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El diagnéstico de las
enfermedades infecciosas se
realiza mediante la deteccién
directa o indirecta de los
agentes que la producen. Con
los métodos directos se
detectan los componentes de
los agentes infecciosos, tales
como los acidos nucleicos, las
proteinas estructurales y no
estructurales, y las enzimas,
entre otros. Los métodos
indirectos detectan los
anticuerpos inducidos por las
infecciones.

En uno de los métodos
directos se utiliza la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa
(PCR), técnica de biologia
molecular capaz de
diagnosticar la presencia de
virus, bacterias, protozoarios
y hongos, identificando

regiones especificas de sus
4cidos nucleicos (ADN y ARN).

Abstract

Infectious diseases diagnosis
can be done by detecting,
direct or indirectly, the agents
that produce it. With direct
methods, infectious agents are
detected by their components,
e.g. nucleic acids,
non-structural and structural
proteins, and enzymes.

Indirect methods can detect
antibodies induced by
infection.

One of the direct methods
uses the Chain Reaction PCR
(polymerase) molecular
biology technique capable of
diagnosing the presence of
viruses, bacteria, protozoa and
fungi, identifying specific
regions of their nucleic acids
(DNA and RNA).
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Introduccion

El método indirecto mas
comun de deteccién de agentes
infecciosos es la prueba ELISA
(del inglés Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay), técnica
mundialmente usada para
determinar si un anticuerpo
particular estd presente en la
muestra de sangre de un
paciente. Se basa en la unién
de un antigeno inmovilizado a
su anticuerpo, el cual ha sido
enlazado a una enzima. De
darse la unién
antigeno-anticuerpo, la
enzima es capaz de generar
un cambio detectable como el
color.

Los métodos méas comunes de
deteccion directa son el
aislamiento o el cultivo in vitro,
la microscopia electrénica y la
deteccion y amplificacion del
material genético (PCR)
(Figura 1).
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La Reaccion en Cadena de la
Polimerasa, conocida como
PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), es
una técnica de biologia
molecular que fue
desarrollada en los anos 80,
cuyo objetivo es identificar
una region especifica del ADN
(material genético) y obtener
en pocas horas millones de
copias de dicho fragmento
particular.

La técnica PCR tiene multitud
de aplicaciones:

* Identificacién de personas
(cadéaveres).

* Pruebas de paternidad,
maternidad o parentesco en
humanos y animales.

Presencia Ausencia
bacteria bacteria

* Identificaciéon de agresores
en casos penales.
*Diagnéstico de enfermedades
hereditarias y genéticas en
humanos y animales
(ejemplos: sindrome
freemartin en bovinos,
sindrome del estrés porcino,
granulocitopatia bovina —
BLAD).

* Identificacion de variantes
genéticas de interés econdmico
en animales de produccién
(ejemplo: alelos del gen
kappa-caseina en bovinos,
bufalinos y caprinos; alelos del
gen IGF2 en porcinos, entre
otros).

*Deteccidon de presencia de
virus, bacterias y protozoarios
en humanos y animales.
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La primera aplicaciéon de la
técnica PCR en las
enfermedades infecciosas fue
la deteccion de Escherichia coli
en cultivos de heces, por
Monley en 1980. Mas tarde
aument6 en forma
considerable la disponibilidad
de sondas de ADN capaces de
identificar agentes
bacterianos, virales, micéticos
y parasitarios. En la
actualidad es posible detectar
cualquier patdgeno, a pesar de
la informacién limitada de su
secuencia; ademas se puede
obtener informacién de su
virulencia y sensibilidad a
farmacos.
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Ejemplo: deteccion por PCR de
enfermedad infecciosa
producida por virus

Fiebre aftosa. La fiebre aftosa o
glosopeda (FA) es causada por
un virus del género Aftovirus,
de la familia Picornaviridae.
Existen siete variedades del
virus: O, A, C, SAT1, SATZ2,
SAT3 y Asial. La infeccion con
un serotipo determinado no
confiere inmunidad contra
otros. De las especies
domésticas, el ganado vacuno,
porcino, ovino, caprino y los
bufalos resultan susceptibles
a la FA (FAO, 1984). La
infeccién provoca la aparicion
de vesiculas en las patas,
dentro y alrededor de la
cavidad oral, y en las
glandulas mamarias de las
hembras.

Infeccién.
Prsencia de vesiculas en la
cavidad oral.
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Se puede utilizar la PCR para
detectar y amplificar los
fragmentos del genoma del
virus para su diagnoéstico, a
partir de muestras de epitelio,
leche, sangre y muestras
faringoesofagicas
(Amarel-Doel et al., 1993;
Bastos, 1998) (Figura 2). La
PCR tiene una sensibilidad
comparable a la del
aislamiento de virus
(Alexandersen et al., 2002,
Reid et al., 2001), y los
procedimientos automatizados
mejoran el rendimiento de la
muestra (Reid et al., 2003). Se
ha estandarizado la técnica
para distinguir cada uno de
los siete serotipos.

Muestra de sangre

Extraccion de ADN
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Ejemplo: deteccion por PCR de
enfermedad infecciosa
producida por protozoarios

Babesiosis bovina.La
babesiosis bovina esta
causada por protozoarios del
género Babesia que parasitan
los glébulos rojos. Las especies
que afectan al ganado bovino
son dos — Babesia bovis y
Babesia bigemina —y la
garrapata Boophilus microplus
es el vector principal
(Friedhoff, 1988),
caracterizandose por la
presencia de fiebre,
hemoglobinuria y anemia
hemolitica.

Los ensayos de reaccién en
cadena de la polimerasa
(PCR) han demostrado ser
muy sensibles,
particularmente en la
deteccién de B. bovis y B.
bigemina en animales
portadores infectados (Calder
et al., 1996). Para el
diagnoéstico de Babesia bovis se
han diseflado secuencias para
detectar y amplificar
fragmentos del gen SSTRNA
(Calder et al., 1996), que han

demostrado alta sensibilidad y

son capaces de identificar
niveles de menos de 30
eritrocitos infectados por
mililitro de sangre, lo que
equivale a una parasitemia de
aproximadamente 0,000001%.
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Ejemplo: deteccion por PCR de
enfermedades infecciosas
producida por bacterias

Mastitis bovina (MB). Es la
inflamacién de la glandula
mamaria, por lo general
debido a una infeccién
microbiana. Esta enfermedad
representa pérdidas de miles
de délares cada afio para los
productores de leche de todo el
mundo, debido principalmente
a la disminucién en el
volumen de leche en
detrimento de la calidad y de
mayores costos de produccidn.
Las bacterias responsables de
la MB se clasifican como
ambientales (Escherichia coli,
Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus parauberis 'y
Streptococcus uberis) o
contagiosas (Staphylococcus

aureus y Streptococcus agalactiae)
(Bramley, 1996; Smith, 1996).

La técnica de PCR ha sido
descrita como un método para
identificar los agentes
patdgenos implicados en las
infecciones intramamarias de
las hembras bovinas debido a
su precision, alto limite de
deteccién y rapidez, a partir
de muestras de leche. En
diferentes investigaciones, a
través de la PCR, se han
detectado y amplificado
regiones del ADN bacteriano
muy especificas para cada
bacteria (Giovannoni et al.,
1988). Se ha evaluado el nivel
de sensibilidad de la prueba
de PCR para la deteccion de
las células bacterianas. Los
limites de deteccién de la
prueba de PCR realizadas en
muestras de leche cruda
inoculadas ha sido hasta de 1
unidades formadoras de
colonia (UFC) por mililitro
(Cremonesi et al., 2006).



Pm 50 pb
500 pb

250 pb

624 pb S. uberis
499 pb S. aureus

220 pb S. agalactiae

Conclusiones 2.Cultivos celulares caros y

Las experiencias de las dos
tltimas décadas indican que
las técnicas de la PCR
finalmente sustituiran a
muchos de los métodos
directos clasicos de deteccién
de agentes infecciosos. Es
claro que la PCR esta
reemplazando el aislamiento
de virus o el cultivo de
bacterias para la deteccion de
agentes que son dificiles o
imposibles de cultivar.

Hay varias razones para esta
tendencia. El aislamiento de
virus o el cultivo de bacterias
para la deteccién de agentes
requiere:

1. La presencia y la viabilidad
de los microorganismos que se
replican (virus o bacterias).

mantenimiento de las
instalaciones.

3. El diagnéstico, en algunas
ocasiones, se tarda varias
semanas.

Aunque los ensayos de la PCR
inicialmente eran caros y
complicados, hoy en dia son
herramientas relativamente
baratas, seguras y faciles de
utilizar en los laboratorios de
diagnéstico. Generalmente, la
sensibilidad y la especificidad
de la PCR son mayores que los
procedimientos ELISA de
captura del antigeno. La
introduccion de varios
métodos de la PCR en tiempo
real, de extraccidon del acido
nucleico, ha dado como
resultado hoy en dia un gran
volumen de trabajos y ensayos
muy fiables, rapidos y sélidos
para el diagnéstico molecular.
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Figura 3. Electroforesis en gel de
agarosa BPF 2%.

Carril 1: marcador de peso molecular
50 pb.

Carril 2 y 3: ADN extraido de
muestras de leche inoculadas con
S.agalactiae. Amplificacion
fragmento 220 pb.

Carril 4y 5: ADN extraido de
muestras de leche inoculadas con
S.aureus. Amplificacion de
fragmento de 499 pb.
Carril 6 y 7: ADN extraido de
muestras de leche inoculadas con
S.uberis. Amplificaciéon de fragmento
de 624 pb.

Fuente: Resultados parciales
investigaciones Departamento
Asistencia Técnica COLANTA.

La principal ventaja de la
reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) radica en la
posibilidad de obtener
resultados utilizando sélo
nanogramos de ADN obtenido
de las muestras de leche, lo
que permite la eliminacién de
los cultivos y facilita el
analisis.

Adicional al diagnéstico de
patégenos como virus,
bacterias, hongos y protozoos,
la PCR se utiliza a nivel
mundial para el diagndstico
de enfermedades hereditarias
y genéticas, pruebas de
parentesco e identificacion de
variantes genéticas de interés
econdémico en animales de
produccidn, entre otros.e
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