DETECCION SIMULTANEA DE Brucella sop. Y ORGANISMOS DEL COMPLEJO Mycobacterium tuberculosis

MEDIANTE PCR-MULTIPLEX.
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Introduccion: En México, la brucelosis y tuberculosis son zoonosis
importantes porque provocan pérdidas econémicas en la ganaderia e impactan en
la salud publica. Una de las limitantes para establecer e diagnéstico de las dos
enfermedades, es la ausencia de algin sintoma caracteristico que las defina con
precision en sus primeras etapas (1). La prueba contundente es el aislamiento del
agente causal, pero ésta es tardada, laboriosa y tiene un grado variable de
sensibilidad (2). El diagndstico serolégico de las dos enfermedades no permite
detectar infecciones primarias asintométicas (2). El diagnéstico individual de
brucelosis y tuberculosis mediante PCR ya ha sido reportado (3, 4, 5) y
précticamente no existen eportes de la deteccion de los dos patdégenos en una
sola prueba. 2 planed e presente estudio para desarrollar la prueba de PCR-
Multiplex para € diagndstico simultaneo de brucelosis y/o tuberculosis con
rapidez, especificidad y sensibilidad altas.

M etodologia: Para la extraccion de DNA de cepas de Brucella spp. y del
complejo Mycobacterium tuberculosis (B. abortus 544, B. melitensis M-16, B.
suis, B. ovis, B. neotomae, S19 y RB51 (BIVE), M. bovis AN5, M. tuberculosis
H37RV), se utiliz6 el método fenol-cloroformo (6). Se seleccionaron iniciadores
para Brucella spp. (6, 4) y para € complejo Mycobacterium tuberculosis (7, 8).
Con estos iniciadores y las secuencias de Mycobacterium y Brucella reportadas,
se redlizaron simulaciones de PCR con e programa Amplify 1.2 (9). Se
redlizaron experimentos de gradiente de temperatura de dineamiento. Las
reacciones in vitro de PCR-Multiplex serealizaron en 25 pl.

Resultados y discusion: En el PCR-Multiplex con los genomas de
Mycobacterium, Brucella y los tres inidadores, se obtuvieron dos fragmentos en
B. abortus 544 (813 y 690 pb) y uno en M. tuberculosis H37RV (309 pb),
confirmando la presencia de los dos microorganismos. La amplificacion obtenida
de M. bovis fue ligeramente més débil con respecto a fragmento dbtenido de M.
tuberculosis, lo que puede deberse, segin Kathlen y cols,, 1993 (10) a que la
secuencia 16110 se encuentra en mayor nimero de copias en M. tuberculosis (10
a 20), mientras que en M. bovis se encuentran de 1 a 5.

Conclusiones: Se edandariz6 la técnica de PCR-Mutiplex para la
amplificacion simultanea de fragmentos especificos de DNA de Brucella spp. y
especies del complegjo M. tuberculosis, mediante el uso de tres iniciadores en una
sola reaccion de PCR.
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