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RESUMEN

En México ¢l diagnostico definitivo de la tuberculosis bovina se lleva a cabo por medio del
cultivo y pruebas bioquimicas, lo cual tarda aproximadamente de 8-16 semanas, lo que
constituye un problema para el manejo y comercializacién del ganado. Con las técnicas
recientes de amplificacion def ADN como es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa {PCR),
se puede lograr la identificacién de especie sin necesidad de llegar al cultivo. En el presente
trabajo se evaluaron 4 pares de oligonucleétidos especificos de género y especie, utilizando
micobac'tt:rie}s de referencia y 41 aislados clinicos los cuales fueron identificados por pruebas
bioquimicas, D‘.e éstos, 9 fueron M. tuberculosis de humanos proporcicnados por el Instituto
Nacional de Diagndstico y Referencia Epidemiologico (INDRE); 3 de M. mbercnibsis, 28 de
M. bovis y una micobacteria de réapido crecimiento, tanto de bovinos como de humanos de
diferentes estados del pais como son de Senora, Torredn, Aguascalientes, Tamaulipas,
Querétaro y Estado de México. Se utilizaron cultivos de referencia como'son de M. bovis
ANS,-M. bovis BCG, M. tuberculosis H37Rv, M. avium (ATCC), M. kansasii (ATCC). Los
iniciadores utitizados fueron: 1Y MYCGEN-F y R, especificos para el género Mycobacteriunr,
2) TBI-A y B, especifico del complejo Mycobacterium tuberculosis, 3) PT1 y 2, especifico
para Mycobac!erm.rn_ tuberculosis y 4) JB21 y 22, Especifico para Mycobacterium bovis.
Utilizando los oligoﬁucleétidos para cl género Mycobacterium se obtuvo el producto esperado
con [gi_s_; cepas de referencia y con los 40 de los 41 aislados clinicos incluyendo ta micobacteia
de répido crecimiento. Con el oligonucleotido det complejo Mycobacterium tuberculosis, se
observo el producto esperado con las cepas de referencia excepto con M. avium y M.
kansasii, con los aislados clinicos se observo el producto esperado en 37 de 41 incluyendo la
micobacteria de rapido crecimiento. Con el PTI y 2 no hubo amplificacion excepto con la A,
tuberculosis H37Rv, con los aislados clinicos se observo el producto esperado en 15 de 40
muestras incluyendo 3 de M. bovis. Con el oligonucledtido JB21 y 22 sélo hubo amplificacion
con las cepas de referencia M. bovis BCG y M. bovis ANS, con los aislados clinicos se

observo el producto esperado en 39 de 40 muestras incluyendo las 12 de M. mberculosis.



INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa causada por bacterias del género
Mycobacterium. Varias especie de este género, principalmente M. bovis y M. mberculosis
son importantes desde el punto de vista economico y de salud publica, ya que producen
enfermedad en distintas especies de animales, incluyendo los bavinos, en los cuales merma la
produccion lactea y causa decomiso de canales en el rastro; en humanos se desarrolla la misma

enfermedad y llega a producir hasta la muerte (Cottral, 1986).
DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD EN MEXICO

Esta enfermedad se caracteriza por la formacion de granulomas llamados tubérculos, y por lo
general es una enfermedad crénica debilitante y en rara ocasién toma un curso agudo (Pérez,
1991), _

En México la tuberculosis bovina es considerada causa importante de pérdidas econdmicas en
la ganaderia ya que disminuye la produccion de leche y afecta la produccion de carne, por
decomiso de drganos y canales afectadas. La prevalencia de esta enfermedad se ha estimado
en 2.1% para ganado lechero y 1% para ganado de came, lo que representa un ndmero
significativo de animales afectados, considerando una poblacién bovina de 34 millones de
cabezas, de las cuales 5 millones estan dedicadas a la produccion de leche (OPS, 1992).

Mas recienternente, de acuerdo al informe anual de actividades de la Campafia Nacional para
¢l Control y la Erradicacion de la Tuberculosis Bovina, durante 1997 se realizo la prucha
intradérmica a 2,287,704 animales, de los cuales 1,432,437 fueron ganado de carne y los
demas de leche y se encontraron 28 300 reactores, que corresponden al 1.24% (Comision
Nacional de Sanidad Agropecuaria, Campaifia Nacional contra la Erradicacién de la
Tuberculosis y la Brucelosis Bovina. Reporte 1997).

Por otro lado, en el mismo afio, hasta el mes de septiembre, se reporté en 40 plantas tipo TIF
1,460 bovintos con lesiones sugestivas a tuberculosis, de 967,166 animales sacrificados. Se
remitieron a los laboratorios regionales casi €] 30% de muestras de estos animales para el
diagnostico de la tuberculosis, encontrando lesiones en 303 muestras, lo que-squivale a 3.5
animales de cada 10,000 en 39 de 40 plantas, con excepcidn de la de Vil!aha‘fnosa, donde se
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INTRODUCCION

l.a tuberculosis  es una enfermedad infecto-contagiosa causada por bacterias del género
- Mycobacterium. Varias especie de este género, principalmente M. bovis y M. fuberculosis
son importantes desde el punto de vista econdomico y de salud pubtlica, ya que producen
enfermedad en distintas especies de animales, incluyendo los bovinos, en los cuales merma la
produccion lactea y causa decomiso de canales en el rastro; en humanos se desarralla la misma

enfermedad y llega a producir hasta la muerte (Cottral, 1986).
DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD EN MEXICO

Esta enfermedad se caracteriza por la formacion de granulomas llamados tubérculos, y por lo
general es una enfermedad cronica debilitante y en rara ocasidn toma un curso agudo (Pérez,
1991). .

En México la tuberculosis bovina es considerada causa importante de pérdidas econdmicas en
la ganaderia va que disminuye la produccion de leche y afecta la produccion de carne, por
decomiso de rganos y canales afectadas. La prevalencia de esta enfermedad se ha estimado
en 2.1% para ganado lechero y 1% para ganado de camne, lo que representa un nimero
significativo de animales afectados, considerando una poblacién bovina de 34 millones de
cabezas, de las cuales 5 millones estan dedicadas a la produccion de leche (OPS, 1992).

Mas recienternente, de acuerdo al informe anual de actividades de la Campaiia Nactonal para
el Control y l2 Erradicacién de la Tuberculosis Bovina, durante 1997 se realizo la prueba
intradérmica a 2,287,704 animales, de los cuales 1,432;437 fueron ganado de carne y los
demas de leche y se encontraron 28,300 reactores, que corresponden al 1.24% (Comisién
Nacional de Sanidad Agropecuaria, Campafia Nacional contra la Erradicacion de la
Tuberculosis y la Brucelosis Bovina. Reporte 1997).

Por otro lado, en el mismo aiio, hasta el mes de septiembre, se reportd en 40 plantas tipo TIF
1,460 bovinos con lesiones sugestivas a tuberculosis, de 967,166 animales sacrificados, Se
remitieron a los laboratorios regionales casi el 30% de muestras de estos animales para el
diagndstico de la tuberculosis, encontrando lesiones en 303 muestras, lo que-equivale a 3.5

animales de cada 10,000 en 39 de 40 plantas, con excepcion de 1a de Vile donde se
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sacrificaron en el mismo periocdo 106,495 animales y se reportaron 1,157 animales lo que
equivale a 8.6 animales por cada 10,0000 bovinos sacrificados(Campaiia Nacional para el
control y Erradicacion de la Tuberculosis y Brucelosis Bovina, SAGAR 1996).

Etiologia

El agente causal de la tuberculosis bovina es Afycobacterium bovis, el cual junto con
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum y Mycobacterium microtii forman
parte del complejo Micobacterium tuberculosis. (Manual de Actualizacién técnica para la
aprobacion del Medico Veterinario como unidades de verificacién en tuberculosis bovina y
brucelosis. Méxicao 1996).

Las micobacterias son bacilos aerébios, 4cido alcohol resistentes, con un alto contenido de
lipidos en su pared celular. No se tifien con la tincion de Gram, pero cuando se les aplica calor,
adquierent el colorante primario y son capaces de resistir la decoloracion con acido alcohol; (de
aqui su nombre). Las micobacterias carecen de, flagelos, fimbrias, cépsula y no esporulan.
Pertenecen a un grupo de bacterias que se han denominado CNM (Corynebacterinm,
Nocardic 'y Mycobacterium), producen lesiones granulomatosas y exudados caseosos, y
comparten antigenos de pared, responsables de la reaccion cruzada a la tuberculina (Pérez,
1991).

Dentro de la morfologia bacteriana vemos que es tipicamente bacilar, midiendo desde 0.2-0.6
a 1.0-10.0 um, Es un bacilo relativamente corto cuando se observa en frotis de tejidos, y
moderadamente largo, delgado y forma cadenas en preparaciones en medios de cultivo.
(Elmer, 1985)

M. bovis es el causante de la mayor parte de las infecciones de los bovinos, sin embargo el M.
aviim y M. fuberculosis también pueden producir la tuberculosis en el ganado pero en menor
proporcion. EL M. bovis afecta a bovinos, cabras y cerdos. El ganado cebuino presenta mayor
resistencia que el ganado europeo, También son afectados algunos animales salvajes como
liebres, bison y algunas aves. (Pérez, 1991).

Transmision

Este microorganismo es capaz de reproducirse fuera del huésped, sélo en medios de cultivo
especiales. Un animal infectado puede eliminar la bacteria por exhalacion de aire, en el esputo,
heces, leche y orina. También por descarga vaginal y uterina, asi como por descarga de nodos
linfiticos abiertos. La infeccién ocurre principalmente por la ingestion y/o inhalacion de

alimentos o agua contaminados, siendo la inhalacién el método por excelencia en animales



estabulados, por el contrario, en animales de pastoreo la ingestion de alimento o agua
contaminados es lo mas comun. Se ha visto que las micobacterias pueden permanecer hasta
por 18 dias en el agua, mientras que en el pasto dependera de la temperatura y humedad. La
ingestion de leche contaminada por los becerros, es un modo de transmision mas frecuente
dentro del hato; también se realiza por el uso de material de ordefia o canulas mamarias
contaminadas; la ruta intrauterina, el semen contaminado o el uso de pipetas de una vaca a
otra, son menos comunes (Pérez, 1991).

Debido a que M. bhovis puede infectar también al hombre, la presencia de tuberculosis en hatos
lecheros constituye un riesgo importante de salud publica, tanto como por el consumo de
productos no pasteurizados, como por el contacto de los trabajadores, en el campo y en los
rastros, con animales infectados. En México entre los afios 1991 y 1993 se confirmaron mas
de 29,000 casos de tuberculosis humana y se considera que alrededor de un 8% de estos casos
pudieron ser causados por Mycobacterinm bovis (Gurria 1994),

Patogenia

Esta se divide en dos etapas: la formacion de un complejo primario y posteriormente una
diseminacidn.

El complejo primario consiste en la lesion que se produce en los nodos linfaticos regionales
dependienda de la entrada. Si es por via respiratoria serdn en los nodos pulmonares y cuando
es en tracto digestivo (en tonsilas o intestino) se afectaran los nodos retrofaringeos y
mesentéricos. La diseminacién secundaria puede consistir en una tuberculosis miliar, donde se
afectan varios drganos. Por reinfeccion intrinseca o extrinseca se forman nueves nodos en
diferentes drganos; la forma intrinseca se puede desarrollar por aspectos alérgicos a
componentes de la micobacteria (Pérez, 1991).

Signos clinicos

Dependiendc de la localizacion del érgano blanco, seran los signos clinicos. En una
tuberculosis miliar, no habra signos aparentes mis que una emaciacion progresiva del animal,
lo cual no es un signo definitivo ya que hay muchas entidades nosolégicas que también lo
presentan. Un apetito caprichoso, asi como una temperatura fluctuante, estan asociados a esta
enfermedad. La infeccion pulmonar esta caracterizada por tos cronica v bronconeumonia; la
tos no es paroxistica, y se estimula por presion en la triquea o el ¢jercicio. Se presenta més en
la mafiana o en tiempos frios. Conforme avanza la enfermedad y el pulmon va siendo

destruido, s¢ presenta disnea y los movimientos respiratorios son méis marcados. Los nodos



bronquiales afectados pueden ser la causa de la disnea debido al impedimento de la circulacién
del aire. El aumento de los nodos mediastinicos puede causar timpanismo persistente (Pérez
1991).

Formas atipicas

La tuberculosis uterina, la cual puede ser en forma ascendente o descendente. Esta forma esta
caracterizada por una metritis. En glandula mamaria, donde se produce una mastitis y se
afectan principalmente los nodos mamarios. En machos la enfermedad se presenta rara vez

afectando testiculo, pudiendo producir infertilidad (Pérez 1991).

DIAGNOSTICO
Prueba intradérmica
El use de pruebas inmunoldgicas tales como la prueba intradérmica de tuberculina y sus
variantes, son la base para los programas de control y erradicacion de tuberculosis, Esta
prueba determina la respuesta celular del animal hacia el derivado proteico purificado (PPD) o
tuberculina una mezcla compleja de antigenos de la micobacteria. Dicha prueba consiste en la
inoculacton intradérmica de 0.1 ml de tuberculina en el pliegue anocaudal. La reaccién es leida
de 72 a 56 horas después de la inoculacion y una reaccion positiva consiste en una induracién
y engrosamiento en la zona inoculada. También se usa la piet de la zona del cuello, aunque es
mas sensible y se dificulta un poco la lectura. (Pérez, 1991).
Cultivo v pruebas bioquimicas
Durante muchos afios el diagnastico y tratamiento de la tuberculosis se basaron en sintomas
clinicos, evidencia radiologica de la enfermedad en humanos y en la presencia de bacilos
acido-resistentes en el esputo. El diagnéstico definitivo de la tuberculosis depende del
aislamiento e identificacion de la micobacteria en el paciente; hoy dicho organismo ademas de
ser aislado e identificado, se deben realizar ensayos para comprobar su susceptibilidad frente a
drogas antimicrobianas (Koneman y col. 1985); sin embargo, cabe sefialar que las
micobacterias toman un tiempo prolongado para replicarse, (aproximadamente 20 a 30 dias);
ademas de que la identificacion de especie de las colonias, las caracteristicas bioquimicas y la
sensibilidad a las drogas puede tomar varias semanas, lo que hace muy laborioso su
diferencizcion por métodos microbioldgicos convencionates (Paeyer y col., 1995).
Pruebas alternas de diagnostico

A pesar de la utilidad de la prueba intradérmica para la campaiia de erradicacion de la



bronquiales afectados pueden ser la causa de la disnea debido al impedimento de la circulacion
del aire. El aumento de los nodos mediastinicos puede causar timpanismo persistente {Pérez
1991).

Formas atipicas

La tuberculosis uterina, la cual puede ser en forma ascendente o descendente. Esta forma esta
caracterizada por una metritis. En glandula mamaria, donde se produce una mastitis y se
afectan principalmente los nodos mamarios. En machos la enfermedad se presenta rara vez

afectando testiculo, pudiendo producir infertilidad (Pérez 1991).

DIAGNOSTICO

Prueba intradérmica

El uso de pruebas inmunologicas tales como la prueba intradérmica de tuberculina Y sus
variantes, son la base para los programas de control y erradicacion de tuberculosis. Esta
prueba determina la respuesta celular del animal hacia el derivado proteico purificado (PPD) o
tuberculina una mezcla compleja de antigenos de la micobacteria. Dicha prueba consiste en la
inoculacion intradérmica de 0.1 ml de tuberculina en ¢l pliegue anocaudal. La reaccion es leida
de 72 a 96 horas después de la inoculacién y una reaccion positiva consiste en una induracion
y engrosamiento en [a zona inoculada. También se usa la piel de la zona del cuello, aunque es
mis sensible y se dificulta un poco la lectura. (Pérez, 1991).

Cultive v pruebas bioquimicas

Durante muchos afios el diagnostico y tratamiento de la tuberculosis se basaron en sintomas
clinicos, evidencia radiologica de la enfermedad en humanos y en la presencia de bacilos
acido-resistentes en el esputo. El diagnéstico definitivo de la tuberculosis depende del
aislamiento e identificacion de la micobacteria en el paciente; hoy dicho organismo ademas de
ser aislado e identificado, se deben realizar ensayos para comprobar su susceptibilidad frente a
drogas antimicrobianas (Koneman y col. 1985); sin embargo, cabe sefialar que las
micobacterias toman un tiempo prolongado para replicarse, (aproximadamente 20 a 30 djas);
ademas de que la identificacion de especie de las colonias, las caracteristicas bioquimicas y la
sensibilidad a las drogas puede tomar varias semanas, lo que hace muy laboricso su
diferenciacion por métodos microbioldgicos convencionales (Paeyer y col., 1995),

Pruebas alternas de diagnostico

A pesar de la utilidad de la prueba intradérmica para la campafia de erradicacién de la



tuberculosis, la exposicion y sensibilizacidn de los bovinos hacia ciertas micobacterias como
Mycobacterium avium y saprofitas pueden provocar una respuesta falsa positiva a la prueba.
Esta respuesta falsa positiva, asi como la presencia de animales anérgicos, quienes serian
considerados negativos, a pesar de estar infectados con Mycobacterium bovis, dificulta la
interpretacion de la prueba (Manual de Actualizacion técnica para la aprobacion del Medico
Veterinario como unidades de verificacion en tuberculosis bovina y brucelosis. México 1996).
Por este motivo, se han hecho varios estudios para complementar el diagnostico con otras
pruebas alternas, tales como la deteccion de interferén gamma o la de anticuerpos especificos
contra Mycobacterium bovis, en ensayos de ELISA. (Estrada, 1995).

Recientemente se han desarrollado técnicas basadas en la amplificacién del ADN de las
micobacterias por medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) las cuales por su
alta sensibilidad y especificidad han encontrado gran aplicacion en el diagnostico de la
tuberculosis humana (Eisenach y col. 1990). Esta técnica permite la identificacién de
microrganismos en menos de 24 horas, y ademés puede usarse para detectar micobacterias en
muestras en estado de descomposicién o contaminadas a partir de las cuales no se podria

realizar un cultivo. Diversos autores han reportado la deteccion demicobacterias |, a través del
PCR directamente de muestras clinicas como aspirgido gastrico , esputo y biopsias (Eisenach y
col. 1990, 1991).

Reaccién en Cadena de Ia Polimerasa

El término "Reaccion en Cadena de la Polimerasa” (P.CR) se aplica al proceso biogquimico in
vitro, mediante el cual las cadenas individuales de ADN blanco son duplicadas por la ADN
polimerasa en cada uno de los ciclos que integran la reaccion, al final de cada uno de los
cuales, las nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma enzima, lograndose una
produccion exponencial de copias del gen o segmento del ADN sometido al proceso {Barrera
y col., 1993)

La secuencia de los oligonucledtidos iniciadores que limitan la regién del ADN que se va ha
amplificar, es responsable de la amplificacion especifica del fragmento deseado, y para su
disefio es indispensable conocer la secuencia del ADN blanco. Al ser este uno de los
parametros mds importantes que determina la especificidad del PCR, su eleccion y disefio debe
ser muy cuidadoso. Idealmente, en cada 100 pl de reaccidn, la concentracian aceptable de
cada oligonuciedtido oscila entre 0.05 y 1.0 pM. El uso de concentraciones mayores favorece

la amplificacion de regiones inespecificas y la formacién de dimeros de oligonuclestidos



{Barrera y col., 1993)

La enzima utilizadz para esta reaccidn es una ADN polimerasa termoestable conocida como
TAQ polimerasa. Esta enzima tiene actividad de ADN polimerasa, de exonucleasa 3' a &'
(correctora de prueba) y de exonucleasa de 5' a 3'. Su indice de error de incorporacion es de 1
en 4 X 10* bases y amplifica sin dificultad segmentos de hasta 300 pares de bases (pb). La
mayoria de los protocolos recomienda ¢l uso de 1 a 2.5 U de la enzima por cada reaccion de
100 pl. Para establecer la cantidad minima de enzima requerida para una amplificacién exitosa
y generar cantidades optimas del producto, deben realizarse titulaciones en gamas que van
desde 0.5 a 5 U por reaccion. Esta medida, se utiliza para probar una enzima recién adquirida
y disminuye la amplificacién inespecifica que evidencia la presencia de barridos al analizar el
producto amplificado en un gel (Barrera y col,, 1993). Actualmente se¢ encuentran en el

mercado un Kits de PCR (Perkin Elmer) el cual podria ahorrar trabajo.

ANTECEDENTES DE LA PRESENTE INVESTIGACION

PCR en ¢l diagnéstico de la tuberculosis hovina.

Diversos autores han corroborado la factibilidad de utilizar esta tecnologia en el diagndstico
clinico de la tuberculosis bovina y han demostrado que es posible utilizarla en la deteccion de
micobacterias en muestras de sangre y tejidos de bovinos infectados (Brisson-Noe y col.,
1989; Barry y col, 1993 Liebana y col., 1995; Wards y col., 1995).

Ademas de permitir la deteccion de las micobacterias en el ganado infectado la técnica de PCR
también puede ser muy (tif para identificar la especie de micobacteria. Esto es de particular
importancia ya que debido al lento crecimiento de las micobacterias, como se menciond
anteriormente, solo en pocos casos €l diagndstico es confirmado por cultivo v en un ndmero
todavia menor se Nega a la identificacion de especic por métodos microbiologicos
convencionales. Por lo tanto no existe mucha informacién sobre la frecuencia con la que M,
tuberculosis o micobacterias de otras especies ademas de M. bovis, pueden estar infectando el
ganado en México.

Recientemente se han descrito técnicas de amplificacion del ADN de las micobacterias
utilizando oligonucledtidos especie especificos, los cuales permiten diferenciar estos
microorganismos. Asi Wilton y Cousins (1992) diseflaron un PCR multiplex que permite

distinguir micobacterias del complejo M. tuberculosis de otras micobacterias como M. avium



(Barrera y col., 1993)

La enzima utilizada para esta reaccion es una ADN polimerasa termoestable conocida como
TAQ polimerasa. Esta enzima tiene actividad de ADN polimerasa, de exonucleasa 3' a §'
(correctora de prueba) y de exonucleasa de 5" a 3'. Su indice de error de incorporacion es de |
en 4 X 10" bases y amplifica sin dificultad segmentos de hasta 300 pares de bases (pb). La
mayoria de los protocolos recomienda el uso de 1 a 2.5 U de la enzima por cada reaccion de
100 pl. Para establecer la cantidad minima de enzima requerida para una amplificacién exitosa
y generar cantidades optimas del producto, deben realizarse titulaciones en gamas que van
desde 0.5 a 5 U por reaccion. Esta medida, se utiliza para probar una enzima recién adquirida
y disminuye ia amplificacion inespecifica que evidencia la presencia de barridos al analizar el
producto amplificado en un gel (Barrera y col,, 1993). Actualmente se encuentran en el

mercado un Kits de PCR (Perkin Elmer) el cual podria ahorrar trabajo.

ANTECEDENTES DE LA.PRESENTE INVESTIGACION

PCR en ¢l diagnéstico de la tuberculosis bovina,

Diversos autores han corroborado la factibilidad de utilizar esta tecnologia en el diagndstico
clinico de la tuberculosis bovina y han demostrado que es posible utilizarla en la deteccién de
micobacterias en muestras de sangre y tejidos de bovinos infectados (Brisson-Nee y col.,
1989; Barry y col, 1993 Liebana y col., 1995; Wards y col.,, 1995).

Ademas de permitir la deteccion de las micobacterias en el ganado infectado la técnica de PCR
también puede ser muy util para identificar la especie de micobacteria. Esto es de particular
importancia ya que debido al lento crecimiento de las micobacterias, como se menciond
anteriormente, solo en pocos casos el diagndstico es confirmado por cultivo y en un namero
todavia menor se lleza a la identificacion de especie por métodos microbioldgicos
convencionales. Por lo tanto no existe mucha informacion sobre la frecuencia con la que M.
fubercuiosis o micobacterias de otras especies ademas de A bovis, pueden estar infectando el
ganado en México,

Recientemente se han descrito técnicas de amplificacion del ADN de las micobacterias
utilizande cligonucledtidos especie especificos, los cuales permiten diferenciar estos
microorginismos. Asi Wilton y Cousins (1992) disefiaron un PCR multiplex que permite

distinguir micobacterias del complejo M. fuberculosis de otras micobacterias como M, avium



o M. intracelularis. Por su parte Del Portillo y col. (1991} reportaron la utilizacion de
oligonucledtidos que amplifican en forma especifica un fragm'ento del genoma de M.
fuberculosis, mientras que no se produce amplificacion det ADN a partir de otras
micobactenias del complejo. Recientemente Rodriguez y col. (1995), describieron un par de
oligonucleotidos (JB21 y IB22) que amplifican un segmento de ADN de 495 pb,
aparentemente especifico para M. bovis, ya que no se obtuvo el mismo producto de
amplificacién a partir de ADN de otras micobacterias del complejo, ni de otras especies.
Fambién se han utilizado modificaciones del PCR como el PCR ELISA (Patel v col., 1997) en
¢l que se amplifica la region del gen que codifica el ARN ribosomal de 168 {que se encuentra
en todas las micobacterias ) y posteriormente se hibrida con sondas especificas de especie, lo
que permite distinguir las micobacterias del complejo M. mberculosis de las otras
micobacterias.

Scorpio y col., {1997) hablan de un PCR para diferenciar M. tuberculosis de M. bovis | con la
conformacion polimorfica de una banda {(SSCP) que se basa en la deteccién de un solo punto
de mutacion en el gen pzasa, estos autores afirman que tiene mucho éxito con su trabajo ya
que 87 de 89 cepas de M. bovis se lograron distinguir de M. tuberculosis.

Otra metodologia descrita recientemente que permite detectar y diferenciar al mismo tiempo
M. bovis de M. tuberculiosis, es la tipificacién de oligonucledtidos separadores de la
secuencia  repetitiva DR (Kamerbeek y col, 1997). Esta técnica, conocida como
“Spoligotyping”, es utilizada también para diferenciar entre si los aislados de M. bovis. Por su
parte Espinosa y col. (1998) hablan de un novedoso PCR para diferenciar M. tubercuiosis de
M. bovis, basado en el polimorfismo de dos genes, el pricd, involucrado en la sensibilidad a la
pirazinamidasa, y el gen oxyR , el cual también muestra diferencias entre fas dos especies de
micobacterias .

Justificacion

Los microorganismos del complejo tuberculosis son de lento crecimiento por lo que su cultivo
puede tomar entre 2 y 8 semanas. Ademds la identificacién de especie, la cual se basa
principaimente en la apariencia de las colonias, las caracteristicas bioquimicas y la sensibilidad
a las drogas puede tomar también varias semanas, lo que hace muy laborioso su diferenciacion
por métodos microbiologicos convencionales. El contar con una prueba de ripida
diferenciacion de especie permitira conocer la importancia y frecuencia de distintas

micobacterias en el ganado bovino. A continuacidn se describe el costo aproximado de una



prueba de PCR por muestra;

Extraccién $20.00
Amplificacion $40.00
Gel $20.00

Total $ 80.00

Total + IVA= $92.00




OBJETIVO

Estandarizar y evaluar técnicas basadas en la amplificacion del ADN por medio de la reaccién
en cadena dz la polimerasa (PCR) para la deteccidn y la identificacién diferencial de las
micobacterias, utilizando aislados clinicos (cultivos) de bovinos, de diferentes estados del pias
(Sonora, Torredn, Aguascalientes, Tamaulipas, Queretaro y estado de México), y de humanos

del INDRE {Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemiologico)
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MATERIAL Y METODOS
Extraccitin de ADN
El presente trabajo se realizo en el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales y
Agropecuarias (INIFAP) durante €l afio de 1997, se obtuvieron 41 muestras de micobacterias
de origen bovino de diferentes estados del pais y de erigen humanos del Instituto Nacional de
Diagnostico y Referencia Epidemiologico (INDRE), identificadas por medio de pruebas
bioquimicas (Paeyer y col., 1993). Se incluyeron ademas las siguientes cepas de referencia: A4,
bovis ANS, M. bovis BCG , M. avium (ATCC), M tuberculosis H3TRv y M. kansasii. De
estas micobacterias se obtuvo el ADN por el método de van Soolingen y col. 1994, que se
describe a continuacion. Se transfirieron cuatro asadas de cultivo a un tubo de microcentrifuga
y se agregaron 400 pl de una solucién amortiguadora de TE (Tris HCI 10 mM 1 mM, pH 8.0),
sc inactivaron por calor en bafio Maria a 94° C por 10 min y se enfriaron a temperatura
ambiente; se adicionaron 50 pl de lisozima (10 mg/ml) se agitaron e incubaron a 37° C por
toda la noche; se agregaron 75 pl de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10 % y 5 pl de
proteinasa K (10 mg/mt), se agité e incubd a 65° C durante 10 minutos. Se agregaron 100 pl
de cloruro de sodio (NaCl} 5 M y se agito; se le adiciond 80 pl de una mezcla de bromuro de
hexadecilcetiltrimetil-amonio (CTAB) al 10% y NaCl al 4 %, la cual se precalenté a 65° C,
antes de afiadirla, se agité hasta que el contenido del tubo se toméd blanco, se agregd un
volumen igual de cloroformo-aleohol isoamilico (24:1} se agitd 10 segundos y se centrifugd
por 10 min. Se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo y limpio evitando tomar la interfase,
se agreg¢ el 60 % de lo obtenido (0.6 volumenes) de isopropanol y se dejo a -20° C durante
30 min, se centrifugé 10 min y se decanto, se lavé el sedimento con 500 pl de etanol at 70% se
agito, se centrifugd 10 min y se decantd, se agregaron 500 pl de etanol absoluto se agitd
nuevamernte, se centrifugd 10 min y se decant6, se dejo secar a 37° C durante 30 min o toda
la noche a temperatura ambiente. Finalmente sé resuspendié el ADN en 50 pl de agua miliQ.
Posteriorrnente  se cuantificd el ADN en un espectrofotémetro a una longitud de onda de
260 om utilizando una ditucién del ADN de 1:50. (van Soolingen, 1994)
Reaccién en cadena de la polimerasa.
Para la amplificacién de! ADN se emplearon como iniciadores los oligonucledtidos que se

describen en el cuadro 1
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CUADRO 1.

especifica del ADN de las micobacterias

Oligonucledtidos empleados en las técnicas de PCR para la amplificacion

Oligo ADN blanco Producto (pb) Especificidad Referencia
MYCGEN-FyR Gen ARNr 1030 Genero Wilton y Cousins,
168 Mycobacterium 1992
TBI-AyB Gen MPB70 372 Complejo M. Wilton y Cousins,
tuberculosis 1992
PTly2 Gen MTP40 396 M. tuberculosis Del Portillo y col,
1996
IB21y22 No 500 M. bovis Rodriguez y col,
determinado 1995

La estandarizacion y optimizacion de cada PCR se realizb empleando inicialmente cantidades

estandares de desoxinucledtidos y soluciones amortiguadoras, y ademas se ocuparon”

diferentes concentraciones de iniciadores, cloruro de magnesio {MgCly) y ADN blanco. Las

concentraciones finalmente utilizadas en un volumen de 50 pl se muestra en el Cuadro 2.
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CUADRCO 2. Las concentraciones de cloruro de magnesio, desoxinucléotidos, enzima y ADN

utilizados en PCR con cada par de oligonucledtidos, se muestra en el siguiente cuadro donde

podemos notar que hubo variaciones en algunos oligonucleotido.

OLIGONUCLEOTIDO | MgClz dNTP U TAQ ADN

MYCGEN-Fy R 2 mM 04 mM 1 30a262ng
TB1-Ay3B 25 mM 0.2 mM 1.25 60 a 525 ng
PT1 y2 1.25 mM 0.2 mM 1.25 30a262ng
IB21 y22 1.5 mM 01 mM 1.25 30a262ng

El amortiguador de PCR utilizado con todos los iniciadores tuvo una composicién de 10 mM
Tris-HCL, (pH 8.3), 50 mM KCL.

Los tiempos y temperaturas empleadas en PCR para la desnaturalizacion, hibridacién y

extension, con cada par de iniciadores se muestran en el Cuadro 3.

CUADRO 3. Programas empleados para cada par de iniciadores, mostrando la temperatura

del precalentamiento, desnaturalizacion, alineamiento, extension y enfriamiento con el total de

ciclos que usa el programa en el termociclador, Nota: los programas para cada iniciador son

repartados por el autor.

. Iniciadores Precalentamiento | Desnaturali | Alineacion |Extension |Enfriamiento | No.
zacion Ciclos
MYCGEN-F y]94°C 94 °C 58 °C 75°C 6°C 40
R 5 min 30 SEG 3 MIN 3 MIN 10 MIN
TBl1-AyB 94 °C 94 °C 55°C 72°C 6°C 42
5 min 1 MIN 2 MIN 3 MIN 10 MIN
PTly2 94 °C 94 °C 55°C 72°C 6°C 42
5 min 1MIN 2 MIN 3 MIN 10 MIN
JB21 y22 NO TIENE 94 °C 68 °C 72 °C 6°C 30
1 MIN 1 MIN 1 MIN 10 MIN

Los preductos de amplificacion obtenidos se visualizaron por medio de luz ultravioleta en un

el de agarosa al 2 % teflido con bromuro de etidio. *El programa de termociclacion se
g £ progr

modifico de acuerdo a las condiciones de nuestro laboratorio
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RESULTADOS

Los resultados del PCR con cada par de iniciadores se muestran en las figuras 1 2 la 4. El
tamaiio de los productos de amplificacion fue de 1030 pb para MYCGEN-F y MYCGEN-R
(Fig. 1), 372 pb para TB1-Ay TB1-B (Fig. 2), 396 pb para PT1Y PT2 (Fig. 3)y 500 pb
para]B21 Y JB22 (Fig 4).

Utilizando los oligonucledtidos especificos del género Mycobacterium  MYCGEN-F y
MYCGEN-R se obtuvo el producto de amplificacion esperado con todas las cepas de
referencia y con 40 de 41 aislados clinicos. Por su parte, con los oligonucledtidos TBI-A y
TB1-B especificos del complejo M. l:.rberculosis se observd amplificacion en M. bovis BCG,
M. bovis ANS y M. tuberculosis H37 Rv, pero no en M. avium y M. kansasii. Todos los
aislados de M. fuberculosis y 24 de los 28 M. bovis también dieron el producto esperado, al

igual que la micobacteria de rapido crecimiento.

Empleando PT1 y PT2, se observé amplificacion con la micobacteria de referencia M.
tiberculosis 137 Rv y con los 12 aislados de M. ml‘)erculosis; las cepas de referencia M. bovis
BCG y M. bovis ANS asi como M. avium y M. kansasii no amplificaron, pero si se observd

con 3 de los aislados de M. bovis,

Con los ofigonucleotidos JB21 y JB22 los controles M. bovis BCG y M. bovis ANS
amplificaron, los demds controles M. tuberculosis H3TRv, M. avium, M. kansasii y la
micobacteria de rédpido crecimiento no amplificaron; de los 12 cultivos de M. fuberculosis los

12 amplificarcn y de los 28 cultivos de M. bovis 27 amplificaron.

Un resumen de estos resultados se muestra en el Cuadro 4.
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CUADRO 4. Resultados de las pruebas de PCR (con Jos controles y aislados clinicos),

utilizando los oligonucledtidos especificos de especie.

MYCGEN-F PT-1 IB-21 TB1-A

MYCGEN-R PT-2 JB-22 TBi1-B
M. bovis BCG + - + +
M. bovis ANS + - + +
M. th. H37Rv + + - +
M. avium + - - -
M. kansasii + - - -
Micabacteria de + - - +
rapido crecimiento
M. tuberculosis 12/12 12/12 12/12 12/12
M. bovis 27/28 328 27/28 24/28
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pb 12 3 4 56 7 8

1353

-1078

-7

- 603 '

1030

-1353
- 1078
- 872
- 603

1030

Figura 1. Productos de amplificacion obtenidos con los oligonucledtidos MYCGEN-F y R
especificos del género Myecobacterium. Arriba: Carril 1 a 5, aislados de campo de M. bovis;
carril 6, control positivo, M. fuberculosis, carril 7, control negativo, sin ADN blanco; carril 8,
marcadores de tamafio, $X 174. Abajo: Carril 1 a 5, aislados clinicos de M. mberculosis,
carril 5, control positivo, M. tuberculosis, carril 6, control negativo, sin ADN blanco; carril 7,
marcador de tamafio, @&X174. El tamafio del producto amplificado (en pares de bases) se
muestra & la izquierda
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pb 123456738

-1353
-1078
- 872
- 603
- 310

372

Figura 2. Productos de amplificacién obtenidos con los ofigonucledtidos TB1-A y B,
especificos del complejo M. tuberculosis. Carril 1, M. bovis BCG; camil 2, M. bovis ANS,
carril 3, aislado clinico de M. tuberculosis, carril 4, control positivo de M. iuberculosis, carril
5, M. avium; cartil 6, M. kansasii, carril 7, control negativo, sin ADN blanco; carril 8,
marcadores de tamafio, ©X174. El tamaiio del producto amplificado (en pares de bases) se
muestra a la izquierda. .
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pb 12345678

396

386

Figura 3. Productos de amplificacion obtenidos con los oligonucledtidos PT1 y PT2 especifico
para M. fuberculosis. Arriba: carril 1 a 5, aislados de campo de M. tuberculosis, carril 6,
control negativo sin ADN blanco; carril 7, M. bovis BCG; carril 8,control positivo M.
fuberculosis. Abajo: carnil 1 a 6, aislados de campo de M. tubercrlosis ; carril 7, control
negativo sin ADN blanco; carril 8, control positivo M. fuberculosis . El tamafio del producto
amplificado (en pares de bases) se muestra a la izquierda.
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12345678 pb

500

500

Figura 4. Productos de amplificacion obtenidos con los oligonucledtidos JB21 y JB22
especifico para M. bovis. Arriba: carril 1, aistado de M. tuberculosis | carril 2 al 6, aislados de
campo de M. bovis, carrit 7, control negativo sin ADN blanco; carril 8, control positivo M.
bovis BCG . Abajo: carril | a 3, aislados de campo de M. mberculosis; carril 4 , control

negativo sin ADN blanco. El tamafio del producto amplificado (en pares de bases) se muestra
a la derecha,

1%




DISCUSION

El microorganismo M. bovis es considerado el principal causante de la tuberculosis bovina. Sin
embargo no existe mucha informacion sobre la importancia de otras micobacterias en bovinos,
ya que en la mayoria de los casos el diagnostico se basa en las lesiones observadas y en pocas
ocasiones se llega al cuitivo de la micobacteria, menos aun a la caracterizacion. Esto se debe
principalmente al tiempo requerido y a lo laboriose de la técnica para llegar a la identificacion
cbioq.uimica.

En este trabajo se considero importante evaluar la utilizacion de oligonucledtidos especificos
que han sido descritos en la literatura para identificacion de las micobacterias, utilizando
aislados tanto de bovinos como de humanos, previamente identificados por métodos
bioquimicos. Los resultados obtenidos con MYCGEN-F y -R mostraron un 98.5% de
efectividad, va que solo una muestra no amplificé lo cual se pudo deber a un margen de error

al momento de realizar el PCR. Utilizando los oligonucledtidos; TB1-A y -B 88% de las
muestras identificadas como M. wberculosis o M. bovis dieron el producto de amplificacion
esperado. El hecho de que 4 de los aislados de M. hovis no amplificaron contrasta con lo
reportado por Wilton y Cousins (1992) quienes. encontraron amplificacion en todos los
aislados del complejo M. fuberculosis a excepcion de un aislado de M. microti. Sin embargo,
es posible que la secuencia no este presente en todos los aislados de M. bovis, como se ha
encontrado también con en el gen de la MTP40. (Weil y col. 1996).

Los oligonucledtidos PT1 y 2 amplificaron el ADN obtenido de tedos los aislados de M.
tuberculosis, pero ademas 3 cultivos de M. bovis. Dos de éstos sin embargo, son cultivos
mixtos de bacterias que crecieron tanto en medio especifico para M. bovis como en medio
especifico para M. mbercnlosis. En este caso, es probable a que en los cultivos identificados
como M. bovis se encontrara cierta cantidad de M. fuberculosis sobre todo considerando que
son de origen humano.

Con respecto a los iniciadores JB21 y 22 los resultados obtenidos indican que no son muy
especificos como se reporta en la literatura (Rodriguez y col, 1995) ya que ademis de
amplificar el ADN de todos los cultivos de A, bovis, excepto de un cultivo mixto de origen
humano, también dieron el producto de amplificacién esperado con los cultivos de A )
fuberculosis, Por lo tanto, es posible que la region amplificada utilizando estos iniciadores esté

presente tanto en aislados de Af. bovis como en aistados de M. ruberculosis.
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A pesar de que por combinacion de los oligonuledtidos aqui estudiados seria posible llegar a
determinar si la micobacteria pertenece al complejo M. mberculosis, en el caso de los aislados
de origen bovino no se podria determinar con certeza sin son M. bovis por lo que se considera
necesari continuar investigando otras regiones del genoma de M. bovis que se encuentren

solo en este microorganismo.

21



CONCLUSIONES

Se considera que el PCR utilizando los iniciadores MYCGEN-F y MYCGEN-R, TB1-A y
TB1By PT1 y PT2 son utiles en él diagnostico de la tuberculosis y la identificacion rapida de
especie de micobacterias, ya sea humana o bovina. Ademas, se considera que en un futuro se
podria trabajar con muestras de tejido, isopo nasal y algunas otras muestras clinicas con
dichos iniciadores para realizar un diagndstico mas rapido y encaminar un tratamiento mas

eficaz para la resolucion del problema.
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Material

-cultivos de micobacteria
-tubos eppendorf de 1.9 ml
-tubos eppendorf de 0.5 ml
-marcadores

APENDICE

-pipetas seroldgicas de 1.0, 5.0 y 10.0 ml

-vasos de precipitado de 100 ml

-probetas de 50 ml, 100 ml y 250 ml

-matraz erlenmeyer de 250m!
-balas magnéticas
-micropipetas

-puntas para micropipetas
-guantes de latex
-cubrebocas

-maskin tape

-gradillas

-agitador

-bafio maria

-platina

-microcentrifuga
-regrigerador
-congelador

-balanza analitica

-estufa

-campana de extraccion
-termociclador

-camara de electroforesis
-fuente de pader
-transiluminador
-potenciometro

Reactivos

-agua estéril
-Amortiguador de lisis
-lisozima

-SDS 10%
-proteinasa K
-NACis M

-CTAB

-cloroformo- alcohol isoamilico
-isopropanol

~etanol 70%

-etanol absoluto

-Tris base

-acido acético glacial
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-agarosa
-EDTA

-bromuro de etidio

PREPARACION DE REACTIVOS

-Lisozima

Pesar 10 mg de lisozima y agregar 1 ml de HzO estéril, almacenar en alicuotas hasta por un
afio a -20 C.

-SDS 10%
PesarlOg de SDS y disolver en 100 ml de H2O estéril almacenar a temperatura ambiente.
-Proteinasa K

Pesar 10 mg de proteinasa K y disover en 1 ml de H2O estéril alicuotar y almacenar a -2¢°
hasta por un afio.

-CTAB NACI

Pesar 4.1 g de NACl y disolver en 80 ml de HO estéril agitese y adicione 10 g de CTAB, si
es necesario calientese a 65° y afore a 100ml, almacene a T° ambiente.

-Cloroformo alcohol-isoamilico

Mezclar 24 volumenes de cloroformo con 1 volumen de alcohol isoamilico, almacenar a T°
ambiente,

-Isopropanol

Se utiliza tal cual.

-Etanol al 70%

Mezclar 70 mt de etanol con 30 ml de HaQ estéril,

-Etanol absoluto

Se utiliza tal cual.

-TAE 503

Se pesan 24.2 g de Tris base y se disuelve en 60 ml de H20 estéril, se le agrega 5.71 ml de

acido acético glacial hasta homogenizar luego se le agrega 25 ml de EDTA al 2 M y se afora
alo0mi,
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-Geles

Pesar 2 g de agarosa, se vacia en un matraz, por otro lado en una probeta se agregan 2 ml de
TAE 50Xy se aforo con agua destilada hasta 100ml, se mezcla con el agar y calientan hasta
disolver, posteriormente agrega el bromuro de etidio 2 pl (5mg/10ml) se mezcla y se deja
enfriar un poco, se vacia en la camara de electroforesis (BIORAD, incluye peines e instructivo
de como armar), una vez que gelifico se retiran los peines y los pozos quedan listos; se
mezclan 10 pl de producto amplificado con 1 pl de sustancia amortiguadora de muestra, los
marcadores de peso molecular se colocan directamente 8 pl | se corrio a 80 V con una fuente
de poder por 30 min y se visualizo con luz ultravioleta,

CUADRO 5. Secuencia de oligonucledtidos o iniciadores empleados en las pruebas de PCR

OLIGONUCLEQTIBO SECUENCIA

MYCGEN-F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
MYCGEN-R TGCACACAGGCCACAAGGGA
TB1-A AGCACGCTGTCAATCATGTA
TB1-B GAACAATCCGGAGTTGACAA
JB21 TCGTCCGCTGATGCAAGTGC
JB22 CGTCCGCTGACCTCAAGAAG
PT-1 CAACGCGCCGTCGGTGG
PT-2 CCCCCCACGGCACCGC

PROTOTOCCLO DE PCR

1.- Preparar mezcla de oligonucledtidos

Oligonucleotido il Oligonucleotido * ul

H.O ul H:0 ul

1.- Preparar nezcla maestra

Reactivos 1X (uh X (ul de acuerdo a No. de
TEACCiones)

H.0

Amortiguador de PCR 10X

DNTP

MgClz

OLIGONUCLEOTIDO A

OLIGONUCLEOQTIDO B

TOTAL
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3.- Agregar ADN ............... pl

4.- Preparar mezcla de polimerasa

IX (ul) X (pl de acuerdo a No. de
reacciones)
H.0
Amortiguador de PCR 10X
POLIMERASA
TOTAL
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