wich resulted in a high
sensibility with the nested PCR.This extraction protocol and nested PCR protocol were use
to make the comparison between bacteriology study and the PCR technique as of six
different goat tissues samples grouped in five groups of animals five each one: 1.
Vaccinated with the B. melitensis Rev 1 strain, challenged with a mexican field strain and
with the positive bacteriological isolation. 2. Vaccinated, challenged and with the negative
bacteriological isolation. 3. Negative control group. 4. Challenged and with positive
bacteriological isolation. 5. Challenged and without bacteriological isolation. The results
were analyzed with a conformity test of kappa using a contingency table of 2 x 2 to
determined if exists meaningful between the two tipes of diagnosis. It was determined the
sensibility and the specificity of the test using as reference a)the bacteriology technique,
and b) Assuming all goats from challenged groups as positives. The obtained results show
that there is no conformity between the two diferent diagnostic methods; however, PCR
technique detected positive animals that to the bacteriology resulted negative from the
groups 2 and 5, those which had been challenged. In all challenged groups the PCR
detected more samples as positives than bacteriology test; nevertheless, the specificity of
the nested PCR technique was 70%, since it detected nine samples as positives in the
negative control group (group 3). Assuming all challenged groups as positives, sensibility
of the nested PCR was 80% for group 1, 79.3% for group 2, for group 4 was 53.3% and
83.3% for group 5, while for the bacteriology 76. 6% for group 1 and 33% for group 4.
Using bacteriology as a reference test, the nested PCR showed an average sensibility of
67% for groups 1 and 4, while the average specificity from all groups was 31.4%

The fact that some samples are positive by the nested PCR and negative by bacteriology
could be due to the presence of DNA from dead bacteria or no cultivable bacteria in the
sample. This is an advantage for the nested PCR technique, since a positive culture is only
obtained if viable and cultivable bacteria are present. The results showed that the sensibility
of the test is adequate, but work has to be done to improve specificity.

Keywords: brucellosis, goat and PCR diagnosis.
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L.- Introduccién

La brucelosis es una enfermedad del grupo de las zoonosis que afecta a los animales
domésticos, particularmente cabras, bovinos y cerdos, y que en determinadas circunstancias
puede transmitirse al hombre. Esta enfermedad es importante no solamente desde el punto de
vista médico, sino por las graves pérdidas economicas que causa a la industria ganadera. Esta
infeccion constituye un problema de caracter mundial, cuya importancia ha ido imponiéndose
a pesar del lamentable descuido que se le ha tenido en muchos paises (Acha et al, 1977, Ruiz,
1986).

La enfermedad en México continia siendo uno de los problemas zoosanitarios que
mayormente impactan a la economia pecuaria nacional y a la salud publica. El primer
aislamiento de Brucella se llevo a cabo en 1887 por David Bruce, pero tuvieron que transcurrir
casi 20 afios para que Zammit determinara que las cabras eran la fuente de infeccion a través
de sus productos lacteos que se expendian sin pasteurizar ni hervir en la isla de Malta (Lopez
et al, 1991; Ruiz, 1986).

En México, el primer aislamiento del agente lo realizo Placeres en 1921 en el estado
de Puebla. Los primeros reportes formales de infeccion en humanos aparecieron a finales de
los afios treinta (Lopez et al, 1991).

La brucelosis causada por Brucella melitensis es considerada !a mas relevante en el
pais por el gran nimero de casos humanos que genera, con tasas de 2.12 a 4.77 por cada
100,000 habitantes, para 1980 y 1990 respectivamente (Lopez, 1996). La bacteria ademas de
ser patdgena para el hombre, en el ganado caprino se encuentra diseminada en todo el
territorio nacional, sobre todo en las zonas aridas y semiéridas, ya sea dentro de sistemas de
produccién controlados o en forma de rebaiios nomadas que se mueven en areas extensas en
busca de alimento o como parte integral de actividades de traspatio. Si bien, B. melitensis
afecta principalmente a los caprinos y en menor grado a los ovinos, es también facilmente
transmitida al ganado bovino que tiene contacto con esta especie. La importancia de la
brucelosis en las cabras radica en las mermas econdmicas que ocasiona a través de la pérdida
de cabritos y baja en la produccion lactea, sin embargo, el mayor impacto resulta de la
enfermedad en el hombre por el alto costo del tratamiento, la pérdida de horas de trabajo,

costos de hospitalizacién y diagnostico entre otros (Acha et al, 1977; Lopez et al, 1991, Ruiz,



1986). Tan solo en 1997 se reportaron 3387 casos de brucelosis en México (Epidemiologia,
1998), aunque la cifra se considera inferior a la realidad ya que la sintomatologia del
padecimiento no es especifica y puede ser facilmente confundida; también se ha reportado que
en México se registran 30 defunciones cada afio que tienen como causa directa de muerte la
brucelosis’ .

A pesar de lo anterior, a la brucelosis caprina no se le ha dado la importancia que
realmente merece y casi toda la atenciéon ha sido dirigida hacia el problema en el ganado
bovino. Existen pocos datos actualizados sobre la situacion de la enfermedad en caprinos, sin
embargo, en el aspecto sanitario la brucelosis es uno de los principales problemas que afectan
directamente la productividad; se ha calculado que tan solo por problemas reproductivos,
representa para la ganaderia nacional una pérdida de 22 millones de pesos anuales'. En los
caprinos esta enfermedad ha detrimentado el valor de los productos lacteos, ya que la gente
piensa que al consumirlos se enfermara; ademas de las pérdidas de cabritos debido a los
abortos, que a su vez incrementan los costos de produccion, De a cuerdo a estimaciones de la
Comision Nacional para la Erradicacion de la Tuberculosis bovina y Brucelosis (CONETB),
la prevalencia de la brucelosis caprina puede llegar a ser hasta del 12.9% en zonas endémicas.

A partir de 1993 se instituyé oficialmente la Campafia Nacional contra la Brucelosis
Animal en México y se publico en el Diario Oficial de la Federacion el acuerdo por el cual se
establece en todo el territorio nacional, con caracter obligatorio, general y permanente
(CONASA, 1994).

E! niimero estimado de cabezas de ganado caprino en 1991 fue de 10 millones y la
cobertura de vacunacion y diagnostico no alcanzd el 1% del total. En 1993 esta cobertura
aumentd solamente al 3% (CONASA, 1994; CONASA, 1995). En 1997 el Centro de
Estadistica Agropecuaria report un total de hembras vacunadas de 182,115 cabezas (Datos de
la CONETB no publicados, 1997).

En México, la unica vacuna disponible para caprinos es la cepa viva atenuada de B.
melitensis Rev 1 desarrollada por Elberg en 1955. Esta vacuna es de una cepa lisa obtenida a

partir de una cepa dependiente de estreptomicina de B. melitensis. Es de baja virulencia para

! Datos obtenidos del suplemento Lunes en la Ciencia, del Periddico La Jomnada, 26 enero de
1998.



pequefios rumiantes, altamente antigénica y no revierte a patdgena por pasajes continuos. Su
uso estd contraindicado en cabras gestantes ya que provoca abortos y puede persistir en
nodulos linfaticos y eliminarse por leche durante 2 6 mas lactaciones. Otro efecto indeseable
es que los animales vacunados-dan resultados positivos a las pruebas serodiagnosticas
comunes, hecho que dificulta el buen desarrollo de los programas de contrel y erradicacion de
la enfermedad (Alton, 1992; Baer et al, 1971; CONASA, 1994, Schurig, 1994).

Biologia del organismo

Brucella es una bacteria cocobacilar gram negativa, aerobia, catalasa, oxidasa y

ureasa positivas, algunas especies requieren de CO, para su desarrollo, especialmente en

aislamiento primario. Se desarrolla entre 20-40 C, pero siendo su temperatura Optima de
crecimiento 37 C {Corbel et al, 1984; Moyer y Hausler, 1991).

Los estudios de hibridacién de 4cido desoxirribonucléico (ADN) han puesto de
manifiesto una gran similitud entre las distintas especies lisas, que se pueden agrupar en
una sola especie gendémica: B. melitensis (Verger et al, 1985). Para efectos practicos, el
subcomité de Taxonomia de Brucella mantiene seis especies nominales dentro del género:
B. melitensis (con tres biotipos), B. abortus (con siete biotipos), B. suis {(con cinco
biotipos), B. neotomae, B. ovis y B. canis; aunque recientemente se han aislado cepas de
animales marinos, por lo que se esta considerando clasificarlas como una nueva especie
(Corbel, 1997). Las cuatro primeras presentan las caracteristicas de superficie propias del
fenotipo liso ("smooth" o S) comin a muchos gram negativos. Por el contrario las dos
ultimas se asemejan a Haemophilus, Bordetella, o Neisseria en cuanto que carecen de un
auténtico lipopolisacarido (LPS) de tipo S (Corbel et al, 1984; Hitchcock et al, 1986). Por
semejarse a los auténticos mutantes rugosos (R) de las especies lisas, se las conoce como
especies rugosas naturales de Brucella.

Una revision de componentes estructurales del género Brucella revela
peculiaridz;des con respecto de muchos otros gérmenes gram negativos, como lo es su
envoltura celular (Cherwonogrodzky et al, 1990, Martin y Hancock, 1990; Moriyon et al,
1987).



La envoltura celular de Brucella se distingue de las de otras gram negativas por ser
resistente a la accion de detergentes y al 4cido etilendiamino tetracético (EDTA). También
lo es a la accién de la polimixina B, a la proteolisis por enzimas y a la digestién con
lisozima. La molécula mas abundante es el LPS o antigeno "O" especifico, un polisacarido
central y el tipido A. E1 LPS es una molécula que se encuentra expuesta hacia el exterior de
la membrana externa, orientacién que facilita la induccion de anticuerpos dirigidos contra
el antigeno "O" y el oligosacarido central, que son de gran valor en el diagnéstico de la
brucelosis y en la identificacion serolégica de las especies de Brucella. El antigeno "O"
polisacérido de B. abortus 1119-3 esta constituido de un homopolimero linear de unidades
de D-manopiranosil, 4-6 didesoxi, formamido ligadas por enlaces alfa 1-2 (Lopez et al,
1991). '

La estructura del polisacarido "O" de B. melitensis es también un homopolimero de
D-manopiranosil, 4-6 didesoxi, 4-formamido (o perosamina) en apariencia similar al de B.
abortus. Esta similitud estructural explica la reaccion cruzada que existe entre estos

microorganismos (Bundle and Perry, 1985; Cherwonogrodzky et al, 1990).

Prevencidn y control

Los programas de control de la brucelosis se basan en pruebas diagndsticas,
medidas profilacticas y sanitarias. La vacunacién es una herramienta importante para
interrumpir la difusion de la brucelosis. Sin embargo, la vacunacion solo disminuye el
riesgo de contagio, sin eliminarlo por completo. Ademas, debe estar integrada en un
programa de control que contemple el diagnéstico y medidas sanitarias (Blasco, 1990 a).

Se han utilizado contra la brucelosis una amplia variedad de vacunas, sin embargo,
ahora la generalidad de los programas se basan en el uso de vacunas vivas atenuadas.
Actualmente la Unica vacuna utilizada para el ganado ovino y caprino es la cepa atenuada
de B. melitensis Rev 1, que induce una respuesta seroldgica semejante a la de la infeccion
natural (Jiménez de Bagiies et al, 1991).

La ocurrencia y persistencia de anticuerpos en el suero después de la vacunacion es
una desventaja del uso de la vacuna ya que puede existir interferencia en la identificacion

de animales infectados. En la persistencia de las respuestas serologicas posteriores a la



vacunacidn convencional (via subcutanea, dosis completa) de cabritas existen discrepancias
en los datos de distintos autores, ya que podria oscilar entre cuatro y veinte meses
(FAO/OMS, 1986; Mancera et al, 1992). La existencia y persistencia de anticuerpos es
debidas a diversos factores tales como la edad, dosis y tiempo posvacunal. Los tipos de
pruebas usadas y la interpretacion de resultados son muy importantes; al usar la vacunacion
con dosis reducida (1x10°-5x10° UFC.) en cabras adultas estas resultan negativas a las
diversas pruebas seroldgicas entre los 3 y 7 meses después de la vacunacion (Alton, 1972,
1979, Diaz et al, 1984).

El diagndstico seroldgico se basa en la demostracion de la presencia de anticuerpos
especificos a antigenos de B. melitensis. Para ello se han aplicado una gran variedad de
pruebas serologicas. Desde el punto de vista practico, las pruebas con las que se obtienen
mejores resultados son la Fijacion del Complemento (FC) y al ELISA indirecto. La prueba
de tarjeta con el antigeno de rosa de bengala, a una concentracién celular del 3%, es
utilizada como tamiz ya que tiene una sensibilidad del 98% y es facil de realizar en el
laboratoric o en el campo, ademas tiene la ventaja de ser economica (CONASA, 1994). El
aislamiento del agente etiologico constituye el diagnostico directo confirmatorio.

El empleo conjunto de las técnicas seroldgicas, bacteriologicas y la eliminacion de
los animales infectados del hato, disminuyen la incidencia de la enfermedad; sin embargo,
hay ocasiones en que las pruebas diagnésticas ya mencionadas no concuerdan entre si,
confundiendo al propietario y volviéndolo renuente al sacrificio de los animales.

Recientemente se han sugerido métodos moleculares rapidos como herramientas de
diagnostico tales como hibridacion con sondas genéticas, uso de enzimas de restriccion y
la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Ficht et al, 1996; Herman et al,
1992; Husseinen, 1993; Leal et al, 1992; O’ Hara et al, 1985; Romero et al, 1995). Estos
métodos hacen posible detectar diferencias muy pequefias de cepas estrechamente
relacionadas entre si, como es el caso de género Brucella. La técnica de PCR detecta y
multiplica una secuencia especifica de ADN de la bacteria de la cual sospechamos y se
puede realizar a partir de muestras de tejido y muestras clinicas como sangre, leche, orina y
saliva (Brisson- Noel et al, 1990; Erlich et al, 1990, Fekete et al, 1992; Leal et al, 1995).
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Técnica de PCR

La técnica de PCR es un método in vitro para la sintesis enzimatica de secuencias
especificas de ADN, usando dos iniciadores los cuales son complementarios a un segmento
de ADN molde en sus dos extremos, ademas de nucledtidos en exceso, la enzima Taq
polimerasa, iones de Mg"™ y una serie de ciclos repetitivos que incluyen: Desnaturalizacion
de la doble cadena de ADN, unién de los iniciadores a los extremos del fragmento de ADN
y la extension de estos iniciadores sobre el ADN molde por la polimerasa termoestable,
resultando en la acumulacién exponencial de un fragmento especifico cuya dimension esta
definido por los finales 5’ de los iniciadores. Ya que el producto de extensién sintetizada en
un ciclo puede servir como molde del siguiente, el nimero de copias de ADN se duplica en
cada ciclo. Asi, 20 ciclos de PCR resulta en una amplificacién de un millon de veces
(Erlich, 1989; Innis et al, 1990).

Para esta técnica se necesitan los siguientes reactivos y equipo en general:

El ADN que contiene el fragmento que queremos amplificar y que servira de molde.

Los iniciadores que son fragmentos de ADN, de aproximadamente 20 pares de bases y son
complementarios al extremo 3’ de cada una de las dos cadenas del ADN molde. Una Taq
polimerasa, enzima obtenida de la bacteria termofila Thermus aquaticus y que resiste altas
temperaturas sin desnaturalizarse. dNTPs: Deoxinucledtidos trifosfato (deoxiguanosin
trifosfato dGTP, deoxicitocin trifosfato dCTP, deoxiadenin trifosfato dATP y deoxitimidin
trifosfato dTTP), estos seran tomados por la Taq polimerasa para formar una nueva cadena
de ADN. Todo lo anterior se mezcla en una solucion amortiguadora que contiene iones de
Mg"" para que la reaccion se lleve a cabo adecuadamente.

Ademas se requiere de un termociclador, este aparato puede hacer variar las temperaturas
de cada paso de la reaccidon de una forma muy rapida. Se necesita de una temperatura de 94
C por 20 s para la desnaturalizacion del ADN, es decir, la doble cadena se abre para que
posteriormente se unan los iniciadores a una temperatura de 55 C por 20 s; y por ultimo la
extension o sintesis de ADN a partir del extremo 3’ de los inicadores se lleva a cabo a una
temperatura de 72 C por 30 s. Estas temperaturas se repiten con un total de 30 ciclos o mas,
segun las caracteristicas del ADN blanco como la cantidad de G + C en el fragmento a

amplificar (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquemitica de la técnica de PCR, donde:
. Taq polimerasa
3 Iniciador
D dNTP

w— ADN blanco

La técnica de PCR es muy especifica, ya que solamente se amplifican los
fragmentos de ADN delimitados por los iniciadores, no importando si hay otro tipo de
ADN presente. El producto de amplificacion del PCR se evalia posteriormente en un gel de
agarosa que hace evidente el segmento especifico de un determinado tamafio en pares de
bases (pb), de ADN. El PCR es muy sensible, partiendo de la teoria que puede detectar
desde una sola molécula de ADN, sin embargo, se han encontrado obstaculos para
amplificar pequefias cantidades de ADN en muestras clinicas, por lo que se han hecho
diversas modificaciones con el fin de obtener los resultados deseados, una de estas
modificaciones es el PCR anidado, el cual consiste en llevar a cabo dos reacciones de PCR,

la segunda a partir del producto de amplificacion de la primera, ya sea con los mismos
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iniciadores, o con otros diferentes que amplifican un producto interno y mas pequefio que el
primero (Leal et al, 1992, Matar et al, 1996, Gilbert et al, 1997).

Para que la reaccion se lleve a cabo en forma adecuada, primero se debe
estandarizar la técnica segin la aplicacién que se le vaya a dar. Se deben alicuotar los
reactivos en cantidades pequefias, usar pipetas limpias y puntas nuevas, separar fisicamente
las reacciones ya realizadas de las que todavia no se hacen para evitar contaminaciones con

ADN de otros tubos e incluir siempre un testigo negativo y uno positivo.

Utilizacion de la técnica de PCR para el diagnéstico de Brucella

En el caso del género Brucella, existen diferencias en la secuencia de ADN del gen
omp2 especificas de especie (Ficht et al, 1996; Husseinen, 1993). El locus omp2 esta
compuesto de dos genes muy relacionados entre si: omp2a y omp2b, que codifican para
proteinas del tipo de las porinas de 33 y 36 kDa, respectivamente. Los dos genes omp2a y
omp2b comparten aproximadamente el 85% de homologia de ADN, aunque este Ultimo
solamente se ha logrado expresar en el laboratorio y no en forma natural. De esta forma, se
han empleado las diferencias en sus secuencias para generar sondas especificas e
iniciadores para PCR que se pueden utilizar para distinguir entre las diferentes especies de
Brucella por medio de hibridacion con una regién comun en el gen ompZ2a seguido de su
amplificacion por medio de la técnica de PCR. Esta variacion del locus omp2 entre las
especies permite que el género Brucella se divida en dos grupos:
1. - El grupo de B. abortus bS y B. melitensis
2. - El grupo de B. canis, B. ovis, B. suis y B. neotomae.

En una primera reaccion de PCR con 3 diferentes o iniciadores, Brucella abortus
b5 y B. melitensis amplifican un producto de 940 pares de bases (pb), pero el grupo de B.
ovis, B. neotomae, B. canis y B. suis producen un fragmento de 440 pb, debido a las
diferencias que existen entre especie en el gen omp2a. Cada especie de Brucella del grupo
B. canis, B. suis, B. ovis y B. neotomae se puede diferenciar en forma independiente por
medio de una segunda reaccion de PCR. La B. melitensis y B. abortus requieren de un
analisis con la enzima de restriccion Pst 1 para diferenciarlas entre si (Husseinen, 1993).

Varios investigadores han experimentado con la técnica de PCR enfocada al



diagnostico de la brucelosis. Algunos han utilizado una fraccidn del gen omp2 de Brucella
para amplificar fragmentos de diferentes tamafios que inclusive pueden diferenciar entre
especies de Brucella (Ficht et al, 1996; Husseinen, 1993). Leal et al. (1995) ha utilizado
este mismo gen para elaborar iniciadores muy sensibles que amplifican un fragmento de
193 pb. Aplicando esta técnica a muestras clinicas como sangre y leche, los autores
lograron amplificar ADN de Brucella a partir de menos de 10 unidades formadoras de
colonias/ml. Por otra parte, diferentes autores han diseiiado iniciadores especificos para
Brucella a partir de la secuencia de insercion IS6501. Con esta técnica han logrado
amplificar ADN de menos de 10 brucelas (Ovahrini-Bettache et al, 1996). Matar et al.
* (1996), disefiaron un PCR anidado que amplifica una banda de 223 pb, a partir de una
secuencia de ADN que codifica para una proteina de 31 Kilodaltones (KDa). Este PCR se
disefié para ser utilizado en muestras de sangre de pacientes con infeccion aguda o crénica
de brucelosis y detecta hasta 60 fg de ADN de Brucella 6 20 de unidades formadoras de

colonias.
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Justificaciéon

Las técnicas actuales para la determinacion de una infeccidn por Brucella spp. se
basan en métodos indirectos como el encontrar anticuerpos contra la bacteria en suero, y en
métodos directos, donde el aislamiento e identificacion bacteriologica son las pruebas
confirmatorias. Sin embargo, la bacteriologia puede presentar falsos negativos ya que
requiere que los microorganismos estén viables y accesibles para poder ser cultivados;
asimismo, depende de la técnica que se use, el volumen que se tome y repeticiones de la
muestra, ademas es una técnica laboriosa, cara y de alto riesgo para el técnico. Esta
investigacion planteo la evaluacion de la técnica de PCR para proponerla como un método
diagnostico de B. melitensis, debido a que puede ser mas sensible que la bacteriologia, asi

como mas rapida y segura.

Hipétesis
La utilizacion de la técnica de PCR permite la identificacidn de caprinos infectados

por Brucella melitensis, mismos que al estudio bacteriologico resultan negativos.
Objetivos

Objetivo general
Determinar los alcances del PCR como método diagnostico, comparandolo con el
estudio bacteriologico, para la deteccion de Brucella melitensis en muestras de tejidos de

caprinos vacunados y/ o infectados.

Objetivos especificos
1.- Establecer el método de extraccion de ADN que permita el adecuado
funcionamiento de la técnica de PCR aplicada a suspensiones de cultivos puros de B.

melitensis y a tejidos de cuyes inoculados experimentalmente con B. melitensis.
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2.- Conocer la cantidad minima de unidades formadoras de colonias de B. melitensis

que detecta la técnica de PCR.

3.- Evaluar la sensibilidad y especificidad de Ia técnica de PCR comparandola con

el estudio bacteriologico.

4.- Comparar las técnicas de bacteriologia y PCR para poner de manifiesto a B.
melitensis en tejidos de caprinos a) no vacunados y b) vacunados con B. melitensis Rev 1; y

posteriormente desafiados con una cepa de campo mexicana biotipo 1 de B. melitensis.
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I1.- Material y Métodos

Grupos de animales

Se trabajd con cinco grupos de cinco animales cada uno, integrados de la siguiente
manera; _
1. Caprinos adultos vacunados con la cepa de B. melitensis Rev 1, desafiados con una cepa
de campo mexicana de B. melitensis, biotipo 1 y con aislamiento bacterioldgico positivo en
por lo menos una de las muestras de los tejidos, después del desafio.
II. Caprinos adultos vacunados con la cepa de B. melitensis Rev 1, desafiados con una cepa
de campo mexicana de B. melitensis, biotipo 1 y con resultado negativo al aislamiento
bacterioldgico a partir de muestras de tejidos, después del desafio.
HI. Caprinos adultos no vacunados, sin desafiar y con resultado de aislamiento
bacteriologico negativo a partir de muestras de tejidos.
IV. Caprinos adultos no vacunados, desafiados con una cepa de campo mexicana de B.
melitensis, biotipo 1 y con aislamiento bacteriolégico positivo en por lo menos una de las
muestras de los tejidos, después del desafio.
V. Caprinos adultos no vacunados, desafiados con una cepa de campo de B. melitensis,

biotipo 1, y sin aislamiento bacteriolégico a partir de muestras de tejido.

" TRATAMIENTOS

Grupos Vacunados' al dia 0| Desafiados al dia® 60 Bacteriologia
con 1x10° UFC de | con 4x10° UFC con la (aislamiento de B.
lacepaRev 1de |cepadecampo mexicana melitensis)
B. melitensis biotipo 1 de B. '
melitensis |
1 + + +
2 + + -
3 - - -
4 - : + +
5 - + +

15 ;
Via subcutanea

2 e . .
Via conjuntival
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Vacunacion, desafio y sacrificio de animales

Los animales de los grupos I y II fueron vacunados por via subcutanea con una
dosis de 1 x 10° unidades formadoras de colonias (UFC) de la cepa vacunal Rev 1 de B.
melitensis.
Los animales de los grupos I, II, IV y V, fueron desafiados por la via conjuntival con la
dosis de 4 x 10° UFC de una cepa de campo mexicana biotipo 1 de B. melitensis {a los 60
dias después de la .vacunacion, en caso de los grupos 1 y II) vy se sacrificaron
humanitariamente (UFAW, 1967) a los 60 dias después del desafio. Los animales del grupo

III se sacrificaron humanitariamente al mismo tiempo que los otros grupos.

Coleccion de muestras de tejido

Posterior al sacrificio del animal se tomaron de forma aséptica los siguientes
nodulos linfaticos y muestras de tejido de la canal: preescapulares, submaxilares,
supramamarios, Utero, bazo y glandula mamarna. En el caso de los machos del grupo
negativo se tomaron los nodulos retrofaringeos e inguinales. Estas muestras se colocaron en
bolsas de plastico estériles y fueron guardados en congelacién hasta el momento de la

siembra bacteriologica y la extraccion de ADN.

Estudio serolégico

Se obtuvieron muestras de sangre a los 0, 30, 60 dias posvacunacion y a los 0, 30 y
60 dias posdesafio en tubos vacutainer sin anticoaguilante, dejando reposar la muestra a
temperatura ambiente para que se formara el coagulo; después se centrifugaron los tubos a
800 x g por 10 minutos, se colectd en forma estéril el suero obtenido y se guardd en
congelacion hasta su uso.
Se realizo el diagndstico serologico para brucelosis por medio de la prueba de tarjeta con
un antigeno comercial® de B. abortus 1119 a una concentracion celular del 3% en una
solucién amortiguadora de lactato a un pH 3.6. La prueba se hizo en placas de vidrio,

depositando 30 pl de antigeno y 30 pl de suero y agitando lentamente durante cuatro

?Productora Nacional de Bioldgicos Veterinarios (PRONABIVE),
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minutos (Alton et al, 1988); se considerd una prueba positiva cuando se observd

aglutinacion.

Estudio bacteriologico

Cada una de las muestras de tejidos antes mencionadas fue flameada con alcohol y
se pasaron a bolsas de plastico estériles; los nodulos linfaticos se dejaron completos y del
bazo, utero y glandula mamaria se tomaron aproximadamente 10 gramos de tejido. Se
agregaron 20 ml de solucién salina fisiologica estéril (SSF) por organo y se trituraron en
una maceradora de tejidos’. Se tomé de la suspensiéon de tejido con un hisopo y fue
sembrado en un medio solido selectivo de Farrell (Farrell, 1974; Blasco, 1990 b), e
incubado a 37 C con 5-10 % de CO, (Alton, 1988). El resto del tejido macerado se guardd
en congelacion para la extraccion de ADN.

Se observaron cuidadosamente las placas inoculadas de medio Farrell, durante 7
dias, ya que en algunas ocasiones s6lo crece una colonia por placa, vistas desde arriba las

colonias se observaron convexas y de un color blanco azulado.

Identificacion de B. melitensis

Se realizaron frotis de los cultivos sospechosos y se tifieron por el método de Gram, Se
sembraron las colonias en estria en placas de agar brucela para verificar la pureza del
cultivo y se realizaron las pruebas bioquimicas de produccion de acido sulfhidrico,

actividad de ureasa, utilizacion del citrato y actividad de la oxidasa. (Alton, 1988).

a) Produccién de H,S. Para esta determinacion, los cultivos se inocularon en un tubo

inclinado de medio tripticasa soya agar y se colocé en la boca del tubo una tira de papel
impregnada con una solucion de acetato de plomo al 10% sin hacer contacto con el medio.
Se incubé bajo condiciones apropiadas durante tres dias. El oscurecimiento del papel indico

produccidén de HpS. Un ligero ennegrecimiento de la tira durante los primeros dias no fue

considerado positivo.

? Stomacher 400 Seward
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b) Actividad de ureasa. Se inocularon las cepas aisladas por estria en tubos inclinados de
agar con urea, se examinaron después de 15 min, 1 h, 2 h y 24 h. de haber sido inoculados e
incubados a 37 C. La mayoria de las cepas de B. abortus y B. melitensis dan reacciones
positivas en 1 h, mientras que B. suis, B. canis y B. neofomae producen una reaccion

positiva a los 15 min.

¢) Utilizacién del citrato. Se evalud inoculando la bacteria en el medio de citrato con un
asa recta, se incubd a 37 C, y se examiné diariamente hasta 7 dias para confirmar

crecimiento y cambio de color.

d) Actividad de la oxidasa. Se determind colocando 2 a 3 gotas de una soluciéon de
dehidrocloruro de tetrametil-p-fenilendiamina al 1% en una rodaja de papel filtro, sin dejar
que el reactivo se secara, se separ¢ el microorganismo de prueba con una varilla de vidrio
del medio para extenderse en el papel impregnado. Una reaccion positiva estuvo indicada

por el desarrollo dentro de 10 seg. de un color pirpura oscura.

Crecimiento en presencia de colorantes

Las especies de Brucella muestran una diferente sensibilidad a varias
concentraciones de los colorantes como tionina, fiicsina basica y safranina. Se usd agar
tripticasa soya que contenia fucsina basica o tionina al 0.1% y que en el medio contenia una
concentracion final entre 10-40 pug/ml de medio (la concentracion exacta requerida para
obtener resultados satisfactorios debe ser determinada para cada lote del medio usando
cepas de referencia de Brucella).

Las placas se dividieron en cuatro cuadrantes y una gota de cultivo fue aplicada en
cada cuadrante y estriada cinco veces. Las placas se incubaron a 37 C durante cuatro dias.

El crecimiento en tres O mas estrias se consideré como resistencia al colorante. El

crecimiento en una o dos estrias no se consideré significativo.
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Serotipificacion de Brucella

Las brucelas fueron aglutinadas por antisueros monoespecificos de B. abortus y B.
melitensis ya que pueden estar en forma lisa o rugosa. En un portaobjetos se colocd una
gota de la dilucion del suero y a cada una de ellas se le adiciond una gota de la suspension
bacteriana y se mezcld con un asa. Se observé si hubo aglutinacion en un lapso de un

minuto. Se utilizaron testigos de B. abortus biotipo 1 y B. melitensis biotipo 1.

Diferenciacion de cepas vacunales de cepas de campo

Se diferencié la cepa de B. melitensis Rev 1 vacunal de la cepa B. melitensis
biovariedad 1, por el tamafio de las colonias ya que la cepa vacunal es mas pequeiia,
ademas no crece en medios que contienen tionina (20 ug/ml), fucsina basica (20 pg/ml),
penicilina (5UL/ml), pero se desarrolla en medios contengan estreptomicina (2.5 pg/ml), a

diferencia de la cepa de campo de B. melitensis biovariedad 1.

Fagotipificacion de Cepas

Para el género Brucella se han descrito varios bacteriofagos activos. Observandose
que estos fagos no lisan a otros géneros de bacterias por lo que son de valor taxonoémico
para la identificacion del género y especie.

Para esto se realizaron las pruebas empleando dos concentraciones: la dilucion
habitual de la prueba (DHP) y una mas concentrada (10000 x DHP). El agar y el caldo que
se uso fueron los de tripticasa soya. Los fagos que se utilizaron fueron los siguientes: Tb
(Thilisi), Wb (Weybridge), 1Z, y R/C donados por el Dr. José Maria Blasco de Zaragoza

Espafia.

Evaluacién de los métodos de ruptura celular y extraccion de ADN a
partir de suspensiones de B. melitensis y del bazo de cuyes infectados con
B. melitensis

Se realizaron diferentes protocolos de ruptura celular y extraccion de ADN a partir

de suspensiones de B. melitensis y del bazo de un cuye inoculado con B. melitensis, con el
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fin de determinar el método de extraccion que permitiera el mejor desempeifio de la técnica
de PCR vy utilizarlo para la ruptura celular y la extraccion de ADN a partir de los tejidos de

los caprinos.

A) Evaluacién de los métodos de ruptura celular y extracciéon de ADN a partir de
suspensiones de B. melitensis

Se hicieron nueve diluciones decuples de una suspension de B. melitensis cepa 16 M
en SSF estéril, en un volumen final de 40 ml. A estas suspensiones se les efectué un conteo
celular por el método de Miles y Misra para llegar a establecer el niimero de UFC/ mi
(Alton 1988).

Se procedio a realizar la extraccion de ADN a partir de cada una de las diluciones.
Se tomaron 40 ml de cada dilucion de B. melitensis para cada protocolo de extraccion, se
centrifugaron a 13800 x g, se tir¢ el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 1 ml de TE
(10:1) (apéndice 2) para continuar con cada metodologia de extraccion,

Los protocolos de ruptura celular y extraccion de ADN utilizados para las
diluciones de B. melitensis fueron los siguientes: (Descritos en el apéndice 1)

1. - Realizacion de las diferentes técnicas de PCR directamente del paquete celular,
sin extraccion de ADN, el cual sirvié como control de las diferentes extracciones.

2. - Ruptura de las células con arena esténil y vortex. Un minuto de agitacién en
vortex y un minuto de descanso colocando los tubos en hielo, con tres repeticiones por
tubo.

3. - Sonicado de las muestras a 30 micrones®; se realizaron ocho repeticiones por
tubo con un minuto de sonicado y un minuto de descanso, manteniendo los tubos en hielo
para evitar e] calentamiento de las muestras.

4. - Extraccion fendlica (Sambrook et al, 1989).

5. - Extraccion con tierra de diatomeas (Boom et al, 1990).

6. - Extraccion con el paquete comercial “Gene releaser™, siguiendo las

indicaciones del producto.

* Sonicador MSE, 30 micrones.
3 Bioventures, Inc.



18

7. - Extraccion fenolica con el detergente CTAB (Ausubel et al, 1995).

El ADN obtenido a partir de los diferentes tratamientos aplicados a las
suspensiones de brucelas en sus diferentes diluciones fueron evaluadas con las técnicas de
PCR que se describen posteriormente. Con base en los resultados observados se utilizaron
algunos de los métodos de ruptura y extraccion para evaluarlos con el bazo de cuye
infectado con B. melitensis. En algunos casos se combinaron los métodos de ruptura de

células con los de extraccién de ADN, con el fin de incrementar la recuperacion de ADN.

B) Evaluaciéon de los métodos de ruptura celular y extraccion de ADN a partir del
bazo de cuyes infectados con B. melitensis

Se inocul6 un cuye clinicamente sano con 1 x 10° UFC/ ml de la cepa 16 M de B.
melitensis, por via intraperitoneal y se sacrifico a los 15 dias posinoculacion; se extrajo el
bazo en forma aséptica, se flamed y se maceré en 10 ml de SSF. De este macerado se
realizaron nueve diluciones decuples, con un volumen final de 15 ml y se llevo a cabo el
aislamiento y el conteo bacteriologico por el método de Miles y Misra (Alton et al, 1988).
Se realizaron las pruebas bioquimicas correspondientes para corroborar que la cepa que se
aisl6 fuera la misma de! desafio. Las diluciones de las muestras se hicieron en tubos de
polipropileno® y se inactivaron en bafio maria a 90 C por 15 minutos. A las diluciones del
tejido de cuye se les agregd un volumen de solucion de tripsina- versene (apéndice 2) y se
incubo por 1 0 2 horas a temperatura ambiente y en agitacion suave, ya que al inactivarlos
se coagulaban, formando masas compactas que dificultaban la extraccion.

Se usaron 2 ml de cada una de las diluciones del bazo de cuye inoculado con B.
melitensis para aplicar los siguientes protocolos de extraccion (Amplia descripcion en el
apéndice 1):

1. - Ruptura de los tejidos con arena estéril y vortex. Un minuto de agitacion en
vortex y un minuto de descanso, con tres repeticiones.

2. - Extraccion fenolica (Sambrook et al, 1989).

® Falcon
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3. - Sonicado de las muestras y extraccion con el paquete comercial “Gene releaser”
En este protocolo se trabajaron solamente 10 pl del macerado siguiendo las indicaciones
del productor.

4. - Tratamiento con solucion de lisis, seguido de ocho repeticiones de un minuto de
sonicacion a 30 micrones en hielo, alternando con un minuto de descanso. Finalmente se
realizé extraccion con tierra de diatomeas (Boom et al, 1990) a partir de 100 ul del
sonicado.

5. - Sonicado de las muestras como se indicO en el punto 4, posteriormente
extraccion con tierra de diatomeas.

6. - Tratamiento con solucion de lisis, posteriormente sonicado de las muestras
como se indico en el punto 4 y finalmente extraccion fenodlica con el detergente CTAB
(Ausubel et al, 1995).

7. - Sonicado de las muestras como se indic6 en el punto 4; seguido de extraccion

fendlica con el detergente CTAB.

Extraccion de ADN de otros géneros bacterianos y del érgano de un cuye

sano

Se realizd la extraccion de ADN con el método fendlico, a partir del bazo de un
cuye clinicamente sano y de cultivos puros de las bacterias Yersinia enterocolitica 0.9,
Salmonella typhi, Salmonella gallinarum, Salmonella pullorum, Escherichia coli ETEC y
Vibrio cholerae (donados por el laboratorio de Bacteriologia del CENID-Microbiologia,
INIFAP y el laboratorio de Microbiologia Molecular de la FMVZ, UNAM) que sirvieron
como control negativo en la amplificacion por la técnica de PCR. El ADN de tejido
negativo sirvio para saber si interferia con la prueba. En cuanto a las bacterias se utilizaron
para comprobar si habia reaccién cruzada, ya que estan relacionadas filogenéticamente con

el género Brucella o comparten algunos genes.
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Extraccion de ADN de tejido de cabras

Los resultados anteriores sirvieron para establecer que para la ruptura celular y
extraccion de ADN de los tejidos de los diferentes grupos de caprinos, el método de
sonicado y Fenol-CTAB era el adecuado. Esta extraccion se realizd a partir de 2 ml del

macerado del tejido.

Cuantificacion del ADN

Postertor a la extraccion de ADN se cuantificé la cantidad obtenida en ng/ul de
cada muestra: ADN concentrado de B. melitensis, tejidos de caprino, Escherichia coli,
Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Salmonella typhi, Salmonella gallinarum vy
Salmonella pullorum. La cuantificacion se realizo en un fluorometro, siguiendo las

instrucciones del fabricante’ con dos repeticiones por muestra y obteniendo el promedio.

Técnicas de la reaccion en cadena de la polimerasa

Las técnicas de PCR descritas se basan en la utilizacion de iniciadores que forman
parte del gen omp2 de Brucella melitensis. Se evaluaron tres diferentes protocolos de PCR
con dos juegos de iniciadores. El primer protocolo incluye una reaccion de PCR con un
juego de tres iniciadores (PCR 1), desarrollados por el Dr. Thomas Ficht, de la Universidad
de Texas A & M, estos permiten la amplificacion un fragmento de 940 pares de bases
(Ficht et al, 1996). El segundo protocolo se realizd con dos iniciadores (PCR 2),
desarrollados por el Dr. Juan Pablo Martinez Soriano del INIFAP y que amplifican un
fragmento de 193 pares de bases (Leal et al, 1995). El tercer protocolo consistidé en un PCR
anidado para el cual se tomoé 1 ul a partir de la reaccion de PCR 1, como fuente de ADN
blanco, para agregarlo a una segunda reaccién basada en los iniciadores del PCR 2 que
permiten la amplificacion del fragmento de 193 pares de bases.
La combinacion de estas dos técnicas resulta en lo que se denomina PCR anidado, el cual
permite aumentar la sensibilidad de la prueba detectando ADN de Brucelia a partir de

muestras clinicas con una limitada cantidad de bacterias ( Matar et al, 1996).

" DyNA Quant 200, Hoefer
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Las premezclas para las reacciones de PCR se realizaron en una campana de
seguridad clase II, en un sitio diferente de donde se realizaron las extracciones para evitar
la contaminacion con ADN extrafio a la muestra.

Las muestras de ADN de las dilucione‘s de B. melitensis y de los tejidos de cuye
obtenidas de las diferentes metodologias de extraccion antes descritas, se trabajaron con
los tres protocolos de PCR, en los casos de PCR 1 y PCR 2 se utilizo 11l de ADN de cada
muestra. El ADN de los tejidos de caprinos se trabajaron solamente con el PCR anidado,
ya que se determiné como el método mas sensible.

Para cada metodologia de PCR se evalué también el ADN de las otras bacterias
usadas como control negativo. Debido a que en el PCR anidado se observd reaccion
cruzada del ADN de B. melitensis con el ADN de algunas de las bacterias antes
mencionadas, amplificando inclusive una banda del mismo tamaiio que la esperada para 5.
melitensis; se procedio a evaluar diferentes concentraciones de ADN de B. melitensis y el
de las otras bacterias diluyéndolas en agua mili Q estéril. Se hicieron las diluciones 1:10,
1:100, 1:1000, 1:10000, 1:20000 y 1:40000 a partir de 238 ng/ul tanto de ADN de B.
melitensis como de las bacterias que amplificaban para corroborar hasta qué concentracién

amplificaba con el PCR anidado.

a) Reaccién 1 (PCR 1)

Se realizo en un volumen final de 50 pul con los siguientes reactivos:

Solucion amortiguadora de PCR (1.0 mM Tris-Cl, 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCl, pH 8.3)
100 uM de cada dNTP® .

200 nM de cada iniciador.

2 U de Taq polimerasa’.

La cantidad necesaria def ADN a evaluar, ya sea 1 pul 6 200 ng en el caso del ADN a partir
de los tejidos de caprinos.

Se hizo una premezcla, incrementando la concentracion de reactivos de acuerdo al nimero

de muestras que se trabajaron. La premezcla contenia solucion amortiguadora, dNTPs,

8 Boheringer mannheim.
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iniciadores y Taq polimerasa; posteriormente se agregé a un microtubo de 500 pl la
cantidad necesaria para cada muestra, mas agua mili Q estéril cbp 49 ul. El ADN se agregd
al final. Se microcentrifugé brevemente y finalmente se afiadieron 40 pl de aceite mineral
estéril.

El programa en el termociclador'® fue el siguiente:
Una desnaturalizacion inicial a 94 C por 5 min, seguido de 32 ciclos a 94 C por 30s, 58 C
por 30 s, 72 C por 30 s; y una extension final a 72 C por 15 minutos.
Secuencia de los iniciadores de esta reaccion:
5’-GTTATCTCGCCTTTACCG -3’
5’-CTCGGATCGTAAAGGCT-3’
5’-ATCGTGTAATCGTTGTCAAC-3’

b) Reaccién 2 (PCR 2)
Se llev6 a cabo en un volumen final de 50 pul con los siguientes reactivos:
Solucidén amortiguadora de PCR (50 mM KCI, 10 mM Tris-Cl pH 9.0, 0.1% Triton X-100).
1.5 mM MgCl,
200 uM de cada dNTP
150 nM de cada iniciador
2.0 U de Taq polimerasa’
1ul de ADN de la muestra
Se microcentrifugo brevemente y se afiadieron 40 pl de aceite mineral estéril.
El programa en el termociclador fue como sigue:
Una desnaturalizacién inicial a 94 C por 4 min, seguido de 35 ciclos de 94 C por 60's, 60 C
por 60 s y 72 C por 60 s, y una extension final a 72 C por 3 min,
Secuencia de los iniciadores de esta reaccion:
5’-GCGCTCAGGCTGCCGACGCAA-3’
5’-ACCAGCCATTGCGGTCGGTA-3’

® Biotecnologias Universitarias, UNAM, México.
1 PTC- 100 Programmable Thermal Controller, M. J. Research, Inc
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c) Reaccion 3 (PCR Anidado)
Se realizd de la misma forma que el PCR 2, excepto que en lugar de agregar 1 pl de

ADN de la muestra, se agregé 1 ul del producto de la primera reaccion.

Evaluacion del producto amplificado

Se evalud la calidad del producto amplificado por electroforesis en un gel de
agarosa 1.0 % (peso/ vol. en TBE 0.5 x).
Una reaccion positiva fue aquella que presenté bandas de 940 pb en el gel de agarosa,
después del primer PCR; y una banda de 193 pb, después del segundo PCR y del PCR 3 o

anidado, comparandolas con el marcador de pesoc molecular.

Preparacién del gel de agarosa

Se disolvié 1% de agarosa'' en una solucion de TBE 0.5 x y se calenté hasta
ebullicion. Cuando la solucion estuvo a una temperatura aproximada de 40 C se le agrego
bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y se vacid en el molde en la camara de electroforesis

horizontal'?

. Una vez que gelifico se agregé a la cimara solucion TBE 0.5 x hasta cubrir
ligeramente el gel.

Se mezclaron de 5 pl de la muestra con 1 pl de solucion de carga y se coloco en el
pozo (Erlich, 1989). Se utiliz6 ademas uno de estos marcadores de peso molecular en
alguno de los pozos del gel: ADN del bacteriéfago Lambda digerido con la enzima Hind
I11, para comparar el producto de 940 pb y el plasmido pUC 18 digerido con la enzima Hae
111", para comparar el producto de 193 pb.

Una vez concluida la electroforesis a 50-70 volts, el gel se observé sobre un
transiluminador de luz ultravioleta'®. Se tomaron fotos del gel con una camara para

fotografias instantaneas"’.

' GIBCO BRL ,

2 Horizon 58, Life Technologies, Gibco BRL
B Sigma

' Foto/ Prepl. Fotodyne
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Evaluacion del PCR anidado con diferente concentracion de ADN

Una vez que se determind que el método de extraccion mas adecuado para el mejor
funcionamiento de la técnica de PCR era el de sonicado, seguido de la extraccion con
Fenol-CTAB, se intent6 mejorar la sensibilidad de la prueba incluyendo una cantidad
determinada de ADN; ya que ademés se observo que una cantidad excesiva de ADN en el
PCR puede inhibir la reaccion. Por este motivo se probaron las muestras de ADN
extraidas con el método antes seiialado de los tejidos de caprinos y las bacterias gram
negativas (estas Gltimas extracciones con el método de fenol solamente) con el PCR
anidado incluyendo aproximadamente 200 ng de ADN en la primera reaccion (Leal et al,

1995) y para la segunda reaccién 1 pl de la primera reaccion como ADN blanco.

Anilisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados con una prueba de concordancia de
Kappa usando una tabla de contingencia de 2 x 2, para determinar si existia concordancia
significativa entre los diferentes tipos de diagnostico (Thompson et al, 1988).

Asimismo, se determiné la sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnosticas:

estudio bacteriologico y técnica de PCR, utilizando las siguientes formulas: (Riegelman et
al, 1992)

verdaderos positivos x 100
Sensibilidad =

verdaderos positivos + falsos negativos

Verdaderos negativos x 100
Especificidad =

verdaderos negativos + falsos positivos

El estudio de sensibilidad y especificidad se realizé:

1. Analizando al PCR tomando como referencia a la bacteriologia.

'3 polaroid Mp4+. Fotodyne.
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2. Analizando 2 la bacteriologia y al PCR tomando a los animales desafiados de los grupos

LI, IVy V, y con serologia positiva como animales positivos.

Variables del estudio

1. - Aislamiento e identificacion de B. melitensis. Variable cualitativa nominal.

2. - Amplificacion de un fragmento del genoma de B. melitensis por la técnica de PCR:
Variable cualitativa nominal.

3. - Diagnostico serologico de Brucella con la prueba de tarjeta: Variable cualitativa
nominal.

Clasificacion del estudio

Este fue un estudio experimental, comparativo, prospectivo y longitudinal.
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I11.- Resultados

Estudio serolégico

Las cabras de los grupos I (vacunadas, desafiadas y con aislamiento bacterioldgico
positivo) y TII (vacunadas, desafiadas y con aislamiento bacteriolégico negativo)
comenzaron a presentar anticuerpos contra B. melitensis a partir del dia 15 posterior a la
vacunacion, siendo el 100% de los animales positivos en el momento del desafio con la
cepa de campo.
Las cabras de los grupos IV (desafiadas y con aislamiento bacteriolégico positivo) y V
(desafiados y con aislamiento bacteriolégico negativo) fueron serologicamente positivas a
partir del dia 15 posterior al desafio. Los animales vacunados de los grupos I y II
continuaron con serologia positiva después del desafio.
Los caprinos del grupo III (testigos negativos) resultaron serologicamente negativos hasta

el dia del sacrificio.

Estudio bacteriolégico -

Aislamiento e identificacion de Brucella

Se identifico la cepa de campo mexicana biotipo 1 utilizada para el desafio, después
de realizar las pruebas bioquimicas correspondientes, de los caprinos de los grupos I
(vacunados y desafiados) y IV (desafiados).
No se logré el aislamiento bacteriologico de los animales de los grupos Il (vacunados y
desafiados) y V (desafiados)
No se aislé ninguna cepa del grupo 111, testigo negativo
No se logrd el aislamiento de la cepa vacunal Rev 1 en ningin animal vacunado de los
grupos I y II.
Se identifico la misma cepa 16 M de B. melitensis al realizar las correspondientes pruebas

bioquimicas, a partir del bazo macerado del cuye inoculado.
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No se aislo ninguna bacteria del bazo de cuye clinicamente sano.

Conteo de UFC/ml.

a) Concentracion de la cepa 16 M de B melitensis utilizada para determinar la
sensibilidad del PCR

La concentracion de bacterias fue de 15 x 10° UFC/ml en el tubo mas concentrado y

de 1. 5 x 10" UFC/m! en el tubo mas diluido (dilucion 107%).

b) Cuye inoculado con la cepa 16 M de B. melitensis
La concentracion de bacterias en el macerado sin diluir fue de 34 x 10* UFC/ml. La
altima dilucion donde se observé crecimiento bacteriano fue en la 10, donde se

calcularon 3.4 UFC/m). En las diluciones mas altas no se observo crecimiento bacteriano.
Extraccion de ADN

Resultados de las diferentes metodologias de ruptura de células y extraccién de ADN
con tres diferentes protocolos de PCR (PCR 1, PCR 2, PCR anidado)

A) Metodologias utilizadas para las suspensiones de B. melitensis

1. - PCR directamente del paquete celular, sin extraccién de ADN

Al realizar el PCR directamente del paquete celular de B. melitensis, previamente
inactivado con calor a 90 C por 15 minutos y sin efectuar algiin método de extraccion, la
sensibilidad de los PCR 1y PCR 2 fue baja, ya que amplificaron solamente con 15 x 10°
UFC/ml, correspondientes a la dilucion 10” cuando se realizé el PCR anidado (PCR 3) no
se obtuvieron resultados positivos,

2. - Ruptura de las células con arena estéril y vortex

Al romper las células con arena por agitacion con el vortex se logré un pequefio

aumento en la sensibilidad de los PCR 1 y PCR 2, los cuales consiguieron amplificar hasta
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15 x 10° UFC/ml de B. melitensis, correspondiente a la dilucion 10™*. En el PCR anidado se
observé amplificacion hasta la dilucion 10, que corresponde a 15 x10' UFC/ml

3. - Sonicado de las muestras

Al aplicar este método para la ruptura de células se observd un aumento en la
sensibilidad tanto en el PCR 1 (15 x 10° UFC/ml, dilucién 10°) como en el PCR 2 (1.5 x
10' UFC/ml, dilucién 10®), en comparacion con los resultados de los tratamientos
detallados anteriormente; sin embargo, la amplificaciéon no fue constante en todas las
diluciones ni en todas las repeticiones que se realizaron (Figura 2). En el PCR 3 anidado se
observd amplificacién constante de 15 x 10' UFC/ml.

4. - Extraccion fenoélica
Cuando se utilizé la extraccion fendlica no se mejoré la sensibilidad del PCR en
comparacion con la obtenida por la ruptura con sonicacién, ya que solamente se observd
amplificacion hasta 15 x 10* UFC/ml correspondiente a la dilucién 107, tanto en el PCR
1 como en el PCR 2. En el PCR anidado se logré amplificar hasta 1.5 x 10" UFC/ml
correspondiente a la dilucion 10”, sin amplificar en forma constante todas las diluciones.

5. - Extraccion con tierra de diatomeas

Las extracciones con el método de tierra de diatomeas solamente dieron resultados
positivos con la muestra concentrada de B. melitensis (15 x 10° UFC /ml), tanto para los
PCR 1, PCR 2 y el PCR anidado.

6. - Extraccién con el paquete comercial Gene releaser

Las extracciones con el método de Gene releaser solamente amplificaron cuando
habia mas de 15 x 10° UFC/ml, tanto para los PCR 1 y PCR 2. El PCR anidado no arrojé
resultado positivo alguno.

7. - Extraccion fenélica con el detergente CTAB

Utilizando el ADN extraido con esta metodologia, en los PCR 1 y PCR 2 se logro
amplificar hasta 15 x 10' UFC/ml, que corresponden a la dilucién 10, En el PCR anidado
se observé una banda clara en el gel de agarosa hasta 1.5 x 10' UFC/ml que corresponden a
la dilucién 10™. Sin embargo, presenté el problema de no ser constante la amplificacion en

todas las diluciones.
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Figura 3. Amplificacion del PCR anidado
de las diluciones del tejido de cuye
inoculado con B. melitensis.

Arriba: Muestras sonicadas, posterior
tratamiento con sol. de lisis y extraccion
con tierra de diatomeas.

Carrill. — Marcador de peso molecular
pUC 18 Hae IiI.

Carriles 2- 11. — Bazo sin diluir

(34 x 10* UFC/ml) a la dilucion 107,
Carril 12. —testigo (+).

Carril 13. — Testigo {-).

Abajo: Muestras tratadas con sol. de lisis,
posteriormente sonicadas y finalmente

extraccion de ADN con tierra de diatomeas.

Carril 1. -pUC18 Hae 1],

carriles 2- 11. — Bazo sin diluir
(34 x 10* UFC/ml) a dilucién 107,
Carril 12. — testigo ().

Carril 13. - Testigo (-).
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Figura 2. Amplificacion del PCR 2 a
partir de las diluciones de una
suspension de B. melitensis rotas por
sonicacion.

Carril 1. - Marcador de peso molecular
Lambda Hind II1.

Carril 8. - Ditucion 107 (1.5 x 10'
UFC/ml).

+ 2 34 56712 % 10111213
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B) Metodologias utilizadas para el bazo de cuye inoculado con B. melitensis

1. - Ruptura de los tejidos con arena estéril y vortex

No se observo amplificacion cuando se utilizaron las muestras de ADN de las
diluciones del bazo de cuye en el PCR 1 6 el PCR 2. Sometiendo estas mismas muestras ai
PCR anidado se observo la banda esperada en el gel solamente en el tejido sin diluir, que
representa la cantidad de 34 x 10° UFC/mi de B. melitensis.

2. - Extraccion fendlica

No se observo amplificacion alguna cuando se llevé a cabo el PCR 1 6 PCR 2 con el
ADN extraido con el método fenélico. El PCR anidado solo evidencio la banda en el gel en
la muestra del tejido sin diluir, que corresponde a 34 x 10° UFC/ml de B. melitensis.

3. - Sonicado de las muestras y finalmente extraccién con el paquete comercial
Gene releaser

No existi6 amplificacion cuando las muestras de ADN se trabajaron con el PCR 1 6
PCR 2, en el PCR anidado solo se observé amplificacion hasta 3.4 x 10" UFC/ml

4, - Tratamiento con solucién de lisis, seguido de sonicado y finalmente la
extraccion con tierra de diatomeas

Con el PCR 1 y PCR 2 no se observo amplificacidn alguna, sin embargo, al realizar
el PCR 3 anidado amplifica inconstantemente hasta la dilucion 10, donde ya no se obtuvo
aislamiento bacteriologico de la muestra. Las bandas que se observaron para cada
repeticion en el gel variaron en intensidad en cada ensayo; es decir, para una determinada
dilucion la amplificacion fue distinta en cuanto a la intensidad de la banda esperada en el
gel, en cada intento (Figura 3).

5. - Sonicado de las muestras, seguido de tratamiento con solucién de lisis y
posteriormente extraccién con tierra de diatomeas

En el PCR 1 no se observé banda de amplificaciéon alguna y en el PCR 2 solo
present6 amplificacion en el tejido concentrado, es decir 34 x 10* UFC/ml. El PCR anidado

amplifico hasta la dilucion 10° (menos de 3.4 UFC/ml), sin ser constante en todos los

ensayos (Figura 3).
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6. - Tratamiento con solucion de lisis, seguido de sonicado y finalmente
extraccion fenoélica con el detergente CTAB

Se presento la banda esperada en el gel solo con la muestra de tejido sin diluir (34 x
10° UFC/ml), tanto para el PCR 1 y PCR 2. En el PCR 3 o anidado se observo
amplificacién hasta la dilucion 10° en forma inconstante (Figura 4).

7. - Sonicado de las muestras y posteriormente la extraccién fenélica con el
detergente CTAB
En el PCR 1 y PCR 2 se obtuvo amplificacion solamente en el tejido concentrado con 34
x10* UFC/ml.
El PCR anidado amplificd constantemente hasta la dilucion 10° (menos de 3.4 UFC/ml)

(Figuras 4 y 8).
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Figura 4. — Amplificacion del PCR anidado de las diluciones del tejido de cuye inoculado
con B. melitensis.

Arriba: Bazo de cuye sonicado y posterior extraccion con el protocolo de Fenol-CTAB.
Carril 1. — Marcador de peso molecular pUC 18 Hae [I]. Carriles 2- 11. — tejido sin diluir
(34 x 10* UFC/ml) a la dilucién 107, Carril 12. — testigo (+). Carril 13. - Testigo (-).
Abajo: Bazo de cuye tratado con sol. de lisis, posteriormente sonicado y finalmente
extraccion con el protocolo de Fenol-CTAB. Carril 1. — Marcador de peso molecular
pUC18 Hae 111,

Carriles 2- 11. — tejido sin diluir (34 x 10* UFC/ml) a la dilucion 107°. Caril 12. — testigo
).

Carril 13. - Testigo (-).
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Cuantificacion del ADN

De la Tabla 2 a la 7 (apéndice 3) se muestran los resultados de la cuantificacion de ADN

por medio del fluorémetro para los diferentes géneros bacterianos y los tejidos de caprinos.

Resultados de los ensayos de PCR realizados con ADN de bacterias
diferentes a B. melitensis, bazo de cuye negativo y diluciones de ADN de

B. melitensis

No se observé amplificacién en los diferentes ensayos cuando se utilizo el ADN del
bazo de cuye negativo.

No se observé amplificacion de las bacterias Vibrio cholerae, Yersinia
enterocolitica Q: 9, Escherichia coli ETEC, Salmonella typhi, Salmonella gallinarum y
Salmonella pullorum cuando se aplicaron las técnicas de PCR 1 6 PCR 2, cuando se
realizaron con 1ul de ADN total obtenido de la extraccion. Sin embargo, cuando se utilizd
el PCR 3 se observd amplificacion inconstante en los diferentes ensayos habiendo
amplificado por lo menos una vez cada una de los géneros referidos. En el gel se observo
una banda del mismo tamaiio que el esperado para B. melitensis; en €l caso de Salmonella
lyphi se presentaron hasta 3 bandas mas grandes que las esperadas y en cuanto a Yersinia
enterocolitica en algunos ensayos se presentaron dos bandas diferentes de las esperadas
para B. melitensis (Figura 5).

Al igualar las concentraciones de ADN de todas las bacterias incluyendo el ADN de
B. melitensis, posteriormente hacer diluciones y finalmente evaluarias con el PCR 1y
PCR 2 no se observd amplificacion en V. cholerae, Y. enterocolitica, E. coli, S. typhi, §.
gallinarum ni §. pullorum. El ADN de B. melitensis amplifico hasta la dilucién 1:100 que
comresponde 2.3 ng para el PCR 1 (Figura 6) y en la dilucién 1:1000 que corresponde a 230
pg para el PCR 2 (Figura 7). Sin embargo, en los ensayos con el PCR 3, amplificaron
todas las muestras de ADN utilizando una concentracion de 238 ng. Cuando se diluyd este
ADN ya no amplificaron V. cholerae, Y. enterocolitica, E. coli, S. typhi, S. gallinarum ni S.

pullorum en ninguna de las repeticiones.
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El ADN de B. melitensis amplificé en el PCR anidado hasta la dilucion 1:20000 que
corresponde a 12 pg de ADN, en todas las repeticiones y en forma constante. No se

encontraron resultados positivos en la dilucion 1:40000 (Figura 8).

. Resultados del aislamiento bacteriologico y del PCR anidado evaluado en

los tejidos de caprinos

Las Tablas de la 8 a la 13 (apéndice 3) muestran los resultados obtenidos del
aislamiento bacteriologico de los tejidos de caprinos de los diferentes grupos y del PCR
anidado, cuando de utilizé 1 pui de ADN blanco.

Las Tablas de la 14 a la 19 (apéndice 3) muestran los resultados del aislamiento
bacteriologico y del PCR anidado (PCR 3) de los tejidos de caprinos de los diferentes

grupos experimentales, cuando se utilizd una concentracion de 200 ng de ADN blanco.
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Figura 5. PCR anidado.
Carril 1. - Marcador lambda Hind III. 2. — Testigo (+). 3. — Testigo (-). 4. — Tejido de cuye

negativo.
5. — Salmonella typhi, 238 ng. 6. - Yersinia enterocolitica 238 ng. 7. — Tejido de cuye

negativo. 8. - Tejido de cuye positivo.
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Figura 6. PCR 1 de las diluciones del
ADN de B. melitensis. Carril 1. -
Marcador de peso molecular Lambda
Hind HI.

Carril 7. — dilucién 1:100= 2.3 ng de
ADN.
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Figura 7. PCR 2 de las diluciones del ADN
de B. melitensis. De izquierda a derecha:
Carril 6. — Dilucion 1:1000= 230 pg de ADN. o o B
Carril 13. — Lambda Hind I1I.

1 2 3 &4 56738 % 1011121
tarril
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Figura 8. PCR anidado.
Arriba: ADN de las diluciones del tejido de cuye tratado con sonicacion y posteriormente
extraido con el método de CTAB-Fenol. Carril 1. — Marcador de peso molecular pUC 18
Hae III. 2. — Testigo (+).

3. — Testigo (-). Carriles 4- 10, — Diluciones 10 (34 x 10' UFC/ml) a la dilucién 107,
Abajo: Diluciones de ADN de B. melitensis. Carril 1. — pUC18 Hae /II. 2. — testigo (+) =
238 ng de ADN.

3. — Testigo (-). 4. — Dilucion 1:10 = 23. 8 ng. 5. — Dilucion 1:100 = 2.3 ng. 6. — Dilucion
1:1000 = 230 pg. 7. — Diluciéon 1:10000 = 23 pg. 8 —Dilucion 1;20000 = 11 pg. 9. -
Dilucién 1: 40000 = 5 pg.

10. - Testigo (+) =238 ng de ADN.
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Resultados de la sensibilidad y especificidad de la prueba de PCR
anidado aplicada al ADN de caprinos

a) PCR anidado realizado con 1 ul de ADN
Las Tablas 20 y 21 muestran los resultados de sensibilidad y especificidad, tomando como

referencia las diferentes pruebas.

Grupos Sensibilidad Especificidad
1 4.34% 71%
) R 69%
3 I 100%
4 30% 75%
5 * 73%

*Los grupos II, Il y V no presentan resultados de sensibilidad debido a que son grupos sin
aislamiento bacteriolégico, por lo que no puede ser calculado el valor de sensibilidad.

Grupos PCg-"ani&ado B Bacterif).logla
Sensibilidad | Especificidad Sensibilidad Especificidad
I 10% ———— N E——
2 I N N S ——
3 100% 100%
4 26.6% | emmemememeeee- 33%
5 R T — 7 ——
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b) PCR anidado realizado con 200 ng de ADN
Las Tablas 22y 23 muestran los resultados de sensibilidad y especificidad, tomando como

referencia las diferentes pruebas.

Grupos Sensibilidad Especificidad
1 74% 0%
2 e ——— 21%
3 e —— 69%
4 60% . 50%
5 e —— 17%

*Los grupos II, IIl y V no presentan resultados de sensibilidad debido a que son grupos sin
aislamiento bacterioldgico, por lo que no puede ser calculado el valor de sensibilidad.

Fidt fueron asumidos col OSit
Grupos PCR anidado Bacteriologia
Sensibilidad | Especificidad Sensibilidad Especificidad
I 80% | e 76.6% B
2 LR [
. 70% 100%
4 R — 33% S

R T —— 0%
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Los resultados del andlisis estadistico de concordancia entre PCR y estudio bacteriologico
para cada grupo, muestran que la concordancia de las proporciones negativas y positivas,
bajo la prueba de Kappa fue en la mayoria de los casos menor al 30% y solo el grupo
control negativo cuando se realizo el PCR con 1 pl de ADN presentd una concordancia del
50%. A pesar de no existir concordancia entre ambas pruebas, en la Tabla 14 (apéndice 3)

se muestra que la técnica de PCR detectd mayor nimero de muestras como positivas que la

bacteriologia.



41

IV.- Discusion

Estudio bacteriolégico

Los resultados encontrados en el estudio bacteriologico de los caprinos son
semejantes a los reportados en el trabajo de Renoux et al. (1956), donde estos autores
trabajando un gran nimero de muestras de tejidos de caprinos infectados con B. melitensis
encuentran que ningun organo fue positivo al aislamiento de Brucella en el 100% de los
casos; que de los nddulos linfaticos mas proximos al sitio de la inoculacion de la bacteria es
de donde se aisla el microorganismo con mas frecuencia y que cualquier 6rgano o tejido
puede estar infectado.

Los resultados bacteriolégicos a partir de los grupos de caprinos infectados
experimentalmente en este estudio muestran que de ninguno de los tejidos estudiados se
obtuvo un 100% de aislamientos, los nodulos linfaticos submaxilares fueron los que
presentaron una mayor frecuencia de aislamientos de brucelas siendo estos nddulos los mas |
cercanos al sitio de inoculacion (via conjuntival), por lo que coincide con lo sefialado por
Renoux et al, que en los nddulos mas cercanos al sitio de la inoculacion se tiene la mayor
posibilidad de realizar aislamientos. Observaciones similares han sido reportadas por
Viliegas (1997) y por Mancera (1992), los cuales trabajaron con cabras desafiadas con B.
melitensis y por Marin et al. (1995) trabajando con ovinos infectados por B. melitensis
donde aislaron las bacterias de nddulos linfiticos cercanos al sitio de la inoculaciéon con

mayor frecuencia.

Comparacién de los métodos de ruptura de células y extraccion de ADN
para realizar las técnicas de PCR a partir de suspensiones de B. melitensis

El método de extraccion de ADN mas utilizado para suspensiones celulares y
muestras con Brucella spp ha sido el de fenol-cloroformo (Baily et al, 1992; Bricker et al,
1994; Fekete et al, 1992; Leal et al, 1995; Martinez et al, 1993). Sin embargo, en ensayos
previos a este trabajo no se obtuvieron los resultados deseados en suspensiones bacterianas
y tejidos de animales infectados con B. melitensis, como son una buena cantidad y calidad

del ADN y resultados adecuados del PCR. Por estos motivos se evaluaron diferentes
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estrategias de ruptura de células y extraccion de ADN, que han sido utilizadas para otros
fines con brucelas y/o otros géneros bacterianos como son la fabricacion de sondas e
identificacion de especies.

Al realizar el PCR directamente del paquete celular de B. melitensis inactivado con
calor a 90 C por 15 minutos y sin efectuar algun método de extraccion, la sensibilidad de
los PCR 1 y PCR 2 fue baja, ya que amplificaron solamente con 15 x 10° UFC/ml, cuando
se realizé el PCR anidado (PCR 3) no se obtuvieron resultados positivos, a pesar de que la
concentracion de la suspension de brucelas era alta.

Una explicacion posible a la pobre amplificacién podria ser la presencia de detritus
celulares que inhiben la reaccion de PCR como son algunos polisacaridos acidos (Monteiro
et al, 1997), estos contaminantes se eliminan al utilizar métodos de extraccion que purifican
el ADN.

La extraccion de ADN con arena y vortex se ha utilizado con éxito para la ruptura
de células de Mycobacterium (Cornejo et al, 1998). En el presente estudio al romper las
celulas con arena por agitacion en el vortex se logré una mayor sensibilidad de losPCR 1y
PCR 2 que consiguieron amplificar hasta 15 x 10° UFC/m! de B. melitensis. En el PCR
anidado se observd amplificacién hasta 15 x 10" UFC/ml, Lo anterior demuestra que al
someter a las brucelas a este tipo de tratamiento se consigue aumentar la sensibilidad de los
PCR, posiblemente dada por una mayor ruptura de células que con la inactivacion por
calentamiento y también una mayor disponibilidad de ADN.

Otros autores han utilizado el método de sonicacion para la ruptura de brucelas con
buenos resultados (Herman et al, 1992). Un posible inconveniente de la metodologia es que
se fracciona en porciones pequefias el ADN, lo que no es adecuado en el empleo de ADN
para algunas técnicas moleculares; sin embargo, no interfiere con la técnica de PCR la cual
no requiere que el ADN esté intacto.

Al aplicar el método de sonicacioén para la ruptura de células se observo un aumento en la
sensibilidad tanto en el PCR 1 (15 x 10° UFC/ml) como en el PCR 2 (1.5 x 10' UFC/ml),
en comparacion con los resultados de los tratamientos anteriores, esto podria indicar que

hubo mayor exposicién y disponibilidad de ADN; sin embargo, la amplificacion no fue
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constante en todas las diluciones ni en todas las repeticiones que se realizaron, quiza por la
presencia de detritus celulares como algunos polisacaridos acidos (Monteiro et al, 1997).

Cuando se utilizd la extraccion fendlica no se mejoré la sensibilidad del PCR en
comparacion con la obtenida por la ruptura con sonicacion, ya que solamente se observd
amplificacion hasta 15 x 10* UFC/ml, tanto en el PCR 1 como en el PCR 2. En el PCR
anidado se logro amplificar hasta 1.5 x 10' UFC/ml. Esta amplificacion no fue constante en
todas las repeticiones, ni en todas las diluciones y se atribuye a que no se realizo un
tratamiento previo de ruptura que facilita el proceso de extraccion {Cornejo et al, 1998).

Las extracciones con los métodos de Gene releaser y el de tierra de diatomeas
dieron los mismos resultados entre si, ya que solamente amplificaron la muestra
concentrada de B. melitensis (15 x 10° UFC/ml), tanto para los PCR 1, PCR 2 y el PCR
anidado. En el método de tierra de diatomeas los reactivos que utiliza esta técnica como el
tiocianato de guanidina que es un agente caotropico, pueden interferir en el cormrecto
desempeiic de las pruebas de PCR evaluadas (Monteiro et al, 1997), sin embargo, la
extraccion de ADN en micobacterias ha sido adecuada para la posterior amplificacion con
esta técnica (Velazquez et al, 1997). Del método de Gene releaser por ser una técnica
comercial se omite la composicién de los reactivos utilizados y aunque el fabricante lo
recomienda para liberar el ADN de cultivos celulares, cultivos bacterianos, muestras
clinicas como la sangre e inclusive tejidos animales, no fue efectivo para la extraccion de

ADN a partir de células de B. melitensis.

El protocolo de extraccion con el det;argente CTAB y fenol también ha sido
utilizado con buenos resultados en la extraccion de ADN de Brucella spp. para la técnica de
PCR (Romero et al, 1995). El fenol es un solvente organico que se equilibra a un pH 8.0, el
cual permite extraer las proteinas, lipidos y otro tipo de detritus celulares que contienen las
células. El ADN por ser un 4cido, con pH inferior al del fénol queda separado y disuelto en
la fase acuosa.

El CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) es un detergente anionico que libera el ADN,

ademas, retira los polisacaridos y otras macromoléculas; y permanece en la fase fenolica.
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En el caso del presente trabajo, este método fue el que propici6 una mayor
sensibilidad en el PCR trabajando con ADN de suspensiones celulares de B. melitensis,
alcanzando una similar sensibilidad a la reportada por Romero et al. (1995) ya que en su
trabajo logran amplificar el equivalente a 20 UFC, en comparacion con este experimento en
el cual los PCR 1 y PCR 2 lograron amplificar hasta 15 x 10' UFC/ml. El PCR anidado
amplificé hasta 1.5 x 10" UFC/ml. Sin embargo, presento el problema de no ser constante la
amplificacién en todas las diluciones, ya que en los diferentes ensayos hubo saltos en las
diluciones, por ejemplo se lograba amplificar en las tres primeras diluciones y no en la
cuarta, pero si en las siguientes; pudiera interpretarse como un problema técnico, aunque
también puede indicar que hacia falta todavia un tratamiento anterior a la extraccion que
permitiera mayor ruptura de células y que se expusiera asi mayor cantidad de ADN. Este
problema se resolvié al utilizar un tratamiento previo con sonicacion al trabajar con los
tejidos de los cuyes, esta mejora se consigue debido a que la sonicacion rompe un gran
numero de células permitiendo por lo tanto una extraccion mejor y mas constante de ADN
(Herman et al, 1992).

Con base en los resultados de sensibilidad con las diferentes técnicas de PCR se
eligieron cuatro métodos de ruptura y extraccién de ADN, para ser utilizados en el
siguiente experimento de esta investigacion, que fue la evaluacion de los varios métodos de

extraccion de ADN a partir de tejidos de cuyes inoculados con B. melitensis.

Comparacion de los métodos de ruptura de células y extraccién de ADN
para realizar las técnicas de PCR a partir de diluciones de bazo de cuye

inoculado experimentalmente con B. melitensis

Las bacterias del género Brucella son intracelulares, lo que hace dificil el acceso al
ADN de éstas a partir de 6rganos o muestras clinicas (Fekete et al, 1992; Leal et al, 1995).
Ademas hay que tomar en cuenta que la cantidad de copias de ADN de B. melitensis que se
encuentran en la muestra y se desean reproducir por medio de la técnica de PCR son

minimas en comparacion a la cantidad total de ADN del tejido o muestra. Por estos motivos
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en algunos casos se recurrid a una serie de metodologias para digerir los tejidos, por
ejemplo con tripsina que incide sobre enlaces peptidicos de las proteinas de la matriz
extracelular (Lehninger, 1991) y romper el mayor niimero de células posibles (sonicacion o
arena y vortex), antes de someterlos a la extraccion de ADN.

Las diferentes metodologias que fueron evaluadas no partian de una misma cantidad
de macerado ya que se respetaron los protocolos como lo indican los fabricantes o los
diferentes investigadores que las han utilizado con esa cantidad precisa y con éxito
(Velazquez et al, 1997).

Los protocolos utilizados para romper células y extraer el ADN de la bacteria a
partir del bazo de cuye infectado propiciaron una sensibilidad en el PCR de 34 x 10*
UFC/ml, lo cual se aprecia como una baja sensibilidad. Estos resultados difieren con los
obtenidos por Fekete et al, (1992), donde obtienen amplificacion del ADN de B. melitensis
con una sola reaccion de PCR a partir de tejidos animales con una carga bacteriologica
que va desde 10° UFC/g de tejido, a 50-100 UFC/g de tejido. La metodologia de extraccion
que utilizaron fue la fenolica (Fekete et al, 1992) la cual tampoco arrojo resultados
positivos en el presente trabajo ya que se observé que no era suficiente este tratamiento
para obtener la cantidad y calidad adecuada de ADN a partir de tejidos para posteriormente
realizar PCR.

Al trabajar con el PCR anidado (PCR 3), no mejord la sensibilidad de la prueba
cuando se utilizo la ruptura de los tejidos con arena estéril y vortex, tampoco cuando se usd
ADN obtenido con el método fenolico, ya que solo se observo amplificacion cuando habia
alta concentracién de bacterias en el tejido (34 x 10* UFC/mi). Lo anterior puede indicar
que ademas de un buen método de extraccion es necesario una lisis mas severa, previa a la
extraccion, aunque el tejido haya sido macerado; ya que en los casos de érganos como los
nédulos linfaticos y uUtero hay gran cantidad de tejido conectivo, lo mismo sucede con la
glandula mamaria que ademas posee gran cantidad de tejido adiposo.

También se observé que con el paquete comercial “ Gene releaser” hubo mejoria en
cuanto a la sensibilidad al obtenerse amplificacion de hasta 3.4 x 10' UFC/ml. Cabe
mencionar que se hizo la extraccion de una cantidad minima del macerado de tejido (10 pl),

ya que asi lo indica el fabricante y el paquete viene disefiado para trabajar especificamente
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con esa cantidad; lo cual podria representar una desventaja en cuanto a los otros métodos de
extraccion. Por estos motivos no se puede afirmar que el método no es lo suficientemente
bueno ya que las otras metodologias parten de una mayor cantidad de tejido.

En cuanto a los protocolos siguientes: a) Tratamiento previo con solucion de lisis,
sonicado y extraccién con tierra de diatomeas. b) Sonicado y extraccién con tierra de
diatomeas y c¢) Tratamiento previo con solucion de lisis, sonicado y extraccion con CTAB y
fenol, arrojaron resultados similares ya que aunque la sensibilidad fue alta y amplifican
hasta las diluciones 10 y 107, donde no se observé crecimiento bacteriano. Los diferentes
ensayos mostraban amplificacion de algunas diluciones altas y en otras muestras menos
diluidas a veces la amplificacion fue nula y como se comentd anteriormente esto puede
deberse a una falla técnica o a una falta de ruptura constante de células para que sean
liberadas las brucelas y pueda extraerse posteriormente el ADN de las mismas. También se
sefiala el hecho de la desventaja de las extracciones con tierra de diatomeas respecto a [a
extraccion con CTAB-fenol debido a la menor cantidad de material a partir del cual se parte
para la extraccion (100 ul comparado con 2 ml).

Los protocolos en los que se utilizan tierra de diatomeas y CT AB-fenol se probaron
con la solucién de lisis, antes y después del sonicado para ver si la digestion previa
mejoraba la extraccion y viceversa y era suficiente someter al tejido a la accion de la
tripsina para romper las células eucaridticas y dejar libres a las brucelas que entonces serian
blancos de la solucion de lisis que contiene lisozima y sacarosa. Como es bien sabido la
lisozima incide sobre el peptidoglucano de la pared celular formando esferoplastos mas
susceptibles de romperse durante los siguientes pasos de la extraccion (Conn et al, 1972;
Lehninger, 1991). Cuando se utilizo la solucién de lisis posterior al sonicado, tanto en el
protocolo de tierra de diatomeas y el de CTAB-fenol, las bandas en el gel se observaron
mas intensas, esto debido a una mayor cantidad de copias multiplicadas, lo cual indica que
si es necesario someter a los tejidos a una ruptura severa por sonicacién para que se permita

la liberacion de las brucelas y sea mas adecuada la extraccién de ADN.

El hecho de que se observara amplificacion en las muestras de tejidos sin

aislamiento bacteriologico probablemente se debi6 a que en la muestra pueden encontrarse
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también microorganismos muertos o que son viables pero no cultivables ya que cuando se
somete una muestra a un cultivo, las bacterias tienen que adaptarse a crecer en un ambiente
que aunque es rico en nutrientes no tiene las caracteristicas exactas de su hospedero natural
(Akkermans et al, 1995; Stevenson, 1978). La técnica de PCR podria ser capaz de

amplificar el ADN del microorganismo sin necesidad de que sea viable.

El método con el que se obtuvieron los mejores resultados fue con el de Sonicado y
extraccion con CTAB-fenol ya que amplifican las muestras hasta la ditucién 107 en forma
clara e igual para cada ensayo. Los mismos resultados se observaron con las suspensiones
de bacteria. Por este motivo se decidio utilizar esta técnica en la extraccion del ADN de los

tejidos de caprinos.

Ensayos de PCR realizados con ADN de las bacterias V. cholerae, Y.

enterocolitica, E. coli, S. typhi, S. gallinarum y 8. pullorum

Se probé una bateria limitada de bacterias que sirvieran como testigos negativos ya
que se tomo la experiencia de los trabajos anteriores realizados por los autores que
elaboraron y probaron los iniciadores que se estudiaron en esta serie de experimentos
(Hussenein, 1993; Leal et al, 1995). Dichos autores obtuvieron resultados negativos con
estas bacterias y con otras mas. El hecho de que se haya encontrado amplificacion en el
PCR anidado realizado con 1 pl de ADN de las bacterias ya mencionadas pudo deberse a
la alta concentracion del material que se colocd en la reaccidn, por este motivo se
decidieron hacer diluciones del ADN. Se inicid con 238 ng por reaccion, ya que esa
concentracion de ADN es la que se disponia del ADN de B. melitensis, ademas esa cantidad
entra en el rango utilizado por diferentes autores para diferentes reacciones de PCR donde
utilizan de 10 a 250 ng de ADN blanco (Fekete et al, 1992; Leal et al, 1995); cuando se
utilizo este rango de ADN no se observd amplificacion. Es necesario seiialar que en una
muestra de tejido proveniente de caprinos, seria poco probable encontrar esta clase de
bacterias, aun cuando E. coli y Salmonella spp afecta a un gran rango de hospederos (Diaz
et al, 1987) y menos probable aun encontrarlas en gran cantidad, lo cual seria necesario

para que se observara amplificacién con estos iniciadores en esta técnica de PCR
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Comparaciéon del PCR anidado con 200 ng 6 1ul de ADN, aplicado a los

tejidos de caprinos

Aunque se ha desarrollado la técnica de PCR para poner de manifiesto a Brucella
spp, pocos han sido los investigadores que han intentado adecuarla como método
diagnostico a partir de muestras clinicas (Matar et al, 1996, Leal et al, 1995) y menos alin
los que han intentado identificar un fragmento de dicha bacteria a partir de tejidos (Fekete
et al, 1992). En esos trabajos los resultados han sido satisfactorios cuando se trabajé con un
juego de iniciadores para detectar a B. aborfus a partir de tejidos maternos y fetales y han
obtenido una alta sensibilidad {5 UFC/100 mg de tejido); sin embargo, también afirman que
se deben hacer mas ensayos y adecuaciones a la técnica antes de proponerla como técnica
diagnostica ya que a menudo también se presenta amplificacion inespecifica, mostrando
bandas del mismo tamafio que el esperado para una reaccion positiva. T. Victor et al.
(1993) demostraron la presencia de amplicones contaminantes en un laboratorio que trabaja
PCR, que se hace cada vez mayor con el paso del tiempo. Los amplicones no son otra cosa
que fragmentos amplificados con anterioridad, no necesariamente el ADN molde que se
utiliza como blanco. Estos amplicones se dispersan por todo el laboratorio tan solo con
abrir los tubos que contienen la reaccion amplificada. Cabe sefialar que durante el
desarrollo del presente trabajo los testigos negativos sin ADN resultaron negativos, y en las
pocas ocasiones en que hubo amplificacion inespecifica en estas muestras, con solo
repetirlas fue suficiente para evitar esta amplificacion no deseada; por lo que se descarto la
posibilidad de que existiera contaminacién por amplicones y se pensé que lo anterior se
debi6 a un mal manejo de las muestras en ese momento.

No existen datos de la utilizacion de la técnica de PCR para detectar a B. melitensis
a partir de tejidos de caprinos, tampoco se ha hecho una comparacion de la sensibilidad
del PCR con la sensibilidad de la bacteriologia. En el presente trabajo, con los datos
obtenidos de los ensayos con tejido de cuye se observo que el PCR anidado, utilizando
primero el PCR 1 y posteriormente el PCR 2, era el adecuado para obtener una alta

sensibilidad. El fragmento que genera el PCR 1 de 940 pb es lo suficientemente grande
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como para servir de molde al producto del PCR 2 de 193 pb. Sin embargo, cuando se aplicd
la metodologia descrita al ADN de caprinos, no se obtuvo la sensibilidad esperada,
inclusive hubo grupos de animales de los que en la mayoria de sus tejidos se habia logrado
aislamiento bacterioldgico, pero al PCR resultaron negativos. Se pensd entonces en la
posibilidad de que la cantidad de ADN era excesiva, ya que asi se observo en los geles y
no permitia desarrollar en forma adecuada a la técnica. Por experiencia de otros
investigadores (Fekete et al, 1992; Leal et al, 1995) y por ensayos realizados con ADN de
tejidos de los caprinos con aislamiento bacteriologico positivo, se determind que la
cantidad adecuada para una 6ptima amplificacion era entre 8 y 300 ng de ADN, en este
rango la amplificaciéon en el PCR anidado fue constante y clara en todos los ensayos. Por
estos motivos se decidio realizar el experimento con los tejidos de caprinos con 200 ng de
ADN para realizar el PCR 1 y posteriormente llevar a cabo el PCR 3 como se indicod
anteriormente.

Las concentraciones de ADN obtenidas difieren mucho entre muestra y muestra y
esto se debid, en el caso de las bacterias a la cantidad de bacterias en cada paquete celular
del cual se partio para realizar la extraccion. En caso de los tejidos esta diferencia puede
deberse a la naturaleza misma de los tejidos, siendo unos mas duros y compactos que otros,
lo que hace més facil o mas dificil la extraccion y esto a su vez se refleja en la obtencion de

mayor o menor cantidad de ADN.

Comparacion de la sensibilidad y especiﬁcidﬁd del PCR anidado realizado con 1 pl
de ADN y 200 ng de ADN de tejido de caprino

Las pruebas de sensibilidad y especificidad se realizaron tomando como referencia
las diferentes pruebas aqui evaluadas ya que en la mayoria de los trabajos de investigacion
el estudio bacteriologico es la prueba que demuestra la presencia del microorganismo; sin
embargo, la técnica de PCR ha demostrado ser efectiva para poner de manifiesto la
presencia del ADN bacteriano sin necesidad de que existan bacterias viables en la muestra

analizada, por lo que puede resultar mas sensible que la prueba de bacteriologia.
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a) Sensibilidad y especificidad del PCR anidado realizado con 1 pl de ADN

Cuando la técnica de PCR se comparé con la bacteriologia bajo estas condiciones, la
sensibilidad de la técnica fue muy baja, ya que en los animales de los grupos I y IV, que
resultaron con aislamiento positivo, dicha sensibilidad fue del 4 y 30 %, lo que demuestra
que no es una buena prueba diagnostica bajo estas condiciones.

En los grupos con aislamiento negative II y V, hubo pocos animales detectados
como positivos con la técnica de PCR (17 drganos de 59). La especificidad del PCR cuando
se hizo con 1 ul de ADN, en los animales testigos negativos del grupo III fue del 100 % ya
que no arrojaron resultado positivo alguno y en los demas grupos la especificidad oscila
entre el 68 y 73 % lo cual no es muy adecuado para una prueba diagnodstica.(Tabla 18)

Si se toma a todos los animales desafiados como positivos y se determina la
sensibilidad y especificidad de la bacteriologia y PCR, se observa baja sensibilidad en

ambas técnicas y alta especificidad (Tabla 19).

b) Sensibilidad y especificidad del PCR anidado realizado con 200 ng de ADN

La sensibilidad del PCR aumenta considerablemente al realizarse con una cantidad
especifica de ADN (200 ng); sin embargo, a pesar de esto, tampoco mostré ser la adecuada
para una prueba diagnostica, ya sea cuando se tomd como prueba de referencia diagnostica
a la bacteriologia (en promedio 67%), o cuando se asumié que todos los animales
desafiados eran positivos (en promedio 73%), aunque en este ultimo caso superd con
mucho a la bacteriologia, ya que la prueba bacteriologica presentd una sensibilidad
promedio de 36%. (Tabla 21)

La especificidad se modifico al realizar el PCR con 200 ng de ADN, disminuyendo
en comparacion de los resultados obtenidos cuando se trabajaron las mismas muestras pero
afiadiendo 1 pl de ADN que contiene una mayor concentracion de ADN. Ademas los
resultados no fueron los adecuados, ya que en el grupo testigo negativo se presentaron
casos positivos al PCR anidado y la especificidad que presentd fue del 70%. Este grupo de
caprinos provenia de un hato que estaba libre de brucelas, ya que ha sido monitoreado
bacteriologicamente y seroldgicamente desde el afio 1994 con resultados siempre

negativos. Sin embargo, en el mes de enero de 1998 se presenté un brote de brucelosis en
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dicho hato, presentindose inclusive abortos, con aislamiento bacteriolégico a partir de
muestras de leche, exudado vaginal y tejidos fetales. Estos hechos podrian indicar que
cuando los caprinos del grupo negativo fileron sacrificados la enfermedad se encontraba en
periodo de incubacidn, ya que este periodo en la enfermedad de brucelosis puede variar
entre 14 y 180 dias, prolongandose hasta la aparicién de anticuerpos o de los primeros
sintomas (Crespo, 1994).
En el resto de los grupos la especificidad varié del 17% al 50%, lo cual tampoco es
adecuado para una prueba diagnostica.

El hecho de que la especificidad del PCR haya sido mejor cuando se realizé dicha
técnica con 1 pl de ADN (concentracién mayor a 200 6 300 ng) puede deberse a que en
realidad no estuviera funcionando correctamente, ya que el exceso de ADN puede impedir

que se lleve a cabo la reaccion.

Prueba estadistica

Los resultados de la prueba de concordancia de Kappa muestran que entre el
diagnostico con PCR y el estudio bacterioldgico no existe una buena concordancia ya que
en la mayoria de los grupos este resultado fue menor al 30% que es considerada como muy
baja y solo el grupo control negativo present6 una concordancia regular del 50% cuando la
prueba de PCR se llevo a cabo con 1 pl de ADN; una concordancia perfecta daria como
resultado un valor del 100%. Bajo este analisis solo se demuestra que no se obtienen los
mismos resultados en ambas pruebas, sin embargo no prueba que sea mejor una que otra
con respecto a las muestras que obtuvieron resultados de PCR (+) y bacteriologia (-). No
se descarta la posibilidad de que al utilizar otros iniciadores la técnica de PCR concuerde

con la bacteriologia e inclusive pueda superarla.
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Comentarios finales

La técnica de PCR anidado evaluada y practicada a los tejidos de caprinos, no
obtuvo resultados tan satisfactorios como cuando se uso en las suspensiones bacterianas o
en el tejido de cuye inoculado; sin embargo no se puede afirmar que no sea util en el
diagnostico de la brucelosis caprina. Asi como se ha tenido éxito con la técnica de PCR
para el diagndstico de otras enfermedades que afectan a los animales (Rodriguez, 1997), es
posible que la metodologia aqui propuesta pueda modificarse en cuanto a las
concentraciones de reactivos utilizados y programa en el termociclador para hacerlo util
como prueba diagnodstica y que ademas presente una sensibilidad y especificidad aceptable.
En este trabajo puede mostrarse una mayor sensibilidad de la técnica de PCR que la
bacteriologia ya que detecta mas muestras como positivas. Se propone seguir investigando
al respecto, ya que esta técnica es una buena herramienta diagnostica que se puede
implementar en un laboratorio; ademas tiene la ventaja de poder inactivar las muestras
desde un principio, evitando que puedan llegar a infectar a la persona que trabaja en el
laboratorio y es posible obtener un resultado en dos o tres dias, lo cual no sucede con la
bacteriologia, ya que un resultado confirmatorio puede tardar hasta 15 dias.

El costo por muestra no resulta mas elevado que otras herramientas diagnésticas (de
30 a 100 pesos/ muestra) dependiendo de la cantidad de muestras trabajadas.

En este trabajo se pudo corroborar que es posible que la técnica de PCR detecte
muestras que a la bacteriologia fueron negativas, ya que dichos animales fueron inoculados
experimentalmente con B. melitensis y se puede asumir que eran positivos a brucelosis.

Algunos de los inconvenientes de esta técnica son la facilidad con la que se pueden
contaminar las muestras con ADN externo, que aunado a su alta sensibilidad, puede
resultar en falsos positivos. Es necesario que la persona que trabaje esta técnica sea
altamente capacitada y minuciosa, como sucede con otras herramientas moleculares. El
laboratorio donde se implemente la técnica debe contar con el equipo especializado como
lo es el termociclador y centrifugas donde se puedan trabajar con volimenes muy

pequefios (microlitros).
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V.- Apéndices

Apéndice 1. Métodos de extraccion de ADN
El material utilizado para las extracciones fue nuevo y estéril para evitar acarrear

ADN ajeno que contamine las muestras.

Extraccion fenolica-CTAB

Del tejido previamente macerado se tomaron 2 ml, se colocaron en un tubo de
polipropileno'® de 50 ml; de las diluciones de bacterias se tomaron 40 ml de cada una, se
inactivaron todas las muestras a 90 C por 15 minutos en bafio maria. Las diluciones de
bacteria se colocaron en tubos de centrifuga de 50 ml y se centrifugaron'’ a 13800 x g por
10 minutos, se retir6d el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 2 ml de TE 10:1. Se
llevaron a cabo los siguientes pasos: (Técnica descrita en Ausubel et al, 1995; con
modificaciones)

1. - Alos tejidos se les agrego un volumen de solucién de Tripsina-Versene (apéndice 2).

2. - Se sonic6 la muestra a 30 micrones; 1 minuto de sonicado con 1 minuto de descanso,
con ocho repeticiones. Se evitd que la punta del sonicador tocara las paredes del tubo. El
tubo se colocé en un recipiente con hielo para evitar que se calentaran las muestras. En uno
de los protocolos este paso ‘se realizd en tercer lugar, posterior al tratamiento con la
solucién de lisis (protocolo de extraccién niimero seis)

3. - Se agregaron S volimenes de solucion de lisis, y se afiadid lisozima (20 mg/ml) a una
concentracion final de 0. 8 mg/ml. Se incubo 1 horaa 37 C.

4. - Se agregd SDS al 10%, a una concentracion final de 0.5%.

5. - Se afiadié proteinasa K (20 mg/ml), a una concentracion final de 0.1 mg/ml; incubando
1 h. a 37 C en bafio maria.

6. - Se agregd NaCl 5 M a una concentracion final de 0.7 M

7. - Se puso CTAB-NaCl, a una concentracion final del 1%; mezclandose e incubandose a
65 C, 10 min.

16 Falcon.
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8. - Se agregd 1 volumen de Cloroformo-alcohol isoamilico 24:1, se mezclé 10 min y se
centrifugé por 5 min a 3500 x g.

9. - Se paso el sobrenadante a un tubo nuevo, resistente al fenol, sin tomar la interfase.

10. - Se afiadid un volumen de Fenol-cloroformo-alcoho! isoamilico 25:24:1 (Fenol
equilibrado con Tris-HCI, pH 8.0). Se mezclaron 10 min y centrifugaron 5 min/ 3500 x g.
11. - Se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo.

12. - Se agregaron 0.6 volimenes de isopropanol. Se mezcld suavemente hasta que el ADN
precipitd (aproximadamente 15 minutos).

13. - Se centrifugd 15 min a 13800 x g, y posteriormente se tiré el sobrenadante cuidando
de no tirar la pastillay se agregd 1 ml de etanol al 70 %. Se cambié a un microtubo nuevo
y estéril.

14. - Se microcentrifugé'® 5 min a 20000 x g y se tird el sobrenadante. Se dejo secar.

15, - Se resuspendid en solucion amorfiguadora TE 10:1, se agrego de 200 a 1000 pl de
solucion, segun el tamaifio de la pastilla de ADN. Se guardé a4 C.

Soluciones

¢ Solucion de lisis.
15 % Sacarosa

50 mM de Tris base
50 mM EDTA pH 8.0

¢ CTAB-NaCl,
10% CTAB
0.7 M Na(Cl

Calentar para disolver

' Centrifuga Beckman J2-21.
'8 Microcentrifuga Jouan A-14.
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Extraccion fendlica

1. - Se transfirieron 2 ml del macerado a un tubo de polipropileno con tapa, se inactivd y
se le agregaron 10 volimenes de solucion amortiguadora de extraccion (TES); se incubd a
37 C por 24 horas.

2. - Se afiadié proteinasa K a una concentracion final de 100 pl/ ml. Se agit6 suavemente y
se incubo en bafio maria a 50 C, por tres horas.

3. - Se permitio que la solucion se enfriara a temperatura ambiente y se transfirié a un tubo
de teflon de 50 ml (resistente al fenol) y se agregd un volumen de fenol equilibrado, pH 8.0
y extrajo con inversion suave por 10 minutos a temperatura ambiente.

4. - Se centrifugd a 3500 x g por 10 min. Con una micropipeta de 1000 pl, se tomo la fase
acuosa superior y se paso a otro tubo de teflon. Se repitié la extraccion con fenol y
centrifugé como se indica arriba.

5. - Cuidadosamente se tomd la fase acuosa superior con una micropipeta de 1000 pl y se
pasé a otro tubo de teflon. Se agregd un volumen igual de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1 v/v) y se mezclé por inversion y extrajo de 10-15 min.

6. - Se centrifugo a 3500 x g por 10 min. Se tomo la fase acuosa superior y se repitio la
extraccion con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 v/v).

7. - Se centrifugd a 3500 x g por 10 min. Se tom¢ la fase acuosa superior y se transfirié a
otro tubo.

8. - Se agrego acetato de sodio a 0.3 M final y se precipitd con dos volumenes de etanol
frio, manteniéndolo a - 20 °C toda la noche.

9. - Se centrifugé 20 minutos a 13800 x ga 4 Cy se desecho el sobrenadante.

10. - Se lavd con etanol al 70%, frio. ’

11. - Se centrifugd 15 minutos a 13800 x g y se desechd el sobrenadante.

12. - La pastilla se dejo secar y se resuspendié en 200-1000 pl de TE (10:1), segun el
tamaiio de la pastilla. Se conservéa 4 C.

Fueron tomados 5 pl para correrlo en un gel de agarosa (1.0 % en TBE 0.5x).
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Soluciones

e Solucion amortiguadora de extraccion (TES)

10 mM Tris-Cl (pH 8.0)

0.1 MEDTA

20 pg/ ml RNAsa pancreatica (agregar al momento)
0.5 % SDS

Extraccion de ADN con tierra de diatomeas

Este tipo se extraccion se basa en la union del ADN a las paredes celulares
fosilizadas de algas unicelulares llamadas diatomeas, en presencia de altas concentraciones
de un agente caotrépico como el tiocianato de guanidina (GuSCN). Este tltimo también ha
mostrado ser un poderoso agente en la purificacion y deteccion de ADN y ARN debido a su
potencial de lisar células combinado con su potencial de inactivar nucleasas.

1. - Se tomaron 100 pl del tejido macerado, se colocaron en un tubo eppendorfde 1.9 mly
se le agregaron 500 ul de solucidon amortiguadora de lisis més 25 pl de lisozima (20 mg
/ml). Se incub6 30 minutos a 37 C en baiio maria. En el protocolo nimero cuatro, posterior
a este paso se realizd sonicado de la muestra. En el protocolo namero cinco, el sonicado se
llevo a cabo previo a la solucién de lisis.

2. - Se agregaron 210 pl SDS (dodecil sulfato de sodio) al 10% mas 8 pl de proteinasa K
(10 mg /ml). Se incubd 30 minutos a 37 C, en bafio maria.

3. - Se agregaron 950 ul de solucion de lisis de tiocianato de guanidina (GuSCN), mas 50
pl de tierra de diatomeas; se agité brevemente en el vortex y se dej6 reposando 10 minutos.
4. - Se centrifug6 20 segundos a 15000 g y se tird el sobrenadante.

5. - Se agregaron 200 pl de solucién de lavado y se agitod brevemente en el vortex.

6. - Se centrifugb a 15000 gy se tird el sobrenadante. Se repitié una vez mas el lavado.

7. - Se realizé un lavado con etanol frio al 70%, centrifugando a 15000 x g. Se tiro el

sobrenadante.
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8. - Se repitio el lavado con etanol frio a -20 C y se centrifugo a 15000 x g por 20 minutos.
Se tir6 el sobrenadante.

9. - Se hizo un lavado con acetona fria a -20 C. Se tird el sobrenadante, teniendo cuidado
de no tirar la arenilla de diatomeas.

10. - Se seco por una hora a 56 C en estufa o toda la noche a temperatura ambiente.

11. - Eluir el ADN con 60 ul de agua mili Q estéril o TE 10: 1. Se agité en vortex y se
incubo en bafio maria a 45- 55 C por cinco minutos.

12. - Se centrifugd a 20000 x g por 10 minutos.

13. - Se retiré el sobrenadante cuidadosamente, sin tomar la arenilla y se pasé a un tubo
nuevo, se conservo a 4 C. Este sobrenadante contiene el ADN; antes de hacer PCR se
volvid a centrifugar a 20000 x g por 10 minutos para evitar por completo tomar alguna

arenilla de diatomea.

Soluciones

e Soluciéon amortiguadora de lisis (1 L)
15% de sacarosa

50 mM de Tris base

50 mM EDTA pH 8.0

¢ Solucion de lisis de GuSCN

10 M de GuSCN.

0.1 M Tris-Cl pH 6.4

0.65% Tritén X-100 (vol./ vol.)

22 mM EDTA

Calentar (60-65 C), no hervir, agitando suavemente para disolver. Almacenar a temperatura

ambiente, como maximo por 15 dias.

e Solucion de lavado de GuSCN
10 M de GuSCN
0.1 M Tns-Cl {pH 6.4).
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¢ Tierra de diatomea

50 ml de H20 mili-Q

500ul de HCI 32% (p/v)

10 g de Celite' grado analitico

Agitar en vortex y alicuotar en viales de plastico, no de vidrio ya que se adhiere (agitar
constantemente para evitar que se sedimente)

Esterilizar por autoclave.

Extraccion de ADN con Gene releaser

Este método de extraccion libera el ADN de sangre, tejidos y bacterias. La lisis se
lleva a cabo directamente en el termociclador en el mismo tubo en donde se realiza
también la amplificacién. Se lisa 1ul en un volumen total de 20 pl y se afiaden
subsecuentemente los reactivos para iniciar la amplificacion. El Gene releaser secuestra los
productos de lisis de las células, los cuales podrian inhibir a la polimerasa y permite la
adecuada amplificacion del ADN blanco.

1. - Se tomaron 10 pl del tejido macerado, se colocaron en un tubo de 0.5 ml y se
afiadieron 25 ut de TE 10:1.

2. -Se tomd 1 pl del tejido previamente homogeneizado con pequefios golpes de dedo y se
transfirio a otro tubo de 0.5 ml

3. - Se resuspendi6 la mezcla de Gene releaser agitando en el vortex 2-3 segundos.

4. - Se afiadieron 20 pl de la suspension de Gene releaser al tubo con el tejido y se agitd en
vortex por 2-3 s. )

5. - Se cubri6 la mezcla con 50 ul de aceite mineral estéril. El tubo cerrado se colocé en una
gradilla de polipropileno o polietileno y esta a su vez en el centro de un horno de
microondas.

6. - Se encendid el microondas a la maxima potencia durante 5 minutos.

! Janssen Chimica, Beerse, Belgium.
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7. - Los tubos se colocaron en el termociclador precalentado a 80 C y se permitid que se
estabilizara la temperatura de los tubos durante 5 minutos.

8. -Se inici6 la amplificacion en el termociclador con la adicién de 80 ul de la premezcla

-

con los componentes para el PCR a una concentracion 1.25 X.




Apéndice 2. Soluciones y reactivos utilizados

Solucién de Tripsina-Versene

8.0 g NaCl

4 g KCI

0.58 g NaHCO3

1.0 g Dextrosa

0.5 g Tripsina

0.2 g Versene (EDTA)

Cbp 1 L agua mili-Q. Esterilizar por filtracion.

Solucién TE 10:1
10 mM Tns-ClpH 7.5a8.0
ImM EDTA pH 8.0.

TBE 5x

54 g Tris base

27.5 g acido borico

20 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)

cbp 1 L. Esterilizar en autoclave.
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Solucion amortiguadora de carga para el corrimiento de la muestra en gel de agarosa

0.25% de azul de bromofenol
0.25% de xilencianol F. F
30% de glicerol en agua

Almacenar a 4 C.



Apéndice 3. Tablas

Tabla 2. Cuantificacion del ADN de diferentes bacterias.

Vibrio cholerae. 472
Escherichia coli ETEC. 831
Yersinia enterocolitica O: 9. 338
Salmonella gallinarum 383. 890
Salmonella typhi. 967
Saimonella pullorum. 977
B. melitensis 16 M. 238
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Tabla 3. Cuantificacidn del ADN de los tejidos de los caprinos del grupo L.
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2656

utero
bazo 5950
2-04 glandula mamaria 3535
nddulo (n) preescapular 5938
n. submaxilar 1275
n. supramamario 1267
Utero 2383
bazo 5232
2-14 glindula 5240
n. preescapular 5242
n. submaxilar 2888
n. supramamario 3008
utero 4982
bazo 5238
7-09 glandula 3051
n. preescapular 2914
n. submaxilar 2133
n. supramamario 5248
utero 5226
bazo 5160
5-07 glandula mamaria 3079
n. preescapular 5240
n. submaxilar 5796
n. supramamario 626
utero 5756
bazo 4892
8-50 glandula mamaria 3273
n. preescapular 3024
n. submaxilar 90
n. supramamario 3944
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Tabla 4. Cuantificacion del ADN de los tejidos de caprinos del grupo IL

el
utero 4
bazo 3693
0-91 glandula mamaria 1291
nddulo (n) preescapular 1839
n. precrural 681
utero 381
bazo 3
3-117 glandula 1201
n. preescapular 908
n. submaxilar 751
n, supramamario 1890
utero 2004
bazo 929
Nieta glandula 2534
n. preescapular 2182
n. submaxilar 873
n. supramarario 4588
utero 1879
bazo 4687
2-06 glandula mamaria 2314
n. preescapular 7201
n. submaxilar 2099
n. supramamario 1516
atero 5279
bazo 7202
8-68 glandula mamaria 6159
n. preescapular 7201
n. submaxilar 4703
n. supramamario 6908
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Tabla 5. Cuantificacién del ADN los tejidos de caprinos del grupo I11.

utero 3840
bazo 6681
hembra S/N glandula mamaria 1855
nodulo (n) preescapular 2123
n. submaxilar 1701
n. supramamario 3889
utero 486
bazo 2083
67 glandula 234
n. preescapular 492
n. submaxilar 894
n. supramamario 2909
utero 1057
bazo 3180
S-18 glandula 173
n. preescapular 685
n. submaxilar 1097
n. supramamario 387
bazo 6878
Macho 1 S/N n. preescapular 3704
n. submaxilar 586
n. inguinal 3690
n. retrofaringeo 2412
bazo 6885
n, preescapular 2856
Macho 2 S/N n. submaxilar 2844
n. inguinal 2242
n. retrofaringeo 786




Tabla 6. Cuantificacién del ADN de los tejidos de caprinos del grupo IV,
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409

utero
bazo 1198
07 glandula mamaria 420
nodulo (n) preescapular 1710
n. submaxilar 768
n. supramamario 563
utero 3677
bazo 6030
0-77 glandula 1629
n. preescapular 519
n. submaxilar 409
Nn. Supramamario 2258
ltero 889
bazo 1042
14-A glandula 448
n. preescapular 2258
n. submaxilar 2679
n. supramamario 1353
utero 4880
bazo 6019
3-24 glandula mamaria 2223
n. preescapular 6028
n. submaxilar 1763
n. supramamario 1130
utero 1373
bazo 2811
17-A glandula mamaria 1550
n. preescapular 2267
n. submaxilar 5226
n. supramamario 2485




Tabla 7. Cuantificacion del ADN de los tejidos de caprinos del grupo V.
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ﬁjidﬁ
utero 336
bazo 2323
11 glandula mamaria 583
nodulo (n) preescapular 656
n. submaxilar 545
n. supramamario 1499
utero 1300
bazo 890
93 glandula 1154
n. preescapular 1789
n. submaxilar 148
n, supramamario 944
utero 1946
bazo 3651
20-A glandula 3115
n. preescapular 1416
n. submaxilar 3534
n, supramamario 2376
utero 810
bazo 2477
15-A glandula mamaria 2749
n. preescapular 2119
n, submaxilar 918
n. supramamario 648
utero 1729
bazo 1321
03-A glandula mamaria 862
n. preescapular 2567
n. submaxilar 1029
n, supramamario 1146




Animales PCR anidado, muestras Muestras positivas a
desafiados con positivas cultivo bacteriolégico.
serologia positiva
1 + 3/30 23/30
2 + 9/29 0/30
3 - 0/30 0/30
4 + 8/30 10/30
5 + 8/30 0/30
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Tabla 9. Resultados del estudio bacteriologico y del PCR 1 y PCR 3 utilizando 1 pl de
ADN obtenido por sonicado y extraccion fendlica-CTAB, de los 6rganos de los caprinos
del grupo I: Vacunados con la cepa Rev 1 de B. melitensis y desafiados con cepa de campo
biotipo 1 de B. melitensis. '

utero - -
Cabra bazo - -
2-04 glandula mamaria - -
nodulo(n) preescapular - -
n. submaxilar - -
n. supramamario - -
utero - -
bazo - -
2-14 glandula mamaria - -
n. preescapular - -
n. submaxilar - -
n. supramamario - -
utero - -
bazo - -
7-09 glandula mamaria - -
n. preescapular - -
n, submaxilar - -
1. supramamario - -
utero - -
bazo - -
5-07 glandula mamaria - -
n. preescapular - -
n. submaxilar - -
n. supramamario - +
utero - -
bazo - +
8-50 glandula mamaria - -
n. preescapular - -
n. submaxilar - +
n. supramamario - -

++]+]+]+]

+1

+H |+ ]+

4]+ ]+ ]+

+ [+ [+ [+
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Tabla 10. Resultados del estudio bacteriologico y del PCR 1 y PCR 3 utilizando 1 ul de
ADN obtenido por sonicacion y extraccion fendlica-CTAB, de los organos de los caprinos
del grupo II: Vacunados con la cepa Rev | de B. melitensis y desafiados con cepa de campo
biotipo 1 de B. melitensis.

Utero
Cabra bazo - - -
0-91 glandula mamaria - + -
nodulo(n) preescapular - - -

recrural - - -

utero -
bazo -
3-117 glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar - + -
n. supramamario -
utero - - -
bazo - -
Nieta glandula mamaria - + -
n. preescapular - - -
n, submaxilar - + -
n. supramamario - - -
utero - - -
bazo - - -
2-06 glandula mamaria - + -
n. preescapular - - -
n. submaxilar - - -
n. supramamario - - -
utero - - -
bazo - - -
8-68 glandula mamaria - - -
n. preescapular - - -
n. submaxilar - - -
n. supramamario - - -

+|+]+
1




70

Tabla 11. Resultados del estudio bacteriologico y del PCR 1 y PCR 3 utilizando 1 ul de
ADN obtenido por sonicacion y extraccion fenolica-CTAB, de los 6rganos de los caprinos
del grupo III: No vacunados y sin desafiar.

utero - - -
Cabra bazo - - -
Hembra S/N glandula mamaria - - -

nddulo(n) preescapular - - -
n, submaxilar - - -
n. supramamario - - -
utero - - -
bazo - - -
67 glandula mamaria - - -
n. preescapular - - -
n. submaxilar - - -
n. suUpramarnario - - -
utero - - .
bazo - - -
203 glandula mamaria - - .
n. preescapular - - -
n. submaxilar - - -
n. supramamario - - -
utero - - -
bazo - - -
glandula mamaria - - -
212 n. preescapular - - -
n. submaxilar - - -
n. supramamario - - -

Macho bazo - - -
S/N n. preescapular - - -
n, submaxilar - - -
n. inguinal - - -

n. retrofaringeo - - -
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Tabla 12. Resultados del estudio bacterioldgico y del PCR 1 y PCR 3 utilizando 1pl de
ADN obtenido por sonicacion y extraccion fendlica-CTAB, de los organos de los caprinos
del grupo I'V: No vacunados y desafiados con cepa de campo biotipo 1 de B. melitensis.

utero - - -
Cabra bazo - - +
07 glandula mamaria - + -
nodulo(n) preescapular - - -
n. submaxilar - - +
n. supramamario - + -

utero - - -
bazo - -
0-77 glandula mamaria - +

n. preescapular - + -
n, submaxilar - +
n. supramamario - - -

utero - - -
bazo - - -
14-A glandula mamaria - - -
n. preescapular - - -
n. submaxilar - - +
n. supramarnario - - -

utero - - -
bazo - - -
3-24 glindula mamaria - -
n. preescapular - -
n. submaxilar - +
n. supramamario - -

+|+]

utero - + -
bazo , - -
17-A glandula mamaria -
n. preescapular - -
n. submaxilar - -
n. supramamario - -

+|+]+]
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Tabla 13. Resultados del estudio bacteriologico y del PCR 1 y PCR 3, utilizando 1ul de
ADN obtenido por sonicacion y extraccion fendlica-CTAB, de los 6rganos de los caprinos
del grupo V: No vacunados y desafiados con cepa de campo biotipo 1 de B. melitensis.

utero - + -
Cabra bazo - - -
11 glandula mamaria - + -
nodulo(n) preescapular - + -

n. submaxilar - - -
n. supramamario - - -
utero - - -
bazo - - -
93 glandula mamaria - - -
n. preescapular - - -
n, submaxilar - + -
1. Supramamario - - -
utero - - -
bazo - - -
20-A glandula mamaria - - -
n. preescapular -
n, submaxilar -
n. supramamario -
utero -
bazo - - -
15-A glandula mamaria - - -
n. preescapular - -
n. submaxilar - + -
n. supramamario - +

utero - - -
bazo - - -
03-A glandula mamaria - - -
n. preescapular - - -
n. submaxilar - - -
n. supramamario - - -

+|+]
1




ER 112 1%
Grupo Animales PCR anidado, muestras Muestras positivas a
desafiados con positivas cultivo bacteriolégico.
serologia positiva '
1 + 24/30 23/30
2 + 23/29 0/30
3 - 9/30 0/30
4 + 16/30 10/30
5 + 25/30 0/30
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Tabla 15. Resultados del estudio bacteriolégico y del PCR 1 y PCR 3 utilizando 200 ng de
ADN obtenido por sonicacion y extraccion fendlica-CTAB, de los 6rganos de los caprinos
del grupo I: Vacunados con la cepa Rev 1 de B. melitensis y desafiados con cepa de campo
biotipo 1 de B. melitensis.

utero -
Cabra bazo -
2-04 glindula mamaria -
nodulo(n) preescapular -
n. submaxilar -
1. supramamario -

+|+

|+ +]+]

utero +
bazo -
2-14 glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n, supramamario -

+ |

+ ||+ +]+]

+|+[+]

utero -
bazo -
7-09 glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -

{4+ +[+]+]

+|+|

+

utero -
bazo -
5-07 glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -

Hl 4|+ ]+

utero -
bazo -
8-50 glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -

F{H| |+ ][] ]

+|+[+]+]
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Tabla 16. Resultados del estudio bacteriologico y del PCR 1 y PCR 3 utilizando 200 ng de
ADN obtenido por sonicacién y extraccion fendlica-CTAB, de los 6rganos de los caprinos
del grupo II: Vacunados con la cepa Rev 1 de B. melitensis, y desafiados con cepa de
campo biotipo 1 de B. melitensis.

utero +
Cabra bazo -
0-91 glindula mamaria -
nodulo(n) preescapular -
precrural -
utero -
bazo -
3-117 glandula mamaria -
n. preescapular -
n, submaxilar -
n. supramamario -
utero -
bazo -
Nieta glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -
utero -
bazo -
2-06 glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -
utero -
bazo -
8-68 glandula mamaria -
n, preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -

+[+]|+
1

+++[+]
[ ]

]|+ ||+ ]+
1

+[+f+{+]
[}

+ 11
1

+|+|+]"
[}
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Tabla 17. Resultados del estudio bacteriologico y del PCR 1 y PCR 3 utilizando 200 ng de
ADN obtenido por sonicacidn y extraccion fendlica-CTAB, de los 6rganos de los caprinos

del grupo II1: No vacunados y sin desafio experimental.

Cabra
Hembra S/N

utero

bazo

glandula mamaria

nddulo{n) preescapular

n. submaxilar

n, supramamario

67

utero

bazo

glandula mamaria

n. preescapular

n. submaxilar

n. supramamario

203

atero

bazo

glandula mamaria

n. preescapular

n. submaxilar

n. supramamario

212

utero

bazo

glandula

n. preescapular

n. submaxilar

++1:

N. Supramamario

Macho
S/IN

bazo

]

n. preescapular

n. submaxilar

n. inguinal

n, retrofaringeo
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Tabla 18. Resultados del estudio bacterioldgico y del PCR 1 y PCR 3 utilizando 200 ng de
ADN obtenido por sonicacion y extraccion fendlica-CTAB, de los 6rganos de los caprinos
del grupo IV: No vacunados y desafiados con cepa de campo biotipo 1 de B. melitensis.

utero -
Cabra bazo -
07 glandula mamaria -
nodulo(n) preescapular -
n. submaxilar -
- n. supramamario -
utero -
bazo -
0-77 glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -
utero - - -
bazo - - -
14-A glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
1. supramamario - - -
utero -
bazo -
3-24 glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -
utero -
bazo -
17-A glandula mamaria -
n. preescapular -
n, submaxilar - -
n. supramamario - - .

+|+]
1

+|+]
)

+|+{+]
1

+l+]
1

+
1

+++]|+]
++]

+{+]

+|+|+]
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Tabla 19. Resultados del estudio bacteriologico y del PCR 1 y PCR 3 utilizando 200 ng de
ADN obtenido por sonicacién y extraccion fenolica-CTAB, de érganos de los caprinos del
grupo V: No vacunados y desafiados con cepa de campo biotipo 1 de 5. melitensis.

utero - -
Cabra bazo - -
11 glandula mamaria - -

nddulo(n) preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -
utero -
bazo -
93 glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n, supramamario -
utero -
bazo -
20-A glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -
utero -
bazo -
15-A glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -
utero -
bazo -
03-A glandula mamaria -
n. preescapular -
n. submaxilar -
n. supramamario -

=
N A R R R AR R ER R R A R RN A A B N B R IR KR A A R R R
&

[}
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