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RESUMEN

Martinez Martinez Olga Lidia. Elaboracion de una sonda a partir de un fragmento
del gen omp2 de Brucella melitensis. Bajo la direccion de la Dra. Beatriz Arellano
Reynoso y asesorada por los Drs. Efrén Diaz Aparicio y Victor R. Tenorio

Gutiérrez.

Los objetivds del presénte estudio fueron elaborar una sonda de DNA a partir de
un fragmento del gen omp2 de Brucella melitensis y evaluarla como marcador del
polimorfismo genético en el DNA de B. melitensis, con el fin de establecer la
diferencia con las demas especies de Brucella. Se utiliz6 la cepa de referencia de
B. melitensis 16M para la obtencion de la sonda por la técnica de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Se analizaron por medio de la técnica del
Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP), 11 cepas de
Brucella spp 'y 9 géneros bacterianos relacionadas filogenéticamente y que
cruzan antigénicamente con Brucella. Se determind la sensibilidad de la sonda y
se evaluaron muestras de tejidos infectados con B. melitensis. El DNA fue digerido
con las enzimas de restriccion BamH |, EcoR V, EcoR | y Pst |. Se logré obtener
una sonda de 940 pb que reconoce el sitio de amplificacion del gen omp2 de B.
melitensis. Las diferencias mas importantes en el patron de reconocimiento se
observaron con la enzima Pst |. B. melitensis puede diferenciarse de las demas
especies de Brucella y todas las especies de brucelas reconocen la secuencia de
940 pb. Unicamente B. ovis se diferencia cuando es digerida por las enzimas Pst |,
EcoR 1, EcoR V. La secuencia de 940 pb no presenté reconocimiento de los otros
géneros bacterianos. El analisis de restriccion de la sonda mostré una baja
sensibilidad de la prueba. En el andlisis del RFLP de los tejidos de cabras

infectadas, no se logré la deteccién de B. melitensis.

Palabras Claves: Brucella melitensis, omp2, PCR, RFLP.



ABSTRACT

Martinez Martinez Olga Lidia. Elaboration of a probe from Brucella melitensis
omp2 gene. Thesis supervisor: Beatriz Arellano Reynoso. Scientific direction: Efrén

Diaz Aparicio and Victor R. Tenorio Gutiérrez.

The objective of the present study was to develop and evaluate a DNA probe from .
the B.. me/iten_sié omp2 gené as a marker of genetic p_olymorphi‘sm. in B. fnélitensis,- |
in order to differentiate B. melitensis from other Brucella species. The reference
strain B. melitensis 16M was used to obtain the probe by the Polimerase Chain
Reaction (PCR). 11 strains of Brucella species were examined by Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis, as well as 9 other bacteria
phylogenetically and serologically related with Brucella. Sensitibity of the probe
was assayed with serial dilutions of bacterial DNA and evaluated in B. melitensis
infected tissue samples. Important differences were obtained when DNA was
digested with Pst |, as B. melitensis could be differentiated from other Brucella
species. Only B. ovis could be differentiate from other Brucella species when
digested with Pst |, EcoR | and EcoR V. The probe did not hybridized with bacteria
other than Brucella. The restriction analysis of the probe showed a low sensitibity
as it detected minimum of 2.8 X 10° cfu/ml. The RFLP analysis did not detect B.
melitensis DNA from infected goat tissues. We conclude that RFLP analysis in
combination with the enzyme Pst | and the omp2 probe is a useful tool in Brucella
strain characterization, but it is not good enough to use it as a diagnostic tool on

tissue samples.

Key words: Brucella melitensis, omp2, PCR, RFLP.



1.- INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

La brucelosis es una enfermedad de gran importancia en el mundo,
espemalmente en palses en vias de desarrollo donde es una de las prlnC|paIes
.monosns que. cada vez adqmere mayor relevancia en la salud. publlca El agente
etiologico fue descubierta en 1887 por David Bruce, sin embargo, tuvieron que
transcurrir casi 20 afios para que Zammit determinara que las cabras eran la
fuente de infeccion para el humano y que ésta se lleva a cabo a través del

consumo de productos lacteos "% 2.

En México, en 1905 Valenzuela sospechaba de la presencia del Micrococus
melitensis, primer nombre que se le dio en humanos. Reséndiz en 1912, relaciono
la importacion de cabras de Murcia, Espafia en 1910, con la aparicion de una
enfermedad extrafia, caracterizada por fiebre recurrente 2.3 Los primeros informes
de la infeccién en humanos aparecieron a finales de los afos treinta y el primer
aislamiento del agente lo realizd Placeres en 1921 en el estado de Puebla con

estudios bacteriolégicos y seroldgicos 2

La brucelosis es causa de grandes pérdidas en la ganaderia y es
reconocida como una de las zoonosis bacterianas mas importantes. Tiene una
alta morbilidad en los animales, donde provoca abortos, mortandad de crias,
disminuciéon de la produccion de leche e infertilidad. Principalmente afecta los
animales domésticos y es capaz de transmitirse al humano, quien juega un papel

minimo en su propagacion * > °.

Brucella melitensis, que comUnmente afecta a cabras, es la mas invasiva y

el agente responsable de la mayoria de los casos de brucelosis en humanos " °.



El ganado caprino es un importante transmisor de esta enfermedad, la cual
muchas veces pasa desapercibida en estos animales. A pesar de esto, en las
campanas contra la brucelosis, la atencién que se le da a este ganado es mucho
menor en relaciéon al ganado bovino 1.2.7 B abortus se ha relacionado hasta ahora
con infecciones leves en humanos pero con un alto porcentaje de casos en
bovinos " ®. Comunmente, las infecciones por B. abortus y B. suis suelen afectar
preferentemente a grupos con ocupacion similares tal es el caso de veterinarios y
- ordenadores, rhientras-que la infeccion por B. melitensis se- presentan con mas
frecuencia en la poblacidn en general. México, Perd y Argentina son de los paises
que presentan tasas mas elevadas de brucelosis por B. melitensis en caprinos .
En México, el Instituto Nacional de Referencia Epidemiolégica (INDRE), reporta
que de casos en humanos, el 90% son ocasionados por B. melitensis, los cuales
son frecuentemente asociados al consumo de productos lacteos de origen caprino.
De igual manera, el Hospital General de México, en un estudio epidemiologico que
se realizd de 1994 a 1995, se determiné que los pacientes seropositivos a
brucelosis manifestaron en una encuesta el consumo de leche o sus derivados y
los pacientes con manifestaciones clinicas de la enfermedad refirieron el consumo

de leche de origen caprino sin pasteurizar o hervir * .

La brucelosis animal es una enfermedad que se ha asociado a varias
especies domésticas, sin embargo, las cepas de Brucella han sido aisladas de
gran variedad de especies silvestres como son vison, alce, cerdos salvajes, jabali,
zorros, liebres, bufalo africano y renos " Diversos investigadores han informado
de la presencia de anticuerpos contra brucela en focas, delfines y lobos marinos 12
® v a la bacteria aislada se le dio el nombre de Brucella maris, la cual presenta

diferencias biolégicas y genéticas a la seis especies clasicas de brucela '+ 1,



1.2 Epidemiologia de la brucelosis

Al ser la brucelosis una zoonosis, la fuente de infeccion la constituyen los
animales domésticos, que en su mayoria son aquellas especies productoras de
alimento’. El riesgo a enfermarse y la severidad del padecimiento estan
determinados por el tipo de brucela al cual el individuo se expone, sin dejar de
considerar el estado nutricional e inmune del individuo, las vias de infeccion y la

cantidad del inoculo °.

La infeccion por B. abortus, es el tipo mas extendido en el mundo y
probablemente en México ha sido una fuente importante de brucelosis humana en
muchos lugares, debido a la gran concentracion de ganado bovino que existe y a
la costumbre de consumir leche cruda sin hervir o pasteurizar ¢ Es probable que
muchos de estos casos sean atribuidos a B. melitensis, sin embargo, una
proporcién ailta de estas infecciones son leves o cursan en forma asintomatica. En

general es menos patdgena para el hombre que B. melitensis o B. suis 13,6,

Brucella melitensis es la especie que mas se reporta como causa de
enfermedad, ya que se aisla con mas frecuencia en humanos 9.10.17- ademas es el
tipo de brucela asociada a €asos SEVeros. La bacteria afecta principalmente a
cabras y borregos, y a otras especies. .8 | a presencia de B. melitensis en
bovinos es un problema potencialmente grave por el gran volumen de leche
infectada que se puede producir por animal y por la contaminacion que se vierte
Al medio ambiente con un solo aborto (10'° bacterias/ml) . En el territorio nacional
la biovariedad 1 es la mas frecuente, con un 74%, aungue en algunos casos se ha
aislado el biovar 3 en 1% y el 2 con 6%. La diferencia con B. abortus es

demasiado amplia ya que los biovares 1, 4y 5 de ésta, se han aislado en

porcentajes bajos, al igual el biovar 1 de B. suis .

L



También los perros juegan un papel importante en la epizootiologia de la
enfermedad. En México, se conoce la existencia de B. canis de los biovares 1,4, 5
y 6 siendo el mas frecuente el biovar 1y el mas virulento para el hombre el biovar
4. B. suis se presenta como una infeccidon mas restringida. En forma local, es una
fuente importante de casos en humanos, que pueden ser tan severos como los
producidos por B. melitensis. En México sélo se ha aislado el biovar 1, tanto de

casos humanos como de cerdos'’.
1.3 Caracteristicas del género Brucella spp

Los miembros del género Brucella, se han agrupado en seis especies (B.
melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis y B. neotomae), cuatro de ellas
son de forma lisa (S), mientras que sélo B. canis, y B. ovis se presentan en forma
rugosa (R) 8. 1% E] humano es susceptible a cualquiera de las cuatro primeras
especies. En tanto B. ovis y B. neotomae poseen una baja virulencia que las
restringe sélo a ciertos hospedadores " El aislamiento de Brucella a partir de
algunas especies de mamiferos marinos' '*, ha ampliado la clasificacion de este
género, ya que segun los trabajos realizados, claramente forman un grupo

separado al que han denominado B. maris ** ™ %1817,

Desde el punto de vista genético, el género Brucella es altamente
homogéneo con base en estudios de hibridacion y se considera que es un genero
monoespecifico con variantes de una especie, B. melitensis. Algunos autores
sugieren que las diferentes especies o tipos deberian considerarse como biovares
de B. melitensis; sin embargo, esta clasificacién no ha sido plenamente aceptada,
por lo que para propoésitos epidemiolégicos ha sido importante mantener la
nomenclatura tradicional de las seis especies, ya que por otro lado sigue
existiendo una preferencia marcada por el huésped animal *° ?" > Asi pues, B.
abortus se asocia normalmente a ganado bovino y se subdivide en 7 biovares; B.

melitensis es relacionada mas con cabras y borregos y se subdivide en tres



biovares: B. suis con preferencia para cerdos, se subdivide en cinco biovares; B.
canis infecta a perros y se subdivide en seis biovares; B. ovis causa infeccion
especificamente a borregos y B. neotomae a roedores; en estos dos ultimos no

721 como se ha mencionado B. maris afecta a

han sido reportados biovares
focas y delfines, se ha propuesto una nueva clasificacion de acuerdo al
hospedador preferencial con dos nuevas especies: Brucella pinnipediae 'y Brucella
. cetaceae, que serian compatibles con los criterios. clasicos del hospedador y del

“polimorfismo del locus omp2 " 14118

Brucella melitensis presenta dos cromosomas circulares similares a las
demas especies de brucela, contiene 3,294,935 bp distribuidos en los dos
cromosomas. B. suis biovar 3 tiene un sélo cromosoma y algunas hipétesis
mencionan que esta especie es un ancestro comun de las especies que contienen

dos cromosomas 2> %,

1.4 Caracteristicas microbiologicas del género

Las brucelas son bacilos cortos, Gram negativos, no esporulados, no
presentan capsula ni flagelos. Su caracteristica de ligera acido-alcohol resistente
permite su tincion por el método de Stamp; son inmoviles y suelen presentarse en
los frotis en forma aislada. Son bacterias aerobias catalasa, oxidasa y ureasa
positiva, se desarrollan a 37°C y algunas especies requieren de CO,. La variacion
en el comportamiento entre especie ha llevado a la necesidad de clasificarlas en
biovariedades. Los criterios para la identificacion de las especies y biovariedades
del género Brucella resultan de la combinacion de los resultados de produccién de
H,S, necesidades de CO,, produccién de ureasa, desarrollo en presencia de
colorantes como tionina y fucsina, produccion de catalasa y oxidasa, aglutinacion
con sueros monoespecificos v lisis con diferentes fagos (Tb, Wb, Iz y R/C) *** %,

Son microorganismos intracelulares con la capacidad de invadir tejidos de



animales. Estas bacterias pueden ser aisladas de productos no pasteurizados de

animales infectados y de muestras clinicas " * %> %,

1.5 Biologia del organismo

La virulencia de brucela se debe fundamentalmente a la capacidad para
- sobrevivir y multiplicarse en el interior de las células fagociticas 2"?% % ¥ Esta
| "constituye uno de los principales mecanismos de defensa para las brucelas. Una~
vez que el microorganismo penetra en el organismo, los fagocitos son
estimulados, produciéndose su migracién hacia el foco de infeccion mediante
fenomenos quimiotacticos dependientes de productos microbianos o por
activacion de factores séricos que actian como citocinas. La muerte del
macrofago se produce como consecuencia de una sucesion de fenébmenos para
activar los mecanismos bactericidas oxigeno dependientes y oxigeno

independientes de las células fagociticas *' %% %,

Después de la internalizacion bacteriana, se inicia la fusion del fagosoma
con los lisosomas para formar el complejo fagolisosomas. Los compartimentos
donde se localizan la mayoria de las enzimas bactericidas. Paralelamente, debe
resistir el efecto de potentes intermediarios del oxigeno (peréxido de hidrégeno y
radicales hidroxilos), formados en los fagocitos durante la explosion respiratoria
que acompafa a la fagocitosis para la destruccion de bacterias ingeridas. Sin
embargo, Brucella puede permanecer en el fagosoma intacto y bloquear Ia fusion
posterior con el lisosoma; esto le permite protegerse de la accion de los péptidos
catiénicos y enzimas liticas presentes en los granulos lisosdmicos. Se cree que la
cadena Oy quiza lipidos de ornitina interactian directamente con la membrana del

32, 33, 34, 35, 36, 37

fagosoma impidiendo la fusion La superdxido dismutasa y la

catalasa, enzimas presentes en brucela, se integran en el mecanismo de defensa
que desarrollan algunos microorganismos frente a la toxicidad oxidativa *® > 4% 41,

Esta habilidad de supervivencia de las brucelas les permite establecer la infeccion

G



cronica en el huésped y permanecer como un parasito intracelular facultativo 2" **

29, 30

1.6 Factores de virulencia en Brucella spp.

Se han descrito diversos factores de virulencia para Brucella spp., los
clasicos como el lipopolisacarido (LPS) y las proteinas de membrana externa
- (PME) y otros no tan clasicos como los .de regulacion, metabolismo de los
. azucares, metabolismo’ del DNA/RNA, mecahismos de estrés/chaperbnas,'c’)xido
reduccion, metabolismo del nitrégeno entre otros*®. Pero los factores de virulencia
mas estudiados han sido los componentes de la membrana. Se han descrito dos
componentes de la membrana externa, como factores de virulencia importantes: el
LPS y PME 43,44, 45,46, 47

El LPS es el antigeno inmunodominante de la superficie de las brucelas
lisas (B. melitensis, B. abortus, B. suis y B. neotomae), posee algunas
propiedades que lo diferencian del LPS de las bacterias Gram negativas. El LPS
esta compuesto por un glicolipido (lipido A), una region central o nucleo glicosidico
y una cadena polisacarida o antigeno “O". La cadena “O” contiene los
determinantes antigénicos responsables de la especificidad serologica entre las
especies y serovariedades. Los anticuerpos pueden ser detectados con

suspensiones celulares (fase lisa) o con determinados extractos > %% °".

El caracter liso o rugoso radica en la presencia o ausencia, respectivamente
de la cadena O (polisacarido homopolimero de N-formil-perosamina) del LPS. Es
un componente exclusivo de la membrana externa de las bacterias Gram
negativas. Lo que explica que sea el antigeno inmunodominante de las bacterias
en fase lisa. El lipido A contiene glucosamina y diaminoglucosa, presenta en sus
grupos amino e hidroxilo, sustituciones por acidos grasos de longitud de cadena
variable. El nlcleo esta cualitativamente formado por el acido 2-ceto, 3-

deoxioctulusonico (KDO), manosa, glucosa y quinovosamina, por el cual se une la



cadena O. Las especies rugosas (B. canis y B.ovis) carecen de quinovosamina y
por lo tanto de la cadena O. EILPS es una molécula que contiene los antigenos A
y M clasicos de Wilson y Miles, asi como determinantes que son los responsables
de las reacciones cruzadas con otras bacterias Gram negativas. Algunos estudios
han evidenciado que solo un azucar, la peroxamina, constituye exclusivamente la
cadena O del LPS de B. abortus y Yersinia enterocolitica QO:9, siendo

responsable el antigeno A de ta reaccion cruzada % 4905152

1.7 Proteinas de Membrana Externa (PME)

Las PME de brucela fueron inicialmente identificadas en la década de

1980. La caracterizacion de las proteinas de membrana externa de B. abortus fue

I46 /44

realizada por Douglas et al ™ al igual que Verstreate et al ™, quienes identificaron
tres grupos de proteinas con base en sus pesos moleculares. Sin embargo,

Douglas en 1984 identificé el grupo lI de las PME como el grupo de las porinas 45,
53

Las PME especificas de Brucella son de gran interés, porque las han
relacionado con proteccién y algunas son reconocidas por el sistema inmune
durante la infeccion y sélo se han reportado en Brucella, por lo que serian de gran

utilidad en pruebas diagndsticas o para ser consideradas en las nuevas vacunas
54, 55

Brucella presenta tres grupos principales de PME, cuyo papel como
antigenos son en gran parte desconocidos. Las principales proteinas
citoplasmaticas intervienen en la hipersensibilidad retardada. La membrana
externa de Brucella presenta varias proteinas cuantitativamente mayoritarias en
las condiciones habituales de cultivo. Se han clasificado de acuerdo a su peso y

actividad biologica > * >



Grupo 1. De peso molecular de 88-94 kDa posiblemente relacionadas con

ciertas funciones de la biosintesis de la propia envoltura.

Grupo 2. De peso molecular 36-38 kDa, son equivalentes a las porinas de
otros Gram-negativos, forman en estado nativo agrupaciones triméricas por las
que penetran ciertos solutos. Dos genes, el omp2a y omp2b, codifican estas

porinas, pero solo el segundo parece expresarse in vitro.

Grupo 3. De peso molecular 25-31 kDa, codificadas en los genes omp25 y
omp31. Se han descrito interacciones muy fuertes con el LPS, pero su funcién es
desconocida. Hay que sefalar que B. abortus carece del gen omp31, por lo que

solo expresa Omp25 ¥,

1.8 Lipoproteinas

Existen varias lipoproteinas de bajo peso molecular en la envoltura de
Brucella y se conocen los genes de tres de ellas (omp10, omp16 y omp19).
También se ha descrito una lipoproteina de peso molecular bajo entre 8-9 kDa
unida covalentemente al peptidoglicano. Aparentemente existen proteinas
homdlogas a las Omp10 y Omp19 en Ochrobactrum anthropi y otras bacterias

relacionadas genéticamente a Brucella °* > *°

1.9 Importancia de la Biologia Molecular en el estudio de Brucella

spp.

Brucella esta dentro de un grupo muy homogéneo de bacterias, por su
relacion antigeénica y por estudios de hibridacion DNA-DNA (> 90 % de homologia
para todas las especies). Con base en el analisis de las secuencias de RNA

ribosomal 16S, se ubicé a Brucella en el grupo alfa, subgrupo 2 de las

0



Proteobacterias; dentro de la familia Rhizobiaceae '® '* - 57 Algunos meétodos
han sido utilizados para una identificacion mas precisa de las especies de brucela
con fines taxondmicos, principalmente pruebas de hibridacion de DNA tipo
Southern blot y de amplificacién mediante Ia reaccion en cadena de |a polimerasa
(PCR) de varios genes de brucela y posterior estudio del producto amplificado con

enzimas de restriccion 2" %4,

.. ./Ademas; se han clonado los genes que codifican proteinas de la envoltura

*°, estos incluyen proteinas periplasmicas y proteinas de membrana 5

/62

de Brucella

%981 Halling et a

, utilizaron los métodos de delecion de genes y reemplazos
que demuestran que la proteina periplasmica BCSP (31 kDa), no estaba
involucrada en la invasion y el aumento de la replicaciéon de B. abortus %2 Ficht et
al >, reportaron la clonacion de una region que codifica las porinas del grupo 2 de
B. abortus (locus omp2) *°. Estos autores demostraron también que este locus
ompz, contiene dos genes estrechamente relacionados, omp2a y omp2b, los
cuales estan presentes en los genomas de todas las especies de Brucella % .
Sin embargo, aunque ambos genes contienen marcos de lectura abiertos codifican
proteinas con 96 % de homologia, la expresion de omp2b solo se ha demostrado
en B. abortus cultivada en laboratorio ® . Esto no excluye la posibilidad de la
expresion de omp2a en B. abortus bajo condiciones especializadas. Ademas, los
genes omp2ay omp2b han sido expresados en E. coli y sus productos localizados
fuera de la membrana celular, demostrando por ensayos de permeabilidad que el

producto del gen omp2a tiene una actividad de porina 5 64 84,

1. 10 Métodos de deteccion para Brucella spp.

La brucelosis en el humano y animales se diagnostica mediante métodos
serologicos como lo son las pruebas de aglutinacién en placa, rosa de bengala,
fijacion de complemento, ELISA y otras técnicas. Sin embargo, desde 1974 hasta

la actualidad, se ha demostrado que las pruebas serologicas presentan un gran



numero de reacciones cruzadas con otros microorganismos Gram negativos, en
particular con especies de Yersinia, Salmonella y Escherichia que interfieren en el

resultado del diagnéstico 250 °7.58.69,

La deteccion del agente tiene una ventaja decisiva sobre estos métodos
serologicos. Sin embargo, debido a las propiedades biolégicas de las brucelas,
todos los cultivos requieren de cinco a diez dias para su desarrollo y cuando el
- numero de bacteria's-pof muestra es baja, la probabilidad del aislamiento

disminuye 26 7°.

La técnica de PCR es un meétodo altamente sensible, el cual hace posible
detectar productos de amplificacion especificos de acidos nucléicos. Para la
deteccion de especies de Brucella se han utllizado diversos iniciadores
especificos del género, derivados de las secuencia de rRNA 16S de B. abortus ™
72737475 E| PCR es una herramienta que podria ser de utilidad en el diagnéstico
ya que se puede utilizar para la deteccion de microorganismos, no sélo en
animales infectados, sino también en alimentos °. Se ha demostrado la alta
especificidad de! PCR en todos los serotipos y especies de Brucella provenientes

de aislamientos clinicos y de campo "°.

La molecula mas adecuada para estos propositos es la subunidad pequefa
del rRNA 16S. La cual esta presente en bacterias con crecimiento activo en un
gran nimero de copias ', alrededor de siete a diez copias de rRNA se repiten en
diversos lugares del genoma " . La mitad de la masa de Ios ribosomas es RNA, el
rRNA es el tipo mas abundante de RNA celular, que constituye el 75% del RNA
total y de 6 a 10 proteinas se enlazan al subunidad rRNA 16S en forma
independiente y en sitios especificos . Las comparaciones de las secuencias de
los TRNA 16S, han mostrado que algunos segmentos de la molécula estan

80

altamente conservados, mientras que otros varian . La variabilidad de las

secuencias del rRNA es lo suficientemente estable como para permitir la



investigacion de las relaciones filogenéticas, las cuales se pueden calcular por las
diferencias de secuencias ®'. En muchos casos, no hay diferencias de secuencias
suficientemente estables en las regiones variables para permitir el diseno de
sondas de oligonucleotidos especificos de especies, las cuales podrian utilizarse
para el diagnostico ® ®. Estudios recientes han mostrado que las sondas de
oligonucleétidos especificos de especie se pueden utilizar para la hibridizacion,
camo solucion para identificar diferentes. géneros. bacterianos, entre ellos, los
-géneros Streptococcus y Pseudomonas; ademas, estas sondas son Utiles en el

diagnostico de diversas especies y permite un seguimiento epidemioldgico 84.85

Por lo tanto, el desarrollo y la aplicacion creciente de técnicas basadas en la
deteccién y analisis de acidos nucléicos, ha permitido una mejor identificacion y
clasificaciéon taxonémica de géneros. Estos métodos evitan la subjetividad
asociada con los resultados obtenidos con pruebas convencionales, donde es
comun el surgimiento de confusiones al existir reacciones cruzadas entre

diferentes microorganismos 24 868788



2.- JUSTIFICACION

El empleo de sondas o marcadores genéticos a partir de secuencias
cé'nservadas, para la deteccion de DNA. de Brdcél/a melitensis pL-lede- ser una |
‘alter.na'tiva en el diagndstico de la erceIosis caprina. El uso de un fragmento de
940 pb especifico de especie amplificado a partir del locus omp2 de B. melitensis,

por PCR, permitiria determinar diferencias con las demas especies de Brucella.

3.- HIPOTESIS

La secuencia conservada amplificada a partir del gen omp2 utilizada como
marcador genético permitira detectar de manera especifica el DNA de Brucella

melitensis.



4.- OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

Obtencion de una sonda DNA a partir del gen omp2 para la identificacion y

el de diagnostico de Brucella melitensis.

4.1.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

J
o

Obtener una sonda a partir del gen omp2 de Brucella melitensis.

< Analizar la especificidad de la sonda con el DNA de diferentes géneros y
especies bacterianas.

< Determinar la sensibilidad de la sonda.

% Evaluar la sonda con tejidos de caprinos infectados con Brucella melitensis.



5.- MATERIAL Y METODOS

5.1 ELABORACION DE LA SONDA

Se trabaj6 con dos cepas de Brucella melitensis para la elaboracion de la
sonda.
| a) Cepa de referenCIa 16 M de B. meln‘ens:s
‘. b) Cepa de campo de B. melitensis, alslada de una cabra procedente de

Torredén, Coahuila, denominada 133.

Ambas cepas se inocularon en cinco placas de Agar Brucella por 72 h a
temperatura de 37°C, posteriormente se cosechd la masa bacteriana de cada una
de las cepas con solucion salina fisiologica (SSF) y se inactivaron a 90°C por 15
min. Se realizd6 una extraccion fendlica para la obtencion de DNA utilizando
lisozima 0.8 mg/ml combinada con la solucion TE (Tris-HCI 10mM pH 8.0 y EDTA
0.1mM pH 8.0) y se incubd a 37°C 1 h. Posteriormente se adicion6 proteinasa K a
una concentracién final de 0. 1 mg/ml combinada con solucién de lisado (SDS
0.5%, Tris-HCI 50mM pH 8.0, EDTA 0.5 M pH 8.0) e incubada a 60°C 1 h.
Posteriormente se tratd la muestra con fenol amortiguado y cloroformo para
obtener la fase acuosa y asi precipitar los acidos nucleicos en una solucién 1/10
de acetato de potasio 3 M y etanol absoluto frio. Se elimind el RNA con RNAasa
durante 1 h a temperatura ambiente, posterior a este paso se dié un tratamiento
con acetato de potasio y etanol frio para precipitar el DNA, se amortigué con

solucion TE la muestra se conservd a —20°C hasta su uso.
5.1.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la elaboracidon de la sonda se trabajé con DNA de Brucella melitensis.

Se llevo a cabo la reacciéon de PCR con una soluciéon amortiguadora de PCR (1.0



mM Tris-Cl, 1.5 mM MgCl,, 50 mM KCI, pH 8.3), 100 uM de cada dNTP, 200 nM
de cada iniciador, 2 U de Taq polimerasa (Boheringer Mannheim ®)y 1 ul 0200 ng
de DNA, en un volumen final de 50 ul. La secuencia de los iniciadores fue: 5'-
GTTATCTCGCCTTTACCG-3', 5'-CTCGGATCGTAAAGGCT-3/,
5-ATCGTGTAATCGTTGTCAAC-3 **%.

La amplificacion se llevo a cabo en.un termociclador (Perkin Ermer Gene
Amp PCR System 2400 ) con el siguiente programa: una desnaturalizacién inicial
a 94°C por 5 min, seguido de 32 ciclos a 94°C por 30 seg, 58°C por 30 seg, 72°C

por 30 seg y una extension final a 72°C por 15 min.
5.1.1.1 Purificacion del producto de PCR

El producto de PCR amplificado se purificé con el sistema CONCERT Rapid
PCR/ (Life technologies®). Brevemente: a la muestra se adicionaron 400 ul de la
solucion de unién H1 (Hidrocloruro de guanidina, EDTA, Tris-HCl e isopropanol) a
la reaccién de amplificacion. En el cartucho de separacion se depositd la muestra
y se centrifugd a 12,000 xg por 1 min, decantando el fluido a través de la
membrana del tubo. El cartucho del centrifugado se colocé dentro de un tubo de
lavado de 1.5 ml. Se agregaron 700 ul del amortiguador de lavado H2 (NaCl,
EDTA vy Tris-HCI). Se centrifugo a 12,000 xg por 1 min, los restos del fluido del
tubo de 1.5 ml se eliminaron y para remover el amortiguador de lavado residual se
centrifugé a 12 000 xg durante 1 min. Se depositd el cartucho de centrifugacion
dentro del tubo de recoleccion de 1.5 ml y se adicionaron 50 ul del amortiguador
TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA pH 8.0) caliente a una temperatura de 70°C,
se incub6 a temperatura ambiente y se centrifugd a 12,000 xg durante 2 min. La

muestra de DNA se conservo a -20 C hasta su uso.



5.1.2 CUANTIFICACION DE DNA

El producto de la PCR purificado se cuantifico en ng/ul, utilizando 1 pl de
DNA de cada muestra diluida en 69 ul de agua destilada estéril, tomando en
cuenta la absorbancia (260 nm) y multiplicada por la constante de DNA (50) y por
el factor de dilucion (70). La lectura se realizé mediante un espectofotometro de
- DNA (Gene Quant Il Pharmacia Biotech™) (Cuadro 1).

5.1.3 MARCAJE DE LA SONDA

Para el marcaje del producto de PCR, se utilizd el sistema de DNA
BIOPRIME (Life technologies®). Se realizaron dos precipitaciones con etanol para
la eliminacion de nucledtidos no incorporados, usando 100 ng de DNA disueltos en
20 pl de amortiguador TE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA pH 8.0) diluido en tubos
de 1.5 ml. Se adicionaron 20 ul de la solucién "Ramdom prime 2.5 X" (125 mM
Tris-HCI, pH 6.8, 12.5 mM MgCl,, 25 mM 2-mercaptoetanol, 750 pg/ml de iniciador
octdmetro aleatorio) en frio. Se incubd por 5 min en agua hirviendo,
inmediatamente se enfrio en hielo. Posteriormente se realizd la mezcla en frio con
5 pl de la mezcla 10 X de dNTPs (1 mM biotina-14dCTP, 1 mM dCTP, 2 mM dAtp,
2 mMdGTP, 2 mM dTTP en 10 mM Tris-Cl, pH 7.5, 1 mM Na,; EDTA) y 49 ul agua
destilada estéril en agitacion. Se adicioné 1 pl del "Fragmento Klenow" (40
unidades/ul Fragmento Klenow en 100 mM amortiguador de fosfato de potasio, pH
7.0, 10 mM 2Z-mercaptoetanol, 50 % (v/v) glicerol). Se centrifugd durante 30
segundos y se incubd durante 60 min. a 37°C. Para detener la reaccion se

adicionaron 5 ul del amortiguador final (0.2 M Na, EDTA, pH 7.5).



5.1.3.1 Precipitacion con Etanol

Después del marcaje con biotina se realizaron dos precipitaciones con 1/10
de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.0 y 2 volimenes de etanol absoluto frio,
se congelé a —70°C durante 15 min. seguida de una centrifugacion a 15,000 xg
durante 10 min. La pastilla obtenida se resuspendié con 50 ul con TE (10 mM Tris-
- HCI, 0.1 mM EDTA pH 8.0) y se almacené a- —20° C hasta su uso. . .

5.1.4 CORRIMIENTO ELECTROFORETICO

Las muestras de DNA se visualizaron en geles de agarosa al 1% en
solucién 0.5 X de TBE (Tris-Base 40mM, Acido bérico 20 mM y EDTA 0.1mM pH
8.0) y 7ul de bromuro de etidio (0.5 pug/mt). Se utilizé el DNA del bacteriofago
Lamda Hind Il como marcador de referencia. El corrimiento electroforético se
llevo a cabo a 70 V durante 40 min. y se visualizaron con luz ultravioleta de onda
corta (UV).

5.1.5 TRANSFERENCIA A LA MEMBRANA DE NYLON
5.1.5.1 Tratamiento del gel de agarosa previo a la transferencia

Para realizar la transferencia a la membrana de nylon, se sumergio el gel
de agarosa en una solucion de acido clorhidrico (HCl 0.15 M), durante 15 min. con
agitacion suave y se enjuagé con agua destilada estéril. Después se sumergio el
gel en una solucion de hidréxido de sodio y cloruro de sodio (NaOH 0.4 M, NacCl
0.6 M) durante 30 min. con agitacion suave. La membrana se humedecid con agua

destilada estéril durante 30 min. antes de la transferencia.

18



5.1.5.2 Tratamiento para la transferencia

Se agregaron 600 ml de la solucion SSC 10 X (NaCl 3.0 M, Citrato de sodio
dihidratado 0.3 M) al sistema de transferencia y se formé un puente entre la
bandeja de polietileno y la solucién de SSC 10 X con dos hojas de papel filtro
previamente humedecidas en la misma solucion. La cara inferior del gel quedo en
contacto con el puente, la membrana se colocé sobre el gel. Dos hojas de papel
filtro -del tamafio del gel se colocaron sobrela membrana y se adicionaron toallaé
de papel secas y un peso 700 g. La transferencia se llevé a cabo durante toda Ia

noche.
5.1.5.3 Tratamiento después de la transferencia a la membrana

Después de la transferencia la membrana se lavé con una solucion de SSC
2X (anexo) y se fij6 la membrana exponiendo a la luz ultravioleta del
transiluminador durante 8 min. Para corroborar la transferencia se bafié el gel con
0.5 nug/mi de bromuro de etidio durante 20 min y se observd en el transiluminador
de UV.

5.1.6 HIBRIDACION

Se usé el sistema de deteccion de acidos nucleicos PHOTO GENE version
2.0 (Life Technologies®) que es dtil para la deteccién quimioluminiscente no
radioactiva de sondas biotiniladas hibridizadas a acidos nucleicos e inmovilizadas
en membranas de nylon.

5.1.6.1 Condiciones de hibridacion

Se colocd la membrana en una bolsa de plastico sellada con 38.5 ml de la

solucion de prehibridacion (anexo), utilizando 10 mg/ml de DNA de esperma de
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salmén (anexo) por cada ml de la solucion de prehibridacion. Se incub6 por4 h a
42°C. Se elimind la solucidon de prehibridacion y se adicionaron 15.4 ml de la
solucion de hibridacién (anexo), utilizando la misma concentracion de esperma de
salmoén y 50 ng/ml de sonda biotinilada, previamente desnaturalizada en bafio de
agua hirviendo y enfriada en hielo. El paquete de hibridacion se incubd a 42°C por

toda la noche.

 Se realizaron -dos lavados a la ﬁwembrana con SSC bX~ (aneko)
precalentado a 65°C y SDS al 0.5 % (P/V) por 5 min. por lavado y un tercer
lavado con una solucion precalentada a 50°C de SSC 0.1 X (NaCl 3.0 M, Citrato
de sodio dihidratado 0.3 M), SDS al 1 % (P/V) por 30 min. Un ultimo lavado se hizo

con 2 ml/ cm? de SSC 2 X (anexo) por 5 min. a temperatura ambiente.
5.1.6.2 Union del conjugado fosfatasa alcalina-estreptoavidina (SA-AP)

Se enjuagé la membrana por 1 min. con TBS-TWEEN 20 (anexo). Se
colocé la membrana en un paquete de hibridacion y se agregaron 0.4 mi Jem? de
la solucién de bloqueo precalentada a 65°C (anexo), se incub6 por 1 h a 65°C en
agitacion. La solucién bloqueadora se eliminé y se adicionaron 7 ul del conjugado
SA-AP por 100 cm? de membrana diluido 1:1000 en TBS-TWEEN 20. Se incubé

por 10 min. a temperatura ambiente en agitacion.

Se sacé fa membrana del paquete de hibridacion y se lavo dos veces con
TBS-TWEEN 20, la primera durante 15 min. y la segunda por 1 h a temperatura
ambiente con agitacion. Finalizando con un tercer lavado con el amortiguador de

lavado final (anexo) por 1 h a temperatura ambiente.
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5.1.6.3 Reactivo de deteccion: aplicacion-distribucion

La membrana se depositd en un folder de revelado y se adicionaron 10
ul/cm? de membrana del reactivo de deteccién. Se colocd el folder revelador
PHOTO GENE 2.0 en un cassette cerrado con una pieza de la pelicula de rayos X
(KODAK XAR) arriba del folder revelador en el cassette. Se incubd por 1 h a
temperatura ambiente y se dio una exposicion .inicial a la placa por 5 min. a
t'empe'ratUra: ambiente y se ajustéron subsecuentemente los tiempos de

exposicion.
5.1.7 Revelado

Se saco la placa del cassette de exposicidon y se sumergio en la solucion
reveladora, posteriormente se lavd con agua corriente y por ultimo se sumergio la
placa en la solucion fijadora por tres min. Nuevamente se lavo con agua y se dejo

secar.
5.2 ESPECIFICIDAD DE LA SONDA

5.2.1 Cepas Bacterianas

Se incluyeron para el analisis, cepas bacterianas que cruzan
serolégicamente con Brucella y filogenéticamente relacionadas a este género
(Cuadro 2). A estas cepas se les realizaron pruebas bacteriolégicas para constatar
que cumplieran con el patrén bioquimico establecido. Cada una de las cepas
bacterianas fueron cosechada segUn sus requerimientos nutricionales. Se
inocularon cinco placas de cada una de las cepas, se incubaron a 37°C por 24 h,
excepto las cepas B. abortus S19, INDRE, 544, RB51 y RB51 aislada de leche,

que se incubaron por 72 h a 37°C con 10% de CO;, (Cuadro 3). Se recolecto cada
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cepa con SSF y el paquete celular de las cepas de Brucella se inactivaron a 95°C

durante 15 min. posteriormente se extrajo el DNA.

Se trabaj6 con el método de extraccidon fendlica ya descrito y se llevo el
mismo procedimiento de cuantifiaccion de DNA asi como las técnicas de enzimas
de restriccidon y Southern blot. Para el ensayo de enzimas de restriccién se
utilizaron las siguientes enzimas: Pst | (5'- CTGCA G-3'), BamH | (5'-G GATCC-3)
EcoR'| (5-G AATTC-'3')~'y EcoR V (5'- GAT‘A"I'C-S') (L'rfe'technoiogiesR).

5.3 EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD DE LA SONDA

5.3.1 Conteo de unidades formadoras de colonias (UFC)

La cepa de Brucella melitensis se inoculdé en medio Agar Brucella por 72 h a
temperatura de 37°C, se cosecharon con 50 ml de SSF, se realizaron diluciones
décuples de 10™" hasta 107'° con el método de conteo de bacterias viables de Miles
y Misra %. Se utilizaron dos placas de Agar Brucella por cada dilucién, divididas en
cuatro cuadrantes dobles, en cada cuadrante de la caja se depositaron 20 ul de la
dilucién, se incubaron a 37°C, revisandolas todos los dias, posteriormente se
realizd el conteo de UFC/mi. Tomando en cuenta el promedio de todos los
cuadrantes de la Ultima dilucion en donde se realizd el conteo bacteriolégico,
resultado que fue dividido entre el nimero de cuadrantes y multiplicado por el

factor de dilucion 50.
5.3.2 Extraccion de DNA

Cada una de las diluciones; se centrifugo a 8,000 xg durante 30 min.
Posteriormente se decanté el sobrenadante, la pastilla se utilizo para la extraccion

de DNA usando el método de Verger *'. Para cada muestra se utilizaron 567 ul de
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TE/NaCl (50mM Tris, 50mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 8.0) y 30 ul de SDS al 10 %
con 3 ul de proteinasa K (20mg/ml), incubando a 37° C por una h. Se adicionaron
300 ul de fenol-cloroformo (v/v) y se centrifugé a 8000 xg durante 15 min. Se
transfirid la fase acuosa a otro tubo, y se adicionaron dos volumenes de etanol
frio, se decanté el etanol y se dejo secar, adicionando 100 pl de la solucién TE (10
mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA pH 8.0).

5.3.3 Digestion con enzimas de restriccion

Se adicionaron 2 ug/ul de DNA por cada muestra, 2 pl de amortiguador de
restriccion 10 X , cuanto baste para 18 ul de agua destilada estéril y 2 pul
endonucleasa Pst | (1 a 5 U /ug DNA), se incubaron toda la noche a 37°C,

inactivando después a 65°C por 15 min ',

5.4 EVALUACION DE LA SONDA CON DNA DE TEJIDOS DE
CAPRINOS

Se utilizaron muestras de tejidos obtenidas en un trabajo previo de animales
desafiados con la cepa de campo de Brucella melitensis %2 En este trabajo se
utilizaron tres grupos de animales cada uno con las caracteristicas detallados en el
Cuadro 4.

5.4.1 Estudio Serolégico

Se colectaron muestras de sangre de la vena yugular de cada animal para
la obtencién de suero y se les realizo la prueba de tarjeta al 3% % Posteriormente,
a los 15 dias se colectd nuevamente muestras a todos los animales para detectar

anticuerpos contra Brucella.



5.4.2 Coleccion de Muestras

De todos los grupos de animales se tomaron en forma aséptica las
muestras descritas en el Cuadro 5, para realizarles el analisis bacteriologico. Las
muestras se colocaron en bolsas de plastico estériles y fueron conservadas a -

70°C hasta el momento de la siembra bacteriolégica y la extraccion de DNA.

-5.4.3 Estudio Bacterioldgico -

Cada una de las muestras de tejidos antes mencionadas fue flameada con
alcohol y colocadas en bolsas de plastico estériles. Se agregaron 20 ml de SSF
estéril por dérgano y se trituraron en una maceradora de tejidos (Laboratory
Blender?). Se tomé una muestra de la suspension de tejido con un hisopo estéril y
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fue sembrado en medio soélido selectivo de Farell > e incubado a 37° C durante 7

dias. El resto del tejido macerado se almacen6 a -20 C para la extraccion de DNA.
5.4.3.1 Identificacion de B. melitensis

Se realizaron frotis de las colonias sospechosas a Brucella y se tifieron por
el método de Gram. Se realizdé una resiembra en Agar Brucella de las colonias
sospechosas, posteriormente se realizaron las pruebas bioquimicas de produccion
de acido sulfhidrico, actividad de ureasa, utilizacion del citrato y actividad de la

oxidasa %8



6. RESULTADOS

6.1 ELABORACION DE LA SONDA

El DNA extraido por el método fenol-agua (Figura 1) de las dos cepas de B.
melitensis para la elaboracion de la sonda, fueron visualizas por medio de un

" corrimiento e_lectrofo_réticq péra corr_bborar_la calidad dél‘ DNA(Figdra 2).
6.1.1 Amplificacion mediante PCR

Se amplificd un fragmento del gen omp2 de las muestras de DNA de las
dos cepas de B. melitensis por la técnica de PCR, encontrandose que amplificaron
una misma banda de 940 pb (Figura 3). Ambos productos se utilizaron como
sonda, para observar diferencias. Estos productos fueron purificados para eliminar
los restos de dinucledtidos. Se amplifico el DNA de otras especies de Brucella
(Brucella melitensis 16M, B. melitensis 133, B. melitensis. Rev1, B. canis, B.
abortus 544, B. ovis, B. abortus INDRE, B. abortus S-19, B. abortus RB51 y B.
abortus RB51 ais.), para observar las diferencias entre las especies. Se obtuvo
una banda de 940 pb para B. melitensis y B. abortus, y una banda de 440 pb para

B. canisy B. ovis 8 (Figura 4).
6.1.2 Southern Blot

Los dos productos de PCR de una cepa denominada 133 y otra de
referencia 16 M B. melitensis fueron cuantificados y marcados con biotina para
utilizarse con ensayos de hibridacion de DNA (Southern Blot), ambas mostraron el
mismo patron de hibridacion. Ninguna de las dos sondas mostré diferencias ni al
PCR ni a la hibridacién de DNA tipo Southern Blot. Por esta razéon se decidié

trabajar con la cepa de referencia 16M de B. melitensis (Figura 5).



6.2 EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD DE LA SONDA

Para este estudio se trabajoé con las siguientes cepas de brucela: Brucella
melitensis 16M, B. melitensis 133, B. melitensis. Rev1, B. melitensis. Rev1
Francesa, B. canis, B. abortus 544, B. ovis, B. abortus INDRE, B. abortus S-19, B.
abortus RB51 y B. abortus RB51 ais.

6.2.1 Analisis de restricciéon con BamH |

El polimorfismo que se presenté con BamH | con la sonda de 940 pb fue
una banda de aproximadamente de 5,900 pb y fue detectada en todas las

especies de Brucella (Figura 6).
6.2.2 Analisis de restriccion con EcoR V

En la digestidn con EcoR V, se observo un patrén polimérfico en el que se
reconocieron tres bandas importantes de aproximadamente 4,800 pb, 3,000 pb y
2,800 pb. en todas las especies de Brucella. B. ovis comparte las mismas bandas,
pero a diferencia de las demas especies muestra ademas una banda de 1,990 pb
y otra de 1,000 pb (Figura 7).

6.2.3 Analisis de restriccion con EcoR |

En el caso de EcoR |, la sonda DNA de 940 pb, mostré un patrén complejo
polimérfico, en el que se reconocieron tres bandas importantes de
aproximadamente 5,200 pb, 2,900 pb y de 1,600 pb. Todas las especies de
Brucella comparten el mismo patron. B. ovis presenta una banda adicional de

1,400 pb que la diferencia de todas las demas especies (Figura 8).

26



6.2.4 Analisis de restriccion con Pstl

El patron polimérfico de Pst | muestra diferencias en el DNA de las especies
de Brucella, aunque todas las preparaciones de DNA comparten una banda de
aproximadamente 940 pb, que es similar a la sonda utilizada, en el caso, de la
cepa de B. melitensis (16M, 133 y Rey1) el marcador genética reconoce dos
ban'd‘as,'una de 940 bp que comparten todas las especies de Brucella y otra de
aproximadamente 1,200 pb que sélo presenta B. ovis. En este caso, B. melitensis
logra diferenciarse de B.ovis por que ésta Ultima presenta una banda adicional de
300 pb. B. canis se diferencia de las demas especies de Brucella por una banda
de aproximadamente 200 pb. Para el caso de las cepas de B. abortus (544, S-19,
INDRE, RB51 y RB51 ais), presentan una banda de 940 pb, al igual que las
demas especies de Brucella y dos bandas que nos dan la diferencia con B.
melitensis, B.ovis y B.canis, una de aproximadamente 590 pb y otra de 500 pb,

pero no presentan ninguna diferencia entre las cepas de B. abortus (Figura 9).

Se incluyeron como control negativo cepas que cruzan antigénicamente y
relacionadas filogenéticamente con brucela (Escherichia coli, Yersinia
enterocolitica O:9, Yersinia enterocolitica 0:8, Salmonella typhi, Shigella boydii,
Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Proteus vulgaris OX 19 y
Rizobium spp). EI DNA de todas las cepas fue digerido con la enzima Pst | que fue
la que nos mostré mayor polimorfismo entre las especies de brucela. Ninguna de

las muestras de DNA mostré hibridacion con la sonda de 940 pb (Figura 10).
6.3 SENSIBILIDAD DE LA SONDA

La cepa de referencia de Brucella melitensis 16M mostré un conteo inicial
de 2.8 X 102 UFC/mI. A partir de esta suspension se realizaron diluciones decuples

para determinar la sensibilidad de la sonda.



Las preparaciones de DNA de B. melitensis obtenidas de las diferentes
diluciones se digirieron con la enzima Pst | y fueron hibridadas con la sonda de
940 pb. El analisis de restriccion muestra que la sonda detecté un fragmento del
gen omp2 en la dilucién 107 que es equivalente a una concentracién celular de
2.8 X 10° UFC. A partir de Ia dilucion 10™ la sonda ya no mostré reconocimiento

hacia el gen de Brucella melitensis. (Figura 11).

6.4 EVALUACION DE LA SONDA CON DNA DE TEJIDOS DE
CAPRINOS

6.4.1 Estudio serologico

Las 15 muestras de sueros que se evaluaron mediante la prueba de tarjeta
al 3 % fueron negativos, en los tres grupos experimentales. A partir de los 15 dias
del desafio, se tomaron nuevamente muestras de suero y se les realiz6 la prueba
de tarjeta a los 15 caprinos, dando como resultado aglutinacion positiva en todos

ellos, excepto el grupo control.

6.4.2 Estudio Bacteriologico

El estudio bacteriologico fue realizado a los tres grupos experimentales. El
grupo |y el grupo !l de animales infectados con B. melitensis de campo, fueron los
que presentaron aislamiento positivo a B. melitensis. En el caso del grupo | Ia
mayoria de las muestras de tejidos se logré el aislamiento, especialmente en
nodulo linfatico submaxilar pero también de nodulo linfatico supramamario, nédulo
linfatico prescapular, glandula mamaria y bazo. A diferencia del grupo I, sélo
presentaron aislamiento a partir de nédulo linfatico submaxilar, en menor

frecuencia el bazo, glandula mamaria, nédulo linfatico preecapular y nédulo



linfatico supramamario. El grupo Il de animales control negativo, no presento

aislamiento a B. melitensis (Cuadro 6).

6.4.3. RFLP de las muestras de tejidos

A todas la muestras de tejidos se les realizd extraccién de DNA y fueron
digeridas con la enzima Pst | y se hibridaron con la sonda de 940 pb. Los tres
| g_rup'os_fueron sometidos a los mismas' pruebas, pero en ninguno de. los casos la’ ‘

sonda detect6 el fragmento del gen omp2 de B. melitensis (Figuras 12 y 13).



7. DISCUSION

La aplicacion de técnicas basadas en la deteccion de analisis de acidos
nucleicos por medio de sondas, ha permitido una mejor identificacion vy

clasificacion taxonémica de diferentes géneros % 7.

Bentley-et.al. ®y Lew et.al. %

, mostraron que la utilizacion de sondas de
oligohUcIeétidos'especificos de especie son una alternativa para identificar
diferentes géneros bacterianos como Streptococcus y Pseudomonas. Ademas,
comprobaron que el uso de sondas pueden permitir un seguimiento
epidemiolégico. De igual forma, Huyen et.al. % reportan la utilizacion de sondas
como importantes herramientas para la diferenciacién de cepas de Listeria

monocytogenes.

Husseinen % y Ficht et.al. % confirman que la utilizacién de sondas de
diversos oligonucledtidos obtenidos a partir del gen omp2 de Brucella,
constituyen una herramienta para obtener diferencias entre las especies.
Charachon et.al. ®°, determinaron que la utilizacion de sondas son herramientas

Gtiles para realizar estudios filogenéticos en Brucella.

El presente estudio confirma que una sonda obtenida del gen omp2 de
B.melitensis, el cual codifica para el grupo de proteinas denominadas porinas,
manifiesta diferencias a nivel genético entre las especies de Brucella. La digestion
del DNA con la enzima de restriccion Pst | muestra un polimorfismo que permite la
diferenciacién de B. melitensis con las demas especies de Brucella y también
permite discernir entre las especies de B. abortus, B. ovis y B. canis. Estos

resultados concuerdan parcialmente con los obtenidos por Ficht et al. 64

, quienes
utilizando Pst |, obtuvieron patrones polimérficos que permiten diferenciar
Unicamente B. abortus de B. melitenisis. En el caso de B. suis, B.canis, B.ovis y

B.neotomae, estos investigadores detectaron un patrén similar que no permite



establecer alguna diferencia genetica. En contraste con este trabajo, donde se
logré diferenciar entre el DNA de B. ovis, B. canis, B. abortus y B. melitensis al ser

digeridos con la enzima Pst .

Es importante sefialar que en nuestro estudio, el patrén similar que
presentaron las cinco cepas de Brucella abortus evaluadas: 544, S19, INDRE,
RB51 y RB51 aislada de leche -de vaca, concuerda con los resultados de Ficht

etal ®*

Al realizar la digestion con la enzima BamH |, se obtuvieron patrones
genéticos similares, entre los DNA de las cepas B. melitensis: 16M, 133 de campo,
Rev1 mexicana y Rev1 francesa; con las cepas de, B. canis, B. ovis Reo 198, B.
abortus 544, B. abortus S19, B. abortus INDRE, B. abortus RB51 y B. abortus
RB51-ais, los cuales presentan una banda de 5.9 kb, resultados similares a los
obtenidos por Ficht et.al. ® que trabajando con sondas derivadas del gen omp2
encontraron reconocimiento de una sola banda de 6.5 kb en todas las especies de
Brucella y por ello concluyen que en todas las especies de Brucella esta presente
el gen omp2, por lo que la digestion con esta enzima no es util para demostrar

diferencias en la secuencia del gen.

Cuando el DNA de las diferentes especies de Brucella fue digerido con las
enzimas EcoR V y EcoR |, se observaron patrones polimorficos que no permiten
determinar variaciones genéticas entre la mayoria de las especies de Brucella. La
Unica diferencia importante se muestra con B. ovis, que al parecer presenta dos
copias del gen omp2ay una del gen omp2b segln Ficht et.al. **y Cloeckaert et.al.
96_

El gen omp2 estd presente en todas las especies de Brucella y esta
compuesto de dos genes con una homologia del 85%: el omp2a y omp2b que
codifican dos proteinas de 33 y 36 kDa respectivamente 89 El polimorfismo de

ambos genes que codifican para las porinas ha sido evaluado mediante estudios

P



de RFLP identificandose once variantes del omp2b y ocho variantes del ompZ2a
64,97

Otros autores como Husseinen ¥ han trabajado en el género Brucella con
la enzima Pst | por PCR-RFLP para distinguir a B. abortus de B. melitensis. De
igual forma Bardentein et.al. *® diferenciaron cepas de B. melitensis de campo de
cepa vacunal B. melitensis Rev 1, al digerir los productos amplificados con Ia

‘enzima Pst | .

Diversos investigadores, han realizados trabajos sobre el analisis de
restriccion con la enzima EcoR | y han demostrado una digestion total, pero no

determinan diferencias entre las especies de Brucella %% 190 101. 102,103,104

O'Hara etal. *°, McGillvery et.al. "' Muzny etal. '®

, coinciden que la
enzima BamH | realiza una digestion parcial en Brucella, sin presentar diferencias
genéticas visibles. McGillivery et.al. "', en el mismo estudio, evaluaron la enzima

EcoR V, obteniendo resultados similares a los de digestiones con EcoR | y BamH]I.

En nuestro trabajo la sonda de 940 pb del gen omp2 de B. melitensis fue
hibridada con el DNA de las diferentes especies de Brucella, y digerido con las
enzimas, EcoR V, EcoR |. Obteniendo la diferenciacion solamente para B. ovis. De
igual forma la enzima EcoR V, presenté una digestion total del DNA de Brucella 'y
la enzima EcoR | mostré una digestion parcial como los resultados que observaron

los autores antes mencionados.

El uso del marcador genético representa una herramienta de gran utilidad
para diferenciar B. ovis de las demas especies de Brucella, considerando que gran
parte de las diferencias se deben a las dos copias del gen ompZ2a que presenta en

su genoma **. Estos resultados sugieren nuevas alternativas para fa identificacion



y caracterizacion de B.ovis y posiblemente para una identificacion rapida para el

diagnostico, en comparaciéon a un perfil bioquimico.

| 99 10

Aunque O'Hara et.a y Servent et.al. '%, reportaron que con el analisis
de restriccion de EcoR | B. ovis no presenta diferencias con otras especies de
Brucella, resultados de nuestro trabajo demuestran que utilizando la sonda de 940
Ppb y la enzima EcoR | existe la posibilidad de diferenciar a B. ovis, considerando
que en la mayoria de los patrones polimérficos presentados por EcoR |, EcoR V y
Pst 1, B. ovis siempre presentd un patron genético diferente a las demas especies

de Brucella.

El genero Brucella esta constituido de un grupo muy homogéneo de
especies, por su relacion antigénica y por estudios de hibridacién. Con base en el
analisis de secuencias del RNA ribosomal 16S, se ubicé a Brucella en el grupo
alfa, subgrupo 2 de las Proteobacterias dentro de la familia Rhizobiaceae de
acuerdo con los estudios realizados por Hoyer etal. %, Verger et.al. ¥, De Ley

1% y Velasco et.al. '’. Adicionalmente Brucella mantiene

et.al. "% Moreno et.al.
una relacion de epitopes del LPS, con el que se le asocia serolégicamente en las
reacciones cruzadas con Yersinia enterocolitica 0:9, Escherichia coli, y Salmonella

typhi ©7 89108

En la evaluacién de la especificidad de la sonda no se presentd
reconocimiento de los otros géneros, lo que nos indica que la secuencia utilizada
reconoce sitios conservados Unicamente en Brucella, a pesar de que bacterias
como Rhizobium esta clasificada dentro del grupo de las Brucella y las PME estan
altamente relacionadas entre si. Se puede entonces inferir que ambos géneros
bacterianos no comparten una alta homologia en estudios de secuenciacién en
relacion a la secuencia del gen omp2. Con respecto a Yersinia enterocolitica 0.9 y
Escherichia coli podemos mencionar que la reaccion antigénica cruzada, se da por

la relacion que presenta en la cadena O del LPS * %7 ®°,
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La baja sensibilidad que mostrd la prueba a partir de colonias bacterianas,
que detectd a B. melitensis sélo hasta la dilucion 10? que corresponde a 2.8 x 10°
UFC/ml, con una senal de deteccidn baja, nos demuestra que la técnica no es

adecuada para utilizarse como prueba diagnéstica.

_ Los: resultados. obtenidos :en este trabajo-en relacion a la sensibilidad y
especificidad demuestran lo sugerido por Shibata '%°, que la técnica de Southern

blot presenta una sensibilidad baja, pero una especificidad alta.

Los resultados bacterioloégicos a partir de tejidos de caprinos infectados
experimentalmente, muestran que de la mayoria de los 6rganos estudiados no fue
posible el aislamiento bacteriologico, los nddulos linfaticos submaxilares fueron los
que presentaron una mayor frecuencia de aislamientos siendo éstos nddulos los
mas cercanos al sitio de inoculacién (via conjuntival), por lo que coincide con lo
sefialado por Renoux et.al. "0 que en los nddulos mas cercanos al sitio de la
inoculacion se tiene la mayor posibilidad de realizar aislamientos. Observaciones
similares han sido reportadas por Villegas "' y por Mancera et.al 2 trabajando

con cabras desafiadas con B. melitensis.

En el analisis del RFLP de tejidos de cabras infectadas, no se logro la
deteccion de Brucella melitensis, posiblemente debido a que el DNA de Brucella
se encuentra en cantidades minimas, en relacion al DNA del tejido. La sensibilidad
nos confirma que la técnica de Southern Blot no es recomendada para el analisis
de tejidos, debido a las cantidades de UFC detectadas por la sonda; también nos
sugiere que el tejido infectado por B. melitensis debe presentar una carga

bacteriana alta para poder detectar al microorganismo.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, resaltan la importancia de

la técnica de RFLP al digerir previamente el DNA con la enzima Pst |. Podemos



sugerir el uso de esta técnica en casos de caracterizacion de cepas, pero no es
recomendable como prueba diagndstica por su alto costo y por su baja

sensibilidad.

Esta técnica, junto con los estudios recientes realizados sobre el genoma
de B. melitensis *° y el de las omp2 de las demas especies de Brucella, nos
presentan nuevas. alternativas para mejorar la identificacion y caracterizacion de
las especies de Brucella. Tal es el caso de B. maris, que ha sido caracterizada por’r
el gen conservado omp2 que presentan las especies del género Brucella, el cual
muestra importantes variaciones genéticas en relacion a los genes omp2a vy
omp2b. EI DNA de B. maris, presenta dos copias del gen omp2b en lugar de una
copia del gen omp2a y del gen omp2b o bien, dos copia iguales del gen omp2a
reportados comunmente en B. ovis De igual forma demuestran que el omp2b es
un marcador especifico que puede detectar y agrupar los aislamientos de B. maris
de acuerdo al gen omp2. Considerando que los genes que codifican las proteinas
de membrana han sido relacionados como importantes factores de virulencia '*°.
Estos hallazgos nos podrian permitir obtener informacion sobre los aspectos

epidemiologicos de la enfermedad dentro de una poblacion.

l
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8. CONCLUSIONES

- Se logré obtener una sonda de 940 pb que reconoce el sitio de amplificacion del

gen omp2 de Brucella melitensis, la cual podria utilizarse como marcador genético.

- La sonda de 940 pb diferencia a Brucella ovis Unicamente cuando es digerida por

las enzimas Pst |, EcoR |, EcoR V.

_ Mediante la utilizacién de la enzima Pst |, B. melitensis puede diferenciarse de

las demas especies de Brucella, utilizando la sonda de 940 pb.

_ La sonda de 940 pb no logré detectar a Brucella melitensis en los tejidos de

cabras infectadas.

- ‘Fue posible determinar diferencias genéticas entre las especies de Brucella.
Esto podria indicar que a pesar de presentar una homologia genética del 85 al
90% las especies de Brucella pueden diferenciarse con sondas o marcadores
genéticos a partir de la amplificacion de fragmentos del locus omp2 de las

proteinas de membrana externa.



9. CUADROS Y FIGURAS

Cuadro 1

Cuantificacion de los productos de PCR a partir de Brucella

melitensis 16 M y cepa de campo 133

IDENTIFICACION

mg/mil de DNA**

Producto de PCR |

A 260" nglpl de DNA | -
Cepa de referencia16 M 0.344 1204 0.740
Cepa de campo 133 0.385 1347 0.795

*Absorbancia nm

** Lectura expresada en mg/ml. A(260nm)Constante DNA(50) por el factor de dilucién (70).

Cuadro 2

Cepas bacterianas antigénica y filogenéticamente
relacionadas con Brucella y cuantificacion del DNA

IDENTIFICACION LECTURA| mg/ml de | Cantidad de DNA
(A 260) DNA utilizado (pl)
[]de 2mg /ml de DNA

Escherichia coli 0.212 0.742 2.695
Proteus vulgaris OX 19 0.320 1.120 1.785
Pasteurella. multocida 0.142 0.497 4.024
Manheimia. haemolytica 0.324 1.134 1.763
Rhizobium spp. 0.222 0.777 2.574
Salmonella typhi 1.341 4.693 0.426
Shigella boydii 0.215 0.752 2.659
Yersinia enterocolitica serotipo 0:8 0.317 1.109 1.803
Y. enterocolitica serotipo 0:9 0.194 0.679 2.945

(%)

~.



Cuadro 3
Cepas de Brucella spp y su cuantificacion de DNA

 IDENTIFICACION

'LECTURA

Concentracion de

DNA por muestra

Cantidad de DNA
utilizado (pl)
[]de 2mg /mide

(A 260) mg/ mi De DNA DNA
B. melitensis(16M) 0.437 1.629 1.308
Cepa de referencia
B. melitensis (133) 0.589 2.061 0.970
Cepa aislada a partir de leche de cabra
B. melitensis (Rev 1) 0.412 1.442 1.386
Cepa vacuna! Nacional
B. melitensis (Rev 1) 0.317 1.109 1.803
Francesa
B. abortus (S19) 0.512 1.792 1.116
Cepa vacunal
B.abortus (544) 0.370 1.295 1.544
Cepa de referencia
B.abortus (RB51) 0.259 0.906 2.207
Cepa vacunal
B.abortus (RB51-AlS) 0.370 1.792 1.116
Cepa aislada a partir de vacas
vacunadas con RB51
B.abortus (INDRE) 0.437 1.529 1.308
B. ovis (Reo 198) 0.312 1.092 1.831
Cepa de referencia
B. canis 0.285 0.997 2.006

Cepa de campo




Cuadro 4
Grupos de cabras infectadas con la cepa B. melitensis de

campo

Grupol - : Grupo Il -} Grupolll

Infectados con B. Infectados con B. Sin infectar

melitensis b.1 melitensis b .1

Con aislamiento positivo por lojSin aislamiento por lo menos | Sin aislamiento

menos en una de las muestras. en una de las muestras. bacterioldgico

Cuadro 5
Muestras a la necropsia de los animales con los tres
tratamientos del experimento.

GRUPOS

PR

LINFONODOS

Preescapular,

ORGANOS

Utero, Bazo,

supramamario, Glandula mamaria

submanxilar




Cuadro 6
Resultados del estudio bacteriologico de los tres grupos de
experimentacion

Aislamiento Aislamiento
Tejidos Bacteriolégico Bacteriologico
Grupo 204* {214 | 709 | 507 | 850 07 | 077 | 14-A | 324 | 17-A
No.l Utero - - + + - Grupo - - - - -
Con Bazo + + + + - No.ll + |+ - - -
aislamiento | Glandula + - + + + Sin - - - - +
positivo por | Mamaria aislamiento
o menos Nédulo + + - + + por lo - - - - +
en una de | preescapular menos en
las Nédulo + + + + + | unadelas + + + + +
muestras. | Submaxilar muestras.
Nodulo + + + - + - - - + -
Suprama-
mario
*|dentificacion de los caprinos
Tejidos Aislamiento Bacteriologico
501 502 503 504 505
Utero - - - - -
Bazo - - - - -
Grupo Glandula - - - - -
No 1l Mamaria
Sin N. - - - - N
aislamiento. | preescapular
N.Subma- - - - - -
xilar
N.Suprama- - - - - -
L mario

40
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Figura 1. Extraccion de DNA de Brucella melitensis, obtenido por el
Método Fenol-Agua
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Figura 2. Gel de agarosa al 1%. Corrimiento electroforético del DNA
de Brucella

Carril: 1) Marcador de peso molecular Lamda Hind [ll, 2y 3) Brucella
melitensis 16M, 4y 5) Brucella melitensis 133
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Figura 3. Gel de agarosa al 1%. Amplificacion del fragmento de 940
pb del gen Omp2 de Brucella melitensis

Carril 1) Lamda Hind 11l 2) y 3) Producto de 940 pb, 4) DNA ladder
5) y 6) DNA total de Brucella melitensis
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Figura 4. Gel de agarosa al 1%. Amplificacion de productos de PCR de diferentes
especies de Brucella.

Carril 1) Lamda Hind I1l; 2) Producto de PCR purificado del DNA de B. melitensis 16M;

3) B. melitensis 16M; 4) B. melitensis 133, 5) B. melitensis. Rev 1; 6) Agua estéril; 7) B.
canis; 8) B. abortus 544, 9) B. ovis; 10) B. abortus INDRE;11) B. abortus S-19; 12) B.
abortus RB51; 13) B. aborfus RB51 ais.
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Figura 5. Hibridacion de la sonda de 940 pb de B. melitensis 133 y B.
melitensis 16M con el fragmento de PCR homélogo.

Carril 1) Marcador de tamafio del Kit de hibridacion; 2) Producto de PCR de
la Cepa de campo; 3) Producto de PCR de la cepa de referencia
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Figura 6.RFLP del DNA de las cepas de Brucella spp digerido con BamH |
hibridado con la sonda DNA de 940 pb

Marcador: DNA Lamda / EcoRI-Hind lll. Carril 1) B. melitensis 16 M; 2) B

melitensis 133; 3) B. melitensis Rev1; 4) B. melitensis Rev1 Francesa; 5) B
canis; 6) B. ovis; 7) B. abortus 544, 8) B. aborfus INDRE; 9) B. abortus S-19
10) B. abortus RB51; 11) B. abortus RB51 ais.
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Figura 7. RFLP del DNA de las cepas de Brucella spp digerido con EcoR
V hibridado con la sonda de 940 pb. B. ovis en el carril 6 muestra un
patron de hibridacion distinto al resto de las cepas.

Marcador : DNA Lamda / EcoRI-Hind Ill. Carril 1) B. melitensis 16 M; 2) B
melitensis 133; 3) B. melitensis Rev1; 4) B. melitensis Rev1 Francesa; 5) B
canis; 6) B. ovis; 7) B. abortus 544; 8) B. abortus INDRE; 9) B. abortus S-19
10) B. abortus RB51; 11) B. abortus RB51 ais.
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Figura 8. RFLP del DNA de las cepas de Brucella spp digerido con EcoR | hibridado
con la sonda DNA de 940 pb.

Marcador: DNA Lamda / EcoRI-Hind Ill. Carril 1) B. melitensis 16 M; 2) B. melitensis 133,

3) B. melitensis Rev1; 4) B. melitensis Rev1 Francesa; 5) B. canis; 6) B. ovis; 7) B. abortus
544: 8) B. abortus INDRE; 9) B. abortus $-19; 10) B. abortus RB51; 11) B. abortus RB51
ais.
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Figura 9. RFLP del ADN de las cepas de Brucella spp digerido con Pstle
hibridado con la sonda de 940 pb.

Marcador: DNA Lamda / EcoRI-Hind ll.Carril 1) B. melitensis 16M; 2) B. melitensis
133; 3) B. melitensis Rev, 5) B. canis; 8) B. ovis; 7) B. abortus 544, 8) B. abortus
INDRE: 9) B. abortus $-19; 10) B. abortus RB51: 11y 12 ) B. abortus RB51 ais.

Nota: B. melitensis Rev1 Francesa, no fue incluida en este ensayo. Sin embargo, mostro un perfil idéntico en
otro ensayo de hibridacion con Ja misma sonda.
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Figura 10. RFLP del DNA de cepas bacterianas antigénicay
filogenéticamente relacionadas con Brucella spp digeridas con Pst |

Carril 1) Marcador de tamafio del Kit de hibridacién. 2) y 3)Producto de PCR
de B. melitensis 16M; 4)Escherichia.coli; 5) Yersinia enterocolitica O:9; 6)
Yersinia enterocolitica 0:8; 7) Salmonella typhi; 8) Shigella boydii; 9)
Pasteurella multocida; 10) Mannheimia haemolytica; 11) Proteus vulgaris OX
19; 12) Rhizobium spp.
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Figura 11. RFLP del DNA de las diluciones de B. melitensis 16M
digeridas con Pst| e hibridadas con la sonda de 940 pb.

Marcador: DNA Lamda / EcoRI-Hind Ill. Carril 1) 2.8X 10® B. melitensis 16 M;
2)2.8X 107; 3) 2.8X 10°; 4) 2.8X 10° 5) 2.8X 10" 6) 2.8X 10°

>



Figura 12. RFLP de los tejidos del grupo Ill Control negativos digeridos
con Pst | e hibridados con la sonda de 940 pb.

Carril: 1) Marcador de tamafio del Kit; 2) Fragmento de 940 pb; 3)Bazo 501,
4) Bazo 502; 5) Bazo 503; 6) bazo 504; 7) Bazo 505; 8) G. Mamaria 501;
9)G. Mamaria 502; 10) G. Mamaria 503; 11) G. Mamaria 504; 12) G. Mamaria

505.

e e ———




Figura 13. Grupo | . RFLP de los tejidos de caprinos infectados con la
cepa de campo de B. melitensis, digeridos con Pst 1 e hibridados con ia
sonda de 940 pb

Carril: 1) Marcador de tamano del kit; 2) Control. Fragmento de DNA de 940
pb; 3) y 4) DNA control de B. melitensis 16 M; 5) Bazo 204; 6) Bazo 214,
7)Bazo 709; 8) Bazo 50 7; 9)N. submaxilar 204; 10) N. submaxilar 214; 11) N.
submaxilar 709; 12 ) N. submaxilar 507; 13) N. submaxilar 850
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11. ANEXO

FORMULACION DE SOLUCIONES PARA HIBRIDACION

SOLUCION DE PREHIBRIDACION (100 mi)

CANTIDAD (ml)

COMPONENTE CONCENTRACION
FINAL '
Formamida 100% 50 % (v/v) 50
SSPE 20 X 6 X 30
Solucion de Denhard’s 50 X 5X 10

SDS 10 % (p/v) 1% 10

Se mezclé la formamida, el SSPE vy la solucién de Denhard’s. Adicionar la solucion
de SDS. Calentar a 42°C para incrementar el rango de disolucién. La solucion es

estable a — 20°C por lo menos 3 meses 0 4°C por algunas semanas.

SOLUCION DE HIBRIDACION (50 mt)

COMPONENTE

CONCENTRACION
FINAL

CANTIDAD

Dextran sulfato

10 %

g

Formamida 100 %

50

SSPE 20 X

6 X

Sol. de Denhardt’'s 50 X

5X

SDS 10 % (p/v)

Disolver el dextran sulfato en la formamida y en el SSPE. Adicionar a la solucion

de Denhardt’'s y el SDS. Calentar a 42°C para incrementar el rango de disolucion.
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La solucién es estable a — 20°C por lo menos 3 meses o 4°C por algunas

semanas.
DNA DE ESPERMA DE SALMON (ssDNA 10mg/mi).

Disolver el ssDNA en agua destilada a una concentracion de 10mg/ml. Agitar de 2
a 4 horas a temperatura ambiente. Purificar el DNA pasando la soluciéon varias
veces a través de una auja hipodérmica del nimero 18. Hervir el DNA por 10
minutos. Almacenar a — 20°C en pequefias alicuotas. Antes de su uso calentar el
DNA durante 5 minutos en un bafio de agua hirviendo. La solucién es estable a —

20°C al menos 12 meses.

COMPONENTE CONCENTRACION CANTIDAD (g)
FINAL

3.0M 175 .3
Citrato de sodio dihidratado 0.3 M 88.2

Mezclar los siguientes componentes:
Disolver en 800 mi de agua destilada. Ajustar el pH a 7.0 con Hidroxido de sodio 4
N. Aforar a 1 litro con agua destilada. Filtrar utilizando una membrana estéril de

0.45um. Almacenar la solucion estérila 4°C.

TBS-TWEEN 20 (1 Litro)

COMPONENTE CONCENTRACION CANTIDAD
FINAL
150mM 8.779

0.05 % viv 0.5ml
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Disolver en 800 ml de agua destilada. Ajuster a un pH 7.5 con HCI 4N. Aforar a un

litro y filtrar con una membrana estéril de 0.45um. Almacenar a 4°C.

SOLUCION BLOQUEADORA (100ml)

Disolver 3g de albimina sérica bovina en 100 ml de TBS-TWEEN 20. (La

disoluciéon es mas facil que se acople espolvoreando la albimina sérica bovina en

la superficie del TBS-TWEEN 20 y permitiendo que por si sola baje durante 2 0 3

horas hasta que se disuelva). Filtrar utilizando una membrana estéril de 0.4um.

Almacenar la solucion estéril a 4°C.

BUFFER DE LAVADO FINAL (1 Litro)

CONCENTRACION

COMPONENTE

FINAL

CANTIDAD (g)

NaCl

100mM

5.85

MgCl,. 6 H20

50mM

Mezclar los siguientes componentes:

10.2

Disolver en 800 ml de agua destilada. Ajustar a un pH 9.5 con HCI 4N. Aforar a un

litro y filtrar con una membrana estéril de 0.45um. Almacenar a 4°C.

SSPE 20X

CANTIDAD (g)

COMPONENTE

CONCENTRACION
FINAL

NaCl

3.0M

87.6

Fosfato de sodio monobasico

0.1 M

6.8

20.0mM

3.7
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Disuelva en 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7.0 con Hidréxido de sodio 4
N. Afore a 1 litro con agua destilada. Filtrar utilizando una membrana estéril de

0.45pum. Almacenar la solucién estéril a 4°C.

2 X SSC a un volumen de 20X SSC agregar 9 volimenes de agua.
5 X SSC a un volumen de 20X SSC agregar 3 volimenes de agua.

Solucién Denhardt’s (100ml)

COMPONENTE CONCENTRACION CANTIDAD (g)
FINAL
AlbUmina sérica bovina pH 7.5 1% 1
Polivinil pirrolidona (PVP40) 1% 1
Ficoll 400 1%

Disuelva en 100 ml de agua destilada. Ajustar la albumina a un pH de 7.5. Mezclar

todos los componentes. Almacenar la solucion estéril a 4°C.

08



