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RESUMEN

Una metodologia molecular basada en la amplificacién de 4cidos nucléicos por PCR y PCR
anidada fue desarrollada y validada para la deteccion de Yersinin pseudotuberculosis en
materia fecal de cuyes (Cavia porcellus). La metodologia de PCR fue evaluada teniendo en
cuenta su sensibilidad analftica en muestras de materia fecal experimentalmente infectada.
En el presente trabajo, se usaron iniciadores para PCR considerados especificos para el
gen de virulencia cromosomal inv en diferentes cepas de Y. pseudotuberculosis los cuales
fueron validados en otras enterobacterias de los géneros Yersinia, Escherichia y Salmonells,
confirméndose que estos iniciadores son de acuerdo a lo reportado anteriormente por otros
autores. Con el fin de reducir el efecto negativo causado por inhibidores de las reacciones
de amplificacién de ADN, los cuales estdn presentes normalmente en la materia fecal, un
protacolo de amplificacién en muestras de esta naturaleza fue estandarizado realizando
diluciones del ADN. La mayor sensibilidad analitica fue observada cuando se hizo una
dilucién 1:125 del ADN obtenido a partir de materia fecal, detectando ADN proveniente
de una concentracién bacteriana de 1.5 x 10° UFC/gr de material fecal. La metodologia
aqui descrita puede ser usada como una herramienta para la identificacién rapida,
complementaria y econdmica de infecciones causadas por Y. pseudotuberculosis en cuyes.

Palabras clave: PCR, cuyes, Caviz porcellus, deteccién molecular, materia fecal, Yersinia
pseudctuberculosis.
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A molecutar methodology based on amplifications by PCR and nested PCR of nucleic
acids was developed and validated for the detection of Yersinia pseudotuberculosis in feces
of cuyes (Cavia porcellus). Analytical sensitivity of the PCR methodology was evaluated in
artificialiy infected feces. In this study primers for PCR, which are considered specific to the
inv chromosomal virulence gene in Y. pseudotuberculosis strains, were validated with other
enterobacterium betonging to the genus Yersinia, Escherichia and Salmonella. It was confirmed
that theses primers are species-specific according to previous reports. In order to reduce the
negative effect caused by inhibitors in the ADN amplification reactions, which are normally
presented in feces, an amplification protocol for such type of samples was standardized by
diluting the ADN template. The highest sensitivity level was observed when a 1:125 dilution
of ADN obtained of feces was done, detecting ADN of a bacterial concentration of 1.5 x 10°
CFU/gr of feces. The methodology described in this paper can be used as a tool for a fast,
complementary and economical identification of infections caused by Y. pseudotuberculosis

in cuyes.
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INTRODUCCION

En Colombia en los departamentos de Nari-
fio y Putumayo la produccién de cuyes (Ca-
via porcellus) se constituye en un importante
renglén econdémico y cultural de la poblacién
campesina, siendo esta una fuente tradicional
de ingresos y de proteina de origen animal que
contribuye a la seguridad alimentaria en estas
regiones. La poblacién estimada de cuyes para
el afio 2004 en Narifo fue de 1.335.000 animales
de acuerdo al censo realizado por la Secretaria
de Agricultura de Narifio (el censo ne incluye
el 100% de los datos de laregion) ., Ademas de
la nutricién y la tecnificacién de los sistemas de
produccidn, las enfermedades infecciosas for-
man parte de las limitantes de produccion de
las explotaciones de cuyes. La yersiniosis, cau-
sada por Yersinia pseudotuberculosis, es una de
las principales enfermedades que causan pérdi-
das econdmicas importantes en los sistemas de
explotacion cuyicola de la regidn sur-occidental
del pais, tal y como sucede en paises andinos
como Ecuador, Pertt y Bolivia, y que dependien-
do de la patogenicidad de la cepa involucrada
y las condiciones sanitarias, inmunolégicas y
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nutricionales de los animales genera diversos
indices de morbi-mortalidad en estos ,,

Y. pseudotuberculosis es una bacteria cocobacilar
Gram negativa, que ha sido identificada ocasio-
nalmente como agente causal de enfermedad
intestinal en el humano, el cual adquiere la in-
feccién mediante ingestién de agua y alimentos
contaminados. Esta bacteria estd genéticamente
relacionada a otras dos especies patdgenas del
mismo género de importancia en salud publica,
Yersinia enterocoliticn y Yersinia pestis, las cuales
han sido también identificadas en animales do-
mésticos y silvestres o)
Dada la importancia econémica de los cuyes en
ciertas regiones y las posibles implicaciones en
salud publica que pueden llegar a tener las in-
fecciones causadas por Y. pseudotuberculosis, es
necesario implementar métodos de diagnéstico
para esta enfermedad que permitan la deteccion
temprana del patdgeno, permitiendo la imple-
mentacién oportuna de medidas de control que
no impliquen el uso irracional de antibiéticos evi-
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Tabla 1. Grupo de enterobacterias utilizadas en los ensayos experimentales para la
valuacidén de la especificidad analitica de la técnica

Especie

Fuente

Yersinia pseudotuberculosss

Yersinia pseudotuberculosis

Yersinia enterocolitica

Yersinia kristensent

Salmonella enterica serovar Enteritidis
Escherichia coli

Escherichia coli

YPCC 024* aislamiento clinico de cuy
ATCC 29833**

ATCC 23715

ATCC 33639

Aislamiento clinico de higade de cuy
Aislamiento de materia fecal de cuy
Aislamiento de pollo

*  Cepa de campo ** Cepa de referencia

de cepas resistentes a estos. Para el diagnéstico
de Ia yersiniosis actualmente se utilizan diversas
metodologias entre las que se encuentran el ais-
lamiento bacteriano y su confirmacidn mediante
pruebas bioquimicas y la hemoaglutinacién, las
cuales tienen limitado valor diagnéstico ya que
tienden a ser dispendiosas, con valores de sensibi-
lidad variados y requieren de mucho tiempo para
su desarrollo. En razén al papel que cumple el
diagndstico como herramienta en el control de las
enfermedades infecciosas, es de gran interés esta-
blecer una metodologia diagnéstica base, con un
buen nivel de sensibilidad y especificidad. Actual-
mente existen algunas técnicas moleculares, como
PCR, de alta sensibilidad basadas principalmente
en la deteccion de secuencias especificas de 4cidos
nucleicos, que poseen ventajas comparativas de
sensibilidad, especificidad y facilidad frente a las
metodologias convencionales. El presente trabajo
tiene como objetivo validar un método sensible y
especifico basado en una PCR anidada para la de-
teccién molecular de Y. pseudotuberculosis en heces
de C. porcellus infectadas experimentalmente.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y métodos microbiolégicos

Enel presente trabajo se utilizo una cepa de Yersinia
pseudotuberculosis de referencia proveniente de la
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coleccidn americana de cultivos {ATCC 29833) vy
una cepa de campo perteneciente a un aislamiento
hecho a partir del higado de un cuy en un brote
de yersiniosis que ocurrid en una explotacion del
departamento de Narifio (YPCC 024). La cepa de
campo fue clasificada como Y. pseudotuberculosis
mediante identificacién bioguimica con un kit
comercial para enterobacterias no fermentadoras
(BBL Crystal®). Diversas cepas bacterianas
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae fueron
utilizadas con el fin de evaluar la especificidad
analitica de la metodologia diagnostica {Tabla 1).
Todas las cepas utilizadas pertenecen al laboratorio
de salud animal de CORPOICA-CEISA.

Infeccion experimental de heces

Concentraciones conocidas de cada una de las
cepas bacterianas de Y. pseudotuberculosis (cepa
de referencia ATCC 29833 y cepa de campo
YPCC 024) fueron ajustadas a 1.5 x 10° UFC/ml
en solucién tamponada de fosfato pH 7.4 (PBS),
posteriormente se realizaron soluciones seriadas
1:10 hasta conseguir una concentracién final de 1.5
x 10° UFC/ml. Cada una de las diluciones seriadas
se utilizé para inocular 1 gramo de materia fecal,
fa cual fue obtenida de explotaciones cuyicolas
sin historia de versiniosis, adicionalmente se
realizaron pruebas microbiologicas siguiendo el
protocolo sugerido por la FDA , para confirmar




UNIVERSIDAD Y SALUD

la ausencia de Y. pseudotuberculosis. Las heces
inoculadas se ajustaron con PBS a un voiumen
final de 10 ml de forma tal que la concentracion
final de las suspensiones bacterianas en materia
fecal fuera de 1.5 x 10° a 1.5 x 10° UFC/ml para
ambas cepas de Y. pseudotuberculosis.

Extraccion de ADN

Para el aislamiento de ADN bacteriano se llevé
a cabo un protocolo basado en el uso de fenol-
cloroformo. Adicionalmente se empled el método
descrito por Moller et al , para la separacién
de detritos y restos vegetales en muestras
provenientes de heces. El proceso consistié en
centrifugar por 2 minutos a 200 x g para remover
los fragmentos gruesos procedentes de la materia
fecal y posteriormente el sobrenadante resultante
fue congelado a -20 °C hasta el momento de su
utilizacién.

El aislamiento del ADN de la suspensiones
bacterianas en materia fecal se realizé modificando
la metodologia empleada por Kageyama ef al .
Viales de suspensiones bacterianas previamente
descongelados se llevaron a centrifugacién por
5 minutos a 20000 x g y el sobrenadante fue
descartado mientras que el botdn celular (pellet)
fue resuspendido en 500 pl de PBS estéril y
posteriormente sometido a digestion proteica
en agitacién por 2 horas a 55 °C con 3 pl de
proteinasa K (20mg/ml) y 97 ul de solucion de
lisis (0.2 M de solucion tampén de Tris-HCI
pH 8.0, 50mM EDTA y 6% de dodeci] sulfato
sodico). Terminado el tiempo de incubacién la
muestra fue mezclada vigorosamente por 10
segundos con 600 u! de fenol-cloroformo alcohot
isoamilico  25:24:1(v/v/v). Posteriormente la
mezcla se llevd a centrifugacion por 5 minutos
a 20000 x g, finalizada la centrifugacién, la fase
superior (acuosa) fue removida y transferida a
un vial nuevo de 1.5 ml, al cual se le adicionaron
60 ul de NaCl 3 M, 1 ml de etanol al 100% frio
mezclando suavemente por inversién y después
se llevo a hielo por 5 minutos. Posteriormente la
mezcla fue llevada a centrifugacion a 20000 x g a
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4 °C por 2 minutos y el sobrenadante resultante
descartado, posteriormente se le adiciond
1 ml de etanol al 70% y el procedimientc
de centrifugacion repetido. Finalmente el
sobrenadante fue descartado y el vial se llevé
a secado en incubacion a 30° C por 30 minutos
para después disolver el pellet de ADN en 25
ul de solucidn tampén TE {10mM de Tris-HCi
y ImM de EDTA) a temperatura ambiente por
12 horas y llevado a -20 °C hasta el momento de
SU use.

Amplificacién por PCR

Dos pares de iniciadores para el gen de
virulencia cromosomal inv se usaron para la
deteccion de Yersinin pseudotuberculosis por PCR
y PCR anidada (Figura 1). Los iniciadores fueron
escogidos basados en el reporte de Kageyama
et al ,; la secuencia del fragmento amplificado
forma parte del registro del GenBank con el
ndmero de accesion M17448 (Tabla 2).

La amplificacién por PCR y PCR anidada del gen
inw se llevo a cabo en un termociclador GeneAmp
2400 Perkin Elmer vy las condiciones de amplifica-
cién consistieron en una primera desnaturalizacion
a 95 °Cy 35 ciclos que consistieron en 30 segundos
de desnaturalizacién a 94 °C, 1 minuto de hibrida-
cién a 57 °C y 1 minuto de extension a 72 °C, con
una extension final de cinco minutos a 72 °C. Para
la estandarizacion de las condiciones de amplifica-
cién se evalud el niimero de ciclos de amplificacion
(30, 35 y 40). Adicionalmente algunos de los com-
ponentes de la mezcla de PCR fueron ensayados a
una concentracién final diferente. Los componentes
ensayados fueron: Taq polimerasa (Invitrogen®)
(0.625 Uy 1.25 1), dNTPs (0,1 mM y 0.2 mM) y Mg-
Cl, (1.5 mM y 3.0 mM). Los componentes restantes
de ia mezcia de reaccion se mantuvieron constantes;
iniciadores (0.4 uM), ADN blanco (2,5 ul para una
primera PCR y 1 ul para PCR anidada), tampon de
PCR 10x, la mezcla se llevd a cabo en un volumen
final de 25 pi. Finalmente 10 ul del producto fueron
sometidos a electroforesis horizontal por 40 minu-
tos a 100 V en geles de agarosa al 1% tefiidos con
SYBR Green® al 0.015%, la visualizacion se llevé a
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Figura 1. Ubicacién de iniciadores de PCR y PCR anidada en el gen inv.
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Tabla 2. Iniciadores para detectar e] gen inv por PCR y PCR anidada

Inv
Directo TCIGTCTCTTCATCTGCATT® 0666-0685 738
Reverso GCGTTGCAGATTATCTTTACH 13841403
iny M17448
Directe CGCCAATAACGAGCAGGAGA® 0776-0795 470
Reverso ACGAGTGCCATCCATTGAGG 12261245

* Iniciadores para primera PCR Fuente: Kageyama, et al., 2002

“* Iniciadores para PCR anidada

cabo con luz ultravioleta en un transiluminador. Se sensibilidad analitica en materia fecal se utilizo
utiliz6 como marcador de peso molecular ©1X174  la diluci6n en la que se obtuvo claramente un pro-
RF ADN/Hae III Fragments (Gibco BRL®). ducto amplificado.

Evaluacién del factor de dilucién de ADN en  Evaluacién de la sensibilidad y especificidad
muestras de materia fecal analitica

Para determinar la dilucidén 6ptima en la cual Para determinar la especificidad de las metodo-
inhibidores de PCR existentes en la materia  lo-gias moleculares se realizé amplificacién del
fecal no afcctan la sensibilidad de la prueba,  gen v por PCR y PCR anidada, de muestras
se extrajo ADN de la cepa de referencia (ATCC ~ de ADN extraido a partir de 15 mi de cultivos
29833) de la suspension bacteriana correspon-  bacterianos puros de diferentes enterobacterias
diente a una concentracién de 1.5 x 108 UFC/  (abla 1) con un tiempo de crecimiento de 12
ml en una suspension de materia fecal por el horas en Caldo BHI Para esto se sometieron
método de extraccién previamente descrito.  a amplificacién por PCR y PCR anidada dife-
Este ADN fue dituido en tamp6n TE a las con-  rentes muestras de ADN asi: ADN de Y. pseu-
centraciones de 1:5, 1:25, 1:125 y 1:625, poste-  dotuberculosis como control positivo, agua como

rormente de cada dilucion se lomaron 2.5 )1como  myestra blanco siendo este el control negativo,
ADN blanco para ser amplificado por PCR y PCR

anidada en las condiciones anteriormente men-
cionadas. Finalmente para la determinacién de la

una mezcla de ADN de las diferentes entero-
bacterias con ADN de Y. pseudotuberculosis, una
muestra con ADN de las mismas enterobacte-

(8
(o8




UNIVERSIDAD Y SALUD

rias pero sin Y. pseudotuberculosis, una muestra de
ADN a partir de bacterias producto de la siembra
de materia fecal {no infectada) en caldo BHI; la au-
sencia de Y. pseudofuberculosis en csta muestra de
materia fecal fue comprobada mediante procedi-
mientos microbiolégicos de pre-enriquecimiento,
aislamiento bacteriano siguiendo el protocolo des-
crito por la FDA  y amplificacion del gen i con
PCR anidada.

La evaluacion de la sensibilidad analitica de la
prueba se realizé tomando muestras de las sus-
pensiones bacterianas en concentraciones de
1.5 x 10% a 1.5 x 10° UFC/ml de Y. pscudotuber-
culosis en materia fecal. Estas muestras fueron
sometidas a extraccién de ADN por el método
de fenol-cloroformo descrito previamente, para
después ser amplificadas por PCR y PCR anida-
da. Se considerd el mayor nivel de sensibilidad
a la concentracién bacteriana mas alta en la cual
se observo la presencia de un producto amplifi-
cado del tamafio molecular esperado.

RESULTADOS
Amplificacién por PCR

La intensidad y la definicién de un producte de
PCR visualizado en geles de agarosa al 1% fue el
criterio para evaluar las condiciones de optimi-
zacién de la PCR, Las amplificaciones que me-
jores resultados mostraron fueron aquellas que
sc llevaron a cabo usando las siguientes concen-
traciones finales en ¢l cocktai. de PCR: 1,5 mM
MgCl,, 0,1mM de dNTPs, 0,625 unidades de Tag
polimerasa (Invitrogen®}, tampén de PCR 10x,
0.4 uM de cada iniciador y 2,5 pl de ADN blanco
en un volumen total de 25 ul con unas condicio-
nes de amplificacion de 95 °C en una primera
desnaturalizacion y 35 ciclos de 30 segundos de
desnaturalizacién a 94 °C, 1 minuto de hibrida-
cign a 57 °C y 1 minuto de extensiéna 72 °C, con
una extension final de cinco minutos a 72 °C.

Para la PCR anidada se utilizaron las mismas
condiciones utilizando como ADN blanco 1ul
del producto obtenide en la primera PCR.

Evaluacién del facior de dilucién de
ADN en muestras de materia fecal

Una dilucion 1:5 de ADN obtenido a partir de
materia fecal fue suficiente para obtener un pro-
ducto amplificado en la PCR anidada, pero no
en {a primera PCR, en la que una dilucién mayor
del ADN blanco debe ser hecha. Una dilucién
mayor (1:125) del ADN obtenido a partir de ma-
teria fecal es necesaria para lograr una adecuada
amplificacién tanto en la primera PCR como en
la PCR anidada (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de Ia dilucion de ADN exiraido
de 1a concentracion 1.5 x 10° UFC/gr de materia
fecal sobre la amplificacién por PCR y PCR

anidada
Resultado
Metodologia | Dilucién  |(Visualizacion de producto
por PCR)
Sin diluir -
1:5 -
1£ c 125
R 1125 +
1:625 -
Sin diluir -
1:5 -
r
1:25 -
da
2R < 1125 +
1:625 -

Evaluacién de la especificidad vy sensibilidad
analitica

Al realizar amplificacién tanto en la PCR simple
como en la PCR anidada se observd producto
tan solo en las muestras que contenian material
aendmico de Y. pseudotuberculosts, sin observarse
amplificacién inespecifica ¢ reaccién cruzada en
muestras de las otras enterobacterias. El producto
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Figura 2. Especificidad de PCR anidada con diferentes enterobacterias. MA. Marcador
X174 RF ADN/Hae IIL, Yp. Yersinia pscudotuberculosis, Yk. Yersinia kristensenii, Ye.
Yersinia enterocolitica, S. Salmonella enlerica, Ecl, E. coli 1, Ec2. E. ¢oli 2, Mis. Miscelanea
bacterias fecales. P+Yp, Poul de enterobacterias con Y. pseudetuberculpsis. P-Yp. Pool de
enterobacterias sin Y. psewdotuberculosis, +. Control positivo, -. Control negativo, +a.
Control positivo PCR anidada y -a. Control negativo PCR anidada.
A l UFCler
~ 138 pb
470 pb

Figura 3. Sensibilidad analitica de la PCR en material fecal. A. Primera PCR, B. PCR anidada. M.
Marcador 11X174 RF ADN/Hae III, 105-10% Concentraciones bacterianas en materia fecal, +. Control
positivo primera PCR, -, Control negativo primera PCR, +a. Control positivo PCR anidada y -a.
Control negativo FCR anidada.

obtenido después de ampiificar el gen inv en las
cepas ATCC 29833 y YPCC 024 fue 470 pares de
bases (pb} para la PCR anidada, tal y como se
muestra en la Figura 2.

La sensibilidad analitica en materia fecal fue
evaluada por PCR simple y anidada, observan-
dose que la sensibilidad de la PCR anidada en
materia fecal fue 1000 veces mayor que la PCR
simple (Figura 3).
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DISCUSION

La muestras fecales ofrecen ciertas ventajas
como material diagnéstico para la deteccion de
patogenos, ya que no es necesario llevar a cabo
procedimientos invasivos para ser colectadas,
por lo cual no demandan personal especializado
ni una gran inversién econdmica, facilitando los
muestreos tanto con fines diagndsticos de casos
clinicos come para estudios epidemioldgicos.
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Es por esto que se requiere evaluar técnicas
diagnosticas de deteccién de patégenos en heces.
Diversas metodologias moleculares y microbio-
l6gicas han sido desarrolladas para la deteccion
de patdgenos tales come virus, pardsitos y
bacterfas en materia fecal , ., ,,. Ventajas
comparativas han sido observadas en el uso
de técnicas moleculares al ser comparadas
con las metodologias microbiologicas, en
cuanto respecta a niveles de sensibilidad,
especificidad y complejidad en su realizacién.
Sin embargo, aspectos relacionados con los
costos y la complejidad de la infraestructura y
el equipamiento necesario se convierten en una
limitante en la implementacion de los métodos
moleculares los cuales podrian variar a su vez
en complejidad. De cualquier manera, en nuesira
experiencia, la asociacién complementaria
de los dos tipos de metodologias pueden
incrementar los niveles de sensibilidad y a su
vez se sugiere que la combinacién de los dos
métodos diagnésticos sean usados como rutina
confirmativa (resultados sin publicar).Por otro
lado, pocos estudios han sido disefiados para
evaluar y comparar las ventajas y desventajas
que ofrece cada una de estas metodologias, es
por esto gue la Organizacién Internacional para
la Estandarizacion (1SO) ha empezado a realizar
esfuerzos hacia la estandarizacién de protocolos
para la deteccion de patdgenos en materia fecal
qy El objetivo de este trabajo fue disefar y
validar, en su fase analitica, una metodologia
basada en PCR y PCR anidada para la deteccién
de Y. pseudotuberculosis en materia fecal infectada
artificialmente.

Gran parte del éxito que puedan tener los
procesos basados en la amplificacion de
secuencias espe-cificas de ADN, dependen de
los protocolos de aislamiento y purificacion
escogidos, asi como del tipo de muestra de la
cual se desea obtener el material para amplificar
(1, 15,16 B} protocolo basado en el método de
fenol-cloroformo utilizado en este trabajo para
la extraccion de ADN permitié [a amplificacién
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por PCR de ADN proveniente de materia
fecal. Sin embargo, se han reportado aigunas
desventajas de este método principalmente
por ser toxico para el operario y por su baja
eficiencia en comparacién con otros métodos ,
g Jensen ef al o reportaron que la extraccién
de ADN proveniente de materia fecal de cerdos
por el método de fenol-cloroformo produjo ADN
de baja calidad y en menor cantidad cuando se
compard con el kit comercial QlAamp Stool Kit®,
es posible que la cantidad final de ADN obtenida
por el método de fenol-cloroformo sea afectada
por pérdidas debido a los lavados que se realizan
para la remocién de contaminantes.

La deteccion de Y. pseudotuberculosis en muestras
de materia fecal por PCR o PCR anidada no
fue posible sin ia realizacién de una dilucién
de la muestra de ADN inicialmente obtenido;
consiguiendo con esto que los inhibidores
existentesnoafectaranlareacciéndeamplificacion
y que a su vez una cantidad suficiente de ADN
bacteriano estuviera presente para lograr
amplificaciones  visualmente  detectables.
Estos hallazgos confirmaron el gran efecto de
inhibicién que tienen algunos componentes de
Ia materia fecal, sobre la amplificacion del ADN.
Diferentesestudioshandemostrado previamente
estas observaciones @021 Thornton & Passen,
g 1dentificaron un componente conocido
como fitato, el cual se encuentra normalmente
en grandes concentraciones en las heces de
animales herbivoros actuando como un potente
inhibidor de la reaccién de PCR, reduciendo
la sensibilidad hasta 500 veces. Igualmente
otros autores describen diferentes inhibidores
encontrados enlas heces de animales v humanos
tales como polisacaridos, urea y dcidos biliares
entre otros. ..., Lo anterior confirma que no
solo la cantidad de ADN sino también su pureza
tienen un papel fundamental en la eficiencia de
la amplificacién y por ende en la sensibilidad
de la prueba, principalmente en matrices donde
la presencia de inhibidores es alta , ..

Tal y como algunos autores lo han descrito, el gen
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inv es altamente conservado entre aislamientos
de Y. pseudotuberculosis v no tiene similitud con
otras especies del genero Yersinia . .. Se logré
demostrar en el ensayo de especificidad analitica,
que los iniciadores usados son altamente
especificos para las cepas de Y. pseudotuberculosis
en este trabajo. 5in presentar reaccidén cruzada
con otras especies del mismo género u otras
enterobacterias. Estos hallazgos son compatibles
con los observados por diferentes autores . ..
La sensibilidad de las metodologias moleculares
como PCR, basadas en la amplificacion de
fragmentos de ADN depende en gran medida
de los procedimientos de extraccién de ADN y
purificacion de la muestra. Trabajos adelantados
por Vansnicketal ., reportaron una sensibilidad
similar para la deteccion de Mycobacterium
paratuberculosis por cultivo o PCR anidada en
muestras de materia fecal de bovinos utilizando
una metodologia de extraccién de ADN basado
en la captura magnética. De manera similar
Rasbick et al ,, encontraron que cuando la
PCR es aplicada directamente a cultivos puros
la sensibilidad es alta, normalmente entre 10
10° UFC/ml en una primera PCR, mientras que
cuando PCR es aplicada directamente a materia
fecal de porcinos la sensibilidad podria estar
entre 10° a 10° UFC/gr de heces consiguiendo
los valores mas bajos cuando se utilizan baterias
comerciales de extraccién de ADN.

Dichos valores de sensibilidad concuerdan con
los encontrados en el presente trabajo a pesar
de no haberse utilizado baterias comerciales
de extraccién de ADN, por lo que seria posible
mejorar atin mas la sensibilidad de la misma.
Adicionalmente la amplificaciéon en la primera
PCR y la PCR anidada en materia fecal fue
optimizada realizando umna dilucién 1:125 del
ADN obtenido de la materia fecal para disminuir
la concentracion de inhibidores.

Anteriormente se ha reportado que la realizacion
de PCR anidada puede llevar a un aumento
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considerable de la sensibilidad de la pruebas
(entre 100 y 1000 veces). En este estudio la
sensibilidad de la PCR en materia fecal aumento
1000 veces cuando se usé PCR anidada. Diversos
autores coinciden que la realizacion de una
PCR anidada trae consigo un mayor riesgo de
falsos positivos por contaminacién cruzada con
fragmentos provenientes de amplificaciones
anteriores . ... Con el fin de reducir dicho
riesgo se trabajo en dos areas diferentes de pre 'y
post-PCR y en cada reaccion se utiliz6 un control
negativo para descartar la contaminacién.

Diferentes estrategias han sido utilizadas para
mejorar la sensibilidad de las metodologias
diagnosticas, entre las que sobresalen aquellas
que utilizan procedimientos combinados de
microbiologia y deteccion molecufar. Estas
metodologias se basan principalmente en la
utilizacién de medios de cultivo que permitan el
crecimiento selectivo del organismo blanco y que
ademas sean compatibles para la amplificacion
directa por PCR, sin complicados procedimientos
de extraccién de ADN arasy Adicionalmente es
posible mejorar la sensibilidad de la PCR per se
utilizando por ejemplo facilitadores de lareaccion
{albtimina sérica bovina, betaina y glicerol entre
otros) y polimerasas con mayor resistencia a los
inhibidores ;.. .

De manera importante se debe resaltar que esta
técnica al ser utilizada de rutina, el monitoreo de
sistemas de produccién animal podria tener un
bajo costo, el cual se encuentra estimado en la
mitad del valor del diagnoéstico microbioldgico
confirmativo; valor que podria disminuir aan
mas sl se realizaran ajustes adicionales en
la extraccion de ADN. Finalmente se espera
que este trabajo contribuya a la realizacion de
investigaciones posteriores en metodologias
en este tipo de muestras clinicas, no sole en
especias animales sino también en humanos
como potencial uso diagnéstico en ta deteccion
de patdgenos de afeccion entérica.
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