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RESUMEN.

La Tuberculosis Bovina (TB) es una enfermedad que causa graves
problemas en Salud Publica y a nivel econémico y productivo. En México no se ha
podido erradicar debido a que la prueba oficial de diagnéstico, la
intradermoreaccion, no es muy eficiente y da falsos positivos. Asi que, no existen
los medios para detectar y eliminar de manera eficiente a todos los animales

positivos e infectados.

Para controlar la infeccion se necesita entender la respuesta inmune
relacionada con la resistencia en algunos animales. Esta respuesta esta dada por
citocinas que secretan los linfocitos y los macrofagos. Una manera de medir la
expresion de estas citocinas es la prueba de la Transcriptasa Reversa de la

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR).

Por medio de la técnica de Trizol se extrajo el acido ribonucléico (RNA) de
nodulos linfaticos (NL) de bovinos infectados experimentalmente con
Mpycobacterium bovis para después probar y estandarizar la técnica de
Transcriptasa Reversa — Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR). La
técnica se estandarizd al comprobar, en geles de agarosa al 1%, la amplificacion

del fragmento B-Actina de un peso molecular de 890 pb. En el que se amplifico el

RNA extraido de NL mediastinicos, traqueo-bronquiales y retrofaringeos (2 ug).

La estandarizacién de esta técnica servira para futuras investigaciones en las

que se necesite medir la expresion de citosina e interleucinas.



1. INTRODUCCION.

1.1. Definicion y etiologia.

La Tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa, crénica, de
distribucion mundial, ocasionada por el género Mycobacterium, que viene de las
raices griegas Myces, hongo y Bacterion bacilo corto. Tiene un amplio rango de
huéspedes, afecta a todos los animales de sangre caliente, incluido el humano. Se
caracteriza por lesiones granulomatosas (Rosenberger, 1983).

La Tuberculosis Bovina (TB) continua siendo un riesgo significativo en salud
animal (Adwell et al., 1997; Cervantes, 1993). Es causada por el genero bovis es
un patdégeno obligado, su presencia en un animal define su estado de infeccion. La
deteccion y eliminacidon de animales y poblaciones infectadas es vital para el
control y la erradicacion de la tuberculosis bovina (Adams, 2001).

Las micobacterias son bacilos intracelulares, aerobios facultativos, inmdviles,
delgados, acido alcohol resistentes, Gram. (+) de lento y de rapido crecimiento
(Sut et al., 1990; Ashford et al., 2001).

En la Tabla 1 se muestran algunas especies pertenecientes a ambos tipos de
crecimiento.

Son patégenos para el humano y los animales. ElI género Mycobacterium,
incluye organismos inocuos que habitan en el agua hasta agentes de
enfermedades tan devastadoras como la lepra y la tuberculosis (Avaniss-Aghajani
et al., 1996; Bernard, 1987; Ashford et al., 2001).

RAPIDO CRECIMIENTO LENTO CRECIMIENTO
M. chelonea M. vaccae M. triviale M. simiae
M. senegalense M. fortuitum M. terrae M. genavense
M. aurum M. peregrinum M. nonchromogenicum | M. interjectum
M. neoaurum M. microti M. asiaticum M. intermedium
M. thermoresistible M. abscessus M. gordonae M. leprae
M. flavescens M. farcinogenes M. kansasii M. intracellulare
M. phlei M.senegalense M. bovis M. xenopi
M. fallas M. obuense M. avium M. marinum
M. chitae M. smegmatis M. paratuberculosis M. cookii

Tabla 1. Clasificaciéon de diferentes especies del género Mycobacterium de acuerdo a su velocidad

de crecimiento.



1.2. Importancia en la salud publica y econémica.

La tuberculosis en humanos es un problema importante de salud en todo el
mundo, causa un aproximado de 3 millones de muertes al afo y los casos de
enfermedad activa aumentaron a ocho millones (Weedlock et al., 1999; Dye et al.,
1999). Mycobacterium bovis, contribuye a los casos en una proporcion
indeterminada, debido a la falta de tipificacion para diferenciar entre especies.

El virus de la inmuno-deficiencia humana (VIH) causante del Sindrome de la
Inmuno-deficiencia adquirida (SIDA), ha creado una poblacion particularmente
susceptible a la infeccion por el género Mycobacterium. Especies como M.
tuberculosis, M. leprae y M. bovis son conocidas como patdgenos, ahora otras
especies como M. avium, M. intracellulare y M. kansasii, estan atacando como
patdbgenos oportunistas. En la Tabla 2 se observan diferentes especies de
Mycobacterium y los animales a los que afecta comunmente. M. bovis en
particular tiene un margen de hospedadores bastante extenso (Ashford et al.,
2001; Rastrogi et al., 2001; Carter, 1994; Bernard, 1987).

Especies del género .
p Animales que afectan
Mycobacterium

M. avium subsp. avium Pollos, péajaros y cerdos

M. avium subsp.silvaticum Paloma torcaz y ciervo

M. avium subsp. Bovinos, ovinos, caprinos y

paratuberculosis rumiantes silvestres

M. bovis Bovinos, borregos, perros, gatos, monos,
simios, mink, cerdos, elefantes, rinocerontes,
pericos, venados, zorros, tapires, camellos,
bisontes, llamas, humanos

M. tuberculosis Bovinos, monos, simios, cerdos, perros,
caballos, tapires, elefantes, humanos

M. lepraemurium Gatos, ratas, ratones

M. fortuitum Perros , vacas, cerdos, anfibios, primates,
cerdos

M. marinum Peces, moluscos y sapos

M. kansasii Monos, vacas y cerdos

M. chelonae Cerdos, peces, reptiles, manaties y primates

M. leprae. Armadillo y humanos

Tabla 2. Diferentes especies del género Mycobacterium y sus principales hospedadores



La tuberculosis en animales de produccidén es un problema econémico en los
paises en desarrollo, debido al sacrificio y decomiso de animales infectados
(Aldwell et al., 1997; Wedlock et al., 1999; Nozaki et al., 1997).

En México, en los afos 70’s, surge la Campana Nacional para la erradicacion
de la Tuberculosis Bovina (CANETB) en respuesta a las demandas sanitarias de
importacion de EUA. Se enfatizé en el control en el norte del pais. La prevalencia
de TB se ha estimado en 2.1% para el ganado lechero y en 0.1% para el ganado
de carne y una morbilidad entre 11 y 15%. Se ha logrado reducir la prevalencia de
TB en el norte del pais, considerandose ya 4 estados en etapa de erradicacion
(CANETB, 1997).

1.3. Patogenia.

Los bacilos salen al exterior en el aire espirado, durante la tos, los
estornudos y los esputos de los animales clinicamente enfermos. La infeccion se
da por la inhalacién de aerosoles y la ingestion de leche o sus derivados, aunque
la principal via de transmision de la TB, es la aerdgena. La ingestion de leche
contaminada puede ser una fuente de infeccién para los animales lactantes y para
el hombre (Radostits et al., 2002; Goodchild et al., 2001).

La infeccién primaria de la tuberculosis pulmonar comienza después de la
inhalacién del bacilo dentro de los alvéolos pulmonares, en donde los bacilos son
fagocitados por los macrofagos alveolares (MA), se multiplican dentro de los
macrofagos e inducen la formacion de una lesién primaria (Barrow, 2001; Felton et
al., 1996).

El desarrollo de la enfermedad depende de la habilidad de las micobacterias
para establecer la infeccion: sobrevivir la fagocitosis de los macrofagos, crecer
dentro de las células, provocar su muerte y atraer a otras células de defensa
(quimiotaxis). Asi, poder formar el granuloma, que es la lesidn caracteristica,
formada por un centro necroético con bacterias libres, rodeado de macrdéfagos,
envuelto a su vez, por tejido conectivo fibroso (Ashford et al., 2001; Aldwell et al.,
1997; Rastrogi et al., 2001).



La diseminacién es secundaria, produce nuevos focos de infeccion y puede
adoptar la forma de tuberculosis miliar aguda, de lesiones nodulares aisladas en
diversos o6rganos o de tuberculosis cronica. Es causada por la reinfeccion
endégena. Cuando el granuloma se ablanda o se licua, las micobacterias invaden
los bronquios y llegan a partes sanas del pulmoén. También pueden ser
trasportadas hacia otros nddulos linfaticos a través de los vasos linfaticos durante
el curso de la enfermedad (Radostits et al., 2002; Estrada, 1995).

De manera habitual, la enfermedad aparece anos después de la infeccion
inicial, debido a reinfecciones exdégenas o enddgenas inducidas por una
inmunosupresion o a susceptibilidad genética intrinseca o a ambas (Kaufmann,
2001; Radostits et al., 2002).

1.4. Inmunopatogenia.

En la infeccion primaria los macrofagos no son capaces de eliminar a las
micobacterias fagocitadas. Hay factores que permiten esta supervivencia como la
inhibicion de la fusion fagosoma-lisosoma o la resistencia de micobacterias a
enzimas lisosomales y metabolitos activos del oxigeno (Felton et al., 1996;
Cassidy et al.,1998; Tizard, 1987).

Los animales infectados generan varias respuestas (Jiménez et al., 2001;
Tizard, 1987; Weldlock et al., 1999):

La eliminacién, el sistema inmune responde efectivamente y mata a todos
los antigenos, no se desarrolla la enfermedad y el animal adquiere cierta
resistencia.

El desarrollo de la enfermedad, la micobacteria no es eliminada y empieza a
multiplicarse.

Enfermedad latente, el sistema inmune impide el crecimiento del bacilo sin
eliminarlo totalmente. La micobacterias quedan latentes.

La reinfeccidn, los antigenos latentes, vuelven a multiplicarse.

Los macréfagos son los responsables de restringir o eliminar al agente, son

atraidos por citocinas pro inflamatorias como TNFq, IL-1, IL-6 y quimiocinas



(citocinas quimiotacticas) participan en la prevencion de la diseminacion, inducen
la migracion de los leucocitos, regulan la adhesion celular, la activacion y el
retorno al sitio de activacion inicial, también pueden dirigir a los linfocitos T
cooperadores tipo 1 (Th1) a los sitios donde se esta iniciando una respuesta. Todo
este proceso se conoce como hipersensibilidad de tipo IV (Schlesinger et al., 1990
Tizard, 1987).

Las citocinas son producidas por células epiteliales, endoteliales y
macrofagos en respuesta a factores irritantes, activadores, antigenos y otras
citocinas (Parslow et al., 2002).

La IL-12 e IL-8 son citocinas producidas por los macrofagos atraidos y
activados. Inducen la produccion de INF-y en las células asesinas naturales (NK) e
incrementa su actividad citotoxica (Wedlock et al., 1999).

La respuesta Th2 produce grandes cantidades de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-
13, que favorecen la respuesta inmune contra patdégenos extracelulares. Las IL-4,
IL-10 e IL-13 modulan negativamente la respuesta Th1 (Parslow et al., 2002).

La respuesta inmune protectora contra la tuberculosis depende de la
interaccion de la inmunidad especifica (respuesta Th1) e inespecifica (respuesta
Th2) (Weldlock et al., 1999).

1.5. Diagnéstico.

El control y la erradicacion de la TB dependen de la deteccién oportuna y
remocion de la fuente potencial de infeccidn, por esto es necesaria la rapida
identificacion y eliminacion de los animales infectados. Para el control se requiere
de una prueba de sensibilidad y especificidad aceptable.

La prueba ideal debe identificar correctamente animales infectados con M.
bovis mientras descarta los animales no infectados. (Adams, 2001)

Las investigaciones se han enfocado en identificar las ventajas y desventajas
de los métodos diagndsticos disponibles, particularmente de la prueba de reaccion
intradérmica (ID) de la tuberculina, actualmente utilizada por la CANETB. Los

falsos positivos, animales no reactores (anérgicos) con infecciones recientes e



infecciones severas, generalizadas. Los animales infectados no detectados
permanecen como fuente de contaminacion y pueden ser la causa de la
reaparicién o el incremento de reactores en hatos ya controlados. Por esto, se ha
tratado de desarrollar métodos de diagndstico alternos que permitan detectar

animales que puedan estar diseminando la tuberculosis. (Radostits et al., 2002)

1.5.1. Intradermorreaccién (Prueba de Tuberculina).

Es una prueba basada en la inmunidad celular. Mide la hipersensibilidad de
tipo tardio y es actualmente usada por la CANETB, se realiza inoculando
intradérmicamente un derivado proteico purificado (PPD) de M. bovis, para medir
la inflamacién de la piel en el sitio de aplicacion a las 72 horas posteriores
(Wagner et al., 1999; Rhodes et al., 2000; Vondermeier et al., 2003).

1.5.2. Interferon Gamma (INF-y).

Esta es una prueba de diagnédstico alternativo para la TB, detecta la
produccion de interferon gamma in vitro, evalua la inmunidad celular por medio de
la deteccion de INF-y producido por los linfocitos T previamente sensibilizados con
antigenos especificos de M. bovis se utiliza sangre completa heparinizada y PPD-
bovino como antigeno especifico (Rothel et al., 1990; Prince et al., 2003).

Se estima que la prueba de INF-y posee una sensibilidad de entre el 70 y

94% con una especificidad que varia entre un 97 y 99%. (Diaz et al., 2003)

1.5.3. Inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA).

Esta técnica se emplea para la deteccion de anticuerpos, por medio del uso
de antigenos especificos de micobacterias, simultdneamente usa anticuerpos
ligados a una enzima. Esta prueba mide la respuesta hacia M. bovis, se pueden
detectar animales negativos a la tuberculina pero con lesiones a la necropsia

(anérgicos). Tiene algunos inconvenientes, la respuesta inmune esta dirigida hacia



los antigenos no especificos, ha mostrado una baja produccién de anticuerpos, la
respuesta inmune es principalmente celular excepto en individuos que presenten
cuadro clinico o se encuentren en estados avanzados de la enfermedad (OReilly,
1995).

1.5.4. Pruebas moleculares.

Las pruebas de diagnostico se han enriquecido con el desarrollo de la
biologia molecular. Los métodos basados en la amplificacion del DNA de las
micobacterias mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la
identificacién de secuencias de acido desoxiribonucléico (DNA) especificas dentro
del genoma de Mycobacterium spp., las técnicas de purificacion de DNA y el
establecimiento de mapas de restriccion, permiten identificar a distintas especies
de este género bacteriano (Adams et al., 1992; Erlich, 1992).

Es posible la identificacion de M. bovis, sin requerir del aislamiento previo,
practicamente a partir de cualquier muestra biolégica. La PCR y otros métodos
moleculares han sido utilizadas para la deteccion de micobacterias en muestras
clinicas tanto en humanos como en bovinos y se consideran pruebas sensibles y
especificas.

Muchos de estos procedimientos son adaptables a los laboratorios modernos
y son herramientas utiles para el avance en el conocimiento de las dinamicas en la
transmision de M. bovis entre los animales. Su amplio margen para detectar y
diferenciar Mycobacterium spp. estda ampliamente documentado. Aun no estan del
todo estandarizadas, la mayoria son laboriosas y requieren un adiestramiento
técnico (Adams, 2001; Ausubel et al., 1999).

1.5.4.1. Transcriptasa Reversa — Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(RT-PCR).

La amplificacién del RT-PCR se realiza mediante un proceso de dos etapas.

En la primera etapa se utiliza una enzima llamada transcriptasa reversa (RT) que



sintetiza una cadena de DNA complementaria al RNA de interés (cDNA). En la
segunda etapa se utiliza este cDNA como material de inicio para la amplificacion
mediante la PCR utilizando una DNA polimerasa termoestable (Jones et al., 1994;
Adams et al., 1992).

Mientras que la PCR convencional revela la presencia y estructura de una
secuencia de gen particular, la RT-PCR indica en que medida se ha expresado el
gen de interés. En la Figura 1 se esquematiza la reaccion de la sintesis del cDNA.

AXNNXXXXX - RMNA
_

XXNANXXXXX - EMA

- cDNA
-

Dohle cadena de DA (cDMAY

Figura 1. La Reaccién de Trascripcion Reversa

1.5.4.2. Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR por sus siglas en inglés
(Polymerase Chain Reaction), amplifica el material genético (DNA) para su
analisis. Se reporté por primera vez en 1971. Esta reaccion tiene su fundamento
en copiar las dos cadenas del DNA blanco por medio de una DNA polimerasa (Taq

polimerasa), originalmente aislada de una bacteria termofilica Thermus aquaticus



que sobrevive las temperaturas necesarias para la desnaturalizacion del DNA
(Jones et al., 1994; Aoyagi, 2001).

Es una técnica enzimatica que replica de modo exponencial secuencias
especificas de DNA in vitro, asi es posible analizar muestras muy pequefnas que
contienen inicialmente menos de diez copias de las secuencias de interés.
Aprovecha las propiedades quimicas de los acidos nucleicos y de enzimas muy
especializadas que pueden reparar y replicar selectivamente una regidn en
particular del DNA blanco in vitro (Walker, 1988; Erlich, 1992; Bordon, 1978).

Mediante ciclos repetidos de desnaturalizacion, fijacion y sintesis, la region
entre los dos iniciadores se amplifica exponencialmente y el numero de copias de
doble cadena en esta region se duplica en cada ciclo. El proceso del ciclo de
amplificacion se realiza en instrumentos automaticos programables que pueden
acomodar muchas muestras y se utilizan polimerasas de DNA bacteriano (Adams
et al., 1992; Ausubel et al., 1999). En la Figura 2 se esquematiza la reaccién de
PCR.

DENTRO DE LA REACCION DE PCR

| &
Frecalentarmiento | s
2 84°C = 3

/. |
Desnaturalizacion |" _'n—\___a
=

del DIMA _\"
|I x
l.\\ ]
f.

f' ETETQEATGCT GAAT GTG.2
i i A-ACGACTTACAC.G'
Alineamiento de \_..u

los iniciadares

el
3 ends
Polimerizacidny | 3--7\___
. . - |
replicacidn | T :
- #

|I g
e

)
- s o S

Figura 2. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
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21.

2.2,

2.3.

OBJETIVOS.

Objetivo general.

Estandarizar la prueba de RT-PCR demostrando la amplificacién del gen
B-Actina, utilizando un oligonucledétido, mediante la extraccion de RNA a

partir de muestras de animales desafiados con M. bovis.

Objetivos especificos.

Obtener un banco de muestras de animales desafiados con M. bovis
extraer el RNA, purificarlos con DNasa y probar su integridad en geles

de agarosa.

Capacitarme en la técnica de Transcriptasa Reversa — Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (RT-PCR).

Demostrar por medio de la técnica de RT-PCR que los RNA extraidos

amplifican el gen B-Actina en los distintos 6rganos.

Objetivos académicos.

Conocer y aplicar nuevas técnicas de laboratorio para detectar la
expresion de genes que puedan contribuir, en posteriores
investigaciones, para el control de enfermedades como la tuberculosis
bovina (TB).

Poner en practica los conocimientos adquiridos durante la licenciatura

en las asignaturas de Zootecnia de bovinos productores de leche,

Inmunologia y Fisiologia Veterinaria.

11



2.4,

Objetivos sociales.

Capacitar personal dedicado a la investigacién cientifica, dado que es

un area de la Medicina Veterinaria que no se desarrolla a menudo.

Utilizacidn de métodos inmunolégicos y moleculares para un diagnostico
mas eficiente de la tuberculosis bovina y un mejor entendimiento de la
forma como se difunde la enfermedad en los bovinos, que nos permita
establecer medidas de control eficaces que ayuden a prevenir su

difusiéon y transmision al humano.

12



2. MATERIAL Y METODOS.
3.1. Animales y lugar de estudio.

Se utilizaron veinticuatro bovinos hembras Holstein-Friesian, entre los ocho y
dieciséis meses de edad procedentes del Estado de Guanajuato, obtenidos de
hatos certificados libres de tuberculosis bovina. Se confirmé su estado libre de la
enfermedad con pruebas de tuberculina, interferén gama (IFN-y), inmunoensayo
(ELISA) y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Todos los animales de
estudio fueron negativos a todas las pruebas.

Se alojaron dentro de las instalaciones del CENID-Microbiologia INIFAP,
donde estuvieron en adaptacion un periodo de 3 semanas, en la primera semana
recibieron tratamiento de antibidticos y vitaminas, también se vacunaron contra
Rinotraqueitis Infecciosa Bovina (IBR), Parainfluenza 3 (Pb), Diarrea Viral Bovina
(DVB) y Enfermedad Respiratoria Sincitial (VRSB).

3.2. Sacrificio y toma de muestras.

El sacrificio de los animales se llevé a cabo de manera humanitaria.
Se recolectaron las siguientes muestras de tejidos.
= Sangre completa con (heparina), suero, plasma (EDTA).
» Liquido de lavados bronquio-alveolares (BAL).
= Pulmones (insercién apical del I6bulo craneal derecho)
» Glandula mamaria
= Nodulos linfaticos (NL): retrofaringeos (rf), traqueobronquiales (tb),

mediastinico (m).

= Bazo.

» Higado.

» Glandulas adrenales.
= Pardtida

= Timo.

= Corazon.

* RiAoN.



Las muestras se recolectaron en porciones de aproximadamente 2 — 3 cm Se
almacenaron en sobres de aluminio esterilizados por calor seco. Se congelaron
por inmersion en nitrégeno liquido. Se cortaron pequefios cubos de alrededor de
0.5 cm y se almacenaron e identificaron en criotubos y se guardaron a —70°C.
Pueden almacenarse a esta temperatura hasta por 6 afnos para futuras pruebas.

Los lavados bronquio-alveolares (BAL) se obtuvieron de pulmones recién
seccionados, se introdujo por la traquea solucion de Hanks y los lobulos se
masajearon por 5 a 10 minutos. El fluido se acumulo en matraces estériles y
tratados para RNA, por medio de una bomba de vacio. Se llevaron en hielo y se

pasaron a tubos de polipropileno.

3.3. Extraccion de RNA total.

La extraccion se realizdé por el método de Trizol, se forman complejos de
Guanidina y moléculas de agua con RNA, por lo que se eliminan las interacciones
hidrofilicas con el DNA y proteinas, que son separadas en la fase acuosa donde
se encuentran los complejos de RNA-guanidina.

I™ Reagent' es una solucién monofasica de fenol e

El reactivo de TRIzo
isotiocinato de guanidina. Durante la homogenizacion de la muestra o la lisis, el
Trizol mantiene la integridad del RNA mientras rompe las células y disuelve los
componentes celulares (Chomczynski, 1987).

La adicion de cloroformo y la centrifugaciéon separa la solucion en una fase
acuosa y una fase organica. El RNA permanece exclusivamente en la fase
acuosa. El RNA se recupera de la fase acuosa por precipitacion con isopropanol.

El tiempo de realizacion del método, es de aproximadamente una hora y
media. Es un método sencillo, especialmente conveniente para estudios de la
expresion genética cuando la cantidad de material biolégico disponible es limitado.

El RNA aislado se encuentra listo para realizar diferentes pruebas como RT-

PCR.

! Invitrogen™ Life Technologies



3.3.1. Metodologia.

= Se homogenizaron sin descongelar las muestras tisulares en 1 ml de
TRIzol™ Reagent’ en un tubo de polipropileno, usando un Power
homogenizer (Politrén). El volumen de muestra no debe exceder el 10% del
volumen de reactivo de Trizol usado para la homogenizacién. En este punto
se puede volver a congelar a —70°C si no se puede continuar de inmediato.

= Se incuban las muestras homogenizadas a temperatura ambiente para
permitir la completa disociacion de los complejos de nucleoproteina.

= Se agregan 200 pl de Cloroformo por cada 1000 pl de Trizol.

= Se tapan los tubos, se agitan 15 seg. Las muestras se pueden almacenar a
—70°C por lo menos un mes.

= Se transfiere la mezcla y se incuba la suspensién 5 min a 4°C.

= Se centrifuga la suspensiéon a 12 000 rpm por 15 minutos a 4°C, en una
microcentrifuga (BECKMAN Microfuge 12).

= Después de la centrifugacion las muestras se separan dentro del tubo en
una fase inferior rosa que contiene DNA y proteinas, una interfase blanca y
una fase acuosa superior e incolora, el RNA permanece exclusivamente en
la fase acuosa.

» Se transfiere la fase acuosa a otro tubo limpio.

= Se precipita el RNA de esta fase acuosa mezclandolo con isopropanol, 500
ul por cada 1000 pul de Trizol usado para la homogenizacion.

= Se incuba durante 15 min a 4°C. Después las muestras pueden dejarse
toda la noche a —20°C si se requiere interrumpir la extraccion.

= Se centrifuga a 12 000 rpm durante 15 min a 4°C. El precipitado de RNA
forma un pellet gelatinoso en el fondo del tubo.

= Se elimina el sobrenadante, teniendo cuidado de no desprender el pellet.

= Se lava el pellet con 800 ul de etanol al 75% enfriado a —20°C y se agita. El
precipitado de RNA puede almacenarse en etanol al 75% a 4°C por lo
menos una semana o al menos un afo a —20°C.

= Se centrifuga a 12 000 rpm durante 10-15 min. a 4°C y se elimina el



sobrenadante. Se seca el pellet de RNA, no completamente por que esto
reduciria su solubilidad.

= Se resuspende el botéon pasando a través de la punta de una pipeta agua
destilada y desionizada tratada con Dietil-pirocarbonato (DEPC).

» Para conservarlo y una vez disuelto completamente se agregan en el
siguiente orden: 500 ul de etanol al 100% previamente enfriado a -20°C y
70 ul de acetato de sodio 3 M pH 5.3. Se mezcla y se guarda a —70°C, ya
que asi puede durar afos.

Los reactivos y su preparacion se encuentran con detalle en el Anexo 1.
3.3.2. Ultrapurificacion del RNA (Método de la DNAsa).

= Se aisla el RNA de acuerdo al método de Trizol.

= Después del lavado con etanol al 75% se agregan 190 ul de Buffer de
DNAsa' 1X al botén de RNA y 10 pul de DNAsa' (1000 U/ml).

= Se mezclay se incuba en bafio maria a 37°C durante 15 min.

= Se agregan 200 pl de Fenol’ saturado a cada muestra (vol/vol), se agita 15
seg y se centrifuga 2 min a 12 000 rpm a temperatura ambiente.

» Se transfiere la fase superior (incolora).

= Se adicionan 200 ul de cloroformo-alcohol isoamilico (vol/vol), se agita 15
seg y se centrifuga 2 min a 12 000 rpom a temperatura ambiente. Se
transfiere la fase superior.

= Se agregan 500 pul de etanol al 100% y 70 ul de acetato de sodio 3 M pH
5.3. Se agita y se guarda a -70°C.

3.3.3. Precauciones para evitar la contaminacion.

La enzima RNasa puede introducirse accidentalmente a la preparacion del
RNA por un manejo inadecuado, en cualquier punto del aislamiento. Debido a que
la actividad de la RNAsa es dificil de inhibir, es esencial evitar su introduccion, por

lo que se recomienda:

"Invitrogen. Life Technologies



» Usar siempre guantes desechables libres de polvo. La piel frecuentemente
contiene bacterias y mohos que pueden contaminar una precipitacion de
RNA y ser una fuente de RNAsa.

» Usar material estéril, desechable y pipetas automaticas reservadas para el
trabajo con RNA para evitar contaminacion cruzada con RNAsa del equipo
comun.

En presencia de Trizol, el RNA esta protegido de la contaminacion de RNAsa.

3.3.4. Preparacion del material para la extraccion de RNA.

» Material de vidrio:
Se llena cada uno de los frascos y matraces con una solucion de hidréxido
de sodio (NaOH) 4 N y se dejan un minimo de 4 horas a temperatura ambiente.
Se enjuagan con agua destilada y desionizada.

Se tapa y se hornea a 200°C durante 4 horas o a 180°C durante 6 horas.

= Material plastico:
Se sumergen todos los tapones de baquelita en una solucion de acido
clorhidrico (HCI) 1 N y se dejan un minimo de 4 horas a temperatura ambiente.

Se enjuagan con agua destilada y desionizada.

» Material de metal:
Se lava con agua destilada. Se envuelve y se hornea a 200°C durante 4

horas 6 180°C durante 6 horas.

El material sucio reutilizable se recolecta aparte de cualquier otro material.
No se lava con detergentes, solo se enjuaga perfectamente con agua destilada
desionizada, se tapa o envuelve en papel aluminio y se hornea, si es necesario se

trata nuevamente con HCI.



3.3.5. Precauciones.

» Los solventes (cloroformo) y los alcoholes (isopropanol) se conservan en
botellas de vidrio, nunca de plastico.

» Los reactivos que se pesan (sales) deben ser de uso exclusivo para RNA
(grado: Biologia Molecular) y solo deben emplearse espatulas horneadas.

= Para medir el pH de las soluciones se prefiere emplear papel tornasol en
vez de un potenciometro comunitario.

» Todas las soluciones para RNA se preparan con agua destilada
desionizada-DEPC excepto las que llevan Tris ya que éstas se preparan
con agua destilada desionizada esterilizada en autoclave.

= Se mantienen las enzimas en hielo o en camaras frias (Stratagene) cuando
se encuentren fuera del congelador (-20°C).

= No se recomiendan congeladores que no hacen escarcha debido a las
variaciones en la temperatura.

= No se reutilizan los guantes.

= Se usa el DEPC en presentaciones de 5 ml, puede ser explosivo, se
almacena concentrado y una vez abierto se debe preparar todo.

= Cuando se trabaja con Trizol se requiere usar bata, guantes y gafas
protectoras. Evitar el contacto con la piel o la ropa. Evitar aspirar los

vapores. Usese en una campana de extraccién de gases.

3.4. Cuantificacion del RNA.

La cuantificacion del RNA se realiz6 en un espectrofotometro (GeneQuant,
Pharmacia Biotech). Las muestras se ajustaron a 100 ng/ul por medio de
diluciones con agua bidestilada para facilitar su uso.

Para conocer la pureza del RNA se hace una lectura a 260 y 280 nm. La
relacion de los valores de las lecturas 260/280 es de 1.6 para RNA puro (Martin et
al., 2001; Jones et al., 1994).



Para conocer la concentracion de RNA (ug/ul) se realiza la lectura de 260
nm, la lectura obtenida se multiplica por 40 para RNA o DNA de cadena sencilla y
el resultado obtenido se expresa en ug/ul. Se ajusta la concentracién final de
todas las muestras para colocar 2 ug en la reaccién de RT y 4 ug en el gel de

agarosa.

3.5. Electroforesis del RNA.

= Se prepara la agarosa al 1% en buffer de corrida (TBE).
= Se vacia la solucién en un vidrio o en un molde para electroforesis
horizontal, es mejor si el gel es delgado de 1.5 a 2 mm.
= Se insertan los peines para formar los pozos en donde se colocaran las
muestras y se deja enfriar hasta que solidifique.
= Opcional: Se funde la agarosa en 30 ml de agua DEPC, se adicionan 10 ml
de buffer de corrimiento 5X y 9 ml de formaldehido al 37%.
= Se colocan 4 ug de RNA, 2 a 4 ul de buffer de carga, 1 ul de bromuro de
etidio (BE) y se carga en un gel.
= Se llena la camara de electroforesis con Buffer de corrida 1X (TBE) y se
sumerge el gel dentro del buffer.
= Se coloca el marcador de peso molecular en el primer pozo y las muestras
en los siguientes pozos del gel.
= La migracion de las moléculas es del polo negativo al positivo.
= Se corre a 100 Volts por 20 minutos aproximadamente.
» Los fragmentos de RNA separados pueden ser visualizados con un
transiluminador.
Las moléculas de BE se intercalan en los nucledtidos y producen
fluorescencia naranja al ser iluminada con luz ultravioleta (UV), sefialando asi los
sitios del gel donde estan los fragmentos de RNA.

Los reactivos y su preparacion se encuentran con detalle en el Anexo 2.



3.6. RT-PCR.

Una vez que se cuantifica y se detecta la integridad del RNA se procede a
probar la técnica de RT-PCR por medio de la amplificacién del gen de pB-Actina. A
través de la transcriptasa reversa se sintetiza la cadena de cDNA del RNA total
aislado de cada muestra.

Las reacciones de RT, se realizaron en un volumen de 10 ul y la mezcla
contenia:

2 ul de 5x First-Strand Buffer' (50 mM Tris-HCL, pH 8.3, 7 mM MgCl,, 40 mM
KCl), 1 ul de 1 mM Dithiothreitol (DTT)," 1 pl 0.1 mM de mezcla de
desoxiribonucleotidos, dNTP' (10mM de cada uno dATP, dGTP, dCTP y dTTP a
un pH neutro), 1 pl Oligo d(T)s2.1¢ Primer’, 0.5 ul RNaseOUT™ ' Recombinant
Ribonuclease Inhibitor. (40 units/ul), 0.5 pl SuperScript™ Il Rnase H Reverse
Transcriptase' y 2 ug de RNA Total.

La reaccion de RT se desarrollé en un termociclador (Applied Biosystems,
GeneAmp PCR System 9700), se somete a un ciclo de RT de 42°C por 50 minutos

y 70°C por 15 minutos, después se mantiene a 4°C.

El cDNA sintetizado se agrega a la reaccion de PCR que se lleva a cabo en
un volumen final de 10ul. La mezcla contenia:

1 ul de GeneAmp 10X PCR Gold Buffer? (150 mM Tris-HCI, pH 8.0, 500mM
KCI), 0.8 pul 25 mM MgCl, Solution? (25 mM MgCl,), 1 pl 10 mM de mezcla de
desoxiribonucledtidos, NTP' (10mM de cada uno dATP, dGTP, dCTP y dTTP a
un pH neutro), 1 ul de Primer B-Actina forward 5° ACC AAC TGG GAC GAC ATG
GAG 3, 1 ul de Primer BActina reverse 3’ GCA TTT GCG GTG GAC AAT GGA %’
(Shoda et al., 2000), 0.2 pl AmpliTag Gold* 5 U/ul, 2 pl de la reaccion de RT
(cDNA), Agua DEPC cbp 10 pl.

! Invitrogen. Life Technologies
2 Applied Biosystems



Las reacciones de PCR se desarrollaron en un termociclador (Applied
Biosystems, GeneAmp PCR System 9700) con las siguientes condiciones:
precalentamiento a 94°C por 12 min seguido por 40 ciclos de desnaturalizacién a
94°C por 30 seg, alineamiento a 60°C por 1 min y extension a 72°C 1 min, seguido
de una extensién final a 72°C por 10 min. Los productos de amplificacién se

guardaron a 4°C.



4. RESULTADOS.
4.1. Banco de muestras.

Los animales se sacrificaron entre Mayo y Junio del 2005. Los tejidos se
congelaron a —70°C ya que seran utilizados en varias investigaciones.

Los tejidos se llevaron en congelacion al CICYTA de la Universidad
Autonoma del Estado de Hidalgo, Tulancingo, Hidalgo.

En la Tabla 3 se especifica cuales son las muestras que se obtuvieron de

cada animal.
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20 + + + + + + + + + + + + + + + +
21 + + + + + + + + + + + + + + + +
22 + + + + + + + + + + + + + + + +
23 + + + + + + + + + + + + + + + +
24 + / + + + / + / + + + + + + / +
25 | + + + + + + + + + + + + + + + +

Tabla 3. Banco de muestras realizado durante la necropsia de los animales.
+ Se obtuvo la muestra
/ No se obtuvo la muestra
BA  Broncoaspird
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4.2. Cuantificacion.

Los acidos nucleicos tienen una absorbancia maxima de luz en la region

ultravioleta a 260 nanémetros (nm). Esto se usa para determinar su concentracion

en una solucion y el grado de contaminacién con proteinas que tienen una

absorbancia maxima a 280 nm.

Hay que recordar que la relacion de los valores de las lecturas 260/280

(rango) es de 1.6 para RNA puro. Si se obtienen valores mayores a 1.8 el RNA

pudiera estar contaminado con proteinas o DNA; menores a 1.4 quiere decir que

el RNA esta muy sucio o degradado.

En la Tabla 4 se muestra el rango de los diferentes ndédulos linfaticos. Las

mediciones obtenidas en la cuantificacion para la densidad de 260 nm y 280 nm

se refieren en el Anexo 3.

Rango = 260/280

MUESTRA

RANGO

NLm?2

NLm3

NLm6

NLm?9

NL m 10

NL m 11

NL m 14

NLm21a

NLm21b

NL m 24

NL tb 10

NLtb 11 a

~

NLtb 11 b

NL tb 17

NL tb 21

NL tb 23

NL rf 8

NL rf 12

NL rf 14

NL rf 16

NL rf 24

o|lo|o|N|2 R lojoo|P | oo|Cla|lo|N|o|o| oo |ox

Tabla 4. Valores de integridad del RNA.
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De las 21 muestras analizadas se obtuvieron rangos entre 1.4y 1.8 en 18
muestras y solo en tres muestras se obtuvieron rangos de 0.2, 1.2y 3.7, por lo que

se puede afirmar que el RNA extraido conserva su integridad.

Después de analizar y comprobar la integridad del RNA se mide su
concentracion por medio de una relacion con un factor establecido para RNA y se
expresa en ug/ul. En la Tabla 5 se hace referencia a la concentracion obtenida del
RNA de las diferentes muestras.

Factor de dilucién = vol H,O / vol muestra

Concentracion = 260 x 40 x Factor de dilucion ug/ul

MUESTRA ug/ul
NLm 2 2.74
NL m 3 4,23
NL m 6 3.31
NLm9 3.82
NL m 10 3.22
NL m 11 9.62
NL m 14 4.00
NLm 21 a 3.49
NLm21b 0.03
NL m 24 6.84
NL tb 10 3.40
NL tb 11 a 0.52
NLtb11b 1.16
NL tb 17 4.00
NL tb 21 4.65
NL tb 23 3.69
NL rf 8 1.39
NL rf 12 2.01
NL rf 14 7.09
NL rf 16 5.07
NL rf 24 3.62

Tabla 5. Concentraciéon del RNA extraido.

La concentracion en ul de RNA que se colocé en el gel de agarosa (4 ug) y

en la reaccion de RT (2 pg) se refieren en el Anexo 4
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4.3. Electroforesis del RNA.

Los acidos nucleicos pueden ser analizados por electroforesis en un gel de
agarosa, debido a que cuando estan en una solucidon a pH neutro, los grupos
fosfato les confieren una carga neta negativa. Esta carga eléctrica hace que
cuando se ponen moléculas de DNA o RNA en un campo eléctrico estas tiendan a
moverse en direccion al polo negativo del campo. Si las moléculas en movimiento
por el campo eléctrico se ponen en una matriz gelificada, las moléculas mas
pequefias pueden moverse mas rapido que las mas grandes y esto nos permite
separar fragmentos de diferente tamaro (Booz, 2001).

Para observar la integridad del RNA antes de realizar la técnica de RT-PCR
se realizo la electroforesis del RNA con un gel de agarosa al 1% se cargo 4 ug de

RNA, 1 ul de Bromuro de etidio y 4 ul de buffer de carga en cada carril.

En las Figuras 3, 4 y 5 se observa la integridad del RNA de Nodulos

Linfaticos de bovinos infectados experimentalmente.

Figura 3. Carril 1, Marcador de peso molecular (pb). Carriles 2 y 4, RNA extraido de Nodulos

Linfaticos. Carril 3, Vacio.
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Figura 4. Carril 1, Marcador de peso molecular (pb). Carriles 2 al 7, RNA extraido de Nodulos

Linfaticos.

Figura 5. Carriles 1 al 12, RNA extraido de Nodulos Linfaticos.

Con la realizacion de estos geles podemos observar la integridad del RNA
por la presencia de las dos bandas superiores que marcan dos subunidades. La
banda que se observa al final del gel nos indica que hay un poco de RNA
degradado, pero con la cantidad integra obtenida nos es suficiente para la
realizacion del RT-PCR. En las figuras 3 y 4 se observa el RNA sin la
ultrapurificacion con DNasa con la presencia de DNA en forma del barrido en la
parte superior del gel. En la figura 5 se observa el RNA mas limpio después de la
ultrapurificacion con DNasa, ya no se observa el barrido y se obtiene un RNA

integro y libre de DNA.

26



4.4. Electroforesis de los productos de amplificacién (RT-PCR).

Los productos de amplificacion de B-Actina (890pb) se visualizaron en un gel
de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio y se observaron con luz
ultravioleta en un foto-documentador (Epi Chemi |l Darkroom, UVP Biolmaging
Systems). La mezcla para el RT y el PCR se realiz6é a un volumen final de 10pl.

Las concentraciones final se encuentran detalladas en el Anexo 5.

En las Figuras 6, 7 y 8 se muestran los resultados de la RT-PCR utilizando

Nédulos Linfaticos de animales infectados experimentalmente con M. bovis.

Figura 6. Carriles 1 a 6, productos de amplificacion obtenidos con muestras de Nédulos Linfaticos.

Carriles 7 y 8, controles negativos (H,O). Carril 9, marcador de peso molecular (pb).
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Figura 7. Carriles 1y 2, productos de amplificacion obtenidos con muestras de Nodulos Linfaticos.

Carril 3, control negativo (H,O). Carril 4, marcador de peso molecular (pb).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 8. Carriles 1 al 12, productos de amplificacion obtenidos con muestras de Nodulos

Linfaticos. Carril 13, control negativo (H,O). Carril 14, marcador de peso molecular (pb).
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5. DISCUSION.

La tecnologia moderna y la biologia molecular han afectado las pruebas
diagndsticas de la tuberculosis, las de deteccion, las confirmatorias y las de
exclusion. Representando una mejor calidad en las pruebas o un mejor

conocimiento de la interaccion de M. bovis con el huésped (Adams, 2001).

Se ha demostrado la interaccion entre linfocitos T y macrofagos para el
control de la infeccion. Las citocinas especificas que regulan la resistencia
inmunoldgica son predominantemente las Th1, Interferon gama (INF-y) e
Interleucina-2 (IL-2) (Barnes et al., 1993).

Las técnicas moleculares como la RT-PCR se han usado en numerosos
estudios para determinar la expresién de citocinas (IL-10, IL-12, INF-y,TNF-a) que
regulan la respuesta a la infeccidén, no solo contra M. bovis, sino también contra
otros patégenos como Babesia bovis, Tripanosoma congolense y T. Vivax.

La amplificacién del B-Actina comprueba que los reactivos son funcionales
con las concentraciones usadas (Aldwell et al., 1997; Nozaki et al., 1997; Shoda et
al., 2000; Taylor et al., 1996), también se demuestra que el RNA empleado en la
técnica esta integro. Asi, se puede con facilidad probar y amplificar otros

fragmentos o receptores de hormonas como la prolactina (PRL).
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6. CONCLUSIONES.

Esta investigacion permite desarrollar la técnica RT-PCR con menos
complicaciones para futuras investigaciones donde se requiera de amplificar

citocinas o receptores de hormonas.

Permite relacionar la etapa de infeccion en la que se encuentra un animal
con su estado fisioldgico por medio de la amplificacion de receptores de diferentes

hormonas relacionadas con la inmunidad contra M. bovis.

Realizando la técnica de RT-PCR se tendra un mejor conocimiento de como

se da la infeccién en el hospedador.

El banco de muestras generado en esta investigacion servira para futuras
investigaciones en las que se requiera realizar pruebas con animales desafiados

con M. bovis.
En investigaciones posteriores se validara la informacion obtenida en esta

investigacion al poder emplear menos tiempo en el desarrollo de la técnica de RT-

PCR y poder amplificar con diferentes iniciadores.
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7.

ANEXOS.

7.1. Anexo 1. Reactivos utilizados en la extraccion de RNA.

Solucién de Hanks
Reactivo Hanks 59
Biocarbonato de sodio 35 mg

Ajustar el pH a 7.0 y aforar a 1000 ml

HCI1 N
HCI concentrado 37% 85.5 ml
Aforar a 1000 ml

Etanol al 75%
Alcohol etilico 75 ml
Agua-DEPC 25 ml

Almacenar a -20°C hasta su uso.

Acetato de sodio 3 M pH 5.3

Acetato de sodio anhidro 12.045 g

Agua-DEPC 50 mi

Ajustar el pH con HCI antes de aforar y autoclavear. Almacenar a

temperatura ambiente.

Cloroformo/Alcohol isoamilico (1:24)
Cloroformo 24 ml
Alcohol isoamilico (isopentanol) 1 ml

Almacenar protegido de la luz.

Agua tratada con DEPC (dietil pirocarbanato)
DEPC 1 ml
Agua destilada desionizada 1L

Agitar toda la noche. Esterilizar. Almacenar a 4°C.
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Anexo 2. Reactivos utilizados en la electroforesis.

Buffer de Corrimiento 5X

MOPS pH
Acetato de sodio
EDTA pH 8.0

Buffer de Carga
Glicerol al 100%
EDTA1 mMpH 8
Azul de Bromofenol
Xilencianol FF
Agua-DEPC

Almacenar a temperatura ambiente.

Bromuro de Etidio
Bromuro de Etidio
Agua-DEPC

Almacenar a temperatura ambiente y protegido de la luz.

TBE 10 X
Tris Base

Acido borico

EDTA 200 mM pH 8.0

Aforar a 1000 ml

EDTA 200 mM pH 8.0

EDTA, sal disddica
Agua bidestilada

Ajustar el pH a 8.0 y aforar a 100 ml

7.001M
50.0 mM
5.0 mM

5.0 ml

20 pl

2.5mg
2.5mg

50 ml

16059

1ml

108 g
95 ¢
100 ml

7459
80 ml
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7.3. Anexo 3. Valores obtenidos en la cuantificacion.
MUESTRA 260 nm 280 nm
NLm?2 0.6859 0.4553
NLm3 1.0579 0.6792
NLm6 0.8281 0.5185
NLm?9 0.9571 0.6099
NL m 10 0.8055 0.5355
NL m 11 2.4038 1.4433
NL m 14 1.0009 0.6634
NLm 21 a 0.8736 0.5127
NLm21b 0.0078 -0.0380
NL m 24 1.7106 1.0467
NLtb 11 a 0.1299 0.0347
NLtb11b 0.2922 0.1928
NL tb 10 0.8490 0.5732
NL tb 17 1.0011 0.6671
NL tb 21 1.1613 0.7639
NL tb 23 0.9247 0.6691
NL rf 8 0.3476 0.2809
NL rf 12 0.5021 0.3021
NL rf 14 1.7723 1.1111
NL rf 16 1.2681 0.8136
NL rf 24 0.9052 0.6073

7.4. Anexo 4. Concentracion de RNA.

RT GEL
MUESTRA 2 ug 4 ug
NL m 2 0.73 ul 1.5 pl
NL m 3 0.5 pl 1.0 pl
NL m 6 0.60 pl 1.2 pl
NLm9 0.52 pl 1.1 pl
NL m 10 0.6 pl 1.2 pl
NL m 11 0.2 pl 0.4 pl
NL m 14 0.5 pl 1.0 pl
NLm21a 0.6 pl 1.2l
NLm21b 64 ul 128 ul
NL m 24 0.3 pl 0.6 ul
NLtb 11 a 3.9 ul 7.7 ul
NLtb 11 b 1.7 ul 3.4l
NL tb 10 0.6 pl 1.2 pl
NL tb 17 0.49 pl 1.0 pl
NL tb 21 0.4 pl 0.8 ul
NL tb 23 0.54 ul 1.1l
NL rf 8 1.44 pl 2.9 ul
NL rf 12 1.0 ul 2.0 ul
NL rf 14 0.3 ul 0.6 ul
NL rf 16 0.4 pl 0.8 ul
NL rf 24 0.5 ul 1.1 pl
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7.5. Anexo 5. Mezcla empleada en la reaccion de RT y de PCR.

Mezcla RT Vol 10 pl

MEZCLA 1 MUESTRA
Buffer 5X 2l
MDTT 1 ul
DNTP 1l
Oligo dT 1.6 ul
Rnase Out 0.5 ul
RT superscript 0.5 ul
RNA c.b.p. 2 ug
H20 DEPC c.b.p. 10 ul
Mezcla de PCR Vol 10 ul
MEZCLA 1 MUESTRA
Buffer 10 X 1l
MgCl, 0.8 ul
DNTP 1l
BActina F 1 ul
BActina R 1 ul
Taqg 5 U/ul 0.2 ul
Producto de RT 2 ul
H20 DEPC c.b.p. 10 ul
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