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RESUMEN

Objetivo principal: Comparar dos PCRs en tiempo real cuantitativas para la identificacion de Burkholderia mallei, en términos de
sensibilidad y especificidad analiticas. Metodologia: Amplificacion parcial de genes de B. mallei:- orf11y orfl3 del sistema de secre-
cion de tipo III TTS1 del género Burkholderia mediante gPCR con sondas de hibridacion. - fliP que codifica para la flagelina P de
B. mallei mediante gPCR con sonda TagMan. Célculo de parametros de validez. Resultados: El ensayo desarrollado en el laboratorio
obtuvo un limite de deteccion del orden del obtenido con el método recomendado por la OIE (70,4 fg/reaccion) y permitid la am-
plificacion especifica de ADN de B. mallei. Conclusion: El método desarrollado por el laboratorio de Biologia Molecular del INTA
permite una rapida amplificacion de ADN de B.mallei con unas elevadas sensibilidad y especificidad analiticas. Ademas, posibilita la
diferenciacion entre B. mallei y B. pseudomallei.
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Quantitative PCR in real time to Burkholderia mallei ADN amplification: A comparison with the molecular method recommended by
OIE

SUMMARY: Objective: Comparison of two quantitative real-time PCRs for identification of Burkholderia mallei, on analytical
sensitivity and specificity terms.Methods: Partial amplification of Burkholderia mallei gene: - orfl1 and orf13 targeting the type II1
secretion TTS1 system cluster from Burkholderia genus by qPCR using hybridisation probes. - fliP targeting flagelin P from B. mallei
by qPCR using TagMan probe.Validity parameters determination.Results: The duplex assay developed by the Molecular Biology
Laboratory at INTA obtained a limit of detection similar than that reached by the molecular method recommended by the OIE and
permitted the specific amplification of B. mallei DNA.Conclusions: The duplex assay developed by the Molecular Biology Labora-
tory at INTA provides a rapid amplification of B. mallei DNA, also shows high analytical sensitivity and specificity. Furthermore,

this assay permits the differentiation between B. mallei and B. pseudomallei.
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INTRODUCCION

El muermo (glanders, en inglés) es una enfermedad contagio-
sa re-emergente causada por Burkholderia mallei, bacilo Gram
negativo de la familia Burkholderiaceae. Se trata de una infeccion
que afecta a especies de équidos (caballos, asnos y mulas), aun-
que también puede afectar a otras especies de mamiferos como
ovejas, cabras, perros y gatos, asi como camellos, 0sos y lobos!.

La enfermedad es endémica en paises de Africa, Sudamérica
y parte de Asia'. Se pueden observar casos en personas que traba-
jan con el agente causal en laboratorios bajo condiciones de bio-
seguridad, como el ocurrido en el ano 2000 en EEUU. El muer-
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mo es una enfermedad de la lista de enfermedades de declaracion
obligatoria a la Organizacion Mundial de Sanidad Animal.

B. mallei es también considerada una grave amenaza biote-
rrorista (categoria B, CDC) debido a la relativa facilidad con la
que se puede obtener y transmitir, la dificultad de diagndstico de
la enfermedad y el que no exista proteccion mediante vacuna-
cion. Se utilizd6 como arma bioldgica contra caballos del ejérci-
to, otros animales y humanos, durante la Primera y la Segunda
Guerra Mundial. En la enfermedad aguda sin tratar puede pro-
ducirse un 95% de mortalidad en tres semanas'.

Se recomienda utilizar una combinaciéon de métodos de iden-
tificacion del agente con la misma muestra clinica. La identifica-
cién mediante cultivo in vitro se ve dificultada por la baja canti-
dad de bacterias presentes en los tejidos infectados y excreciones
y a que es un proceso que consume mucho tiempo (48 horas).
Las pruebas seroldgicas mas exactas y fiables son las de fijacion
de complemento y ELISA; sin embargo, las pruebas seroldgicas
no pueden distinguir las reacciones a B. mallei de las reacciones a
B. pseudomallei, un microorganismo patéogeno muy relacionado
filogenéticamente con B. mallei.

Se han desarrollado varias PCRs en tiempo real para la
identificacion fiable y rapida de B. mallei?, pero solo una PCR en
tiempo real ha sido evaluada con muestras de un brote de muer-
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mo en caballos’. Sin embargo, dada la gran plasticidad genomica
de B. mallei y B. pseudomallei*3, disponer de otras dianas mole-
culares para la deteccion de estas especies patdgenas del género
Burkholderia podria superar las posibles limitaciones en relacion
a la sensibilidad y especificidad de los ensayos moleculares que
se produjeran tras la aparicién de nuevas cepas.

El desarrollo de métodos de identificacion de B. mallei no
solo rapidos, sensibles y especificos sino también posibles de
hacer de forma rutinaria, concretamente los basados en pla-
taformas moleculares como la PCR en tiempo real, resultaria
beneficioso tanto para proporcionar un adecuado tratamiento
al paciente infectado como para la vigilancia epidemiologica y
la investigacion forense, en el caso de una liberacion intencio-
nada.

OBJETIVOS

Comparar dos PCRs en tiempo real cuantitativas para la
identificacion de Burkholderiamallei, en términos de sensibili-
dad y especificidad analiticas: una basada en la amplificacion de

ADN mediante sondas de hibridacion, desarrollada en el labora-
torio de Biologia Molecular del INTA y otra, mediante el uso de
sonda TagMan, desarrollado por Tomaso et al., 2006 y método
molecular recomendado por la OIE.

MATERIAL Y METODO

Amplificacién parcial de genes de Burkholderia malleil B.
pseudomalleiy B. mallei (1a secuencia de cebadores y sondas apa-
rece en la Tabla 1):

— PCR duplex: orf11 (lectura de fluorescencia en el canal 705
nm para B. pseudomallei) y orf13 (lectura de fluorescencia en el
canal 610 nm para B. mallei y B. pseudomallei) del sistema de
secrecion de tipo IIT TTS1del género Burkholderia®’, mediante
gPCRcon sondas de hibridacion.

— PCR simple: fIiP (lectura de fluorescencia en el canal 530
nm) que codifica para la flagelina P de B. mallei mediante qPCR
con sonda TagMan?.

La amplificacion se llevo a cabo en un equipo LightCycler
2.0 (Roche) y las condiciones fueron:

Tabla 1. Cebadores y sondas utilizados para las gPCRs, en las sondas de hibridacion una va marcada con fluoresceina en el extremo 3°
(donor) y la otra con un fluoréforoLight Cycler (LC) Red o similar en el extremo 5 (acceptor), esta sonda también va fosforilada en el
extremo 3. La sonda TagMan va marcada con un fluoréforo emisor en el extremo 5" y un quencher en el 3". La transferencia de energia
se basa en el fenomeno FRET ( Fluorescence Resonance Energy Transfer ).

Microorganismo Gen diana  Tipo de oligo Secuencia 5°- 3" Referencia
Burkholderia malleil orfll cebador-FW CGGTTACCCCGAACATCAC Este estudio
Burkholderia pseudomallei cebador-RV GCTAGGGCTATATCAGAGGGAC

sonda-FW CGATTATTTCGCTGTGCCCGCC-FL
sonda-RV LC Red705 -TCATAAATGCGTTGTCATCCGGCGTCC-PH
Burkholderia pseudomallei orfl3 cebador-FW CCGGTTCCGTGCAAGAG Este estudio
cebador-RV GACCGGATAGTAGCGGTGG
sonda-FW GGCCGCGACAAGCTGCT-FL
sonda-RV LC Red 610 -GTCTTTACATGGGCCCGGCAGCGA-PH
Burkholderia mallei fiP cebador-FW CCC ATT GGC CCT ATC GAA G Tomaso et al., 2006
cebador-RV GCC CGA CGA GCACCTGATT
sonda 6FAM-CAG GTC AAC GAG CTT CAC GCG GAT C-BHQI

Tabla 2. Reactivos utilizados y concentracion final para ambos métodos de amplificacion, en un volumen final de 20 ul y afiadiendo 1 ul

de ADN molde.
Reactivos Volumen Concentracion
Sondas de hibridacién (este estudio) Agua gradoBiologia Molecular 11,4 ul
MgCl,25 mM 1,6 pl 3mM
Cebador orf11/13-FW (20 uM) 0,5ul 0,5 uM
Cebador orf11/13-RV (20 uM) 0,5 ul 0,5 uM
Sonda orf11/13-FW (10 uM) 0,5 ul 0,25 uM
Sonda orf11/13-RV (10 uM) 0,5ul 0,25 uM
10X FastStart Master HybProbe(Roche) 2ul 1X
Sonda TaqgMan (Tomasoet al., 2006) Agua grado Biologia Molecular 14,7 ul
Cebador fliP-FW (10 uM) 0,2 ul 0,1 uM
Cebador ffiP-RV (10 pM) 0,2 pul 0,1 uM
Sonda ffiP (10 pM) 0,2 ul 0,1 uM
5X TagMan Master (Roche) 4l 1X
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Tabla 3. Panel de microorganismos usados para el estudio de especificidad y resultado de la gPCR en ambos métodos, las cifras repre-
sentan los valores de Cq; NA: no amplifica.

Especies

N.° de coleccion/ cepa

Origen/Procedencia

Genes diana

orfll (Tm: 61,35 °C)  orfI13 (Tm: 65,56 °C) AP
Burkholderia mallei NCTC 120 Reino Unido NA 18,89 15,21
NCTC 3709 Caballo/India NA 37,54 16,16
NCTC 10229 Hungria NA 20,86 16,97
NCTC 10230 Hungria NA 20,97 16,67
NCTC 10245 Caballo/R.P. China NA 23,82 22,02
Zagreb Alemania NA 35,42 21,89
Borgo Alemania NA 32,03 22,34
MuK?2 Alemania NA 36,27 21,62
Milan NA 25,44 27,72
Burkholderia pseudomallei NCTC 1688 Rata/Malasia 19,72 20,49 NA
NCTC 4846 Mono/Singapur 19,92 20,66 NA
NCTC 6700 Humano 20,5 20,72 NA
NCTC 7383 19,24 20,13 NA
NCTC 8707 Singapur 16,21 16,88 NA
NCTC 8708 Singapur 15,98 16,64 NA
NCTC 10274 Humano/Reino Unido 15,49 16,21 NA
NCTC 10276 Humano/Reino Unido 22,03 23,12 NA
NCTC 11642 14,79 15,5 NA
NCTC 8016 Oveja/Australia 16,13 16,76 NA
Burkholderia caledonica CCUG 42236 Suelo/Reino Unido NA NA NA
Burkholderia caribensis CCUG 42847 Suelo/Martinica, Francia NA Dudoso NA
Burkholderia cepacia CECT 4137 NA NA NA
Burkholderia dolosa CCUG 47727 Humano (esputo)/ EEUU NA NA NA
Burkholderia fungorum CCUG 31961 Hongo/Francia NA NA NA
Burkholderia gladioli ATCC 10248 Planta/EEUU NA NA NA
Burkholderia glumae CCUG 20835 Oryza sativalJapon NA Dudoso NA
Burkholderia kururiensis CCUG 43663 Acuifero/Japon NA NA NA
Burkholderia multivorans CCUG 34080 Humano (esputo)/Bélgica NA NA NA
Burkholderia phenazinium CCUG 46044 Suelo NA Dudoso NA
Burkholderia plantarii CCUG 23368 Oryza sativalJapon NA NA NA
Burkholderia sacchari CCUG 46043 Suelo/Brasil NA NA NA
Burkholderia stabilis CCUG 34168 Humano/Bélgica NA NA NA
Burkholderia terricola CCUG 44527 Suelo/Bélgica NA NA NA
Burkholderia thailandensis CCUG 48851 Arrozal/Thailandia NA NA NA
Burkholderia vietnamiensis CCUG 34169 Suelo/Vietnam NA NA NA
Bacillus anthracis NCTC 5444 Reino Unido NA NA NA
Bacillus cereus ATCC 10876 NA NA NA
Bacillus thuringiensis ATCC 10792 NA NA NA
Yersinia pesitis NCTC 144 NA NA NA
Francisella tularensistularensis ATCC 6223 Nodulo linfatico/ EEUU NA NA NA
Vibrio cholerae Ol ISCIII 20281-06/Vibl Humano (heces)/Guinea Ecuatorial NA NA NA
Brucella melitensis UCM Bv.1 NA NA NA
Coxiellaburnettii Nine mile A2 1/2 Bratislava, Eslovaquia NA NA NA
Rickettsia rickettsii Smith NA NA NA
Rickettsia typhi Wilmington Portugal NA NA NA
Eschericha coli O157:H7 ISCIII 7951-05/Ec2 Humano (heces)/Canarias, Espana NA NA NA
Salmonella enteritidis ISCIII 10001 Humano (sangre)/Leon, Espana NA NA NA
Shigella dysenteriae ISCIII 16580-05/Shi 41 Humano (heces)/Madrid, Espafia NA NA NA
Staphylococcus aureus CECT 240 NA NA NA

NCTC: National Collection of Type Cultures (ReinoUnido). CCUG: Culture Collection, University of Géteborg (Suecia). CECT: Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (Espafia).
ATCC: American Type Culture Collection (Estados Unidos de América). ISCIIL: Instituto de Salud Carlos III. UCM: Universidad Complutense de Madrid
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Tabla 4. Resultados de la validacion de las ¢ P CRs,obtenidos con la cepa de referencia de B. mallei NCTC 10230. LD calculado en base

al tamario del genoma de B. mallei, estimado en 5,84 Mb.

Parametros de validez

Resultado del ensayo

orfl13 fiP
Eficiencia, % 95,3 82,43
Rango de linealidad, fg/reaccion 7,04x10%-7,04x10! 7,04x10%-7,04x10!
Coeficiente de determinacidn, R? 0,9956 0,9929
Repetibilidad, DS del Cq en el LD 0,85 0,68
LD (al 95%), fg/reaccion (egce/reaccion) 70,4 (11,2) 70,4 (11,2)
Inclusividad, % (n° positivos/total) 100 (19/19) 100 (9/9)
Exclusividad, % (n° positivos/total) 90 (3/30) 100 (0/40)

egc: equivalentes de genoma completo.

1. método desarrollado en el laboratorio de Biologia Mole-
cular del INTA: 95 °C durante 10 minutos (desnaturalizacion);
45-50 ciclos a 95 °C durante 10 segundos, 60 °C durante 10 se-
gundos y 72 °C durante 12 segundos (amplificacion); 45-95 °C
a 0,1 °C/segundo (fusion o melting); 40 °C durante 30 segundos
(enfriamiento).

2. Método molecular recomendado por la OIE: 95 °C du-
rante 10 minutos (desnaturalizacion); 50 ciclos a 95 °C durante
10 segundos y 63 °C durante 1 minuto (amplificacion); 40 °C
durante 30 segundos (enfriamiento). Los reactivos utilizados
y sus concentraciones se muestran en la Tabla 2. En todas las
reacciones se utiliz6 un control positivo para B. mallei (NCTC
10230) y agua como control negativo de la PCR (No Template
Control-NTC).

La construccion de una curva estandar mediante diluciones
seriadas 1/10, de ADN purificado, desde 7,04x10%-7,04x10° hasta
7,04x10"'fg/reaccion para B. mallei, permitié determinar la efi-
ciencia (ecuacion: E = [10¢Vpendiente)]) " rango de linealidad, coe-
ficiente de determinacion (R?) y sensibilidad analitica. El limite
de deteccion o LD (95% de probabilidad) se calculd realizando
20 replicados de las tres ultimas diluciones. El punto de corte
se establecio como aquel ciclo de cuantificacion (Cq) correspon-
diente al limite de deteccion. La repetibilidad se expresé como la
desviacion estandar del ciclo de cuantificacion®. Para la determi-
nacion de la especificidad (inclusividad y exclusividad) se utilizd
ADN purificado (=10° egc/reaccion) de la genoteca del labora-
torio de Biologia Molecular del INTA procedente de 9 cepas
diana (B. mallei), 26 cepas no diana relacionadas (10 cepas de
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Figura 1. Deteccién molecular del gen fliP de B. mallei. Curvas de
amplificacion, fluorescencia recogida por el canal de 530 nm.
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B. pseudomallei y 16 cepas de otras especies del género Burkhol-
deria) y 14 cepas no relacionadas. Un resumen de los parametros
evaluados y de las cepas empleadas aparece en las Tablas 3 y 4.

RESULTADOS

El método molecular recomendado por la OIE detecta la
presencia de B. mallei mediante PCR cuantitativa en tiempo real
(qPCR) usando una sonda TagMan (Figura 1), mientras que el
ensayo desarrollado por el laboratorio de Biologia Molecular del
INTA detecta la presencia de B. malleiy B. pseudomalleimedian-
te qPCR y la utilizacion de dos parejas de sondas de hibridacién
(Figura 2). El gen flipP se amplifica de forma exclusiva en B.
mallei, el gen orfll se amplifica también de forma tUnica en B.
pseudomallei, mientras que el gen orf13 se amplifica de forma
exclusiva en B. mallei y B. pseudomallei; ninguno de los tres ge-
nes se amplifica en el resto de cepas del género ni en las cepas no
relacionadas (Tabla 3).

Los dos ensayos mostraron una alta especificidad analitica,
siendo 100% la inclusividad en ambos métodos, para las cepas
de B. mallei, y 90% la exclusividad en el método desarrollado en
el laboratorio de Biologia Molecular del INTA y del 100% en el
método molecular recomendado por la OIE, para las cepas no
relacionadas. El ensayo desarrollado en el laboratorio obtuvo un
limite de deteccion de 70,4 fg/reaccion (11,2 ege/reaccion), del
orden del obtenido con el método recomendado por la OIE y
ademas permitio la amplificacion especifica de ADN de B. mallei
(Tabla 4).

DISCUSION

Los sistemas de secrecion tipo III (¢ype III secretionsystem-
TTS) se han relacionado con la patogenicidad de varias bacterias
Gramnegativas’. B. pseudomallei 'y B. mallei, albergan un grupo
de genes estrechamente relacionados con el grupo de genes del
TTS de patogenos de plantas!'®. Adyacente a este grupo de genes
que codifican para proteinas estructurales secretoras existe un
numero de marcos de lectura abierto (open readingframes-ORFs)
que codifican para proteinas con poca o ninguna homologia con
proteinas conocidas, pero que proporcionan evidencia de que
se expresan los genes TTS’. El gen orf11, se amplifica de forma
especifica en B. pseudomallei, mientras que el gen orf13, se am-
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Figura 2. Deteccion molecular del gen orfl3 de B. mallei y B.
pseudomallei. A. Curvas de amplificacion, fluorescencia recogida
por el canal de 610 nm. B. Curvas de fusion, fluorescencia recogida
por el canal de 610 nm.

plifica de forma exclusiva en B. pseudomallei y B. mallei, y no se
amplifica en el resto de especies del género Burkholderia’. Estas
diferencias permitirian identificar de forma especifica ambas es-
pecies de Burkholderia.

Los resultados de la validacion conseguidos por el método
desarrollado en el laboratorio de Biologia Molecular del INTA
fueron similares a aquellos obtenidos por el método recomenda-
do por la OIE (LD de 70 fg/reaccion®) y por otros autores (efi-
ciencia del 98,7-99 %, repetibilidad de 0,072-0,080, especificidad
analitica del 93-100%?2; especificidad analitica del 99-100%'").
Respecto al LD al 95% de probabilidad obtenido mediante elmé-
todo de identificacion basado en sondas de hibridacion (70 fg/re-
accion o de 11,2 ege/reaccion), éste fue inferior al que consiguio-
Bowerset al., 20102, con un valor de 100 copias por reaccion,
pero superior al que obtuvo Janseer al., 20132, de 4,5 fg/reaccion.
Estas diferencias en el LD podrian deberse a que el método uti-
lizado para su célculo puede variar de unos estudios a otros. En
relacion a la especificidad del método basado en sondas de hi-
bridacion, hubo tres muestras que amplificaron dando lugar a
un resultado dudoso que redujo en un 10% la exclusividad del

ensayo; sin embargo, tras el analisis de las curvas de fusion estas
muestras no dieron lugar a ningun pico de fusion, por lo que no
se pueden considerar positivas.

B. pseudomallei es una bacteria patogena presente en el me-
dio ambiente que causa una enfermedad llamada melioidosis,
similar al muermo. Afecta a humanos y animales de regiones
tropicales y subtropicales, especialmente el sur y sureste asiati-
co y el norte de Australia. También pueden darse casos en re-
giones no endémicas introducidos por viajeros procedentes de
zonas endémicas'. B. mallei y B. pseudomallei son microorga-
nismos estrechamente relacionados y provocan una enferme-
dad grave, y potencialmente fatal, en humanos. El diagnéstico
de estas enfermedades es dificil en regiones endémicas, pero
resulta aun mas complejo en aquellas no endémicas, donde
no estan incluidas dentro del diagnostico diferencial y la me-
lioidosis concretamente es confundida frecuentemente con la
tuberculosis!*. Por todo ello, el desarrollo de un método de
identificacion rapido y fiable que pudiera discernir entre estas
dos especiesdel género Burkholderia,como el desarrollado por
el laboratorio de Biologia Molecular del INTA, resultaria de
gran utilidad.

La mayoria de los formatos de sondas especificos de se-
cuencia de ADN, usan el principio FRET (FluorescenceReso-
nanceEnergy Transfer), en el que se produce la transferencia de
energia desde una molécula fluorescente (fluoresceina) a otra
molécula adyacente también fluorescente (p. ej., LightCycler
Red 640 o similar). Las sondas de hibridacién usan dos oligo-
nucledtidos disenados para que hibriden de forma especifica
con el fragmento amplificado durante la PCR; solo cuando los
dos oligonucledtidos se alinean en regiones adyacentes sobre la
molécula diana, los fluoréforos donante y aceptor se encuen-
tran lo suficientemente préximos para que se produzca el feno-
meno FRET. La sonda TagMan contiene unfluor6foro emisor
y un quencher muy préximos el uno del otro; cuando la sonda
esta intacta, el quencher suprime la sefial fluorescente del emi-
sor también via FRET; durante la PCR, la polimerasa rompe la
sonda, separando el emisor y el quencher, permitiendo al emi-
sor emitir fluorescencia. Al final de la amplificacion, las sondas
TagMan son digeridas mientras que las de hibridacion perma-
necen intactas y pueden usarse en un experimento de curvas de
fusion. En el caso de este estudio, el experimento de curvas de
fusion se empled para verificar la especificidad del fragmento
amplificado mediante la comprobacion de su temperatura de
fusion, lo que evitd tener que recurrir a una electroforesis en gel
de agarosa que alargaria el tiempo analisis de la muestra y ésta
podria contaminarse.

El mayor tiempo de amplificacion durante la fase de alinea-
miento con la sonda TagMan (63 °C durante 1 minuto) del mé-
todo de referencia, podria haber alargado el tiempo de analisis
en comparacion con el método desarrollado en el laboratorio
de Biologia Molecular del INTA basado en sondas de hidrélisis
(60 °C durante 10 segundos seguido de 72 °C durante 12 segun-
dos); sin embargo, la preparacion de la mezcla de reaccion de
la PCR duplex, mas compleja por llevar dos parejas de oligo-
nucleétidos, y la introduccion del experimento de curvas de fu-
sion tras la amplificacion, en el segundo método, compenso las
diferencias en tiempo. Por todo ello, los dos métodos se podrian
considerar rapidos, en comparacion con otras técnicas no basa-
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das en biologia molecular, y relativamente iguales en relacion al
tiempo de analisis.

Para completar el proceso de validacion del método desarro-
llado por el laboratorio de Biologia Molecular del INTA seria
necesario utilizar muestras clinicas, y asi determinar su sensibili-
dad y especificidad diagnosticas.

CONCLUSIONES

El método desarrollado por el laboratorio de Biologia Mo-
lecular del INTA permite una rapida amplificacion de ADN de
Burkholderiamallei con unas elevadas sensibilidad y especifici-
dad analiticas. Ademas, posibilita la diferenciacion entre B. ma-
lleiy B. pseudomallei.
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