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RESUMEN: 

Crecimiento intrnccluhtr de Alycoh11cteri11111 htwis en 1nacrófügos ho\'inos resistentes o 
susceptibles n pnr:ísitos intrncclularcs y su asocinción ni polimoJ"fisrno lle In J"UTI~ del 
Nrm11pl. 
Vallccillo MAJ•, Gutiérrcz-Pnbello JA, Espitia C, Escalantc-Ochoa C. 

Departamento de Microbiologín e Inmunología. FacultmJ de Medicina Veterinaria y Zootecnia. 
Universidad Nacional Autónoma de México~ México. D.F. 0451 O 

El control y erradicación de la tuberculosis bovina impactan a nivel económico y productivo en los 
hatos afcctndos. Para hacer frente a csl.a enfermedad es necesaria la búsqueda de nucv;:1s 
altcrnativns. Una herramienta prometedora es la idcntilicación, caracterización y selección de 
bovinos rcsis1cntcs a panbitos intracelulares bacterianos; como A,~¡·cubactt!rium ho\'i.\' (¡\/. h.). J>arn 
la idcntiftcaci{m~ se recomendó en 1995 la utiliznción de los ensayos bactericidas con Al. h. BCG; 
en donde se designan como susceptibles (S) aquellos que permitan el crecimiento intracelular en un 
porcentaje superior a 65 o/o y resistentes (R) aquellos menos permisivos. En el presente trabajo se 
utilizo en el ensayo bactericida Al. b. l3CG para identificar animales naturalmente H. y S a panísitos 
intrucclularcs. Un aislado de campo fue utilizado para evaluar su crecimiento intracelular en 
macrófagos de animales R y S. Y asociar el fenotipo resistente a un polimorfismo presente en 
3'UTR del Nramp 1 identificmJo mediante SSCP. De 24 bovinos ndultos clínicamente sanos y libres 
de lllherculosis se tomo sangre venosa para la obtención de macrófagos y DNA. La monocapa de 
macrófogos fue inlCctadn en placas de cultivo de Terasaki (HL/\) con Af. h. BCG y la cepa de 
campo a u11:1 mulliplicid:1d de Ja infección (MOi) de 1O:1. 24 h después se determinaron las 
unidades formadoras de colonias. El producto de PCR de Ja 3'UTR del Nrampl, amplificado de las 
muestras de DNA se sometió a SSCP. De los 24 animales evaluados, 21 se comportaron como S. Al 
cvalunr mediante Ju prueba de Mamt~\Vhitncy el crecimiento intracelular de /Y/. h. patógeno, se 
encontró diferencia estadísticamente significativa en el crecimiento bacteriano en macrófagos de 
animales R y S (p < 0.05). Los alelos del Nramp1 identificados no evidenciaron asociación 
estadística con la capacidad bactericida de los mncrófagos. En conclusión, los macrófagos· ·de 
animales R demostraron tener una mnyor eficiencia en su actividnd bactericida, no los S que fueron 
incapaces de controlar el crecimiento bacteriano. Sin embnrgo, no se asocio a los alelos del Nrampl 
ya relacionados con resistencia o susceptibilidad natural a /Jrucella abortus cuando se utilizo Af. h. 
patógeno como inoculo. Es posible que otro polimorfismo del Nrampl o de otros genes pueda 
asociarse a este fenotipo. lo cual abre la posibilidad de seleccionar animales con una mayor 
capacidad de poder controlar Ja infección por M. h. patógeno. 

Palabras cla\'e: Tuberculosis bovina, Resistencia natural. Macrófagos, Nrampl, Ensayo 

bactcric ida. 
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ABSTRACT: 

lnlrnccllular growtlt uf Alyco/u1cteri11111 hm•i.v in hovinc 111ncrophugcs rcsishtnt or susccptihlc to 
intrnccllular parnsitcs und thcir nssociation to thc poly11101·phis111 uf tite J'UTH. uf thc Nr11111pt. 
Vnllccillo MAJ*, Gutiérrcz-l'ahcllo JA, Espitia C, Escalantc-Ochoa C. 

Dcpar1amcnto de Microbiología e ln1111111nlogia. Facultad de Medicina Veterinaria y Zoo11..•cnin. 
Universidad Nacional Aut,·Hloma de México. México. D.F. 0·151 O 

Control ami cradication of bovinc tuberculosis impacts aflCctcd cattlc ranchcs at thc cconomic ami 
productivc lcvcl. In onJcr to focc this discasc it is ncccssary to scarch for llC\\' altcrnativc mcthods. 
1\ promising tool is thc idcntilication, charnctcrization and sclcction of cattlc naturally n:sistant to 
intraccllulnr parasitcs; likc 1\ri•cohacterium fuJl•is (i\/. h.). /\. bactcricidnl assay with ,\/. h. BCG was 
rcco111mcndcd in 1995 for thc idc11tification or thc rcsistancc phcnotypc against intraccllular 
parasitcs~ in which thosc that nllows intraccllular growth in a pcrccntagc of 65 ~ó or more are 
dcsignatcd susceptible (S) and thosc lcss pcrmissivc rcsistant (R). In thc prescnt study a bactericida! 
assay using 1\I. b. OCG was conductcd to idcntil)' cattlc naturally R ;:md Sto intraccllular parasitcs. 
A virulcnt ficld strain was also uscd to cvaluatc its intraccllular survival in macrophagcs from R and 
S cattlc. lt was also intcndcd to associatc thc rcsistanl phcnotypc to a polymorphism prcscnt in 
3'UTR ofthc bovinc Nrampl gene through a SSCP analysis. Citratcd pcripheral vcnous hlood was 
collect from 24 tuberculosis free m1d hcalthy adult cattlc to obtaincd macrophagcs and gcnomic 
DNA. Macrophagc 11101101.aycrs in tissuc culture Tcrasaki (1-IL/\) pintes wcrc infcctc<l with Al. h. 
ACG and virulcnt íicld strain at a nrnltiplicity of inlCction (rvtOI) of 1O:1. ami colony forming units 
wcrc cvaluatcd 24 hours h1tcr. A PCR procluct from lhc 3 "UTR of Nramp 1 was amplilicd from thc 
DN/\ samplcs and analyzcd undcr SSCP conditions. Out of 24 cattlc. :.! 1 wcrc pcrmissivc to A/. b. 
BCG growth and wcrc cl;:1ssif1c<l as susceptible. A Mann~\Vhitncy analysis showcd that 
macrophagcs from resistant and susceptible cattlc diffcrcd signilicantly (P<0.05) in controlling 
intrnccllular growth of virulcnt AJ. h. Rcsults from SSCP did not show any nssociation bctwccn thc 
bactericida) activity of the macrophagcs ami tite polymorphism of thc Nramp 1. In conclusion. 
macrophagcs frorn R cattlc wcrc superior than macrophagcs frorn S cattlc to control thc in vitro 
intraccllular rcplication of both strains. Thc polymorphism rcported to havc a strong association to 
Bruce/la abort11s rcsistancc in cattlc did not rcplicatc thc information whcn kl b. was uscd as lhc 
inoculum in lhc macrophagcs. lt is possiblc that diffcrcnt polymorphism ofNramplor from anothcr 
genes may be associatcd to this phcnotypc opcning thc possibility to sclect cattlc with a grcatcr 
capacity to control thc infcction by virulcnt /1-l b. 

Kcywol'ds: Bovinc tuberculosis, Natural rcsistancc, Macrophagc. Nrampl. Bactericida! assay. 
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1.0 INTRODUCCION: 

La tuberculosis~ antigua plaga de la humanidad causada por A1ycobacterium 111berc11/o.\·i.\' el cual 

infccln hoy en día alrededor de un tercio de la población mundial. Cerca de un· 5 % de los seres 

humanos recién infbctados desarrollara la enfermedad en un lapso de S ailos. Sus estragos se 

resumen en alrededor de 8 millones de nuevos casos y 3 millones de muertes anuales. A lo anterior 

debemos adicionar In pandemia del Síndrome de lnmunodclicicncin Humana (SIDA); enfermedad 

que diezma el sistema inmulógico de los individuos infectados generando condiciOnes que 

propician la reactivación de la tuberculosis o una mayor susceptibilidad al ingreso del· 3.gcnte 

ctiológico. 1
• 

2 

Las primeras descripciones de In tuberculosis son referidas por Hipócrat~~ (4,6p-377~a::. c.), Lebert 

denomino "Corpúsculo tuberculoso" a.la lesión caracterlstica de la enfermcdad:.El'desa~rollo de· 

nuevas teorías sobre el origen d.c las enfermedades establecÍó ~ori1o''·~~f¡~¡;¡;~,a~~;~···~;;:'agente 

:::~c:~,:~~::~sK~:n~::er::, ::b:~u~:::~: ~::~:::~ E~nt~a~ajl:l~j;.~~~ªt~~1t~~~lt;t;'~f :::~:::: 
enfermedad fue si~ dud~ .,¡ ~e v';i1~min''e~186s.·q~i~~'..iJ~~~ii.'J;~i~i11,~~i.~~~~~t~;'¡:~,-,;·~rulento 
procedente de lesiones Í~berculosns humanas,: pus noctúb<;ré'ut'C;s.i y: pus tube~d~to's;. de bovino. 

·,.,: ·. ' "·''' ·',·<~-> .. 
Confirmo nsl In teoria especllidn de ¡;, ellfermednd i e~tabl~ció ~na 'apare~Íe identid~d ~osolÓgica 
de la tuberculosis· bovin~ y humana. Él·, m~jor aporte m~tmlolÓgic~ fue hecl10 ~ir .Conheim, al 

inocular material infeé~ioso en 'ta cámara anterior. del ?jo de conejos, lo ~~e fn~ili;;i\.,i;·s~r\-'~r la 

progresión de las iCsf~~~~: · F~e ·hasta · 1882 cuand~ ..... sc ~i~ló en fon~~· pura ci b~~¿¡¡·~·\u·~~'rcÚloso 
. . , , '· , . . .- . . . ·. . .. . ., , .. ~e ,_ .. ,:::-;¿· . , 

humano por el alemán Rob~rt'Kcich, siguiendo I~ ti1ei;;d~l~gln suge~ida p;;r·H,~ni~'~a~á-co~lirmar el 

origen infeccioso de ·una enférm".i:tad.·.va,desd~ estaépoca,fué.cUestionadn ta.Z~árent~·identidad 
etiológica de todas las fon:;,as de tubercuiosls en di~ers~s especies animal~s·, y; hmntiná, esta 

.·.-.· .· . -~. ' - . ;. .· ·: .' . > . ,: .:· _;:· -.. 

controversia se ba~o en-las· di·r~ient~s ·cara¿t~riSti~~g- de~Íos cultiVos~ virulcriCia Y t~R~smiSibilidad 
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del bacilo entre especies animales. Yn desde 1863, Virchou promulgaba que In _tuberculosis bovinn 

y humana no Crnn enteramente iguale~, concepto Contmr~o a lo· cxpres~do· ·por Koch en 1882. 

Subsecuentes ensayos hechos por Chauveau, Gunthcr, l lnrms y_ 13ollingcr_ no fueron_ capaces de 
" ; , - ; - '·-· _. - ~,::.·.,·'. ::-" :-. " ,_·.::.;:-_ --. -.';.·-; 

reproducir la. enfermedad en bovinos, cerdos y cabras alimcntlld~s::con-" 1~mtcrial tuberculoso 
" ...... ~.- ~:. ,. -/:· .. ·: ._·: ' .. 

humano, pero si en animales alimentados con leche y pulmones c_ontñminados·co_n el bncil~ bovino. 
; .- ', 

Baungarten (1893) cuestiono Ja completa identidad etiológica de' In énfermedad en bovinos y 

humanos; años después trns una serie de experimentos se postulo que el baci~c:t de origen humano 

tenia una menor capacidad para establecer la infección en el bovino y por_ el contrario, el bacilo 

bovino mostró una mayor virulencia en esta especie animal. En 1904, tras debates Cientl0cos se 

comenzó a dudar sobre las enseílnn7.as de Koch en relación a Ja trasmisibilidad del bacilo bovino ni 

humano, concluyéndose que algunas formas de tuberculosis humana especialmente en nii\os,_ eran 

debidas a Ja introducción del bacilo de Ja tubercu_losis 'bovina a través de Ja ingestión de leche 

contaminada. Estas conclusiones están acordes a lo expresado por Jos Doctores Schroeder y Couon 

en "The bolletin of the Bureau ~~ Animal I~duslry _ ~f 1I1e_ ¿~iijd '§tale~' Departnmentof 

Agriculturc", dond~ -~-fi~~:~~ que:\~una ~oc~\u~~;~ul·~~~--~~:~~t'i~:~~-~-:·J"~·~,~·~~~~-~~-~:·d-~' ~i~~--~~,i~r~_- para 

Ja salud humli~acom~~itari~ que un J;umano tulierculoso••> \ · ,'f. ,, ,/)';,-'y- •:; · , 

La tuberculosis bo.vinn . es una enfermedad infccto-tra11sm.is_i~_Ie> ~o;,\;t~:,i~~~!i~', a, -,~ cronicidad, 

causada princÍbnI~ente por Mycobacterium bovis (M. b~v;,;l_~~~~~i~4~~~i~~:t~1:~'-tx~~[~~Jo,sis.· Al 

igual que Ja tuberculosis del humano se caracteriza po'r el: desñrí:ó11ó---:de Jesio-ne's:'denominadas 
, · .. · > ·,: : ._<.:.·· ;.; i'.·.;"<::.:~.5~~>f,,;¡-)·:-;.~:::,"r.;;;_~~;·:::\~:.~u}·'.;~,;;;~ ·:_<>, .. ,: .: : .. 

granulomas.•-12 La ruta principal de infección en el gn~ad~ bc;vi~6 ~s I~'vi~'''r¿~pifrií6ri'li~· Íií ;,,¡,yorín 
' ., ·, '.;· ,' :::,,.:,•,;;;;:b-;,j~;~;,•,<~::i'~}·fr··~~-:,,,\!\>·,; 

de las lesiones tuberculosas en Jos animales enfermos se.enc'ucntran 'én. Ios tejidos'que'conforman o 

se asocian al aparato respiratorio.'"
17 

La vía aerogena ~f ~sJt~~;~r~{~;}r r~·¡~~:.!'.f~;e~~;:d¡~ bovi.~, 
es posible que Ja infección se inicie a través del, tracto-digestivo; sin embargo',';Ia dosis infectiva 

. . ' .. :· . .' ) -. ' .. · ::-: -.. :_~---:: ,-.... ~ ' . ;_: 

puede ser establecida por un solo bacilo.'3"
1
'-

18 El t.i~lin;;i.;i inci~uJ6 que ingresa al animal tiene 

2 
1 
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una relación inversa al pcr-iodo de tiempo de inicio de excreción del bacilo por el animnl infectado, 

nun menor _número de bncter~as que ingresan más ticmp_o y viceversa; ·dicha excreción en las 

infecciones en campo-se inicia 12 a 14 scnmnas postinfccción en promcd,Jo. 16
• 1

9 l...n.trnnsmisión de 

la enfermedad en el hato dcpendC de Una scriC fuctorcs asoci3dóS·a 1ñS córld_iciOnes ambiCntalcs que 

enfrenta In bacteria, la rcsistc1~cia o susceptibilidad del hos-pcdcro y la -_virulencia de la bacteria. 

Ambientes húmedos, templados y protegidos de los rayos solares beneficia la supervivencia de la 

bacteria por lurgos periodos conservando su capacidad infccciosa.20 

La bacteria contenida en gotns pequeñas de moco fluido expectoradas por un animal infectado e 

inhaladas por uno sano induce una reacción inílnmatorin en el tcj ido pulmonar que genero In 

acumulación de ncutrofilos en primera instancia, los cuales son rc111plazados por nu1Crófngos que 

intentan capturar y eliminar el bacilo. 15
•

21
'

22 Cuando esta l1lti111a célula no logra destruir a la bacteria 

se convierte en la célula hospedera de la micobacteria.' Sin embargo, esta célula puede vririar su 

comportamiento contra la bactcri~, por iníluencin de varios fuctores, entre .CllOs· In resistencia 

natural n la enfermedad}'· 23 Esta capacidad provee ni individuo que la posCc ·úna.'1Tin~~r posibilidÚd 
.- -, ... 

de controlar las infecciones, por lo tanto ser resistente y sobrevivir a In cnfcrmCdnd:'··La· CnpaCidnd 

de resistencia n una enfcnnedad puede ser transmitida a la desccrÍde1lcin,CJa··11~réd~biÍid:~~ dé.- ~~tn 

condición hace que en las siguientes generaciones de· imlividu'~s-. la_.pr~·p~~~iÓ~~~~~:~~~-!it~r_~-i~~ ~~~ 
mayor que en un principio cuando la población no cstab~ so~étiJ~ ii ~.~/~;i{s1$i;'_J~'~;l~~¿iÓ~·por lá 

enfermedad." En este sentido se ha descrito la participació~\i~¡·~~h\~~~;;;;; (d~fr;;t~/i;í; loci;s, 
·' , :~:.:·-~~:_;::~:F::L·~~,1~~i;,~;,t':ú;;:?.;¡·~(~-~:.~·-f ~;{/:~~rr~.\·:.:··.-t·::.· :·. 

Slclla/) (Natural resistuncc-nssociatcd mucrophngc protein ; ILen ',~l_reontr~I- t.en1prano ~de la 

infección por microorganismos intracelulares n~ rC_laCio;1-~~~1?li~:~~~;v¿~:á3~·~~~;~t~~~;t·~l::~·ld~i:~tr~·n 

:: ::: ::::·;,:·:::·::·:~::.º::::::~~~ff ~~?!~lit,;:.~. '-·"' 
.-".<:-:·:r~·-.~·<·;-.•,•;:-:;2.'.\'<'.>:\: .. :·, .-(-'' . ·: ·,: "', . 

por la ingestión de la bacteria (Figum.l). Es.ta<pro,tch.~a.'.~,e.·exprcsa principalmente en los 
"·•:; :•,r_\•:·';-;•'"• 

macrófagos del tejido pulmonar y dél- bazo._ ·Ási· ~0!110 .. én cél;:;las que conforman la lesión 
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grnnulomatosa induCida por la presencia de la micobactCria.26
' 

30 El análisis dC la estructura de In 

proteína NRAMP 1 ha dcmostrrido que posee características en com.ún con Otras proteínas que 

funcionan como canales y tr3nsportadorcs de ioncs.31
•

32 

N 

M 

Figura 1: Locali7Jlción de la_ NRAMPI bovino (Punla de Hecha negrn} en la membrnno ~el fngosoma (F~ que 

contiene 111 bacteria (13), produclo -del Mramp (Del ingles Mycobnclerinl homologue of.N~a~n/,). (Punta de flecha 

pumcuda). Núcleo (N). Mncrófogo (M). 

En la actualidad se. postulan dos. hipótesis.· para. explh:ar el. ~~~ibl~.- mec~Í;i~~10 de acción de la 

NRAMPI en contra del microorga~ismofagocÍt~do. Por-~n'lad()·~c,:·pr()p(),{~queila NRAMPI es 

una proteína capaz de retirar el Fe,. y otros ~at~~ne;~;~-~l:nt:¿~¿~~¡;~%~~m~?Óülis~~~;nal. Esto 

limita su disponibilidad para la bacteria que l_os _req':'iere como :·c;~r~_cte>_r.~s de e_11zimas; _De especial 
... ·_. ·:" . - ' - ~~\; 
. , .. :.: ~~·.:L·:·; __ . ·- :~. 
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importancia resulta et Mn2\ -_qilc es cofactor de la superoxido dismutasa de algmlüs ~actcrias. n laS 

que les confiere protección contra compuestos reactivos de oxigeno. La bacteria· al P,osccr un gen 

homologo al ~ramp). estnblccc una competencia por los cationes· diva lentes ·~¡-~poniblcs en el 

fagolisoso111a·{Fig11rt1 /).33
-4

1 Quienes apoyan este mecanismo de ucción de la NRAMPI. se basan 

en la alta similitud que posee esta molécula con la NRAMP2, protclna que se localiza en In 

superficie apical de los cntcrocitos y cuya función es In de permitir el poso del Fe" captado por 

estas células del intestino desde el cndosoma temprano hacia el citoplasma. Las mutaciones en este 

gen en las ratas se ha relacionado con anemia por baja captación de re2 .. ·;U-47 

Fe'++ H>ÜJ - Fe'++ OHº+ OH" 

11 OH" + H202 - H20 + tt• + Oi · 
IlI Oiº + H,O, - 02 + 01-f +OH" 

IV 

Figuro 2: Reacción Fcnlon·l lnbcr-Wciss, Fagosomn (F), Bnctcrin (ll). Núcleo (N), Mncrófago (M). 
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La otra vertiente sugicl·c que NRAMPf funciona comO uii antipOrtcr, introduciendo Fc2
' al espacio 

fagolisosomal. El Fc:2
t ingresado actlm como catalizador para la formación de compuestos con 

mayor poder oxidnnle ni inlcrncluar con los reac1ivos de oxigeno y nilrógeno (ROls y NOls del 

ingles Reactive Oxygen lntermediatcs' y -RerictiVC ~itroSen lnte"rmcdiatcs rcspcctivnmcntc) 

mediante In reacción de Fcnton-Habcrt-Wciss, lo anterior genera un éfccto bactericida mayor contra 

el microorganismo fagocitado (Fig11r11 2).46
"
56 

Ambas explicaciones poseen lógica, sin embargo los resultados de los trabajos_ experimentales no_ 

han sido concluyenles en apoyo de una de ellas. Lo cierto, es que NRAMPI induce un cambio en el 

ambiente fagolisosotnal y que en ciertos individuos actúa cé:>n mayor. cficicncin, aumentando In 

capacidad baclericida del macrófago y por ende confiriérldole una mayor resislencia a la 

enfermedad en este nivel de In infección. 
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2.0 ANTECEDENTES: 

La existencia del Nrampl en bovinos fue idcntiticnda por Fcng et. al en 1996. El gen Nrampl 

bovino es expresado primariamente en macrófagos de pulmón, bazo y algunas células que 

conforman el granuloma tubcrci.iloso.30
• 

51 Este gen se localiza en la posición 2q43-q44 del genoma 

bovino (Fi¡:11r" 3), codifica para una proteína de 548 amino~icidos. con un peso molecular de 59567 

Da, que posee siete dominios cxtracclularcs, con un sitio de glicosilación en el aminoácido 335 del 

cuarto dominio cxtracelular.58
• 

59 El análisis del polimorfismo conformación monocatcnaria (SSCP 

del ingles Single-Stranded Conformational-Polymorphism) de la región no traducida 3º (3'UTR del 

ingles 3 • Untranslated Rcgion) del Nramp 1 bovino mostró un poli1norfismo asociado en forma 

altamente significativa a la resistencia natural del ganado a Bruce/la abortus (B. abortus}.n 

En otro sentido Qureshi et. al ( 1995) demostraron mediante ensayos bactericidas que los 

macrófagos procedentes de ganado r~sistente a un desafio in vivo con B. abortus, poseen una mayor 

capacidad que los macrófngos de ganado susceptible para el control del crecimiento intracelular de 

11. abortus, M. bovis BCG y Sa/monella d11bli11 (S. c/11blin). Por lo que estos autores recomiendan el 

uso de este ensayo para la identificación de ganado resistente o susceptible a parásitos intracelulares 

bacterianos. 60 

. . . . :· - .:' 
La potencialidad de los ensayos bactericid11s.: para identilkar · biivinos naÍLir~lment.e ~esi.st;~tc~ o 

susceptibles a parásitos intracelulares ba~teriaiios y lá alta ris~ciaCiÓn clel pi:ilin~ofos¡;{CÍ de la.3'UTR 
' " . . '' . . -~ ·, :~. 

del Nramp 1 bovino ni control intracelular.cid !(,t1k~~llfs• hn.eéri, p~nsnr, en ~'}~ pro.~~ble, asodnción 

entre este polimorfismo del Nra11ip 1 ~o~ino y ;~~ diÍerenci~s del contr~I d~ I~ inf ecéió.n intra~elulnr 
por M. bovis entre macÍófagos · pr'ove~i~.rit~~ ·de 3nimalcs resistentes y susceptibles a parásitos 

intracelulares bacterianos. 
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Figura J: Cromosoma bovino n.umcro dos. Localiznción del Nrampl bovin~ en la posición 2q43·q44 (Pu~ln de flecha). 
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3.0 .IUSTIFICACION: 

l lacc más de un siglo que se demostró la nnturnlczn del agente causal de la tuberculosis humana y 

poco menos tiempo él de la tuberculosis bovina; sin embargo, hasta el momento dichas 

cnícrmcdadcs no han sido controladas en su totalidad. Se estima que en América-Latinn se registran 

anualmente 7000 casos de tuberculosis por Jd. hovis, alrededor de un 2 % de tuberculosis pulmonar 

y un 8 % cxtrapulmonnr son dcbidns n la infección por este microorganisnl'O. En México la 

población lactante corre un gran riesgo de infectarse, ya que casi mas de la mitud de los 9,500.7 

millones de litros de leche producidos en el año 2001 no fueron pasteurizados; por lo que es 

imperativo In aplicación de medidas de control de In tuberculosis bovina."'"66 

El control de In tuberculosis bovina como en muchus otras enfermedades de los animales 

domésticos se basa en la reducción de In diseminación del agente etiológico mediante In aplicación 

medidas como In cuarentena y sacrificio de los animales identificados como enfermos o infectados. 

La inmunización de la población susceptible, uso de antibióticos, quimiotcrapcltticos y pesticidas 

son formas de control que implican fuertes inversiones económicas y de tiempo. El dáílo ecológico 

generado por el uso de pesticidas; la aparición de cepas bacterianas cada vez más resistentes n 

quimioterapeúticos y antibióticos, generadas por la presión de selección inducida por éstos da pauta 

a la búsqueda de nuevas formas de enfrentar n las enfermedades infecciosas. 

La capacidad de controlar con eficiencia una infección es un aspecto· poco ¿~·nSid~rndo en la 
.,.., ·'1 . -

selección de las especies domésticas, ya que In imperante necesidad de_ prOvccrjnnYOr .. ~volumcn de 

alimento a la población humana ha centrado In atención sobre ·cu~lid~des·P~~~~i;'¡'~~~~: Sin,'t~ma·r en 
' . ,, .' '_' '.'·"'···· ,:-,·.,·''',\\" . . / 

consideración la resistencia natural a ciertas cnfcr'mCdades que Po~C~~~·:a'1~l1~c;-~·\~'cf .. ¡'~-¡d·~-.~~~; Por. lo 

anterior se hace necesaria In generación de un mayor con~~i'n;i~rt;::· ;i()~~~, lo~· •n;~·~;~·i:mos de 

resistencia natural a ciertos patógenos de importancia ~n salud veterinaria y humana como el /\1. 

bovis. 
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Aiios atrás se demostró la participación de gen Nrampl_ en el control de microorganismos 

intrncclularcs no relacionados. En el caso particular d;I bovino. el control intracelular de /J. abor/11.\' 

1icnc relación con dicho gen. sin embargo. esta asociación no ha ~ido ~cmostrnda parn otros 

microorganismos intracelulares como A1. hovi.\'. De existir tal asociacióil, se ~~re la p¡,sibilidnd de 

adicionar una nueva fbrma de control a las ya existentes para la tubc~culosis bovina. El presente 

trabajo prelcnde contribuir al mejor entendimiento de los mecanismos que "generan resistencia 

natural a c111Crmedadcs infecciosas por parásitos intracelulares bactcrianC?S. 
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-1.0 l IIl'ÓTESIS: 

Los macrófagos derivados de monocitos de bovinos identificados como resistentes a parásitos 

intracelulares bacterianos permitirán un nivel de crecimiento intracelular de lvlycobacterium bovis 

inferior al de maerófagos susceptibles. 

El control diferencial del crecimiento Mycobacterium bovis mostrado por macrófagos bovinos 

resistentes o susceptibles a pai-ásitos intracelulares bacterianos tiene asoci~~ión co~ el polimorfis1no 

de la 3 · UTR del Nramp l. 
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5.0 OHJETIVOS: 

GENERAL: 

Evaluar la asociación entre el comportamiento bactericida contra A(vcobacteri11111 hovis 

patógeno de los macrófagos de bovinos resistentes o susceptibles a parásitos intracelulares 

bacterianos al polimorfismo del la 3 'UTR del Nramp 1. 

ESPECÍFICOS: 

Identificar bovinos resistentes o susc.eptibleS a parásitos i1ltracelularcs bacterianos mediante 

el ensayo bactericida. 

Medir el nivel de cre~imi~~toi~tr~~~;ul~; de Myiobac:terÚ1111 bovis patógeno enmacrófagos 

de animales resistentes :()-sust:~Pt~~l_é~ 8 p~~~~to~_ ~ntf~~~-ly_~~·re~. ~~c~~fia~os. -
': »·::- ;--:~-}',; 

.,-.·. ,. 

Verificar diferencia esta~lstica del .. niv~l.de ~~~ci~ient~d.e My~ohacterium bovis patógeno 

en macrófagos bovi.nos r~sistente~ 6 ~~sc~~tlbl~s ~ par.ÍsitÓ~ i~t~ac~l~lares bacterianos. 
• •' ,. -, ·. •' -.~ .• ·' - , ' ---, '¡e•,-,-·• <>',- r ·• ,,. • -- ,_- ' , · - -· , ~' • ' ' ·• 

_-,:·.,_ 

Mostrar. la relación dCI .poliritorfisn:io de· la.3'UTR. dél Nrampl a un control intracelular 
.··,. ' ··:,.: -, .,- ... 

diferencial de Mycobacteriw'.1 b,;vis patóge~o por rru1crófngos de• b"ovinos resistentes o susceptibles 

a parásitos intracelulares. bacterianos. 
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6.0 MATERIAL Y MÉTODOS: 

El presente ti-abajo se realizó con bovinos (Bos ta11r11s) sanos, pr~vcnicntcs de un hato libre de 

tuberculosis y brucclosis bovina. Los animales pertenecen al Centro .de Enseñanza Pnictica e 

Investigación en Producción y Salud Animal (CEPll'SA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia UNAM. 

6.1 TAMAÑO DE MUESTRA: 

Se estimó el tamaño de rnucstra adecuado al experimento y que representara a la población de la 

cual se extrajo mediante la siguiente formula: 67 

• n = 3.84 p (1 -p)/T2 donde: 

p = frecuencia del fenómeno estudiado (Resistencia a parásitos intracelulares bacterianos) en la 

población, cuando se desconoce este valor, el tamaño de mueStra más conservador es el mayor, el 

cual se obtiene asignándole el valor de 50 %. Dado que la proporción de animales fonotipicnmente 

resistentes en esté hato era desconocida .. se optó por asignar un valor a p de 50 o/o. 

T =grado de precisión de la estimación (20 %: P+/- 1 O%). 

3.84 =valor de Z 2 para a. =0.05 (Nivel de confianza de 95 %). 

Sustituyendo: n = 3.84 (0.5) (0.5) I (0.2)2 

Por lo tanto: n = 24 animales. 

De cada uno de los 24 animales fueron tomadas las muestras hemáticas conforme a la 

disponibilidad de los mismos. 
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c •. 2 IDENTIFICACION nitL i'ENOTll;O-l)E LOS ANIMALES y EVALUACION DEL 

ClmCll\llENTO INTRACEl,ULAI{ DE 111.bovis PATOGENO: 

6.2.1 CEl'ASBAC1'EIUANÁS°: 

Los ensayos bactericidas sec rcalbmroi1 con .las.·Siguicntcs ccpaS: 

1Hycohacteri11111 btwis BCG 

1\~rcohacteri11111 hovis 13CG subccpa Danesa, amablcm~nlc donada por la Dra. Iris Estrada de la 

Escuela Nacional de Ciencias Biológicas dcr ln~tituto .Politécnico Nacional. Se utilizo para 

identificar a los animales resistentes o susceptibles a parásitos intracelulares bacterianos. 

Alycohacteri11111 htn'ÍS 9926 

Esta cepa llegó para tipificación al laboratorio de Diagnostico bacteriológico del Departamento de 

Microbiología e Inmunología de la FMVZ-UNAM en Enero de 1999, procedente de Acatic, Jalisco. 

Fue aislada de un bovino hembra, criollo, de 8 años de edad; sacrificado en Septiembre de 1998, el 

cual presentó lesiones tuberculosas. Fue empicada para evaluar el crecimiento intrncelulnr de una 

cepa patógena e interpretarlo como un fenómeno condicionado por la actividad microbicida de los 

macrófagos. 

De cada una de las dos cepas de A1. bovis se· hizo una cinétic~ de crecimiento bacteriano. Para 

establecer el día en el cual se al~nn~rin _la fase log~rítmica intermedia. Las cepas se sembraron en 

placas de agur Middlcbrook 71-lÍ 1 (Bacio""Mycobnétcria 71-111 agar, Difco Laboratorios, Detroit MI 

USA) con enriquecimiento OApc (BBLMT .. JViid~lebrook OADC Enrichment, Becton, Dickinson 
. ·, . . -

and Company, Sparks, MD ·USA), ~uando la~ color1ias fueron. visibles se tomaron S de ellas y 
- ,,_;.: _._1_.'- - .--:· •. • . 

sembraron en 30 mL·dc.medio''Middlebrciok 71-19 °cBBL"' Middlebrook 71·19 Broth base; Becton 
''.,·, '· '.-· 

Dickinson Microbiology Systcrris, CÓckeysville, MD USA) con enriquecimiento OADC y 0.5 g/L 

de Tween 80 (Sigma .Chemical CO, St Luis, MO USA), se .incubaron por 8 días a 37 ºC con 

agitación constanie de 100 revoluciones por minuto (r.p.m.). El cultivo obtenido se transfirió a 270 

14 
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mi. de medio Middlcbrook 7119 con enriquecimiento OADC y 0.5 g/L de Twccn 80, se incubo en 

las condiciones antes descritas. A partir de este momento se considera el tiempo inicial, cada 24 h 

se determino la absorbancia a 650 ,nm de longitud de onda en un cspcctrofotómctro (Spcctronic 20. 

13aush & Lomb) por un periodo de 3: Semanas. Se graficaron las lecturas de la absorbancia 

obtenidas. 

6.2.1.1 PREPARACIÓN DE INÓCULOS: 

Una vez alcanzada la fase logarítmica intermedia, los cultivos de las diferentes cepas fueron 

cosechados. El cultivo bacteriano fue centrifugado a 2500 x g por 15 mina temperatura ambiente, el 

sobrcnadantc fue eliminado y Ja pastilla fue rcsuspendida en 15 mL de CRPMI 1 O % SFJ3 (L-

Glutmnina 2 mM, MEM aminoácidos no esenciales 0.1 mM, Piruvato de sodio 1 mM, Bicarbonato 

de sodio 20 mM, Suero Fetal 13ovino 10 % (Gibco™ Invitrogen Corporation Grand Island N.Y. 

USA)) y se centrifugo en las condiciones antes descritas por 1 O min. Este procedimiento fue 

repetido dos veces más. Del ultimo lavado se retiró el sobrenadante y resuspcndió en CRPMI 12 % 

SFJ3. Para dispersar los agregados de bacteri~s. se paso dos veces Ja suspensión de bacterias a través 

de una jeringa con una aguja 270 x 13 mm. La suspensión obtenida se transfirió en cantidades de 1 

mL a tubos con capacidad de I_ .5 mL (Eppendorf, 13rinkman_ l~strumcnts,_ lnc._ Westbur)' NY USA), 

se guardaron por J 2 h a -20 ºC y posteriormente el _lóÍe de inéÍcÚJos se ahnaccno a -80 ºC hasta su 

uso en un ultracongelador (U_lt;~ Fr~~zérs; Nu~ir~:::~l~írióuih;~ Mii1nesota US~) . 

6.2.1.2 

. . : . .'f~~-: ';t;: "• . >;\•. ' ." ··' •: . ' 

DET~R~¡'~fg(~~,~~~;;J~¡~~~:{j~tg~~i~RAS ·COLONIAS (UFC) DEL 
: :-. ': . ..:'>··· ' .. -~::-._· ·; .. , .. ';·· :·-\:- :':'.':'''"!:;f)« 

INÓCULO: 
.: -~::_-f,-: º~-~~t.:,\~·.:,. ~.,.;·:.: .,.;;·:;,,_,<--

.. :_;_. -,-· ·: ~,;:·-:-\ ~- ';¡\·· "» ~t·' ·;:<:·;;. . .-. -~-: ,' :. < > ' •·•••·• < ' .· 
Para dcte;min~r la.~antid~~ ~~ b~·~;~rla's·~o~t;~Íd~~ er1 Í mL de suspensión bacteriana congelada, se 

retiró un tubo del =co~geJa'd~rS• s~ ·i;i~ubó por 60 min á 37 ºC en bailo Maria. Posterior a esto, se 

colocaron 500 µL-.d~'-Ja suspe~siónde bacterias en un tubo (Elkay Products, Inc. 13oston Turnpike 
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Shrcwsbury, MA USA) con 4500 ~d~ de l'BS (NaCI 1.5~ mM, NaH 21'04 9.1 mM. Na2111'04 1.25 

mM, pi 1 7.4 (Sigma Chcrnical CO, St Luis, MO USA)), se mezcló perfcctamenle y se lomaron de 

cslc tubo 50 µL que se agregaron n otro tubo con 450 pi... de PBS. Se siguió esta serie de diluciones 

por 8 tubos. De cada Úna de las diluciones obtenidas se scmbruron 100 ~tL, por duplicado. en placas 

de agnr Middlcbrook 7H 1. con enriquecimiento OADC. Las pk1cas inoculadas se incubaron por un 

periodo de 2 n 3 semanas hasta hacerse visible el crecimiento, se contó el número de colOni.as y 

multiplicó por el factor de multiplicación correspondicme a la dilución. De esta forma se obtuvo la 

concentración del inóculo. De acuerdo a la cantidad de bacterias, se calculó el ·ractOr de diluCión 

para alcanzar una concentración de 2 X 107 bacterins/mL, de Ja cual tornamos 5 µL para infectar u 

1 X 1 04 macrófngos. 
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6.2.2 OUTENCIÓN DE MACRÓFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS DE SANGRE 

PERIFltlUCA: 

La muestra l~c1~1at~ca ~~ o?luvo en la forma más aséptica posible, cÍc I~ ~ena yugular de cada uno de 

los 24 animales.- ~uc c·anfÓrmaron la muestra. Para impcdi~' la Co~_gulac.ión, de la sangre, esta se 

mezcló con la solución ácido cítrico-dextrosa (ACD) (C6 1-l,Na3921-!,o" 75.5 mM; C6 1-180 7 41.6 mM, 

c.1-1,,0. 135 mM, pl-I 5.0 (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA)), previamente colocada en unn 

jeringa (Terumo Medical Corporation, Elkton, MD USA), en una proporción de 4 mL de ACD por 

30 mL de sangre. En el laboratorio, se mezclaron 15 mL de la nrnestra de sangre con 15 mL de 
' : . ,_ ·. 

solución salina de fosfatos-citrato (PBS-Citrato) (NnCI 1.5 mM, Na1-1 2P04 9.1 mM, Na21-!P04 1.25 
. .·· .. -". - . 

mM, c.11,Nn,•21-1,0 12.5 mM, pi-! 7.4 (Sigma Chemical CO, St LÜis, MOÜSA)). En 2_ tubos de 50 
. . 

mL (Nalgene Nunc Internacional Corp, Naperville, ILUSA) sé ~~loca;o-~ 15. niL de In suspensión 

de trabajo de Percoll (Percoll"' Amersham Biosciences AB Uppsal~ Sw~d~n) (Ver anexo 1 ), a estos 

se les adicionaron los 30 mL de . la sangre-PBS-Citrato, con. cuid~do de no mezclar ambas 

sustancias, para rnantencr dos fases; la suspensión de Percoll de "trabajo en la p~rte inferior.del tubo 

y sobre esta la sangre mezclada con el PBS-Citrato. Los tubos asl preparados se centrifugaron a 

1000 x g por 20 mina temperatura ambiente. Al finalizar la centrifugación, se forman 3 fases: en la 

parte inferior del tubo el agregado de eritrocitos y suspensión de Percoll de irabajo, la fase 

intermedia leucocitos más plasma, y la fase superior plasma. De los tubos, se co_lecto el p_lasma y se 
.-:.··· .. ·-:· 

coloco en un tubo nuevo, el plasma se utilizó para realizar lavados a.las células blan'cas obtenidas. 

Se transfirió la interfase donde estaban suspendidas las células blancas alÍ·n.·Íubi_d~:,50:·mL; ·se le 

agrego PBS-Citrato hasta completar 50 mL. Este tubo se centrifugo .a-~300 ;·é~6; 10 min a 

temperatura ambiente. Se retiro el sobrenndante, la pastilla\~ .res~spe~d-ió.enio:in'I.. :de plasma 

autólogo con una pipeta de transferencia y' se ~clicionohasta alcanzar 50 mL PBS-Citrnto. Se volvió 

a centrifugar a 300 x g por 1 O min a temperatura ambiente. Se repitió en la misma forma una vez 

más el lavado de las células. 
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- -
La pastilln formndá.dcl í11timo Invado se rcsuspcndió en 8 mL de CRPMI con 10 % de suero 

autólogo, esta suspensión se transfirió a un matraz de Tcílón con c3pacidad de SO ml..., _el cual se le 

agrego 12 mL de CRPMI sin ~mero, a sí cl_porccntajc.dc·_sucro se_rc:dujo u 4 .%,. lo que fncilito la 

adherencia de los monocitos a la superficie d~i malmz. Los m~tmccs.c~~l·l~·'su~Pcrls.i-Ón de células se 
~ ' ' . - ' ' . 

incubaron por 24 h n 37 ºC con humedad y 5 % de C02, al c.on~Juir h'1· in~Übaéión, se rcali7:ó un 

lavado suave de la superficie del matraz con una pipeta ele transferencia y __ s~ retiró _del medio de 

cultivo, esto para desechar las células no adheridas. Se agregaron de 12 n 15 mL de CRl'MI JO% 

de suero autólogo, se monitorearon los matraces diariamente, si el medio tor1~arn a color amarillento 

se procedía a retirar la mayor parte del medio de cultivo y agregnr medio de cultivo fresco. Una vez 

transcurrido un período 14 días, en el cual han madurado a macrófngos, se hizo Ja cosecha de las 

células.68
• 

6
'' Para ello los matrnccs se colocaron en un recipiente al que se le agrego hielo hastu 

cubrir 2 terceras partes de los matraces, en esta condición se dejaron por un periodo de 35 min. 

Luego de esto, los matraces se golpearon para desprender las células. El contenido del matraz se 

transfirió a un tubo de 15 mL, se realizó el conteo de las células en un hcmocitometro (Ncubauer, 

Boceo, Western Germany), en forma simultÍmea ·se centrifugo el tubo a 300 x g por 10 min a 

temperatura ambiente. Al terminar·'ª. centrifugación, se retiro el sobrenadante y la pastilla se 

resuspendió en una cantidad de CRPMI. ÍO %.de suero autólogo tal que Ja concentración.de células 

por J mL fuera de 1 X HJº cél~l,~s.i;e es.ta suspensión con 1 X 106 células por mL se ~olcicaron 1 O 

µL en 3 pozos de cada\n;:<l~·{placns de.Terasaki (HLA plates) (Nunclon ~M. Nun~TM Brand 
' :.. .~· - ' '. ::. ":, 

Products, Dc~márk), .. ~d.e.n:iás eri. cada una de las csqui1.1as de las placas se ·agrego .uri.~·go~n.dc agua . -. . . . . . . . -

destilada estéril para evitar la desecación de los pozos con lns células. Se inciubar~n estas placas por 

12 ha 37 ºC con humedad y 5 % de CO,. 
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6.2.3 DESARl{OLLO DEL ENSAYO BACTERICIDA: 

En las dos placas de Ternsaki donde fueron colocados por triplicado 1 O ~tL de una suspensión de 

macrófhgos con una conccntració1~,dc 1 ?< 106 células/mi....., (1 X 104 células/pozo)."Lns se incubaron 

por 12 h a 37 °c. con humedad y.s o/. de co,; después de es1c tiempo el medio de cullivo se rc1iro 

de cada uno de los poz?s y fu~ sustituido por S µL de medio de-: c~11tivo celular con una 

concentración de bacterias de .2 X 107 bactcrias/mL. Se utilizó uÍla multiplicidad de iníeceión (MOi) 

de 1O:1, como control p~r~ c_nda uno de los tiempos se colocaron en un pozo sin .células de cada una 

de placas la mis.ma can;idad de bacterias más 5 µL de medio de cultivo c~lul•ir. Este proccdimic1110 

se aplicó en forma similar para las dos cepas utilizadas; A1. bovis BCG y M bovis 9926. Las placas 

se incubaron pOr 4 h en las condiciones antes mencionadas y ante~ de introducirlas ~ la incubadora 

se revisó si las gotas de agua colocadas en las esquinas no se habían sc:cado; ·~e ser as.i,· se ,volvió a 

colocar más agua. Mientras tanto, se verifico la concentradón:del inoc.~.l~·-u-iiÍi~~·~::_·,'5~-3~;~garon 5 

¡1L de la suspensión de bacterias a 195 µL de PBS, a partir de. este tlÍ.b,~se .. ré~lizó". ~n~· se~ie de 3 

diluciones 1: 1 O. 100 µL de cada una de las diluciones se sembrarori en placas dé 'ágar Middlebrook 

71-111 con enriquecimiento OADC este volumen se dispersó pcir.ta'da la'supérr.déde la placa y se 

incubó por 2 a 3 semanas a 37 ºC. Una vez transcurridas las cuatro h~~n:~:de\;1c~'¡,·~~ió'n cl"iempo O), 

a cada uno de los pozos con bacterias y células de a~bas: pl~cas· de: cJda ·ll,~a de las cepas de M. 

hovis se les retiro el medio con bacterias, excepto en dOn~e ~.º l~·abia_célu_l3:s;Los pozos se lavaron 5 

veces con JO ¡1L de medio de cultivo celular fresco. A l~s pozos de una d~ las cajas se le agregó de 
. . 

' ' .. - •' · .. ·-- ·. 

nuevo 1 O µL de medio de cultivo. celular. Éstá caja se volvió a colocar en la incubadora por un 
·: .. "- .·.,·.,. ,,.· :· .. •'_ 

periodo de 24 h, esta fue la·· caja .de nuestro .. tie1itpo."J'(Tl):Antes introducirla se observó si aun 
~;-- '·- --,-,,< .. '···;·"" 

había agua en sus esqui1Ías: Enjos,po~~s de"!.~ ~aja.(To);'¡,:·105 que no se les había colocado nada, se 
/.'.;:.· ,: ,,. :, '• ;~ 

adicionó JO µL de la sÓluciórÍ dé' lisis' (T,\i~én 2o al 0.5 % (Sigma Chemical CO, St Luis, MO 
' ·-· •'' ·"'..'. .. -. -.- . . 

USA)) y se dejó actuar por 1 ~ ~i·n 'a\~~~~~·~iura a,;,biente. Mientras transcurrlan los 1 O min, del 
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pozo donde solo había bacterias, estas se tomaron y adici~naron en ur~ tubo en el que previamente 

se coloco 170 µL. de PBS, se hicieron dos lavados con 1 O ~ti"". de r11cdio de cultivo celular, los c.uales 

también íucron colocados_ en_ el m.ismo tl_lb~. A par~ir. de este tubo se rcnliza_ron 3.: dilu':iones 

decuples. De cada una de las dilucionc:~·se ~amaron fOo ~tL. lo¿ ~üal~~ .ri.~~~on,sembrndo~ en placas 
, . - . .; ' ·., -, .. , 

de agar Middlcbrook 71-111 con enriquecimiento OADC. Transcurrido los.ÍO min, decnda uno de 

los tres pozos se tomaron los JO µL del lisado y se trnnsfiricrori a.tres tubos· res¡}cctivámcntc, cada 

tubo se le había colocado 170 µL de PBS, de la misma fonna·quc en~cl c~ntro'J.~e.hicieron dos 
. ' _. ,_, ___ > .- . ,-

lavados con JO µL de medio de cultivo celular. Con el procedimiento .antes desc~iío s~ realizó una 

serie de 2 diluciones decuples de cada pozo y se sembró un v~lu;;,en ig~~Jd~·;c~da Und·'d~ las 

diluciones de los tres pozos en placas agar Middlebrook 71-UI · ~~~ enri~~~ci~:i·e~to:·b~oc, Jás 

cuales se incubaron por el mismo periodo de tiempo. Transcurridas_las.24.h d~.irl-cU.Í:m~iÓl1, -de !os 
" - ~",,,~-, 

pozos con células más bacterias, se tomó el medio y adicioÓó a tres·_ tÜbOS·.-rc~P-e.cÚV8íl1~ll'lc, .-~n IOs 
• v,·.·-,¡,__2 - ',\,' 

cuales se habla colocado un volumen de 160 ~tL de PBS. Llls células dé estos po~os fu~r'on lisadas 

con 1 O ~tL de la solución de lisis por un período de 10 min: Mie'nfra~ tan-~d'ser;~li:t,:i~~~ i~ forma 

antes descrita la recuperación, dilución y siembra de las bacterias del pozo.cont~ol_,de cada Ún·a de 
' • .-• , ... ,,., .. ·,, .. -, .. ·•;-:·.r,; . .... 

las dos cepas. Pasados los 1 O min del período de lisis de las éélulas', se re¡;~·p~~ó eÍ '¡¡s;¡do :de cada 
.-, .. · 

uno de los pozos y adicionó a cada uno de los tres tubos respectivos: eri-los qu~·s~ Ímbia coJÓcado 
.. ·,· -= ... ::_y(~\':~<f::~t·:::,_::f-::::·,,;-.-' 

con anterioridad el medio de cul.tivo celular. Se hicieron los dos lavados y .Ja'serie'de 2 diluciones 

decuples correspondientes a cada uno de los tres pozos. Se sembraron· 1 oo' ÍiL 'de cada una de las 

diluciones de las tres series y se in~ubaron. Tr~nsci.trridos 21 dras:~C;ir~·cuba~ión de las placas 

inoculadas se realizo el conteo de las UFC"s de cada una de las f~)>ii:s. Los datos obtenidos fueron 
" 

capturados en una hoja de ~ál~ulo diseíl~da para'<;¡ ~~áJiiis':d.;I 'porcentaje de crecimiento 

intracelular para cada una d~ las cepas a las 24 h posti~;~c·~i~n ()>;)(~~~anexo 3). 
~,.''. .. 
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6.2.3.I CLASIFICACIÓN FENOTÍPICA DE LOS ANIMALES CON /\f. btwi.v BCG Y 
- -- -·-,-- ' . -

EVALUACIÓN DEL CI~ECIMIENTO INTRACELULAR I>I': 111. b"vis l'ATOGENO: 
. . . 

De acuerdo u los resultados de .. Qurc~h{ el .. al ( 1995J ~~.'ª.realizar. la clasificación de animnlcs 

resistentes o susccpÍiblcs a pa~~ihJ·s· i.nÍ~~~,~J~Jarcs."lmclcri~nos;- los macrÓfagos que permitan el 

crecimiento de 1\l hovis BCG en un porccrltaje SupCrior a 65 % se consideran susceptibles y los que 

logren reducir el crecimiento _bactci-iai10 n 65 % o menos se designan como rcsistc~tes.''° 

En el caso particular de la cepa patógena de Ñl hovis patógeno, en primero i_nstancia se midió el 

porcentaje de crecimiento intracelular y posteriormente verificó la cxistcnc_ia · de difCrcncia 

estadística en el nivel de crecimiento intracelular de la bacteria entre macrófago·s de ·animales 

resistentes o susceptibles a parásitos intracelulares con Ja prueba estadística de Mann-Whitney. Esta 

prueba es utilizada para detectar diferencias estadfsticas entre dos poblaciones del mismo tamuílo o 

diferentes, en las que el fenómeno a describir tenga como variable explicativa, una ·variable 

categórica de dos niveles (ResistcnJes o Susceptibles) y una vari~ble de respuest~ de tipo numérica 

(Porcentaje de crecimiento intracelular de la bacteria). qtr? punto a mencior_~ar es qu~_este_tipo de 

pruebas estadísticas no parametricas son recomendadas e_n ~I c~.~-~-~qu~- ~"7~·-~esco~o~~. si ·1a rU~~¡a-del 

fenómeno medido se distribuye normalmente.70 

.'-_::::~:-º·:;)~::; .,,~; ~:.,'.;'~ r'· ~,.:.·,-J ... -'· 

6.3 ANÁLISIS DEL POLIMORFISMO DE CONFOIWACl¿;..~'d~~{:~~ENARIA DE 

LA 3'UTR del Nmmpl: · D'' ·;e':··:;~~!!{ ~~~:~{:;~~ .. ;'{. {~''.;; ' 
De acuerdo a Jo descrito por Feng, el polimorfismo·~~\~j\'UTR del.Nrc;,,~\.~ovihci Íl~oci~do a una 

. - - . ·. ~- _;. :< · .. ·-'·:·:;J¡:~z~·~:-:hf:~xi:'.~~:~;~~t::~r~;~;~~~:.;~:~~;¡~.:i:'::·:. ¡~;:;(· ,:_::·:;:.:::- -- '/:. :·::- _- ::: 
mayor capacidad bactericida contra.e .. · abortusde Jos macrófagos 'de,bóvinos.résist~ntesa parásitos 

intracelulares co1.1sis,te. en un···~i;ro:~t1JitiiJ~f~i~~~~~fa~~J~~~f ~{ll2~~~~f ti~~~il~~;arte este· 

microsatélite. tiene una JongiÍud de GT;~/GT;; y,GT,;t'en. los:ánimales su"sccptibles a parásitos 

intracelulares. Estos polimorfism~:~ s~~ [~~~~ifü:~d~~-:d'e~~o~1:~,r~~idá por a;,álisis de conformación 

monocatenario d~Í pr~~uct;;~;n~·;;i·~~l~~ :b%~2~'¡~'{~~:~~~~~n de Ja polimerasa de Ja 3 'UTR." 
'•,:\,'-. 
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6.3.1 EXTRACCIÓN DI' DNA GENÓMICO DE SANGilE: 

Se colectó S mL de sangre de c~da uno de lo anímale~ evaluados con el ensayo bactericida, en tubos~ 

(Vcnojcct, Tcrumo Europc J'J.V. lntcrlc~Vcnlnan Lcuvcn, Bclgiun1} con anticoitgulantc EDTA 

(Ácido EtilcndiñnimOtctranccticÓ). S". co1lscrvaron a 4 ºC-por 2 a 3 días. Cada muestra tic sangre se 

coloco en un lubo de 15 mL (Nalgene Nunc Internacional Corp, Napcrville, IL USA). ni cual se 

agrego 7.5 mL de ngua dcstilnda estéril y mezcló. Se centrifugo por 10 min a 2000 x g a 

temperatura ambiente. El sobrcnad:mtc fue decantado; se repitió dos veces nu\s el lavado con agua 

destilada estéril. En el último lavado, después de decantar el sobrcnadantc, se agrego 2 mL de 

solución de lisis ( 1 O mM Tris-HCI pH 8.0, 400 mM NaCI, 20 mM EDTA. pH 8.0, 0.5 % SDS 

(Sigma Chemicul CO, St Luis, MO USA)), se mezcló con, vortex por un min. Se adicionó 

Ribonucleasn A (Sigma Chcmicnl CO, St Luis, MO USA) en unn concemmción final de 20 µg/mL 

e incubo en bnílo Maria por 60 min n 37 ºC. Se agrego l'rolein'asn,K (Sigma Chemical CO, SI Luis, 

MO USA) a una concentración final de 50 ~Lg/mL, se incubo en baílo Maria por 120 min n 50 ºC, 

más 60 min n 65 ºC. Concluido esto se coloco.,6n,!L!bo~',ctc,;l~5, niL de capacidad (Eppendorf, 

Brinkman lnstrumcnts, lnc. Wcstbury NY USA) 500 µl de t;{s~spcnsiÓn de células lisadas. Una vez 
-··· _-7-<'..~:J> ·-~--~/-- - - -. -

colocada la suspensión en los tubos de 1 :5 ';,,L.\C'' n~r~g{/ioo 'µL de NaCI 5 M (Sigma Chemical 

CO, St Luis, MO USA), fue mezchÍdo ei1 ~o~~iJg:¡.:; 1,~'i'::Jd'~eg ~'centrifugado n, 12,000 x g por 15 
-. ·:·. -; >: '-.· (.::,e~--:'-""-<-;-:,";.:·· ".··:·:-~ < - ·-~~- ::-~<'..~ \-··_·-_,_ : _< ~ '.' ''. ~ ~.:· '::· . < ~-- _.·: < : :~ 

min n 4 ºC. Se colectó el sobr~nndfn~e,~~(~i':~~-:~J~:~;;~; ~~;~'.xl~~~~í~~~i~· ;oci ~¡~ y fue colocado 

en un tubo nuevo de 1.5 mL de, ca~~cidi~'.~:~' ~:J1,~;~Ki1~;·sc' a¡r~~Ó ;¡n · ~~:¿,~~;,, (700. µL) ele 
. - - - '. .. : ,. ~- - . ·- .' ;:~: ;> 

lsopropanol frlo (-20.ºC) (Sigma Cl1e~i~a1co;;s~ Lui~,':.fo'us~j',y centrifugb}o.,,20 ínin ,a 

12,000 x g a 4 ºC. Se retiró el lsobn;~a~:I c~i~~~~~:n;~~1;:~~;:~~;~¡~·~¡f,{¿\~{,t~' irr~ (-20 ºC) 
.·: I" • .,;. ,, ., ,_, :;:,.;~·',, ·~ ,•,_, .·,• - •.,, '• ;' '• 

(Sigma Chemical CO, St Luis, MO ÚSA) / una vez ÍlÍás s'C''~~í~ió)'íi'¿~¡;'¡~fr,;~~¡. ~~~~I O ;,,in n 
·- ._ - . . - . .,_, - 'º-- .- .· - :-: - -_-..·. : "; :. --~ ·' '. ·.---,·.;,;o:-~:>" -.. ·:,,-.~ ::... .. _. __ ·,· .. ,: - - ' -

12,000 X g a 4 ºC de temperatura. Se descnrtÓ C'1' 1Úanol ai iii %; se 'sc6ó I~ pastilla y fue 
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rcsuspcndida en 200 ~ti... de 1120 destilada estéril. Se cuantificó por espcclrofotometria cada una de 

las muestras y fueron almacenadas en congelación (-20 ºCJ husta su ~1so. 

6.3.2 AMPLIFICACIÓN DE LA J'UTR DEL Nrampl BOVINO: 

Se realizó una reacción en cadena de la polimcrnsa (PCR del ingles J>olymcrase Chain Renction) 

para amplificar un fragmento de aproximadmncl1te 175 pares de bases (bp del ingles Base Pairs). 

con los siguientes iniciadores: Sentido Sº-AAGGCAGCAAGACAGACAGG-3º y untisentido S'­

i\TGGAACTCACGTrGGCTG-3º (lnvitrogenTM Lifc technologies, Carlsb~g, CA USA); de la 

región no codificantc 3• del Nrampl bovino (Ver anexo 4).71 Ln reacción fue realizada en un 

volumen de 30 µL (JO mM Tris-1 ICI pH 8.3, SO mM KCI, 1.5 mM MgCI,, 200 ¡1M de cnda uno 

dGTP, dlTP, dCTP, dA TI' (Biosclec, Sta. Maria México D.F. Méx.)), 0.5 µM de ambos 

iniciadores, 0.3 Unidades de Tnq DNA polimernsa (Biosclcc, Sta. Maria México D.F. Méx.) y 100 

ng de DNA gcnómico de cada animal. La desnaturalización se realizó a 94 ºC. por S. min, 

posteriormente 40 ciclos en los cuales se desnaturalizó a 94 ºC por l min, seguido PC?r la alineación 

a 60 ºC por 40 seg y una extensión a 72 ºC por 1 min, y una extensión final por 7 min a 72 ºC. Se 

visualizó In presencia de cada uno de los productos amplificados con una electroforesis en gel de 

agarosa ni 1.5 o/o con Tris-Borato-EDTA buffer (TBE buffer) (Gibco BR,L Life -Technologies, 

Grand island NY USA), tenido con Bromuro de ctidio (Sigma Chcmical CO, St Luis, MO USA). 

6.3.3 ANÁLISIS DEL POLIMORFISMO DE CONFORMACION MONOCATENARIA: 

La iidcntificación del. polimorfis;no en la s~cuencia de .las b:iises 'é¡~~ con~o,rman este fragmento del 

Nramp 1 se renlizÓ ·,por. anáH~is del p~limorfismo confor.;,~cióÍ; 1~iJno~;t~naria .. Brevemente: la 
·.,· .. , .. _· .. . - . . .. ·- - . ' .· •/. . ·-- .. 

simple modifica~i,ón de u;1a ba~e en la. scéu~ncia de un' f;agm~nto de DNA le confiere propiedades 

migratorias dif~rentC~, ~~ que el·-. fra_g~_enlo ;._:_d~~~~-~-~,;~li~d~ ;. al· miSra~. en_ un· medio no 
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dcsnaturalizantc adquiere una e~tructura secundaria que dependerá de In composición bases de la 

secuencia, por lo cunl hace posible determinar cambios de sccue.ncin en el fragmento.72
• 73 A 1 O ~LL 

del rroducto de PCR se le agrego 15 ~1L del buffer de carga (95 % Formamidn, 1 O mM EDTA pll 

8.0, 0.5 % Xilcne cianol 0.5 % Azul. de bromofcnol (Sigma· Chemical Ca, St Luis, Ma USA y 

Amresco®, Solon lnd. Pkwy. Solon, ahio US.A) las muestras se desnaturalizaron por 5 min a 94 

ºC. manteniendo los tubos en hielo hasta cargar el gel.74
• 

75 Una vez colocadas las muestras, el gel de 

8 X JO cm (6 % Acrilamidu/Oisacrilamida (30:1), no desnnturalizante) se sometió a electroforesis 

por 2.5 h a 55 Volts n temperatura ambiente. Concluida la electroforesis, se procedió a la tinción 

del gel con Plata. El gel se lavo dos veces con In solución 1 (Etanol 1 O %, Ácido acético 0.5 % 

(Sigma Chemical ca, St Luis, Ma USA y Merck-México, S.A. Naucalapan de Juárez, Edo. de 

Méx. Méx.)) hasta eliminar Jos colornntes del buffer de carga. Se tilio con una solución al 0.17 % de 

Nitrato de plata (solución 2) (Sigma Chemical ca, St Luis, Ma USA) a una temperatura de 95 ºC 

durante 80 seg. Se realizó un lavado con agua destilada. Se agrego In solución 3 (Hidróxido de 

sodio 3 %, Formaldehido 0.1 % (Sigma Chcmical ca, St Luis, Ma USA y Merck-México, S.A. 

Naucalapan de Juárez, Edo. de Méx. Méx.)), se retiro esta solución que sirvió para precipitar el 

exceso de plata, se agrego más de esta solución e incubó hasta hacer visibles las bandas. Se paro la 

reacción con una solución acuosa de Ácido acético al 5 % (solución 4) (Mcrck-México, S.A. 

Naucalapan de Juárez, Edo. de Méx. Méx.).76 
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7.0 RESULTADOS: 

7.1 CINÉTICAS DE CRECIMIENTO: 

La cinética de ·crCcirúiérito moStró que A1. bovis BCG alcanzo la fase logarítmica intermedia de 

crecimiento a los 7-8 días de incubación y M. bovis 9926 a los 13-14 días (Grujicu /).Se tomó la 

decisión de preparar los inóculos bacterianos en la fnsc logaritJnic~ intermedia alcanzada en los 

periodos de crecimiento ya referidos para cada una de lus cepas, con el objeto de tener ambos 

inóculos en similares condiciones de crecimiento, sin embargo, la cantidad de bacterias estimadas 

por UFC, obtenidas por mL de cultivo fue menor para Af. bovis 9926. 

7.2 ENSAYOS BACTERICIDAS: 

7.2.1 IDENTIFICACIÓN DE ANIMALES NATURALMENTE RESISTENTES O 

SUSCEPTIBLES A PARÁSITOS INTRACELULARES: 

El objetivo inicial de este trabajo fue lograr la identificáció~ .de nnimn_lé's resistentes o susceptibles n 
,,,, 

parásitos intracelulares, de acuerdo a Ío descrito por Q~re~l;i ~; ;;:~:~~,:,, íci. ~Ü~I ~~ u~ilizÓ M bovis 
: ·. ::' ... : .J:_5.·· -!" ~,.·,_,;_-\;·_·IÍ '.:-;~; : .. , ,-·~ :;1;,. ._' .. · .. \;.,?. 

BCG subcepa Danesa como inóculo de infección de lo"!(m~c~Úa~<.>s"·a u~J 1\101·1Ó:1, y evalúaciÓn 

del crecimiento intracelular n las 24 h PC De 1~~2\~~~ÍJ~~j;~.~i~:l~~~~si~1;·¡0~1~~~r~~~gos de 3 

mostraron un comportamiento que los claSiJiC~·-',- ¿~~};~)-':·r~·~iSt"é-~l~~;.·· 'é~·,'.·CiC:_c,ir~ tt-~~ri.:..ili~-~~n · un 
' . - ,:t\.~ ; '' - "; ! • -- .: . -~ ··:· . • 

crecimiento intracelular de M bovis BCG 'mc1ior ¡; ig~'al n.I. 6s:·o/,••, punto de ·co'rte para In 

clasificación fenotfpica. El resto, 21 aninmlcs se i:oinporiaron como susce~tibl~~ CGruji~a2),'lo que 

representa un 87.4 % de susceptibles y un 12:6 % ~e ~nimnlcs resistentesap~~ásit~shitracelulares 
bacterianos. 
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7.2.2 cnECIMIENTO INTllACELÚLAl~-DE !ti. bovi.\' PAl"ÓGENO ENMACl{Ól'AGOS 

DE BOVINOS RESISTENTES o 'sUSCl"'TlllLES A PARÁSITOS INTRÁCELULAnES: 

Una vez clasilicados los anhnalcs fcnotipic'amcntC··dé. acuerdo al 'comp.ortamicnto con· /\,l bovis 

BCG y mensurado el cr~cimiento introcCl~la·~·-~c M. _bovis ·~926 a las 24_ h PI. sC rcálizó. el anl1lisis 

estadístico del crecimiento permitido" por IOs·-;~acÍó.fngos d~ ani1Úalcs resistentes y. susceptibles a 

parásitos intracelulares con la prueba~º· paraniétrica de Mann-Whitncy y una ·sig1~ificancia de 0.05. 

Los resultados muestran que hubo una diferencia estadísticamente significativa en ·el crecimiento 

intracelular de /11. bovis 9926 en macróíngos de animales resistentes y susceptibles' (p< O.OS). Los 

macrófagos de los animales resi_stcntes demostraron tener una mayor. elicien~·ia en su actiyidad 

bactericida contra A1. hovis patógeno .en comparación con los mncrófagos de nrii.rn.~IC~ süsccptibles 

(Gmjica 3). Los mismos 3 animales que fueron capaces de controlar el crecimiento intracelular de 

/11. bovis BCG en un porcentaje igual o menor al punto de corte para clasificarlos como .resistentes a 

parásitos intracelulares bacterianos mantuvieron esta misma capacidad contra M. bovis .9926. Estos 

resultados sugieren que la actividad de los macrófngos contra A1. bovis BCG se conserva aun contra 

M. hovis patógeno, pero no al mismo nivel. La cepa patógena de M. bovis. 9926 fue capaz de 

sobrevivir en un porcentaje ntayor en los macrófagos de animales resistentes y susceptibles (p < 

O.OS) como resultado de la participación de la virulencia de la bacteria (Gráfica 4). La observación 

microscópica de los macrófagos infectados con lvl bovis 9926 (Figura. 48). mostró una mayor 

retracción o redondeamiento de las células (4 h PI) y en algunos casos extremos el. desprendimiento 

de células a las 24 h PI, esto en contraste con los macrófngos infectados co-n M bovis BCG en donde 

no se observo (Figura 4.tl). 
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7.3 AMPLIFICACIÓN J>Ün 1;cn DEL l'RAGMENTO DE LA J'UTR DEL Nmmpl Y 

ANÁLISIS DEL POLIMOlliil~MO D~ cdi'IFORMACION MONOCATENARIA: 

Se umplifico un frng~;~nto de 17s'~pcl;"la"J'UT~ d~I Nrampl bovino d~ los 24 animales 

cv&1luados, así C~1'11ó· FdC ciO-S ·'. ~~;;~;tr~~'¡::d§:i ·oN·Í\ ""Prc~imnentc carnctcriza.das, nmnbÍcmcntc 

proporcionadas po~·cÍ ·Dr. G·~·~.j';;;·-Ad·~t~~~·.dc ·~Í~~~ns ·A & M Univcrsity, con las condiciones untes 

descritas para la PCR(Fig1;rtl::s2~~::.'in1~~rt~nte señalar que el producto amplificado de uno de los 

24 animales (Fig11r11 S, Carri/B). se ~hserva una banda de mayor intensidad, aun a pesar de utilizar 

la misma cantidad de DNA génomico como molde. Se realizó el SSCP de coda uno de los productos 

amplificados por PCR de acuerdo a las condicionCs antes descritas parn la electroforesis y tinción 

del gel. Solo en uno de los 24 productos de PCR correspondientes a los animales evaluados se 

encontró un patrón de migración diferente n los 23 restantes (Fig11r11 6). Al comparnrlos con un par 

de productos amplificados por PCR de muestras de DNA previamente genotípificadas y asociados a 

resistencia o susceptibilidad a B. aQortus. se encontró que 23 de los fragmentos correspondian al 

alelo resistente (GT13) y solo 1 al susceptible (GT14, "y t•l· Este último es el mismo producto que 

se observo con mayor intensidad en la electroforesis en gel de ngarosa. 

7.4 ASOCIACION DEL POLIJ110IlFISMO' DE;, LA J'UTR DEL Nr11111pl CON LA 

ACTIVIDAD CONTRA M. b~wis i>ATOGENODELOS MACROFAGOS IDENTWICADOS 
, ~ '¡. ,_ .'\ :'·. '-.• 

COMO RESISTENTES o SUSCEPTIBLES A PARASlTOS INTRACELULARES: 

Al evaluar la ~o.~i.ble a~:ci~d~n' del ~oÚ~~r¿1;0'~:
0

1~'~:~r;·~~1.;,.~;;;;{a\aactivÍdad contra M. 

bovis patógeno' de. 1-o~ macrÓfagos mCdiantc·. Un~~ p-~~~b~ --~·~. Í1~.d~P~:~"di;;~¡-~,/~~- e.il-cón_tró que no hay 
.· _.·~ .< "' - .:::-_' -:',,_/:'" _·:.'~·'_::· ),\';: :>.::·;;~:-.,-.. ~_:-_·:~; _; ·.-'-.· 

evidencia estadí.Sticn ·para . establec.er q~e ün- · ct;ñ~POriá"1ieliiQ·--:_ i10-· .. p'eimisivo del crecimiento 
. . . : . . ' ,; ~ . : .... ' , " .. . 

intracelular de M bovis patógeno en l~s macrófngos de bovi'1ó_s rc'sistentcs a pa·r~~iios intrncelulares 
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bactcrinnos sea dependiente o este nsocindo a la longitud GT1.1 del microsatélitc, asociado ni 

fenotipo resistente n B. abortus (p <O.OS) (C1u11/ro /). 
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Grálicn 1: Cinética de crccimicnlo de Al. hovis BCG y Al. bovis 9926. Ambus cepas fueron crecidas en medio 

Middlcbrook 7119 (BllL* Middlcbrook 7119 Broth base. Bccton Dickinson Microbiology Systcms, Cod:cysvillc, MO 

USA) con enriquecimiento OADC y O.S g/L de Twccn 80 (Sigma Chcmical CO. St Luis, MO USA), incubadas a 37 ºC 

con ugitución (100 r.p.m.). Se determino la absorbnncia (650 nm) cuda 24 h durante 21 dfns. Se graficnron los resultados 

de dos rcpclicioncs. la linea de lcndencin parn cada una de las ccpns y el control (Medio de cultivo). 
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Crecimiento Intracelular de M. bovis · BCG 
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Grñncn 2: Porcentaje de crecimiento intrncclulnr de ,\l. bovis UCG en macrtlfagos bovinos n las 2•1 h PI. De 

ncucrdo ni punto de corte (Linea) de 65 %, solo tres nnimolcs muestran un fenotipo rcsistcnh: (Triángulos) el resto un 

fenotipo susceptible (Circulas): 
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Crecimiento Intracelular M. bovis 9926 
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Gréfica 3: Evnluución del crecimiento intracclulor diferencial de Al. bovis 9926 en macrófngos de bovinos 

resistentes (Triángulos) y susceptibles (Cfrculos) a parásitos intmcclularcs bacterianos. Se encontró diferencia 

cstndfsticamcntc significativa en el crecimiento intracelular de M. bovls 9926 entre macrófugos de bovinos resistentes y 

susceptibles {p <O.OS). 
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Gránca 4: Comparación del crecimiento intracelular diferencial de M. bo\•is BCG y Al. bovis 9926 en 

macrófagos de bovinos a las 24 h PI. Se encontró diferencia cstadfsticn del crecimiento intracelular de M. bovis 9926 tanto 

en macrófagos de bovinos resistentes como susceptibles a parásitos intrncclularcs bacterianos (p < O.OS) con respecto ni 

mostrado por Al. bovis BCG. 
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A 

B 

Figura 4: Macrófugos bovinos infectados con M. bovi.f (A M. bovi11 OCG y B /./. bovi.<r 9926), posterior ul 

lavado pam retirar a las baclcrins cxtracclularcs. Se observa diferente morfologfa inducida por In infección. un mayor 

nurm.-ro de células redondeadas al St.T infectadas con M. bovis 9926 (Puntas de nccha en B). 
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A B e D MPM 
Ftgur• S: Electroforesis en gel de egarosa 1.S % de los productos amplificados por PCR de la 3 ·uTR del 

NrampJ de tres animales (Carril~ By C). control negativo de la reacción (Carril D) y marcador de peso molecular 100 

bp DNA ludder (MPM) (Gibco BRL •. Lifc Tcchnologics. Jnc. Gaithcrburs. MD USA). 
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Figura 6: Electroforesis en gel de Acrilamida-Bisacrilamido 6 % (30: 1) no dcsnaluralizantc de los fmgmcntos 

de 175 bp dcsnalurali:r.ndos y visunlizudos con tinción de plotu. de cada uno de los 24 animolcs y dos conlrolcsdc ONA (S 

y R) previamente gcnotipificados. Se mut..-stru que un solo animal de los 24 posee el patrón de migración que corresponde 

al alelo susceptible moslmdo por el control S (Punta.o; de flecha). 
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Cuadro 1: Distribución del comportnmicnlo de los mncrófngns rcsistcnlcs y susceptibles contra Al. bovis 

patógeno en relación con lo.s polimorfismos de la J'UTR del Nrampl idcnlilicudos por SSCP. 

MACROFAGOS 

1 
NO PERMISIVOS 

1 PERMISIVOS 

POLIMORFISMOS 

GTu GT1J,1.s,15 

3 o 
20 1 

23 1 
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8.0 DISCUSION: 

La metodología del ensayo bactericida permitió identificar en forma fenotípica la resistencia o 

susceptibilidad n parásitos intracelulares bacterianos. Sin: embargo, este ensayo esta sujeto a In 

inílu.cncia de una serie de variables que afcé:tan los resultados. Por un lado se observo que el inoculo 

bacteriano almacenado en la forma descrita perdió viabilidad, por lo que la cantidad de bacterias 

contabilizadas en los controles del inoculo de cada ensayo se reducen ~aulatinamentc. Esto generó 

diferencias en las MOi entre ensayos; sin embargo este problema se corrigió mediante la 

cuantificación continua cada 6 a 8 semanas del inoculo bacteriano. Durante el ensayo el 

procedimiento más critico fueron los lavados para retirar las bacterias no fagocitadas. La posibilidad 

de dejar bacterias viables adheridas a las células es mayor cuando se realizan solo lavados, que 

cuando se trata a las bacterias extracelularcs con un antibiótico al que son susceptibles, sin 

embargo, el largo tiempo de incubación requerido con el antibiótico y su posible ingreso a la célula 

hacen poco factible su uso en este ensayo.11
•
79 Dada esta condición de no discriminar a las bacterias 

adheridas de las fagocitadas, las primeras fueron consideradas como bacterias intracelulares en este 

ensayo. Otro punto a considerar fue la necesidad de una estandarización suficiente de la 

repetibilidad entre e intraensayos. Una amplia ventaja de este ensayo, al ~amparado. con otros 

~odelo.s ·de ;evál~ación .de resistencia en donde se desafia al animal.con.·cepas.· .. yirulentas ,de 

m.icr6c:>rganfsmri~·~· e~·qué·~n este solo utiliza una fracción del individ~o l~,q~~---¡~3~~'>'.,~"á~-
1

~·rac~.ica- .la 
~\;;f:'"'' . "<;·.,,~- r . 

evaluación y de menor riesgo al poder ser manejada en áreas exclusivas para··~,· ~:~~e}o ele agentes 
.·: <>···~·-: --"·'.°"'~ ·· '.· · · -:·: :)": ::-:··r~:~::_~~:~~i-~~s~~:S!,~~~T'.?~;:<y~·-\--:: · · .-.·. 
infecciosos; sin embargo, el costo y el tiempo son factores que hacen poco práéticci la aplicación del 

":. .-.::., · ::.,_: .. :>_~~~'.-:_~.'.~-'.~N;~~~}~~~'"{L~~~-· )_;~:--_".~ ·-:· 
ensayo a poblaciones amplias de bovinos. Se hace necesario contar con 'una .meiodologfa.más rápida 

- . . .. :·-.i~':,'.'-."0t1~~\é:~~~;~'.·\¡~~~.· .--~: .. ·:_ .. · ~ ._~ 
y en lo· posible más económica para la identificación fen.otipka.·d~I ganadÓ.· U.nÍ{altemativa es 

generar bacterias con genes reporteros como él de la proteh10 ve~de fluorescente (GFP del ingles 

Green Fluorecent Protein) que permitan contabilizar _en forma mas rápida a través de microscopia 
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de lluoresccncia o citomctrin de flujo la cnntidad de bacterias fagocitadas, a si como el nlunero de 

las mismas que permitan los macrófngos su crecimiento a las 24 h PJ.80 Una ventaja adicional es la 

menor manipulación de bacterias vivas, puesto que cn-.an~bns ~1ctodologins se ·puede ·utilizar células 

y bacterias ya lijadas, implicando un nulo riesgo de inrcCciÓn dt_1~mnl~ _In lectura del cns~y~_·: Uno de . . . 

los posibles inconvenientes es el requerimiento dci una·_,~myOr c~ntidn_d d". c~lulaS P?rn ,eStC? ensayo; 

esto se puede solucionar con la previa cc_ntrifugnción de. la sangre colect~d_n _cori In s~lu~-~ón_· ACD y 
'-, .·-. ::·· .' 

recuperación de la capa flogisticn pnrn ser sometida a la centrifugación isopícnic3. :óe Cs.ta forma, ·es 

mayor la cnntidad de células obtenidas con un menor uso de 111at6rial y ~ol~-~i~-~~/>~~;/~ti-0' 1:~~,' ¡·3 ,, 
cantidad de ensayos será mayor por el lapso de tiempo en comparllción a1 'U1ihia·r·'c1 -·p1aqueo··comO - .. · .• .. ,, .-.- .. - . 

metodología para contabilízar las bacterias. Esto conlleva pod~r 
0

apiic~r; d~;:~:e'~s~y~:a ~i:;bl;cioncs 

más grandes de bovinos con el fin de identificar en manera ~e~~¡;~:;·~·~·:,;~-~,r·:~:~~~~,~~ia. a parásitos 

intracelulares bacterianos. :-j:;:;.,.-. ... ::r:~g~;~·;<' ,'_': ·~ 
El ensayo bactericida con M. bovis. BCG subcépa Danesa:::~~~;~ ·;cÍ~~¡i~~~r en la muestra de 24 

' ' ' - ¡~:,'.,~'->;"ty.::-:i". ·",:. 

unimales lomados de acuerdo a In disponibilidad_ "de IOS :rri·¡g'~QS·:p~~a .. 'sii· liso -~n el cxperimenio, 
- . . - ';-: ! ._ .. ~::;.., ,~,~;: . - ·-«. .· . -

rcsistcnciti a parásitos intracelulares bact_Crianos .. _~-~~~!~~- ~~-~~x~:~í~#~--~~-~·~~dos,- solo Cn 3 de ellos se 

encontró un comportamiento de sus macrófagO~~,:~~:c~;)~~--:'~~~~~jfi_~:~~--~omo _ r~sistcntes a parás_itos 

intracelulares (Grafica 2). Estadísticament~ el ta~~'IÍo d~ l~--;¡;lj¿~fr~ es rcpr~sentátiva de.l hato de 
:·~~' :~~:~:L~<~<~-'.:.:- : '.';.."'~• 

donde se extrajo, sin embargo~ los nnimalCs n~ _rlié~O~··tom'SdoS-· afaZar io ~C-uai 'pUdO.indu~¡¡..· cierto 

grado de tendencia de 'ºs resultados, en 'º· q~~ s~,~~"i~~~;qüio'l~S.~sisi~~t~• ~~prcscnt~ll eí ;2.6 % 
:-.,.»-'~.;:·;.;,:;= ' .• ~ ~-- ,,_::- ' ~~·,.,-; .. ,. 

de esta población; en contraste con l~ rcferidopara'úna poblaeió~ ~ue'n: l1a sido s?nietida a 

:·.:.:::: :~:::::~ ,. •.• "'''"";" • ···'4·i)J~_!_,'_E;º_;,.•f .~:;;•'!·W;~;;;~~;d ~ ,, 
.. , ' . . '!" ~ 

La subccpa de Af. bovis BCG utilizada cst~ 1;1lb~j6'es-u~~;'t~;i~b1e'~ue p~ede explicar In no 

coincidencia de lo obtenido con lo prcvinmcnté 'reportado por Qureshi et. a/,60 M. bovis BCG en sus 
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diferentes subccpas es capaz de mostrar con~portnmicnto variable que tienen como origen la pérdida 

en algunas de ellas de regiones de _DNA gcnomico.81 'u 

Otro fi.tctor que puede hacer· variar In proporción r<?si~tciH~s-s~sccptiblcs es la presencia o ausencia 

Uc la enfermedad en el hato, factor qli·~ .ºº 1'm ·~!do Cv.Ítluado y que pucdC expli~nr una proporción 

menor de resistentes en un hato libre de tu~crculOsis y brucclosis bovi1~a. Ya que, la presencia Ucl 

agente patógeno en una población .in~uce una pres.ión de selección que genera la permanencia de los 

imlividuos mejor capacitados para resistir.la iníección.2
-1 

Los porcentajes de crecimiento intritcelular de A1. bOvis 9926 a las 24 h PI en los animales 

resistentes y susceptibles n parásitos intracelulares fueron diferentes en íorma estadísticamente 

significativa (p < 0.05). Los macrófagos obtenidos de animales considerados como resistentes 

permitieron la sobrevivencia y crecimiento intracelular de A1. hovis patógeno en un porcentaje 

menor que los susceptibles. La actividad bactericida de los macrófagos de los animales resistentes 

se conserva aun contra la bacteria patógena (Gnific11 3). Sin embargo, al comparar los porcentajes 

de crecimiento intracelular de M. bovis BCG·y AJ. bovis 9926 se denota que la cepa patógena tiene 

mayor capacidad. de s~brevivir a los mecanismos bactericidas de los macróíagos, capacidad 

previamente observada por Aidwel et. al ~n macrófagos derivados de pulmón (Gmflca 4). Aunlldo 

a esto en la obse!""~~ió~. 1~i~~o.s.~~p_iClt" ·él~ )as ~élulaS· i~fcctadas. se cn~ontró, mayC?r ñ~mero de 

macrófngos con morfolÓgla redondeada, indiclltivode un mÚyo(dllílo'cclul~r lit serinfcctadns con 
-.,:.! . . ' \ •. ~ "'-:\'." ~·~. 

M. bovis 9926 (Fig11r11 4).•.•• E~to; re~Jt.tados abfcnln posÍbilidad\í~ utiti,;..~~I ~r1snyo bactericida 
·.e' , ·.· \ · .. :· . ..,,_ ':.;>-::.. ... ' :~_·:: .. ' < . V:>_· .. ::,.:,:/·""~;'.·~:::.:· :(;{,~~;,::_1·::~}:·.: :.::· .. ;._; __ ;}"Y;·~\·.:··:::.~~¿.··,:-:·:-' .... ::'.~:;: .. 

con esta cepa patógena para i~entificar ': r~sistencia a Af:bovis; No sinant~s establecer un punto de 

corte ~a~~r ª.',.cst~bl·~ .. ~·~~º ... ~:~ai}ijf;i;:~f:2,·;t~fr.·~~R;\~~é·i~0~~~'.'.~~1Nfr;;;esist.encia o 
susccp1tb1lodad a· M.. bovis patógeno,.ya que•estos ,resultados.concuerdan ·con: lo .. ya prevmmentc 

. : ·::_. · .. ·.~~> .. ·· ~· _ :.< , ·.~ ~.~~.:.:.\.\:::~~:;, ;;~.;<·:~'. ::~~·;,:·:~.;~.·~L~~f.\2~~~:t~:\\~\r~t~);{}! L'.'J ~:~~n~;!:·~ ,{~~/'~:~?~~·;?\'..~:·'. .. ·:_:·:·.~'·'. 
observado; en do'nde se· muestra que.existe diferencia en·et crecimiento,intracelular de M bovis 

' " . ,, '· : .. : ,• . . .-:_; :·, .::~: "<•.·, "; ' _·.:;,. -~ ; .· ·,~:::1;:~' ":··: ;·, 
patógeno en mac:rófagos .de íuiimalcs ,;;,i;tc,;tes(y•'. ~usi:eptibles a parásitos intracelulares 

bactcrianos.85 De sumo interés será,csÍable~~.::T,~'~in~\:ió~ de resistencia a M. bovis patógeno es 
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un fCnómcno que se conserva ante diversos aislados de kl. bo\•i.,· patógeno, de ser así. se estará en 

condiciones para sugerir In sclccciéJ:n de animales con mayor capacidad pum resistir la ir{fccción por 

1\I. bovis. 

Por otro lado. de cada uno de los 24 animales en los que se evaluó el crecimiento intr~cclular de Al 

bovis 9926, se amplifico por PCR un fmgmento de 175 bp de In 3'UTR del Nrampl. La 

electroforesis en gel de ngarosa de cnda uno de los productos de PCR mostró que correspondían en 

peso ni tamaño esperado. 71 De los 24 fragmentos amplificados se logro identificar un solo producto 

con un patrón de migración diferente a los 23 restantes en el SSCP. Al comparar los patrones de 

migración con el de dos productos mnplificados con DNA previamente gcnotipificndo, se observo 

que los productos de 23 animales correspondían ni alelo resistente asociado a resistencia a /J. 

ahort1u· y el único animal con patrón de migración diferente pose un alelo resistente y otro 

susceptible, es decir, es un hetcrocigoto (Figura 6). El producto amplificado con DNA de este 

último animal fue el que a la electroforesis en gel de agarosn se observo con mnyor intensidad 

(Fi¡:11r11 5). Y los resultados de la secuenciación de este producto junto con otro tres más corroboro 

lo observado en el SSCP, donde las secuencias de estos tres últimos productos tienen 13 

repeticiones del microsntélitc GT, no así el hetcrocigoto, el cual tiene un alel~ c.on · 14 .. rCpcticit?ncs 

(Anexo 5). El análisis del polimorfismo de conformación monocntenaria con las 1~'~dific~ciones 

implementadas en este trabajo resulto de utilidad parn la idei1tificació1l'd~r; polimorfismo 'de la 

3 'UTR del Nrampl, lo cual concue.rda con lo sugerido para uiiliznr est~~éc~·ic'.~ ~;;·'.1J·i~·~ntilic~ción 
• • • • ' • "'. • -T_,::~• ' • • ~ 

de cambios de secuencias en fragmcntosdeDNA d~;lamismalongit~d.7Í<·''·,<•. :. 

~.º ,:.::º ~:::::::=~~.;;~~t8;;~~~~~~I~;.~#;,~·::::: 
previamente a la resistencia natural c~ntra ii' ~bón~Ís (¡;:< o:os): úr.·~e'~~ltad~··irrÍilnr fue descrito 

. . . , -~ :.f . . . , , . . . . 

por Barthcl et. ál al intentar encontr~r ~n~ r~lació~ d~."~·st~· ;¡~~;~~~ ~1!·i~~c~dOr.gc-né.lico a I~ oc¡irrCl1cia 

y distribución de las lesiones originadas p_or~ lu infc~c·¡¿'~: ~~·!,~ .":~·~~;-'·~·;. AmboS rcsu1t'ados ha~cn 
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entrever el poco o reducido efecto del Nrampl durante In infección por microorganismos miembros 

del complejo tuberculosis~ o la nula asociación en especifico de esta área del Nr!u~1j1l ·bovino al 

efecto sobre el fenotipo en cst~ población de animales, como lo yn pr~virime~t~ .~is~:~t.ido po~ Abe 

el. al con base en los rcsulit~dos encontrados en humanos. En los que va.ria~ ri1~~c~~?·1~d_s · Sc1~élicos 

poseen ?Socinción. al mismo comportamiento fenotípico ante la· infeCc.ión' (,Or · A-1. -,11~e_;c11/osis en 

individuos de poblaciones de regiones geográficas difercntcs.86
•

87 

En la.tuberculosis como en otras enfermedades infecciosas, el ingreso, es.tnblccim.iCnto y. p~ogresión 

de la infección ocurre bajo un complejo mecanismo de intcrnccionCs e'1tre ·el, hospedero y la 

bacteria. El hospedero despliega una serie de mecanismos de defensa que c~lnboran para impedir el 

ingreso o eliminación del agente patógeno ya establccido.88 La bacteria por su parte hará Uso de sus 

factores de virulencia para evadir o contrarrestar las barreras impuestas por el hcispcdero;· antes de 

alcanzar su nicho ecológico. Estos mecanismos de defensa al actuar con mayo eficiencia ante la 

infección hacen al individuo que los posee resistente a la enfermedad. Por ser un_ conjunto de 

mecanismos, es lógico pensar que están controlados a nivel gcn~lico por-_más de U!J _l<;>c~s. El 1:1so de 

nuevas tecnologías como la asociación de los loci de efecto cuantitativo _ (QTLs del ingles 

Quantitative Trait Loci) al comportamiento de una población ant~ una enfermedad pueden proveer 

de nuevos locus con mayor efecto en la resistencia natural a la infecció0.24
•

89 
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9.0 CONCLUSIONES: 

Se logro identificar 3 animales con fenotipo resistentes a parásitos intracelulares bacterianos 

mediante el ensayo bactericida con Al bovis BCG subccpn Danesa. 

J\I evaluar el comportamiento de los macrófagos de los anim31cs rcsiste~tcs y susceptibles a 

parúsitos intracelulares bacterianos contra una cepa patógena. de ·M bOv_is, .se demostró que los 

macrófagos de nnimnles resistentes controlan con mayor efectividad el crecimiento intracelular de 

Al. bovi.v (p < 0.05), pero no al mismo nivel mostrado contra M. bávis.BCG. 

El análisis del polimorfismo de conformación monocntenaria de In 3'UTR del Nrampl mostró que 

23 de los 24 animales poseen el mismo alelo, que al comparárlos con· los controles de DNA 

gcnotipificados, corresponden al alelo resistente y el animal ~-~stnnte mostr~. genotipo hcterocigoto. 

No se logro establecer una relación entre el polimorfismo de In 3 '.UTR del Nra11ip 1 previamente 
- ' '_,,·.-c .. ,···: •·. <. 

asociado a resistencia natural a B. a(Jortus, a la nlayor capacidad ba~~~rici~~-· dC los mac_rófagos de 

animales resistentes a parásitos intracelulares. 

Es posible la capacidad bactericida de los macrófagos contra M. bovfs pntÓge~o .tenga asociación 

con otra región del Nramp 1 en esta población de bovinos: 
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10.0 PEl{SPECTIVAS: 

Con los resultados obtenidos en el presente trab¡ljo en <lande no se logra evidenciar una asociacibn 

del fenotipo observado en los mncróíngos bovinos con el polimorfismo de la 3·uTR del Nrampl se 

generan cucstionamicntos sobre la posible causa de este comportamiento con relación a dicho gen. 

Un evento probable es que en los macróíagos de animales resistentes la expresión del Nramp 1 sea 

mayor que en los susceptibles; en este sentido se ha planteado medir la expresión <le dicho gen a 

nivel de RNAm por medio de ensayos de protección a ribonuclciisa (RPA del ingles Ribonuclcasc 

Protection Assay). 

Por otro Indo es importante señalar, que al lograr establecer dos grupos de animales en los que la 

actividad microbicida de sus mncrófagos los clasifico como resistentes y susceptibles a par:'1sitos 

intracelulares bacterianos, se proporciona material de experimentación para la evaluación de otros 

posibles genes y/o mecanismos que generen esta diferencia en el comportamiento ante la infección 

intracelular por A1. bovis patógeno. 
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12.0 ANEXOS: 

ANEXO 1: 
l'IU'.PARACIÓN 1m LA SUSl'ENSIÓN DE l'ERCOLL'• DE THABA.10: 

Para la rccupcrnción de los monocilos por centrifugación iSopignicn. se requiere que la suspensión a 

preparar de Pcrcoll posca una gravedad cspccilicu similar a. lu de las células a scparnr.69
• 9° 

En csle caso la gravedad especifica (SG) de la suspensióí1 de Percoll que se utilizó fue de 1.0770. 

Para alcmu.ar esta gravedad cspcci fica se hizo necesario adicionar ni ºPerC:oll st6ck" unn serie de 

soluciones en volluncncs variables de acuerdo a la gravedad cspccííica qu~ po:Sca cada uno de ellos 

y la del "Percoll slock". 

Percoll slock (Percoll): 

1 O volúmenes de Pcrcoll (l'ercoll MT ~mersham 13iosciences Al3 Uppsnla Sweden) 

1 volumen de NaCI 1.5 M, Nall2 P04 100 mM (Sigma Chemical CO, SI Luis, MO USA) 

Se midió su indice de refracción (~I), el_ cual puedo ser de: RI = 1.3530 a 1.3531 

Para calcular la SG del Pcrcoll, se utiÍi·z~ esta formula: SG-Percoll = (RI - 1.1814)/ 0.1523 

Albúmina serien bovina 5 % (13SA): 

5 g de albúmina serica bovina (Sigma Chemicnl CO, St Luis, MO. USA) 

cbp 100 mL de 11,0 destilada, se cslerilizó por filtración. 

Se midió su indice de refracción (RI). el cual fue de: RI = 1.3415 

Se calculó la SG de la 13SA, con esla formula: SG-13SA = (RI - 0.63727)/ 0.69336 

Citrato de sodio 130 mM (Citrato): 

19.11 g Citrato lrisodico (Sigma Chemical CO, SI Luis, MO USA) 

cbp 500 mL de 1120 destilada, se filtro para eslcrilizar. 
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Su indice de refrucción (RI) fue medido, el cuul fue de: RI = 1.3388 

Para calcular la SG del Citrato, se utilizó esta formula: SG-Citrnto = (RI - 1.0918)/ 0.24129 

Solución balanceada de fosfatos (1'13S): 

87. 7 g de NaCI (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA) 

13.0 g de Na2 1 IP0.1 (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA) 

1.5 g de Nal !,PO, (Sigma Chemicul CO, St Luis, MO USA) 

cbp 1000 mL de 1120 destilada, se ajusto pi 1 a 7.4 y fue esterilizado por filtración 

Se midió su índice de refracción (RI), el cual fue de: RI = 1.3349 

Fue calculada la SG del Pl3S, con esta formula: SG-PBS = (RI - 1.0918)/ 0.24129 

Para calcular los volúmenes de cada una de las anteriores solucioncS .que. se adicionaron para 

preparar 30 mL de la suspensión de Pcrcoll de trabajo, se hizo necesario resolver. la sig~icnte 

ecuación: 

X(a) + 0.1 (b) + 0.1 (c) + (O.ScX)(d) = 1.077 - 1 donde: 

• a = SG-Pl3S - 1 

b = SG-13SA - 1 

e= SO-Citrato - 1 

d = SG-Percoll - 1 

Se encontró el valor de X. 

Se resolvieron cada una de las siguientes ecuaciones para determinar los volúmenes de: 

Volumen Pl3S (mL) = (X)(30 mL) 
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Volumen BSA (mL) .=·0.1(30 mL) 

Volumen Citrato (mL) = 0.1(30 mL) 

Volumen Pcrcoll (mL) = (0.8 - X)(30 mL) 

Todas las mediciones de índice de refracción y el cálculo ~e los volllmenes de las soluciones n 

agregar para preparar la suspensión de Percoll de trabajo se realizaron el mismo día que se 

utilizaron. 
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ANEX02: 

[!] 

Donde: 

Prel?aración de suspensión de trabajo de Percoll. 

Elementos: SG· Volumén 
Albumina 1.014956 3 
Citrato 1.020349 3 
PBS 1.003771 5.840017 
Percoll 1.120158 18.159983 

Vol. 0 0 SG 

X=I 

:·solo introducir valores de RI (Indice de refracción) en los cuadros 
indicados l•'#il~~;:¡ para Albumina, Citrato. PB.S. Percoll 
y el volumén final requerido de la suspensión de trabajo de Percoll. 
._No cambiar los datos en los otros cuadros. 

1.- Celdas donde se colocan los valores de las lecturas de índice de refracción (RI) de cada una de 

las soluciones. 

2.- Valores de la gravedad especifica (SG) de las soluciones calculados .en fo_rma automática por la 

hoja. 

3.- Volumen de calculado en forma automática de .ac~erdo ~:I v'olum~~ indi.;,;do de solución d~ 
trabajo a preparar. 

4.- Celda donde se coloca el valor deLvoluni~na.irep~rnr:(~1L). Valor la gravedad especifica 

deseada para la solución de trab~jo y,.val~r d~· I;; i~éÓgriit~ X~· utili,;,.dn para calcular los volúmenes 

de las soluciones a mezclar para In soluci~~-~~t~~~~ ~e P~rcoll°'. 
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ANEX03: 

TO 

-ConlrolID 

-Fagoc1tos1s 

9926 

TO 

100000LL BOCO'.l 
u 60000 
~ 400lJ . 

20000 
o 

-ConlrollU 

- F agoc1tos1s 

T1 Creclmlento de M, boula 

u~ 7JOOOOLL 
~1000CO 

5000) 

o 

l-controlT1 l 
- Cree. lnlracel 

T1 

-ControlT1 

- Cree lntracel 
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Donde: 

1.- Identificación de bovino y cepa de Al. bovis. 

2.- Datos de conteo de las UFC de la dilución para el control de inoculo, de las tres serie de 

diluciones del tiempo cero y del control_ del tiempo cero. 

3.- Datos de conteo de las UFC de las _tres serie de diluciones del tiempo uno y del control del 

tiempo uno. 
. . . 

4.- Los valores de las UFC co_ntad_as para ambas cepas de Al. b_ovis. 

5.- Valores de porcentaje· de. fagocitosis, crecimiento intracelular ~ las. 24 h PI, crecimiento 

extracelular a las 24 h y numero de bacterias fagocitadas por célula calculados en forma automática 

por la hoja de cálculo para ambas cepas. 

6.- Graficas de porcentaje de fagocitosis y crecimiento intra~el~1l.ar ~ las 24 li PI co_n sus respectivos 

controles de crecimiento extracelulnr en ambas cepas. 

7.- Grafica de comparación entre el crecimiento intracelular_ y ~xtracelul~r·d~amab~s cepas a las 24 

h PI. 
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ANEX04: 

Secuencia del Nramp 1 bovino. 

LOCUS SLC l lAl 
DEFINITION Bos taurus salute carrier family 11 (proton-coupled divalent 
metal ion transporters), member 1 (SLCllAl). 
Gene Bank, accession Q27981 

BASE: COLINT 4 53 a 673 e 626 g 524 t 
ORIGIN 
gcttgccatg cccgtgaggg gctgcccggc acgccagcca ctcgcacaga gagtgcccga 
qcctgcggtc ctcatgtcag gtgacacggg ccccccaaag cagggaggga ccagatatgg 
ctccatctcc aqcccaccca gtccagagcc acagcaagca cctcccggag ggacctacct 
aagtgagaag atccccattc cggatacaga atcgggtaca ttcagcctga ggaagctgtg 
ggccttcacg gggcctggat tcctcatgag catcgcaltc ctggacccag gaaacattga 
gtcggatctt caggctgggg ctglggctgg atlcaaaclg ctctgggtgc tgctgtgqgc 
cacagtgtlq ggcttgcttl gccagcgacl ggctgcccgq ctgggcgtgg tgacaggcaa 
ggacttgggc gaggtctgcc atctctacta ccctaaggtg ccccgcattc tcctctggcl 
gaccalcgag ctagccatcq tqggctcaga catgcaggaa gtcattggca cagctattgc 
attcagtctg ctctccgccg gacgaatccc actctggggt ggtgtcctca tcaccgtcgt 
ggacactttc LlCttcctct tcclcgalaa ctacgggltg cggaagctgg aagccttttl 
tqqattlctt attaccataa tqqcctlgac cttcggct<lt qagtacgtqq tqgctcaqcc 
tgctcaggga qcdttgcttc agggcctgtt cctgccctcq tgcccdggct gtgqccaqcc 
cqagctgctq cdagccgtgq gcatcattgg cgccatcdlc atqccccaca acatcldcct 
gcattcctcc ctggtcaagl ctcgagaggt agaccgqtcc cggcgggcgg acatccqagd 
ggccaacatq tacttcctga ttgaagccac catcqccctq tctgtctcct Lcctcatcaa 
cctgtttgtc atggctgtct ttefqgcaagc cttctacaaq caaaccaacc dggctgcgtt 
caacatctqt gccgacagca gcctccdcga ctacgcgccq atctttccca gqdacaacct 
gaccgtggca gtggacattt accaaggagq cgtgatcctq qgctgcctct ttggtcctcc 
agccctgtac atctgggccg tggglctcct ggctgctgqq cagagctcca ccatqaccgg 
cacctacgcg ggacagtttg tgatggaggg cttcctgaaq ctgcggtggt cacgcttcgc 
ccgagtcctg ctcactcgct cctgcgccat cctgcccact gtgctcctgq ctgtcttcag 
ggacttgcgg gacctgtcag gcctcaacga cctgctcaat gtgctgcaga gcctgctgct 
tcccttcgct gtgctgccca tcctcacctt cacc~gcatg cccgccctga tgcagqaqtL 
tqccaatggc ctqgtgagca aagttatcac t.tcctccatc atggtqctgg tctqcgccgt 
caacctttac ttcgtgatca gctacttgcc cagcctcccc caccctgccl acttcagcct 
tgtagcactg ctgqccgcag cctacctggg cctcaccact tacctggtct ggacctgtct 
catcacccag gqagccactc ttctggccca cagttcccac caacgcttcc tqtatgggct 
tcctgaagag gatcaggaga aggggaggac ctcgggatga gctcccacca gggcctggcc 
acqggtgqaa tgdgtgggca cagtgqcclg tcagacaagg gtgtgtgtgt gtgtqtgtgt 
gtgtatgtgt gtgaaqqcaq caaqacaqac aqqgagttct qgaagctggc caacqtgagt 
tccagaggga cctgtgtgtg tgtgacacac tggcctgcca gacadgqgtg tgtgtgtqtg 
tgtgtgtgtg tgtgcatgca cagcaagacg gagagggagt tctggaaggc aqccaacqtg 
aqttccatag ggacctgcta tttcctagct cagatctcag tgttcttgac tataaaatgg 
gqacacctac cttggagtgg ttgtaaataa gacacttgaa cgcagagcct agcacttcag 
atttaaaaac aaaagaatca taattccaaa agttactgag cactatcaca ggagtgacct 
gacagaccca cccagtctag ggtgggaccc aggctccaaa ctgatttaaa ataagagtct 
gaaaatgcta aataaatgct gttgtgctta gtccccgaat ccatatgact agtaga 

Inserción de iniciadores: Secuencia en negritas y subrayado. 
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ttct ggaagctggc caacg:gagt 
tccagaggga cctgtgtgtg tgtgacacac tggcctgcca gacaagggtq tgtgtgtgta 
t_gtgtatata t_g_tgcatgca cagcaagacg gagagggagt tctggaaggc agccaacgtg 
¡a.gttccata 

ttct ggaagctggc caacgtgagt 
ccagaggga cctgtgtgtg tgtgacacac tggcctgcca gacaagggtq tatgtgtgto 

:gtgtgtgtg t_g:tgcatgca cagcaagacg gagagggagt tctggaaggc agccaacgtg 
¡agttccata 

ttct ggaagctggc caacgtgagt 
~ccagaggga cctgtgtgtg tgtgacacac tggcctgcca gacaagggtq tqtgtgtatg 
:gtgtgtgtg tgtgcatgca cagcaagacg gagagggagt tctggaaggc agccaacgtg 

¡agttccata 

ttct ggaagctggc caacgtgagt 
ccagaggga cctgtgtgtg tgtgacacac tggcctgcca gacaagggtg tgtotgtgtg 

:atatQtata tqtgNNtgca cagcaagacg gagagggagt tctg9aa99c agccaacgtg 
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