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RESUMEN: El objetivo del presente trabajo fue evaluar diferentes métodos de extraccién de ADN de
micoplasmas, para su empleo en d diagnéstico por PCR. La caracterizaciéon de la cepa de Mycoplasma
arginini utilizada como control positivo, serealiz6 con e empleo delos estudios morfoldgicosy las pruebas
bioguimicas y enziméticas. A continuacién se procedio a la obtencion de un cultivo homogéneo de la
cepa de Mycoplasma arginini, que permitiera evaluar tres métodos de extraccion de ADN de micoplasmas
para su utilizacién en e ensayo de PCR. Se probaron los métodos de extraccion fenol —cloroformo,
centrifugacion y centrifugacion con choque térmico en muestras clinicas de cultivos celulares, sueros
y productos biofar macéuticos, que habian sido testadas por € método de cultivo y la Hibridacion de
Acidos Nucleicos (HAN). Como resultado se obtuvo la cepa de Mycoplasma arginini caracterizada y
evaluada. Tanto  método de fenol-cloroformo, como la centrifugacion y centrifugacion con choque
térmico, més sencillos, brindaron similares resultados cuando se realizé la PCR utilizando la cepa tipo
de Mycoplasma arginini. Se demostr 6 que los métodos de choque térmico y centrifugacién son eficientes
para la obtencién de ADN de micoplasmas a partir de muestras clinicas con e empleo de la PCR,
compar andose estos resultados con los obtenidos por cultivoy la HAN.
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EVALUATION OF DIFFERENT DNA EXTRACTION METHODS FROM MYCOPLASMA
TO BE EMPLOYEESIN THE DIAGNOSTIC BY PCR

ABSTRACT: The aim of this work was to evaluate different DNA extraction methods of mycoplasma
with the use of PCR. The characterization of Mycoplasma arginini strain use as positive contral in this
test was carried out, by means of morphological studies and biochemical and enzymatic tests, in order
to obtain a homogenous culture, which allowed evaluating three mycoplasma DNA extraction methods
for their use in the PCR test. Methods based on centrifuge and thermal shock with centrifuge were
proven for the DNA extraction in cel culture clinical samples, sera and biopharmaceutical products,
which had been tested by culture method and Nucleic Acid Hybridization (NAH). Mycoplasma arginini,
strain was char acterized and evaluated. Either phenol-chloroform extraction as well as two more simple
methods describe above, brought the same results when the PCR assay was carried out using M. arginini
grain. It hasbeen demonstrated that the methods based on centrifuge and thermal shock with centrifuge
are efficient to obtain Mycoplasma DNA from clinical samples with the use of PCR, comparing these
results with those obtained by culture method and NAH.
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INTRODUCCION biomédica, estd basada en los efectos indeseables

gue producen estos microorganismos en los cultivos

La necesidad de controlar estrictamente las con-  celulares infectados, asi como en el individuo que re-
taminaciones por micoplasmas en cultivos celulares,  cibe estos productos contaminados (1). Debido a esto

sueros y productos biofarmacéuticos de aplicacion  las agencias reguladoras han establecido normas muy



estrictas relacionadas con la deteccién de contami-
naciones y entre ellas, especificamente, la deteccion
de micoplasmas (2; 3).

Numerosos métodos se han utilizado para lograr
el aislamiento, deteccion e identificacion de los
micoplasmas: los cultivos microbiolégicos, las prue-
bas bioguimicas y enzimaticas, tincién fluorescente
del ADNy las técnicas moleculares dentro de las que
se encuentran la Hibridacién de acidos nucleicos
(HAN) y la Reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) (4).

Los micoplasmas como caracteristica distintiva
carecen de pared celular, lo cual ha permitido desa-
rrollar diferentes métodos de extraccién de ADN mu-
cho mas sencillos, basados en choques térmicos o
ruptura mecanica, para ser empleados en los en-
sayos de PCR, ademas de tener en cuenta las gran-
des ventajas que presenta esta técnica como son
su gran sensibilidad, especificidad y rapidez en el
diagnéstico (5). Por tales antecedentes, reciente-
mente los organismos reguladores internacionales
como la Farmacopea Europea, 2007 (3) y el Ma-
nual de OIE, 2004 (6) han aprobado esta técnica,
como otros de los métodos para el diagnéstico de
micoplasmas en cultivos celulares, sueros y produc-
tos biofarmacéuticos de aplicacion biomédica, que
junto al cultivo microbioldgico y la Tincién de ADN,
permita la liberacion de estos productos con la cali-
dad requerida.

Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado es
gue nos propusimos como objetivo evaluar diferen-
tes métodos de extraccion de ADN para la deteccién
de micoplasmas, mediante el empleo de un ensayo
de PCR.

MATERIALESY METODOS

CEPAS DE MICOPLASMA UTILIZADAS

» Cepa de Mycoplasma arginin NCTC 10129 (Nacio-
nal Colecction of Type Culture, de la Agencia de
Proteccion a la Salud, Inglaterra), empleada como
control positivo para la técnica de PCR, segun lo
recomienda la Farmacopea Europea, 2007 (3).

* Cepa de Mycoplasma gallinarum, cepa de coleccion
del PDRC (Poultry Diagnostic Reseach Center,
Atlanta University, USA, utilizada como control po-
sitivo en la prueba de la produccion de Film y Spot.

Siembra de la cepa: El cultivo de la cepa se rea-
liz6 segun lo descrito por Poveda (7). Se incub6 du-
rante 15 dias en condiciones de microaereofilia y
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anaerobiosis para favorecer el crecimiento de los
micoplasmas, realizandose lecturas al microscopio
cada 48 horas.

Estudio morfologico: Se siguié como criterio de
caracterizacion la formacion de colonias pequefas,
entre 50 a 500 mm de didmetro (7).

Una vez observado el crecimiento de la cepa en
forma de huevo frito, se subcultivd en medio Hayflick
liquido para su posterior identificacion, incubandose
a 37°C en condiciones de aerobiosis durante 15 dias,
realizando lecturas diarias para determinar cambios
de pH en el medio que indicara crecimiento de
micoplasmas.

Pruebas bioquimicas y enzimaticas: Los pro-
cedimientos bioquimicos (prueba de la Digitonina, fer-
mentacion de la glucosa, hidrdlisis de la arginina y
produccién de Film y Spot) para la identificacion de
micoplasmas se realizaron segun el protocolo descri-
to por Poveda, 1998 (7) y de acuerdo a los criterios
de clasificacion del Manual del Bergey (8).

OBTENCION DEL CULTIVO DE LA CEPA A UTILI-
ZAR COMO CONTROL POSITIVO

Se parti6 de la cepa crecida en placa y se sembré
en 5 mL de medio Hayflick liquido y se incub6 a 37°C
por 48 horas hasta que alcanzara DO, entre 0.2-
0.4y un pH entre 7.4-7.5. Posteriormente se procedi6
de igual manera y bajo las mismas condiciones de
crecimiento hasta obtener un cultivo crecido en un
volumen final de 100 mL (9).

EVALUACION DE TRES METODOS DE EXTRAC-
CION DE ADN DE LA CEPA DE Mycoplasma
arginini, UTILIZADA COMO CONTROL POSITIVO,
MEDIANTE EL EMPLEO DE UN ENSAYO DE PCR.

Método I: Extraccion con Fenol-Cloroformo (10).

Método II: Se tomaron 25 mL del cultivo de
micoplasmay se centrifugaron a 12 000 rpm durante
10 minutos, el sedimento se resuspendié en 25 mL
de PBS y se centrifugd nuevamente a 12 000 rpm
durante 10 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se
resuspendié en 2.5 mL de agua destilada estéril, se
hirvié durante 10 minutos y rapidamente se coloco en
hielo. El extracto se conservd a —20°C hasta su pos-
terior utilizacion (11).

Método Ill: Se hirvieron 25 mL del cultivo de
micoplasma durante 10 minutos y posteriormente se
centrifugaron a 10 000 rpm por 10 minutos. Se tomd
el pellet y se resuspendio en 2.5 mL de agua desti-
lada estéril y se conservo a -20°C hasta su posterior
utilizacion (12, 13).
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Electroforesis del ADN extraido: Se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con
bromuro de etidio (0.5 ig/mL), corrida a 90 volts por
35 minutos, para analizar la presencia y calidad del
ADN obtenido por los tres métodos.

Cebadores utilizados: Se utilizd un pareja de
cebadores reportado por Fernandez y Chavez, 1999
(11) que amplifica una region de 1200pb, correspon-
diente a la regidon conservada del ARNr 16S de
Mollicutes (14). Los cebadores fueron sintetizados en
el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB).

Cebador MGSO:

5 AGAGTTTGATCCTGG CTCAGGAJ
Cebador GPO-1:

5 GGT AGG GATACCTTGTTACGACTZ

Preparaciéon de lamezcla

La amplificaciéon se realizé en un volumen final
de 50 uL donde se utilizé 2.5 uL para la muestra de
ADN extraido con fenol cloroformo y 5 uL para las
muestras provenientes de los otros dos métodos de
extraccion descritos. La mezcla de reaccion conte-
nia 5 uL de solucién tampén 1X (10 mM de KCL, 200
mM de Tris HCI pH 8.8; 2.5 mM de MgCl,; 0.1% de
Triton X-100 Promega); 10 mM de los dNTP
(Promega); 20 pmoles de cada cebadory 1iL dela
enzima AmpliCEN (CENSA).

Condiciones de lareaccién

Las reacciones se realizaron en un equipo
Termociclador de ADN REACTOR ThermoHyBaid™,
utilizando el siguiente programa de amplificacion: 1
ciclo de 94°C por 4 minutos; 39 ciclos de 94°C /1
minuto; 55°C/1 minuto; 72°C/ 2 minutos y 1 ciclo de
72°C por 8 minutos. La electroforesis se realiz6é en
gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio
(0.5 ig/mL), corrida a 90 volts por 35 minutos. El re-
sultado se visualizdé en un trasluminador de luz
ultravioleta (MacroVue). Se utilizd un patrén de peso
molecular con una talla de 150 a 2000pb (Promega).

EVALUACION DE LOS METODOS DE EXTRAC-
CION DE ADN Il Y Il EN MUESTRAS CLINICAS,
MEDIANTE LA REALIZACION DEL PCR

Tipo de muestras

Se analizé un total de 56 muestras, que corres-
ponden con las muestras de cultivos y lineas celula-
res, suero fetal bovino, tripsina, liquido ascitico, pro-
ductos biofarmacéuticos de aplicacion biomédica pro-
cedentes del CIGB y CIM. Las mismas habian sido
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analizadas con anterioridad por el método de cultivo y
la HAN.

En la extraccion del ADN de micoplasmas prove-
nientes de las muestras clinicas, se emple6 el méto-
do Il y lll descritos anteriormente y la preparacion de
la mezcla y realizacion del PCR, se realizaron bajo
las mismas condiciones y requerimientos que el ex-
perimento anterior.

RESULTADOSY DISCUSION

A pesar del incremento en el empleo de las técni-
cas moleculares para la caracterizacion de cepas de
micoplasmas, el estudio morfoldgico y el comporta-
miento frente a las diferentes pruebas bioquimicas y
enzimaticas contintan siendo recomendadas por la
literatura especializada para este fin (1).

Los resultados obtenidos como parte de la carac-
terizacion de la cepa en cuanto al andlisis morfolégico
se puede observar en la Figura 1, donde se muestra
la apariencia microscopica de las colonias de este
cultivo a las 48 horas de incubacién. En la misma se
puede apreciar la conocida forma de huevo frito re-
portada para el género Mycoplasma como caracte-
ristica distintiva de los Mollicutes, consistente en una
zona central granular opaca embebida en el agar y
una zona trasldcida periférica (7).

FIGURA 1. Colonia en forma de huevo frito, reportada
como caracteristicadistintivaparadl género Micoplasmas./
Colony like as a fried egg which is a distinctive
characteristic for the genus Mycoplasma.

El comportamiento de estos microorganismos fren-
te a la fermentacion de la glucosa, la hidrdlisis de la
arginina, la produccion de Film y Spot, prueba de la
digitonina, entre otras, constituyen una herramienta
importante en la caracterizacion de estos agentes (8).
En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos
en la caracterizacion de la cepa de Mycoplasma
arginini utilizada como control positivo, frente a las
diferentes pruebas bioquimicas y enzimaticas.



TABLA 1. Comportamiento de la cepa de Mycoplasma
arginini frente a las diferentes pruebas bioquimicas./
Behaviour of the Mycoplasma arginini strain against the
different biochemical tests

Comportamiento frente alas
Prueba pruebas bioquimicas y
enziméticas
Fermentacion de la -
glucosa
Hidrdlisisdela +
arginina
Filmy Spot -
Sensibilidad ala +
Digitonina

El comportamiento de la cepa frente a las diferen-
tes pruebas, coincide con lo reportado como caracte-
ristico para esta especie, segiin Manual de Microbio-
logia Clinica (15) y Manual del Bergey (8).

El resultado frente a la prueba de la digitonina con-
firma su identidad como microorganismo pertenecien-
te al género Mycoplasma. En la Figura 2 se puede
observar el halo de inhibicién producido por la ausen-
cia de crecimiento en dicha region.

Crecimiento delacepa
Halo deinhibicion

FIGURA 2. PruebapositivaalaDigitonina/ Positive test
to Digitonin.

A partir de estos resultados se obtuvo un cultivo
con el pH y DO requeridos segun lo referido en el
Manual de Obtencion del Antigeno (9), donde se se-
flala que con valores de pH entre 7.4y 7.5y una
absorbancia entre 0.2 y 0.4 son los 6ptimos valores
en cultivo para ser utilizado como control positivo en
el diagndstico de micoplasmas. En nuestro caso, el
cultivo tenia un pH de 7.4 y una absorbancia de 0.23.
Por otra parte, una vez lograda su obtencion, dicho
cultivo mantuvo sus propiedades morfoldgicas y
bioquimicas estables, lo cual posibilité contar con un
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cultivo homogéneo, que permitiera la extraccion del
ADN de esta especie por los diferentes métodos, par-
tiendo de las mismas condiciones.

El analisis bacterioldgico del cultivo de la cepa re-
sulté negativo, lo cual demostré que el mismo no pre-
sentaba contaminacion bacteriana.

En la Figura 3 se evidencian los resultados obteni-
dos en la electroforesis analitica realizada al ADN de
la cepa Mycoplasma arginini obtenido a partir de los
tres métodos de extraccion.

1500 pb
1000 pb
750 pb
500 pb
250 pb

FIGURA 3. Electroforesis analitica en gel de agarosa a
0.8%. Linea 1: Patréon de peso molecular de 1Kb
(PROMEGA), Linea2: ADN con método de extraccion del
fenol/cloroformo; Linea 3: ADN utilizando el método de
extraccion |l y Linea4: ADN utilizando el método de ex-
traccion 111. / Analytic Agarose gel el ectrophoresisat 0.8%.
Line1: 1Kb molecular weigth pattern (PROMEGA); Line2:
DNA from fenol/chloroform extraction method; Line 3:
DNA from Il extraction method; Line 4: DNA from Il
extraction method.

En la Figura 3 solo se observa el ADN extraido por
el método de fenol/cloroformo, debido a que el mate-
rial genético se encuentra purificado y separado del
resto del material celular, libre de inhibidores y de las
histonas que son degradadas por la proteinasa K, lo
cual concuerda con lo reportado por Bashiruddin, 1998
(10) y Harasawa, 2004 (16). Por otra parte, se obser-
va la banda de ADN obtenida por este procedimiento,
por encima del marcador de peso molecular, lo cual
se debe a que la talla del genoma de micoplasmas es
de aproximadamente 2 Kb (17).

A diferencia del método de fenol/cloroformo, con
los otros dos métodos no se observo ninguna banda
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gue indicara presencia de ADN. Esto se debe a que
los mismos se basan en la ruptura mecanica o por
choque térmico, obteniéndose ADN geondmico uni-
do al material celular y a proteinas desnaturalizadas y
por tanto no se encuentra totalmente expuesto para
ser detectado en este tipo de electroforesis analitica,
realizada con el objetivo de observar la calidad y pu-
reza del ADN extraido, coincidiendo estos resultados
con lo reportado por Bashiruddin, 1998 (10) y Reina,
2003 (1).

Sin embargo, cuando se realiz6 la PCR utilizando
el ADN de Mycoplasma arginini extraido por los tres
métodos, se pudo observar la presencia de un pro-
ducto amplificado de aproximadamente 1200 pb, el
cual coincide con el control positivo de la reaccion
(Figura 4).

1 23 4 56

1500 pb
1000 pb
750 pb
500 pb
250 pb

1200pb

FIGURA 4. Electroforesis en gel de agarosaa 1.2% del
producto amplificado a partir de ADN de Mycoplasma
arginini obtenido mediante e empleo de los tres métodos
de extraccion. Linea 1: Patrén de peso molecular de 1Kb;
Linea2: Control positivo de ADN de micoplasmaextraido
por el método de tiocianato de guanidinio'; Linea 3: Con-
trol negativo; Linea4: Método de fenol/cloroformo; Linea
5: Método de extraccion Il y Linea 6: Método de extrac-
cion I11./ Agarosegel electrophoresisat 1.2% of the product
amplified fromMycoplasma arginini DNA obtained by the
use of the three extraction methods. Line 1: 1Kb molecular
weigth pattern; Line 2: Positive control of the mycoplasma
DNA extracted by guanidiniumtiocianate method; Line 3:
Negative control; Line4: Fenol/Cloroformmethod; Line
5: 11 extraction method; Line 6: 111 extraction method.

1 ADN de referencias, donadas gentilmente por el Dr. K.E
Johansson, Jefe del Instituto Nacional de Veterinaria,
Departamento de Bacteriologia, Suecia.
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Como se muestra en la Figura 4, los tres métodos
empleados en la extraccion del ADN de la cepa utili-
zada, permitieron la amplificacion del material genético
de micoplasmas, coincidiendo con lo reportado por
Nissen et al. (18); Uphoff y Drexler (19) y Chaudhry et
al. (20) quienes describen que no es necesario tener
un ADN puro, es decir expuesto o libre de material
celular para que pueda ser detectado por esta técni-
ca, lo que se debe al empleo de cebadores que reco-
nocen una region especifica del ADN de estos
microorganismos. Unido a esto también se encuen-
tra la capacidad del PCR de amplificar ADN presente
en la muestra en muy pequefias concentraciones, in-
cluso hasta degradado, siempre que no se afecte la
region de interés, lo cual avala la gran sensibilidad y
especificidad de este sistema (12).

A pesar de la calidad del ADN obtenido por el mé-
todo fenol/cloroformo, este procedimiento implica una
mayor manipulacion de la muestra, un mayor tiempo
de realizacion, asi como el empleo de reactivos que
encarecen el diagnostico, los cuales en muchas oca-
siones suelen dafiar la salud del personal. Por tales
motivos, se dificulta su empleo para el tratamiento de
muestras clinicas en el diagnostico de rutina de
micoplasmas (21).

A partir de los resultados obtenidos en la extrac-
cion de ADN de la cepa de Mycoplasma arginini, con
el sistema de PCR, se decidié emplear el método Il y
[l para la extraccién de ADN de micoplasmas, a par-
tir de muestras clinicas de cultivos celulares, sueros
y productos biofarmacéuticos de aplicacion biomédica.
En las Figuras 5 y 6 se observan los resultados con
los métodos Il y Ill respectivamente.

Los micoplasmas al carecer de pared celular, son
susceptibles a la lisis por temperaturas elevadas, per-
mitiendo por tanto, la accesibilidad del material genético,
lo cual justifica la aplicabilidad de los métodos Il y IlI
basados en choques térmicos, para su empleo en los
ensayos de PCR en el diagnéstico de los micoplasmas,
lo cual coincide con lo reportado por Fernandez y
Chavez (11) y Sung et al. (4). Ademas, se debe tener
en consideracion las grandes ventajas de los mismos,
gue a diferencia de la extraccion con fenol/cloroformo,
no se necesita gran manipulacion, siendo muy senci-
llos y rapidos y no se requiere del uso de reactivos que
hagan mas engorroso el trabajo.

Por otra parte en la Tabla 2 se evidencian los re-
sultados obtenidos en el ensayo de PCR frente a las
diferentes muestras clinicas procesadas por los mé-
todos de extraccion de ADN Il y lll, en comparacién
con los resultados registrados por el método de culti-
voy la HAN.
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FIGURA 5. Electroforesisen gel deagarosaa 1.2% delos
productos amplificados por PCR mediante el empleo del
método de extraccion I1. Linea1: Patrén de peso molecular
de 1Kb; Linea 2: control positivo de ADN de micoplasma
extraido por €l método de tiocianato de guanidinio; Linea
3: control negativo; Linea4-9: muestras clinicas./ Agarose
gel electrophoresis of the productsamplified by PCRwith
the use of the Il extraction method. Line 1: 1Kb molecular
weigth pattern; Line 2: Positive control of the mycoplasma
DNA extracted by guanidiniumtiocianate method; Line 3:
negative control; Line4-9: clinical samples.

123456 789
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FIGURA 6. Electroforesisen gel deagarosaa 1.2% delos
productos amplificados por PCR mediante e empleo del
método de extraccion |11. Linea 1: Patrén de peso molecular
de 1Kb; Linea2: control positivo de ADN de micoplasma
extraido por el método de tiocianato de guanidinio; Linea
3: control negativo; Linea4-9: muestras clinicas./ Agarose
gel eectrophoresis of the products amplified by PCRwith
theuse of the |11 extraction method. Line 1: 1Kb molecular
weigth pattern; Line 2: Positive control of the mycoplasma
DNA extracted by guanidiniumtiocianate method; Line 3:
negative control; Line4-9: clinical samples.

Seguln se observa en la Tabla 2 la PCR detect6
mayor cantidad de muestras positivas que el culti-
vo y la HAN. En comparacién con el cultivo, dife-
rentes autores refieren la ventaja que reporta la PCR
de detectar organismos no viables en contraposi-
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TABLA 2. Comparacion de los resultados obtenidos
por PCR, cultivo y la HAN, frente a las diferentes
muestras clinicas/ Comparison of the results obtained
by PCR, culture and NAH, against the different clinical
samples

Método de Total de muestras
Diagnostico positivas/Total de muestras
analizadas
Cultivo 1/56
HAN 2/56
PCR 4/56

* Por el méodo de extraccién de ADN Il se obtuvo
cuatro muestras positivas cuando serealiz laPCR y las
mismas muestras resultaron positivas cuando se empled
el método I11.

cion al cultivo que solo detecta microorganismos
vivos (18; 23). Ademas se debe tener en cuenta que
es un método muy rapido, que a diferencia del cul-
tivo, a las 24 horas se puede brindar un resultado
con la calidad y confianza requeridas. Una de las
razones por la que el cultivo demora tanto es que
como parte de la rutina del laboratorio se afiaden
antibiéticos a los cultivos para evitar posibles con-
taminaciones bacterianas, las cuales tienden a en-
mascarar la presencia de micoplasmas, impidien-
do su crecimiento.

La HAN al igual que la PCR, es capaz de detec-
tar microorganismos no viables, pero solo detecta
hasta 10* UFC/mL, a diferencia de la PCR que se-
gun Razin, 1994 (22) y Tang et.al , 2000(24) es ca-
paz de amplificar por sistemas simples hasta 102
UFC/mL. En ocasiones, esta sensibilidad puede ser
mucho mayor cuando se emplean sistemas como la
PCR anidada y/o RT-PCR, llegando a detectar 1 UFC/
mL. Ademas, la HAN implica un mayor tiempo de
realizacion, asi como el empleo de is6topos radio-
activos que ponen en riesgo la salud del personal.

Como resultado de este trabajo se pudo com-
probar que los métodos de extraccion Il y Il em-
pleados fueron capaces de detectar el ADN de
micoplasmas en las muestras clinicas analizadas.
Por las ventajas que presenta el método Ill, mas
sencillo que el método I, proponemos sea emplea-
do en el diagnéstico de micoplasmas por PCR, con
el objetivo de brindar un servicio mucho mas rapi-
do, menos costoso, confiable y sencillo. Ademas
con este trabajo se pudo corroborar que la PCR
constituye una técnica de gran utilidad en el diag-
nostico de rutina de micoplasmas en cultivos celu-
lares, sueros y productos biofarmacéuticos.
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