Capitulo XX

La genética molecular como herramienta
para el diagnostico de patologias en la Ganaderia
Doble Proposito

Jestis Maldonado, MSc

INTRODUCCION

Biologia molecular es la ciencia que estudia la vida y los mecanismos que ope-
ran, a nivel molecular, en todos los organismos vivientes. La genética molecular como
rama de la biologia molecular se encarga del estudio profundo del material genético.
La genética molecular tiene entre sus antecedentes el modelo estructural del acido de-
soxirribonucleico (ADN) propuesto por Francis Crick y James Watson en 1953, estu-
dio que marco el verdadero inicio del analisis bioldgico molecular.

En Venezuela, el diagndstico molecular, sobre todo a nivel veterinario, ha sido uti-
lizado fundamentalmente en programas de investigacion cientifica. Sin embargo, en la
actualidad la necesidad de emitir diagndsticos mas certeros y oportunos ha transformado
practicamente en exigencia el hecho de aplicar las técnicas moleculares de forma rutina-
ria en el ambito veterinario y por ende en la ganaderia doble propésito.

En este capitulo fundamentalmente nos referiremos a la aplicacion de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés) aplicada al
diagnoéstico veterinario. La PCR es una técnica de laboratorio que permite copiar
in vitro secuencias especificas de ADN y duplicarlas, proceso que repitiéndose un
numero determinado de veces (ciclos), permite obtener como resultado un aumen-
to exponencial (amplificacidon) del nimero de copias con las que inicialmente co-
mienza la reaccion, y asi determinar la presencia del patdégeno a investigar en caso
de que esté presente en la muestra analizada. Existen diversas variantes de la PCR
y cada una presenta una serie de caracteristicas que le puede conferir ventajas téc-
nicas o econémicas en el diagnéstico veterinario.

No obstante, en términos generales la principal ventaja de la PCR es su extre-
mada sensibilidad y especificidad. Caso sin excepcidn, no existen otros anélisis de
laboratorio que puedan competir con los estudios moleculares al momento de eva-
luar el grado de sensibilidad y especificidad; ademas, la técnica destaca por gene-
rar y hasta cuantificar resultados en breves periodos de tiempo y lo que es muy im-
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portante a partir de una minima cantidad del patégeno lo que nos asegura poder hacer
diagndsticos mas certeros.

Sin embargo, la extrema sensibilidad que tiene la técnica, constituye al mismo
tiempo su principal inconveniente porque pequenos errores en la implementacion de
la técnica pueden conllevar a contaminaciones con el propio material amplificado que
pueden conducir a diagnosticos errados por falsos positivos; ademas en algunas oca-
siones se presentan amplificaciones inespecificas dificiles de resolver. Esta particula-
ridad de la técnica, obliga a contar con infraestructura, consumibles y reactivos apro-
piados, personal capacitado y que en cada analisis sean incluidos una bateria de con-
troles que nos permita llegar a un diagndstico preciso.

A pesar de algunas limitantes, la introduccion de la biologia y mas especificamente
de la genética molecular aplicada a examenes especiales, constituye un progreso significa-
tivo que rompe esquemas en el diagnoéstico tradicional. No cabe duda que este nuevo paso
abrira todo un universo biomolecular capaz de cubrir muchas necesidades, sobre todo
complementando y/o optimizando los esquemas diagndsticos convencionales.

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Segun la Organizacion Mundial de la Sanidad Animal (OIE, 2000), la aplica-
cién de métodos de genética molecular para el diagnodstico de enfermedades infeccio-
sas y el desarrollo de vacunas ha venido creciendo en los tltimos afios de manera sus-
tancial, no obstante, para que estos métodos moleculares sean ampliamente utiliza-
dos, necesitan ser:

* Faciles de aplicar, razon por la cual deben superarse una serie de complicacio-
nes técnicas que en algunos esquemas imposibilitan su uso rutinario.

¢ Seguros, tanto para el usuario, como para la muestra y el medio-ambiente. Por
esta razon las medidas de bioseguridad deben ser muy estrictas a la hora de im-
plementar este tipo de metodologias diagnoésticas.

¢ Sensibles, porque generalmente este punto es la principal ventaja de las técnicas
diagndsticas moleculares, permitiéndoles detectar patégenos que no se pueden
diagnosticar con otras metodologias.

* Reproducibles, porque es imprescindible que los resultados obtenidos en un la-
boratorio sean equivalentes a los obtenidos en otros laboratorios, siempre que se
trate de la misma muestra y que sea procesada con la misma técnica.

¢ Susceptibles a automatizacién, lo que permita manejar grandes nimeros de
muestras.

Usos del Diagnéstico Biotecnolégico

Las herramientas de biologia molecular aplicadas al diagndstico veterinario,
presentan una serie de caracteristicas, sobre todo sustentadas en la enorme sensibili-
dad y especificidad que estos ensayos pueden alcanzar, lo que les confieren ventajas en
los siguientes aspectos:
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¢ Implementacion de Pruebas de Oro o “Gold Standard” para el diagnéstico defi-
nitivo de ciertas enfermedades o para establecer ensayos comparativos con otras
metodologias diagndsticas de rutina.

® Deteccion de Patégenos que cursan con sintomatologia crénica, que son muy
dificiles de detectar por otros métodos directos (por ejemplo, mediante observa-
cién microscopica), o indirectos (por ejemplo ensayos serologicos).

* Donde el diagnéstico serolégico no pueda ser usado, bien sea por la débil o au-
sente respuesta humoral o por la confusion entre los titulos de anticuerpos pro-
ducto de una infeccién de campo o una vacuna.

¢ En estudios muy precisos de indole cientifico, donde es muy importante la de-
terminacion certera de la presencia o ausencia de determinado patégeno.

Tipos de Diagnéstico Biotecnolégico

Como se indic6 anteriormente, en este capitulo nos referiremos fundamental-
mente al diagnéstico molecular utilizando la técnica de PCR, no obstante el uso de
herramientas biotecnoldgicas aplicadas al diagndstico puede orientarse basicamen-
te hacia:

® La deteccion de acidos nucleicos de un determinado patégeno.
¢ El reconocimiento de ciertas proteinas especificas de un microorganismo.

¢ La determinacion cualitativa y/o cuantitativa de anticuerpos generados especi-
ficamente contra un determinado organismo o componentes del mismo.

Deteccion de Acidos Nucleicos de un determinado patégeno con fines
diagnésticos

Con la finalidad de estudiar los acidos nucleicos, los bidlogos han desarrollado
un gran ndmero de técnicas que usadas racionalmente pueden ser perfectamente
adaptables al diagndstico veterinario, dentro de estas técnicas destacan:

¢ El Polimorfismo de longitud de fragmentos por restriccion (RFPL).
* Lareaccion en cadena de la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés).
¢ Las Sondas y Micro-arreglos de ADN.

Debido a la versatilidad, facilidad y costos de la técnica, s6lo discutiremos algu-
nos aspectos basicos de la PCR.

PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)

La PCR es una metodologia que resulta de la aplicacion practica de los princi-
pios de duplicacion celular del material genético. Comienza con la desnaturalizacion
del ADN para obtener ADN monocatenario o hebras sencillas de ADN, seguida de
una hibridacion especifica de esta hebra sencilla con un oligonucleétido cebador y
culmina con la duplicacion de la hebra sencilla mediante la accion de una ADN poli-
merasa a partir del cebador. Al aplicar de forma ciclica estos tres procesos se obtienen
miltiples copias del fragmento blanco en muy poco tiempo.
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El proceso se realiza fundamentalmente con los siguientes reactivos. Cuatro de-
soxiribonucleétidos trifosfato (ANTP“s) como sustrato para la sintesis del nuevo
ADN. Para que estos puedan ser reconocidos por la ADN polimerasa deben estar
acompanados de Mg?2+. También se requiere la presencia de los oligonucledtidos ce-
badores de cadena sencilla, generalmente sintéticos y cuyo tamano casi nunca excede
los 30 nucledtidos; las secuencias de estos cebadores deben ser complementarias a los
extremos 3~ de la region blanco, por esta razon, la region donde hibridan los cebado-
res define la longitud del fragmento amplificado. Por tltimo, se necesita una ADN
polimerasa termoestable, es decir, que sea enzimaticamente activa a temperaturas re-
lativamente altas (entre 75 y 95°C); la naturaleza termoestable de la enzima permite la
utilizacién de la misma en ciclos sucesivos sin perder actividad, ademas, la replica-
cion a estas temperaturas impide la formacion de hibridos mal apareados y contribuye
a la especificidad y rendimiento del proceso.

Una vez que se han colocado en el tubo de reaccién las cantidades adecuadas de
todos los reactivos y la muestra, la mezcla se coloca en un termociclador (Figura 1), apa-
rato que controla el niimero de ciclos, ademas del tiempo y temperatura de cada uno de
los ciclos requeridos para amplificar el ADN blanco. Cada ciclo consta de tres etapas:

* Desnaturalizacién: en esta etapa se produce la separacién de las dos hebras de
ADN de la muestra, mediante incubacion durante 30 a 120 segundos, a una tem-
peratura mayor que la temperatura de fusion del segmento de ADN blanco, ge-
neralmente entre 68 y 97°C.

¢ Templado: el enfriamiento rdpido por debajo de la temperatura de fusién del
segmento de ADN blanco, permite la hibridaciéon de las hebras sencillas de
ADN que contiene la secuencia de interés, con los oligonucleétidos cebadores.
Normalmente se usan temperaturas que van desde los 37°C hasta los 65°C; esta
temperatura se mantiene durante 10 a 120 segundos.

¢ Elongacion: es la etapa de amplificacién propiamente dicha en la que la ADN
polimerasa termoestable amplifica los cebadores, empleando como molde las
hebras originales con la secuencia blanco (Bruce et al., 1994; Gonzilez, 1999;
Luque y Herrédez ,2001; Rawn, 1989; Sambrook et al., 1989).

=i

Figura 1. Termociclador, equipos de electroforesis horizontal y transiluminador de luz U.V.
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En resumen, la reaccion en Cadena de la Polimerasa es fundamentalmente una téc-
nica de clonacién acelular, que tiene como objetivo obtener un conjunto de moléculas de
ADN genéticamente idénticas entre si y a su precursora. Es importante acotar que como
cada componente individual de un clon contiene la misma informacién genética, la PCR
produce una amplificacién genética y es esta amplificaciéon masiva de una determinada
secuencia de ADN la que le brinda a la PCR su papel en el diagndstico.

Como se comenté anteriormente, la PCR tiene una serie de requerimientos téc-
nicos que pueden limitar su aplicacién en el campo diagndstico, entre estas limitacio-
nes destacan:

® Para implementar la técnica de PCR, en la mayoria de los casos se requiere co-
nocer parte de la secuencia del fragmento de ADN a amplificar.

* Se necesita personal calificado para disefiar e implementar la técnica de PCR.

¢ Es necesario contar con equipos, materiales y reactivos especiales para amplifi-
car las moléculas de ADN hasta hacerlas detectables por algiin método.

¢ Serequiere la infraestructura adecuada para minimizar los riesgos de contami-
nacion de las muestras y/o reactivos o equipos.

LABORATORIO DE DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LA UCLA

En la Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado” (UCLA) se cuenta con
un Laboratorio de Diagndstico Molecular donde se han venido desarrollando, opti-
mizando y modificando metodologias seroldgicas y moleculares que serviran de he-
rramientas que contribuyan en el conocimiento del estatus sanitario animal.

Actualmente se esta trabajando en el diagndstico de las siguientes patologias de
interés veterinario: Anaplasmosis, Brucelosis, Leptospirosis, Neosporosis, Fiebre Q,
Rinotraquitis Infecciosa Bovina (IBR) y Diarrea Viral Bovina (DVB). Como un ejem-
plo del trabajo que realiza el Laboratorio de Diagnéstico Molecular de la UCLA, se
haré referencia especial al desarrollo alcanzado en el Diagnéstico de Anaplasma spp.

ANAPLASMOSIS

La enfermedad es producida por Anaplasma marginale, una protobacteria que se
multiplica en los eritrocitos (Kocan y col., 2003). Se asume que el patégeno es trans-
mitido biolégicamente por garrapatas, mecdnicamente por dipteros hematéfagos
(Brown y col., 1998), iatrogénicamente (Wanduragala y Ristic, 1993) o por via trans-
placentaria (Zaugg, 1984).

Diagnéstico

El diagnéstico de la patologia puede llegar a ser complejo, a pesar de la alta pre-
valencia de la enfermedad en la mayor parte de las zonas tropicales y sub-tropicales,
en este sentido tenemos que:

¢ Cuando nos basamos en el diagnéstico clinico, la anaplasmosis comparte muchos
sintomas con otras enfermedades causadas por otros agentes hemotrépicos.
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¢ Aunque el diagnéstico patolégico es orientador, no existe ningiin sintoma o ha-
llazgo “patognomonico” que permita llegar a un diagnéstico definitivo.

¢ Eldiagnéstico epidemioldgico orienta al veterinario hacia la o las enfermedades
presentes en una determinada zona y por lo tanto es de principal importancia a
la hora de llegar a una conclusion diagnostica.

* Como en todos los casos, el Diagnostico de Laboratorio, sdlo es una herramien-
ta con la que cuenta el clinico para confirmar o descartar las sospechas diagnds-
ticas que el analisis clinico le ha sugerido. No obstante, el laboratorio le permite
al veterinario clinico llegar a un diagnoéstico definitivo de una determinada pa-
tologia, cuando se aplica la técnica adecuada.

En este sentido, el diagndstico es complejo porque los signos clinicos son comu-
nes a varias hemoparasitosis (OIE, 2000). La identificacion del patégeno en frotis
constituye una evidencia diagndstica importante (Figura. 2), pero esto s6lo es posible
cuando hay alta rickettsemia o alta carga del patégeno en la muestra. Es por esto, que
mediante un buen frotis sanguineo, se puede detectar la presencia del patégeno s6lo
cuando hay mas de 1.000.000 de eritrocitos parasitados de los 10° (1000.000.000) eri-
trocitos que hay en cada mL de sangre de un bovino. Por lo tanto, la sensibilidad de
un buen frotis, en el mejor de los casos le permite detectar al patégeno cuando el 0,1%
de los eritrocitos totales esta parasitado.

-

Figura 2. Foto de un frotis sanguineo con eritrocitos infectados con Anaplasma marginale (flechas).

Para aumentar la sensibilidad diagnéstica y manejar en corto tiempo importan-
tes volimenes de muestras, se han implementado varias pruebas inmunodiagnésti-
cas, pero éstas generalmente carecen de la sensibilidad y especificidad requerida para
realizar el diagndstico apropiado; no obstante, actualmente se cuentan con varios for-
matos de ELISA que han superado los problemas de sensibilidad (Torioni y col.,
1998) pero que no son capaces de determinar cudl es la especie de Anaplasma que esta
provocando la respuesta inmune, razon por la cual un resultado positivo en este for-
mato de inmunoensayo puede indicar infeccion por A. marginale, pero también puede
ser por A. centrale o A. phagocitophilum.



236 [ Fesiis Maldonado

Diagnéstico molecular de A. marginale

La implementacién de técnicas moleculares generalmente se ha asociado a traba-
jos de investigacion; no obstante, su uso en estudios epidemiolégicos en anaplasmosis y
en el diagnoéstico es factible al implementar la técnica de PCR anidado o doble PCR
(nPCR), pudiéndose considerar como prueba definitiva para identificar animales ver-
daderamente infectados (OIE, 2000). En el nPCR se realizan dos rondas de amplifica-
cién, donde el producto de la primera ronda sirve de molde para la segunda ronda de
amplificacién, obteniéndose generalmente mayor sensibilidad y en algunos casos ma-
yor especificidad, aunque aumentando la posibilidad de contaminaciones por la mani-
pulacion de los tubos con grandes cantidades del ADN previamente amplificado.

¢Por qué utilizar la PCR para el diagnéstico de A. marginale?

* Porque es un método diagnéstico extremadamente sensible.
* Porque es un método diagnéstico extremadamente especifico.

* Porque segin la OIE, constituye la “Prueba de Oro” para esta enfermedad en
particular (OIE, 2000).

* Porque se pueden validar otras metodologias diagndsticas partiendo de los re-
sultados del nPCR.

Ventajas del diagnéstico de A. marginale con PCR

¢ Diagnostico preciso y certero de la presencia de A. marginale y/o A. centrale y/o
A. phagocitophilum. en las muestras analizadas.

¢ Uso en estudios clinicos y epidemiolégicos bajo nuestras propias condiciones.
® Un adecuado uso serviria al momento de exportar animales a otros paises.

* La experiencia obtenida sirve de base para el diagnéstico de otros patogenos.

Desventajas del diagnoéstico de A. marginale con PCR

¢ Costos relativamente elevados.
* Se requiere de personal técnico altamente capacitado.

* Sino seaplica racionalmente la técnica se tiene un alto riesgo de contaminacién
que puede conducir a diagnésticos errados.

¢ S6lo nos indica la presencia o ausencia de ADN del patégeno.

¢ No constituye una solucion, es s6lo una herramienta.

Algunos usos resaltantes de 1a PCR en la Anaplasmosis

¢ Campo clinico.
¢ Campo epidemioldgico.
¢ Dirigir estrategias de control.

® Determinacién del rol de los vectores imputados en la transmision.
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* Impacto de la transmision transplacentaria.

* Importancia de la transmisién iatrogénica.

Aplicacion de 1a PCR en la deteccion especifica de A. marginale
y su diferenciacion, a nivel molecular del A. centrale.

A manera de ejemplo sélo ilustraremos algunos de los resultados obtenidos. En
nuestro laboratorio se conduce un estudio de seroprevalencia y prevalencia molecular
de Anaplasma spp. donde se trabaja en la genotipificacion de las diferentes cepas de
Anaplasma marginale presentes en las zonas de Venezuela incluidas en el estudio. Al
mismo tiempo se evalda la prevalencia de A. centrale y el impacto de la vacunacién con
este microorganismo en nuestros rebanos.

Es importante recordar que para escoger una metodologia de diagndstico mole-
cular aplicada al diagnoéstico de un patdgeno en particular, ésta debe ser: facil de im-
plementar, segura, sensible, especifica, reproducible y susceptible a automatizacion.
En este sentido la implementacién de la técnica de PCR y una de sus variantes la
nPCR o PCR anidado cumple con gran parte de los requerimientos sefialados, alcan-
zando una sensibilidad de 30.000 eritrocitos parasitados por mL de sangre para la
PCR (Figura 3) y 30 eritrocitos parasitados por mL de sangre para la nPCR (Fig 4), lo
que constituye un incremento en la sensibilidad diagndstica de 3 y 5 6rdenes de mag-
nitud respectivamente, con respecto al diagnostico de rutina mediante observacion
microscopica de frotis sanguineos.

msp5 467 pb —»

bPL 368 pb—>

Figura 3. Foto de un Gel (PCR primera ronda) con el Amplificado de 467 p.b. correspondiente al gen
msp5 (C+ y 4, linea superior) y con el Amplificado del gen control bovino bLP de 368 p.b (linea infe-
rior)

Fuente: Elaboracion propia.
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msp5 344 pb —»

Figura 4. Foto de un Gel (nPCR segunda ronda) con el Amplificado de 344 p.b. correspondiente al gen
msp5 y amplificados inespecificos (Muestras 3, 11, 13 y 25).
Fuente: Elaboracion propia.

A pesar de la factibilidad de usar la técnica de PCR anidado (nPCR), considera-
da como la prueba definitiva para identificar animales verdaderamente infectados
(OIE, 2000), su aplicacion a nivel de laboratorios ha presentado importantes inconve-
nientes debido al alto ndmero de falsos positivos por problemas de contaminacién
(OIE, 2004). Al igual que muchos otros laboratorios del mundo, al aplicar la metodo-
logia nPCR observamos amplificaciones inespecificas que dificultaban el diagndstico
(Fig. 4), razon por la cual, en el Laboratorio de Diagnéstico Molecular desarrollamos
e implementamos otra variante de la PCR conocida como one-stage nested PCR o PCR
anidada en una sola etapa (osnPCR), donde las dos rondas de amplificacion estén li-
mitadas por la concentracioén de los oligonucledtidos externos.

Al implementar la osnPCR disminuyeron los riesgos de contaminacion, redu-
ciendo los costos de manera significativa; mantienen la alta sensibilidad diagndstica
del nPCR, a la vez que disminuyen el tiempo para obtener los resultados, lo que en
conjunto permitié superar los problemas de inespecificidad y por ende, facilit6 el
diagnoéstico de A. marginale en nuestro laboratorio (Figura 6).

Por otro lado se ha implementado la deteccion especifica de A. centrale para estu-
diar el comportamiento del microorganismos en rebanos donde se ha inmunizado
con este patdgeno, evaluando su capacidad infectiva y su persistencia en dichos reba-
nos (Figura 7).
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M 8 9 10 11 12 13 14 15 C+

msp5 208 pb —>

Figura 6. Gel con el amplificado de 208 p.b. correspondiente al gen msp5 (muestras 10, 13 y el control
positivo C+), al aplicar la osnPCR (Version 1).
Fuente: Elaboracion propia.

100 11 12 13 14 15 16 V C+ A

&———=317pb
| €& 150 pb

Figura 7. Gel con el amplificado de 150 p.b. correspondiente al gen mpb58 de A. centrale (muestras 1 a
la15y el control V) y el amplificado de 317 p.b. correspondiente el gen de A. marginale msp5 (Muestra
C+), al aplicar la osnPCR (Version 2)

Fuente: Elaboracion propia.

CONCLUSIONES

La implementacion de técnicas de genética molecular en el 4mbito del diagnéstico
veterinario se esta convirtiendo progresivamente en una de las principales herramientas
con las cuales cuentan los laboratorios para llegar a diagndsticos cada vez mas rapidos y
precisos. Es por esto que su uso se ha comenzado a diseminar masivamente y para algunas
enfermedades muy importantes, como es el caso de la Influencia Aviar altamente patoge-
na, constituye la via de monitoreo epidemiolégico y de diagndstico mas aceptada a nivel
internacional. Es probable que en muy pocos afios estas técnicas complementen o sustitu-
yan algunos de los esquemas de diagndstico utilizados rutinariamente en la actualidad;
pero mas importante aun, es acotar que estas metodologias tienen sus desventajas y en al-
gunos casos no pueden sustituir al diagnostico convencional.
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