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RESUMEN

La produccién de pollos de granja

es una de las Palabras

en este estudio generd resultados Optimos es secir
demostré mejor especificidad, sensibilidad y lzajsto.
Clave: PCR en tiempo real, Tagman,

actividades mas difundidas en el departamento de SyberGreen, diagndéstico, Mycoplasma.

Cochabamba-Bolivia, donde los productores se

encuentran permanentemente frente a grandes desafio ABSTRACT

cémo la aparicion de nuevas enfermedades como la

micoplasmosis causada Pdycoplasma gallisepticumy
Mycoplasma synoviae. La micoplasmosis causa grandes

Poultry breeding is one of the most widespreadviigti
in the department of Cochabamba- Bolivia, where

pérdidas econdmicas debido a que esta enfermedad s producers are permanently facing major challenges a

propaga muy rapido. Hoy en dia el diagnéstico deses

the emergence of new diseases like mycoplasmosis

patégenos se realiza por métodos seroldgicos, sin caused byMycoplasma gallisepticum and Mycoplasma
embargo, estas técnicas consumen mucho tiempo y asynoviae. Mycoplamosis causes significant economic

veces conducen a identificaciones erréneas. LascHs

losses because this disease spreads very fasty Tloela

moleculares basadas en PCR en tiempo real son masdiagnosis of these pathogens is performed by sgitab
ventajosas que las técnicas seroldgicas, ya que sonmethods; however, these techniques are time congumi
rapidas, sensibles y especificas. Ademas pueden serand sometimes lead to misidentifications. Molecular

econOmicas en el andlisis de diversos patégenamen
Gnico ensayo (PCR multiplex). En este estudio se
compararon los diferentes métodos para el diagroosti
molecular deM. gallisepticum y M. synoviae a fin de
establecer un servicio comercial. Para realizae est
trabajo, se utilizaron muestras de hisopado trdguea
tomadas de las vias respiratorias. Se extrajo ADN p
tres métodos (kit de extraccién Mini Qiamp ADN de |
firma Qiagen, método de choque térmico y método
convencional con buffer de lisis) y luego fueron
analizados por un kit comercial (Isi TagVet) yusb de

un kit de diagnéstico molecular desarrollado ete es
estudio. EI método de extraccidon con un buffelisis,
junto con el kit de diagndstico molecular dedtadw

techniques based on real-time PCR are more
advantageous than serological techniques as they ar
rapid, sensitive and specific. Moreover they caridss
expensive when analyzing various pathogens inglesin
assay (multiplex PCR). The aim of this study was to
compare the different methods for molecular diagnos
of M. gallisepticum and M. synoviae to establish a
commercial service. To achieve this goal, we used
tracheal swab samples obtained from the airwaysA DN
was extracted by three methods (kit DNA extraction
Mini signature Qiamp Qiagen, heat shock method and
conventional method of lysis buffer) and then the
samples were analyzed by a commercial kit (LSI
TagVet) and by a molecular diagnostic kit developed



M. Campercet al. / BIOFARBO, 19(1), Junio 2011, 34 - 43

this study. The method of extraction with a lysidfer
together with the molecular diagnostic kit develbpe
this study generated the best results and demtedstra
better specificity, sensitivity and low cost foreth
molecular diagnosis of avian mycoplasmosis .

Key Words: Real-time PCR, Tagman, SyberGreen,
diagnostic, Mycoplasma

INTRODUCCION
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Cochabamba, provincia Cercado a 2.558 metros sbbre
nivel del mar.

La poblacion fue escogida en funcién al diagndstico
presuntivo.

Para la toma de muestras se utilizaron hisoposilesté
dichos hisopos fueron introducidos en la traquea de
pollo hasta ser completamente embebidos de senreci6
traqueal y después fueron depositados en 1 ml de
solucién PBS para la conservacion de la muestre has
Su posterior proceso.

Cochabamba es uno de los departamentos donde laAntes del proceso de extraccion se realiz6 un paso
produccién avicola es una de las mas difundidas e previo que es la preparacidon de muestras, eretsta

importantes. El productor avicola frecuentemente se
enfrenta a la aparicion y difusién de enfermedaeesse

se centrifugaron las muestras a 10000 rpm, para
asegurar que estén libres completamente del hisppo

éstas Mycoplasmosis aviar. Esta es una enfermedadluego se retiran los hisopos, dejando en los teblisla

respiratoria  que provoca pérdidas econdmicas
significativas en las granjas avicolas de Cochalkamb
La Mycoplasmosis aviar se detecta clasicamente
mediante métodos seroldgicos, pero dichos métodos n
presentan una alta especificidad y sensibilidachbién

muestra.

Después se agruparon las muestras de esta maeera:
saco un alicuota de 1 ml de cada tubo para foahar
pool de 30 muestras y este pool fue procesado gmo
fuese una sola muestra y para la extraccion por los

se requiere que la enfermedad evolucione para ser diferentes métodos se sacé un alicuota de 6001hb

detectada, es decir que con las pruebas serolGyicss

del pool de 30 muestras, la cantidad depende deldmé

pude detectar Mycoplasmosis aviar en la etapa de de extraccién a usar.
incubacion de dicha enfermedad. Otra desventaja de Extraccion de ADN bacteriano por el kit comercial

dichas pruebas es la presencia de falsos negativos
falsos positivos:?

El diagnostico molecular es un método de detecg@®n
enfermedades, que permite identificar el agente
patégeno con criterios genotipicos. EI mismorpier

Mini Qiamp ADN de la firma Qiagen. A partir del
pool de 30 muestras se toma una alicuota de 608 pl
partir de la cual se ha extraido ADN bacteriano
utilizando el kit Mini Qiamp ADN de la firma Qiagen
siguiendo las recomendaciones del fabricante

un diagndstico precoz de las enfermedades, pudiendo (Handobook Quiagen).

realizarse una deteccion pre sintomatica,
proporcionando de esta manera beneficios mdultiples
para el pacient®.

La PCR en tiempo real tiene varias ventajas sobre e
método clasico seroldgico. Es una técnica mas tdensi
porque permite procesar muestras biolégicas muy
pequefias, con una especificidad elevada ya quetaete

Extraccién de ADN bacteriano por choque térmico.

Del pool de 30 muestras se retird6 una alicuotal dé

de muestra, se centrifugé a 10000 rpm durante 20
minutos. Se lavé el pellet tres veces con 1enPBS,

se centrifugd 10 minutos a 10000 rpm. Tras emalti
lavado se re suspendié el pellet en 25 ul de, BBS
sometié a un choque térmico: 10 minutos a 100y°C

secuencias genéticas presentes en el patdégeno y eslO minutos en hielo. Por Ultimo se centrifugd BHumos

rapida dado que la amplificacion y la deteccién se
producen en el mismo tubo de reaccion, sin presgsa
ninguna manipulacién posterior que pueda contanfénar
muestra’>®

El objetivo de esta investigacion es desarrollar u
servicio comercial de diagndéstico molecular meigian
PCR en tiempo real para Mycoplasmosis aviar
adaptando un método de extraccién convencional y
desarrollando un kit de diagndstico molecular frgp

a 10000 rpm, pasando el sobrenadante a otro tubo. E
este se encuentra el ADN preparado listo para su
estudid

Extraccién de ADN bacteriano por el método clasico
utilizando un buffer de lisis. Del pool de 30 muestras
se tomdé un alicuota de 1,5 ml. Se sigui6 el paltode
extraccién de ADN bacteriano descrito por Z&ca
cual se realizé modificaciones en la cantidad de lo
reactivos a usar, adaptandolas al volumen de nauestr

reduciendo de esta manera los costos en pruebasEn el protocolo original el volumen de muestraded&0

moleculares por la técnica PCR en tiempo real.
MATERIAL Y METODOS

Toma de muestra para la extraccion de ADN

ml; entonces los reactivos estuvieron en funci@sta

volumen, por ejemplo para el primer reactivo quesles

buffer de lisis, se utiliz6 10 ml. En el protocolo
modificado, el volumen de muestra fue de 1.5 may |
cantidad de buffer de lisis a usar es de 800 pl.

bacteriano. Las muestras se tomaron de dos granjas de Amplificacion y deteccion del ADN bacteriano con el

pollos (1 y 2) ubicadas en el departamento de

sistema TAQMAN. Para la deteccidon simultdnea de
estos dos patégenos se utilizé el kit Multiplex a&vi
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Micoplasma de la firma LSI TaqVet siguiendo el
protocolo de amplificacion descrito por el fabrian

(LSI TagVet).

Seleccion de iniciadores que van a ser usados en la
elaboracion del kit de diagnéstico molecular de

36

PROINPA. Para la seleccion de iniciadores se realizd
una revision bibliografica de trabajos de investiga.

La secuencia de los cebadores utilizados en redtejo

se encuentra en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de cebadores pahdycoplasma gallisepticum y Mycoplasma synoviae®

Patdgeno a ser Region

Numero de acceso Secuencia del cebador directo Secuencia del cebador reverso

detectado gendémica a en el Gen Bank de (5-3") (5-3)
detectar secuencias
Mg mgc2 AE015450 Ttgggtttagggattgggatt ccaagggattcaaccatctt
Ms 16S-23S AY768810 Ctaaatacaatagcccaaggcaa cctectttcttacymmagt
rDNA ISR

Amplificacion por PCR en tiempo real usando el
sistema Syber Green con el kit de diagndstico
molecular de Mycoplasma  gallisepticum vy
Mycoplasma synoviae elaborado por el laboratorio de
Biologia Molecular PROINPA. La amplificacion por
PCR en tiempo real usando el fluorocromo SYBR
Green se realizé con 5 pul de ADN molde y un vaom
final de reaccion de 15 pl. Los diferentes reastige

Multiplex Aviar Mycoplasma de la firma LSI
TaqgVet. En la Fotografia 1 se muestra la curva de
amplificacién Mycoplasma gallisepticum (Mg) vy
Mycoplasma synoviae (Ms) de la granja 1 y en la
Fotografia 2, se muestra la curva de amplificadi@la
granja 2.

También se observo la amplificacion de una cuva q
corresponde al control positivo interno (IPC), csie

prepararon en dos soluciones diferentes, que fueron control se verificd que la extraccion fue eficaz.

preparadas para la deteccién simultaneslytmplasma
gallisepticum y Mycoplasma synoviae.

Para el andlisis de las curvas de disociacionfiadié&
un ciclo en el que tiene lugar un incremento pmdate
temperatura desde 55 a 90 °C, durante 35 min.

RESULTADOS
Sistemas de extraccion 1. Extraccion de ADN

bacteriano mediante el kit Mini Qiamp ADN de la
firma Qiagen y amplificacién — deteccion por el k

Se observé también una linea recta horizontal deede
encuentra el punto de intersecciéon de una curva de
amplificacién con el umbral, denominada Thrieshold
Cycle). Este punto indica el ciclo en el que la
fluorescencia alcanza el valor umbral.

En la Fotografia 1 se observé que plhgcoplasma
gallisepticum se tiene un ct de 30,23 y pdvigicoplasma
synoviae un ct de 31,5. En la FotografiaMycoplasma
gallisepticum presenta un ct 27,22 Wycoplasma
synoviae un ct de 31,10.
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Fotografia 1. Resultados de la amplificacion y detcion de Mg y Ms utilizando un kit de extraccion @agen y kit de deteccion
LSI TAQVET de granja 1

Sistemas de extraccién 2: Extraccion de ADN La eficacia de este método se puede verificar eon |

bacteriano por choque térmico y amplificacion — curva amplificada que corresponde al IPC (control
deteccion por el kit Multiplex Aviar Mycoplasma de positivo interno) ilustrada en las Fotografias &.ySe

la firma LS| TaqVet. En la Fotografia 3 se observd observaron en estas fotografias que en los pdéos
curvas de amplificacién parslycoplasma gallisepticum granja 1 y granja 2, estan presentes las bactekias

(Mg) y Mycoplasma synoviae (Ms) de la granja 1 y en gallisepticumy M. synoviae.
la Fotografia 4 se observo los resultados de la@ta
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Fotografia 2. Resultados de la amplificacion y detcion de Mg y Ms utilizando un kit de extraccion @gen y kit de deteccion
LSI TAQVET de granja 2
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Fotografia 3. Resultados de la amplificacion y detcién de Mg y Ms utilizando el método de extracamchoque térmico y kit
de deteccién LSI TAQVET de granja 1
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Fotografia 4. Resultados de la amplificacion y deccion de Mg y Ms utilizando el método de extracgn choque térmico y kit
de deteccién LSI TAQVET de granja 2

Sistemas de extraccion 3: Extraccion de ADN Este método demostrd ser eficaz, lo cual sefia@ri
bacteriano mediante el método clasico usando un con la amplificacion del IPC que se observd en las

buffer de lisis y amplificacién — deteccién por ekit Fotografias 5 y 6. En estas fotografias también s
Multiplex Aviar Micoplasma de la firma LSI observaron la amplificacibn de las curvas que
TaqVet. La Fotografia 5 muestra la curva de corresponden a las bacterias e gallisepticum y M.
amplificacibn Mycoplasma gallisepticum (Mg) vy synoviae.

Mycoplasma synoviae (Ms) de la granja 1 y la Fotografia No se observd diferencia grafica con el método de
6 de la granja 2. extraccion del kit comercial.
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Fotografia 5. Resultados de la amplificacion y deccion de Mg y Ms utilizando el método de extracgn clasico con buffer de
lisisy kit de diagnostico LSI TAQVET de granja 1
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Fotografia 6. Resultados de la amplificacion y deccion de Mgy
lisisy kit de diagnéstico LSI TAQVET de granja 2

Deteccion simultanea déycoplasma gallisepticum y
Mycoplasma synoviae por PCR en tiempo real
mediante el sistema Syber green utilizando un kit
de diagnéstico molecular elaborado en el
Laboratorio de Biologia Molecular de PROINPA.En
este ensayo se combiné dos pares de iniciadoresy(Mg
Ms) usando en el sistema Syber Green por la técnic
PCR en tiempo real. SYBR Green actla intercalandose
la doble hélice de ADN.

Se realiz6 el diagnostico molecular Ele gallisepticum

y M. synoviae simultdneamente usando el kit elaborado

Ms utilizando el método de extracgn clasico con buffer de

por el laboratorio de Biologia
Bioinformética PROINPA realizando
los diferentes métodos de extraccion.
Con el Kit de extraccidon Qiagen los resultados see
obtuvieron fueron favorables, y reproducibles cos |
resultados obtenidos con el sistema Tagman.

En la Fotografias 7 y 8 se observaron las cuneas d
disociacion, que permiten diferenciar entr#.
gallisepticum y M. synoviae en funcién a la temperatura
de disociacién (Tm).

Molecular 'y
las pruebas con
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Fotografia 8. Curvas de disociacion obtenidas Uitando el kit de extraccién Qiagen y el kit de deiccion molecular elaborado
por el laboratorio de Biologia Molecular PROINPA degranja 2

Con el método de extraccion choque térmico tambén
observo las curvas de amplificacion en las Fotdasab

y 10, pero en las curvas de disociacidn solo serebs
paraM. gallisepticum tanto en la granja 1 como en la
granja 2 y no se ilustra la curva de disociaciorapé

synoviae, debido a que con el método extraccion, el
ADN obtenido no cuenta con la suficiente
concentracion para la deteccion molecular de
Mycoplasmosis aviar usando el sistema Syber Green.
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Fotografia 9. Curvas de disociacién obtenidas utlando el método de extraccidon choque térmico y it de deteccion
molecular elaborado por el laboratorio de BiologiaMolecular PROINPA de granja 1
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Fotografia 10. Curvas de obtenidas utilizando el &todo de extraccién choque térmico y el kit de deteidbn molecular
elaborado por el laboratorio de Biologia MoleculaiPROINPA de granja 2.

Las muestras de la granja 1 y 2 extraidas por &odo En las Fotografias 11 y 12 se observaron las culgas
convencional usando un buffer de lisis y procesadas disociacion y una temperatura de disociacion difeere

el kit elaborado en el laboratorio de Biologia Mular tanto paraM. gallisepticumy M. synoviae.

de PROINPA usando el sistema Syber Green dieron Este método de extraccién resultd ser eficiente y
resultados positivosM. gallisepticumy M. synoviae. especifico para el diagnéstico molecular de

Micoplasmosis aviar.



M. Campercet al. / BIOFARBO, 19(1), Junio 2011, 34 - 43

42

[ ]
Wiesrgorrnburri 1)
- &

= W ] o

lon] 1 i 3 I g3 3 W

Tosi Rosuln
¥

Bt e

5]

|

1

Fotografia 11. Curvas de disociacién obtenidas ilizando el método de extraccion clasico con buffede lisis y el kit de

deteccion molecular elaborado por el laboratorio d@iologia Molecular PROINPA de granja 1
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Fotografia 12. Curvas de disociacion obtenidas ilizando el
deteccion molecular elaborado por el laboratorio d@iologia Mol

DISCUSION

Los resultados obtenidos utilizando el kit comerci
Qiagen mostraron que dicho kit es eficaz, lal ae
verifica con la amplificacion de la curva del canhtr
positivo interno (IPC) ilustradas en las Fotogmafiay 2.
Otra ventaja de este kit es que el proceso deceidra

es corto. La extraccion de ADN por el kit  Mini
Quiamp ADN de la firma Qiagen es un método eficaz
presenta una sensibilidad cercana al 160 %

Con el método de extraccion choque térmico se
observaron que las curvas de amplificacion no tiene
diferencia grafica comparando con las obtenidasepor
kit.

Choque térmico es un método sencillo y el ADN
obtenido por este método dio buenos resultadogral s
usado por la técnica PCR en tiempo teal

También se utiliz6 un método de extracciéon clasico
utilizando un buffer de lisis. De esta forma seugbt
buenos resultados, lo que se verificd graficamente
las curvas amplificadas del IPC (control interno

método de extraccion clasico con buffede lisis y el kit de
ecular PROINPA de granja 2

positivo) y los patégenos Mg y Ms. El método clésic
resulto ser eficaz, ya que el ADN extraido preseiniza
buena pureza con una relacién A260/A280 igual 1.8

Los reactivos utilizados en el método de extractcié
convencional con un buffer de lisis no son de alto
precio en comparacion al Kit de extraccion Mini Q&
ADN de la firma Qiagen.

El sistema Tagman ha demostrado ser muy espegifico
sensible en la deteccion dd. gallisepticum y M.
synoviae como se observan en los resultados obtenidos
usando los diferentes métodos de extraccion y la
aplicacion del kit comercial (kit Multiplex Aviar
Micoplasma de la firma LS| TaqVét)

La técnica PCR en tiempo real usando el sistema
Tagman, presenta una alta especificigadjue tiene un
sonda internaexiste sensibilidad y reproducibilidad de
los resultados verificandose con la deteccion Mie
gallisepticum en muestras clinicas del tracto
respiratorid*.

Comparando los dos sistemas de PCR en tiempo real,
los resultados obtenidos en este estudio muestran u
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elevada equivalencia entre el sistema SYBR Greeh y
sistema TagMan. Estos resultados coinciden con
estudios recientes para la deteccionStphylococcus
aureus''?,
un estudio similar en el que se obtiene una mayor
sensibilidad con el sistema TagMan desarrollad@ par
Saphylococcus ~ aureus en quesd Sin embargo
encuentran més sensible el sistema de SYBR Greenl.
desarrollado par&aphylococcus aureus que el sistema
TagMart. Este caso podria deberse a la optimizacion
de la reaccion, puesto que el SYBR Green emite mas 2.
fluorescencia por amplificado que las sondas TagMan
por lo que el nivel umbral de fluorescencia se ratea
mucho antes obteniendo valores de CT menores. Asi
mismo, el sistema SYBR Green desarrollado por

Fricker® para cepas eméticas Bacilus cereus resulté 3.

10 veces mas sensible que el sistema TagMan, lo que

podria explicarse por la influencia de utilizaredéntes 4.
5.

oligonucledtidos para cada sistema.

En conclusion, el servicio comercial de diagnéstico
molecular de enfermedades aviares perteneciente al
laboratorio de Biologia Molecular de la Fundacion
PROINPA, cuenta con tres métodos de extraccion de
ADN bacteriano, los cuales fueron optimizados para 7.
extraer un ADN de buena calidad que no presente
problemas durante la amplificacién deteccién de
patdgenos por la técnica PCR en tiempo real.

El método de Qiagen empleado para la extraccion de
ADN ha funcionado satisfactoriamente, sin necesitiad
tratamientos previos, para la extraccion de ADNade
patégenod/. gallisepticumy M. synoviae.

Entre los métodos convencionales probados, choque g
térmico es un método corto por PCR en tiempo real
mediante el sistema Tagman los resultados fueron

reproducibles a comparacién de las muestras eagaid 10.

con el Kit comercial Qiagen. El sistema Syber green
present6 buenos resultados.

El método clasico resulté ser el mejor método a#dio

en comparacién a choque térmico y choque térmico
con resina, tomando en cuenta: calidad de ADN,
sensibilidad del método y costo del andlisis mdicu
Con las curvas amplificadas, se verifico que ladad

del ADN es similar a las extraidas por el kit cociedr

Qiagen. 12.

Los dos sistemas empleados para la detecciéon
molecular deM. gallisepticum y M. synoviae, SYBR
Green y TagMan, ofrecen niveles similares de
cuantificacion y sensibilidad.

No obstante, se propone el sistema de SYBR Green
desarrollado por el Laboratorio de Biologia Molecul
de la Fundacién PROINPA que tienen un costo meno
a comparacion del sistema Tagman, lo que represent
una ventaja en el andlisis rutinario de un elevaduoero

de muestras.

11.

13.
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