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RESUMEN

Reportamos la aplicacion de las técnicas moleculares PCR-RFLP para la confirmacion
de infecciones por Barfonella bacifliformis. El método de PCR-BFLP se basa en la
ampilificacion in vitro de un fragmento de 380 pb correspondiente al gen citrato sintetasa
a partir de sangre y cultivos in vifro. El andlisis del producto de amplificacion por cortes
con las enzimas restriccion Hinfty Tagl permite caracterizar molecularmente que el bro-
te ocurrido en Urubamba, Cuzco fue producido por Barfoneffa bacilfiformis. Este métode
a3 aplicado directamente a sangre y a cultivos.
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ABSTRACT

We reported the standarization and aplication of PCR-RFLP for confirmation of patients
infected with Bartonella bacilliformis. This method is based in PCR amplification of 380
pb fragment corresponding of citrato sinthetase gene using whole blood and in vitro
culture. The analysis of fragment amplification with endonuclease restriction Hind and
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Taql allow tipify when outbreak is caused for Bartonefla bacilfiformis.

Key word: Bartonella, PCR - RFLP

INTRODUCCION

Bartonella bacilliformis es el agente etiolégico
de la hartonelosis o enfermedad de Carrion, una
enfermedad que se presenta con dos diferentes
sindromes: la fiebre de la Oroya y la verruga
peruana. Esta enfermedad es transmitida por
la picadura del mosquito hematdfago del gé-
nero Lurzomya.

La bartonellosis afecta principalmente los de-
partamentos de Ancash, Cajamarca, Amazonas
y La Libertad; en menor incidencia la sierrade
Lima, Huancavelica y Hudnuco, Piura, Cuzco

¥ Ayacucho!.

A nivel mundial cuatro especies de Bartonella
causan enfermedad al hombre: B. bacilliformis,
B. gquintana, B. henselaey B. elizabethae. Ada-
mds, existen muchas otras especies no
patégenas al hombre como: B. vinsonil, B
vinsonii berkhoffii, B. clarridgeine, B. talpae,
B. peromysci, B. grahamii, B. taylorii y B.
doshiae®. En el Perti no existen estudios ni re-
portes de especies diferentes a Bartonella
bacilliformis.

MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y muestras sanguineas

El acido desoxiribonucleico (ADN} obtenidas
de cepas patrones Bartonella bacilliformis y
Bartonella vinsonii fugron proporcionadas por
el Centro para el Control de Enfermedades
{CDC). los cuales fueron utilizados para estan-
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darizar el método,

El ADN purificado de Bricella melitensis cepa
referencial Revl y ocho aislamientos de
Brucella peruanos fueron utilizados como con-
troles de especificidad. Ademds 4 aislamien-
tos de Bartonella sp y 16 muestras sanguineas
con anticoagulante EDTA fueron recolectadas
duranie el brote de bartonellosis ocurrido en
Urubamba, Cuzco en Mayo de 1998,

Extraccién de ADN

Para la extraccidn de ADN a partir de sangre v
aislamientos de cultivo in vitre se utilizé el
método fenolcloroformio®. Brevemente, 200
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microlitros de sangre total o suspensidn
bacteriana fue cenirifugada y el sedimento es
resuspendido en una solucidn de lisis conte-
niendo proteinasa K e incubado a 65°C por 1
hora. Las muestras fueron tratadas con fenol-
cloroformo y el ADN del sobrenadante fue pre-
cipitado con etanol y resuspendido en agua,

Reaccion en cadena de Ia Pelolimerasa
{(PCR)

Cincuenta nanogramos de ADN purificado es
sometido a PCR. utilizando oligonucleotidos
dirigidos al gen de la citrato sintasa de
Bartonella (proporcionados por la Dr. Barbara
Ellis) ¥ la ADN Polimerasa termoestable, bajo
las siguientes condiciones: una denaturacion
wnial de 95°C por 10 minutos; 35 ciclos de
95°C por 30 segundos, 45°C por 45 segundos,
72°C por 45 segundos; y una extensién final
de 72°C por 10 minutos. La amplificacion es
observada en geles de poliaerilamida al 10% v
tefildos con bromuro de etidio.

Corte del ADN amplificado

Diez microlitros del producto de amplificacion
fueron sometidos a digestiones con
endonucleasa de restriccion de acuerdo a las
especiicaciones recomendadas por sus fabri-
cantes. Dos enzimas de restriceion fueron usa-
das: Tagl v Hinfl. El patrén de cortes es deter-
minado por geles de poliacrilamida al 10%. Los
zeles fueron tefiidos con bromuro de etidic v
fotografiados.

RESULTADOS

Parte del gen de la citrato sintasa es amplifica-
do por PCR (Figura 1). El tamaiio del produc-
o de amphificacion es de 380 pb aproximada-
menle, como se esperaba. Es importante men-
ctonar que ¢l sistema es especifico porque no
se obtiene ningin producto de amplificacidn
con ADN de Brucella. Por otro 1ado, el andli-
sis del producto de amplificacion cortado con
las enzimas de restriccién indica un patron and-
togo con B. baciliiformis (Figura 1)

Cinco muestras sanguineas de pacientes con
sintomas clinicos de bartonellosis presentan el
producte de amplificacion esperado al aplicar
PCR. Asimismo, dos casos mds fueron confir-
mados a partir de ADN exiraido de aislamien-
to de cultivo i vitro,

Figura 1: Dizgnostice de Bartonella bacilliformis wsan-
do PCR-RFLP Carril 1 Mascador de Peso
Molecular PhiX 174/Hae IIl; carril 2: Produc-
ta de amplificacién del gen citrato sintasa; ca-
i 30 producte de amplificacidn conado con
Tagl; carril 4: producto de amplificacion cor-
tado con Hinfl.

DISCUSION

El diagnéstico clinico de bartonellosis en las
zonas rurales es dificd e inespecifico. Varios
métodos por PCR para el diagndstico de
Bartonella > * han sido desarrollados. Sin
embargo debe ser destacado que usando PCR-
RFLP dirigido al gen citrato sintasa es posible
diferenciar las especies de Bartonella. Aplicar
este método directamente de muestras sangui-
neas permite un diagndstico rdpido {2 dias) que
durante unt brote es fundamental.

También debe ser indicado que este método
permite confirmar la identidad de los aislamien-
t0s por cultivo in vifre, va que no es posibie
esta identificacién por bioquimica.

Los productos de amplificacién de los aisla-
mientos han sido clonados, secuenciados v su
andlisis esta siendo realizado exitosamente,
Asimismo, es interés de nugstra institucion apli-
car la técnica de PCR al estudio de hospederos
veriebrados ¥y ademds intentaremos detectar
precozmenie a este patdgeno en poblaciones de
mMOosguitos.
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