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RESUMEN

La infeccion con Bordetella, enfermedad emergente en personas inmunosuprimidas,
ha tenido un gran impacto en receptores de trasplante de médula 6sea y 6rganos solidos.
Existen técnicas de gabinete que no han demostrado la eficacia del diagndstico adecuado,
principalmente la técnica serologica de deteccion de galactomanano y el cultivo
microbiologico de esputo e inmunohistoquimica de biopsia de tejido infectado, entre otras.

Actualmente, la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar
el DNA de Bordetella ha surgido como una herramienta para el auxilio del diagnostico, la
obtencion de DNA bacteriano puro y en cantidad suficiente para su estudio es
imprescindible para su realizacion. Por lo tanto, el objetivo principal del presente trabajo,
fue lograr la estandarizacion de la técnica de la PCR para la deteccion de DNA de
Bordetella con el proposito de ser aplicada como una prueba mas para el diagnostico
temprano de enfermedades causadas por dicha bacteria.

Para lograr el propoésito de este estudio, se empled una cepa pura de la bacteria, el
cual se identifico morfoldgicamente realizando un cultivo y microscopia Optica; asimismo
se determino la cantidad optima del reactivo DNAzol para el pretratamiento y extraccion
de DNA bacteriano y se relaciond como influia con el rendimiento de DNA extraido.
Ademas se determinaron las condiciones Optimas de la PCR para la amplificacion de un
fragmento del gen prn de Bordetella bronchiseptica empleando el par de iniciadores AF
prn/BR prn y de un control interno del sistema (f actina), que sirve para observar la
funcionalidad del sistema y de los reactivos, por lo que se estandarizaron 3 componentes
importantes (cantidad de  DNA bacteriano, concentracion de Taq polimerasa y
concentracion de iniciadores). También se determind el porcentaje optimo de agarosa en
los geles, con el cual se deben realizar los corrimientos electroforéticos de los productos de
las PCR, para uniformar el andlisis de los amplicones y finalmente con ayuda del software
Kodak 1D 3.0, en los geles de agarosa se analizo la intensidad de bandas de los productos,
obteniendo los valores en unidades arbitrarias de intensidad (UAI) para evaluar las mejores
condiciones de amplificacion.

Los resultados indicaron que las condiciones mas adecuadas para la extraccion de
DNA bacteriano se lograron empleando 2 U de Taq polimerasa con 24 horas de
crecimiento en medio de cultivo MacConkey; con respecto a las condiciones 6ptimas de la
PCR para la amplificacion de un fragmento del gen prn, estas se presentaron al utilizar 0.5
mg de DNA, 2 U de Taq polimerasa y 2 nM de iniciadores obteniéndose valores de 50
UAI, ademas de que se demostrd como se elimina la inespecificidad de la técnica de la
PCR cuando se empleé DNA de diferentes especies. Finalmente para la amplificacion de
un fragmento del gen de P actina (que se utiliz6 como control interno del sistema), se logrd
la obtencion de productos especificos empleando 0.5 mg de DNA, 10 mM de MgCl, y 2
nM de iniciadores.

Con la realizacion del presente trabajo se logrd el desarrollo y la implementacion de
la técnica de la PCR para identificar a B. bronchiseptica, y permitié la obtencién de
resultados prometedores, los cuales se podrian utilizar para el diagnostico de la
aspergilosis, y ser una valiosa aportacion que permita un adecuado tratamiento en el
control de la infeccidon temprana causada por esta bacteria.

XII



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes.

Bordetella bronchiseptica (B. bronchiseptica) fue originalmente aislada del tracto
respiratorio de perros e identificada como Bacillus bronchicanis por Ferry en 1910, desde
entonces ha sido reconocida como un patéogeno del tracto respiratorio en mamiferos.
Durante 1912 y 1913 microorganismos con caracteristicas idénticas descritas por el autor
anterior fueron aislados de cuyos, simios y humanos; por lo que el microorganismo fue
renombrado Bacterium bronchisepticus, mas tarde en 1925 por Bergey como Alcaligenes
bronchisepticus, en 1929 por Topley y Wilson como Brucella bronchiseptica, en 1935 por
Haupt como Alcaligenes bronchicanis y en 1946 por Wilson y Miles como Haemophilus

bronchisepticus (Portugal, 1995).

Fue colocada en el género de Alcaligenes, Brucella y Haemophilus debido a las
caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas las cuales son muy similares a las presentadas
por estos géneros. Finalmente esta bacteria lleva el actual nombre debido a que Moreno
Loépez describio el género Bordetella (en honor a Jules Bordet) y la especie B.
bronchiseptica. En 1940 por primera vez se aislé B. bronchiseptica de pulmones
neumoénicos de cerdos y aunque este microorganismo es patdgeno ocasional en las
bronconeumonias primarias de cerdos jévenes puede también actuar como un patdégeno del

tracto respiratorio inferior en animales viejos. (Pitman, 1974).

Se ha logrado aislar a B. bronchiseptica de la cavidad nasal, demostrando la
capacidad de este microorganismo para inducir atrofia en los cornetes nasales, por lo que a
partir de este momento se le consider6 como patdégeno primario de la rinitis atrofica

porcina (RAP) (Harris, 1956).



1.2. Generalidades del género Bordetella.

1.2.1. Taxonomia.

La clasificacion taxondmica de las bacterias del género Bordetella es la siguiente:

Reino: Monera.

Stper- reino: Bacteria.
Phylum: Proteobacteria.
Clase: Betaproteobacteria.
Orden: Burkhlolderiales.
Familia: Alcaligenaceae.
Género: Bordetella.

Especies. bronchiseptica, pertusis, parapertusis, avium, hinzii, holmesii, petrii, trematum.

1.2.2. Generalidades.

Las tres especies de Bordetella més frecuentes en el ser humano (Bordetella.
pertussis, Bordetella parapertussis 'y Bordetella bronchiseptica), fenotipicamente
hablando, se comportan de manera muy diferente. Tanto B. pertussis como B. parapertusis
son inmoviles y B. bronchiseptica es una bacteria movil. B. parapertussis se desarrolla en
agar sangre y en agar chocolate, pero no en agar McConkey. Las colonias de Bordetella se
desarrollan bien en agar sangre y agar McConkey, en 24 horas aparecen como colonias
translicidas, lisas e incoloras de aproximadamente 1.5 mm de diametro. Estas bacterias
poseen la caracteristica bioquimica diferencial de convertir con rapidez el agar urea de
Christensen, con la tincion de Gram, se observan como bacilos pleomorfos,

Gramnegativos, entre cocoides y ovalados, y en algunas ocasiones con formas filamentosas

(Koneman, 2003).

Existen en la actualidad ocho especies de Bordetella las cuales ademas de las
mencionadas en el parrafo anterior tenemos las siguientes: B. hinzii, B. holmesii, B.

trematum, B. petrii, B. avium; de éstas ninguna ha sido asociada con enfermedades en



animales; sin embargo, B. hinzii es comunmente aislada del tracto respiratorio de aves de
corral; B. hinzii, B. holmesii, B. trematum estan asociadas con infecciones oportunistas de
varios sitios del cuerpo en humanos. B. pertusis es un agente importante de las infecciones
respiratorias cronicas en humanos (como la tos ferina), mientras que B. parapertusis
causa infecciones respiratorias agudas en ovejas y B. bronchiseptica infecta a una variedad
amplia de especies animales, principalmente a los caninos y a los porcinos; B. parapertusis
y B. bronchiseptica han tenido poca relevancia en las enfermedades humanas, sin embargo
B. bronchiseptica se ha aislado en exudados de pacientes con infecciones nasofaringeas
leves. Entre las enfermedades de importancia producidas por B. bronchiseptica destacan la
rinitis atréfica y la neumonia en cerdos, la bronconeumonia en perros y la rinitis en conejos

(Gyles et al. 2004) (Register, 2000).

Los miembros del género Bordetella metabolizan como fuente principal de carbono
y energia a los aminoacidos y acidos carboxilicos (pero no a los carbohidratos). Las
reacciones alcalinas producidas por el metabolismo son con frecuencia aplicadas en
medios diferenciales y pruebas bioquimicas para la posterior caracterizacion de las cepas

de B. aisladas (Gyles, Et al., 2004).



En la Tabla 1.1. se muestran las principales caracteristicas bioquimicas de algunas

de las especies del genero Bordetella:

Tabla 1.1. Caracteristicas bioquimicas para la identificacion de especies del
genero Bordetella.
, . B. B. B. B. B. B.
Caracteristica . , Lo . ... .
pertussis | parapertussis bronchiseptica | avium | hinzii holmesii
Catalasa \4 + + + + +
Oxidasa + - + + + -
Motilidad - - + 4 + R
Reduccion de ) ) " # ) )
nitrato
Ureasa - + (24 horas) + (4 horas) - v -
Desa‘rrollo en ) n n n n ND
citrato
Pigmento marrén’® - + - - - +
Citrato - + + + + ND
Agar BG 3-6 dias 1-3 dias 1-2 dias 2 dias dizas 2 dias
. . . 2 .
Agar chocolate - 1-3 dias 1-2 dias 2 dias dias 2 dias
Agar McConkey - - + + ND 3-7 dias
Agar SS - - + + ND ND
. . , 1-2 2 .
Agar R-L 3-6 dias 1-2 dias 1-2 dias , . 2 dias
dias | dias

*Movilidad mas pronunciada a 25°C.

# En medio suplementado con suero, tiene lugar la reduccion de nitrato.
SS — Salmonella — Shigella.

R-L — Regan — Lowe.

° En agar infusion de corazén con L-tirosina (1g/L).

ND — No disponible.

Dentro de algunas de las especies con importancia veterinaria se encuentran
Bordetella bronchiseptica y B. avium, la primera especie mencionada ha sido implicada en
la rinitis atrofica del cerdo, en la traqueobronquitis infecciosa canina, y en la
bronconeumonia de algunas especies animales y solo afecta a los humanos en raras
ocasiones y especificamente en individuos con inmunosupresion. Por otro lado B. avium

esta implicada en la produccion de la rinotraqueitis de los pavos (Hoskins, ef al, 1998).



1.3.  Caracteristicas generales de B. bronchiseptica.

B. bronchiseptica se aislo por primera vez en 1896 por Galli-Valerio, quien la
describi6 nuevamente en 1908, denominandolo Bacillus caniculae. Por otra parte en 1901,
Lignieres estudid una bacteria a la que llamo6 Pasteurella canina y planted que era el
agente etioldgico del moquillo canino. En 1911 esta especie fue aislada y descrita en los
EE.UU por Ferry con el nombre de Bacillus bronchicanis, el cual cambié en 1913 a
Bacillus bronchiseptico y posteriormente en 1957 con la definicion del género Bordetella
en la edicion del Manual Bergey de ese afo formd parte de este género como B.

bronchiseptica (Merchant y Parker,1973).

1.3.1. Morfologia y caracteristicas de cultivo.

B. bronchiseptica es una bacteria pleomorfica que se observa generalmente como
un cocobacilo Gram negativo, no produce esporas y presenta motilidad por flagelos
peritricos. Crece Optimamente en aerobiosis, a temperatura de 37 +/-2 °C, pH entre 7.0 y
7.2 y medios enriquecidos con tejido o plasma. Estudios de microscopia electronica, han
mostrado flagelos en forma de triple hélice con direccion a la izquierda, de
aproximadamente 13.9 nm de didmetro. El flagelo de esta bacteria mide aproximadamente
de 18 — 22 nm de grosor compuesto de estructuras entrelazadas de 5 a 6 filamentos
(Richter y Kress, 1967). En medio solido crece principalmente en forma cocoide, de un
tamano de 3.0 por 0.5 um a 5.0 por 0.4 um; algunas formas filamentosas tienen un tamafno

de 0.4 por 8.0 um (Goodnow, 1980).

Respecto a su cultivo in Vitro, B. bronchiseptica se desarrolla en agar sangre
formando pequefias colonias grises circulares parecidas a gotas de rocio, presentando una
actividad hemolitica variable en agar sangre (Biberstein, E.L., 1994) y en agar Mac
Conkey se presenta como colonias pequefas incoloras a las 24 horas y como colonias
pequefias, opacas y lilaceas a las 48 horas. En medios liquidos produce turbidez uniforme
dando un sedimento granular. Este cocobacilo muere en 20 minutos a la temperatura de

55°C lo que lo hace menos resistente al calor que otros bacilos Gram negativos no
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esporulados. Es sensible a la luz, la desecacion y a los desinfectantes ordinarios y muere

por congelacion (Merchant y Parker, 1973; Michel, 1982).

1.3.2. Bioquimica.

Dentro de sus caracteristicas bioquimicas, una de las mas notables y que la
diferencia del resto de las especies que conforman el género, es su falta de accion
fermentativa sobre los carbohidratos y su rapida accion sobre algunos sustratos como la
urea, la cual descompone en menos de 4 horas a 37°C, gracias a la fuerte accion de la
enzima ureasa, ademas de no producir indol y puede o no reducir los nitratos a nitritos

(Griffith, Brasky and Lang, 1997).

1.3.3. Epidemiologia.

B. bronchiseptica se considera un parasito del tracto respiratorio de diversas
especies de animales. En 1998 McGowan describi6 el hallazgo del germen en huron,
mono, cabra, cobayo, conejo, gato y perro, y ademas dio a conocer que habia aislado esta
bacteria en un empleado que habia manejado conejos y cobayos. En 1943, Phillips en
Canadd logr6 aislarla en cultivo puro a partir de exudados bronquiales de cerdos

(McGowan, 1998; Phillips, 1943).

Durante todos estos afios de investigacion de esta especie, la prevalencia de
infeccion ha sido especialmente alta en cerdos y perros (Winsser, 1960, Smith, Baskerwille
y Bronthwell, 1982). Ademas se ha encontrado afectando otras especies como ratas,
ratones, conejos y otros (Good and May, 1971; Deeb et al, 1990). También ha estado
involucrada en afecciones respiratorias en personas inmunodeprimidas y convalecientes,
asi como en personal que ha mantenido un contacto estrecho con animales enfermos;

aunque no es considerado un microorganismo zoonotico (Bauwens et al, 1992).

En cuanto a los animales de laboratorio, se ha demostrado que B. bronchiseptica es

capaz de afectar a la inmensa mayoria de las especies, principalmente roedores, y caninos.
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Su presencia influye de forma negativa en los resultados de las diferentes investigaciones
en las que se emplean animales de experimentacion. Por otra parte, en el &mbito pecuario
se puede recalcar el impacto econdémico que representa la pérdida de estos tipos de
animales con caracteristicas de crianza (bovinos), afectando asi mismo la reproduccion de
dichos animales, por lo cudl se consider6 a esta bacteria dentro de la lista de
microorganismos que afectan las condiciones de los animales de corral, ademas de los

animales de laboratorio (roedores) (Goodnow, 1980; Kraft et al, 1994).

B. bronchiseptica es uno de los microorganismos que puede provocar
enfermedades respiratorias en conejos (Deeb et al, 1990), siendo capaz de infectar a los
animales, especificamente de la categoria en desarrollo, manteniéndose de forma
asintomatica; sin embargo, con la aparicion de un estrés, ya sea de transporte, nutricional o
de manipulacion, se puede desatar una serie de sintomas como disnea, decaimiento,
secrecion nasal y/o estornudos, llegando a provocar neumonias severas € incluso la muerte

si no se atiende rapidamente (Goodnow, 1980; D’ Amore et al, 2000).

1.3.4. Susceptibilidad a los antibidticos.

B. bronchiseptica es susceptible a una mediana gama de antibidticos. Los
aminoglucésidos (como la amikacina, gentamicina y la trobamicina) parecen ser altamente

efectivos en estudios in Vitro; a la vez que la estreptomicina resulta ser inefectiva.

También podemos encontrar que las penicilinas, la azlocilina, mezlocilina,
piperacilina y la ticarcilina (también usadas para Peudomonas aeruginosa) muestran estar
cerca del 100% de efectividad in Vitro; sin embargo, otras penicilinas como la ampicilina y
la penicilina G pueden ser consideradas poco efectivas. Los datos de sensibilidades a estos

antibioticos se muestran en la Tabla 1.2. (Wollftrey, ef al, 1991).



Tabla 1.2.  Cuadro de sensibilidades a los antibioticos empleados para B.

bronchiseptica.

e g de suceptibitidad o MICS0 {mictog 'mL) reportado por diferentes investigadores,

antimicrobiane Woolfrey and

i v : i P

{punto maxmo de Bemis et al.  Fass and Bar-  Appelbaum Kurzynski Pijpers et al, Moody (present

SicrpRbidad (1, nishan (60), etal. (4), 5‘(’]‘5“;'”"":'5,‘" etal. (98),  (139), “:;’E’j“i"l‘:ﬁ' study), n = 12V

microg/mL) i = 5077 no= 10 n=13% i n=11* n=20¢ ! _
gml} MBD*  Vitek'

Aminoglucosidos

Amikacina (<32) 100% 100% 100% 100% 100%
Genramicina (<§) 987 100% 100%% >8 [1->8] 10000 100%
Tobramicina (<8) 100% 100% 100%  100%
Penicilinas
Penicilina (<2} 0% 0% 0
Ampicilina (<16) 6% 16 [16-64] 0% >16 [4->16)
Ticarciling (<84) 100% 64 [=4->64] 9% R%
Mezlocilina (<64) 100% 16 [=d4->64]  100%
piperacilina (<64) 100% 100% 100%
Alocilina (<64) 100% 100%
Cefalosporinas
Cefalotina (<15) 60%% 1009 100% 17%
Cefazolina<16) 64 [16-128) 0% 0%
Cefamandola (<14) 16 [16-32]
Cefuroxima (<16) 0% 0% 0%
Cefoperazona (<32) 100% 100% 100%
Cefotaxima (<32) 0% >3 [52->31] 0%
Ceftacidima (<16) 100% =128 [4-=128) 16 [2-=32) 67%
Ceftizoxima (<32) 0%
Ceftriaxona (<32) 64 [0.5-64] =32 [B->32] =32 [=0.5->32] 17% S50%
Tetracihinas
Tetraciclina (<8) 100%  100% e %% 100% 100% 100%
Douiciclina (<8) 100% 95%
Minociclina (<8) 1009 100%%
Cuinolonas
Ciproflosacina (<2) 4(1-4]  100% 100% 100%
Ofloxacine (<2) 0% 100%
Miscellaneous
Aztreonam (<16) =64 [4-=64] 0%
Cloramfenical (<16) 100%  100% 0% 100% 100%
Clindamicina (<32) e
Eritromicina (<4) 8 [4-16] 32 [4-32] =8 [1->4]
Imipenem (<8) 1000
Trimetropima-sul 66% 0.5/95 [0.5/ B2% 476 [=0.5/
fametoxazol (<2 '38) 9.5-128/ 9.5->32
2,432 608]

* Susceptibility breakpoints represent those currently recommended by the National Committee for Clinical Laboratory Standards (122) for gram-negative
bacilli.

# MICs at which 90% of strains are susceptible.

* Mumber of strains tested.

* Disk agar diffusion method.

* Microbroth dilution method.

/ Data represent either percent susceptible or median MIC.

® Agar dilution method.

* The 12 strains in the present study comprised two from our own cases (cases 1 and 2); one obtained through the courtesy of J. Snzll, Central Public Health
Laboratory, London, England, representing case 10: three kindly supplied by W. Fredericksen, Statens Seruminstitut, Copenhagen, Deamark, representing cases
14 to 16; three obtained through the courtesy of Joel Mortensen, Philadelphia, Pa., representing strains that were thought not to be related to disense and were
recovered as incidental isolates in respiratory tract specimens from children; and three referred through the courtesy of T. Kurzynski, Madison, Wis.,
representing incidental recoveries from human respiratory tract cultures for which clinical information was lacking.

' Vitek Automicrobic System.



1.3.5. Patologia de B. bronchiseptica y mecanismos de infeccion.

La informacion de los cambios patologicos asociados con este microorganismo
estan limitados a las pruebas en estudio con animales o desde una necropsia en humanos
quienes murieron por complicaciones causadas por B. pertussis. Sin embargo, con el paso
del tiempo, las infecciones asociadas a B. bronchiseptica han ido en aumento (Gerlach,

2001).

El papel de B. bronchiseptica como la causa de infecciones respiratorias en
humanos no ha sido establecida ain con certeza. Sin embargo, estudios en perros han
demostrado que la infeccion esta limitada al arbol traqueobronquial y estd caracterizada
por la adherencia y la localizacion de la bacteria en los cilios y en las estructuras existentes
en la superficie de las células del epitelio respiratorio. La infeccion estd acompanada por
una infiltracion de neutrofilos y linfocitos en la submucosa por una moderada hiperplasia

en los tejidos linfoides adyacentes (Songer, Et al.,2005).

En el humano B. bronchiseptica ha demostrado tener un tropismo especial por las
células del tracto respiratorio, no encontrandose en el arbol bronquial y siendo facilmente
identificable en un exudado faringeo. Estos tropismos diferentes de B. bronchiseptica con
otras especies de Bordetella. han sido relacionados con la capacidad de aglutinacion de

eritrocitos de una variedad de mamiferos distintos (Register, 2005).

B. bronchiseptica provoca neumonia en pacientes inmunosuprimidos. Y se ha
encontrado asociado a casos de pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia humana

(SIDA), manifestindose como neumonia, septicemia, entre otros (Dworkin, 1998).

A pesar de la poca diversidad genética en el género Bordetella, existen diferencias
importantes entre cepas aisladas de este género bacteriano con referencia a la expresion de
los factores de virulencia. La especie bronchiseptica produce varios factores de virulencia
y proteinas de autotransporte, entre los que se encuentran la pertactina (PRN) y a la
proteina de resistencia al suero (BrK), entre otras varias adhesinas incluyendo a la
hemaglutinina filamentosa (HAF) y varios serotipos de fimbrias (FIM) que auxilian a la

bacteria a adherirse a las células epiteliales del tracto respiratorio (Matoo, et al, 2005).



B. bronchiseptica utiliza principalmente algunos factores de virulencia (resumidos
en la Tabla 1.3.), tales como la hemaglutinina filamentosa, causante de la aglutinacion de
los eritrocitos en la sangre, ademas de las fimbrias las cuales utiliza para la adherencia a las
células epiteliales (Gueirard 1995). Se ha reportado que la fimbria es altamente
inmunogénica e induce la sintesis de anticuerpos. Se han detectado cuatro serotipos de
fimbria en el género Bordetella los cuales son Fim2, Fim3, FimX y FimA; estos serotipos

se producen durante la fase de variacion bvgAS (Mattoo, Et al., 2000).

También se encuentra la enzima adenilato ciclasa, la cual suprime la produccion de
superoxido por parte de los macréfagos alveolares (compuesto elemental en la destruccion

por fagocitosis) con el fin de eludir las defensas del hospedero. (Confer, 1982).

Tabla 1.3.  Principales factores de patogenicidad de B. bronchiseptica.

Factores de

. . Mecanismo de accion Referencia
patogenicidad
Hemoaglutinina Adherencia a las células epiteliales Locht et al, 1‘993.; Burns
) , . et al, 1993; Keil and
Filamentosa y macréfagos (Adhesina)

Fenwick, 2000

) , o Locht et al, 1993; Burns
Fimbrias Adherencia a las células ciliadas et al, 1993: Keil and

(adhesina) Fenwick, 2000

Locht et al, 1993; Burns
et al, 1993; Keil and
Fenwick, 2000

Proteina 68 kDalton Impide la accion fagocitica Novotny et al, 1985; Keil
(pertactina). (proteina de membrana externa) and Fenwick, 2000

Locht et al, 1993; Burns
et al, 1993; Keil and
Fenwick, 2000

Locht et al, 1993; Burns
Toxina termolabil Produce vasoconstriccion et al, 1993; Keil and
Fenwick, 2000

Locht et al, 1993; Burns
Endotoxina Provoca pirogenicidad y shock. et al, 1993; Keil and
Fenwick, 2000

Impide la accidn fagocitica de los

Enzima adenilato ciclasa i i .
(enzima extracitoplasmatica)

Enzima que provoca dafio celular

I ' 1 - .
Citotoxina traquea (ciliostasis)
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Se plantea que la infeccion por parte de B. bronchiseptica puede ocurrir en dos
etapas fundamentales, una primera etapa (colonizacion) ocurre la activacion de los genes
de produccion de la Hemoaglutinina Filamentosa (HAF), la cual en unién con las fimbrias
actian permitiendo la colonizacion de la bacteria en el hospedero y en una segunda etapa
(dafio celular) ocurre la expresion de otros genes como los de las endotoxinas, la citotoxina
traqueal y la enzima adenilato ciclasa, los cuales son los causantes de los dafios sistémicos
en el tracto respiratorio (Bemis and Wilson, 1985; Zeligs, Zeligs and Bellant, 1986; Locht
et al, 1993; Burns et al, 1993; Keil and Fenwick, 2000).

Al colonizar el tracto respiratorio, la bacteria produce endotoxinas, las cuales
provocan vasoconstriccion; toxinas termolabiles también son liberadas como la citotoxina
traqueal, que impide la accién de la fagocitosis, pero la mas importante es la toxina
dermonecrotica (DNT), la cual afecta el tejido epitelial haciendo una cavidad dependiendo
de la proporcion de la toxina liberada. A raiz de esto, otras bacterias oportunistas del tracto

respiratorio pueden colonizar estas lesiones.

1.3.6. Enfermedades.

B. bronchiseptica ha sido asociada a enfermedades respiratorias de diversos
mamiferos. En el cerdo esta bacteria es considerada como el agente primario de la rinitis
atrofica porcina (RAP). Esta enfermedad respiratoria es comin de cerdos jovenes puede
provocar la destruccion de los cornetes nasales y tejidos asociados, muchas veces tiene una
alta incidencia en neumonia y representa pérdidas significantes para la industria porcina,
debido al peso reducido que presentan los animales afectados y por el costo en la profilaxis

y el tratamiento de los animales enfermos (Ackermann, M. R., et al.1997)

Ademas B. bronchiseptica es considerada el agente primario de la
traqueobronquitis canina, enfermedad altamente contagiosa la cual afecta a perros de
cualquier edad y esta caracterizada por acumulacion de moco excesivo en la traquea,

vomito, pérdida de peso y lesiones pulmonares (Kadlec K, et al, 2005).
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1.4. Pertactina.

La pertactina (PRN) pertenece a una familia de proteinas de autotransporte, siendo
una proteina altamente inmunogénica, que se encuentra especificamente en la membrana
de las especies de B. pertussis, B. parapertusis y B. bronchiseptica, la cual tiene un peso de

69kDa, 70kDa y 68kDa, respectivamente.

El gen responsable de la produccion de pertactina se conoce como prn, el cual esta
compuesto de dos regiones designadas como region [ y region II. Para que se pueda iniciar
la produccion de PRN, en el gen prn se han encontrado dos componentes los cuales forman
un sistema de transduccion de sefales; estos son BvgA, que funciona como regulador y
BvgS como sensor. La region II tiene propiedades antigénicas para inducir inmunidad
protectora; inmediatamente después del dominio RGD (secuencia de Arginina-Glicina-
Asparagina y que es clave en el reconocimiento de las proteinas de la matriz extracelular)
se encuentra la region I, que estd involucrada en la adherencia de la bacteria a la célula
hospedera. La PRN ha descrito también su actividad como inmundgeno protectivo en el

cerdo y en modelos experimentales (Kobisch, et al/, 2006).

La pertactina de B. pertussis, B. parapertusis y B. bronchiseptica posee un dominio
RGD, el cual estd compuesto por una triada de aminoéacidos, los cuales son la arginina, la
glicina y la asparagina. Este dominio participa en la adhesion a células epiteliales,
mediante la interaccion del mismo con un receptor de las células diana llamado integrina

(Register, 2001; Bassinet L, y cols., 2000).

Con el paso del tiempo, los estudios relacionados con B. bronchiseptica han
reportado polimorfismos en la pertactina en dos regiones; dichos cambios en el gen le han
conferido a la bacteria una mayor adherencia a las células blanco cuando la pertactina es
producida. En la Figura 1.1. se muestra el esquema del gen de la pertactina y las regiones

que sufren polimorfismos (Boursaux, 2000).
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Figura 1.1. Proteina de 68kDa (pertactina) sintetizada por el gen prn de

B. bronchiseptica.

1.5. Aspectos generales del genoma de B. bronchiseptica.

B. bronchiseptica tiene un cromosoma circular el cual contiene aproximadamente
5, 338, 400 pares de bases. Contiene uno o mas pldsmidos de mediano o gran tamafio
dependiendo de la cepa, del cual se desconoce su funcion. Un pequeiio plasmido termolébil
se encuentra en la mayoria de las cepas y se cree que es fundamental para la resistencia a
los antibidticos (Parkhill, 2003). Del total del cromosoma circular, el 68.07% se compone
de Citosinas y Guaninas, y ademas contiene 3 operones que se utilizan para rRNA, asi
como 55 operones del tipo tRNA. Dentro del genoma completo de B. bronchiseptica, unos
3000 genes son compartidos con B. pertussis y con B. parapertussis los cuales codifican

principalmente para su capsula.

1.6.  Reaccion en cadena de la polimerasa.

Esta técnica fue desarrollada en el afio de 1980 por Kary Mullis perteneciente a la
Cetus Corporation en California SA. Inicialmente la técnica era lenta, ya que las
polimerasas se desnaturalizaban al realizar los cambios de temperatura y era necesario
agregar nuevas polimerasas en cada ciclo; puesto que las temperaturas del ciclo (95° C en
las fases de desnaturalizacion del DNA) suponen la inmediata desnaturalizacién de toda
proteina; actualmente se emplean DNA polimerasas termoestables, extraidas de

microorganismos adaptados a vivir a esas temperaturas, restrictivas para la mayoria de los
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seres vivos. Dichos microorganismos, generalmente arqueas, son: Thermus aquaticus (Taq
polimerasa), Pyrococcus furiosus (Pfu), Thermococcus litoralis (Vent) y Thermus
termophilus (Tth). Generalmente se emplean mezclas de polimerasas muy reactivas (Taq)
con otras con correccion de errores (Pfu, Vent). Se recomienda utilizar entre 1 y 1.25 U de
enzima en 50ul de reaccidon. Incrementos en la cantidad de enzima y del tiempo de
extension genera la aparicion de artefactos debido a la actividad exonucleasa intriseca 5" ->

3’ de la enzima.

Los pasos para la realizacion de la PCR son los siguientes:

a) Inicializacion, en este paso consiste en llevar la reaccion hasta una temperatura
de 94-96°C 6 98°C si se estd usando una polimerasa termoestable extrema), que se
mantiene durante 1-9 minutos. Esto sélo es necesario para DNA polimerasas que requieran

activacion por calor.

b) Desnaturalizacion, el DNA se desnaturaliza separando las dos hebras de las
cuales esta constituido. Este paso puede realizarse de diferentes modos, siendo el
calentamiento (94-95°C) de la muestra la forma mas habitual. La temperatura a la cual se
decide realizar la desnaturalizacion depende, por ejemplo, de la proporcion de
Guaninas+Citocinas que tenga la hebra de DNA, como también del largo de la misma.
Otros métodos, raramente empleados en la técnica de la PCR, serian la adicion de sales o

agentes quimicos capaces de realizar la desnaturalizacion.

c) Alineamiento, el iniciador se unird a su secuencia complementaria en el DNA
molde. Para ello es necesario bajar la temperatura a 50-65°C durante 20-40 segundos
(segun el caso), permitiendo asi el alineamiento. Los puentes de hidrégeno estables entre
las cadenas de DNA (union DNA-DNA) s6lo se forman cuando la secuencia de los
iniciadores es muy similar a la secuencia del DNA molde en direccion 5°— 3’. Esta etapa
requiere una disminucion répida de la temperatura por debajo de la T, (temperatura de
fusion) de los oligonucleotidos de forma que suceda la hibridacion. El intervalo de
temperatura mas usado es de 37 a 65 °C y se mantienen entre 10 y 20 segundos (puede ser

mas largo dependiendo del tamaio de los oligonucledtidos).
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La temperatura de fusién (Tm, del ingles, melting temperature), se relaciona
directamente con la desnaturalizacion y depende del contenido en pares de bases C=G o
A=T de la cadena de DNA. Cuando los pares de bases C=G son mas abundantes que las
bases A=T, la temperatura de fusion aumentard debido a que la interaccion en C=G es mas
fuerte que en A=T. La polimerasa une el hibrido de la cadena molde y el inicidador,
comenzando asi a sintetizar DNA. Los iniciadores actuaran como limites de la region de la

molécula que va a ser amplificada.

d) Elongacion, en esta etapa acttia la DNA polimerasa, tomando el DNA molde
para sintetizar la cadena complementaria y partiendo del iniciador como soporte inicial
necesario para la sintesis de nuevo DNA. La polimerasa sintetiza una nueva hebra de DNA
complementaria a la hebra molde anadiendo los ANTP's complementarios en direccion 5'—
3', uniendo el grupo 5'- fosfato de los ANTPs con el grupo 3'- hidroxilo del final de la hebra
de DNA creciente (la cual se extiende). La temperatura para este paso depende de la DNA
polimerasa que se utilice. Para la Taq polimerasa, la temperatura de méxima actividad esta
en 75-80°C (comunmente 72°C). El tiempo de elongacion depende tanto de la DNA
polimerasa usada como de la longitud del fragmento de DNA que se va a amplificar (Karp,

G., 2000).
e) Elongacion final, etapa tnica que se lleva a cabo a una temperatura de 70-74°C

durante 5-15 minutos tras el Gltimo ciclo de PCR. Con ella se asegura que cualquier DNA

de cadena simple restante sea totalmente amplificado.
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En la Figura 1.2., se muestran resumidos los pasos en los que consiste la técnica de

la PCR.

Figura 1.2. Esquema de los pasos de la reaccion en cadena de la polimerasa.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

30-40 ciclos de 3 pasos

! mw%”‘mm’% A gaez;alt:ura]jza;:ién

Paso 2: Alineamiento
45 segundos 34°C

Iniciadores

mm yPaso 3: Elongacion
LI 5

| - AT
NI I S PR oo T T

g | & | 5| N 2 minutos 72°C

5 Y] . =t | '\ solamente ANTP's
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La amplificacion exponencial del DNA que se lleva a cabo cuando se realiza la

técnica de la PCR se esquematiza en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Amplificacion exponencial del DNA en la PCR.
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La amplificacion del material genético se dice que es de manera exponencial
porque a partir de una doble cadena de DNA se forman 2 cadenas iguales en un primer
ciclo; posteriormente estas dos cadenas de DNA se separan y forman a su vez 8 cadenas
iguales de DNA, para después separarse y formar 16 cadenas, siendo esto de manera

sucesiva, como se muestra en la figura 1.3.

El proceso de PCR por lo general consiste en una serie de 20 a 35 cambios
repetidos de temperatura llamados ciclos; cada ciclo suele consistir en 2-3 pasos de
temperaturas. La PCR comun se realiza con ciclos que tienen tres pasos de temperatura.
Los pasos de ciclos a menudo estan precedidos por un choque térmico a alta temperatura
(> 90° C), y seguido por otro choque al final del proceso para la extension de producto
final o el breve almacenaje. Las temperaturas usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo
dependen de gran variedad de pardametros. Estos incluyen la enzima usada para la sintesis
de DNA, la concentracion de iones divalentes y dNTPs en la reaccion, y la temperatura de

uniédn de los iniciadores.
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1.6.1. Componentes de la PCR.

Para realizar la técnica se necesitan los siguientes reactivos y materiales:

Desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs), que es el sustrato para polimerizar nuevo
DNA.

Dos iniciadores, que son cada uno, complementarios a una de las dos hebras del
DNA. Son secuencias cortas, de entre seis y cuarenta nucleétidos, normalmente de
18 a 22, que son reconocidos por la polimerasa permitiendo iniciar la reaccion.
Deben estar situados enfrentados y a no mucha distancia (no mas de 4 Kb), estos
iniciadores delimitan la zona de DNA a amplificar. Se recomienda que el contenido
de G+C oscile entre el 40 y 60%, evitando la presencia de regiones con largas
secuencias de una sola base, asi como secuencias que puedan producir estructuras
secundarias internas. Los extremos 3" no deben ser complementarios, para evitar la
formacion de dimeros. Se debe evitar ademas la presencia de tres G 6 C cerca del
extremo 3’

Iones divalentes, se suele usar magnesio (Mg*"), agregado cominmente como
cloruro de magnesio (MgCl,), o algin otro catién divalente. También se puede
emplear manganeso (Mn*"), para mutagénesis de DNA mediante PCR, ya que altas
concentraciones de Mn*" incrementan la tasa de error durante la sintesis de DNA.
La concentracion de magnesio es un factor crucial que afecta el funcionamiento de
la enzima Taq DNA polimerasa. Su carencia puede inactivar la enzima y su exceso
reduce la fidelidad de la enzima y puede incrementar las uniones inespecificas. Por
tales razones resulta imprescindible determinar la concentracion 6ptima de esta sal,
la cual generalmente se encuentra en el rango de 1.5 a 3.0 mM.

Iones monovalentes, como el potasio (K").

Una solucion amortiguadora que mantiene el pH adecuado para el funcionamiento
de la DNA polimerasa. El buffer tris es el encargado de regular el pH de la
reaccion, el cual afecta la actividad y fidelidad de la enzima. Moderadas
concentraciones de KCI pueden incrementar la actividad de la enzima de un 50 a un
60% por encima de la actividad en ausencia de esta sal, cuya concentracion dptima

a emplear es de 50mM.
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« DNA polimerasa, o mezcla de distintas polimerasas con temperatura Optima
alrededor de 70° C (la mas comun es la Taq polimerasa).

« DNA molde, que contiene la region de DNA que se va a amplificar.

« Termociclador, el cual es el equipo que mantiene la temperatura necesaria en cada
una de las etapas que conforman un ciclo, las cuales son: desnaturalizacion,

alineamiento y elongacion o extension.

1.6.2. Electroforesis en geles de agarosa.

La electroforesis se refiere a la fuerza electromotriz que es empleada para desplazar
las moléculas a través del gel. Al situar las moléculas en el gel y aplicar una diferencia de
potencial eléctrico, las moléculas se mueven a diferentes velocidades, hacia el catodo, si

estan cargadas positivamente, y hacia el dnodo, si estan cargadas negativamente.

En relaciéon con los acidos nucléicos la direccion de migracion es del electrodo
negativo al positivo, y esto es debido a la carga negativa presente en el esqueleto azucar-
fosfato. En los fragmentos de DNA dobles (con estructura de doble hélice) la velocidad de
migracion es inversamente proporcional a su tamafio. En fragmentos simples de DNA (una
sola cadena) y RNA, dichas moléculas tienden a plegarse de forma compleja y a migrar de
forma mas complicada, segun la estructura terciaria formada tras el plegamiento. Sin
embargo, compuestos que puedan romper los enlaces de puente de hidrégeno, como el
hidroxido de sodio o la formamida, son empleados para desplegar las moléculas plegadas y
permitir que la velocidad de migracion dependa tUnicamente del tamafo y no de la
estructura formada tras el plegamiento. El andlisis de bandas se revela posteriormente con
bromuro de etidio, el cual cuando se expone a luz ultravioleta, emite una luz roja-
anaranjada, que se intensifica unas 20 veces después de haberse unido a una cadena de
DNA. Este efecto es debido al aumento de la hidrofobia del medio, y no a la rigidificacion
del anillo bencénico, no estando éste entre pares de bases del DNA. Adicionalmente puede
utilizarse una secuencia complementaria de un DNA como sonda para buscar un fragmento

especifico en el patron de bandas (Luque, J., 2001).
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2. JUSTIFICACION

Bordetella bronchiseptica es una bacteria que ha tenido una gran importancia en el
area veterinaria, ya que afecta a diversas especies de mamiferos. Algunos padecimientos
clinicos, como la rinitis porcina cldsica o también conocida como rinitis atrofica, que
afecta de manera importante a cerdos jovenes o traqueobronquitis en los ejemplares
caninos han hecho de esta bacteria un agente causal muy comin en estos animales (Carter

G.R. etal., 1994).

B. bronchiseptica tiene como uno de sus factores de virulencia a la Pertactina, que
es una proteina de 68kDa la cual es producida a partir del gen conocido como prn y que le
sirve como una adhesina en el proceso de colonizacion del tracto respiratorio en los
mamiferos. Con el paso del tiempo, B. bronchiseptica se ha convertido en una bacteria de
interés, ya que se ha encontrado asociada a infecciones de nivel broncotraqueal, pudiendo
ser recolectada y aislada mediante un exudado faringeo de rutina en infecciones
respiratorias que van desde la faringitis, hasta una neumonia en pacientes

inmunosuprimidos (Llombart, 2006).

En el presente trabajo se utilizara una técnica de biologia molecular, en especifico
la PCR, como una herramienta para la deteccion del gen prn, el cual codifica para la
proteina pertactina que se puede encontrar en cepas de B. bronchiseptica, B. pertussis y B.
parapertussis), con el fin de llevar a cabo (de forma temprana, rapida y especifica), la
caracterizacion de este factor de virulencia en cepas recién aisladas, lo que permitira dar un

criterio de soporte mas a la identificacion de cepas de dicha bacteria.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdotesis

Si se logra estandarizar la técnica de la PCR especificamente para detectar una
region del gen prm, entonces se podra detectar de manera temprana a Bordetella
bronchiseptica, ayudando al diagnostico oportuno de dicha bacteria tanto en el ambito

veterinario como en el humano.

Objetivo general

Estandarizar la técnica de la PCR especifica para B. bronchiseptica, amplificando
una region del gen prn, que nos permita identificar a la bacteria en cuestion de manera
oportuna, con el fin de tener una herramienta de facil disponibilidad para futuras
investigaciones en el ramo y para el diagndstico clinico, tanto en el &mbito humano como

en le veterinario.

Objetivos particulares

» Cultivar cepas de B. bronchiseptica obtenidas a partir de bovinos y conservadas en

crioviales a -96°C, mediante el uso de medios de cultivo selectivos para su

posterior identificacion.

* Identificar, mediante pruebas primarias y secundarias, a Bordetella bronchiseptica,

tomando a la cepa LBF como control positivo.
* Extraer y purificar DNA de las cepas cultivadas de Bordetella bronchiseptica,

mediante el uso de una solucidn de lisis (DNAzol), para su posterior cuantificacion

mediante espectrofotometria UV.
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Verificar la integridad del DNA extraido, mediante un corrimiento electroforético

en geles de agarosa.
Realizar la estandarizacion de la técnica de la PCR encontrando las condiciones de

trabajo y concentraciones de los reactivos Optimas para una buena amplificacion

especifica para la porcion del gen prn.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. Origen, conservacion y cultivo de B. bronchiseptica.

Para la realizacion de la parte experimental del presente trabajo, se utilizaron cepas
de B. bronchiseptica de referencia (ATCC 10580 y 4617) y cepas aisladas de ejemplares
bovinos de aproximadamente 6 meses de edad, dichas cepas se encuentran conservadas en
viales con una solucion crioprotectora que contiene suero fetal bovino e infusion de
cerebro-corazon en una proporcion volumen/volumen de 1 a 1 (con un volumen total de 2
mL por vial) a una temperatura de -96° C en un tanque con nitrégeno liquido. Los codigos
empleados para la identificacion de éstas cepas fueron las siguientes: LBF, Gbv 03, Gvb
04, Gvb 08, Chel4 y Chell0. Para confirmar la identidad de estas cepas se llevaron a cabo
solamente las pruebas bioquimicas primarias, considerando que en un trabajo de tesis
concluido anteriormente en el laboratorio se realizo la identificacion completa de éstas

cepas (Martinez y Francisco, 2008).

4.1.1. Preparacion de medios de cultivo especificos.

Para la siembra de B. bronchiseptica se prepararon medios de cultivo so6lidos en
cajas Petri de la siguiente manera: para el agar MacConkey, se pesaron 54g del agar por
cada litro de agua destilada utilizada, se coloco el medio en un matraz Erlenmeyer de un
litro y se disolvié completamente; para el agar BHI se pesaron 32g del agar por cada litro
de agua destilada utilizada, de igual forma se disolvido todo el medio en un matraz

Erlenmeyer de un litro.

4.1.2. Esterilizacion y conservacion de los medios de cultivo.

Para la esterilizacion utilizamos el principio del calor himedo ocupando para dicha

accion una autoclave. A los matraces Erlenmeyer de un litro se les colocd un tapoén hecho

con algodon y una gasa con el fin de cerrar correctamente los matraces con las

preparaciones, evitando asi futuras contaminaciones al término de la esterilizacion.
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Los matraces con los medios se introdujeron en la autoclave y se dejo esterilizar
durante 15 minutos a 121° C. Pasado este tiempo, los medios se dejaron enfriar a
temperatura ambiente para posteriormente vertir los medios de cultivo en cajas Petri
previamente esterilizadas, utilizando el mismo método que los medios de cultivo y las
mismas condiciones de esterilizacion. Se sirvidé aproximadamente 20 mL del medio por
caja, esto se realizd en condiciones de esterilidad empleando mecheros; las cajas Petri
cerradas se dejaron a temperatura ambiente por 24 horas para garantizar la esterilidad con
la ausencia de posibles contaminaciones en los medios de cultivo. Finalmente, los medios

se conservaron a una temperatura de 5° C hasta su uso posterior.

4.1.3. Sembrado y purificacion de cepas de B. bronchiseptica.

Se utilizaron los medios con agar Mac Conkey para la siembra especifica de la
bacteria de interés; este es un medio selectivo para bacterias Gram negativas como B.
bronchiseptica ya que contiene sales biliares y cristal violeta los cuales inhiben la flora
Gram positiva existente en las muestras, ademas esta bacteria cambia el color del indicador
rojo neutro del medio de color rojo purpura inicial (pH basico) a color amarillo &mbar (pH
acido). Esto porque B. bronchiseptica fermenta la lactosa contenida en el medio, bajando el

pH del medio y haciendo virar el color del indicador a &mbar.

De los crioviales de las cepas conservadas en congelacion, se tomd una pequefia
muestra con una espatula previamente flameada con etanol al 98% (esto se realizd de
manera rapida para evitar la descongelacion total de la cepa conservada); una vez tomada
la muestra, se colocd directamente en una caja con medio Mac Conkey al centro de esta y
con un asa bacteriologica se sembr6é de forma masiva por todo lo largo y ancho de la
superficie del medio de cultivo; esto se realizd en condiciones de esterilidad y empleando

una caja para cada una de las cepas.

Una vez sembradas las cepas de interés, se incubaron de 24 a 48 horas a 37° C,
revisando los medios a las 24 horas para confirmar crecimiento. Una vez crecidas las cepas
a las 48 horas, se reviso el crecimiento en las cajas, seleccionando una colonia aislada y

empleando la técnica de dilucién se resembro en una caja con agar BHI, esto con el fin de
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tener suficientes colonias aisladas para utilizarlas cuando asi se requiera. Cabe hacer
mencidn que la siembra en cajas con agar BHI se realiz6 con el propdsito de conservar las
cepas y de eliminar la coloracion violeta de las colonias (por la utilizacion de la lactosa
contenida en el agar Mac Conkey), y asi evitar interferencias en la extraccion posterior del

DNA.

4.2.  Cultivo de cepas Gram positivas y Gram negativas.

Fue necesario realizar el cultivo de bacterias Gram positivas y Gram negativas
diferentes a B. bronchiseptica, para posteriormente llevar a cabo la extraccion del DNA de
estas cepas y emplearlo en la técnica de la PCR, con el fin de comparar la especificidad del
producto amplificado de dicha bacteria. Estas cepas fueron: Salmonella spp, Enterobacter
spp, y Staphylococcus aureus, las cuales fueron obtenidas gracias al apoyo del profesor
M.V.Z. Gerardo Cruz Jiménez, encargado del laboratorio de Microbiologia ubicado en el
edificio de posgrado de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Universidad

Nacional Autonoma de México.

Estas cepas estaban contenidas en caldos BHI, por lo cual se tomo6 directamente
unas asadas de las cepas y se sembraron de manera masiva en medios solidos de agar BHI,
con la intencion de obtener biomasa. El sembrado y la purificacion se realizd6 como se
describe en el punto 4.1.2.

4.3. Pruebas bioquimicas.

A las colonias seleccionadas de las cepas de B. bronchiseptica se les realizaron las

pruebas bioquimicas primarias pertinentes que se exponen a continuacion.
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4.3.1. Gram.

Se colocd una pequena asada de las colonias de interés bajo condiciones de
esterilidad en un portaobjetos estéril con una gota de agua estéril; se fijo con calor y se
adiciond posteriormente unas gotas de cristal violeta hasta cubrir la zona fijada dejando
reposar durante un minuto. Terminado el tiempo se enjuag6 al chorro de agua y se cubrio
la muestra con unas gotas de lugol y se dejo reposar durante un minuto, volviendo a
enjuagar la muestra al chorro de agua para después adicionar unas gotas de una soluciéon
50/50 de alcohol-acetona dejando actuar unos 7 segundos; finalmente se adicion6 safranina
hasta cubrir la muestra y se dejoé reposar por un minuto, enjuagando la muestra al chorro de

agua al término del tiempo observandose al microscopio con el objetivo 100x.

El cristal violeta actia penetrando en la capa de peptidoglucano de la bacteria,
tifiéndola de color violeta y fijando el color con ayuda del lugol, el cudl cierra los poros de
la membrana bacteriana. Las bacterias gram negativas tienen una capa de peptidoglucano
muy delgada y facilmente se puede disolver con la solucion de alcohol-acetona, retirando
dicha capa y dejando al descubierto una membrana interna que es tefiida por el colorante

de contraste (safranina), observandose al microscopio bacterias de color rojo.

4.3.2. Catalasa.

Con un palillo estéril, se colocd en un portaobjetos una pequeila muestra de una
colonia aislada y se adicionaron unas gotas de peroxido de hidrogeno al 30% observandose
la formacion de burbujas para una prueba positiva y la ausencia de ellas para una prueba

negativa.
Esta prueba se basa en la capacidad que tiene la bacteria para desdoblar el peréxido

de hidrégeno en agua y oxigeno libre, poniendo de manifiesto la presencia o ausencia de la

enzima catalasa, la cual lleva a cabo dicha reaccion.

26



4.3.3. Oxidasa

Con un palillo estéril, se tomd una pequefia muestra de una colonia aislada. y se
coloco sobre papel Whatman impregnado con gotas de una solucion al 1% de tetrametil-p-
fenilendiamina observandose durante los primeros 10 segundos un cambio de coloracion

azul para una prueba positiva.

Esta prueba se fundamenta en la presencia de la enzima citocromo oxidasa en la
bacteria, que tiene como funcidon ceder o transferir electrones al oxigeno en la cadena
respiratoria; en presencia de oxigeno, la enzima oxida la tetrametil-p-fenilendiamina

incolora a indofenol, que es de color azul.

4.3.4. Motilidad.

Se coloco sobre un cubreobjetos, 4 bolitas de plastilina en las esquinas del mismo y
se adiciond al cubreobjetos unas 4 gotas de agua estéril. Posteriormente con un asa
bacteriologica, se tomo una muestra de la colonia a tratar y se disolvié rapidamente en la
gota de agua del cubreobjetos para después pasarlo a un portaobjetos volteandolo
cuidadosamente de manera que la gota de agua formara una interfase entre el portaobjetos
y el cubreobjetos. Se observo finalmente al microscopio con el objetivo de 40x en busca de

bacterias moviles individuales para una prueba positiva.

En esta prueba se corrobora la presencia de flagelos por parte de la bacteria,
observando movimientos rapidos e individuales; cabe mencionar que una prueba negativa
es la observacion de las bacterias con movimientos erraticos o vibratorios (movimiento

browniano).
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4.4. Extraccion de DNA por el método de DNAzol.

A partir de un cultivo puro de cada una de las cepas de B. bronchiseptica,
Salmonella spp, Enterobacter spp y Staphylococcus aureus, se extrajo el DNA de acuerdo

a la siguiente metodologia:

* Se seleccionaron 6 colonias aisladas y con ayuda de un asa, se colocaron en un
vial de 1.5 mL que contenia 100 uL de agua inyectable y se homogenizé la
suspension mediante un vortex.

* Se adicioné 1 mL de solucién de DNAzol (Gibco) a la suspension anterior y se
homogeneizaron las células mediante el pipeteo hasta la desaparicion de los
grumos.

* Se sediment6 el homogeneizado centrifugando por 10 minutos a 10,000 g
(10,258 rpm) a 4°C.

» Sé transfirio el sobrenadante a un vial de 1.5 mL fresco (se centrifugd maés de
una vez cuando no se sedimentaba por completo la pastilla).

* Se precipitdo el DNA por adicion de 0.5 mL de etanol (100%) por cada mL de
DNAzol. Se mezcld por inversidn, manteniendo una temperatura de 25° C
(temperatura ambiente) de 1-3 minutos. El DNA se observd como un
precipitado nebuloso.

* Se compactd el DNA centrifugando el precipitado a 4000 g (6487 rpm) por 5
minutos a temperatura ambiente.

* EI DNA se lavo con 0.8-1 mL, 2 veces de etanol al 75%. Se centrifugd a 4000g
por 5 minutos.

* Se removid el etanol decantando el tubo y se dejo secar el DNA con el vial
abierto de 30-90 minutos a temperatura ambiente.

* El DNA se disolvié con 100 UL de TE buffer (Trisma-EDTA) conservandolo

en refrigeracion al menos 24 horas.
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4.5. Cuantificacion espectrofotométrica de DNA.

Se obtuvieron los valores de densidad optica (D.O.) de las muestras obtenidas de
DNA a dos longitudes de onda (a 260 nm para leer DNA y a 280 nm para leer proteinas)

en un espectrofotometro de luz UV de marca biotech photometer.

4.5.1. Esterilizacion de materiales y preparacion del espectrofotometro.

Los materiales a utilizar, como las puntas para micropipetas, agua inyectable y
celdas de cuarzo se esterilizaron con una ldmpara UV. Los materiales se mantuvieron
expuestos a la radiacion ultravioleta por aproximadamente 15 minutos. Posteriormente, los

materiales se taparon y sellaron hasta su utilizacion.

El espectrofotometro de luz UV se encendi6 y se dejo calentar por
aproximadamente 30 minutos antes de su utilizacion, esto con el fin de que el aparato en

cuestion nos arrojara lecturas confiables.

4.5.2. Preparacion de diluciones y toma de lecturas.

Para poder tomar lecturas de D.O. en el espectro UV, se realiz6 una dilucioén previa
a la muestra de DNA disuelta en TE buffer (buffer de conservacion). Se tomaron 5S00uL de

agua inyectable para diluir SPL de la muestra de DNA. Con esto se tuvo una dilucion

1/100. La soluciodn se realizo directamente en la celda de cuarzo.

Listas las diluciones, se procedi6 a introducir las celdas en el espectrofotometro y
tomar lectura. Como blanco se utilizé el buffer TE de conservacion. Al tomar lecturas,
primero se coloco la celda con el blanco para calibrar el aparato a cero y posteriormente se
introdujo la celda con la dilucién de la muestra de DNA. Esto se realizd con todas las

muestras de DNA extraidas.
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4.5.3. Calculos de los valores de pureza y de concentracion del DNA.

Los valores de pureza y concentracion de DNA se calcularon utilizando las

siguientes formulas:

* Pureza = lectura a 260nm/lectura a 280nm.

Para la interpretacion de los resultados de pureza se tiene establecido el siguiente
criterio, cuando el valor de la relacion es cercano a 1.8 (1.7-1.9), el DNA obtenido esta sin
contaminantes. El valor de 1.6 o por debajo de éste, indica que la muestra esta contaminada
con proteinas y finalmente si el valor se ubica igual o por arriba de 2.0, la muestra esta

contaminada con RNA.

El valor de la proporcion entre las lecturas a 260 nm y 280 nm indica un estimado

de la pureza del acido nucleico.

Para la cuantificacion de DNA:

* (Absorbancia 260nm x 50*) x Factor de dilucion = Cantidad en plg/mL

* Este dato fue utilizado considerando que un valor de D.O. de 1 corresponde a

aproximadamente 50 pg/mL para DNA de doble cadena.

El factor de dilucion se calcul6 de la siguiente manera:

Factor de dilucion = Volumen de diluyente + volumen de la muestra

Volumen de la muestra

30



4.6. Electroforesis para la deteccion de DNA integro en las muestras.

Todas las muestras de DNA obtenidas se corrieron por electroforesis en geles de
agarosa para confirmar la integridad de las mismas, esto se realizd con cada una de las

muestras de DNA extraidas.

Los geles de agarosa se prepararon a un porcentaje del 0.7%, es decir, se pesaron
0.315 g de agarosa directamente sobre un matraz Erlenmeyer de 250 mL y posteriormente
se adicionaron 45 mL de una solucion buffer TBE al 0.5X (Tris-borate-EDTA). La
solucion se llevd a un horno de microondas y se calentd por aproximadamente 2 minutos o
hasta que la solucion estuviese completamente homogénea, evitando dejar cristales de
agarosa sin disolver, se dejo enfriar un poco la soluciéon a temperatura ambiente para
después adicionar 1.5 PL de una solucion madre de bromuro de etidio (BrEt) con una
concentracion de 10 mg/mL teniendo asi, 15 pg de BrEt en 45 mL de gel; finalmente, la
soluciéon se virti6 en un molde con un peine para 12 carriles, dejando enfriar

completamente el gel hasta su solidificacion.

Para el llenado de los carriles con las muestras en el gel, se colocaron sobre un
trozo de papel parafilm 8uL de una muestra de DNA extraido y 1ML de un marcador de
pares de bases, a ambas preparaciones se les agregd 4 UL de un buffer de carga al 0.5X
(50% glicerol, 15mM EDTA, 0.6% azul de bromofenol) a cada una, se homogeniz6 la
solucion por pipeteo y se llend cada carril con dicha mezcla para cada una de las muestras.
Llenos los carriles necesarios, se coloco el gel en una camara de electroforesis, se lleno la
camara de buffer TBE al 0.5X y se cerrd, corriendo el gel de 50 a 60 Voltios durante 30 o
40 minutos; una vez terminado el corrimiento, el gel se observd sobre un transiluminador
UV, detectando la aparicion de bandas de color naranja como integridad positiva del DNA.

Estos resultados se capturaron fotograficamente (cdmara Canon G6 Supershot).
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4.7. Iniciadores utilizados para la realizacion de la PCR.

Las caracteristicas de los iniciadores que se utilizaron en este trabajo fueron las

siguientes:

Tabla4.1.  Caracteristicas de los iniciadores prn AF, prn BR y B-actina.

Clave interna de los Tamaiio del

c . Secuencia 5’ - 3’ producto
iniciadores
(pb)
pm AF GCC-AAT-GTC-ACG-GTC-CAA 1400
prn BR CGG-ATT-CAG-GCG-CAA-CTC

Control interno de f3
actina bovina sentido

Control interno de 3
actina bovina antisentido

GGA-AAT-CGT-GCG-TGA-CAT-TAA-GG

273
TGT-GTT-GGC-GTA-CAG-GTC-TTT-ACG

Los iniciadores estan reportados para B. pertussis, sin embargo la secuencia del
fragmento a amplificar por estos iniciadores coinciden en un 100% con las del gen prn de
B. bronchiseptica, reportados en la base de datos “Genbank”, teniendo la certeza de que se
puede realizar la amplificacion de la region I del gen que codifica a pertactina en ambas

especies de Bordetella.

4.7.1. Preparacion y cuantificacion de los iniciadores.

Los iniciadores liofilizados se centrifugaron por aproximadamente 10 segundos a
5000 rpm para después adicionar 200 PL de agua inyectable a cada uno de los iniciadores,
dejandolos reposar por 5 minutos, agitando muy bien los viales con el fin de hidratar el

producto.

Estos iniciadores deben estar a una concentracion de 1 x 10° M para lo cual se

procedié a cuantificar, al igual que con las muestras de DNA extraido, utilizando un

espectrofotometro de luz UV y 2 celdas de cuarzo, tomandose 5 YL del iniciador ya
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hidratado y adicionarlo en 500 YL de agua inyectable para tener una dilucion 1/100
realizando esto directamente en la celda de cuarzo con ayuda de una micropipeta; después
se obtuvieron las lecturas de D.O. a 260nm y a 280nm, tomando como blanco agua
inyectable para calibrar el aparato a cero. Los célculos de concentracion se realizaron como

se indico previamente en el punto 4.5.3. incluyendo lo siguiente:

* Em= ntmero total de G (guaninas) (12000) + numero total de A (adeninas)
(16000) + numero total de T (timinas) (9600) + nimero total de C (citocinas)
(7000).

Posteriormente:

* Absorbancia 260nm x diluciéon/Em = Concentracion en Molaridad (M)

Una vez ajustadas las soluciones de los iniciadores a la concentracion deseada
(1x10° M) cada una de ellas se repartio en 3 viales, previamente esterilizados con una
lampara UV por 15 minutos, tomando para cada vial 166 PL de la dilucion final. Los viales

se etiquetaron con los datos de cada iniciador.

4.8. Técnica de la PCR para la amplificacion del fragmento del gen prn que

codifica a pertactina de B. bronchiseptica.

La técnica de la PCR es un ensayo de biologia molecular que se ha venido
utilizando més cominmente como un método rapido, sencillo y especifico con el cual
podemos obtener productos amplificados del DNA plantilla de interés; en este trabajo se
implemento dicha técnica utilizando un par de iniciadores (prn AF/prn BR) para obtener
un producto amplificado del gen prn que codifica para pertactina de B. bronchiseptica

cuyo tamafio es de 1400 pb.
La reaccion de la PCR se realizé en un termociclador marca Biometra T gradient,

estandarizando las condiciones de trabajo de la PCR mediante la implementacion de un

periodo de incubacion de 30 ciclos, los cuales consistieron en un precalentamiento Ginico
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inicial de 3 minutos a 95°C, una desnaturalizacion a 95°C por 20 segundos, una hibridacion
a 55°C por 30 segundos, una elongacion a 72°C por 1 minuto y una elongacion final a 72°C
por 7 minutos por cada ciclo lleva cabo en microviales para PCR (de 0.2 mL), previamente
esterilizados con lampara UV por 15 minutos; llevando cada reaccion a un volumen final
de 50 PL con agua inyectable. Se utilizaron los reactivos de trabajo enlistados en la Tabla
4.2., asi como las concentraciones a las que se encontraban las soluciones de trabajo de

¢éstos (todos los reactivos fueron de las marcas Invitrogen y Promega).

Tabla 4.2. Concentraciones de los reactivos utilizados en la técnica de la PCR.

REACTIVO CONCENTRACION

Buffer PCR 10 X

DNTP’s mix 0.5 mM

Primer AF 1x10°M
Primer BR 10 nM

DNA plantilla 100 ng

Taq polimerasa 1.5U

H,O bidestilada o inyectable c.b.p.

4.8.1. Estandarizacién de la PCR empleando los iniciadores para -actina.

La B-actina se utilizd como control interno del sistema (para confirmar el buen
funcionamiento de los reactivos empleados y el estado del DNA plantilla); durante la
estandarizacion de la reaccion se utilizaron dos pares de iniciadores para amplificar dos
tipos diferentes de (B-actina, una humana (B—act Sentido hum/B—act AntiSentido hum) y
una bovina (—act Sentido bov/B—act AntiSentido bov), para poder observar con cual de
los dos pares de iniciadores especificos para 3—actina amplificaba mejor el DNA de las
diferentes cepas de B. bronchiseptica y de las otras bacterias incluidas en el presente

estudio.

Para llevar a cabo la reaccion de la PCR empleando los dos pares de iniciadores
para [-actina se utilizaron las siguientes condiciones en el termociclador: una
desnaturalizacion de 20 seg a 95° C, un alineamiento de 30 seg a 55° C, una extension de

60 seg a 72° C y una extension final de 7 minutos a 72° C por 30 ciclos, con un
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precalentamiento de 5 minutos a 92° C y sin precalentamiento. Se utilizo inicialmente una
concentracion de 0.5 ug y 1 pg/ML de DNA de B. bronchiseptica, ademds de incluir
DMSO al 10% por vial.

Asi mismo, se probaron otras condiciones propias para [3-actina las cuales
consistieron de 40 ciclos, en donde para cada uno de ellos se llevd a cabo una
desnaturalizacion de 30 seg a 92° C, un alineamiento de 30 seg a 53° C, una extension de
30 seg a 72° C y una elongacion de 10 minutos a 72° C; estas condiciones se compararon

incluyendo un precalentamiento de 5 minutos a 92° C y sin precalentamiento.

Finalmente se optimizé la cantidad de la enzima Taq polimerasa, empleando dos
concentraciones (1 Uy 2 U) de esta enzima y el par de iniciadores para 3-actina bovina; en
la Tabla 4.3. se mencionan las cantidades y concentraciones de los reactivos empleados

para la realizacion de la PCR.

Tabla 4.3. Reactivos, concentraciones Yy volumenes utilizados para la

estandarizacion de la amplificacion de B-actina.

Reactivo de la PCR y
concentracion de la Concentracion final Volumen (pL)
solucion madre
Buffer PCR 10X 1X 5
MgCl, 50 mM SmM 5
DMSO conc. 10% 5
dNTP’s 10 mM 0.5 mM 2.5
Iniciador B-actina sent
(1 x 10° M) 1.0 nM 2
Iniciador [3-actina antisent
(1[)3(10_5 M) 1.0 nM 2
DNA bacteria conc. 0.5y 1 pg/ul volumen ajustado
H,O inyectable — suficiente para 50 UL
Buffer PCR 10X 5Xy8X 0.5y0.8
Taq polimerasa 5 U/ uL 1y2U/uL 0.2 y 0.5 respectivamente
Volumen final - 50
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4.8.2. Estandarizacion de la técnica de la PCR utilizando el par de iniciadores

prn AF/prn BR especificos para Bordetella.

Para la estandarizacion de la amplificacion del fragmento de pertactina de B.
bronchiseptica, se utilizaron 3 concentraciones de DNA (0.25, 0.5 y 1ug por cada vial) y 4
concentraciones de iniciadores (10, 1, 0.1 y 0.01 nM) a partir de un stock de 10 nM
realizando diluciones 1/1, 1/10, 1/100 y 1/1000, respectivamente; en presencia o ausencia
de DMSO. Incluyéndose ademas, el control interno del sistema con las concentraciones
Optimas para su amplificacion (con DMSO, 2U de Taq polimerasa y 0.5 pg/pl de DNA),
condiciones obtenidas a partir de la estandarizacion para el fragmento del gen de [3-actina

explicada en el punto 4.8.1 y en la Tabla 4.3.

En la Tabla 4.4. se muestran las concentraciones por vial de los reactivos utilizados

en la PCR, asi como las cantidades utilizadas para dicho propdsito.

Tabla 4.4. Reactivos, concentraciones Yy volumenes utilizados para la

estandarizacion de la amplificacion del fragmento de pertactina.

Reactivo de la PCR y
concentracion de la Concentracion final Volumen (pL)
solucion madre
Buffer PCR 10X 1 X 5
DMSO conc. 10 % 5
MgCl, 50 mM 5 mM 5
dNTP’s 10 mM 0.5 mM 2.5
Iniciador prn AF
(1x10€M) 10, 1, 0.1, 0.01 nM 2
Iniciador prn BR
(1x101-95 M) 10, 1, 0.1, 0.01 nM 2
DNA bacteria conc. 0.25,0.5y 1 pg/pl volumen ajustado
H,O inyectable — suficiente para 50 gL
Buffer PCR 10X 5X 0.5
Taq polimerasa 5 U/ pL 2 U/ L 0.5
Volumen final — 50

Se probaron las condiciones de la PCR para pertactina (desnaturalizacion de 20 seg
a 95° C, un alineamiento de 30 seg a 55° C, una extension de 60 seg a 72° C y una

extension final de 7minutos a 72° C por 30 ciclos) y condiciones para b-actina (40 ciclos:
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desnaturalizacion de 30 seg a 92° C, alineamiento de 30 seg a 53° C, extension de 30 seg a

72° C y un ciclo final de elongacion de 10 minutos a 72° C).

4.8.3. Especificidad de la técnica de la PCR estandarizada con el par de
iniciadores prn AF/prnBR.

Para probar la especificidad del método de la PCR con los iniciadores prn AF y prn
BR para Bordetella, se empled el DNA extraido de las siguientes cepas: Salmonella spp,
Enterobacter spp, y Staphilococcus aureus realizando la técnica de la PCR utilizando las

condiciones que se describen en el punto 4.8.2.

4.9. Electroforesis para los productos de la PCR.

Los productos amplificados de la PCR se evidenciaron en geles de agarosa al 1.5%,
cabe hacer mencion que se realizé una comparacion entre 3 diferentes concentraciones de
agarosa (1%, 1.5% y 2%) para utilizar la mas adecuada. La preparacioén de los geles asi
como el llenado de los mismos y su corrimiento se llevo a cabo siguiendo la misma
metodologia del punto 4.6, pero realizando el corrimiento electroforetico a 45 voltios por
aproximadamente 90 minutos. En la mayoria de los geles se incluyd el producto
amplificado de [-actina bovina (control interno del sistema) y una muestra del DNA

plantilla para corroborar la eficiencia del sistema y detectar posibles falsos positivos.

4.10.Analisis de la intensidad y peso de los productos amplificados.

Pasado el tiempo de electroforesis, los geles se colocaron en un transiluminador
UV con un sistema de fotografia especial (Gel logic 100 imagen system), y la intensidad de
las bandas tefiidas con bromuro de etidio se analizaron mediante la utilizaciéon de un
software especial “KODAK 1D 3.6”; dicho software detecta la intensidad de luz
transmitida en valores de intensidad arbitraria. El andlisis de las bandas se realiz6 en geles

recién preparados.
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4.11. Secuenciacion del producto de 1a PCR de B. bronchiseptica.

El producto obtenido de B. bronchiseptica se mando a secuenciar con la ayuda del
servicio de secuenciacion proporcionado en el Laboratorio de Bioquimica Molecular de la
Unidad de Biologia, Tecnologia y Prototipos (UBIPRO) a cargo del M. en C. Alejandro
Monsalvo, que se localiza en la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de la Universidad

Nacional Auténoma de México.

4.11.1 Purificacion del producto amplificado de B. bronchiseptica.

Para poder realizar la secuenciacion fue necesario realizar una previa purificacion
del producto de la PCR; para esto se utilizaron 40 UL del producto fresco o en congelacion
(por un periodo maximo de un dia). Dicho producto se precipité empleando 3 volimenes
de etanol al 100 % por cada volumen de muestra y posteriormente se centrifugd a 10,000
rpm por aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente, para después decantar el
sobrenadante observando la pastilla de producto; posteriormente la pastilla se resuspendid
en 3 volumenes de etanol al 70 % y después centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos para
decantar el etanol y repetir el lavado con etanol al 70 % dos veces mas. Una vez terminado
el tercer lavado, se decantd el etanol y el tubo se dejé secar a temperatura ambiente para
finalmente resuspender la pastilla con 24 YL de agua inyectable, tomando en cuenta que

por cada 50 UL de muestra contenida en el vial se debe adicionar 30 PUL de agua inyectable.

Para verificar el producto, se corrié un gel de agarosa al 1.5 % con 1.5 pL de BrEt,
colocando SpPL de la muestra mas 2.5 YL de buffer de carga sobre papel parafilm,
corriendo el gel a 45 voltios por una hora aproximadamente, colocandolo posteriormente
en un transiluminador UV y observando las bandas de color naranja.

4.11.2. Comparacion de la secuencia de los productos amplificados.

Los datos obtenidos de la secuenciacion se compararon con la base de datos en

internet “GenBank” mediante el programa BLAST para nucledtidos, buscando similitudes
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en la secuencia del producto amplificado con el genoma de B. bronchiseptica. Cabe
mencionar que también se compararon con los genomas de B. pertussis y B. parapertussis,

con el fin de comparar secuencias idénticas entre especies del mismo género.
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5.  RESULTADOS

5.1.Crecimiento, conservacion e identificacion de cepas de B. bronchiseptica.

Se logré el crecimiento de las cepas marcadas como LBF, Gbv3, Gbv4, GbvS,
Chel4 y Chell0 en agar Mac Conkey, presentando colonias pequefias y translucidas a las
24 horas de crecimiento a 37° C; dichas colonias eran de color rosado y a las 48 horas se
encontraron colonias lisas y pequefias de forma circular, de poca elevacion, brillantes y de
bordes regulares y con un color blanco rosaceo traslucido muy tenue. El crecimiento en
agar BHI tiene el mismo patrén que el observado en agar MacConkey, y las colonias
fueron mas blancas y traslucidas en este medio. Cabe mencionar que la cepa LBF mostrd
un crecimiento colonial mediano, de forma circular, con poca elevacion y con bordes
regulares. Estos resultados fueron comparados y coincidieron con los reportados en la

literatura (McFaddin, 2002, Koneman, 2003).

Las cepas Chel4 y Chell0 (ATCC 4617 y ATCC 10580 respectivamente) fueron
tomadas como cepas de referencia de B. bronchiseptica para este trabajo, dichas cepas
fueron obtenidas en el laboratorio de Inmunologia ubicado en el edificio de posgrado de la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM.

5.2.  Pruebas bioquimicas primarias.

Las pruebas bioquimicas se realizaron a las cepas LBF, Gbv3, Gbv4, Gbv8, Chel4
y Chell0 para poder tener la certeza de estar trabajando con cepas de B. bronchiseptica.
Los resultados de dichas pruebas se reportan en las Tablas 5.1. y 5.2.; cabe aclarar que las
pruebas de identificacion secundaria se realizaron previamente en un trabajo realizado por
Martinez y Francisco, 2008. Los resultados reportados en la literatura (MacFaddin, 2002;

Koneman, 2003), coinciden con los obtenidos en nuestras pruebas primarias.
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Tabla 5.1.

Pruebas bioquimicas

Gbv4, Gbv8, Chel4 y Chell0.

primarias realizadas a las

cepas LBF, Gbv3,

Cepa
Resultados
McFaddin
LBF Gbv3 Gbv4 Gbv8 Chel4 Chell0 2002;
Koneman
Prueba 2003
Bioquimica
Gi ivo- ivo-
ram Negativo- Negativo- Negativo- Negatlvq Negatlvq Negativo- Negativo-
. . . cocobacil cocobacil . .
cocobacilos cocobacilos cocobacilos os os cocobacilos cocobacilos
Oxidasa Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Catalasa Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Motilidad
Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva Positiva
Tabla 5.2.  Pruebas bioquimicas secundarias.
Cepa Resultados
McFaddin
LBF Gbv3 Gbv4 Gbv8 2002;
Prueba Koneman
Bioquimica 2003
Manosa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Inositol Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Sorbitol Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Ramnosa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Sacarosa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Lactosa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Glucosa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Arabinosa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Sulfhidrico Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Indol Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Gelatina Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Urea Positiva Negativo Negativo Negativo Positiva

Reportadas por Martinez y Francisco, 2008
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5.3. Extraccion y cuantificacion de DNA de las cepas de B. bronchiseptica.

La solucion de DNAzol que se utilizo para el presente trabajo ayudé a lisar a las
células bacterianas de B. bronchiseptica, ya que estd compuesta a base de detergentes que
barren la membrana de lipidos de la bacteria, ayudando a liberar el contenido del

citoplasma bacteriano.

Para dicha extracciéon de DNA se utilizaron cultivos de 48 horas, teniendo la
precaucion de haber sembrado dicho cultivo a partir de la cepa madre (un solo pase). Es
importante mencionar que por cada extraccion de DNA por el método de DNAzol se
obtienen 200 PL de muestra ya que la extraccion de B. bronchiseptica s6lo nos permitio
tomar una cierta cantidad maxima de muestra (6 colonias), por lo que se decidio realizar
varias extracciones de la misma cepa bacteriana para poder hacer una especie de “pool” de
DNA y poder tener suficiente muestra disponible de cada una de las cepas con los mismos
valores de pureza y concentracion (aproximadamente 1mL). Los resultados reportados en
la Tabla 5.3. se obtuvieron a partir del analisis de dichas muestras de DNA.

Tabla 5.3.  Valores de concentracion y pureza de las muestras de DNA de

Bordetella bronchiseptica obtenidas por lisis bacteriana con DNAzol.

Cepas de B. Pureza D.O. | Concentracion
bronchiseptica | 260nm/280nm | DNA (Ug/UL)
LBF 0.033/0.025=1.32 0.166
Chel4 0.021/0.010=2.1 0.106

Chel10 0.037/0.022=1.68 0.07
GBv3 0.002/0.002=1.0 0.01
GBv4 0.012/0.007=1.71 0.06
GBv8 0.025/0.018=1.38 0.12

5.4.  Analisis de la integridad del DNA extraido de B. bronchiseptica.

Para evaluar la integridad del DNA extraido de B. bronchiseptica se realizd una

electroforesis en geles de agarosa al 0.7%, para lo cual se tomaron las muestras de DNA de
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cada una de las cepas reportadas en la Tabla 5.3. Los resultados de la electroforesis se

muestran en la Figura 5.1.

Figura 5.1.  Deteccion del DNA integro de las cepas utilizadas de B. bronchiseptica
mediante electroforesis. El orden de las muestras es el siguiente; carriles, 1-6 = Chel4, Chell0, LBF,
GBv3, GBv4, GBVS, respectivamente; El DNA fue tefiido con bromuro de etidio, observandose de color

naranja. Se colocé un volumen de 10pL por cada carril. Gel de agarosa al 0.7%.

5.5. Determinacion de las condiciones optimas para la amplificacion del

fragmento del gen de B-actina.

Para la estandarizacion de la técnica de la PCR es importante tomar en cuenta un
control interno y para ello se utilizaron iniciadores que codificaran un fragmento del gen de
la B-actina, el cual es un gen constitutivo, que codifica una proteina del citoesqueleto
celular presente practicamente en todas las células (William, C., et al, 2005; Loeffler, et al,
2001).

Para el empleo oOptimo del control interno del sistema antes mencionado, se

trabajaron 2 concentraciones de DNA (0.5 y 1 pg/vial), 2 concentraciones de Taq
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polimerasa (1U y 2U), con y sin la utilizacion de DMSO y haciendo uso de iniciadores
para [-actina humana y bovina. Las condiciones para el termociclador consistieron de un
precalentamiento de 5 minutos a 92°C, para después aplicar 30 ciclos compuestos de una
desnaturalizacion de 20 segundos a 95° C, un alieamiento de 30 segundos a 55° C, una
elongacion de 1 minuto a 72° C y un ciclo final de elongacion de 7 minutos a 72° C, por
ciclo. Con estas condiciones no se logré obtener el producto deseado, por lo que se optd
realizar otra PCR para B-actina con la diferencia que €sta no incluia un precalentamiento
(con el fin de determinar si los resultados obtenidos anteriormente fuesen falsos negativos),
sin embargo no se consiguio amplificar el fragmento del gen de B-actina (resultados no

mostrados).

Debido a lo anterior, se cambi6 el esquema de trabajo de la PCR al reportado para

la amplificacion propiamente del fragmento del gen de [-actina incluyendo en dicha
reaccion el reactivo DMSO, mostradas en la figura 5.2. En la Tabla 5.4 se muestran las
condiciones de trabajo de la PCR con la que se logré finalmente amplificar al fragmento

del gen de B-actina (Loeffler, et al, 2001).
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Tabla 5.4.

fragmento del gen de [3-actina para el DNA de la cepa LBF.

Condiciones de la técnica de la PCR para la amplificacion del

Reactivo de la PCR y
concentracion de la Concentracion final Volumen (pL)
solucion madre
Buffer PCR 10X 1X 5
MgCl, 50 mM SmM 5
DMSO conc. 10% 5
dNTP’s 10 mM 0.5 mM 2.5
Iniciador [3-actina sent
(1 X[:I’)O'S M) 1.0 nM 2
Iniciador B-actina antisent
(1510_5 M) 1.0 nM 2
DNA bacteria conc. 0.5y 1 pg/pl volumen ajustado
H,O inyectable — suficiente para 50 UL
Buffer PCR 10X 5Xy 8X 0.5y 0.8
Taq polimerasa 5 U/ uL 1y2U/ul 0.2 y 0.5 respectivamente
Volumen final — 50

Con el esquema anterior, se logro amplificar el producto especifico de B-actina

(302 pb), obteniéndose un mejor amplificado con los iniciadores para [3-actina bovina, con

una concentracion de Taq polimerasa de 2U y con una cantidad de DNA de 0.5 pg. En la

Figura 5.2. se muestran los resultados del corrimiento electroforético realizado a los

productos amplificados de la PCR con las condiciones de trabajo mencionadas

anteriormente en la Tabla 5.4. Cabe hacer mencion que a partir de este punto se descart6 a

la cepa GBv3, debido a que con esta cepa no se logré obtener al amplificado de [3-actina

requerido.
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Figura 5.2. Deteccion del producto especifico de 3-actina (303 pb) evidenciado mediante
electroforesis en gel de agarosa. Carriles = 1-5 producto de B-actina bovina (1-LBF, 2-Chel4, 3-Chell0, 4-
GBv4, 5-GBv8); 7-11 = amplificacion con los iniciadores para B-actina humana (7-LBF, 8-Chel4. 9-Chel10,
10-GBv3, 11-GBv8); 6 = marcador de 100 pb; 12 = muestra de B-actina control; 13 = DNA control. Se
adicionaron 10 pPL de muestra por carril. Gel de agarosa al 1.5%. El corrimiento de la PCR fue de 40 ciclos,
cada uno con desnaturalizacion de 30 seg a 92° C, alineamiento de 30 seg a 53° C, extension de 30 seg a 72°

C y elongacion de 10 minutos a 72° C

5.6. Determinacion de las condiciones optimas para la amplificacion del

fragmento del gen prn que codifica para pertactina.

Con respecto a la estandarizacion de la técnica de la PCR para obtener el fragmento
del gen prn de B. bronchiseptica, se tomaron en cuenta las siguientes variables: 3
cantidades de DNA bacteriano (0.25ug, 0.5Ug y 1ug), 4 concentraciones de iniciadores
(10, 1 0.1 y 0.01 nM), Taq polimerasa a 1U y 2U, y cada una de ellas con y sin DMSO; el
control interno del sistema se corrid bajo las condiciones Optimas determinadas y
mencionadas en el punto anterior. En la Tabla 5.4. se muestran las condiciones iniciales

con las que se trabajo, siendo las mismas que para [-actina.
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Para las condiciones de incubacion el termociclador se program6 de la siguiente
forma: 30 ciclos consistentes en una desnaturalizacion de 20 seg a 95° C, un alineamiento
de 30 seg a 55° C, una elongacion de 1 minuto a 72° C y una elongacion final de 7 minutos
a 72° C. Con el ensayo anterior no se obtuvo producto alguno con ninguna de las
condiciones propuestas (resultados no mostrados), por lo que se optd cambiar las
condiciones de trabajo a las empleadas para [3-actina, mostradas en el punto 5.5. Los
resultados obtenidos empleando las condiciones Optimas se observan en las Figuras 5.3 y
5.4., las cuales fueron las siguientes: Concentracion de DNA-0.5ug, Taq polimerasa 2U
con DMSO y 1ug de iniciador. Con estas condiciones se logrd obtener la amplificacion de
un producto con un tamafio de 462 pares de bases empleando el DNA de la cepa LBF, y

finalmente se probaron las condiciones con las otras cepas de B. bronchiseptica.

4000 pb — |

900 pi 1000 PP
800 pb —
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462 pb

200 pb |

100 pb — |

Figura 5.3. Corrimiento electroforético de la titulacion de Taq polimerasa para prn. Carriles 1
= marcador de 100 pb; 2, 3 y 4 = productos amplificados de las concentraciones de DNA correspondientes a
0.25, 1.0 y 0.5 pg respectivamente, con 1U de taq polimerasa; 7, 8 y 9 = productos amplificados con las
concentraciones de DNA diferentes (0.25, 1.0 y 0.5 Ug respectivamente) con 2U de Taq polimerasa; 11 y 12
= los iniciadores AF y BR respectivamente. Gel de agarosa al 1.5%. El corrimiento de la PCR fue de 40
ciclos, cada uno con desnaturalizacion de 30 seg a 92° C, alineamiento de 30 seg a 53° C, extension de 30 seg

a 72° C y elongacién de 10 minutos a 72° C
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Figura 5.4 Corrimiento electroforético de la titulacién de iniciadores para prn. Carriles 2 =
marcador de pares de bases (100 pb); 3, 4, 5 y 6 = productos amplificados con diferentes concentraciones de
iniciadores (0.01, 0.1, 10 y 1pg respectivamente), todos con 0.5ug de DNA; 8,9, 10 y 11 = productos
amplificados con concentraciones de iniciadores diferentes (0.01, 0.1, 10 y 1pg, respectivamente), con una
concentracion de 0.5pg DNA por carril; 12 y 13 = iniciadores prn AF y prn BR. Gel de agarosa al 1.5% El
corrimiento de la PCR fue de 40 ciclos, cada uno con desnaturalizacion de 30 seg a 92° C, alineamiento de 30

seg a 53° C, extension de 30 seg a 72° C y elongacion de 10 minutos a 72° C

5.7. Evaluacion de la especificidad de los iniciadores prn AF/prn BR.

Fue importante llevar a cabo la evaluacion de la especificidad de los iniciadores,
para saber si el método implementado amplifica s6lo al fragmento del gen de pertactina.
Para ello se utilizo el DNA de 3 cepas diferentes: Salmonella spp, Staphylococcus. aureus
v Enterobacter spp. Para la extraccion del DNA de estas bacterias Gram positivas y Gram
negativas, se realizo la técnica de DNAzol utilizada para B. bronchiseptica (ver punto 4.5)
a partir de cultivos de 24 horas en caldos BHI. En la Tabla 5.5. se muestran las

concentraciones y cantidad de DNA obtenido por dicho método.
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Tabla 5.5.  Valores de concentracion y pureza de las muestras de DNA de bacterias

Gram positivas y Gram negativas diferentes a B. bronchiseptica.

Pureza D.O. Concentracion DNA (ug/

Cepas Gram + y Gram - 260nm/280nm uL) (Mg
Salmonella spp 0.017/0.010= 1.7 0.085
Staphylococcus aureus 0.009/0.005= 1.8 0.045
Enterobacter spp 0.017/0.015=1.13 0.085

Las cepas utilizadas fueron previamente caracterizadas por pruebas bioquimicas
primarias y secundarias, las cuales se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia a cargo
del M.V.Z. Gerardo Cruz Jimenez, en el edificio de Posgrado de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan, UNAM.

5.7.1. Técnica de la PCR para verificar la especificidad del método empleado.

Se utilizaron las condiciones de la PCR empleadas para amplificar al fragmento del
gen prn que codifica a pertactina, descritas en el punto 5.6. Cabe senalar que solo se utilizd
la cantidad de 0.5 pig de DNA por vial, incluyendo las 5 cepas de B. bronchiseptica (LBF,
Chel4, Chell0, Gbv4 y Gbv8) y el control interno de [-actina bovina estandarizado
anteriormente. Los resultados se evidenciaron mediante un corrimiento electroforético en

un gel de agarosa con una concentracion del 1.5%.

Con estos resultados se logré demostrar la especificidad de los iniciadores prn AF/
prn BR para el DNA de B. bronchiseptica y como se observa en la Figura 5.5., no hubo
producto con las bacterias diferentes a B. bronchiseptica, ademds de que el método
empleado es confiable ya que en todas las muestras se logré observar el producto del

fragmento del gen de B-actina.
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Figura 5.5. Corrimiento electroforético de los productos amplificados del fragmento de [3-
actina y la especificidad de los iniciciadores prnAF/prnBR. Carriles 1 y 2 = cepa LBF, 3 y 4 = cepa Chel4,
5y 7 =cepa Chell0; 8 y 9 = cepa Gbv4; 10y 11 = cepa Gbv8; 12 y 13 = cepa Salmonella; 14 y 15 = cepa
Enterobacter; 16 y 18 = cepa Staphylococcus. Carriles 1, 3, 5, 8, 10, 12, 14 y 16 = iniciadores para el
fragmento del gen de B-actina bovina; carriles 2, 4, 7, 9, 13, 15 y 18 = iniciadores para fragmento del gen de
prn de pertactina; Carriles 6 y 17 = marcadores de 100 pb; carril 19 = control positivo de B-actina Volumen
de muestra depositado por carril: 10pL. Gel de agarosa al 1.5%. El corrimiento de la PCR fue de 40 ciclos,
cada uno con desnaturalizacion de 30 seg a 92° C, alineamiento de 30 seg a 53° C, extension de 30 seg a 72°

Cy elongacion de 10 minutos a 72° C

5.8. Secuenciacion de los productos amplificados con los iniciadores prn AF/

prn BR.

Para poder constatar la naturaleza de los productos obtenidos con la técnica de la
PCR establecida anteriormente, se mandaron a secuenciar los productos amplificados de
las cepas utilizadas en la PCR. Dichas secuencias se compararon con la base de datos
“GenBank” y resultaron ser idénticas en un 100% con parte de los genomas de B.

bronchiseptica y B. parapertusiss en una proteina hipotéticamente conservada..

50




6. DISCUSION.

La bordetelosis es una enfermedad aguda persistente y contagiosa causada por B.
bronchiseptica, un microorganismo de alta diseminaciéon en mamiferos, teniendo
relevancia en especies caninas y porcinas (rinitis atréfica porcina) (Keil et al, 1999). En la
actualidad, B. bronchiseptica ha tenido cierta importancia en las enfermedades
respiratorias en el humano, debido a que se ha aislado en andlisis clinicos de rutina
(exudados faringeos) de pacientes inmunosuprimidos, sin embargo el vinculo entre B.
bronchiseptica y dichos padecimientos en humanos no estd bien definidos ya que la
bacteria también se ha logrado aislar de pacientes clinicamente sanos (Register, 2001;

Llombart, 2006).

Una de las principales problemadticas que presenta B. bronchiseptica en el ambito
veterinario es estar presente en la rinitis atrofica que en conjuncion con Pasterella
multocida, causa dicha enfermedad en cerdos, perros y en conejos aunque en estos dos
ultimos no ha sido muy bien establecido (Deeb, 1989). Su importancia radica en destruir
las células epiteliales del tracto respiratorio especificamente en la nasofaringe,
permitiéndole a P. multocida colonizar el tracto respiratorio de las especies animales
mencionadas con anterioridad (Cowart, 1989; Deeb, 1989; Ackermann, et al, 1994). B.
bronchiseptica también se ha logrado aislar de felinos domésticos, ovinos, y murinos con
enfermedades respiratorias cronicas (Gerlach, et al., 2001); sin embargo, no existen

reportes de esta bacteria como agente patdgeno para el caso de los bovinos.

De manera inicial, el diagnostico de B. bronchiseptica se realiza mediante el
aislamiento y su posterior identificacion de esta bacteria a partir de exudados faringeos,
esputos y biopsias, realizando las pruebas bioquimicas correspondientes, de las cuales es
importante detectar la actividad positiva de la enzima ureasa en este microorganismo
(Hozbor, 1999; Koneman, 2003). En un trabajo realizado en 1996 por McMillan y
colaboradores, reportan cepas de B. bronchiseptica con ureasa negativa genéticamente
manipuladas, demostrando que la urea esta regulada por el fenotipo bvg y que también se
ve afectada por la temperatura, asi mismo mencionan que la ureasa no puede ser inducible

por la urea o regulada por la disponibilidad del nitrogeno. (McMillan, ef al., 1996).
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Existen métodos complementarios con los cuales se logra la deteccion de factores
de virulencia como son: la aglutinacion de eritrocitos /n Vitro, la cual indica la presencia
de la hemaglutinina filamentosa, un factor de virulencia importante en la colonizacién e
invasion de B. bronchiseptica al tracto respiratorio; la identificaciéon de serotipos en
fimbrias por medio de pruebas de inmunoensayo (ELISA) y la deteccion, por medio de
electroforésis de geles de acrilamida, de una proteina de autotransporte llamada BrkA

(Gross, 1991).

Por otra parte, también existen métodos alternativos para la deteccion de dicha
bacteria utilizando biopsias de tejidos infectados y revelando resultados positivos por
medio de tinciones histologicas; técnicas de inmunoensayos (ELISA) con anticuerpos
marcados para la deteccion de proteinas de superficie de B. bronchiseptica, pruebas de
precipitacion protéica para la busqueda de antigenos contra el dominio RGD, el cual se le
denomina a una triada de aminoacidos especificos (Arginina-Glicina-Asparagina) que se
pueden encontrar en la secuencia de algin péptido de superficie celular, siendo importante

en la adhesion de B. bronchiseptica a las células blanco (Register, 2001; Hozbor, 2001).

A pesar de ser confiables las técnicas inmunologicas para la deteccion de B.
bronchiseptica, existe otra alternativa apoyada en la biologia molecular como la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR); la técnica es sencilla y por lo tanto puede ser realizada
por personal relativamente inexperto, se puede automatizar, y puede utilizarse como
método de escaneo con un numero limitado de diluciones de las muestras. Dicha técnica
tiene la ventaja de ser un método directo muy sensible, especifica, rapida (24-48 horas) y
aplicable a muestras obtenidas por diversos métodos. Su principal desventaja hasta la fecha
es el costo del equipo (termociclador) con respecto a los inmunoensayos en donde se
obtienen resultados cuantitativos; asi mismo, permitiendo conocer por ejemplo, la
respuesta inmunologica de las diferentes clases de Ig. Entre los inconvenientes de esta
prueba serologica estan la dificil seleccion del antigeno mas adecuado para la prueba; la
definicion del "punto de corte", la verificacion diaria de la confiabilidad de la prueba y
también la reduccion de los costos, relativamente elevados, del equipo necesario al igual
que con la PCR. En comparacion, existen también diversos factores que pueden afectar la
concordancia entre la PCR y los inmuno ensayos, como la secuencia elegida como blanco

para la amplificacion y el método para purificar DNA en la PCR, el antigeno utilizado en
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los métodos seroldgicos o las caracteristicas de la poblacion animal en estudio, entre otros

(Venier, 1984; Kamps, 1990; Register ef al, 1998).

En el presente estudio se utilizo la técnica de la PCR, como una herramienta para la
deteccion del gen prn, el cual codifica para la proteina pertactina de B. bronchiseptica, con
el fin de llevar a cabo (de forma temprana, rdpida, especifica y econodmica) la
amplificacion de un fragmento del gen que codifica a este factor de virulencia en cepas
recién aisladas, lo que permitird dar un criterio mas de soporte a la identificacion de cepas

de dicha bacteria.

En investigaciones por parte de Hozbor y colaboradores, se ha detectado a B.
bronchiseptica tomando iniciadores del gen que codifiquen a la flagelina, proteina
importante en la estructura base de los flagelos de esta bacteria, (Hozbor et al, 2001).
Register y colaboradores realizaron una comparacion de las secuencias de genes
importantes y compartidos entre B. bronchiseptica 'y B. pertussis, aplicando la técnica de la
PCR en tiempo real (RT) utilizada con anterioridad para B. pertussis por parte de Vincart

en un ensayo anterior (Register, 1998; Vincart, 2007).

Un paso importante en la realizacion de una técnica de PCR es la eleccion del
método de extraccion de DNA y usarlo con la mejor calidad posible; entre las propiedades
que hace que un método de extraccidn sea aceptable, estan el rendimiento y la pureza del
material genético obtenido, tiempo de realizacion corto, reducir el empleo de equipo
sofisticado y usar reactivos con baja toxicidad (Jewtuchowicz, V. M., et al, 2007); es por
eso que se utilizo la técnica de DNAzol la cual se ha reportado como un método rapido y
confiable donde se emplean reactivos poco toxicos, ademas de que se puede obtener un

DNA bacteriano de calidad (Ausubel, ef al, 1998).

Otro punto inicial que se establecio en el presente estudio fue el trabajar
precisamente con la bacteria de interés (B. bronchiseptica), por lo cual se realizaron las
pruebas primarias pertinentes (tincion de Gram, catalasa, oxidasa, motilidad, entre otras) y
compararlas con la literatura. Las caracteristicas fenotipicas observadas fueron:
cocobacilos Gram negativos (sin agrupacion), oxidasa positivos, catalasa positivos y

motilidad positiva, pruebas bioquimicas las cuales son indicativas del género de
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Bordetella. Las pruebas bioquimicas secundarias fueron realizadas en un trabajo de tesis
para la caracterizacion de B. bronchiseptica y los resultados obtenidos coinciden con los
reportados en la literatura, con la excepcion de la prueba de la ureasa la cual resulto ser
negativa para las tres cepas de origen bovino. Esta discrepancia no nos permite afirmar con
seguridad la especie de estas cepas del género de Bordetella; por lo tanto, seria necesario
hacer uso de técnicas de biologia molecular, como el ensayo de secuenciacion del gen 16S
del RNA ribosomal (rRNA) el cual nos permite una identificacién mas clara del género y
especie, teniendo la posibilidad de descubrir nuevas especies (Martinez y Francisco, 2009

tesis en proceso; Michael, 2007).

Con respecto a la extraccion de DNA por medio de la técnica de DNAzol,
unicamente fue necesario determinar la cantidad de muestra empleada para dicha
extraccion; la técnica por medio de DNAzol sugiere una cantidad aproximada de entre 1-3
x 107 células para lo cual se utilizaron como maximo 6 colonias aisladas, realizando varias
extracciones para lograr la obtencion de suficiente material genético. Cabe hacer mencion
que se realizd una modificacién en uno de los pasos indicados en el manual para la
extraccion con DNAzol (Cat. No. 10503 DNAzol®. Gibco); este cambio se llevo a cabo en
el paso que consistia en lavar el DNA obtenido con ImL de etanol al 75% invirtiendo el
tubo 6 veces, ya que el DNA se perdia al decantar el DNA lavado, implementandose como
una buena alternativa, el centrifugar a 2000 rpm el DNA lavado con etanol al 75% y
posteriormente decantarlo; con este paso se evito la pérdida del DNA en el momento de los

lavados y la obtencion de una mayor cantidad de DNA extraido.

El corrimiento electroforético del DNA extraido de las diferentes cepas de B.
bronchiseptica nos permitid observar una buena integridad del mismo, notando asi que la
técnica de extraccion por DNAzol nos proporciona 6ptimos resultados de extraccion de
DNA bacteriano, a reserva de algunos cambios en el método propuesto, dependiendo de las

necesidades de cada investigacion.

La técnica de la PCR incluye como componentes, al DNA molde, soluciones
amortiguadoras, cloruro de magnesio, los dNTPs, ambos iniciadores y la enzima DNA
polimerasa, todos estos reactivos deben estar presentes en concentraciones Optimas para

que en caso de presencia del DNA de interés, el cual sirve como molde, se logre la
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amplificacion del producto especifico. Cabe aclarar que el producto especifico obtenido
con este estudio resultd estar en una localizacion distinta a la esperada, cuestion que se

detallara mas adelante.

Los reactivos para la técnica de la PCR utilizados involucran condiciones y
parametros que llegan a inhibir la reaccion o a presentar inespecificidad de dicha técnica,
como por ejemplo la utilizacion excesiva de cantidad de iniciadores que puede llegar a
inhibir la reaccion o producir una amplificacion inespecifica, por lo que algunos autores
recomiendan como maximo 200 picomoles (Cegja, 2009); asi como la concentracion de
cloruro de magnesio, que cuando se usa mas del requerido produce una disminucion en la
especificidad de la técnica, y si por el contrario se disminuye, se ve afectada la actividad de
la enzima Taq polimerasa, la cual puede ser practicamente nula no obteniendo ningun tipo
de producto amplificado. Con respecto al DNA plantilla se debe utilizar una concentracién
estandarizada, ya que su utilizacion en exceso puede amplificar productos inespecificos
(siendo importante también para dicha cuestion la pureza del DNA) y utilizando una
cantidad muy baja produce una deficiente cantidad de productos especificos amplificados

por la PCR (Barrera, et al, 1993).

Considerando los reportes de las condiciones de trabajo empleadas por Frits para la
realizacion de la PCR en cepas del género Bordetella (Frits, 1998), en la presente
investigacion se optimizaron los siguientes cuatro componentes de la técnica: la cantidad
de DNA plantilla empleado (Ug), la concentracion de los iniciadores utilizados (nM), la
concentracion de la enzima Taq polimerasa (U) y la utilizacién u omision de del reactivo

DMSO (Frits, et al, 1998).

Con respecto al DNA bacteriano, la cantidad optima para la amplificacion del

producto especifico de 462 pb fue de 0.5 pg; en este caso no hay comparacion alguna,

debido a que so6lo se encontrd un dato de cantidad utilizada de DNA molde para un método

de RT-PCR descrito por Register que sugiere la utilizacion de 0.1ug, pero utilizando un

par de iniciadores diferentes (Frits et al, 1997) (Register, 2007).

Por otra parte, la concentracion ideal de la enzima Taq polimerasa fue de 2 U,

evidenciando el producto de 462 pb utilizando una cantidad menor no se obtuvo la
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amplificacion del producto especifico para PRN. Comparado con otras investigaciones,
Frits y colaboradores sugieren una concentracion de 0.75 U de Taq, cabe sehalar que en
esta publicacion los autores no mencionan el peso del producto amplificado el cual
obtuvieron con las condiciones que especifican. Por otro lado, Vincart y Register
utilizando un kit para PCR en el cual todos los componentes para la técnica ya vienen
mezclados y no indican la concentracion de la enzima Taq empleada (Frits et al, 1997,

Register, 2007; Vincart, 2007).

Es importante mencionar que en el presente estudio fue necesario el uso del
reactivo DMSO en el sistema de reaccion de la PCR, debido a que solo se obtuvo la
amplificacion del producto especifico cuando se incluyo este componente extra dentro de
la reaccion; omitiendo dicho reactivo no se obtuvo ningun producto amplificado,
corroborando de esta forma que el DMSO ayuda a aumentar la especificidad de la reaccion
minimizando interferencias, ademas de inhibir las estructuras secundarias que puedan

contener tanto el DNA molde como los iniciadores (Chakrabarti, 2001).

En cuanto a la cantidad de los iniciadores prn AF y prn BR, la concentracion
optima de los mismos resulto ser de 0.01nM, ya que utilizando esta concentracion se logrd
observar la amplificacion del producto especifico, dicha amplificacion se confirmé
realizando una electroforesis de geles de agarosa al 1.5%; cabe mencionar que utilizando
concentraciones mas altas de iniciadores también se obtenia el amplificado de 462 pb, pero
se observaba difuso en los geles. Esta concentracion de iniciadores es la misma que sugiere
Frits en su investigacion. En otros trabajos se recomienda un rango de 200 a 300 nM de
cada uno de lo iniciadores, dependiendo del fragmento de DNA que se requiera amplificar;
considerando este aspecto se puede mencionar que el aporte de este trabajo con relacion a
los iniciadores es relevante, ya que la utilizacién de concentraciones mas bajas de todos los
componentes de la PCR, permiti6 la amplificacion de un producto especifico para
Bordetella empleando el par de iniciadores prn AF y prn BR (Register, 2007; Vincart,
2007; Frits et al, 1997).

Para poder evaluar el buen funcionamiento de un sistema es importante incluir un
control interno para el mismo, asegurando el correcto funcionamiento de las condiciones

de trabajo estandarizadas, como son las cantidades de cada uno de los componentes
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empleados y las condiciones de incubacion en el termociclador; por lo tanto, en el presente
estudio se decidi6 incluir en cada corrida de la PCR a un par de iniciadores que
amplificaran un fragmento del gen que codifica para [3-actina, obteniendo un producto de
303 pb. La B-actina cumple con los requerimientos para ser usado como control interno,
debido a que es un componente estructural de la actina, una proteina importante del

citoesqueleto de las células (William, C., et al, 2005).

Para poder utilizar a la [-actina como control interno del sistema de la PCR,
también se evaluaron varias condiciones de trabajo, las cuales fueron las siguientes: 2
concentraciones de DNA (0.5 y 1pg/vial), 2 concentraciones de Taq (1U y 2U) y la

utilizacion u omision de DMSO.

Utilizando las condiciones del termociclador empleadas para amplificar el
fragmento del gen prn, adicionando DMSO (al 10%) y trabajando cantidades de DNA,
enzima Taq y de cada uno de los iniciadores (para [—actina) de 0.5ug, 2U y 1nM,
respectivamente; se logréo amplificar un producto de 303 pb, el cual es especifico para el
gen de [-actina. Cabe sefialar que cuando se realizo la comparacion de dos pares de
iniciadores de diferentes especies (bovina y humana, iniciadores disponibles en
laboratorio) para la amplificacion del fragmento del gen de [-actina; obteniéndose mejores
resultados con el par de iniciadores para [3—actina bovina, debido a que se logré una mejor
observacion en el corrimiento electroforético del producto especifico cuando se empled

este par de iniciadores que con los iniciadores para [3-actina humana.

La especificidad del método implementado fue dictada por la utilizacion de DNA
de otras bacterias Gram negativas y Gram positivas, diferentes a B. bonchiseptica,
observando que al utilizar los iniciadores para la amplificacion del fragmento del gen prn
(prn AF y prn BR) no se amplifico el producto de 462 pb, y en algunos casos no se

observo ningn producto.

Posteriormente, los valores de intensidad de la banda observada en los corrimientos

electroforéticos fueron evaluados con el apoyo de un programa computarizado Kodak 1D
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3.6, con el fin de obtener un dato semicuantitativo y asi poder comparar los productos

deseados con los inespecificos y descartar numéricamente esta cuestion.

Los datos obtenidos por el programa Kodak ID 3.6 los traduce en “unidades
arbitrarias” (UA), por lo tanto, en la mayoria de los corrimientos de los geles analizados,
los valores de intensidad correspondientes al producto amplificado de 462 pb, resultaron
estar en un rango de 82 a 86 UA ubicando al producto especifico amplificado por la técnica
de la PCR en el mismo nivel en los geles de agarosa, empleando las condiciones definidas
en el presente trabajo; no se obtuvieron datos de UA para las cepas diferentes a B.
bronchiseptica debido a que no se observaron bandas que evidencien algin producto
amplificado utilizando los iniciadores prn AF y prn BR, confirmando de esta forma la
amplificacion especifica para B. bronchiseptica. Debido a que no se encontraron reportes
en la literatura con respecto al analisis de la intensidad de las bandas, no se pudo comparar

lo obtenido en el presente trabajo.

Cabe mencionar que en la realizacion de la estandarizacion de la técnica de la PCR
utilizando los iniciadores prn AF y prn BR para la amplificacion del fragmento del gen
prn, se obtuvo un producto de 462 pb, que difiere con el reportado en la literatura (1400
pb); sin embargo este producto obtenido es especifico de esta bacteria, evidenciado por las
pruebas de secuenciacion realizadas en el UBIPRO, localizado en la FESC Iztacala,
UNAM, y corroborado en la base de datos “GenBank” con la cepa Tohama 50 de B.
bronchiseptica; la comparacion nos da una semejanza del 100% con las 323 pares de bases
de la secuencia del genoma de B. bronchiseptica y B. parapertussis exclusivamente. Cabe
aclarar que aunque la secuencia del producto amplificado es especifica para el genoma de
B. bronchiseptica y B. parapertussis, dicha secuencia nos remite a una proteina
hipotéticamente conservada diferente a pertactina, indicando que la secuencia del producto

amplificado en el presente trabajo no se encontr6 dentro del gen de pertactina.

Se sugiere utilizar como complemento al presente trabajo la técnica de la
secuenciacion del gen 16S del RNA ribosomal, ya que este gen se encuentra en toda la
bacteria, la funcion y estructura del gen 16S (rRNA) no cambia con el tiempo descartando
la posibilidad de variaciones al azar en las secuencias, es una técnica con una eficiencia del

97% en bacterias de facil crecimiento, el gen de la seccion 16s del RNA ribosomal (con un
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peso de 1500 pb) es lo suficientemente grande para utilizarlo con fines informaticos; esta
técnica se puede utilizar con el fin de realizar una identificacidn un poco mas precisa del
género y especie mediante la secuencia del gen 16s del RNA ribosomal, ya que es unica
para cada especie. Sin embargo, presenta una limitante con respecto a la técnica de la PCR
propuesta en el presente estudio, que consiste en su bajo rendimiento (68%) en la
identificacion con bacterias de dificil crecimiento (Patel, 2001; Petti, 2007). La realizacion
a futuro del analisis comparativo de secuencias de 16S rDNA la es necesaria para la
identificaciéon confirmativa de la especie de las cepas de Bordetella de origen bovino

(ureasa negativa).
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7.  CONCLUSIONES

Se logré el crecimiento y conservacion de la cepa de B. bronchiseptica para ser

utilizada en la extraccion de material genético.

Se obtuvo la identificacion mediante pruebas bioquimicas de las cepas de

Bordetella de origen bovino, ureasas negativas.

Se obtuvieron buenos rendimientos con el método de DNAzol modificado

resultando ser muy adecuado para la extraccion de DNA bacteriano.

La concentracion optima de los geles de agarosa fue de 1.5% para el corrimiento

electroforetico y la identificacion de los productos amplificados.

Se lograron las condiciones de trabajo de la PCR mas apropiadas para la
amplificacion del producto del control interno del sistema (B—actina; 303pb), las

cuales fueron 0.5ug de DNA molde, 2U de enzima Taq polimerasa y la adiciéon con

utilizacion de DMSO al 10%.

Se estandarizo la técnica de PCR para lograr la amplificaciéon de un producto

especifico de Bordetella (462pb) obteniendo las siguientes condiciones : 0.5ug de
DNA molde, 2U de la enzima taq polimerasa, 1nM de iniciadores (prnAF y prnBR)
y la utilizacion de DMSO al 10%.

Se obtuvo un producto que codifica para una proteina hipotéticamente conservada y

que es especifica para B. bronchiseptica y B. parapertussis.
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8. ANEXO

Solucion Tris (1 M Trizma- 10mM EDTA).

Se pesaron 248.2 mg de EDTA y 1.83 g de Trizma, se mezclaron en 15 ml de agua

destilada hasta disolucion total y se almacena a temperatura ambiente en un frasco ambar.

Solucion de etanol al 70 y 90%.

Se ponen 70 ml y 90 ml, de etanol absoluto en probeta respectivamente y se aforan a 100
ml con agua destilada. Se almacenan en tubos de plastico o de vidrio a temperatura

ambiente, perfectamente tapados

Buffer de conservacion.

La concentracion de este buffer es de 10 mM trizma-1 mM EDTA a pH 8. Para preparar 15
ml, se pesan 23.85 mg de trizma y se disuelven en un volumen adecuado para ajustar el pH
a 8, a esta solucion se le agregan 5.6 mg de EDTA y se afora a 15 ml. Puede guardarse a

temperatura ambiente o en refrigeracion.

Preparacion de gel de agarosa para electroforesis.

Dependiendo de la concentracion se pesa la cantidad de agarosa. En el caso del gel de
agarosa al 0.7%, para preparar 45 ml de gel, se pesan 315 mg de agarosa y se disuelven en
matraz Erlenmeyer por calor en horno de microondas por 30 segundos, con 45 ml de BTE
0.5 X (Tris-borate-EDTA) recientemente preparado, asegurando que la mezcla se
mantenga dentro del matraz Erlenmeyer y se agita hasta disolucion total, se deja enfriar a
temperatura ambiente a alrededor de 40 o 50 ° C, se afiaden de 1.35 puL BrEt a una
concentracion de 10 mg/ ml, se agita levemente, se vacia (antes de que gelifique) en la
camara de electroforesis, y se coloca un peine de 12 u 8 carriles, después de gelificacion,
se retira el peine, quedando listo para poner las muestras en los carriles correspondientes y

después correr la electroforesis.
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Buffer de carga 5X

50% Glicerol

15mM de EDTA

0.6% Azul de bromofenol

Bromuro de Etidio (BrEt) 10 mg/mL

Solo se disuelven los 10 mg de BrEt en agua destilada, el BrEt es muy soluble y se

preparan los mL que se vayan a emplear.

Dimetilsulféxido al 10% (DMSO)

0.1 g de Dimetilsulfoxido
10mL de agua destilada

Solucion de DNAzol

Tiocianato de guanidina al 60%

Las marcas de los reactivos empleados fueron: Sigma, Invitrogene, Baker, Dibico, Bioxon,

Gibco.
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