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RESUMEN:

Crecimiento intracelular de Mycobacterium hovis en macréfagos bovinos resistentes o
susceptibles a pardsitos intracelulares y su asociacion al polimorfismo de v 3'UTR del
Nrampl,
Vallecillo MAJ*, Gutiérrez-Pabello JA, Espitia C, Escalante-Ochoa C,
Departamento de Microbiologia e Inmunologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zooteenia,
Universidad Nacional Autéonoma de México, México, D.FF. 04510

L3l control y erradicacion de la tuberculosis bovina impactan a nivel cconomico y productivo en |
hatos afectados. Para hacer frente a esta enfermedad es necesaria la bisqueda de nuevas
alternativas. Una herramienta prometedora es la identificacion, caracterizacion y seleccion de
bovinos resistentes a pardsitos intracelulares bacterianos; como Mycobacterium bovis (M. b.). Para
Ia identificacion, se recomendd en 1995 [a utilizacidn de los ensayos bactericidas con AL b, BCG;
en donde se designan como susceptibles (S) aquellos que permitan el crecimiento intracelular ¢n un
porcentaje superior a 65 % y resistentes (R) aquellos menos permisivos. En el presente trabajo se
utilizo en ¢l ensayo bactericida AL b. BCG para identificar animales naturalmente R y S a parisitos
intracelulares. Un aislado de campo fue utilizado para evaluar su crecimiento intracelular en
macrofagos de animales R y S. Y asociar ¢l fenotipo resistente a un polimorfismo presente en
3'UTR del Nramp | identificado mediante SSCP. De 24 bovinos adultos clinicamente sanos y libres
de wberculosis se tomo siangre venosa para la obtencidn de macrofagos y DNA. La monocapa de
macrolagos fue infectada en placas de cultivo de Terasaki (HLA) con AL b BCG y la cepa de
campo a una multiplicidad de la infeccion (MOI) de 10:1, 24 h después se determinaron las
unidades formadoras de colonias. Il producto de PCR de la 3'UTR del Nramp 1, amplificado de las
muestras de DNA sc sometié a SSCP. De los 24 animales evaluados, 21 se comportaron como S. Al
evaluar mediante la prucba de Mann-Whitney el crecimiento intracelular de M. b, patogeno, se
encontrd diferencia estadisticamente significativa en el crecimiento bacteriano en macréfagos de
animales R y S (p < 0.05). Los alelos del Nrampi identificados no evidenciaron asociacion
estadistica con la capacidad bactericida de los macrofagos. En conclusion, los macréfagos de
animales R demostraron tener una mayor eficiencia en su actividad bactericida, no los S que fueron
incapaces de controlar el crecimiento bacteriano. Sin embargo, no sc asocio a los alelos det Nranmp)
ya relacionados con resistencia o susceptibilidad natural a Brucella aborsus cuando se utilizo A, b.
patdogeno como inoculo. Es posible que otro polimorfismo del Nramp! o de otros genes pueda
asociarse a este fenotipo, lo cual abre la posibilidad de seleccionar animales con una mayor
capacidad de poder controlar la infeccion por M. b. patdgeno.

Palabras  clave: Tuberculosis bovina, Resistencia natural, Macréfagos, Nrampl, Ensayo

bactericida.




ABSTRACT:

Intracellular growth of AMycobacteritum bovis in bovine macrophages resistant or susceptible (o
intracellular parasites and their association to the polymorphism of the 3'UTR of the Nrampl,
Vallecillo MAJ*, Gutiérrez-Pabello JA, Lspitia C, Escalante-Ochoa C.
Departamento de Microbiologia ¢ Inmunologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zooteenia,
Universidad Nacional Autonoma de México, México, D.F, 04510

Control and eradication of bovine lubuculos's impacts aftected cattle ranches at the economic and
producuvc level. In order to {ace this discas necessary to search for new alternative methods,
A promising tool is the ldcllllllLdllull. characterization and sclection of cattle naturally rvesistant 10
intracellular parasites; like AMveobacterium bovis (M. b)), A bactericidal assay with AL b BCG was
recommended in 1995 for the identification of the resistance phenotype against intracellular
parasites, in which those that allows intracellular growth in a percentage of 65 % or more are
designated susceptible (S) and those less permissive resistant (R). In the present study a bactericidal
assay using ML b BCG was conducted to identily cattle naturally R and S to intracellular parasites.
A virulent field strain was also used to evaluate its intracellular survival in macrophages from R and
S cattle. It was also intended to associate the resistant phenotype 1o a polymorphism present in
3*UTR of the bovine Nrampl gene through a SSCP analysis. Citrated peripheral venous blood was
collect from 24 tubereulosis frec and healthy adult cattle to obtained macrophages and genomic
DNA. Macrophage monolayers in tissue culture Terasaki (HLA) plates were infected with M. b,
BCG and virulent field strain at a multiplicity of infection (MOI) of 10:1, and colony forming units
were evaluated 24 hours later. A PCR product from the 3°'UTR of Nramp| was amplilied from the
DNA samples and analyzed under SSCP conditions, Out of 24 cattle, 21 were permissive to M. b
BCG growth and were classified as susceptible. A Mann-Whitney analysis showed that
macrophages from resistant and susceptible cattle differed significantly (’<0.05) in controlling
intracellular growth of virulent AZ b. Results from SSCP did not show any association between the
bactericidal activity of the macrophages and the polymorphism of the Nramp). In conclusion,
macrophages from R cattle were superior than macrophages from S cattle to control the in vitra
intracellular replication of both strains. The polymorphism reported to have a strong association to
Brucella abortus resistance in cattle did not replicate the information swhen AL 5. was used as the
inoculum in the macrophages. It is possible that different polymorphism of Nramplor from another
genes may be associated to this phenotype opening the possibility to select cattle with a greater
capacity to control the infection by virulent AL b.

Keywords: Bovine tuberculosis, Natural resistance, Macrophage, Nramp i, Bactericidal assay.
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1.0 IN'I‘ROI)UCCION:”

L.a tuberculosis, anlfgud plaga de la humanidad causada por Mycobacterium tuberculosis el cual
infecta hoy en diﬁ alrededor de un tercio de la poblaciéon mundial, Cerca de un'5 % de'los seres
humanos récién infectados dcsarrollaru la enfermedad en un lapso de 5 aiios. Sus eslragos se
resumen ch alrededor de 8 millones de nuevos casos y 3 millones de muertes anuulcs. A lo anterior
debemos adicionar la pandemia del Sindrome de Inmunodeficiencia Humnnn (SIDA), cnﬁ.rmcdad
que diczma el sistema inmuldgico de -los individuos infectados  generando condjchnes que

propician la reactivacién de la tuberculosis o una mayor susceptibilidad al ingreso del agente

ctiolégico.' 2

nucvas teorias  sobre el orlgen dc las cnfcrmedndes est blec 6. com

inocular malcrml mfcccloso en la cémam nnlenor del ojo de conejos, lo que-facilito observar Ia

progrcs:én de Ias lcs:oncs Fue hasta I882 cuando S¢ alslé en-forma-pura’el bacilo’ tubcrculoso -

humano por cl alcmun Robert Koch, sxgmendo la me!odologla sugerida por Henle para conﬁrmar el
origen mfccctoso dc una enfermedad. Ya desde csta época’.fue cuestionada’ la aparente 1dent|dad

etiologica - de lodas; las: formas de‘tuberculosnsen iversas ‘especies, animales y. humana," esta

controversia sc baso en las diferentes caracteristicas de”los cultivos, virulencia 'y transmisibilidad
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del bacilo entre especies ummales. Ya dcsdc 1863, Virchou promul;,aba que Ia lul)crculosls bovmu

y humana no cran’ entecramente |5uales, conccplo conlrurlo a lo eq)rcsado por l\och cn 1882,

Subsccuentes . cnsayos hechos por Chauvcdu Gumher. Il.lrms y Bolluu,cr no l'ucron capaccs d(.

mnlcrlal lubcrculoso

reproducir Ia cnfcrmcdad en bovinos, ccrdos y cabras ahmcnmdo con’.

humano, pero sien nmmnles ahmcmados con Iechc y pulmoncs conmmnmdos con cl b.lcllo bovmo.

Baungarten (1893) cuestiono la complcta ldemldad cuoloz,lcn dc"lu n.nfermcdad en bovmos y'
humanos; afios después tras una seric de cxpcrimcnlos s¢ poslulo quc cl bnci!o de origcn humano
tenia una menor capacidad para establecer la infeccién en el bovmo y por cl conlr'mo. ¢l bacilo
bovino mostré una mayor virulencia cn esta especie ammnl En 1904, lras dcbalcs cnemlﬁcos se
comenzé a dudar sobre las ensefianzas de Koch en rclamén ala trasmlslbllldad dcl bacnlo bovino al
humano, concluyéndose que algunas formas de lubcrculosns humana especmlmemc en nu'ios. cran

debidas a la mlroduccnén del bacilo de ln tuberculosns'bovma a traves de Ia mgcsllon de lechc

contaminada. Eslus conclusmnes cstan acordes a Io cxpresado por los Doctorcs Schrocder y Cotton

IJ-

puede ser eslablecnda por un solo bacﬂo 13 '? EI »tamaﬁ del lnoculo’que ingrcsa al animal tienc

TESIS CON
ALLA DE ORIGEN




una relacion inversa al periodo de tiempo de inicio de excrecion del Bacilo por el nniliml h\fcclndo,

aun menor niimero dx. bnclcrms quc mgrwan mziq ucmpo y vu:cver&m: dlclm cxcrccnén en las

I6 l?l

m&ccmncs en campo se inicia 12 a 14 semanas poslmﬂ.ccnon cn promc.dno .a. lrnnsnusuén de

la Lnl‘crmcdad enel hato depende de una serie fuclorcs asocmdos a Ias condlcxoncs ambncnmlce que
enfrenta la b.lclurm, la’ resistencia o susceptibilidad dcl hospcduro y In vnrulcncm d(. la bacteria.

Ambicntes hiimedos, lcmpludos y protegidos de los rayos solares bcncﬁcm la supervivencia de la
bacteria por largos periodos conservando su capacidad infecciosa.™

L.a bacleria contenida en gotas pequeiias de moco fluido expectoradas por un animal infectado c
inhaladas por uno sano induce una reaccién inflamatoria en ¢l tgjido pulmonar que. genera la
acumulacion de ncutrofilos en primera instancia, los cuales son remplazados por n1aér6l‘ngos que
intentan capturar y eliminar cl bacilo.' 2" 2 Cuando csta altima célula no logra dcstruir'n la l.:mclcria‘

se convierte en la célula hospedera de la micobacteria.® Sin cmbnrgo. esta célula puedé vhriar st

comportamicnto contra la bacteria, por influencia de varios f.nclores, enlrc cllos ln rcsnslcncla_

natural a la enfermedad,'* % Esta capacidad provee al individuo quc la poscc “ina mayor posnbllldad

de controlar las infecciones, por lo tanto ser rcstslcnlc y sobrcvmr a In cnfcrmcdnd La cnpucndnd

rcdnb' dad de c.s’ln‘

de resistencia a una enfermedad puede ser'lransmilldu a la de;ccndEII ia,!la

condicién hace que en las siguientes generaciones de’ individuo proporcién 'de:résistentes sea

mayor que en un principio cuando la poblacién rio cslaba‘sometida a’una presion de seleccién por la-:

cnfcrmcdad 2 En este sentido se ha descrito la pnrucnpac
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granulomatosa inducida por la presencia de la micobacteria.?® *® El analisis de la estructura de Ia
proteina NRAMP1 ha demostrado que posce caracteristicas en comin - con otras proleinas ~ que

funcionan como canales y transportadores de iones.”f 2

Figura 1: Localizacion dﬁ la VNRAMI’I bovina (Punta de tlecha negra) en la membrana qlcl fagosoma (F) que

contiene la bacteria (B), - producto del Mramp (Del ingles Mycobacterinl homologue ol‘(N'rmvnbv (i’ nta de - flecha

fa). Niicleo (N), Macréfaga (M).

y otros cati

limita su disponibilidad para la bacteria que los requiere como cofactores de enzimas. De especial




importancia resulta el Mn™, que ¢s cofactor de la superoxido dismutasa de algunas bacterias, o las
que les conﬁéré ;;rolécciéx) 'coﬁ‘t'm compuestos reactivos de oxigeno. La baclérfnial pdsécr un gen
homologe al Nr{u}lplli‘ésmblccé una competencia por los cmioncs’divaylrcvmcél:c‘ibi;séoniblcs en c‘l
ﬁ\golisosom’a’(l’igurtl 1.3 Quicnes apoyan este mecanismo de accién de la NI{AMI’ I 'se basan‘
en la aha similitud qﬁé posce esta molécula con la NRAMP2, prolcinvakqu'c so l'oc‘aliza en la
superficie apiéal de los cllucrocilos y cuya funcion es la de permitir ¢l pnsd del ,Fez’ ci\pvmdq por
estas célulasy del intestino desde el endosoma temprano hacia el citoplasma. Las mutaciones en este

gen cn las ratas se ha relacionado con anemia por baja captacién de Fe?*,*7

1  Fe*+Ha0y —» Fe** +OH + OH
I OH +Hi0; —» H;0+H*+ 05"
Il O7°+Ha0z2 —» O3+ OH + OH’
IV Fe**+ HaOz —» Fe® + 2H" 205"
Fe*+ 05" =+ Fe*+0,

Figura 2: Reaccion Fenton-ilaber-Weiss, Fagosoma (FF), Bacteria (B), Nucleo (N), Macréfago (M).
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La otra verticnte sugiere que NRAMI’l lunctond como un dnllponcr, introduciendo Fe¢* al espacio
fa;,ohsoqomal Ll Fe?* |ngrcsado nclua como calulludor para la formacnén de compuestos con
mayor poder oxidante al m_lcruc@uar con Ios ;qqqlqvos c‘ivc o.fugeno y mlrogcno (ROIs y NOIs del
ingles Reactive . Oxygen " Intermediates .y Reactive - Nitrogen Intermediates  respectivamente)
mediante la rencci(’)ﬁ de Fenton-Habert-Weiss, lo anterior gcﬁcra un‘éfecvlo bﬁclcricida mayor contra
¢! microorganismo fagocitado (Figura 2). e ‘ o ‘

Ambas explicaciones poseen 16gica, sin embargo los resullados dL los lrabajos QXDCIllllellld|L§ no
han sido concluyentes en apoyo de una de cllas. Lo cierto; es que NRAMPI 1nducc un camblo en el
ambiente fagolisosomal y que en ciertos individuos acluagon mayor"cﬁmt‘:ncm, aumenlando Ia

capacidad bactericida del macréfago. 'y por ende confiriéndole una mayor . resistencia a la

enfermedad en este nivel de la infeccion.
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2.0 ANTECEDENTES:

La existencia del Nmmp‘ly en bovinos fuc identificada por Feng et. al en 1996. El gen Nrampl
bovino es cxprcsndd primarizﬁncntc cn nmcréfagds de pulmén;" bazo y algunns‘ células que
conforman ¢l granuloma tuberculoso.’™ " Este gen'se locallza en la posicién 2q43 q44 del genoma
bovino (Figura 3), codifica para una protehm de 548 nmmo.ncndos, con un peso molecular de 59567
Da, que posee sicte dominios cxlracclularcs. con un sitio de glicosilacidn en el aminoiacido 335 del
cuarto dominio extracelular.®® * E1 analisis del bolimorﬁsmo conformacién monocatenaria (SSCP
del ingles Single-Stranded Conformational-Polymorphism) de la region no traducida 3° (3°UTR del
ingles 3° Untranslated Region) del Nrampl bovino mostré un polimorfismo asociado en forma
altamente significativa a la resistencia natural del ganado a Brucella abortus (B. abortus).’’

En otro sentido Qureshi ef. al (1995) demostraron mediante ensayos bactericidas que los
macrofagos procedentes de ganado resistente a un desafio in vivo con B. abortus, poseen una mayor
capacidad que los macréfagos de ganado susceptible para el control del crecimiento intracelular de
B. abortus, M. bovis BCG y Salmonella dublin (S. dublin). Por 1o que estos autores rcccmiendﬁan pl

uso de este ensayo para la identificacién de ganado resistente o susceptible a parasitos intracelulares

bacterianos.*®

del Nrampl bovino al comrol i lraéelular

entre este pohmorﬁsmo del Nrampl bovmo y s dtfcrcncnas del conlfol de la‘infeccion -intracelular
por M. bovis entre macréfngos provemcnlcs “de “‘animales resistentes y susccpublcs a parisitos

intracelulares bacterianos:
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[T —— 2.GDF8 PROC TGLR44

¢——————CGDF8
______  PROC
[_.——__ccu_:m 1
GMBT28
:COLSHZ GDF8 TFPI
4 NAB1
GAD1 TTN
RIS18 IOBT918
GCG
q2.2
Q2.3 NEB
ACVR2 ACVRZ2
Q2.4
q3.1 +— —_co28
Q3.2 EN1
q3.3 ¢+——INHBB
STAT4
qQ3.4 I
qQ3.5 CREB2
Q3.6
Q4.1
+ INHA
Q4.2 +——1pvcRse &
a4.3 = g
VIL1
qd.4
ALPI IDVGAG64 IDVGA72
Q4.5 : . .
¢+——————RH IDVGA2<D2S7> IBVGA37 INRAZARA232 INRAZARA233
Figura 3: Cre bovino n dos, 1 lizacién del Nramp1 bovino en Ia posicion 2q43-q44 (I'ur}lf\ de flecha).
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3.0 JUSTIFICACION:

Hace mas de un siglo que se dcmoslrc’)rln naturaleza del agente causal de la tuberculosis humana y
poco menos iti(:mzﬁtv) ¢l de ‘la tuberculosis  bovina; s.hj cmbargo; hasta el momento dichas
enfermedades no lian sido controladas en su totalidad. Se c;lima que en América-Latina sc registran
anualimente 7000 casos de tuberculosis por M. bovis, alrcdcdor de un 2 % de tuberculosis pulmonnr
y un 8 % extrapulmonar: son debidas a la infeccidén por- este microorganismo. .En Méxicb la
poblacidn lactante corre un grnn‘ riesgo de infectarse, ya que casi mas de la mitad de los 9,500.7
millones de litros de Ieéhe producidos- en ¢l afio 2001 no fueron pasteurizados; pbf lo un¢: cs
imperativo la aplicacion de medidas de control de Ia tubcrculosis bovina.* ¢ :

El control de la tuberculosis bovina como en muchas otras enfermcdades de los animales
domésticos se basa en la reduccién de la disecminacion del agente etioldgico mediante Ia uplicaéién
medidas como la cdnreljlella y sacrificio de los animales identificados como cnfcrmos' o infectados.
L.a inmunizacién de la poblacion susceptible, uso de antibidticos, quimioterapeiticos y pesticidas
son formas de control que implican fuertes inversiones econdmicas y de tiempo. El dafio ecolégico
generado por el uso dé pesticidas; la aparfcién de cepas bacterianas cada vez més rcsistentcs n
quimioterapeiiticos y antibidticos, generadas por la presion de seleccion inducida por cslos da paulu'

a la busqueda de nuevas formas de cnfrcntnr a las enfermedades mfcccmsas.

La capacidad dc controlar con cficiencia una infeccion es un aspcclO'pqco considerado en la

seleccion de las especies domésticas, ya que Ia_imperante necesidnd de. provecr mayo volumen de -

alimento a la poblacién humunn ha centrado In alenc:on sobre cualidades” produc as, sin.tomar.en

consideracion la resistencia natural a cncnus cnfcrmedadcs que pos Por.lb E

anterior se hace necesaria la gcncracxén dc un mayor conocmuemo sobrc los mccamsmos dc

resistencia natural a ciertos palégcnos de |mportnnc|a cn snlud vctcr naria y humana como el M

bovis.




Aiios atris se demostrd la participacion de gen Nrampl en el control de ‘microorganismos

intracelulares no relacionados. En el caso particular del bovino el control intracelular de 8. abortus

tiene relacion con dicho gen, sin embargo, esta asociancion. no ha sido dcmoélmda;pum otros
microorganismos intracelulares como M. bovis. De existir tal asociacion, sc abre la posibilidad de
adicionar una nueva forma de control a las ya cxistentes para la tuberculosis bovina. El presente

trabajo pretende contribuir al mejor entendimiento de los mecanismos que”generan  resistencia

natural a enfermedades infecciosas por parasitos intracelulares bacterianos. .
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4.0 HIPOTESIS:

los macréfagos derivados de monocitos de bovinos identificados como resistentes a parésitos
intracelulares bacterianos permitirin un nivel de crecimiento intracelular de Mycobacterium bovis

inferior al de macréfagos susceptibles.

El control diferencial del crecimiento Mycobacterium- bovis mostrado” por. macréfagos: bovinos
resistentes o susceptibles a parasitos intracelulares bacterianos tiene asociacién con el polimorfismo

de la 3°UTR del Neamp 1.
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5.0 OBJETIVOS:
GENERAL:

Evaluar la asociacién entre el comportamiento bactericida contra Aycobacterium bovis
patogeno de los.- macréfagos -de - bovinos resistentes o susceptibles -a parisitos -intracelulares
bacterianos al polimorfismo del la 3'UTR del Nramp1.

ESPECIFI1COS:

Identificar bovinos resisteﬁlcs o susceptibles a parésitos intracelulares bacterianos mediante

el ensayo bactericida.

iento de Mycobacteritim bovis patégeno

parasitos intracelulares bacterianos.

diferencial de Mycobacterium bovi.s patégeno por mnérofagbs_ de b>o‘v'|nos resistentes o susceptibles

a pardsitos intracelulares bacterianos.
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6.0 MATERIAL Y METODOS:
El presenie trabajo se i'ealizé con bovinos (Bos taurus) sanos, provenientes de un hato libre de
tuberculosis y brucelosis bovina. Los animales pertenecen. al Centro de . Ensefianza Prictica ¢

l::vcéligacién chv Produccian y Salud Animal (CEPIPSA) dc la Fucullnd de Medicina Veterinaria y

Zootecnia UNAM.

G.1- TAMANO DE MUESTRA:
Se csumo el tamano de mueslra adecuado al e\perlmcnlo ¥y que represcnlam a Ia poblacién de la

cual se extrajo medmnle la siguiente formula

*n=3.84p(l =p)/ T donde:

p = frecuencia del fenémeno estudiado (Resisteﬁcia a parisitos intracelulares bacterianos) en la
poblacién, cuando se dcséonpce este valor, gl ;amaﬂo de muestra 1ﬁés conservador es el mayor. cl
cual se obtiene asign{mdolc el valor de 50 %. Dado que la propbrcic’m de animales fenotipicamente
resisteﬁtes en esté hato era desconocida, se opté por asignar un valor a p de 50 %.

T = grado de precisién de la eslimacién (20 %: P+/- 10 %).

3.84 = valor de 72 para c =0.05 (Nivel de confianza de 95 %).

"' Sustituyendo: n = 3.84 (0.5) (0.5) / (0.2)?
Por lo tanto: n= 24 animéles. :
De cnda uno de los 24 ammales fueron tomadas las muestras hematicas conforme a la

d|spomb|hdad de los mismos.
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6.2 Il)EN’l‘l'FlCA'CION"l'v i';ENO’ po |)|~ LOS ANIMALLS % LVALUACION DEL

CRE ClMllINTO lN I‘RACI' l.ULAR I)l‘ M. bow\ PATOGFNO~

6.2.1 CEPAS BAC'I‘I' RlANAS

lLos ensayos baclcncnd.ls se rc.lh/.aron con Ias sngmcnlcs ccpas :

/\lru:lmcu'rmm Imws BCG } : »

Alveobacterium bows BCG qubct.pn Dancsa, nmnblcmenlc donada por.la Dra. Iris Estrada de la
Escuela Nacional de Cxencms BlOlOgICﬂS del’ lnsmplo Politécnico Nacional. Se utilizo para
identificar a los animales resistentes o susceplébies a pa;'zisitos intrncelﬂares bacterianos.
Mycobacterium bovis 9926 ’

Esta cepa llegé para tipificacion al laboratorio de Diagnostico bacteriolégico del Dcpanumcnlo de
Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ-UNAM cn Enero de 1999, procedcnlq de Acalic, Jalisco.
Fue aislada de un bovino hembra, criollo, de 8 ailos de edad; sacrificado en Septiembre dvc 1998, el
cual presenté lesiones tuberculosas. Fue empleada para evaluar el crecimiento intracelular de una
cepa patogena e interpretarlo como un fendmeno condicionado por la acliv’idad microbicida de los
macrofagos. ' ’ ‘

De cada una de las dos cepas de A/ bovu se’hizo una cméuca dc crecimiento bacteriano. Para

establecer el dia en el cual se alcanzarin la fasc logunlmlca mlcrmedm Las cepas se sembraron en

placas de agar Mlddlcbrook 7Ill l (Buclo Mycohncterla 7lll l agar, Dl[’co Laboralorlo: Detron MI

USA) con cnrlqucclmucnlo OADC (BBL,MT 1dd|ebrook OADC Ennchmenl. Becton, chkmson

and Company, Spdrks, MD USA) cuando Ins colonlas fueron wslblcs se tomaron 5 de cllas y

sembraron en 30 mL dc mcdlo Mlddlcbrook 7l l9 (BBL° M|ddlebrook 7ll9 Broth base, Becton’

Dickinson MICFObIOlOby Sys ms, Cocl\cyswlle, MD USA) con enrlquecumento OADC y 05 g/L E
de Tween 80 (Sl;,ma Chemlcal CO, St Luns, MO USA), se |ncubaron por 8 dias a 37 °C con

agitacion constante de 100 rcvoluc:oncs por mmuto (r.p. m) El culnvo obtemdo se transfirid a 270
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ml. de medio Middlebrook 7119 con enriquccimienlb OADC y 0.5 Q/L de Tween 80, se incubo en
las condiciones antes dcsc;'ilas. A puri;ur de este momento se considera el tiempo inicial. cada 24 h
se determino la absorbancia a 650 \nni de longitud de onda en un esbcclrol‘olélhctfo {Spectronic 20,
Baush & Lélvnb)r pbf un pcriodoi de 3 ’sehmna& Se graﬁéaron las lccturas de la absorbancia

obtenidas. -

6.2.1.1 PREPARACION DE INOCULOS:.

Una vez avk‘:nnzndav I; fasc logaritmica intermedia, los cullivos de las diferentes cepas fueron
coseclmdoé. El Cll’lliVO bacteriano fue centrifugado a 2500 x g por 15 min a lcmpcmluruAmbieﬁle, el
sobrenadante fue eliminado y la pastilla fue resuspendida en 15 mL de CRPMI.10 % SFB (L-
Qlummina 2 mM, MEM aminodcidos no esenciales 0.1 mM, Piruvato de sodio 1 mM, Bicarbonato
de sodio 20 mM, Suero Fetal Bovino 10 % (Gibco™ Invitrogen Corporation Grand Island N.Y.
USA)) y se centrifugo en las condiciones antes descritas por 10 min.»Es@ procedimiento fue
repetido dos veces mas. Del ultimo lavado se retird el sobrenadante y fes'ﬁﬁpcndié en CRPMI 12 %
SFB. Para dispersar los agregados de bacterias, s¢ paso dos vcccs la suspcnsnén de bnclerlas através

de una jeringa con una aguja 27G x-13 mm. La suspens:én oblcmda se transﬁrlé en cantldadcs de 1

mL a tubos con cupacndad de 1.5 mL (Eppendorf Bnnkman lnstrumems Inc. Weslbury NY USA),

6.2.12 DETERMINACION:DE UNIDADES FORMADORAS COLONIAS (UFC): DEL
INOCULO: : :

Para determinar la cantidad de bacterias contel 1das en l mL dc suspcnslon bactermna congelada, se

retird un_tubo dcl congel : mcubé por 60 min a 37 °C en baﬁo Maria Posterior a cslo sc

colocnrcn 500 p.L de In suspen lén de bactcnas en un lubo (Elkay Producls, Inc Boston Turnpike
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Shrewsbury, MA USA) con 4500 pl. de PBS (NaCl 1.5 mM, Nal,PO; 9.1 mM. NayhlPO; 1.25
mM, pll 7.4 (Sigma Chr;mical CO, St Luis, Mb USA)), se mezeld pcx"l‘ccmmcmc y s¢ lvomaron de
este tubo 50 ul. que se Agrcgnron a 6lro tubo con 450 pl. ;le PBS; Sc'siguié csta seric de diluciones
por 8 tubos. Dc cada una de las (hlucmncs obtenidas se sembraron 100 pL. por dupllcudo, cn pl'lcas
de agar Mnddlcbrook 7HI con enrlquccunu_nlo OADC. Las placas’ moculad.\s se mcuharon por un
periodo de 2 a3 semanas hasta hacerse visible el crecimiento, se ‘conté el num‘crg de colonias y
multiplicé pér el factor de multiplicacion correspondicnte a la dilucion. De esti; I'qt"nlﬁ sc ob:l_u\"q la.
concentracion del indeulo. De acuerdo a la cantidad de bacterias, se calculc’v; clfaclordcdllumén
para alcanzar una concentracién de 2 X 107 bacterias/mL, de la cual loinﬁmésg pL.para ?ni’éclpr a

1 X 10" macréfagos.
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6.22 OBTENCION DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MONOCITOS DE SANGRE

l’l‘l{ll“l:‘RlCA'
La muestra hcmanca sc obtuvo en Ia forma mas asepuca posuble, de Ia vena yugular de cada uno de

fos 24 nmmalcs quc conformuron la mucslra Par'l xmpedlr la coagulnc:on de la sanbrc. csta se

mezclo con Ia soluc:on ncldo citrico-dextrosa (ACD) (C(,ll,Na,OZI l;O 75 3 mM C(.l 1:07;41.6 mM,

CoH13,0, 135 mM pl-l 5.0 (Sigma Chemical CO, St Luls, MO USA)), prevtamenlc colocudzl en una
jeringa (Terumo Medical Corporation, Elkton, MD USA); en’una proporcnon de 4 mL dc ACD por
30 ml dec sangre. En el laboratorio, se mezclaron 15 mL de la muestra de sangrc con 15 mL de

solucion salina de fosfatos-citrato (PBS-Citrato) ('NaCI 1.5 mM, NallzPO., 9 1 mM Na;HPO4 1 25

mM, CeHsNaz*2H,0 12,5 mM, pH 7.4 (Sigma Chemical CO,_’St Luls, MO USA En 2 tubos de 50

mlL (Nalgene Nunc Internacional Corp, Naperville, IL USA)Z se cBlocaron 15 mL de In suspcnsnén

de trabajo de Percoll (Percoll® Amersham Bnoscxenccs AB Uppsala S\veden) (Ver anexo 1), a estos

se les adicionaron los 30 mL dec.la sangre-PBS Cllrato, con: cundado de no mezclar ambas
sustancias, para mantener dos fases; la suspension de Percoll de l‘rz}ba,]o en Ia parte inferior del tubo
v sobre csta la sangre mezclada con el PBS-Citrato, Los tubos asi prépn;'adovs se centrifugaron a
1000 x g por 20 min a temperatura ambiente. Al finalizar la cenl;ifuga;:ién, se foﬁnan 3 fases: en la
parte inferior del tubo el agregado de eritrocitos y suspenmén de Percoll de trabajo, la fase

intermedia leucocitos mds plasma, y la fase superior plnsma De Ios tubos, se coleclo el plasma y se

temperatura ambiente. Se retiro el scbrcnndanle, la pastllla se resuspendlé en 10 mL de pldsmu

autdlogo con una pipeta de transferencm y se a lcmno hasta alcanzar 50 mL PBS C|tralo Se volvié
a centrifugar a 300 x g por 10 min a tcmpe{'atura ambiente. Sc repitié en la misma  forma una vez

mas ¢l lavado de las células. .
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La pastilla formada del dltimo lavado se rc;suspcndié en 8 mL de. CRPMI con 10 % de. suero
autdlogo, esta suspension se transfirié a un matraz de Teflén con chpdéidad de. 50 ml., cl cual se le
agrego 12 ml. de CRPMI sin suero, a sI el porécmajc'dc‘s'ucm. se T dujb ad %,-'Io que facilito la

adherencia de Ios monocnlos ala ;uperhctc dcl malraz. Los mmmcn.s con ln suspcnsnon dc Cc‘llldS se

incubaron por 24 h a 37 °C con humcdad y 5% dt- COg, al conclulr ld mcuchmn, s¢ I‘LE!IIIO un

lavado suave de la superficie del matraz con una Plp(-lﬂ de lransfc.rcncm y se n.uré dd medio de
cultivo, esto para dcscchar las cclulas no adheridas. Se n;,reg,aron deil2a- IS mL dc CRI'MI 10 %
de sucro autdlogo, se monitorearon los matraces diariamente, si el medlo lornnm a color amarillento
se procedia a retirar la mayor parte del medio de cultivo y agregar mcdlo dc'culnvo fresco. Una vez
transcurrido un perfodo 14 dias, en el cual han madurado a ingcréfagos,j se hizo la cosecha de las
células.”® ® Para cllo los matraces se colocaron en un recipiente al que se le agrego hiclo hasta
cubrir 2 terceras partes de los matraces, en esta condicion se dejaron por un periodo de 35 min.
Luego de esto, los matraces se go_lpegron pafa desprender las células. El contenido del matraz sc
transfirié a un tubo de 15 mL, se rezi’li‘zé'cl"cc_ih’léo de kas células en un hemocitometro (Neubauer,

Boeco, Western Germany), en forma simultanea- se ‘centrifugo el tubo.a 300 x g por 10 min.a

temperatura ambiente. Al te‘rminari_l énirifugglcién, se . retiro el sobrenadante y la pastilla sc

resuspendid en una cantidad de CRPMI 10 %"de's‘uefo ‘autdlogo tal que Ia concenlracién Vdc células

por 1 mL fuera de | XIIO células, De csta suspensnon con 1'X 10° células por mL se colocaron IO

pLl. en 3 pozos de cada una de 4 placas dc Tcrasukl (HLA plﬂlcs) (Nunclon ™ Num::""Nl Brand

Products, Denmark), i udemas en cada una de las csqulnﬂs de las plucas sc ugrcgo una gom dc agua

destilada estéril para evnar Ia desecamén de los pozos con las células. Sc lncubaron cstas placas por

12ha37°Ccon humedad y 5 % de CO,.
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6.2.3 DESARROLLO DEL ENSAYO BACTERICIDA:
En las dos placas de Ternsaki donde fucron colocados por triplicado 10 pl: de.una suspension de
macrofagos con una cohccmrﬁciéh de 'l X 10° células/mlL, (1 X 104 célulzis/r’mzo) ’Laq se incubaron

por 12 h a 37 °C, con humcdad y: 5 % dc CO;, dcspucs de esle uempo cl mcdlo dc culuvo se retiro

de cada uno dc los pozos y fuc susluuldo por .5 uL dc mcdno def culuvo celular con una
concentracién dc baclerlas de 2 )\ 107 bnclcrms/mL Sc utilizé Ill‘ld muluphcndad dc infeccion (MOI)

de 10:1, como conlrol para cnda uno dc los ucmpos se colocaron en un pozo sin células de cada una

de placas la mlsmn camldad dc baclcrms mds 5 uL de medm dc culuvo cclul.lr Estc proccdmncmo
se aplico en forma sumlar para las dos cepas utilizadas; Al buws BCG y M bow.s 9926. Las placas
se incubaron por 4 h en Ins condiciones antes mencionadas y nnlcs dc mlroducnrlas a la incubadora

se reviso si las golas de agua colocadas en las esquinas no se lmblan sccado‘ de scr a5|, se volvno a

incubd por 2 a 3 semanas a 37 °C. Una vez transcumdas Ius cuatro horas de mcubacnén (Tlcmpo 0),

a cada uno de los pozos con bacterias y celulas dc ambas placas de cada una de las cepas de A

habna cél ulas Los pozcs se lavaron §

bovis se les retiro ¢l medio con bacterms, exccplo en donde n

veces con 10 pL de medio de cultivo cclulur fresco A Ios pozos dc una dc las ca_]as se le agregd de

nuevo 10 pl de medio de culuvo cclulnr Esta caja se volvné a colocnr en la incubadora por un

periodo de 24.h, esla fue la caja de,nuestro tier Antcs mtroducnrh sc¢ observé si aun

habia agua en sus esquinas, En los pozos de la caja (T0), a los que‘ho se les habia colocado nada, se

adicioné 10 pL de la solucion de’ lisis'(Tween'20 al 0.5 % (Sigma Chemical CO, St Luis, MO

USA)) y se dejoé a;tuﬁr‘porzlo min a temp ra‘a’meiente.v Mientras transcurrian los 10 min, del
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pozo donde solo habia bacterias, estas se loi'nnron'y adicionaron en un tubo en el quc previamente
se coloco 170 ;,LL de PBS, se hicieron dos lavndos con 10 ).IL de mcdlo de culuvo celular, los cuales
también fueron colocados cn el mnsmo tubo. A parur dc eslc lubo se renhwron 3 dlluc:oncs

decuples. De cada una de las diluciones se tomaron 100 L. los cuales fueron écmbrndos en placas

de agar Middlebrook 7HI1 cén enriqueciiniehlo OADC. Tranéc'ur‘rbic‘io‘ lds 10 min. de cnda uno de

los tres pozos se tomaron los 10 plLidel |Ide0 y'sc lmnsfrlcron a, (res tubos rcspccuvamcmc, cada

tubo se le habia colocudo 170 pL de PBS de la’ mlsma forma queen el control s lnclcron dos‘

lavados con 10 pL de medio de cultivo celular. Con cl procedlmlenlo nntes descmo s renhzo una

seric de 2 diluciones decuples de cada pozo y se scmbré un olumen lgua c.cada una de Ius_

diluciones de los tres pozos en placas agar Mtddlebrook 7Hll con enrlqueclmmnlc Ale, lés :

cuales se incubaron por el mismo periodo de lncmpo. 'lranscurrldas |ﬂS 24 h de incubacion, de Ios

pozos con células mds bacterias, se toméd el medlo y admoné;a lres tubos respectivamente, en los

inoculadas se realizo cl conteo de Ias UFC s de cada una de las cepas.’ Los datos oblemdos fueron

calculo dlseﬂada para el ‘analisis " del

capturados en - una hOJa' d porcenlajc de crecimiento

intracelular para cada una de Ias cepas a Ias 24 h poslmfeccnén [¢3¢)] (Ver anexo 3)
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6.2.3.1 CLASIFICACION FENOTIPICA DE LOS ANIMALES CON M. bovis BCG Y

EVALUACION DEL CRECIMIENTO INTRACELULAR DE M. bovis PATOGENO:

De acuerdo a los rcsultados’dc"Qurcm '(1995) para. realizar_la cldsifcucién de animales

resistentes o smccpublcs a pams “cclularcs b'uctcnanos, los m'\créfn;,os que permnnn el
crecimiento de A bovis BCG en un porccnln_ye supcnor a 65 % se consndc.ran susceptibles y los que
logren reducir el crecimiento baclcrmno a 65 % © menos sc dcs:gnan como rcsnslcmes

En el caso particular de la cepa paté&cnn de M. bovis patdgeno, en prlmcm mslancm se l“ldlo el
porcentaje de crecimiento intracelular y posteriormente verificé la cXIslencm dc dlfcrcncna
estadistica en el nivel de crecimiento intracelular de la bacteria entre nmcrél,'agq's‘ de ‘animales
resistentes o susceptibles a pardsitos intracelulares con la prucba éstadislvica de Mahn“-‘Whitney. Esta
prucba es utilizada para detectar diferencias estadisticas entre dos poblaciones del mismo tamaito o
diferentes, en las que e! fenémeno a describir tenga como variuble ekplicntiVi, una -variuble

categérica de dos niveles (Resistentes o Susceptibles) y una varmble dc respuesm dc llpo numérlca

(Porcentaje de crecimiento intracelular de la bacteria). Olro punlo a mcncnonar es quc este upo de

prucbas estadisticas no parametricas son rccomendndas en cl [

fenémeno medido se distribuye normalmentc

6.3 ANALISIS DEL POLIMORFISMO DE CO

LA 3'UTR del Nramp1:

rép da por anz’llms dc conformacnén

accié_ en cadena dc Ia pohmcrasa de la 3'UTR.Y

monocatenario del producto amplificado’po
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6.3.1 |<:XTRAC’C|6N’|)F i)NA (‘I;NOMICO DE SANGRE!

Se colectd 5 mL de s'mgrc (]L cndn uno de Io anlmalcs evaluados con el ensayo bactericida, en tubos
(Venoject, lcrumo l:uropt. N. V Inlcrlcuvcnlnan Leuven, I3cl1,|um) con "anticoagulante EDTA
(Acido Luandmnunolelmnccuco) Se conscrv.lron ad°C por 2a 3 dias. Cada muestra de sangre sc
coloco en un lubo dc 15 mlL (ang,cnc Nunc Inlcrnncnonal Corp, Naperville, 1. USA), al cual se
agrego 7.5 mlL dc agua dcsuludu estéril .y mezcld. Sc centrifugo por 10 min a 2000 x g a
temperatura ambiente. 121 sobrenadante l'uf: decantado; sc repitié dos veces mas el lavado con agua
destilada estéril. En el aitimo lavado, después de decantar ¢l sobrenadante, se agrego 2 mL  de
solucién de lisis (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 400 mM NaCl, 20 ﬁiM EDTA pH 8.0, 0.5 % SDS
(Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA)), se mezelé ‘con’ vortex por un min. Se adiciond
Ribonucleasa A (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA) en una CO:vl"lecnlrﬂCi;Sl‘l final de 20 pg/ml.

¢ incubo en bafio Maria por 60 min a 37 °C. Sc agrego l’rdléinhsﬁ:K (Sigiliu Chcmical CO, St Luis,

MO USA) a una concentracion final de 50 pg/mL se mcubo cn bm‘io Mnr(a por I20 mln a 50 °C,
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resuspendida en 200 pul. de H,O destilada estéril. Se cuantificé por espectrofolometria cada una de

las mucstras y fueron almacenadas en congelacion (-20 °C) hasta su uso.

6.3.2 AMPLIFICACION DE LA 3'U'I’R DEL Nrampl BO\"INO: .

Se realizd una reaccion en cadena de la polumrnv\ (PCR dcl mglcs l’olymcr'lsc Chain Reaction)
para amplificar un fragmento de aproximadameite 175 pares de bases (bp dcl ingles Base Pairs),
con los siguientes iniciadores: Sentido 5° -AAGGCAGCAAGACAGACAGG-S y antisentido 5°-
ATGGAACTCACGTTGGCTG-3* (Invitrogen™ Lifc technologies; carisbag,- CA USA); de la
regién no codificante 3° del Nramp) bovino (Ver anexo 4)."' Lu‘rcI;CCiéll fué rcalizadnl en’ un
volumen de 30 pl. (10 mM Tris-IHCI pH 8.3, 50 mM KCJ, 1.5 mM MgCl;, 200 uM de cada uno
dGTP, dTTP, dCTP, dATP (Bioseclec, Sta. Maria México D.F.v Méx.)), 0.5 puM de ambos
iniciadores, 0.3 Unidades de Taq DNA polimerasa (Bioselec, Sta. Maria México D.F. Méx.) y 100
ng de DNA gendmico de cada animal. La desnaturalizacién se realizdé a 94 ?Cipor is.l”ni’l’l,
posteriormente 40 ciclos en los cuales se desnaturalizé a 94 °C por 1 min, seguido pvtinl."’la albincaci‘dm
a 60 °C por 40 seg y una extensién a 72 °C por | min, y una extension final pér 7"n'1i1'1 a72°C. Se
visualizd la presencia de cada uno de los productos amplificados con unz‘l'clécl'rp'foyi;csivs en gel de
agarosa al 1.5 % con Tris-Borato-EDTA buffer (TBE buffer) (Gibco BR}. Lifc ATe'ckhnologies,

Grand island NY USA), teflido con Bromuro de ctidio (Sigma Chcmic}alk(:JO ‘S,t Luis, MO USA).

6.3.3 ANALlSlS DEL POLIMORI‘ISMO DE CONI‘ORMACION MO OCATENARIA.

La ndcntlﬁcacnén, del polm‘ rﬁsmo cn la sccucncna de las b qu co oriman eslc fragmcnlo del

Nrampl se rea 6 ‘por,an hsns del pohmorr smo’ conformaclon monocatcnana Brcvcmcnte I‘u

sunple modlfcncnon e una base en Ia sccucncla de lc conﬁere propledadcs

migratorias dlfercnles, ya quc cl fragmcnlo dcsnalurahmdo d| lnigrafzén un’. medio - no
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desnaturalizante ndquncrc una cstruclum sccundarm quc dcpcndcru de la composicion bases de la
secuencia, por lo cual hacc posible dt.lcrmmnr cambios de secuencia en eI fra5|11c11to 77 A 10 pl

del producto de PCR se le agrego 15 b del buﬂ‘cr de carga (95.% Formamida, 10 mM LD TA pl

8.0, 0.5 % Xilene cianol 0. 5% Allll dc bromofeuol (Slg,ma Chcmlcal CO St Llus, MO USA y

Amresco®, Solon Ind. Pkwy. Solon, OhIO USA) Ias mueslms se dcsnaturahzaron por 5 min a 94
°C, manteniendo los tubos en hiclo hasta cargar el gel. 75 Una vez colocadas las muestras, el gel de
8 X 10 cm (6 % Acrilamida/Bisacrilamida (30 l), no desnulurullzanle) se sometid a elcclroforcms
por 2.5 h a 55 Volts a temperatura nmblculc Concluida la electroforesis, se procedlo a la llncnon
del gel con Plata. El gel se lavo dos veces con la solucién | (Etanol 10 %, Acido acético 0. 5 Y
(Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA y Merck-Méxu:o, S.A. Naucalapan de Judrez, Edo. de
Méx. Méx.)) hasta eliminar los colorantes del buffer de carga. Se tifio con una solucidn al 0.17 % de
Nitrato de plata (solucién 2) (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA) a una temperatura de 95 °C
durante 80 seg. Se realizd un lavado con agua destilada. Se agrego la solucion 3 (Hidréxido de
sodio 3 %, Formaldehido 0.1 % (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA y Merck-México, S.A.
Naucalapan de Juarez, Edo. de Méx. Méx.)), se retiro esta solucién que sirvié para precipitar el
exceso de plata, se agrego mas de esta solucion e incub6 hasta hacer visibles las bandas. Se paro la
reaccion con una solucién acuosa de Acido acético al 5 % (solucién 4) (Merck-México, S.A.

Naucalapan de Judrez, Edo. de Méx. Méx.).” .
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7.0 RESULTADOS:

7.1 CINETICAS DE CRECIMIENTO:

La cinética dc éfc\q‘iniiélito mo;‘ilré que M. bovis BCG alcanzo la fase logaritmica intermedia de
crecimiento a Ioé 7-8 dias de incubacién y M. bovis 9926 a los 13-14 ‘dins (Grafica 1). Se tomo la
decision de ‘prepnrar’ los 'i‘néculos ibaclcrianos en’ la fase logarllmié_n ihlcrmediu alcanzada en los
periodos de crecimiento ya referidos para cada una de las cepas, con cl oﬁjclo de tener ambos
indeulos en similares condiciones de crecimiento, sin emburgo; la cantidad de bacterias cslillx;adaé

por UFC, obicnidné por mL de cultivo fue menor para M, bovis 9926.

7.2 ENSAYOS BACTERIélDAS:

7.2.1 lDENT[FICAClON Dh AN!MALES NATURALMENTF RESISTENTES o

SUSCEPTIBLFS A PARASITOS lNTRACELULARES'

El ochuvo lmcnal de esle lmbn_]o fue logmr la |dent|fcn<:|6n dc anim les resistentes'o susceptlblcs a

representa un §7.4 % de suscepubles y un 12 6 % de ammalcs resmtenles a parnsnos mtrncclulnrcs

bacterianos.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN 2




O l‘N M ACROI'AGOQ

7.2.2 CRl'ClMII‘N'lO INTR/\CIl LULAR DE IOI Imvl\ l’A'l O(‘I'

DE BOVINOS Rl' SlSTlLNTES (0] SUSCI' I’TIBLI‘S A l’ARA?lTOS lNTRACl' LULARI'

Una vez clasificados: los anlmulcs fcnotlpicamcnlc"dc acuerdo al ccmporlamlcnlo con’ M. -bovis

BCG y mcnsumdo cl crccumenlo mlracelular dc M bn is 99”6 a |dS 24 h l’l Sc rc.lluo cI anulms

estadistico del crecimiento perm do por I qcréfnbos de nmmalcs rcmstcnlcs y sueccpubl«.s a

pardsitos mlmcclularcs con la prueba no paramv.lrlca dc Mdnn Whllney yuna su,mﬁcancm de 0.05.
Los resultados muestran que hubo unn dnl'crcncm esmd:sucamcnle su,mfcauvn en ¢l crecimienlo
intracelular de AL bovis 9926 cn macrol‘n;,os dc ammalcs resnslcnlcs y susccpublcs (p< 0. 05) Los

macrofagos de los anmmlcs resxslcntes demoslrnron tener una mayor eﬁclencm cn su dCllVlddd

bactericida contra AL bow.s patégeno en comparacnén con los macrofngos de nnlmales susccpubles
(Grafica 3). Los mismos 3 animalcs quc fueron capaces de cqntrolar el crecumenlo intracelular de
M. bovis BCG el; un pbrcenlaje igual o menor al punto de corté para'clasiﬁéérios.cdmd:rcsfslenytcs a
parasitos intracelulares bacterianos mantuvieron esta misma capacidad contra M"bo€is‘,§926. Estos
resultados sugieren que la actividad de los macrofagos contra A, bovis BCG se coﬁsgrvq aun contra
M. bovis patégeno, pero no al mismo nivel. La cepa patdgena de M, bai'is 9‘9"6Vfuc capaz de
sobrevivir en un- porcentaje mayor en los macrofagos de animales resistentes. y susccptlblcs <

0.05) como resulludo de la participacién de la virulencia de la bacteria (Grrg/'ca 4) La observactén

microscopica de los macréfagos infectados con M. bovis 9926 (Flgum 4B)Lmostrp una mayor
retraccién o redondeamiento de las células (4 h PI) y en algunos casos extremos ‘cvl‘ desbfendimicnlo
de células a las 24 h P1, esto en contraste con los macréfagos infectados con A bovis BCG en donde

no sc observo (Figura 4-).
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7.3 AMI’LIFICACIO

evaluados, - ez DNA "prcviamentc caracterizadas, amablemente

st
ns'A ‘& M University, con las condicioncs antes

descritas para la PCR (l'lgura 5) Es' unponanle ﬁcﬂnlar que cl produclo umpllﬁcado de uno de los

24 animales (I‘:gum 5, Cnrrll B). se observa una banda de mayor mlcnsndad aun a pesar de utilizar
la misma canlldad de DNA genomlc_o como moldc. Se realizd el SSCP dc cndu uno de los productos
amplificados por PCR de at‘;ﬁérdo a las condiciones antes descritas para la clectroforesis y tincion
del gel. Solo en uno de los 24 productos de PCR correspondientes a los animales evaluados se
encontré un patrén de migracion diferente a los 23 restantes (Figura 6). Al compararlos con un par
de productos ampliﬁcados por PCR de muestras de DNA previamente genotipificadas y asociados a
resistencia o susceptibilidad a B abortus, sc encontréd que 23 de los fragmentos correspondian al
alclo resistente (GTy;) y solo 1 al susc.cplible (GTa, 15 ¥ 16). Este ltimo es el mismo producto que

sc observo con mayor intensidad en la electroforesis en gel de agarosa.

nconlré que no hay
evidencia CSlddlSllCn para eslnblccer quc un: comporlamlemo o permisnvo delfcrccumemo

intracelular de M. baw.s palégeno en Ios macrofubos de bovmos rcs:slenles a parasuos mlrncelularcs
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bacterianos sea dependiente o este asociado a la longitud GTyx. del microsatélite, asociado al

fenotipo resistente a B. abortus (p < 0.05) (Cuadro 1).
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Curva de crecimiento de M. bovis:
0.2501 . .
O M. bovis BCG
0.225-] . ® . M. bovis 9926
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Grafica 1: Cinética de crecimicnto de Af, bovis BCG y AL, bovis 9926. Ambas cepas (ucron crecidas en medio
Middlcbrook 7H9 (BBL® Middiebrook 719 Broth base, Becton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, MD
USA) con enriquecimiento OADC y 0.5 g/L. de Tween 80 (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA), incubadas a 37 °C
con agitacion (100 r.p.m.). Se determino la absorbancia (650 nm) cuda 24 h durante 21 dias. Se graficaron los resultados

de dos repetici la linca de dencia para cada una de lns cepas y cl control (Medio de cultivo).
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Crecimiento Intracelular de M bovis BCG
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Grifica 2: 1 je de crecimi [i lular de M. bovis BCG en macréfagos bovinos a las 24 h Pl De

acucrdo al punto de corte (Linca) de 65 %, solo tres animales muestran un fenotipo resistente (Trisingutos) el resto un

fenotipo susceplible (Circulos).
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Crecimiento intracelular M. bovis 9926
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Griafica 3: Evaluacion del imi i fular diferencial de M. bovis 9926 cn macréfagos de bovinos
(Triangulos) y plibl (C los) a i i fulares bacterinnos. Sc encontré diferencia
ificativa en ¢l imi i tular de M. bavis 9926 entre macréfagos de bovinos resistentes y

susceptibles (p < 0.05).
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Crecimiento Intracelular M. bovis
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Grafica 4: Comparacion del imi intracelular dife ial dc M. bovis BCG y M. bovis 9926 en
macréfagos de bovinos a las 24 h PI. Se encontré diferencia distica del crecimi i tular de M. bovis 9926 tanto
en macréfagos de bovinos resi como ptibles a pardsitos i Tul bacterianos (p < 0.05) con respecto al

mostrado por Af. bovis BCG.
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Figura 4: Macréfagos bovinos infectados con M. bovis (A M. bovis BCG y B M. bovis 9926), posterior al
lavado para rclirar a las bacterias extracclulares. Sc obscrva diferente morfologia inducida por Ja infeccién, un mayor

numero de células redondeadas al ser infe Jas con M, bovis 9926 (Puntas dc flecha cn B).
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A B C D MPM

Figura 5: Elcctroforesis cn gel de agarosa 1.5 % dc los productos amplificados por PCR de la 3°UTR dcl

Nrampl de tres animales (Carril A, B y C), control negativo de la reaccién (Carril D) y de peso

bp DNA Iadder (MPM) (Gibco BRL®, Life Technologies, Inc. Gaitherburs, MD USA).
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Controles: | Muestras:

ﬂ b e e 4

Figura 6: Elcctroloresis ¢n gel de Acrilamida-Bisacrilamida 6 % (30:1) no d de los
de 175 bp d lizados y visualizados con tincién de plata, de cada uno de los 24 animales y dos controles de DNA (S
y R) previ genotipificados. Sc que un solo animal de los 24 posce el patrén de migracién que corresponde

al alelo susceptible mostrado por cf control S (Puntas de flecha).
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Cuadro 1: Distribucié

det

de los macréfagos resistentes y susceptibles contra AL bovis
patégeno en relacion con los polimorfismos de la 3°UTR del Nramp! identificados por SSCP*.

MACROFAGOS POLIMORFISMOS
= GTys GTis, 14,18
NO PERMISIVOS 3 0 3
PERMISIVOS 70 1 71
23 1 24
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8.0 DISCUSION:

La metodologia del ensayo bactericida pcrmilié idcﬁli’ﬁcar en forma‘ fenotipica Iabrcsistcnciu o
Sllsccpllbllldﬂd a parasnlos mlmcelulares bacterlanos. Sln “embargo, csic ensayo esta “sujeto a la
influencia de una serie de varmblcs que af‘ccmn Ios rcsullados. Por un lado se observo que el inoculo
bacteriano almacenado en la-foima dgscrita'pe{dié viqbnhdad, por lo que la cantidad de bacterias
contabilizadas en >Ios cokﬁtroleskdel inoculo de cadé ensayo se réducen paulal'iname‘ntc. Esto generd
diferencias ‘en’ lué 'M‘Ol entre ensayos;’ sin erﬁbnfgo este _bkbblexna se cérrigiéf mediante la
cuhntiﬁcécién continua cada 6 a 8 semanas- del  inoculo baclériano. Durante ¢l ensayo el
proéédimienlo mas 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 extracelulares con un antibidtico al que son susceptibles, sin
embargo, el largo tiempo de incubacién requerido con el antibidtico y su posible ingreso a la célula
hacen poco factible su uso en este ensayo.”””® Dada esta condicién de no discriminar a las bacterias
adheridas de las fagocitadas, las primeras fueron consideradas como bacterias intracglulares en este

ensayo. Otro_punto a considerar fue la necesidad de una estandarizacion suﬁciente de la

repcubllldad entre e lnlraensayos. Una amplia ventaja de este ensayo, al compamrlo con otros

k y en lo pos:blc més econdmica para la identificacién. fenouplca del ganado» Una allemauva es

generar bacterms con genes reporteros como €l de la protei'na verde ﬂuorescenle (GFP del ingles

Green Fluoreccnt Protein) que permitan conmblllzar cn fonna mas rnplda a través de microscopia
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de fluorescencia o citometria de ﬂu_|o |d canuddd dc b.lclcrlas ﬁgocn.ldas. a si como. el numero de
las mismas que permitan los m.lcréf‘ngos su crecumcnlo a las 24 h Pl R Um vem:un adlcmnal es la

menor manipulacién de bacterias vivas, pumlo quc. en nmbns mclodolo;,lns se pucde utilizar células

¥ bacterias ya fijadas, lmphcando un nulo rlcsgo de mfccmén dumnlc In lcclurn dul ensnyo Uno dc_

los posibles inconvenientes es el rcqucrumcnto dc ulm mayor cnnudad dc celulas pnrn este ensnyo,

mas grandes de bovinos con ¢l fin de identificar en manera’fenoti

intracelulares bacterianos.

seleccién inlcncio;nada parix la resnslcnéna a intracelulares en donde es'posible encontrar un 20 % de -

animales resistentes.’’

La subcepa dc M. bovis BCG uuhuda en’ cste. lraba_]o es una armblc que. pucde expllcar la no

coincidencia de lo obtenido con lo prevmmcnle rcporlndo po Qurcsln et. al® M. bovis BCG en sus
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diferentes subcepas cs capaz de mos(rar comportmmcnlo V(lrl'lblt. que tienen como on;,cn la purd:dn

en algunas de ellas de rebloncs de DNA Ecnonuco B1-82

Otro factor que pucdc haccr varlar Ia proporctén rcsislchlcs-susccpliblcs cs la presencia o ausencia

de la u\lcrmcdad en cl hato, f'u:lor quc no ha 5|do cvaluado y que pucdc L\])lICHI‘ una proporcion

menor de n,snslcmcs cn’un hato llbre de tubcrculosns y brucclosna bovma. Ya quc, la presencia del

agente patdgeno en una ppblacnérl mducc una presnén dc selcccnpn quc gencra Ia permanencia de los
individuos mejor capacitados para fcsislir‘la inl‘ecciéﬁ." ‘ ‘

Los porcentajes de crecimiento -intracelular. de M. bovis 9926 a las 24 h Pl en-los animales
resistentes y susceptibles a parisitos intracclulares fueron diferentes en’ forma ‘estadisticamente
significativa (p < 0.05). Los macréfagos obtenidos de animales considerados como resistentes
permitieron la sobrevivencia y crecimiento intracelular de '/VI. bovis patégeno en un porcentaje
menor que los susceptibles. La actividad bactericida de los macréfagos de los animales resistentes
se conserva aun contra la bacteria patdgena (Grafica 3). Sin embargo, al comparar los porcentajes
de crecimiento inlr?icclular de M. bovis BCG'y M. bovis 9926 se deﬁoln que la cepa patdgena ticne

mayor capacidad. de sobrevivir a-los’ mecanismos bactericidas de los macréfagos, capacidad

previamente observada bor A,IAd_\vel' et. xal énhméréfngcs defi?adqs' de pulmén (Gryaﬁca‘l).v Aunaﬁo

a csto en la: observacién: microscépica’ de_las: células” infectadas se enconird mayor niimero de

bacterianos.®® Dc sumo |nlerés serd establccer sila condlcxon de resnstcncxa a M. bovis patdégeno es
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un {endmeno que se conscrvé ante diversos aislados de M, bovis pmégcno,rdc sér asi, se estard en
condiciones para sugerir la sclcécién de animulc; con mayor capacidad para resistir la infeccion por
M. bovis. S ' »

Por otra lado, dc cada uno de 'loé 24 animales en los que se evalud el crccimicnlo ihlravchuAlnrvdc M
bovis 9926, sc ampllf‘co por I’CR un fragmento de-175 bp de la 3° U] R del N/umpl Ln
clectroforesis en bcl de agarosa de cada uno de los productos de PCR mostré que correspondian cn
peso al tamaiio esperado.”’ De los 24 fragmentos amplificados se logro idenliﬁcnr un solo producto
con un patron de ‘migmcién diferente a los 23 restantes en el SSCP. Al comparar los patrones de
migracion con el de dos productos amplificados con DNA previamente genotipificado, se observo
que los productos de 23 animales correspondian al alelo resistente asociado a resistencia a 8.
abortus 'y el Unico animal con patrén de migracién diferente pose un alelo resistente y otro
susceptible, es decir, es un heterocigoto (Figura 6). El producto amplificado con DNA de este
ultimo animal fue el que a la clectroforesis en gel de agarosa se observo con mayor inl.cnsidad
(Figura 5). Y los resultados de la secuenciacion de este producto junto con otro tres méas ‘corroboro

lo observado en el SSCP, donde las secuencias dc estos tres Gltimos productos ticnen 713

repeticiones del microsatélite GT, no asi el heterocigoto, el cual tiene un alelo con 14 ré[iclicioncs_‘

(Ancxo 5). El andlisis del polimorfismo de conformacién monocmenana con Ias modll‘cauoncs

ollmorfsmo dc la

icaen la identificacion

macréfagos
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entrever el poco o rcducldo efecta del Nrumpl durante la infeccion por mlcroorgamsmos mu.mbros

del complejo |ubcrculcsns o la nula asociacién en especifico de esta drea det Nmmpl bovmo al

efecto sobre el I‘cnolipo en ¢sta poblacién de animales, como lo ya prévimhcnlc d scutido por Abe

et. al con basc en Ios resulmdos encontrados en humanos. En Ios que varios marcad s gcniéticos

poseen asocmcton dl mismo componamlcnlo fenotipico ante la’ mfcccn n’ por Ivl Iul)erculaxn en

Il\leldllOS de poblaclones de regiones geogrificas difercntes.*® 7

En la tuberculosis como en otras enfermedades infecciosas, ¢l ingreso, establecimicnto y progresion

de la infeccion ocurre bajo un complejo mecanismo de inlernccioﬁés ’éh»lrbe : e‘l< héspcdéro y la’
bacteria. El hospedero despliega una serie de mecanismos de defensa que cplnbdlﬁn para impedir el
ingreso o eliminacién del agente patdgeno ya establecido.®® La bacteria por su parte haré uso de sus
factores de virulencia para evadir o contrarrestar las barrcras impuestas por‘cl ‘ho’spc(‘lerq;’ahws de
alcanzar su nicho ccolégico. Estos mecanismos de defensa al’ actuar con mayo e'ﬁ’z’:ié‘ncia anﬂe la

infeccion hacen al individuo que los posce resistente a la enfcrmedad. Por ser:un éonjumo de

mecanismos, ¢s logico pensar que estan controlados a nivel gcnellco por mas de un locu El uso de

nuevas tecnologias como la asociacién de los loci de efecto cuantlla ivo: (QTLs del ingles

Quantitative Trait Loci) al comportamicnto de una poblacxén nnle una cnfermedad pueden proveer

de nuevos locus con mayor efecto en la resistencia natural a'la infeccio’h.z"' 8.
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9.0 CONCLUSIONES:

Se logro ldulllﬁc.lr 3 nmnmlcs con. fenotipo resistentes a pnrzisuos mlmceluldrcs bacterianos
mediante ¢l ensayo baclcr:cnda con AI bows BCG subcepa Dancsa.

Al evaluar el compor(mmenlo de los macréfagos de los ammalcs resnstcnlcs y suscepublcs a
parisitos intracclulares bacterianos contra una cepa patégena dc M bows, ‘sc dcmoslré que los

dnd el cru:umenlo mlrnco.lular de

macrofagos de animales resistentes controlan con mnyor efecu

M. bovis (p < 0.05), pero no al mismo nivel mostrado contra M baws BCG

El analisis del polimorfismo de conformacién monocntenarla de In 3° UTR dcl Nramp] mostré quc
23 de los 24 animales posecn ¢! mismo alelo, que nl compararlos con- los conlrolcs dc DNA

genotipificados, corresponden al alelo resistente y el nmmal reslunte moslro Benoupc heleroctgolo.

No se¢ logro establecer una relacion entre el pollmorl'smo dc Ia 3! UTR dcl Nlampl prevnameme

asociado a resistencia natural a B. aportus, a la mayor capacndud bacterlcxda dc los macréfagos de

animales resistentes a parasitos intracelulares.

Is posible la capacidad bactericida dc los macréfagos contra M. bows patégeno‘ tenga nsocmmon;

con otra region de! Nrampl en csta poblacnon de bovnnos.
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10.0 PERSPECTIVAS:

Con los resultados ;ablcnidos en el presente trabajo en donde no se logra ‘cvidcxxciﬂr una asociacion
del fenotipo observado en los macréfagos bovinos con el polimorfismo de Ia 3*UTR del Nramp! sc
generan cuestionamientos sobre la posible causa de este comportamiento con relacién a dicho gen.
Un .evcmo probable e¢s que en los macréfagos de animales resistentes la éxpfcsién del Nrampl sea
mayor que en los susceptibles; cnvcstc sentido se ha planteado medir I expresion de dicho gen a
nivel de RNAm por medio de ensayos de proteccion a ribonucleasa (RPA del ingles Ribonuclease
Protection Assay).

Por otro lado es importante seiialar, que al lograr establecer dos grupos de animales en los que la
actividad microbicida de sus macréfagos los clasifico con;o resistentes y susceptibles a parisitos
intracelulares bacterianos, se proporciona material de experimentacién para la evaluacidon de otros
posibles genes y/o mecanismos que generen esta diferencia en ¢l comportamiento ante la infeccion

intracelular por M. bovis patégeno.
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12.0 ANEXOS:

ANEXQ I:
PREPARACION DE LA SUSPENSION DE PE RCOLL‘“’ DE TRABAJO:

PPara la recuperacion (k. Ios monocitos por centrifugacion lﬁoplgmca sC rcqulcrc quc la suspension a
preparar de Percoll posea una gravedad especifica similar a la de las ccl’ulas a separar.®®%°

En este caso la gravedad especifica (SG) de la suspensic"ah de l’e‘rvc‘oll que se utilizo fuc de 1.0770.
Para alcanzar esta gravedad especifica se hizo nﬁccsario adiéionar al ‘fPeri:oIl stock™ una 'scric de

soluciones cn voliimenes variables de acucrdo a la gravedad especifica que posea cada uno de cllos

y la del *Percoll stock™.

Percoll stock (Percoll):
10 volamenes de Pcreoll (l’ercoll Mr Amersham Blosmcnccs AB Uppsala chden)
1 volumen de NaCl 1.5 M, Nall;PO, 100 mM (SIEmn Chcmlcal CO, St Luis, MO USA)

Se midié su indice de rcfraccnon (RI), el cml pucdo ser de: RI =1.3530a 1 3531

Para calcular la SG del l’crcoll se uuluo csta formuld SG- Percoll = (RI -1 1814)/ 0.1523

Albtimina scricﬁ bovina 5% (BSA): i
5 g de albamina serica bovina (Sigmn Chcmicnl CO, St Luis, MO USA’)"
cbp 100 mL de H,0 destilada, se esterilizd por ﬁllragién. . '
Se midio su indice de refraccion (R1), el cual fuc de: Rl = 1;3;1 15

Se calculé la SG de la BSA, con esta formula; SG-BSA = (Rl - 0. 63727)/ 0.69336

Citrato de sodio 130 mM (Citrato):
19.11 g Citrato trisodico (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA)

cbp 500 mL de H,O destilada, se filtro para esterilizar.
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Su indice de refraceion (R1) fue medido, el cual fue de: R1'= 1,3388

Para calcular la SG del Citrato, se utilizé esta formula: SG-Citrato = (R1 -~ 1.0918)/ 0.24129

Solucion balanceada de fosfatos (PBS):
87.7 g de NaCl (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA)
13.0 g de Na,HPO, (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA)
1.5 g de NaH.PO, (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA)
¢bp 1000 mL de H,O destilada, sc ajusto pl a 7.4 y fue esterilizado por filtracion
Se midio su indice de refraccion (RI), el cual fue de: RI = 1.3349

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

Para calcular los voliimenes de cada una de las anteriores: soluciones.que, se ‘adicionaron para
preparar 30 mL de la-suspensién de Percoll de trabajo, se hizo necesario resolver. la siguiente

ecuacion:

X(a) + 0.1(b) + 0.1(c) + (0.8-X)(d) = 1077-1 . donde:
*a=SG-PBS- 1 '

b =SG-BSA - |

¢ = SG-Citrato - |

d = SG-Percoll - |

Se encontré el valor de X.

Se resolvicron cada una de las siguientes ccuaciones para determinar los volimenes de:

Volumen PBS (mlL) = (X)(30 mL) ‘
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Volumen BSA (mlL) =0,1(30 mL)
Volumen Citrato (nL) = 0,1(30 mL)

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

Todas las mediciones de indice de refraccion y el cilculo de los voliimenes de las soluciones a

agregar para preparar la suspension de Percoll de trabajo se realizaron el mismo dia que sc

utilizaron.
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ANEXO 2:

A‘:A:Prqg'arag:i:én de suspensién de trabajo de Percoll.

Elementos: SG: Volumén
Albumina 1.014956

Citrato 1.020349 3
PBS 1.003771 5.840017
Percoll 1.120158 18.159983

2 3

X={| 0.19466724 4

T

_ i*Solo introducir valores de RI (Indice de refraccidn) en los cuadros
‘indicados  [ESERSENSE]  para Albumina, Citrato, PBS, Percol!
_y el volumén final requerido de la suspensién de trabajo de Percoll.
**No cambiar los dates en los otros cuadros. ;

i

Donde:

1.- Celdas donde se colocan los valores de las lecturas de indice de refraccién (R1) de cada una de

las soluciones.

trabajo a preparar. . -

4.- Celda donde se coloca el val'o‘ de ydlun :preparar ( L) Valor 'vla'gravcdéd especifica

descada para la solucién de trabajo y.val | X,jmil_izadn para calcular los volimenes

de las soluciones a mezclar. para la'solucién de trabajo devPercolIw.
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ANEXO 3:

Vaca

|
Cepa | BCG

Fact Diluc
Pt
P2

P3
Promeédio
Des Cst

Cepa | 9926 |

Tiempo 0
UFC cont

Fact Dituc

P1 156
P2 2 ; 149
P3 165

Promédio
Des Est
Cepa [Fagoc Cie_Intra [Cre Exi Bac _Cel
BCG| 63 08151] 77 15356] 193.3071}% 534 5 .
9926] 32 £6944] 172 9211 200 2128] % 3 126667 . 4
BCG '
T0 T Crecimieno de M, bavis

[N Cre.Eat

U‘UUUUC' 9150000
5 100000
0

9926
TO ™
100000 200000 -
150000 -
() =]

S s0000 100000

om0 50000

0 o

1
Control T1
I 6
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Donde:
1.- Identificacién de bovino y cepa de M. bovis.

2.- Datos de conteo de las UFC de’ ln dilucién puru el control de inoculo, de las tres seric de

diluciones del tiempo cero y del com del llcmpo cero.

lrcs serie de d|luc10nes del tiempo uno y del comrol dcl

3.- Datos de conteo de-las UFC de I

tiempo uno.

4.- Los valores de Ius UFC c nlndns pnra ambas cepas de M, bov:s

5.- Valores de porcentaJe e fagocxtosxs, crec:mlcnto mtrncclulnr n las 24 h Pl ‘crecimicnto
extracelular a las 24 h y numero de bacterias fngocnadns por célula calculados en forma automitica
por la hoja de célculo pam ambas cepas.,

6.- Graficas de porcema_]c de fagocitosis y crecnmlen(o mtracelular a las 24 h PI con sus rcspecnvos

controles de crecimiento extracelular en ambus cepas. .

7.- Grafica de comparacién entre el crecimiento intracelular y extracelular de amabas cepas a las 24

h PL
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ANEXO 4:

Sccuencia del Nrampl bovino.

LOCUS SLC11Al

DEFINITION Bos taurus solute carrier family 11 (proton-coupled divalent
metal ion transporters), member 1 (SLC11Al}).

Gene Bank, accession Q27981

BASE COUNT 453 a 673 ¢ 626 g 524 t

ORIGIN
gecttgeccatg cccgtgaggg gctgcecgge acgccagcca ctcgcacaga gagtgccecga
gcctgeggtc ctcatgtcag gtgacacggg ccccccaaag cagggaggga ccagatatgg
ctccatctcc agcccaccca gtccagagcecc acagcaagca cctcccggayg ggacctacct
aagtgagaag atccccattc cggatacaga atcgggtaca ttcagcctga ggaagctgtg
ggccttcacg gggccoctggat tcctcatgag catcgcattc ctggacccag gaaacattga
gtcggatctt caggctgggg ctgtggctgg attcaaactg ctoctgggtge tgeoctgtgggce
cacagtgttg ggcttgcttt gccagcgact ggctgccegqg <€lLgggcgtgg tgacaggcaa
ggacttgggc gaggtctgcc atctctacta ccctaaggtg ccccgcatte tcctetggcet
gaccatcgag ctagccatcg tgggcoctcaga catgcaggaa gtcattggca cagectattge
attcagtctg ctctccgecg gacgaatccc actcoctggggt ggtgtcocctca tcaccgtcgt
ggacactttc ttcttcctct tcctcgataa ctacgggtt cggaagctgg aagcctettet
tggatttctt attaccataa tggccttgac cttcggcta gagtacgtgg tggctcagcc
tgctcaggga gcattgettc agggcctgtt cctgcocccote tgcccaggct gtggccagec
cgagctgctg caagccgtgg grcatcattgg cgccatcat atgccccaca acatctacct
gcattcctcc ctggtcaagt ctcgagaggt agaccggtc cggcgggegg acatccgaga
ggccaacatg tacttcctga ttgaagccac catcgcecot tctgtctect tcctcatcaa
cctgtttgtc atggotgtct ttgggcaagec cttctacaa caaaccaacc aggctgegtt
caacatctgt gccgacagca gccteécacga ctacgcgee atctttccca ggaacaacct
gaccgtggca gtggacattt accaaggagg cgtgatcct g9ggctgcectct ttggtccece
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ageccectgtac atctgggcce tgggtctcct ggcrtgetgg cagagctcca ccatgaccgg
cacctacgcg ggacagttt tgatggaggg cttcctgaa ctgcggtggt cacgcttecgc
ccgagtcctyg ctcactcgc cctgcgccat cctgcecac gtgctcctgg ctgtcttcag
ggacttgcgg gacctgtca gcctcaacga ¢ctgctcaa gtgctgcraga gcctgeoctgcet
tcccttegect gtgetgece tcctcacett caccagcat cccgccctga tgcaggagtt
tgccaatgge ctggtgage aagttatcac ttcctccat atggtgctgg tctgcgccgt
caacctttac ttcgtgatca gctacttgec cagcctecce caccctgccl acttcagcct
tgtagcactg ctggccgecag cctacctggg catcaccac tacectggtct ggacctgtct
catcacccag ggagccactc ttctggeccca cagttccca caacgcttcc tgtatgggcect
tcctgaagay gatcaggaga aggggaggac ctcgggatga goctcccacca gggcocctggce
acgggtggaa tgagtgggca cagtggcctg tcagacaagg gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt
gtgtatgtgt gtgaa ca caagacagac a gagttct ggaagctggc caacgtgagt
tccagaggga cctgtgtgtg tgtgacacac tggcctgcca gacadggatg tgtgtgtgtyg
tgtgtgtgtg tgtgcatgca cagcaagacg gagagggagt tctggaagge _agccaacgtg
agttccatag ggacctgcta tttcctaget cagatctcag tgttcttgac tataaaatgg
ggacacctac cttggagtgg ttgtaaataa gacacttgaa cgcagagecct agcacttcag
atttaaadaaac aaaagaatca taattcCcaaa agttactgag cactatcaca ggagtgacct
gacagaccca cccagtctag ggtgggacce aggctccaaa ctgatttaaa ataagagtcect
gaaaatgcta aataaatgct gttgtgctta gtccccgaat ccatatgact agtaga
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Nol
Bovino 75
Fenotipo R
AleloR

ttet ggaagctgge caacgtgagt
tccagaggga cctgtgtgtg tgtgacacac tggcctgeca gacaagggtg tgtgtqtgtg
tgtgtgtgtg tgtgcatgeca cagraagacg gagagggagt tctggaagge ageccaacgrg
gttccata

No2
Bovino 98
Fenotipo R
AleloR

ttct ggaagctgge caacgtgagt
kccagaggga cctgtgtgtg tgtgacacac tggcctgcca gaceagggtg tgotgtgtgtyg

ftotgtgtgtq tgtgcatgca cagcaagacg gagagggagt tctggaagge agcecaacgtg

lgtteccata

No3
Bovino 189
Fenotipo S
AleloR

ttet ggaagectgge caacgigagt
[tccagaggga cctgtgtgtg tgtgacacac tggcctgrocca gacaagggtg tgtgtgtgtg
tgtgtgtgtg tgtgcatgca cagcaagecyg gagagggagt tctggaagge agccaacgtg
lhgttccata

No4
Bovino 52
Fenotipo S
Alelo S

ttct ggaagctgge caacgrgagt
tccagaggga cctgtgtgtg tgtgacacac tggcctgcca gacaagggtg tgtotgrgtyg

tgtgtgtgtg tgtgNNtgea cagcaagacg gagagggagt tctggaagge agccaacgtg
lagttccata
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