AMPLIFICACION DE ADN IN VITRO (PCR):
II. DESARROLLO Y APLICACIONES EN EL
AREA VETERINARIA

RESUMEN

Losprincipalesavancesenlossistemasde deteccién
han llevado a un rdpido impacto en la tecnologia
diagnéstica. Los mas usados consisten en sistemas de
determinacién directos e indirectos, radioactivos o no
radioactivos, que tienden a ser mas sensibles que los
métodos tradicionales.

Desde la corta existencia de la Biologfa Molecular
como ciencia, variosaportes impulsaron la vertiginosa
revolucién tecnolégica a la que hoy asistimos. Ellos
incluyen: el uso de las enzimas modificadoras de los
4cidos nucleicos “enzimas de restriccién” que cortan
el ADN en secuencias especificas; técnicas de
secuenciamiento de acidos nucleicos y proteinas;
andlisis del polimorfismo en la longitud de los
fragmentosderestriccién de ADN (RFLPs) y finalmente
el PCR.

Enla primera parte se describi6 la instrumentacién
y los fundamentos basicos del PCR, en este trabajo se
ejemplifican algunas de las aplicaciones de la técnica
en el campo veterinario.
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SUMMARY

The principalimprovementin the detection systems
had carried arapid changein the diagnostic technology.

Thedirect, indirect, radioactiveand nonradioactive
systemsusually used are more sensitive than traditional
methods.

Since the brief existence of Molecular Biology as a
science several contributions had lead to the vertiginous
tecnology revolution to what we now assist. They
include: "restriction enzimes" that cut the DNA in
specific sequences; nucleics and proteins sequencing,
Restriction Fragments Large Polimorphism (RFLPs)
and recently the PCR.

In the first part the instrumentation and basic
fundaments of PCR were described, and now in this
paper the authors purpose is to relate a few technic
applications in tthe veterinarian area.
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APLICACIONES
DIAGNOSTICAS

La capacidad de obtener un
aumento en el ntimero de
secuenciasde ADN en pocas horas,
la especificidad, y fidelidad de la
enzima que se utiliza, hacen del
PCR un instrumento versatil

cuando se aplica en el campo
diagndstico. Asf,estarevolucién de
la técnica lleva a que muchos
laboratorios de biologfa molecular
la adopten cada vez en mayor
niimero. Basta con mirar que desde
julio de 1990 a junio de 1991 las
cifras de comercializacién de la
divisién PCR de Cetus fue de 20.9

millones de délares con un beneficio
de 6.3 millones (58) Porotro lado la
firma Hoffman-La Rocheestableci6
acuerdos en la compra de esta
tecnologfa por 300.000.000 de
délares por compartirlos derechos
de los productos médicos que se
pondran en el mercado a fines de
1992 y 1993 (58).

* Divisién Citogenética. Instituto de Investigaciones Biolégicas “Clemente Estable” (IIBCE). Avda. Italia 3318
**Unidad de Biotecnologia. Estacién Experimental “Las Brujas” Inst, Nac. de Investigaciones Agropecuarias, INIA.

14

VI TR IIN A IR TA
Vol 28 N* 117 JULIO-SETIEMBRE 1982



Revision
e s = = s e e e eSS = = Sy

El desarrollo de método tiende
a la automatizacién y dado los
antecedentes previos en breve el
PCR se estard usando en todos los
laboratoriosclinicos. Posiblemente
defuturoenel campo veterinarioa
nivel de grandes centros de faena
se podran efectuar las detecciones
y seguimientos epizootiol6gicos de
diversas enfermedades, con dicha
técnica.

Su aplicacién a situaciones en
las que los agentes etiolégicos
involucrados son dificiles y lentos
de cultivar, como los casos de
Borrelia burgdorferi, Mico-
bacterium sp., HIV, etc. hacen a la
técnica la metodologfa mas
adecuada.

Algunasdelasaplicacionesque
se citan en la TABLA 2, seran
brevemente desarrolladas con el
propésito de brindar una idea de
los miiltiples situaciones en la que
la técnica brinda utilidad.

SELECCION ASISTIDA
POR MARCADORES

Muchas clases de marcadores
genéticos hansido utilizados desde
Mendel hasta nuestros dfas. La
evolucién de las técnicas de
laboratorio en particular las
inmunolégicas y electroforéticas
nos han permitido reconocer
caracteres polimérficos que van
desdelos grupossanguineos hasta
las variantes proteicas e
isoenzimaticas.

A nivel de los 4cidos nucleicos
también se revelan polimorfismos
maés frecuentes que los detectados
desus productos génicos (5). Basta
s6lo teneren cuenta que el genoma
eucariético contiene aproxima-
damente 10° genes codificados
generalmente por 3 a 5% del total
de los 3 x10° pb de ADN.

Un marcador de ADN es un
fragmento polimérfico que pre-

TABLA 2- APLICACIONES DEL PCR EN
INVESTIGACION Y DIAGNOSTICO

INVESTIGACION

APLICACION

Analisis de polimorfismo génico
Caracterizacion de bacterias
Tipificacién viral

Estudiosevolutivos

Analisis de sitios de integracién viral
Mejoramiento asistido por marcadores

DIAGNOSTICO

Determinacién de diferentes alelos
Determinacién de sexo en embriones
Analisis polimérfico de esperma
Fingerprinting ,
Diagndstico de paternidad y parentesco
Determinacién de origen y pureza racial
Deteccién de virus latentes
Aplicaciénhistopatolégica

Deteccién de portadores virales

Rastreo de enfermedades exdticas
Diagnéstico bacteriano.

Diagndstico parasitario.

senta 20 mas formasalélicas, y que
sirvecomo punto dereferencia para
algunaregi6én del genoma (61). Esos
marcadores genéticos se distribu-
yen dentro detodo el material gen6-
mico ubicindose fisicamente en
diferentessitios cromos6émicos (31).

Su asignacién en el genoma,
asociado a tal o cual manifestacién
fenotfpica (resistencia a determi-
nadas enfermedades, rendimiento
de carcaza, produccién de leche,
cantidad de postura, etc.), permite
identificar rasgos producidos por
muchos genes caracterizados por
variables continuas (4), quereciben
el nombre de QTL (Quantitative
Trait Loci) (30) y que tienen
aplicacién inmediata en programas
de selecci6n.(56)

Conla técnica de PCRes posible
revelar estos mojones genémicos
(62), pudiéndose asf descubrir la
informacién contenida en determi-
nados fragmentos (2). Muchas veces
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desconocemos la real informacién
contenida en las secuencias
amplificadas de un individuo
(marcador), pero su presencia
puede ir ligada a determinada
bondad o rasgo de interés
productivo.
Unabordaje mas facil es cuando
se estd en presencia de un gen
especifico o grupos de genes
interrelacionados siendo posible
reconocer tal o cual caracter porla
existencia de las bandas ampli-
ficadas en un gel de agarosa, luego
de someterlo a una corrida
electroforética. Un ejemplo es la
determinacién alélica para deter-
minadas proteinas de la leche
bovina. Existen variantes alélicas
paraestas proteinasqueleimparten
a la leche mejores propiedades
tecnolégicas en la produccién de
queso y otros sub-productos lac-
teos (33)(35). Con el PCR se puede
en 1 o 2 dias analizar el ADN
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extrafdo de sangre y semen,
identificando el genotipo del ani-
mal para esas caracterfsticas
proteicas en leche(22)(34) luego de
una amplificacién y digestién con
enzimas de restriccion (44) (53).

SEXADODEEMBRIONES

La predeterminacién del sexo
en las especies domésticas mejora
la eficacia de produccién redun-
dando en un gran impacto
econémico .

Este tipo de encare se efectia
mas extensamente en la especie
bovina como resultado de las
nuevas técnicas que se derivan o
asocian a la transferencia de
embriones, y que involucran la
biseccién, fecundacién in-vitro
clonaje, transferencia génica y el
sexado.

El sexado de embriones mami-
feros se efectia por diversos
métodos que se basan en detectar
la presencia del cromosoma Y
macho especifico (39). Entreellasel
Cariotipado presenta un grado de
deteccién muy bajo que va de 30%
a 60% en el mejor de los casos. Las
técnicas inmunolégicas que se
basan en el reconocimiento de
antigenos HY membranarios no
estin muy extendidas en bovinos.
Porotro lado también se utilizaron
sondas marcadas a partir de
secuencias repetidas (2500 veces)
para realizar hibridizacion in situ
sobre Bos taurusy Bosindicus, pero
sudesarrollolleva mucho tiempoy
es algo engorroso.

Conel PCR es posibleamplificar
secuenciasrepetidas especificas del
brazo corto del cromosoma Y (44)
con primers que flanquean dichas
zonas, permitiendo asf efectuar el
diagndstico en embriones.

De esta forma embriones bo-
vinos obtenidos por colectas ute-
rinas de vacas donadoras o por
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fertilizacién in vitro pueden ser
biopsiadosenel estado deblastocito,
sexados por PCR, e implantados
sinafectarsu viabilidad y desarrollo
posterior. (42)(52)

El PCR ofrece ventajas frente a
los otros métodos de sexado porla
rapidezconqueseefecttiala técnica
(42), y por no tener que manipular
radiois6topos.

La especificidad dela técnicaen
ADN de linfocitos es de 100%, y la
sensibilidad permite detectar 10 a
20 pg (picogramos) de ADN corres-
pondiente a aproximadamente 1 0
2 células embrionarias. (39)

ESTUDIOS
ANATOMOPATOLOGICOS

La técnica de amplificacién ha
sidoaplicada en una gran variedad
de materiales tisulares; estos van
desde blastocistos, vellosidad corial,
foliculos pilosos (21), células de
sangre periférica, células esper-
maticas (18), epiteliales (12),
inclusive tejidos provenientes de
cuerpos macerados.(17)

La amplitud del método per-
mitié exitosamente amplificar
materiales congelados por mucho
tiempo, fijados con formol y
embebidos en parafina (53) o
plastico (16), cuando fueron
procesados para la deteccién de
anormalidades genéticas y muta-
ciones oncogénicas.

La posibilidad de trabajar en
evaluacioneshistopatol6gicasenel
campo veterinario cobra gran
importancia en virtud de afinar
diagnésticos que no se resuelven
convencionalmente; permitiendo
efectuar estudios epizotiol6gicos
retrospectivos de piezasanatémicas
existentes en los archivos pato-
l6gicos. El ADN de los tejidos se
preservaenel tratamiento y montaje
recibido porla piezaanatémica para
estudios histopatolégicos, pudien-
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do serel mismo obtenidoy amplifi-
cado sin problemas.

ESTUDIOS EVOLUTIVOS

La amplificacién de ADN in
vitro se viene utilizando en
biosistemdtica con la obtencién de
fascinantes analisis de relacion
filogenética, en toda la escala
zoolégica, plantas protistas y
procariotas.

Los bi6logos obtienen rapi-
damente por esta técnica datos de
diferentes secuencias entre las
especies. Eligiendo secuencias
conservadas entre organismos
ampliamente divergentes pueden
asignarlosrangos filogenéticos por
comparacién de los andlisis,
clasificando los organismos por
niveles, clases o phylum.(28)(29)

En el estudio de poblaciones
varios elementos controvertidos
con respecto a los origenes de
algunas especies extintas pueden
ser abordados, por la posibilidad
que el PCR ofrece sobre materiales
del pasado que han sido hallados
en investigaciones arqueol6gicas.

A manera de ejemplo cabe
consignar quesobre piezasantiguas
sedestacan los estudios efectuados
sobre ADN mitocondrial de cere-
bros humanos momificados hace
7000 anos (41), y de especies de
lobos ya extintos (59).

IDENTIFICACION GENOMICA
(FINGERPRINTING)

El polimorfismo genémico
existente entre poblaciones y entre
individuos de una misma especie
puede ser explorado en el campo
veterinario para identificar origen,
purezaracial, excluir o controlar la
filiacién de un animal.(15)

Explotando esta variabilidad es

posible identificar el origen del

semen utilizado en Inseminacién
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Artificial llegando asfa certificarse
el donador (25).

Existen regiones altamente
polimérficas querecibenelnombre
de VNTRs (variable number of
tandem repeats) que tienden a
concentrarse en las regiones
proterminales de los cromosomas
(38)(46)(63). La variabilidad
individual en el patr6n de bandeo
obtenido con estas sondas ha
demostrado ser de tal magnitud
que ellas permiten identificar
inequfvocamente a un animal o
conjunto de animales o bacterias, y
diferenciarlo de los demas cons-
tituyendo un verdadero “finger-
printing”.

Esta informacién contenida en
el ADN es heredada como carac-
teres Mendelianos simples de los
progenitores, exhibiendo las
mismas variacionesmultialélicasen

el niimero de copias repetidas, y
pudiendo ser reconocida en la
progenie.

Ademésdeestos“minisatélites”
se han descrito otro tipo de
secuenciasrepetidasen tandemmaés
cortas denominadas “micro-
satélites”. Consisten enrepeticiones
deunasolabase (poly-G o poly-A),
repeticiones deTC (poly-TC)y CAC
(poly-CAC) que estin en el orden
de5-10x10'y quesedistribuyenen
islotes a través del genoma de los
mamiferos.

Estos se separan entre sf por
secuencias tinicas de ADN que
tienen longitud variable y que
cuando son amplificadas, entre
diferentesindividuosexibenunalto
polimorfismo en su longitud. Por
otroladosuinformacién marcadora
puede ser descubierta a través de
su secuenciamiento (49).

IDENTIFICACION VIRAL

La aplicacién en este campo
también abre nuevos horizontes,
existiendoreportes de diagnésticos
virolégicos que se efectfian en
policubetas de poliestireno de 96
hoyos. En este tipo de soporte se
realizan ensayos de hibridizacion
en sandwich para capturar los
productos de amplificacién del
virus de Inmunodeficiencia huma-
na (HIV tipo 1) (7); asi como la
determinaciénde ADN devirusde
Hepatitis B (HBV) ensuero (27).
Estasaplicacioneshacenqueel PCR
se esté tornando un procedimiento
de rutina en laboratorios clinicos
humanos, permitiendo monitorizar
rapida y eficazmente este tipo de
afecciones en forma masiva.

En el campo veterinario su
utilizacién se halla atn inexplica-
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blemente menos extendida; sin
embargo en Australia este test
complementamétodos tradicionales
para el diagnéstico de virus
pertenecientes al género Orbivirus,
como es el caso del virus de Lengua
Azul (BTV) (14).

Fiebre Aftosa, afecciébn exten-
samente estudiada fruto de impli-
cancias polfticas y econ6micas
contintiahoy, enel contextomundial
siendounadelasenfermedadesque
mds inversiébn ha llevado para
investigaciény desarrollo del agente,
asf como enla produccién de vacu-
nas, inmunomoduladores y biol6-
gicos; tampocoella hasidoajenaala
introduccién de esta herramienta.
Se ha podido detectar de varios
especimenes clinicos bovinos la
amplificaciéndesecuenciasde ADN
especificas de la capside viral (23).
De estamanera el PCR permiteras-
trearrdpidamenteanimales portado-
res,resultando una técnica més sensi-
blequeloscultivoscelulares (23)(40).

Diagnésticos precoces de in-
feccién porvirus de Leucosis Bovina
(BLV) también han sido desa-
rrollados por este método, presen-
tandoventajas frenteaotras técnicas
que detectan anticuerpos contra
proteinas de envoltura viral gp51 y
p24 (6), enrazén de que por PCR se
pueden determinar formas pro-
viralesquenohansidoatnindicadas
por el sistema inmunocompetente.

Cabe destacar que paulatina-
mente todos los agentes virales se
van incorporando a la némina de
rastreos por PCR, existiendo algunos
reportes en Distemper canino, en vi-
rus Diarrea viral bovina (BVD), en
virusdelafamilia Rabdhoviruscomo
el de la Rabia (60), etc.

BACTERIOLOGIA
Enestadrea el niimero de trabajos

publicados que utilizan el PCR
tambiénvaaumentadoamedidaque

se dispone del conocimiento de
secuencias de genes que codifican
productos especificos para cada
bacteria.

Réapidas y especificas deter-
minaciones con genes bacterianos
que codifican para toxinas tipo
Vero (Verotoxinas) se han efec-
tuado (26), con tan solo 100 pg de
ADN deE. coli (43).

En Brucellosis, importante
zoonosis queafecta granvariedad
de animales domésticos, se
desarroll6 el test diagnéstico por
PCR para diagnosticar todas las
bacterias del género Brucella.

La sensibilidad de la técnica
permite diagn6sticos con tan solo
100 fentogramos (10%°) de ADN
de Br. abortus, lo que equivale a
un poder deresolucién de aproxi-
madamente 20 bacterias (10).

El desarrollo de la misma
resulté seruninstrumentorapido,
sensible y especifico que comple-
menta las otras pruebas diagnos-
ticas de Brucellosis.

Otro tépico donde realmente
cobraimportancialaaplicacién del
PCR es con microrganismos de
diffcil y lento crecimiento comoes
el caso de M. tuberculosis, el cual
necesita de 3 a 6 semanas de
cultivo. Esto hace poco expeditiva
la confirmacién diagnéstica por
técnicas convencionales, agravada
muchas veces por la poca
especificidad y sensibilidad delas
técnicas serolégicas.

Con PCR se logra una
determinacién altamente especi-
fica de cepas del complejo
Mycobacterium tuberculosis (19),
a partir de muestras de diversos
orfgenes, pudiendo llegarse a
reconocer un nimero limite de
hasta 100 bacterias en esputo (19).

En un reporte efectuado por
otro equipo de investigadores,
trabajando con M. tuberculosis y
bovis consiguieron detecciones de
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hasta 10 células bacterianas (54).

Con un microrganismo muy
emparentado también se lograron
obtener sondas altamente especi-
ficas para detectar secuencias
repetidas de M. paratuberculosis
(61), agente causal dela enfermedad
de Jhone, o Paratuberculosis. Los
autores del trabajo lograron en 12
horasarribaral diagnésticoa partir
de la amplificacién especifica del
M. paratuberculosis, el cual fue
distinguido del M. avium, que
presentaun98a99% de homologia
en sus bases (61),

Otros encares bacteriol6gicos
condiferentes agentes microbianos
vienen siendo resueltos aplicando
siempre la polimerizaci6n in vitro
lo que ha permitido identificar
Borrelia burgdorferi (32), agente
causaldelaenfermedad de Lymax,
Leptospira hardjo, genotipo bovino
(64), Chlamydias psittaci (20),
tracomati y neumoniae (24), etc..

PARASITOLOGIA

El abordaje de los parasitos en
lo que respecta a su diagnéstico y
caracterizacién viene cobrando
gran relevancia con este tipo de
técnicas lograndose excelentes
abordajes fundamentalmenteen la
producciéndeantigenosutilizados
para rastrearlos, o bien utilizados
en la produccién de vacunas.

Dentro de los protozoarios del
grupo Aplicomplexa un repre-
sentante tipico como Toxoplasma
gondii, es rastreado con la técnica
de PCR. Cuando se lo aplica se
pueden detectar tan pocoscomo 10
taquizoitos circulantes, lo cual
resulta obviamente enun poderoso
instrumento que permite efectuar
diagnésticosqueescapana losotros
procedimientos serol6gicos.

Con Anaplasma se ha logrado
amplificar un fragmento de 200 pb
altamente especifico de A. margi-



nale luego de 35 ciclos, que se
utiliza como diagnéstico en la
determinacién de portadores
crénicos (1). En Babesia bigémina
sucede algo similar obteniéndose
una sensibilidad muy alta en el
ensayo, capaz de detectaranimales
infectados crénicos con afecci6n
inaparente.(11)

Con aislamientos de Tripa-
nosoma cruzi provenientes de
pacientes humanos, animales e
insectos de varios orfgenes
americanos se lograron al analizar
por PCR patrones de bandas
diferenciales. La evidencia de este
polimorfismo del parésito se basa
en amplificar elementos corres-
pondientes a regiones variables de
sus minicirculos. Elmétodoresulta
ser extremadamente rdpido y
sensible para detectar portadores
chagasicos, y su puesta en practica

permitirfa rastrear bancos de
sangre, y efectuar estudios epide-
miolégicos. (3)

CONCLUSIONES

Muchas 4reas se ven enor-
memente beneficiadas con esta
metodologfa al dar respuesta a
varios elementos que atin perma-
necen oscuros en el campo de la
biologfa. '

Con el riapido desarrollo
tecnolégico al quehoy asistimos, es
posible automatizar y acelerar el
diagnastico por PCR de muchas
afecciones animales de etiologia
variada.

En los programas de

mejoramiento su implementaciéon
contribuirfa complementando las
otras herramientas utilizadas, con
el fin de identificar e introducir en

EN LA SANIDAD ANIMAL
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majadas, rebafios, etc. caracteres
de interés productivo. La imple-
mentacién y extensién a nivel de
campaias sanitarias permitirfa
obtener a nivel nacional y regional
un gran impulso en los diferentes
rubros de explotacion.

Cabe destacar que atin quedan
varias incégnitas por responder
sobre el método; pero a pesar de
ello creemos que el avance
tecnolégico que la adopcién de
dicha técnica trae aparejado en el
campo veterinario haceque se deba
reflexionar y comenzar a aplicarla.
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