<
'4}{: - {1 ; \i
ke WD
a\:.;.je J—)’?e -
UNIVERSIDAD ~ NACIONAL ~ AUTONOMA#
DE MEXICO F 7,
/?:/'x L
_____________________________________________________ ' -’"i;;

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

DIVISION DE ESTUD!OS DE POSGRADO E INVESTIGACION

CONSTRUCCION DE UNA BIBLIOTECA GENOMICA
DE Mycobacterium bovis EN ELL VECTOR 2 ZAP
EXPRESS

T K S I S
PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS
VETERINARIAS: MICROBIOLOGIA
P R E S E N T A
M.V.Z. HUGO BRIGIDO BARRIOS GARCIA

ASESORES: M.V.Z., MSc., Ph.D. ALFREDO SAHAGUN RULZ

MVZ., M. EN C., Ph.D. FRANCISCO SUAREZ GUEMES

MEXICO, D. F. 1998.

g 65817



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo fue financiado por:

o PAPIT IN506194

» University Development Linked Project

+ Texas Agriculture Experimental Station

Durante el periodo de estudio en alumno fue becario de CONACyYT



INDICE

RESUMEN

SUMMARY

1 INTRODUCCION

1.1 Generalidades

1.2  Salud publica

1.3 Diagnostico

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Cultivo

2.2 Extraccién de DNA

2.3 Construccion de la biblioteca gendmica

2.4  Seleccidon azul - blanco

2.5 Titulacion de la biblioteca

2.6 Amplificacion de la biblioteca

2.7 Seleccion de sueros de bovinos positivos a PPD

2.8 Produccion de anticuerpos policlonales
.anti-PPD bovino en conejo

2.9 Adsocrcién de anticuerpos contra E. coli

2.10 Seleccidn de clonas recombinantes

2.1

Excision in vivo del plasmido pBK-CMV

Pag.

10
10
10
11
12

13
13
13
14



2.12
213
2.14
215
2.16

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6

Extraccién del plasmido
Digestién de! plasmido pBK-CMV
Marcaje del DNA de M. bovis
Hibridacién tipo Southern

Deteccion de la hibridacién

RESULTADOS

Construccioén de la biblioteca gendmica
Seleccion azul - blanco

Titulacién de |a biblioteca

Seleccidn de clonas recombinantes
Excisién in vivo del plasmido pBK-CMV

Digestion del plasmido e hibridacion tipo Southern

DISCUSION

CUADROS Y FIGURAS

LITERATURA CITADA

15
16
16
16
17

19
20
20
20
21
21

26

31

43



RESUMEN:

Barrios Garcia, Hugo Brigido. Construccion de una biblioteca genémica de
Mycobacterium bovis en el vector A ZAP Express. Dirigida por Dr.
Sahagun Ruiz, Alfredo y Dr. Suarez Guemes, Francisco.

La tubercuiosis bovina es una de las enfermedades con repercusién en la
salud publica. Las pérdidas econdmicas en el ganado son muy importantes
tanto a las debidas a la enfermedad por si misma, como por la restriccion de
mercados nacionales y extranjeros a los productos derivados a hatos
positivos a tuberculosis. En México el control de esta enfermedad esta
basado en la eliminacién de animales reactores positivos a la prueba de
tuberculina. El objetivo del presente estudio fue el de construir una biblioteca
gendmica de M. bovis que permita identificar y aislar clonas que codifiquen
para proteinas recombinantes antigénicas utilizando suercs de bovinos
positivos a PPD y sueros de conejo anti-PPD bovino para su seleccion.

La biblioteca genémica fue construida de DNA gendmico, a partir de una cepa
de campo de M. bovis degerido por Eco IR. Los fragmentos entre 2 y 4 kb
fueron seileccionados por electroelusién. Estos fragmentos fueron ligados al
vector de expresion Lambda ZAP Express y posteriormente inducidos a
formar viriones compietos con el paquete GigaPack. El titulo de la biblioteca
sin amplificar absorbida en E. cofi XL1 azul fue estimado en 1.1 X 107 ufp/ml,
Tomando en cuenta que el tamario del genoma de M. bovis es de 3.1 X 10°
pb, un tamano promedio de los insertos de 3 kb y el titulo de la biblioteca,
estimamos que existe una representacién de un 99% del DNA gendmico de
M. bovis en la biblioteca construida, de acuerdo al método de Clark. Se
seleccionaron clonas recombinantes mediante inmunoafinidad de las
proteinas expresadas en las placas liticas hacia sueros de bovino positivos a
PPD y sueros de conejo anti-PPD bovino. Las placas positivas fueron
detectadas en membranas de nitrocelulosa utilizando proteina G conjugado a
la enzima peroxidasa. De las clonas recombinantes seleccionadas, se les
hizo excision in vivo y restriccion con Eco Rl para evaluar el tamafo de los
insertos. Las clonas selectas restrictas fueron hibridadas por Southern blot
con una sonda biotinilada de M. bovis para determinar si las fracciones de
DNA aisladas pertenecen a M. bovis.



SUMMARY:

Barrios Garcia, Hugo Brigido. Construction of a Mycobacterium bovis
genomic library in A ZAP Express. Under supervision of Dr. Sahagun Ruiz,
Alfredo and Dr. Suédrez Guemes, Francisco.

Tuberculosis is considered as an important disease with public health impact.
The economic looses include those due to the sickness by itself, and those
due to the National and foreign marketing restrictions to tuberculosis positive
cattle and their derived products. in Mexico, control of this disease is based
on elimination of tuberculin positive tested animal. The objective of this study
was to construct a Mycobacterium bovis genomic library in A ZAP Express, to
identify and select clones expressing recombinant proteins using PPD positive
bovine serum and anti-bovine PPD rabbit serum,.

The genomic library was constructed with EcoRI digested DNA of a wild strain
of M. bovis. Fragments between 2 and 4 kb were electroeluted and ligated to
Lambda ZAP Express vector. The library estimated titrer was of 1.1 X 107
ufp/mi, the probability of a complete M. bovis genome representation was
99%. Recombinant clones were selected by immuno-affinity of protein
expressed in lytic plaques to PPD-positive bovine serum and anti M. bovis
PPD rabbit serum. Positives plaques were detected on nitrocellulose
membranes using a anti-bovine-IgG  peroxidase conjugate. Selected
recombinant clones were excised in vivo and restricted with EcoRl in order to
know the size of the inserts. Restricted clones were hibridized with a
biotinilated M. bovis DNA by Southern blot to verify that the cloned belong to
M. bovis genome.



1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades:

Los casos de tuberculosis humana se han incrementado en los Ultimos
afios, principalmente en paises industrializados. La tuberculosis bovina tiene
importancia en salud publica y es considerada una zoonosis; esta enfermedad
ocasiona pérdidas econémicas en la produccion de carne y leche, ademas de
las pérdidas debidas a la restriccion de mercados internacionales a los
productos derivados de hatos positivos a la tuberculosis (1, 2).

La tuberculosis es una enfermedad crénica que ataca de manera
primaria a los pulmones, pero puede afectar cualquier érgano o tejido. Las
micobacterias producen reacciones inflamatorias focales granulomatosas, en
el centro de éstas frecuentemente se observa una forma peculiar de necrosis
caseosa (3, 4).

El género Mycobacterium incluye varias especies, unas son patégenas
tanto para el hombre como para los animales, otras patégenas oportunistas y
otras esencialmente sapréfitas (5, 6). Dentro de las micobacterias patdgenas,
existen dos especies muy similares. Mycobacterium tuberculosis 'y
Mycobacterium bovis que son las responsables de |a tuberculosis humana y
bovina respectivamente (7, 8), aunque el hombre puede ser infectado por M.
bovis (3, 8).

Las micobacterias son bacilos delgados o ligeramente curvos, de 0.2 a
0.6 um de didzmetro y de 1 a 4 pm de longitud, aparecen como celulas
aisladas o asociados en grupos pequefios y a veces en masas compactas, en
las que no se puede distinguir cada bacilo (S, 10, 11). El bacilo de la
tuberculosis es inmdvil y no forma esporas (5, 6, 12), requiere de 15 a 22
horas para su replicacion, mientras que el tiempo de generacién de ofras
bacterias puede ser de 20 a 30 minutos (9, 13). La micobacterias no se tifien
con métodos convencionales porque hay una resistencia notable a la

penetracion de los colorantes, debido a la presencia de cantidades
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relativamente grandes de lipidos en la pared celular, por lo que son llamados
bacilos acido-alcohol resistentes (10, 13, 14, 15).

1.2 Salud publica:

Se estima que el 5% de las vacas tuberculosas infectadas, tienen
lesiones en pulmon, Utero y que del 1 al 2 % en glandula mamaria. Esta
localizacion resulta importante en las infecciones de terneros que se
amamantan con la leche de modo natural o artificial. Del mismo modo, la
transmision a través de la leche es de importancia desde el punto de vista de
salud publica; sin embargo, la transmisién via aerégena es la mas frecuente:
ya que individuos aparentemente sanos pueden permanecer como portadores
y diseminar la bacteria ( 8, 16). Se estima que mas de una tercera parte de la
poblacién humana mundial ha sido infectada por algun tipo de micobacteria y
60 millones sufren de tuberculosis activa. Anualmente se registran 8 a 10
millones de casos nuevos, resultando en 3 a 10 millones de muertes por afio
(17). Se calcula que la tuberculosis es responsable de mas del 6% de todas
las muertes en el mundo. En total, mas gente muere de infeccién por M.
tuberculosis que por cualquier otro agente infeccioso (18, 19, 20). Muchos de
estos diagnésticos de tuberculosis podrian ser debidos a M. bovis.

La evidencia de que el ganado bovino y sus productos, como la leche y
la carne, son fuentes potenciales de M. bovis causante de infeccién en
humanos (21), justifica la necesidad de proteger a la pobiacidn mediante
programas de eliminacion de la enfermedad en los bovinos. Entre 1980-1991
en San Diego, California, Estados Unidos se realizé un estudio donde se
identificaron 73 casos humanos de tuberculosis de origen bovino, los cuales
representan el 3% de los casos de tuberculosis humana notificada durante
ese periodo. Por otra parte, en Santa Fe, Argentina, entre 1986 y 1989 se
estudio una muestra de 679 personas tuberculosas, de las cuales en 26
(3.8%) la infeccion fue de origen bovino. Este ultimo estudio, indicé que los
individuos infectados tuvieron una mayor relacién directa con el ganado y

menor con los productos derivados de ellos (22).
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En América, de los casi 420 millones de bovinos, poco menos de la
mitad se encuentra en paises exentos de tuberculosis bovina o donde los
niveles de infeccidn son bajos (<1%), el resto se distribuye en los paises con
prevalencias mayores al 1% causando grandes pérdidas econémicas. Las
pérdidas anuales directas e indirectas por tuberculosis bovina de cinco paises
de Centroamérica se estiman en 20 millones de ddlares y en México en 26.5
millones ddlares. En Sudameérica el nimero de bovinos infectados, podrian
superar las cuatro millones de cabezas. En Argentina se estima que las
pérdidas anuales sobrepasan los 60 millones de dblares (80). En general, la
tuberculosis bovina ha sido localizada en 94 (69%) de 136 paises en el tropico
(23).

En 1992, México contaba con 32,731,924 cabezas de ganado bovino,
de las cuales 3,433,641 (10.5%) corresponden a bovinos productores de leche
y 29,298,283 (89.5%) corresponden a bovinos productores de carne. Los
datos registrados sobre la prevalencia de la tuberculosis bovina indican un
11.1% y 2.9% para e! ganado productor de leche y carne respectivamente’.
Por otra parte en 1997, se tuberculinizaron 4,132,793 bovinos, de los cuales
1,432,437 corresponden a ganado productor de carne, 1,440,267 a ganado
productor de leche, 7,22,243 por motivo de movilizacion y 537,846 por
exportaciones; de los cuales se registraron 28,300 reactores, i0 que se estima
que la prevalencia hasta diciembre de este afio era de 0.68%>

1.3 Diagnéstico:

La forma mas precisa de diagnosticar al complejo tuberculosis es
mediante el aislamiento e identificacion del microorganismo a partir del
individuo enfermo (9, 10, 24), pero debido a su lento crecimiento, ‘el
aislamiento de las micobacterias representa un problema especial para el
laboratorio, ya que llegar a una identificacion final, tardaria cuando menos

' Ante proyecto de norma Oficial NOM-031-200-1995 de la campaiia contra la tuberculosis bovina de la
SAGAR, 1995,

2 Comisién Nacional de Sanidad Agropecuaria; Campafia Nacional contra la tuberculosis bovina;
SAGAR. 1997
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cuatro semanas. Una ayuda al diagnéstico es el estudio anatomopatoldgico
debido a que, cuando las lesiones son evidentes podran ser identificadas
durante la necropsia y confirmadas con el estudio histopatolégico, donde se
observan los caracteristicos granulomas que conjuntamente con las tinciones
para bacterias acido-alcohol resistentes, aportan un diagnéstico presuntivo de
tuberculosis. Sin embargo, para emitir un diagndstico concluyente, es
necesario identificar las micobacterias a través del aislamiento. Una técnica
equivalente al aislamiento e identificacion del microorganismo, es la deteccion
de presencia de acidos nucleicos del microorganismo en la muestra clinica o
muestras previamente fijadas en formol. Esto es posible mediante [a
utilizacién de sondas de DNA especificas o bien, mediante la amplificacion
fragmentos de DNA del microorganismo por la técnica de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), utilizando iniciadores especificos como el 1S6110
(16, 18, 25, 26).

En Mexico, el diagnéstico de la tuberculosis en humanos depende de
los sintomas clinicos, evidencias radioldgicas de la enfermedad y ia presencia
de bacilos acido-alcohol resistentes en las muestras, por lo que las
infecciones por M. bovis se pueden diagnosticar errébneamente como M.
tuberculosis. En el ganado vacuno se emplea la prueba de la tuberculina, que
consiste en la inoculacion intradérmica de un derivado proteico purificado
(PPD) de Mycobacterium, el cual en animales positivos causa un
engrosamiento del sitio de aplicacién, debido a una reaccion de
hipersensibilidad tardia (27). Esta prueba es la base de la Campafa de
Erradicacion de la Tuberculosis Bovina en México (CANETB), la ¢ ual implica
la deteccién y la eliminacion subsecuente de los animales reactores positivos.
Se han detectado algunas limitaciones en esta prueba, como reacciones
falsas negativas en casos de anergia o hembras que han tenido un parto de
cuatro a seis semanas precedentes a la prueba, y reacciones falsas positivas
en infecciones con otras micobacterias como M. avium sub-especies avium o
paratuberculosis (5, 28). Estas limitantes de la prueba resultan en la



eliminacion de reactores falsos positivos, originando mermas en la produccion,
asi como la posible permanencia de animales positivos que representan un
peligro para el resto del hato.

Por otra parte, la forma de desarrollo bacteriano para la produccién de
PPD es un proceso relativamente largo, ya que el cultivo de las micobacterias
se realiza en la superficie del medio liquido en forma estatica en condiciones
controladas de temperatura y aereacion por un periodo,de 20 a 30 dias. Una
alternativa a la produccion a PPD, seria la utilfzacién de proteinas
recombinantes.

Para poder tener proteinas recombinantes de M. bovis se han utilizado
técnicas de clonacion; una de ellas es la construccion de bibliotecas
genémicas que nos permite trabajar genes aisladamente para su
caracterizacién. En una biblioteca construida en /ambda gt 11, de 32 clonas
seleccionadas, 5 fueron reconocidas por anticuerpos monoclonales anti-MPB-
70y SB10, de los cuales se selecciond una clona que contenia un inserto de
253 pares de bases y que codifica para un polipéptido que fue reconocido por
sueros de bovinos infectados con M. bovis (29). También han sido descritas
otras proteinas, como el antigeno alfa de 30-kDa, el cual se une a fibronectina
y es una proteina secretoria principal de crecimiento micobacteriano v
estimula blastogénesis linfocitaria in vitro, a partir de células de animales
positivos a PPD (30). Otra proteina recombinante de 130 kDa, aislada de una
biblioteca construida en el vector de expresién /ambda gt 11, es capaz de
inducir una respuesta de inmunidad tardia de piel en ratones inmunizados o
infectados con M. bovis o M. tuberculosis (31). Otro epitope que es capaz de
inducir una respuesta de hipersensibilidad tardia en humanos, esta localizado
en la terminacion carboxilo de una proteina de 38-kDa de M. tuberculosis y M.
bovis BCG (32). También se obtuvo otra proteina recombinante (rMPB64) en
el vector pMAL64c expresada y clonada en E. coli, esta proteina fue probada
en cuyes para hipersensibilidad tipo retardada, donde encontraron que el
rMPB64 tiene la misma reactividad como la proteina nativa MPB64 y su
capacidad para inducir hipersensibilidad retardada fue 13.4 veces mas alto
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que PPD. Debido a que existen algunas proteinas que solo se producen en M.
tuberculosis y algunas cepas de M. bovis BCG, este antigeno rMPB64, podria
ser de utilidad para el diagnostico especifico de la tuberculosis por M.
tuberculosis y M. bovis, ya que descartaria infecciones causadas por M.
avium(33).

El presente estudio pretende la construccion de una biblioteca
gendmica de M. bovis, con la finalidad de seleccionar clonas recombinantes
que expresen antigenos de M. bovis reconocidos por anticuerpos policlonales
especificos, asi como, la caracterizacion de los insertos clonados. Dichas
clonas podrian ser la base del desarrolio de pruebas diagnésticas mas
sensibles y especificas como sondas de DNA, iniciadores de PCR y proteinas
recombinantes para intradermo-reaccién y serologia.




2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Cultivo:

Mycobacterium bovis® fue cultivada en caldo de Middlebrook 7H9
suplementado con albumina-dextrosa-catalasa (ADC) a 37°C en agitacidn a
100 rpm por tres semanas (34, 35, 36). Se ajustd a una densidad optica de 1
(600 nm de longitud de onda luz visible) que representa 3 X 10® UFC/mi de
medio de cultivo (37). |
2.2 Extraccién de DNA:

Para la extraccion del DNA genémico, el cultivo de micobacterias se
centrifugd a 4,000 xg por 5 minutos y la pastilla resultante fue resuspendida
en 200 pl de solucién de lisis alcalina (0.1 M NaCH, 2M NaCl, SDS 0.5%) e
incubado a 95°C por 15 minutos. El DNA resultante de Ia lisis, fue extraido dos
veces con fenol-cloroformo-alcohol isocamilico (25:24:1) con agitaciéon fuerte
por un minuto, transfiriendo la fase acuosa a un tubo limpio y nuevo cada vez.
Ei DNA fue precipitado manteniéndolo media hora a -70°C con acetato de
amonio 300 mM y etanol absoluto; seguido de una centrifugacion a 12,000 xg
por 5 minutos. La pastilla se lavé una vez para disminuir la cantidad de sales
con etanol al 70% y el DNA fue recuperado por centrifugacion a 12,000 x g por
5 minutos. La pastilla resultante fue resuspendida en 100 pl de TE 10:1 (10
mM Tris/1 mM EDTA) (38).

2.3 Construccién de la biblioteca genémica:
El DNA de M. bovis se sometid a una digestién parciai con diferentes
concentraciones de la enzima EcoRI (39) 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.625 U/ul (Figura

1) con el fin de determinar la concentracion optima para generar un mayor

3 Aislamiento de campo donado por la seccion de diagnostico del Depto. de Microbiologia ¢
nmunologia de la FMVZ, UNAM.
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numero de fragmentos entre 2 y 4 kb (40, 41); los fragmentos resultantes de la
digestion fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en
TBE (45mM Tris HCI/Borato, 10mM EDTA).

Los fragmentos entre 2 y 4 kb fueron seleccionados por electroelusién
y posteriormente purificados, utilizando cartuchos Glass Max® (Gibco). Los
fragmentos de DNA fueron ligados a los sitios EcoRI de los brazos del vector
A ZAP Express ®(Stratagene) a una proporcion 10:1 de (inserto/vector). El
ligado de los insertos se realizd usando ia enzima T4 DNA ligasa
®(Stratagene), posteriormente se indujo la formacién de viriones completos

con el paquete GigaPack® (42).

2.4 Seleccién azul - blanco:

El sitio de insercion EcoRl en el vector, es un sitio Unico localizado en el
gene lacZ de la enzima p-galactosidasa; la insercion de DNA recombinante en
esta region permitio 1a seleccion azul / blanco en agar LB (Luria Bertani) con
X-gal (Promega) por la inactivacion del gene /acZ dentro del fago A ZAP
Express.

Se adiciond 0.1 ul de la reaccion de fagos empaquetados a 200 ul de E.
coli XL1 azul a una concentraciéon de 600 nm de longitud de onda en 1 y se
incubaron por 15 minutos a 37°C. La suspensién bacteriana infectada se
mezclé con 3 mi de agar semisdlido NZY conteniendo 15 ul de 0.5 M de
(isopropil-tiogalacto-piranosido) IPTG y 250 mg/ml de X-gal; y se vacid en
cajas con agar NZY que fueron incubadas a 37°C en obscuridad. Las placas
liticas fueron visibles después de 8 horas de incubacion. Las placas de color
azul son indicativas de la ausencia de inserto, mientras que las placas liticas

recombinantes dan un color blanco (42).

2.5 Titulacion de la biblioteca:

La bacteria hospedadora E. coli XLL1 azul MRF (Stratagene), se cultivo
en agitacion a 30°C por toda la noche, en 50 ml de caldo LB, suplementado
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con maltosa al 2% y 10 mM MgSQ,. Se hizo una dilucidén 1:100 de cultivo en
el medio LB suplementado y se incubd a 37°C por 4 horas; se infectaron 600
ul del cultive con 1 pl de cada una de las diluciones del fago a partir de 10 pl:
10', 10° 10", 102 y 102y se incubaron por 15 minutos a 37°C. Se mezclaron
con 6.5 ml de agar semisélido NZY a 48°C, se colocaron en cajas de agar
NZY y se incubd a 37°C por 8 horas hasta |la formacion de placas liticas de
aproximadamente de 2 mm de diametro; finalmente se contaron las placas.

Para calcular la probabilidad de que todos los genes de M. bovis estén
representados en la biblioteca, se utilizd la siguiente férmula de Clarke y
Carbon (43):

P=1-(1-f)N

Donde:
P = probabilidad
f = fraccion del genoina en una recombinante

N = numero de clones recombinantes

2.6 Amplificacion de la biblioteca:

La biblioteca se sembré utilizando 600 ul de a bacteria y 1 ul de fago
recombinante a una dilucion de 1:10, correspondiente a 5.7 X 10* unidades
formadoras de placas. El fago fue adsorbido por 15 minutos a 37°C.
Enseguida, se mezclé la bacteria infectada con 6.5 ml de agar semisélido NZY
a 48°C, se coloco en cajas de agar NZY y se incubé a 37°C por 8 horas, hasta
la formacidn de placas liticas de aproximadamente 2 mm de diametro.
Posteriormente, se cubrid el plato con 10 ml de solucién SM (100mM NacCl, 10
mM MgSO4, 50 mM Tris HCI pH 7.5, 2% gelatina) y se dejo en agitacién a 4°C
por 8 horas. Después de este periodo, se recuperd la solucion SM y se le
adicioné cloroformo al 5% y se incubé por 15 minutos; en seguida la solucién
fue centrifugada a 500 xg por 10 minutos. y el sobrenadante fue distribuido en

frascos de 500 ul en tubos nuevos; se le adiciond 15 ul de cloroformo para
11



tener una concentracion final del 3% y 35 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) para

tener una concentracion final del 7%,; finalmente, la biblioteca fue almacenada
en nitrogeno liquido y en congelacién a -70°C.

2.7 Seleccién de sueros de bovino positivos a PPD:

Se trabajaron con 30 sueros de bovincs positivos a PPD, obtenidos de
un rancho en el estado de Hidalgo, México. Estos sueros fueron evaluados
mediante la prueba de inmunotransferencia de punto “Dot blot” .

Se colocé 1 pl de PPD bovino como antigeno en membranas de
nitrocelulosa y se bloqueo con 3% gelatina en TBS-Tween (10 mM Tris-HCl
pH 8, 150 mM NaCl, 0.05%Tween 20) por 1 hora. Las membranas fueron
incubadas por 8 horas con cada uno de los sueros, asi como, con sueros
negativos como testigo. Posteriormente, fueron lavadas dos veces con TBS-
Tween y uno con TBS (10 mM Tris-HCI pH 8, 150mM NaCl), por 5 minutos
cada lavado para eliminar los anticuerpos que no se unieron al antigeno. Las
membranas lavadas fueron incubadas con proteina G (CALBIOCHEM ®)
conjugada a peroxidasa a una dilucion de 1:3,000 por 4 horas, seguida de otro
ciclo de lavados. Finalmente las membranas fueron tratadas con 0.1 % de
perdxido de hidrégeno en 100 mi PBS con 60 mg de 4 cloro naftol en 20 ml de
metano! frio por 10 minutos aproximadamente, con el fin de evidenciar la
presencia de anticuerpos especificos a PPD.

2.8 Produccién de anticuerpos policlonales anti-PPD bovino en
conejos:

Se inocularon conejos Nueva Zelanda hembras de 12 semanas de
edad, libres de patdgenos especificos con 0.1 ml de derivado proteico
purificado bovino (PPD) via intramuscular y con 0.1 ml via intravenosa (IV) en
la primera semana; posteriormente siete inoculaciones semanales de 0.1 ml
de PPD via IV. La produccién de anticuerpos contra PPD bovino, fue evaluada
por inmunotransferencia de punto (“Dot blot").
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2.9 Adsorcion de anticuerpos contra E. coli:

Se cultivaron dos litros de E. coli XL1 azul (Stratagene) durante 12
horas a 37°C con agitacion a 200 rpm en medio de LB. Un litro de E. coli XL1
azul fue tratada con autoclave por 1 hora/15 libras/121°C y el otro litro con
0.1% de formaldehido; los lisados obtenidos por ambos tratamientos fueron
mezclados y colocados en tubos de 50 ml, centrifugados a 4,000 xg por 10
minutos. La pastilla resultante fue resuspendida en una dilucién de 1:50 con
cada uno de los sueros a utilizar. La adsorcion se llevo a cabo incubado a
temperatura ambiente por 8 horas (44). Finalmente, los sueros fueron
esterilizados por filtracién con poro de 0.22 um y refrigerados a 4°C hasta su

utilizacion.

2.10 Seleccion de clonas recombinantes:

La biblioteca genémica fue cultivada en un titulo de 25,000 unidades
formadoras de placa (UFP) en agar NZY, para lo cual, el fago A ZAP Express
recombinante fue adsorbido en E. cofi XL1 azul MRF(Stratagene) a una
concentracion de 0.5 en 600 nm por incubacién a 37°C por 20 minutos: la
bacteria infectada con el fago A fue mezclada con agar NZY semisélido y
después sembrada en cajas de agar NZY, las cuales se incubaron a 37°C 4-8
horas hasta observar placas de 1-2 mm de diametro.

Se impregnaron membranas de nitrocelulosa con 10 mM IPTG por
media hora y fueron colocadas sobre las placas para inducir la transcripcion
del gene de la B-galactosidasa y asi, la expresién de las proteinas fusionadas
a P-galactosidasa que se adsorben a la membrana de nitrocelulosa. Las
placas con las membranas se incubaron a 37°C por 4 horas (45)

Las membranas se removieron suavemente y fueron sometidas a un
ciclo de 2 lavados en TBS-T y uno con TBS de 5 minutos cada uno. Se

agreg6 0.5 mg de PPD bovino sobre un extremo de la membrana como testigo

positivo para las inmunotransferencia.
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Los sitios activos en Ja membrana fueron blogueados con gelatina al
3% en TBST por 30 minutos, el exceso de gelatina fue removido con un ciclo
de lavados. Las membranas fueron incubadas por 8 horas a 22°C con suero
de bovino positivo a tuberculosis, mediante la reaccién de PPD o con suero de
conejo anti-PPD bovino; asi como, con testigo negativo a PPD. Todos los
sueros fueron previamente absorbidos con el lisado de E. cofi (ver arriba);
ademas, se utilizé como testigo para el conjugado, TBST con 1% de gelatina
sin suero {44). Después de un ciclo de lavados, las membranas se incubaron
con proteina G conjugada a la enzima peroxidasa (CALBIOCHEM ®) a una
dilucién de 1:3,000 en TBS por 4 horas; después de otro ciclo de lavados, las
placas positivas se hicieron evidentes, utilizando el sustrato peroxido de
hidrégeno al 0.1 % y el indicador de color 4-cloro-1-naftol al 0.3% (46).

Las placas con proteinas recombinantes que produjeron una sefal de
mayor intensidad en las inmunotransferencias, fueron identificadas en las
cajas de Petri y colectadas del agar para su purificacion y posterior
caracterizacion.

2.11 Excisién in vivo del plasmido pBK-CMV:

El fagémido pBK-CMV fue excidido in vivo a partir del vector A ZAP
Express mediante co-infeccion de E. coli XL1 azul con el L ZAP Express
recombinante seleccionado y el bacteriofago cooperador R-408 (Stratagene).
El pidsmido obtenido contiene el DNA insertado.

Se crecid E. cofi XL1 azul en caldo LB y E. co/i XLOLR en caldo NZY
toda la noche a 30°C; ambos cultivos fueron centrifugados separadamente a
150 xg y resuspendidos en la mitad del volumen de una solucion de sulfato de
magnesio MgS0O4 10 mM. Se colocaron 200 ul de E. coli XL1 azul a una
concentracion de 1 en 600 nm, 250 pl del fago lambda ZAP Express y 1 pl del
fago cooperador R-408 y se incubaron a 37°C por 15 minutos. Después de
esta incubacién, se le adicionaron 3 ml de caldo NZY y se continud la

incubacion por 16 horas a 37°C en agitacion a 200 rpm. Las células aun

viables fueron inactivadas por calor a 69°C por 20 minutos y centrifugadas a
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1000 xg por 15 minutos. El sobrenadante conteniendo el pBK-CMV excidido,
fue transferido a otro tubo. En un tubo nuevo conteniendo 200 ul de bacterias
E. coli XLOLR en 10 mM MgSQ,, se agregé 100 pul pBK-CMV excidido y se
incubd a 37°C por 15 minutos; posteriormente, se le adicionaron 3 ml de caldo
NZY y se continud la incubacion a 37°C por 45 minutos: finalmente la bacteria
fue sembrada en platos de agar LB conteniendo 50 mg/ml de monosulfato de
kanamicina (SIGMA), Unicamente las bacterias que fueron transformadas se
desarrollaron (Stratagene).

2.12 Extraccién del plasmido:

Las bacterias transformadas, se cultivaron en caldo LB con 50 ng/ml de
kanamicina a 37°C per toda la noche en agitacién a 300 rpm. El cultivo en 1.5
mi fue centrifugado a 12,000 xg por un minuto, se decanto el sobrenadante y
se permitid secar la pastilla. La pastilla se resuspendid en 100 ul en la
solucion de lisis fria (25 mM de Tris-HCI pH8, 10 mM de EDTA, 50 mM de
glucosa} y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. En seguida se le
adicionaron 200 pl de una solucién preparada recientemente con 0.2 N de
NaOH y 1% de SDS (sodio duodecil sulfato), se mezclé y se incubd en hielo
por 5 minutos. Posteriormente, adicionaron 150 pl de acetato de potasio pH
4.8 frio y se prosiguid con la incubacién por otros 5 minutos en hielo, seguida
de centrifugacion a 12,000 xg por 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a
un tubo limpio y al cual se le agregd RNAsa A a una concentracion final de 20
ug/mi y fue incubado a 37°C por 20 minutos. En seguida, se le adicioné un
volumen de fenol/cloroformo saturado de TE (10 mM Tris-HCL pH8, 1 mM
EDTA), se agito fuertemente por un minuto y se centrifugdé a 12000 xg por 2
minutos. Posteriormente, se transfirio la fase acuosa a un tubo limpio y se le
adicioné un volumen de cloroformo isoamilico (24 :1), se agité fuertemente por
un minuto y se centrifugd a 12,000 xg por 2 minutos. El DNA en el
sobrenadante fue precipitado con etanol fri¢ y lavado con etanol al 70 % (39,
47).
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2.13 Digestién del plasmido pBK-CMV:

El plasmido recuperado, se sometid a una digestion con 10 Uful de ia

enzima Eco R1 por una hora a 37°C, para determinar la presencia y tamano
del inserto clonado de M. bovis.

2.14 Marcaje del DNA de M. bovis:

El DNA de M. bovis fue marcado por el sistema de iniciadores al azar
Bioprime (GibcoBRL). Un ul de DNA gendémico de M. bovis a una
concentracion de 250 ng/ul fue disuelto en 10 pl de y desnaturalizado por
calentamiento a 100°C por 10 minutos; inmediatamente después fue colocado
en hielo. Se adicionaron 5 pul de 10X dNTP ( 1mM biotin-14-dCTP; 1 mM
dCTP; 2 mM dATP; 2mM dGTP; 2mM dTTP en 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1mM
Na;EDTA), 20 ul de 2.5 X iniciadores al azar (125 Mm Tris-HCI, pH 6.8; 12.5
mM MgCly; 25 mM 2-mercaptoetanol; 750 pg/ml oligo-deoxi-ribonucleétido),
13 pl de agua destilada y finalmente 3 ul del fragmento Klenow de la
polimerasa | (40 U/ul de fragmento klenow en 100 Ko2HPO4 pH 7.0, 10 mM 2-
mercaptoetanol, 50% glicerol). La reaccién fue incubada a 37°C por 4 horas y
fue detenida con 5 ul de la solucién de alto (0.2 M Na;EDTA, pH 7.5) EI DNA
se precipitd con 300 mM de acetato de sodio y etanol a -70°C por 15 minutos
y se centrifugd a 15,000 xg por 10 minutos. La pastila fue secada a
temperatura ambiente y resuspendida en TE 10:1. El DNA marcado, fue
adicionado a 10 m! de solucién de hibridacion (SSC 10X [1.5 M NaCl, 150 mM
Citrato de Na)], SDS 0.5%, 100 mg de DNA de esperma de salmdn, 50 % de
formamida) y almacenado a -20°C hasta su uso.

2.15 Hibridacién tipo Southern:
Los plasmidos recombinantes seleccionados fueron digeridos con la
enzima Eco RI a 37°C por 30 minutos; los fragmentos digeridos, fueron

separados por electroforesis en geles de agarosa al 1% a 80 V por 30
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minutos (geles de 8 centimetros) en TBE (42). El gel se sumergié en varios
volumenes de 0.25 N HCI por 10 minutos y se enjuagd con agua desionizada;
en seguida el gel fue colocado en un'a solucion desnaturalizante (1.5 M de
NaCl, 0.5 M de NaOH) por 20 minutos a temperatura ambiente: se detuvo ia
reaccién con una solucién neutralizante (1M Tris [pH 7.5] 1.5M NaCl) por 20
minutos. El gel fue transferido a una membrana de nylon, cargada
positivamente (GIBCO BRL), por capilaridad con SSC 10X durante 12 horas,
El DNA transferido fue fijado a la membrana de nylon utilizando una fuente de
luz UV Crooslinker (Stratalinker 1800/Stratagene) a 254 nm con 120,000
micro-joules. Las membranas fueron pre-hibridadas durante 2 horas a 42°C en
una solucion de pre-hibridacién (6X SSC; 5X reactivo de Denhardt's [50X:
0.1% ficall, 0.1% polivinilpirrolidona, 0.1% albumina sérica bovina); 0.5% SDS;
100 nug/ml esperma de salmén, 50% formamida). Después de la pre-
hibridacién la membrana se incubé con la solucién de hibridacion, durante 16
horas a 42°C. Esta solucion contiene el DNA de M. bovis marcado; el cual fue
desnaturalizado por ebullicién por 10 minutos previamente a su uso .

2.16 Deteccién de [a hibridacién:

Las membranas hibridadas se lavaron dos veces por 5 minutas en 5X
SSC con 0.5% de SDS, a65°C, posteriormente se lavaron por 30 minutos en
0.1X SSC con 1% de SDS a 50°C, después se lavaron por 5 minutos en 2X
SSC atemperatura ambiente . Las membranas fueron enjuagadas con TBS-
T pH 7.5 y bloqueadas con 3% de albtmina sérica bovina en TBS-T pH 7.5,
por 60 minutos a 65°C con agitacion. Después, |[a membrana se incubé por
10 minutos a temperatura ambiente con el conjugado SA-AP (Streptavidin-
Fosfatasa alcalina) (Photogene) diluido (1:1,000) en TBS-Tween, en seguida
las membranas fueron lavadas dos veces en TBS-Tween pH 7.5 por 10
minutos y por Ultimo, fueron sometidas a un lavado con la solucidn de lavado
final (100 mM Tris, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl, .6H.0 pH 7.5) por 60 minutos.
Las bandas hibridadas fueron detectadas, agregando luminophos sobre la
membrana dentro de un folder de acetatos para revelado. Después de
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incubadas a 37°C por 60 minutos en oscuridad, se colocd la pelicula
radiogréfica y se permitid la exposicion por 15 minutos. La pelicula fue
revelada colocandola en solucidon reveladora (Kodak) por 15 minutos, en
seguida en una solucién fijadora (Kodak) por 15 minutos y enjuadada en agua
corriente por 15 minutos (GibcoBRL).

Los perfiles de las bandas en el "Southern Blot” fueron comparados

entre los plasmidos digeridos y sin digerir.
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3. RESULTADOS

3.1 Construccién de la biblioteca genémica:

La figura 1 muestra en los carriles 1, 2, 3, 4 y 5 |as digestiones del DNA
gendmico de M. bovis con 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.625 U/ul de la enzima EcoRl
respectivamente se evaluado en geles de agarosa al 1% tefidos con bromuro
de etidio; en el carril nimero 6 se encuentra el marcador de peso molecular
A digerido con Hin d Ill. Se determiné que con 10 U/ul de la enzima EcoRl, se
obtiene una mayor concentracion de fragmentos entre 2 y 4 kb.

En el carril 1 de la figura nimero 2, se muestran 250 ng/pi de DNA
gendmico de M. bovis sin digerir; en el carril nimero 2 se observan 250 ug/ml
de DNA de M. bovis después de una digestion parcial con la enzima EcoR! a
una concentracion de 10 U/ul; el carril 3 se encuentra el marcador de peso
molecular & Hin d lll.

La figura 3 carril 2 muestra el DNA de M. bovis digerido y seleccionado
entre 2 y 4 kb, la diferencia entre el peso molecular del DNA gendémiceo del
carril 1 del seleccionado en el carril 2 se observa al comparar el DNA
seleccionado con el marcador de peso molecular A Hin d Hll del carril 3.

En la figura 4, carril 3 muestra los fragmentos selectos ligados al vector
X ZAP Express con un peso molecular de 22 kb |, en el carril 1 se observa el
DNA genomico de M. bovis sin digerir de un peso molecular aproximado de 24
kb;" en el carril 2 se observan los fragmentos seleccionados antes de ser
ligados al vector. En el carril 4 se observa el marcador de peso molecular A
Hin d IlL.
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3.2 Seleccion azul - blanco:
Después de 8 horas de incubacién se observd el 100 % de placas

liticas de color blanco por lo que se asume que todas las clonas presentes
tenian un inserto de M. bovis.

3.3 Titulacidén de la biblioteca:

La biblioteca gendmica fue titulada en unidades formadoras de placa
(ufp) para determinar su tamafo. Se contaron 1,150 placas liticas en una
dilucién de 10 | lo que corresponde a un titulo de 1.1 X 107 ufp/ml.

Considerando que el tamafio del genoma de M. bovis es de 3.1 X 10°
pb (26}, un tamafo promedio de los insertos de 3 kb y el titulo de la biblioteca
se estima que existe una representacion del genoma de M. bovis en la
biblioteca del 99%.

3.4 Seleccién de clonas recombinantes:

Se seleccionaron 29 clonas de un total de 38 con sueros de bovinos
positivos a PPD y 20 clonas de un total de 40 con sueros de conejo anti-PPD
bovino en base a |la mayor intensidad de color en las inmunotransferencias.
Con la finalidad de purificar estas clonas se realizd un segundo, tercero y
cuarto tamizado hasta obtener una purificacion del 100% de clonas
recombinantes a partir de una clona recombinante que expresen todas ellas la
proteina inducida. En la figura 5, la parte A muestra el primer tamizado y la
parte B muestra el cuarto tamizado. Al final de los tamizados, se obtuvieron
cinco clonas recombinantes seleccionadas con sueros de bovinos positivos a
PPD y cuatro con suero de conejo anti-PPD bovino, dando un total de nueve
clonas recombinantes. .
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3.5 Excision in vivo del plasmido pBK-CMV:

A las nueve clonas seleccionadas se les realizé la excision in vivo y se
obtuvieron plasmidos pBK-CMV que se muestran en el cuadro 1. Los
plasmidos seleccionados a partir de sueros de bovinos positivos a PPD fueron
nombrados pMb-l, pMb-Il, pMb-lll, pMb-IV y pMb-V y los plasmidos
seleccionados con sueros de conejo positivos a PPD bovino fueron
designados pMb-VI, pMb-VII, pMb-VIil y pMb-IX. Estos pldsmidos mostraron
pesos moleculares aproximados de 7, 9.5, 23, 14 y 9 kb correspondientes al
primer grupo y 9.3, 9.3, 9.2 y 9.4 kb al segundo grupo respectivamente, al
evaluarlos en un gel de agarosa al 1% teflido con bromuro de etidio, y
compararlos al marcador de peso molecular A Hin dlll.

3.6 Digestion del plasmido e hibridacién tipo Southern blot:

Los plasmidos pBK-CMV extraidos fueron digeridos con la enzima
EcoR1 para separar los insertos clonados. El peso molecular aproximado en
kb de los fragmentos obtenidos en la digestion fueron calculados en base a la
migracion del marcador de peso molecular A Hin dlil en un gel de agarosa al
1% tefido con bromuro de etidio. El cuadro 1 muestra las fracciones obtenidas
después de digerir.

La figura 6 - A, muestra clonas seleccionadas con sueros de bovinos
positivos a PPD digeridos con la enzima EcoRI liberando inserto de M. bovis
del plasmido pBK-CMV ; en el carril nimero 1, se observa el pMb-1 sin digerir
con un peso molecular aproximado de 7 kb, en el carril nimero 2 el mismo
plasmido digerido con EcoRI liberando un inserto de 3.8 kb; en el carril
numero 3 se observa el pMb-Il sin digerir con un peso molecular aproximado
de 9.5 kb, en el carril nimero 4 el mismo plasmido digerido con EcoRl
liberando un inserto de 3 kb; en el carril nimero 5, se observa el pMb-1Il sin
digerir con un peso molecular aproximado de 23 kb, en el carril nimero 6 el
mismo plasmido digerido con EcoRl liberande un inserto de 2.3 kb; en el carril

numero 7 se localiza en marcador de peso molecular A Hin dlil. La hibridacién

tipo Southern blot de los plasmidos sin digerir y digeridos pude observarse en
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la figura 6 - B. Los carriles de las figuras 6 - A y 6 -B son correspondientas.
En la figura 6 - A se observa el plasmido pBK-CMV sefalado con la letra "p"
de un peso molecualr aproximado de 4.3 kb, mientras que en la figura 6 - B, el
plasmido pBK-CMV no hibrida con la sonda de M. bovis marcada con biotina.
Las bandas que hibridan en el Southern blot corresponden a los insertos
clonados mostrados en la figura 6 - A,

La figura 7 - A, muestra las clonas seleccionadas con sueros de
bovinos positivos a PPD digeridos con la enzima EcoRl, liberando el inserto
de M. bovis del plasmido pBK-CMV. En el carril nimero 1, se observa el pMb-
IV sin digerir con un peso molecular aproximado de 14 kb, en el carril nimero
2 el mismo plasmido digerido con EcoRlI liberando un inserto de 2.5 kb; en el
carril nimero 3, se observa el pMb-V sin digerir con un peso molecular
aproximado de 9 kb, en el carril nimero 4 el misme plasmido digerido con
EcoRl liberando un insertc de 4 kb; en el carril numero 5 se localiza el
marcador de peso molecular A Hid lll. La hibridacién tipo Southern blot de los
plasmidos sin digerir y digeridos pude observarse en la figura 7 - B. Los
carriles de las figuras 7 - A y 7 -B son correspondientes. En la figura 7 - A se
observa el plasmido pBK-CMV sefalado con la letra "p" de un peso molecualr
aproximado de 4.3 kb, mientras que en la figura 7 - B, el plasmido pBK-CMV
no hibrida con la sonda de M. bovis marcada con biotina. Las bandas que
hibridan en el Southern blot corresponden a los insertos clonados mostrados
en la figura 7 - A

En la figura 8 - A, muestra clonas recombinantes selccionadas con
sueros de conéjo anti-PPD bovino digeridos con la enzima EcoRlI liberando el
inserto de M. bovis del plasmido pBK-CMV. En el carril nimero 1, se observa
el pMb-VI sin digerir con un peso molecular aproximado de 9.3 kb, en el carril
numero 2 el mismo plasmido digerido con EcoRl, separando 6 insertos de 4.1,
3.8, 3.6, 2.5, 2.3 y 1.8 kb; en el carril niumero 3, se observa el pMb-VIl sin
digerir con un peso molecular aproximado de 9.3 kb, en el carrit numero 4 el
mismo plasmido digerido con EcoRI| separando 6 insertos de 4.1, 3.5, 2.5, 2.4,
2.3y 2 kb. en el carril niumero S se localiza el marcador de peso molecular A
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Hid 1II. La hibridacién tipo Southern blot de los plasmidos sin digerir y
digeridos pude observarse en la figura 8 - B. Los carriles de las figuras 8 - A
y 8 -B son correspondientes. En la figura 8 - A se observa el plasmido pBK-
CMV sefialado con la letra "p" de un pesc molecualr aproximado de 4.3 kb,
mientras que en la figura 8 - B, el plasmido pBK-CMV no hibrida con la sonda
de M. bovis marcada con biotina. Las bandas que hibridan en el Southern blot
corresponden a los insertos clonados mostrados en la figura 8 - A.

En la figura @ - A, muestra clonas recombinantes selccionadas con
sueros de conejo anti-PPD bovino digeridos con |la enzima EcoRl, liberando el
inserto de M. bovis el plasmido pBK-CMV. En el carril nimero 1, se observa el
PMb-VIII sin digerir con un peso molecular aproximado de 9.2 kb, en el caril
numero 2 el mismo plasmido digerido con EcoRl separando 4 insertos de 3.5,
2.5,2.4y22Kkb; en el carrit nimero 3, se observa el pMb-IX sin digerir con un
peso molecular aproximado de 9.4 kb, en el carril niumero 4 el mismo plasmido
digerido con EcoRI separando 5 insertos de 4.1, 3.8, 3.7, 2.5 y 2.3 kb; en el
carril numero 5 se localiza el marcador de peso molecular A Hin d Ill. La
hibridacion tipo Southern blot de los plasmidos sin digerir y digeridos pude
observarse en ia figura 9 - B. Los cariles de las figuras 9 - A y 9 -B son
correspondientes. En la figura 9 - A se observa el plasmido pBK-CMV
sefialado con la letra "p" de un peso molecualr aproximado de 4.3 kb, mientras
que en la figura 9 - B, el plasmido pBK-CMV no hibrida con la sonda de M.
bovis marcada con biotina. Las bandas que hibridan en el Southern blot
corresponden a los insertos clcnados mostrados en la figura 9 - A.

Las figuras 10 y 11 agrupan los resultados de digestién e hibridacién
tipo Southern blot de las clonas seleccionadas. En la figura 10 - A, se
observan clonas recombinantes selectas con sueros de bovino positivos a
PPD bovino digeridas con EcoRl; se observan 3 bandas por cada carril, la de
mas afto peso molecular corresponde al plasmido recombinante sin digerir, la
banda del centro corresponde al plasmido pBK-CMV y la banda de menor
peso molecular corresponde a los insertos de M. bovis clonados: en el carril
numero 2 se observa el pMb-I con un peso molecular estimado de 7 kb y el

23



inserto clonado de 3.8 kb, en el carril nimero 3 corresponde al pMb-Il con un
peso molecular de 9.5 kb y‘ el inserto clonado de3 kb, en el carril namero 4 se
encuentra el pMb-Ill con 23 kb y el inserto clonado de 2.3 kb de peso, el carril
numero 5 corresponde al pMb-IV con un peso de 14 kb y un inserto clonado
de 2.5 kb y en el carril namero 6 se localiza el pMb-V con un peso molecular
de 9 kb y un inserto clonado de 4 kb; en los carriles 2, 3, 4, 5 y 6 muestran
una banda del mismo pesc molecular aproximado a 4.3 kb la cual
corresponde al vector sin el inserto clonado. El carril 1 y 7 muestra el
marcador de peso molecular A Hin d lll. La hibridacion tipo Southern blot de
los plasmidos sin digerir y digeridos pude observarse en la figura 10 - B. Los
carriles de las figuras 10 - A y 10 -B son correspondientes. En la figura 10 - A
se observa el plasmido pBK-CMV sefalado con la letra "p" de un peso
molecular aproximado de 4.3 kb, mientras que en la figura 10 - B, el plasmido
pBK-CMV no hibrida con la sonda de M. bovis marcada con biotina. Las
bandas que hibridan en el Southern blot corresponden a los insertos clonados
mostrados en la figura 10 - A

La figura 11 - A, muestra clonas recombinantes selectas con sueros de
congjo anti-PPD bovino digerido con EcoRl. Las bandas de mayor peso
molecular corresponde al plasmido recombinante sin digerir, la banda
siguiente corresponde al plasmido pBK-CMV y las banda de menor peso
molecular corresponde a los insertos de M. bovis clonados; en el carrit nimero
2 se localiza en pMb-VI con un peso molecular aproximado de 9.3 kb y
multiples bandas clonadas de 4.1, 3.8, 3.6, 2.5 23 y 1.8 kb; en el carril
numero 3 se encuentra el pMb-VII mostrando un peso molecular de 9.3 kb y 6
vinsertos de 4.1, 3.5, 2.5, 2.4, 2.3 y 2 kb; en el carril numero 4 se localiza el
pMb-VIIl con un peso molecular de 9.2 kb y los insertos clonados de 3.5, 2.5,
24 y 2.2 kb; en el carril numero 5 se encuentra el pMb-IX con un peso
molecular de 9.4 kb y 5 insertos de 4.1, 3.8, 3.7, 2.5y 2.3 kb; en los carriles 2,
3, 4 y 5 kb, muestran una banda de DNA con un peso molecular de 4.3 kb, el
cual corresponde al vector libre del inserto de M. bovis. El carril 1 y 6 muestra
el marcador de peso molecular A Hin dlll. La hibridacién tipo Southern blot de
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los plasmidos sin digerir y digeridos pude observarse en la figura 11 - B. Los
carriles de las figuras 11 - A y 11 -B son correspondientes. En la figura 11 - A
se observa el plasmido pBK-CMV sefalado con la letra "p" de un peso
molecular aproximado de 4.3 kb, mientras que en la figura 11 - B, el plasmido
pBK-CMV no hibrida con la sonda de M. bovis marcada con biotina. Las
bandas mostradas en la radiografia que hibridan en el Southern blot
corresponden a {os insertos clonados mostrados en la figura 11 - A,
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4. DISCUSION

Como resultado del impacto econdmico y en salud publica que
ocasiona la tuberculosis, se han desarrollado métodos para el diagnéstico y
control de esta enfermedad; sin embargo debido a las caracteristicas propias
del género Mycobacterium, los métodos actuales para su deteccién, control y
eliminacién suelen ser tardados o no precisos en algunos casos (5, 10, 28). El
uso de herramientas como la biologia molecular, puede ser una alternativa
confiable, ya que permite el desarrollo de nuevos métodos para una mas
certera y rapida deteccion del agente (16, 25). Las principales metas son
detectar genes que sean capaces de inducir una buena inmunidad, ya sea
para el desarrollo de nuevas tecnologias en el diagnéstico o para
inmunizacién (26).

Los proyectos de mapeo gendmico hasta hace poco, se han enfocado
exclusivamente a genes especificos 0 a un blanco regional (48); para poder
tener una visién més amplia y mayor oportunidad de conocer otros antigenos,
se ha recurrido a la construccién de bibliotecas genémicas, donde el principal
objetivo es el de mantener el mayor numero de genes posibles del genoma
con la finalidad de que sea representado en su totalidad (49). Actualmente
Cole y colaboradores han secuenciado el genoma completo de M.
tuberculosis, el cual tiene 4,000 genes en 4,411,529 pares de bases (50) esta
informacidén no coincidie con lo descrito por McFadden quien estima un
tamario de M. bovis de 3.1 X 10 % pb (26); esta diferencia en el tamano de los
genomas de M. bovis y M. tuberculosis dada a conocer tanto por McFadden y
Cole respectivamente, la eficiencia de representacion de los genes clonados
en las bobliotecas gendmicas construidas podrian verse afectadas; no
obstante aungue se conoce el tamario del genoma de M. tuberculosis el cual
es muy similar a M. bovis, deberia haber diferencias que no afectaran la
estimacion en el tamarfo de las bibliotecas construidas con M. bovis. La

secuenciacion de M. fuberculosis es de gran ayuda para las futuras
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investigaciones lo cual permitira comparar genes clonados ya sea
aleatoriamente o seleccionados a partir de una biblioteca genémica .

Actualmente se han construido bibliotecas gendmicas de diferentes
especies del género Mycobacterium; Thole y colaboradores construyeron una
biblioteca gendmica de M. bovis BCG y con anticuerpos monoclonales
seleccionaron una proteina de 65 Kda la cual fue reconocido por linfocitos T,
esta proteina estad propuesta como antigeno para vacunacion (51); de igual
manera Oftuna y colaboradores construyeron una biblioteca en A gt 11 de M.
tuberculosis y seleccionaron 3 proteinas de 65, 19 y 14 Kda (52); otro ejemplo
fueron Young y colaboradores quiénes construyeron otra biblioteca en A gt 11
de M. tuberculosis sin embargo en este caso los fragmentos clonados fueron
tomados sin seleccionar las fracciones a clonar (53), Andersen y
colaboradores (54) utilizaron la misma técnica que Young. La biblioteca
gendmica construida para este trabajo, fue clonada en A Zap Expréss y se
calcul6é su representacion de acuerdo con el tamafio del genoma reportado
por McFadden (26) y de acuerdo a este dato se estimdé que la biblioteca
construida de M. bovis esta representada en un 99 %, el hecho de tener este
porcentaje nos da mayor oportunidad de obtener genes que codifiquen para
antigenos inmunoreactivos.

La seleccion de clonas recombinantes se ha realizado utilizando
sondas de DNA marcadas dirigidas a un sitio blanco del genoma como |o
describe Haeseleer y colaboradores, Mong y colaboradores (55, 56), ¢ bien a
través de anticuerpos monoclonales especificos dirigidos hacia a una
proteina recombinante ya conocida (42, 45, 47), sin embargo cuando se
quiere encontrar y estudiar genes no conocidos, se utilizan sueros policlonales
para captar una mayor cantidad de genes involucrados en los procesos de
interés. El uso de sueros policlonales fue inicialmente utilizado por Young y
colaboradores (a y b) (586, 57) y posteriormente por Triipp y colaboradores (58)
quienes describen buenos resultados en el tamizado de bibliotecas genémicas

utilizando esta técnica.
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En el tamizado de las bibliotecas gendmicas de Mycobacterium
construidas por Thole y colaboradores {51), Young y colaboradores (53) y
Andersen y colaboradores (54), utilizaron sueros de animales infectados con
tuberculosis para la seleccién de proteinas recombinantes; por otro lado ,
Oftung y colaboradores (52} utilizaron anticuerpos monoclonales para este fin.
La utilizacidn de los sueros de bovino positivos a PPD y sueros de conejo anti-
PPD bovino para la seleccién de clonas recombinantes de la biblioteca
gendmica de M. bovis construida en este trabajo, permitié la identificacion por
inmuno-blot de las clonas que expresan proteinas recombinantes de M. bovis.

El tamafio de los insertos clonados fue determinado mediante digestion
del vector pBK-CMV con EcoRI. En el caso de las clonas seleccionadas con
sueros de bovinos positivos a PPD, se observaron 2 bandas discretas por
clona, despues de la digestion con EcoRI. Estas bandas incluyen una de 4.3
kb correspondiente al plasmido, y las bandas de 3.8, 3, 2.3, 25 y 4 kb
correspondientes a cada uno de los fragmentos clonados, las cuales fueron
identificadas por analisis tipo Southern blot con una sonda cruda biotinilada de
M. bovis. Sin embargo, con las clonas selectas con los sueros de conejo anti-
PPD bovino, ademas de |la banda correspondiente ai plasmido, se encontraron
multiples bandas entre 1.8 y 4.1 kb de peso molecular, las cuales hibridan
especificamente a la sonda de M. bovis en Southern blot. Este resultado fue
inesperado puesto que el ADN con que se construyé la biblioteca fue
parcialmente digerido con EcoR! por lo cual los sitios EcoRlI en el inserto son
poco probables. Por otra parte el vector de clonacién pBK-CMV tiene un sitio
EcoRI| uUnico, en el cual fueron ligadas las fracciones de M. bovis, por lo que
se esperaba observar solo dos bandas después de la digestion con esta
enzima; una correspondiente al plasmido de 4.3 kb y otra al inserto. La
presencia de varias bandas, podria ser debido a que al momento de ligar las
fracciones DNA al vector, pudieron haberse incluido varias fracciones entre si,
es decir mas de un inserto por clona. El ligado de los fragmentos de DNA al
vector de clonacién, esta influenciado por la concentracion de DNA; si la
concentracion del DNA en la reaccion es baja se favorece la recircularizacion
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del vector y la eficiencia de ligacién disminuye; lo contrario ocurre en altas
concentraciones de DNA, el producto inicial del ligado podrian'.ser dimeros o
grandes oligomeros del vector (42). Otra posibilidad es la inclusién de un
fragmento de DNA de Mycobacterium de alto peso molecular conteniendo
secuencias repetidas que pudieran incluir sitios EcoRlI.

Para poder determinar si el DNA clonado en el vector Lambda
pertenece al genoma de M. bovis, se realizé la técnica de hibridacién descrita
por Southern (57), donde el DNA del microoganismo de interés es fijado en
membranas de nyilon y otra parte del DNA es marcado ya sea con métodos
radioactivos o no radioactivos con la finalidad que después de someterios
ambos a un proceso de desnaturalizacién, en el que si son complementarias
se unan y puedan cobservarse en una radiografia. Los insertos. de las clonas
seleccionadas con sueros de bovino positivos a PPD y con sueros de conejo
‘anti-PPD bovino, hibridaban especificamente con el DNA marcado de M.
bovis. Esta sonda de M. bovis no hibrido con la banda de aproximadamente
4.3 kb que corresponde al vector; esto nos indica que las fracciones de DNA
clonadas en A Zap Expess coresponden a fracciones del genoma de M. bovis
seleccionadas a partir de la biblioteca gendmica y que excluye cualquier DNA
extrano, que es lo que ocurre con el DNA del fago Lambda.

Los pesos moleculares aproximades de las clonas selectas, pueden
variar en los diferentes ensayos; un ejemplo de este acontecimiento se
observa en las bandas del vector pBK-CMV, el cual tiene un peso de 4.5 kb,
sin embargo al compararlo con el marcador de peso molecular A Hin dlil,
corresponde a un peso molecular de 4.3 kb. Las principales razones para que
fracciones conocidas de un determinado pesoc molecular se gbserven en otro
peso, puede deberse a que todas las extracciones fueron hechas con la
técnica de extraccion de plasmido "Maxi Prep", en la cual se usan altas
concentraciones de sales que afectan el corrimiento electroforético; otros
factores pueden ser la concentracion y conformacién del DNA las cuales varia
el patron de migracion y por ultimo otro factor que afectan la migracién,
especialmente en el caso de plasmidos, es el estado fisico en que se
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encuentra ya sea superenrrollado que migra mas rapido que relajado, (39,
45), estos factores influyen significativamente en los tamarios calculados para
los plasmidos clonados, a los cuales se les asigné un valor mas aproximado
por comparacion con la migracion del marcador de peso molecular A Hin dlil
pero podria haber alguna variacion.

Las clonas seleccionadas, podrian ser evaluadas en cuanto a su
capacidad de inducir una respuesta imnune en una vacuna de DNA como lo
ha descrito Tascon y colaboradores (58) y Huygen y colaboradores (59),
quenes han probado una proteina de 65 kDa y antigeno 85 respectivamente
de M. bovis BCG, donde Tascon suguiere que la vacunacion con DNA podria
reempiazar a la vacuna con M. bovis BCG convencional. Las clonas también
podrian ser utilizadas como sondas para hibridar con diferentes especies de
Mycobacterium para conocer si discrimina alguna de ellas, principalmente con
M. avium que estd incluida dentro del complejo tuberculosis, esto podria ser
de utilidad en pruebas diagnosticas. Otra funcion de estas clonas puede ser
secuenciarlas, conociendo la secuencia podrias disefiar iniciadores de para
PCR que funcionarian bien si es una secuencia repetitiva y especifica de M.
bovis y determinar para que codifican y si es para una proteina de tipo
estructural, expreserlo en E. coli y el producto resultante, utilizarlo como
antigeno de captura para valorar la respuesta inmune humoral, como podrian
ser a través de tecnicas como el ELISA o bien para intradermoreacciéon. La
eleccidn alternativa de cualquiera de estos procesos, puede brindar

alternativas para la deteccién y el control de ia tuberculosis bovina.
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5. CUADROS Y FIGURAS

Cuadro No. 1 Plasmidos pBK-CMV clonados con fracciones de M. bovis.
mostrando sus pesos moleculares y el peso molecular de las fracciones
clonadas de M. bovis en cada uno.
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23.13kb
9.42
i 6.56
.. 436

2.32
202

Figura 1. Optimizacién de la concentracién de la enzima de restriccion
EcoRI. Carril 1, 10 U/ul de EcoRI. Carril 2, 5 U/ul. Carrit 3, 2.5 u/ul. Carril 4,
1.5 U/pl. Carril 5, 0.625 U/pl. Carrit 7, marcador A Hin dlil.
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Figura 2. Digestion parcial de DNA gendmico de M. bovis. Carril 1, DNA

gendmico de M. bovis a una concentracién estimada de 250 ng/ul. Carril 2,
DNA de M. bovis digerido con la enzima EcoRI. Carril 3, marcador de peso

molecular A Hin dlil.
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2.32
2.02

Figura 3. Selecciéon de fracciones de DNA genémico de M. bovis
digeridas parcialmente con la enzima Eco Rl. .Carril 1, DNA gendmico de
M. bovis. Carril 2, fracciones del genoma de M. bovis con sitios de corte EcoR
seleccionados por electroelusion entre 2 y 4 kb. Carril 3, marcador de peso
molecular A Hin dlll.
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T 2313 kb

Figura 4. Ligado de fragmentos seleccionados al vector A ZAP Express.
Carril 1, DNA gendmico de M. bovis . Carril 2, fracciones seleccionadas entre
2 y 4 kb. Carril 3, fragmentos de DNA ligados a los brazos del A ZAP Express.

Carril 4, marcador de peso molecular A Hin dlll.
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A)

B)

Figura 5. Clonas recombinantes de M. bovis seleccionadas mediante
inmunoafinidad y detectadas por proteina G conjugada a peroxidasa con
seiial de color de alta intensidad en anélisis de Westhern biot. A)

Tamizado primario; B) Tamizado final.
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p 43kb

B)

Figura 6. Clonas recombinantes seleccionadas con sueros de bovinos
positivos a PPD bovino. Plasmido pBK-CMV digerido con EcoRl
mostrando las fracciones clonadas de M. bovis y la hibridacién Southern
blot . A) Carriles 1, 3, y 5, plasmidos sin digerir. Carriles 2, 4 y 6, plasmidos
digeridos mostrando las fracciones clonadas. B) Suthern blot mostrando las
fracciones que hibridan especificamente con una sonda marcada M. bovis y el
plasmido pBK-CMV (p) que no hibrida. Carril 5 marcador de peso molecular A
Hin dlll. Plasmidos: pMb-l (1 y 2), pMb-ll (3 y 4), pMb-lll (5 y 6), pMb-IV (4),
pMb-V (5).
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Figura 7. Clonas recombinantes seleccionadas con sueros de bovinos
positivos a PPD bovino. Plasmido pBK-CMV digerido con EcoRI
mostrando las fracciones clonadas de M. bovis y la hibridaciéon Southern
blot . A) Carriles 1 y 3, plasmidos sin digerir. Carriles 2 y 4, plasmidos
digeridos mostrando las fracciones clonadas. B) Suthern blot mostrando las
fracciones que hibridan especificamente con una sonda marcada M. bovis y el
plasmido pBK-CMV (p) que no hibrida. Carril 5 marcador de peso molecular A
Hin dlll. Plasmidos: pMb-IV (1 y 2), pMb-V (3 y 4).
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Figura 8. Clonas recombinantes seleccionadas con sueros de conejo
anti-PPD boviso. Plasmidos pBK-CMV digerido con EcoRl mostrando las
fracciones clonadas de M. bovis y la hibridacién Southern blot. A) Cariles
1y 3, plasmidos sin digerir. Carriles 2 y 4, plasmidos digeridos mostrando las
fracciones clonadas. B) Suthern blot mostrando las fracciones que hibridan
especificamente con una sonda marcada M. bovis y el plasmide pBK-CMV (p)
que no hibrida. Carril 5 marcador de peso molecular & Hin dlll. Plasmidos:
pMb-VI (1 y 2), pMb-VII (3 y 4).
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Figura 9. Clonas recombinantes seleccionadas con sueros de conejo
anti-PPD boviso. Plasmidos pBK-CMV digerido con EcoRl mostrando las
fracciones clonadas de M. bovis y la hibridacién Southern blot. A) Cariles
1y 3, plasmidos sin digerir. Carriles 2 y 4, plasmidos digeridos mostrando las
fracciones clonadas. B) Suthern blot mostrando las fracciones que hibridan
especificamente con una sonda marcada M. bovis y el plasmido pBK-CMV (p)
que no hibrida. Carril 5 marcador de peso molecular & Hin dill. Plasmidos:
pMb-VIHI (1 y 2), pMb-IX (3 y 4)}.

40



A)

Figura 10. Clonas recombinantes digerido con EcoRl mostrando sus
pesos moleculares. A) Clonas selectas con sueros de bovinos positivos a
PPD: Carriles 2, 3, 4, 5 y 6 plasmidos pmB-I, pMb-HI, pMb-ill, pMb-IV y pMb-V
respectivamente, carriles 1 y 7 marcador de peso molecular A Hin dlll; B)
Radiografia del Southern blot correspondiente a parte A..
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Figura 11. Clonas recombinantes digerido con EcoR! mostrando sus
pesos moleculares. A) Clonas selectas con sueros de conejo anti-PPD
bovino; Carriles 2, 3, 4 y 5, plasmidos pmB-VI, pMb-VII, pMb-VIll y pMb-IX,
carriles 1 y 6 marcador de peso molecular A Hin dlll. B) Radiografia del
Southern blot correspondiente a parte A.
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