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RESUMEN

Santilan Flores Marco Antonio.  Caracterizacién genética de las Secuencias
Polimorficas Repetidas Ricas en GC (PGRS) en aislados de Mycobacterium
bovis y Mycobacterium tuberculosis. Bajo la direccidn de la Dra. Clara
Inés Espitia Pinzon y et Dr. Francisco Suarez Glemes .

La tuberculosis humana ha cumplido mas de 100 afios de estar presente y ser
considerada como uno de los principales problemas de salud en el mundo. De
igual manera la tuberculosis en los bovincs se ha convertido en un serio problema,
ya que la alta incidencia y prevalencia de la enfermedad en el ganado lecherc se
ha traducido en perdidas econdmicas para la industria pecuaria.

Los objetivos del presente estudio fueron evaluar los marcadores genéticos
1S6110 y la region conservada de las Secuencias Polimérficas Repetidas Ricas
en GC (PGRS): PE-PGRS81 de 235 pb y Rv1759c¢ 647 pb como marcadores de
polimorfismo genetico en el DNA de Mycobacterium bovis y Mycobacterium
tuberculosis con el fin de establecer diferencias entre los aislados y agrupar las
cepas con base al marcador genético que presentara mayores diferencias. Se
analizaron por medio de la técnica del Polimorfismo de {a Longitud de los
Fragmentos de Restriccién (RFLP): 17 aislados de M. tuberculosis, y 51 cepas
de M. bovis. El DNA fue digerido con las enzimas de restriccion Aful, Pvull y
Smal.

Las diferencias mas importantes en el patrén de reconocimiento entre las PGRS
estudiadas se observo al utilizar et DNA digerido con Smal y la hibridacion con la
sonda PE-PGRS81 de 235 pb, con esta secuencia se observaron 13 patrones
polimorficos en los aislados de M. tuberculosis, los cuales fueron clasificados en
cuatro clusters. En las cepas de M. bovis se reconocieron 36 patrones
polimérfices, los cuales fueron agrupados en 12 clusters. 57% de las cepas de
M. bovis analizadas con la secuencia IS6110 vy digeridas con Pvull, presentaron
una banda de 1.9 Kb, 25.5% presentarcn una banda en distinta posicion vy el
17.5% de las cepas presentarcn de 2 a 6 bandas, se reconocieron nueve
patrones polimdérficos. Los resultados del presente trabaio muestran que la
secuencia de 235 pb de la PGRS81 utilizada comc marcador de poiimorfisme
genético en combinaciéon con el DNA digerido con la enzima Smal pueden ser un
sistema alternativo para el andlisis de los aislados de M. tuberculosis que
presentan un bajo nimero de copias de IS6110 asi como las cepas de M. bovis.

Palabras Clave: tubercuiosis humana, tuberculosis bovina, RFLPS, PGRS, M.
tuberculosis, M. bovis.



ABSTRACT

Santillan Flores Marco Antonio. Genetic characterization of the Polimorphic Rich
GC Sequences (PGRS) from Mycobacterium bovis and Mycobacterium
tuberculosis isolates .  Under supervision of Dra. Clara Inés Espitia Pinzon and
Dr. Francisco Suarez Glemes.

Human tuberculosis has more than 100 years to be considered as the main
health problem in the world. Bovine tuberculosis has become a serious problem
for livestock due to high incidence and prevalence of disease in dairy cattle.

The objectives of this work were to evaluate the |S6110 and the conserved region
of the Polymorphic GC-Rich Sequences (PGRS): PE-PGRS81 of 235 pb and
Rv1759c of 647 pb as genetic polymorphic markers in the DNA of Mycobacterium
bovis and Mycobacterium tuberculosis isclates. With the aim to establish
differences among the isolates and classify strains on basis of the major
differences generated by the genetic markers .

Seventeen isolates of M. tuberculosis and 51 strains of M. bovis were analyzed
by Restriction Fragments Length Polymorphism (RFLP): The DNA was digested
with the restriction enzymes Alul, Pvull Smal. N

The majer differences were observed when the DNA was digested with Smal and
when PE-PGRS81 of 235 pb was used as a probe. With this combination 13
polimorphic patterns were detected in M. tuberculosis, which were classified in
four clusters. M. bovis showed 36 polimorphic patterns, which were contained in
12 clusters.

With 156110 /Pvull the M. bovis strains showed 9 polimorphic patterns, which
vary from 1 to 6 bands. The majority of isolates (28 of 51) exhibited a single copy
of 186110. The results showed that the hetter genetic differentiation among the
isolates were obtained when the Sma | enzyme was used with the PE-PGRS81 of
235 pb as probe. These results ailow us to suggest this genetic marker for
molecular epidemiology studies related with M. bovis and M. tuberculosis.

KEY WORDS: human tuberculosis, bovine tuberculosis, PGRS, RFLPS, M. bovis,
M. tuberculosis .



1.INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

La tuberculosis bovina es uno de los principales problemas que enfrenta la
ganaderia nacional, no so6lo por que representa un riesgo para fa salud animal y
potencialmente para ia salud publica, sino gue también se traduce en pérdidas
econémicas. Aunado a esto, la presencia de la enfermedad se convierte en uno
de los principales obstaculos para la movilizacién y comercializacion nacional e
internacional del ganado (Milian-Suazo et al 2000, Luna-Martinez et a/ 1996).

El agente causal de la tuberculosis en el ganado bovino es Mycobacterium
bovis, que es un bacilo acido alcohol resistente, de crecimiento lento, que no
~ forma esporas pero tiene resistencia moderada al calor, a la desecacion y a varios
desinfectantes (Balandrano et al 1996, Farga 1995). Estas caracteristicas se
deben a que la micobacteria posee una pared celular rica en lipidos. A la Juz
directa del sol el bacilo puede ser destruido facilmente, en ios ambientes
humedos puede permanecer viable durante periodos prclongados (Balandrano ef
al 1996, Farga 1995). La infeccidn con el bacilo se caracteriza por producir
lesiones de tipo granulomatoso principalmente en el pulmon y  linfonddulos, o
que lleva a que los animales infectados pierdan progresivamente su condicidn
corporal (Balandrano et al 1996, Miiian-Suazo et al 2000, Estrada 1995, Farga
1995).

La presencia de la enfermedad en los hatos bovinos ocasiona pérdidas en la
produccion de carne y leche debidas a ia disminucion en el desarrollo. Estas
perdidas consisten en: retencion de canales en los rastros, pérdidas en la
produccion lactea (17%), en la produccion de terneras (15%), en la disminucion
del nimerc de lactancias (109%) y en la disminucion de un 10-20% de la duracion
de cada lactancia con respecto a los animales sanos (Luna-Martinez ef al 1996,

Valdespino 1983).



En los establos lechercs de México, la vida preductiva de las vacas es muy corta y
los desechos anuales por establo fluctuan entre el 25 y 35%. Se considera que
Ias.principales causas de deshecho son debidos a trastornos reproductivos,
digestivos y problemas de tipo respiratorio. La tuberculosis se considera como
una de las principaies causas de deshecho de ganado, lo que ocasiona
desemboisos importantes para la empresa agropecuaria al aumentar los costos de
depreciacion de vientres en el estabio y disminuir la disponibilidad de animales de
reemplazo en el pais. Se estima que en México existen airededor de 35 millones
de cabezas de ganado bovino, de las cuales 4.4 millones son de ganadc lechero;
siendo la prevalencia de la enfermedad para este tipo de ganado del 10-12% vy
para el ganado productor de carne de 0.5-1% (Estrada 1995). La produccion
lechera en Méxice se lleva a cabo basicamente dentro de los siguientes sistemas
de explotacion: ia produccion lechera especializada, la semiestabuiada o familiar y
la ordefia estacional. Las pérdidas ocasionadas por la tuberculosis en el sistema
de produccion lechero ascienden a mas de 55 mil millones de pesos anuales y de
estos el 60% recae en la ganaderia especializada (Valdespino 1993). los
Estados de |la Republica con mayores problemas de tuberculosis son aquellos en
los que existen cuencas lecheras como: Baja California, Hidalge, Queretaro,
Chihuahua, Jalisco y ta Comarca Lagunera en Coahuila. Entre los factores gue
afectan a la industria lechera, es de particular importancia mencionar la alta
incidencia de enfermedades de tipc crénico como es el caso de la tuberculosis

( Estrada 1995, Valdespino 1993).



1.2 SALUD PUBLICA

La tuberculosis humana ha cumplido mas de 100 afios de estar presente y ser
considerada como uno de los principales problemas de salud en el mundo (Olvera
et al 1998). Los factores que tradicionalmente se han asociado con la adquisicion,
desarrollo y mortalidad de la infeccion son complejos, ya que estan influenciados
por aspectos sociales, econdmicos, culturales, bioldgicos, etc. Los factores gue
con mayor frecuencia se mencionan son la pobreza, la desnutricidn, el
hacinamiento, la ventilacion, la iluminacién deficiente de las viviendas, el
alcoholismo, el uso de drogas, los tratamientos prolongados con corticoesteroides,
el embarazo, la falta de acceso a los servicios de salud, los fenomenos migratorios
y la presencia de otros padecimientos asociados como la Diabetes mellitus.
Recientemente la infeccidn por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) se
ha sumado a ia larga lista de factores de resgo y en la actualidad constituye el
factor de mayor asociacion con el desarrollo de ia tuberculosis. Ademas, debido al
abandono o a la mala aplicacion del tratamiento antituberculoso, han surgido
cepas del bacilo resistentes a los medicamentos, por fo que se considera
necesario establecer nuevas estrategias para la prevencion y el tratamiento de Ia
enfermedad (Olvera et al 1998, Valdespino-Gomez et al 1995, Figueroa et af
2000, Ostrosky-Zeichner et al 2000). En 1993 la Organizacion mundial de la
Salud (OMS) declaro a la tuberculosis como una emergencia mundial, ya que las
estadisticas indican que una tercera parte de la poblacion esta infectada con el
bacilo tuberculoso (Dye ef al 1998, Enarson et al 1999, Bloom et al 1992, Miller et
al 1988). La OMS pronostica que en los proximos 10 anos, alrededor de 300
millones de personas contraeran {a infeccion, 90 millones de personas tendran la
tuberculosis en forma activa y alrededor de 30 miillones moriran a causa de la
enfermedad (Enarson et al 1999, Cosivi ef al 1998). En México de acuerdo a los
datos de Valdespino-Gémez de 1998, donde analizan las tendencias de
morbitidad por tuberculosis indican que a partir de 1981 la tasa de morbilidad
notificada para la enfermedad es de 17.1 casocs por 100 000 habitantes. Se

estima que en jos ultimos 10 afios han ocurrido mas de 27 000 casos.
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El agente causal de la enfermedad en humanos es Mycobacterium
tuberculosis, pero también M. bovis puede producir la enfermedad
principalmente en los paises donde fa tuberculosis bovina no ha sido erradicada.
M. bovis se transmite al hombre a traves de leche no pasteurizada proveniente de
animales infectados o por contacto directe con estos, ya que el bacilo es eliminado
por medio de aerosoles (Enarson et al 1999, Cosivi et al 1998). La Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) informd que en 1990 en America del Sur se
presentaron aproximadamente 7,000 casos de tuberculosis en humanos causada
por M. bovis, se considera que esta cifra puede ser ocho veces mayor. Entre
1980 y 1991 en San Diego California se llevo acabo un estudio en el que se
identificaron 73 casos de personas de origen latino infectados por M. bovis, los
cuales representan el 3% de los casos de tubercuiosis humana notificada durante
ese periodo (Danker ef al 1893). Otro estudio realizado en Argentina de 1986 a
1989 revelt gue de una muestra de 679 personas enfermas de tuberculosis, 26
(3.8%) estaban infectadas con M. bovis, en este estudio también se menciona
que los individuos infectados desarrollaban actividades directamente con el
ganado (OPS 1994).

En México se debe considerar a la tuberculosis bovina como un serio problema en
salud publica, ya que del total de la leche que se produce en el territorio nacional ,
solo el 23% se pasteuriza, el 40% se destina a la industrializacion y el 37%

restante se comercializa libremente (L.una-Martinez ef al 1996).



1.3 DIAGNOSTICO Y CONTROL

En México el control de la enfermedad en el ganado bovino se basa en la
aplicacion de la prueba intradérmica de la tuberculina y el sacrificio de los
animales reactores (Santillan ef al 1999). El diagndstico definitivo se lieva a cabo
mediante histopatologia, aisiamiento v tipificacién bioquimica del bacilo a partir del
cultivo bacteriolégico de muestras de drganos con lesiones sospechosas a
tuberculosis (Santillan et al 1999, Corner 1994, Payeur et al 1993).

Con los avances que ha tenido fa Biologia Molecular se han generado nuevas
herramientas para el diagnostico y la epidemiologia. kstas técnicas tienen la
caracteristica de ser muy sensibles y especificas, ademas de gue proporcionan
informacion mas exacta a nivel epidemiologico de lo que sucede con la infeccion.
El_diagnostico molecular hasado en la deteccién de los genes del agente
etioldgico, con las técnicas apropiadas'bermite gue este se detecte de manera
mas precisa asi como también permite el rastrec y el seguimiento de las cepas
de! agente patogeno en una poblacion. La aplicacion de estas técnicas a la
tubercutosis bovina, permite comprender mejor la dinamica de fa transmision del
bacilo, la identificacion de brotes y la relacidon de estos con focos de infeccion
comunes asi como la identificacion de diferentes especies involucradas en la
cadena epidemiolégica (Milian 1998, Ross ef af 1992, Collins et a/ 1994).

Las técnicas de tipificacién del Acido Desoxiribo-Nucléico (DNA) son empleadas
actualmente para estudios de investigacion epidemiologica de wvarias
enfermedades infecciosas (Collins ef al 1994).  Se considera que la técnica de
identificacion del Polimorfismo de la Longitud de Fragmentos de Restriccion
(RFLP) es una herramienta muy valiosa para llevar a caboc estudios
epidemiologicos. Esta técnica identifica diferencias genéticas entre cepas por el
patron que forman los fragmentos del DNA en geles de agarosa o poliacrilamida
después de que el DNA ha sido digerido con enzimas de restriccien y detectado
con sondas marcadas en un analisis de Scuthern blot. Ademas de ser sensible en
la identificacion del agente etiologico, la técnica permite asociar aislados obtenidos

en el laboratoric con posibies focos de infeccién. Las sondas que mas se han



empleado para el estudio de la tuberculosis por RFLP son la Secuencia de
Insercion 6110 (1S8110) vy las Secuencias Polimérficas Ricas en GC (PGRS) (Van-
Soolingen ef al 1991, Hatfull et a/ 2000, Ratledge 1299 Milian 1998)

1.4 LA SECUENCIA DE INSERCION 6110 (1S6110)

Existen principalmente dos formas de secuencias repetidas de DNA en el
genoma bacteriano: las secuencias repetidas dispersas y las secuencias
repetidas en tandem (Hatfull ef af 2000, Ratledge 1999).

Las secuencias repetidas dispersas pueden corresponder a genes duplicados o a
elementos geneticos moviles presentes en varias copias, a este tipo de
elementos pertenecen las Secuencias de Insercion ( 1S ). Se considera que el
3.4% del genoma de M. tuberculosis esta constituido por secuencias de
insercion y por profagos; se tienen bien definidos 56 elementos IS en el genoma
micobacteriano (Cole ef al 1898, Young 1998). La movilidad potencial que tienen
los elementos de insercion constituyen una fuente de plasticidad gendmica, con lo
que podrian participar en una gran variedad de rearreglos cromosomales. Una de
las secuencias de insercion que ha sido mas amptiamente estudiada, es el
elemento de insercion 6110, que es un elemento funcional transposable de
1.358 kilobases (Kb). Este elemento esta flangueado por secuencias repetidas
invertidas de 30 pb y contiene un frente de lectura que presenta una gran
homologia con las fransposasas de la familia |S3 de ias enterobacterias. La
IS6110 dnicamente estd presente en las especies que integran al complejo
tuberculosis: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti. Los aislados
de M. tuberculosis presentan de cero a 25 copias y |as cepas de M. bovis de
una a dos copias. Con este marcador se pueden establecer diferencias entre
cepas de M. tuberculosis, debido a que los elementos IS estan presentes en
diferente numerc de copias y estan integrados en varios sitios del cromosoma,
por lo que fragmentos de restriccion que portan IS son aitamente polimorficos.

Los estudios epidemiologicos en los que se ha empleado este marcador



geneético, hah pefmitido identificar brotes de infeccion, rutas de transmision y.
diseminacion de cepas. Una limitante que presenta este marcador es que tiene
poco poder de discriminacion para diferenciar entre cepas de M. tuberculosis
que portan menos de cinco copias del elemento y de las cepas de M. bovis que
sélo portan una a dos copias. {Ross et al 1992, Collins et af 1994, Van-Soolingen
ef al 1991, Plikaytais ef al 1991, Hatfull ef a/ 2000, Ratledge 1999).

1.5 SECUENCIAS POLIMORFICAS RICAS EN GC (PGRS)

Dentro del analisis de la recientemente concluida secuencia del genoma de
M. tuberculosis se establecié que esta constituido por 4°'411,529 pb, con un
contenido de Guanina + Citosina (G+C) del 66%. Ademas también se encontrd
'ciue en el genoma existen genes que codifican péfa familias de proteinas ricas
en glicina con estructuras repetitivas denominadas PE (Pro-Giu} y PPE (Pro-Pro-
Glu) por la presencia de estos residuos de aminoacidos en la regién amino-
terminal en fa mayoria de ellas {(Cole ef a/ 1998, Young 1998). Cerca del 10% de
la capacidad cocdificadora del genoma esta dedicado a estas dos familias de
proteinas. Miembros de estas familias son fas denominados PGRS { Polimorphic
GC rich sequences), estas a su vez forman una familia que esta constituida por
61 genes, los cuales se caracterizan por presentar una secuencia consenso
repetida de 9 pb CGGCGGCAA. Las proteinas PGRS presentan diferentes
tamafos que van de 100 a 1900 amincacidos vy tienen un alte contenido de
glicina. Algunas de las secuencias PGRS que han sido descritas y caracterizadas
por diferentes laboratorios son: pBNT12 ( Ross et al 1992), pMBAZ (Bigi et a/
1995), MBHRD (Doran ef al 1992), orf3'(Paulet 1995), Rv 1759c¢ (Aboud-Zeid ef
al 1981} y mas recientemente la PGRS81 (Espitia ef af 1999) . De estas la
pBNT12 y la pMBAZ han sido ampliamente usados comoc marcadores de
polimorfismo en estudios epidemiologicos de tipificacién de aislados de
M. tuberculosis y M. bovis (Bigi et al 1995, Doran et af 1992, Thierry et af
1990, Hermans et a/ 1991, Coliins ef a/ 1983 Van-Solingen ef al 1993}



La comparacion de la secuencia PE-PGRS81 con la reportada en et genoma de
M. tuberculosis mostré que esta presenta una homologia alta con miembros
de la familia de las PE-PGRS. La variabilidad a nivel genético de las PE-PGRS y
ta presencia de frentes de lectura abiertos en la gran mayoria de las PGRS que
codifican para proteinas potencialmente ricas en glicina podrian ser una fuente
potencial de variacidn antigenica por lo que se considera que pudieran tener
relacion en la moduiacion de la respuesta inmune del huésped vy la virulencia de
las cepas (Espitia et al 1999). Recientemente se demostrd que al menos un
miembro de esta familia, la secuencia Rv1759c que fue expresada como un
péptido recombinante, fue reconocido por los sueros de humancs y bovinos
enfermos con tuberculosis (Espitia ef al 1999). Esta observacion junto con la de
Cataldi (comunicacion personail), quien clono un gen de una biblicteca de
expresion de M. bovis usando un suero de. un bovino tuberculosc, cuya
secuencia presentd homologia con un miembro de la PE-PGRS, constituyen una
de las primeras evidencias de la expresion de estas secuencias.

Se considera que la variacion antigénica podria estar relacionada con las PGRS y

establecerse por diferentes mecanismos tales como:

A) Todos los aislamientos tienen el mismo repertorio de proteinas PGRS; por lo
que, la variacion antigénica podria darse por la expresion diferencial de las
secuencias entre los diferentes aislados.

B} Las diferentes cepas poseen un repertorio de proteinas PGRS diferente.

Evidencias experimentales favorecen este ultimo mecanismo:

1. Las secuencias PGRS sirven para diferenciar aislamientos, indicando
polimorfismo entre cepas.

2. Cole et al 1998, demostraron diferentes nimero de repeticiones PGRS en
la misma proteina entre M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG

(Espitia ef al 1999).
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En el presente estudio se piantea la evaluacion de dos secuencias de PGRS: ia
PE-PGRS81 de 235 pb y la Rv1759c de 647 pb en sus regiones conservadas
como marcadores geneticos para establecer un método que permita clasificar y
agrupar diferentes cepas de M. bovis y M. tuberculosis.

Esta informacion sera util para tratar de comprender mejor la dinamica de la
transmisién del bacilo, asi como la identificacion de brotes vy la relacion de estos
con focos de infeccion comunes, para de esta manera fratar de definir estrategias

para el control de la enfermedad.
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2. HIPOTESIS

El genoma de Mycobacterium spp. contiene secuencias repetidas polimorficas
de DNA, de las cuales las PGRS son las mas abundantes y presentan una gran
variabilidad genética. Por lo gue el empleo de las regiones conservadas de PE-
PGRS81 y Rv1759c, como marcadores genéticos permitird agrupar y clasificar

diferentes cepas de Mycobacterium bovis y Mycobacterium tuberculosis

3. OBJETIVO GENERAL

Establecer diferencias y agrupar las cepas de Mycobacterium bovis de distintas
areas geograficas del pais a partir de la presencia de la secuencia 1S6110

/Pvull y con base al marcador genetico PGRS.
3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

- Establecer diferencias y agrupar tas cepas de Mycobacterium tuberculosis
con base al marcador genético PGRS.

- Evaluar los marcadores geneticos PE-PGRS81 y Rv1759¢ en sus regiones
conservadas para detectar Secuencias Polimérficas Repetidas Ricas en GC
(PGRS) en el DNA de Mycobacterium bovis y Mycobacterium tuberculosis.

- EBEvaluar la digestion enzimatica que genere mas diferencias entre ias cepas.

-
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 BACTERIAS

Cepés de referencia: M. tuberculosis H37Rv , M. vaccae. (cepario Instituto de
Investigaciones Biomedicas) bacilo Calmette & Guerin M. bovis-BCG cepa
Danesa.

Se analizaron 17 cepas de Mycobacterium tuberculosis procedentes del
banco de cepas de RIVM (Instituto Nacional de Salud Publica de Holanda). Los
aislados estan clasificados en clades , esta clasificacion esta realizada con base
al pdli-morfismo que presentan los aislados al ser hibridados con la sonda 1S6110.
(Cuadro 1)

Se estudiaron 51 cepas de Mycobacterium bovis procedentes de cuatro
Estados de la Republica Mexicana: 20 de Veracruz, 10 del Estado de México, 17
de Jalisco y 4 de Sonora (Cuadro 2).

Las cepas se sembraron por triplicado en el medio Middlebrook 7H11 agar (Difco
Lab.) suplementado con &cido oléico, albumina, dextrosa catalasa (OADC )

(Difco Lab.) e incubadas a 37°C durante cuatro semanas (Payeur et al 1993).

4.2 EXTRACCION DEL DNA MICOBACTERIANO

A la masa bacteriana transferida a un tubo de microcentrifuga se le adicioné
400 ul de TE 1x (0.01 M HCl-tris , 0.001 M EDTA pH 8.0) y se inactivo a 80.0(3
durante 20 minufos. Postericrmente, se le agregd 50 ui de lisozima (10 mg/ml) vy
se incubo a 37°C durante una hora. Al cabo de la cual se ie agregd 70 ul de

sulfato dodecyl de sodio al 10% (SDS), 5 ul de proteinasa K {10 mg/ml ) y se
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incubd a 65°C durante 10 minutos. Después de io cual se le adiciond 100 ul de
NaCl 5 My 100 ul de CTABNaCl (N-cetyl-N,N N-trimethy! bromurc de amonio)
precalentados a 65°C, fos tubos se incubaron en agitacion a 65°C por 10 minutos.
FPosteriormente se agregaron 750 ul de cloroformo-alcohol isoamilico, y después
de agitar durante 10 segundos, la muestra se centrifugd a 12,000 rpm, durante 5
minutos, la fase acuosa fue transferida a otro tubo de microcentrifuga. EI DNA se
precipité con 0.6 vol. (450 ul) de isopropanol durante 30 minutos a —-20°C .
La muestra se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 minutos. Al peliet se le agregd
itml de etanol fric al 70%, después cenfrifugar durante 5 minutos.
El sobrenadante se elimino dejando aproximadamente 20 ul de este con el pellet
se centrifugd nuevamente durante 1 minuto, asegurandose de eliminar todo el
scbrenadante para evitar que guedaran trazas de etanol. El pellet se secd a
temperatura ambiente durante 10 minutos, se resuspendid en 80 pl de agua milliQ
esteril y se almacend en fefrfg:efacién a 4°C hasta su uso. V

El DNA se visualizé en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, a partir del
gel se determino Ia concentracion de DNA de cada muestra (Van-Soolingen ef al

1991).

4.3 DIGESTION DEL DNA MICOBACTERIANO CON ENZIMAS DE
RESTRICCION

3 ng de DNA de cada muestra fueron digeridos durante 1 hora a 37°C con
10 U/ de la enzima Alutl, Pvull v Smal. Los fragmentos de DNA se separaron
por electroforesis en un gel de agarosa al 1%, durante 10 minutos a 3.2 V/cm
(60 V) y 11 horas a 0.8 V/iem (25 V) .
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4.4 SOUTHERN BLOTTING

Los fragmentos de DNA se transfirieron a una membrana de nylon por capilaridad,
mediante la técnica de Southern blotting. En esta técnica los fragmentos de DNA
son transferidos del gel a una membrana de soporte por la fluidez de la sotucidn
de transferencia. Ei fiquido corre a través del gel por capilaridad, la cual se
establece por el hacinamiento de toallas de papel absorbentes. Antes de llevarse a
cabo la técnica de Southern blot, el gel de agarosa con los fragmentos de DNA, se
desnaturalizé exponiéndolo durante 5 minutos a la luz ultravioleta y tratandolo con
HCI 0.25 M durante 10 minutos, seguido de la aplicacion de una solucion NaOH

0.4 M durante 20 minutos (anexo).

4.4.1 Prehibridacién e hibridacion de las membranas

Las membranas se prehibridaron e hibridaron con ECL Direct Nucleic Acid
Labelling and Detection System (Amersham Pharmacia Biotech). Las membranas
fueron prehibridadas durante 2 horas a 42°C e hibridadas a 42°C durante toda la
noche con la sonda, la cual se marco empleando el sistema de marcaje directo

con la enzima peroxidasa de rabano HRP (anexo).

442 lavados y revelado

Después de la hibridacién la membrana se lavo en solucién 5x SCC durante 5
minutos a 42°C, y se lavo por 10 minutos a 54°C dos veces mas por 5 minutos en
la misma solucion y a la misma temperatura. El revelado de la placa se llevo a

cabo por la técnica manual de revelado fotografico (anexo) .
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4.5 SONDAS

Sonda 1S6110: Se obtuvo a partir de la amplificacion del DNA de M. tuberculosis
H37Rv por PCR, con los iniciadores INS1 e INS2, que amplifican una regién de

250 pb, de la secuencia de insercion [S6110 (anexo).

Sonda PE-PGRS81: Se obtuvo a partir de la amplificacion del DNA de M.
tuberculosis H37Rv por PCR, con los iniciadores PGRS1V vy PGRS2RU, que
amplifican una region de 235 pb de la secuencia PE-PGRS81 que corresponde a

Ia regidn conservada (anexo).

Sonda Rv1759c (647 pb): se obtuvo a partir de |la secuencia gue esta clonada en
el plasmido pUC19. EI DNA del plasmido se digirié con las enzimas de restriccion
Pvully BamH! con lo gque se obtuvo un  producto de 647 pb que corresponde a

la regidon conservada de la secuencia de la Rv1759c¢ (anexo).

La sonda Rv1759c (3.9 Kb): se obtuvo a partir de la secuencia que esta clonada
en el plasmido pUC19. El DNA del plasmido se digirié con la enzima Sall, con lo
que se obtiene un producto de 3.9 Kb, que corresponde a la secuencia Rv1759¢
(anexo).

Los productos de amplificacion de 1S6110 (250 pb), PGRS81 (235 pb) vy los
productos de la digestion enzimatica de la Rv1759¢c (647pb) y Rvi759c¢ (3.9Kb),
se visualizaron en geles de agarosa al 1.5 % (anexo).

Los productos se cortaron del gel de agarosa y fueron purificados con el sistema
QlAquick gel extraction kit (QIAGEN).

Los resultados se analizaron de la siguiente forma: para la evaluacién de los
marcadores geneticos ef analisis se llevo a cabo de manera visual con el empleo
de un negatoscopio y un lente de aumento. Para agrupar y clasificar los aislados
por su patrén polimorfico, ios datos se analizaron con el programa Diversity
Database (BIO-RAD).
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5. RESULTADOS

5.1 EVALUACION DE L.OS MARCADORES GENETICOS: Rv1759¢ DE 3.9 Kb,
Rv1759c DE 647 pb Y PE- PGRS81 DE 235 pb

5.1.1 Aislados de M. tuberculosis

DNA digerido con Pvull.

Con ia secuencia Rv1759c de 3.9 Kb yla PE-PGRS81 de 235 pb se observo un
patron complejo polimorfico en el que se reconocieron alrededor de 26 bandas
(Figuras 1y 2). La secuencia Rv1758¢c de 647 pb hibridd preferencialmente con
dos fragmentos de 3.5 y de 2.0 Kb. Los patrones generados con esta secuencia

permiten establecer diferencias entre las cepas estudiadas (Figura 1).

DNA digerido con Smal.

Con la secuencia RV1759c¢ de 3.9 Kb se observé un patrén complejo polimérfico
en el que se reconocieron alrededor de 26 bandas. Al hibridar con la secuencia
Rv1759c de 647 pb se observaron diferencias entre los aislados clinicos a nivel
de las bandas de 1.9 y 0.950 kb ( Figura 3}. El patron observado con la PE-
PGRS81 de 235 pb difirid notablemente de los anteriores, ya que se reconocieron

18 bandas. Se observaron diferencias entre los aislados clinicos (Figura 4).

DNA digerido con Alul .
Con la secuencia Rv1759c de 3.9 Kb, Rv1759c de 647 pb y PE-PGRS81 de
235 pb se observo un patréon complejo polimorfico en el que se reconocieron

alrededor 26 bandas (Figuras 5y 6).
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5.1.2 Aislados de M. bovis.

DNA digerido con Pvull.

Con la secuencia Rv1759c¢ de 3.9 Kb se observo un patron complejo polimorfico
en el que se reconocieron alrededor de 26 bandas. Se observaron pequenas
diferencias entre los aislados (Figura 7). Al hibridar con la secuencia Rv1759c¢ de
647 pb, se reconocieron dos bandas de 3.5 y 2.0 Kb, que se encontraron en todos
los casos (Figura 7). La secuencia PE-PGRS81 de 235 pb mostré un patron
polimérfico muy similar entre los aislados, donde esta secuencia hibrido

principalmente con una banda de 3.5 Kb (Figura 8).

DNA digerido con Smal.

La secuencia Rv1759c de 3. 9 Kb y Rv17589c¢ de 647 pb mostraron un patrén
complejo polimoérfico en el que se reconocieron alrededer de 26 bandas (Figura 9 )
Al hibridar con la secuencia PE-PGRS81 235 pb se encontrd un patrdon polimorfico

de 18 bandas, se observaron diferencias entre los aistados (Figura 10).

DNA digerido con Alul.
Las tres secuencias mostraron un patron  polimorfico complejo, donde se

reconociercnh mas de 26 bandas (Figuras 11y 12},

Con base a los resultados anteriores se selecciono la digestion del DNA con Smal
y como marcador genético a la secuencia conservada de la PE-PGRS81 de
235 pb, para agrupar las cepas de M bovisy M. tuberculosis. E! analisis de

los patrones polimorficos se llevo cabo con el programa Diversity Database .
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.5.2 CLASIFICACION DE LAS CEPAS DE M. tuberculosis

5.2.1 Patrén Polimérfico presentado con el marcador PE-PGRS81 de 235 pb -/
DNA digerido con Smal.

Se mostré un patron formado por 18 bandas, |la diferencia entre los aislados se
establecié principalmente por la ausencia de cinco a siete bandas en distintas
posiciones. Algunas cepas presentaron de 11 a 18 bandas. Las diferencias mas
notables entre las cepas se observaron en las bandas que se encuentran entre
2.0y 3.5 Kb, asi como también en fas bandas 1.5, 1.3y 0.830 Kb (Figura 13}, En
tres aislados se observo un patrén de 16 bandas, tres presentaron 18 bandas,
dos con 17 bandas, dos con 15 bandas, dos con 14 bandas, dos con 13 bandas,
dos con 12 bandas vy un aislado presentd 11 bandas. Se distinguieron 13
patrones polimérficos, los cuales al integrarlos dentro de un ‘dendrograma

formaron cuatro clusters (Figura 14).

5.3 CLASIFICACION DE LAS CEPAS DE M. bovis DE DIFERENTES AREAS
GEOGRAFICAS DE LA REPUBLICA MEXICANA.

5.3.1 Patron Polimérfico presentado con el marcador 1S6110 / DNA digerido con
Pvull.

Veintinueve de fos aislados (57%) mostraron un patrén de una banda de 1.9 Kb,
ocho aisiados (15.7%) presentaron una banda de 4 Kb, cinco aisiados (9.8%)
con una banda de 1.7 Kb, tres (6.8%) con dos bandas de 1.9y 2.5 Kb, dos
{3.9%) con 2 bandas 1.9y 4 Kb . Un aislado (1.9%) con 2 bandas de 1.7y 1.3
Kb, un aislado (1.9%) con tres bandas de 1925y 3.5 Kb y dos aislados
(3.9%) con 6 bandas que difieren entre si por la posicidon entre las bandas.
En los aislados pertencientes al Estado de Veracruz se observaron siete patrones

polimérficos, en los de Jalisco cinco, en el Estado de México ftres y en
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Sonora uno (Figuras 15, 16 y 17). Se distinguieron un total de nueve patrones
polimérficos, los cuales al ser integrados en un dendrograma muestran que la

mayoria de las cepas quedan agrupadas en el mismo cluster (Figura 18).

5.3.2 Patron Polimorfico presentado con el marcador PE-PGRS81 235 pb / DNA

digerido con Smal.

Se observé un patrén formado por 18 bandas, la diferencia entre los aislados es
la ausencia de cinco a siete bandas en distinta posicion, existen aislados que
presentan de 11 a 16 bandas, las diferencias mas notables entre las cepas se
observaron en las bandas que se encuentran entre 2.0 y 3.0 Kb, la mayoria de
las cepas no presenta una banda de 1.0 Kb, ademas de que existen cepas que
carecen de fas bandas menores a 0.947 Kb. En 21 aislados (41.1%) se observd
un 'patrc')n de 14 bandas, 13 aislados (25.4%) con 13 bandas, en 6 aislados
(11.7%) se observaron 15 bandas, 6 (11.7%) con 12 bandas y en 5 (9.8%) con 11
bandas. En los aislados pertenecientes al Estado de Veracruz se observaron 16
patrones polimoérficos, en Jalisco 15, en el Estado de México tres y en Sonora dos
(Figuras 19,20 y 21). Se distinguieron un total de 36 patrones polimorficos, los
cuales al ser agrupados en un dendrograma formaron 12 ciusters, lo cual permitié
hacer la diferenciacion entre las cepas por estados ya que estas quedan

integradas en distintos clusters {Figura 22) .
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6. DISCUSION

En el presente estudio se encontré que en el 57% de las cepas de M. bovis
analizadas por RFLP /156110 / Pvull portan una banda de 1.9 kb, ia cual ha sido
descrita por Ross ef al (1992), Collins ef al (1994), Van-Soolingen et al (1991),
Plikaytais et al (1991), Hatfull et a/ (2000), Ratledge (1999) y Romano et af (1996).
Estos autores coinciden en que la mayoria de fas cepas de M. bovis de origen
bovino solo presentan una copia de [a IS6110; sin embargo, en este estudio el
17.5% de cepas ~p{esentar0ﬂ. de"2 a 6 bandas, lo cual coincide con lo descrito
por Liébana ef al (1997) quienes demostraron que el 50% de la cepas de M. bovis
de origen bovinc en Espafia presentaron hasta cinco copias de la 1S6110. De igual
manera, en estudios realizados en Irlanda se demostré que las cepas de M. bovis
de origen bovino presentaron varias copias de este marcador (Collins et al 1994).
En otro estudib realizado por Perumaalla ef af (1996) se analizaron las cepas de
M. bovis de Texas y Mexico por RFLP empleando como marcador [a 1S6110, sus
resultados coinciden con los del presente trabajo, ya que demostraron la
existencia del 18 % de cepas de M. bovis de origen bovino gue presentan copias
multiples de la 1S6110, mencionando ademas que la transmision de la enfermedad
podria estar dada por animales silvestres. Este Uitimo punto, aunque no se estudio
en este trabajo, se considera de importancia para futuras investigaciones.

Cabe mencionar gue las cepas de M. bovis con copias multiples de 1S6110 que
fueron analizadas por la técnica de Spoligotyping mostraron la ausencia de los
espaciadores 39-43 (datos no incluidos), esto es una caracteristica de las cepas
de M. bovis que nos permite diferenciarlas de las cepas de M. tuberculosis |
como ha sido mencionado por otros autcres (Kamerbeek ef al 1997, Aranaz ef al
1996 vy Blazquez ef al 1997} Con estas observaciones se descarto la posibilidad
de que las cepas de M. bovis correspondieran a M. tuberculosis de bajo nimero
de copias de 1S6110.
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En este estudic se observd ademas que al emplear un solo marcador genético
(1S6110) no es suficiente para agrupar las cepas, ya que la mayoria presento una
sola banda. Esta observacién ha sido también mencionada por Ross et af (1992),
Collins et af (1994), Van-Soolingen et al (1991), Plikaytais ef a/ (1991}, Hatfull et a/
(2000), Ratledge (1999), Romano et af (1996) y Cousins ef a/ (1993).

Con el fin de buscar nuevas alternativas para la tipificacion a nivel molecular de
M. bovis, se evaluaron los marcadores genéticos derivados de dos secuencias de
PGRS: PE-PGRS81 de 235 pb, Rv1759c de 3.9 Kb y de 647 pb, con el DNA de
los aislados digeridos con Alul, los resultados obtenidos nos permitieron observar
‘un patrén polimérfico complejo de mas de 26 bandas. Estos resultados
concuerdan con los descritos por Skuce ef al (1984), Collins et al (1993), Cousins
et al (1993), Van-Sollingen ef a/ (1994), Romano ef a/ (1996), Ross ef af (1992) y
Bigi et al (1995). Estos autores al emplear el RFLP/PGRS (pTBN12, pTB233 y
pMBA2)/Alul, mencionan que este sistema ofrece un buen "grado de
diferenciacion entre las cepas, por lo que consideran que puede ser el método de
eleccion cuando se requiere de una maxima diferenciacion entre las cepas que
presentan escaso numero de copias de fa 1IS6110.

El genoma de M. bovis y M. tuberculosis presenta varios sitios de restriccion
para la enzima Alul, por lo que cada vez que se digiera con esta enzima, se
generara un gran numero de fragmentos, lo que incrementa el potencial de
diferenciacion entre las cepas, sin embarge uno de los principales problemas que
presentd la digestion con [a enzima Aful fue el gran numero de fragmentos
generados gue son hibridados con distinta intensidad y hacen dificii la
interpretacion de los datos. El empleo de un programa de computadora para
analizar estas imagenes facilitd la interpretacion de los resultados obtenidos.
Estos resultados remarcaron la importancia de elegir la mejor combinacion de
marcador genético y enzima, gue genere un nudmero de bandas considerable que
permita una facil interpretacion de los resultados.

En el presente trabajo se pudo observar que la enzima Smat y la sonda PE-
PGRS81 de 235 pb fueron la mejor combinacion, ya gue se pudieron observar

diferencias que permitieron clasificar a las cepas con base al patron polimdrfico
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e ':.én distintos grupos. Ef numero maximo de bandas que se detectaron fue de 18y

las principales diferencias entre ias cepas se visualizaron en las bandas de 2 a
3.5 Kb, Un hallazgo interesante observadc con esta combinacion fue una banda
de diferencia a la altura de 1 Kb gque la mayoria de las cepas de M. bovis no
presentan, en comparacion con las cepas de M. tuberculosis que si la portan.
Estos resultados pueden deberse a que el genoma micobacteriano, presenta un
menor nimero de sitios de restriccion para ia enzima Smal. Al analizar el mapa
de restriccion de la PGRS81, esta secuencia presenta dos sitios de restriccion
para Smal, por lo que sblo tres fragmentos de la PGRS81 se generaran cada vez
gue se digiera con esta enzima. Por lo tanto el patrén polimorfico generado es
menos compiejo y permite tener una mejor diferenciacion genética entre ios
aislados en comparacién con el generado con la enzima Alul. También fue
importante utilizar un fragmento de 235 pb que corresponde a la regién
conservada (N-terminal) de la secuencia PGRS81, porgue nos permiti¢ establecer
que esta region tiene una participacion importante en el polimorfismo de los
diferentes aislados.

Los aislados de M. tuberculosis que se emplearon en el presente estudio, al
pertenecer a una coleccion internacional de cepas ya estaban clasificadas en
clades con base ai patron polimorfico presentado con la secuencia 1S6110. Porlo
que solo se evaluaron con las PGRS, cabe sefialar que cuatro de estos aislados
presentaban un patron de menos de cinco bandas de 186110 por lo gue no
estaban integrados a ninguna clade y al evaluarlos por RFLP/ PE-PGRS81/Sma |,
se visualizé un patrdén polimérfico de 13 a 15 bandas para estos aislados lo que
permiti¢ el poder agruparlos y establecer una relacion con los otros aisiados de
M. tuberculosis.

No obstante la utilidad del Spoligotyping para diferenciar entre M. bovis vy
M. tuberculosis, su uso en estudios de tipificacion se ha visto limitado.
Recientemente Milian et af (2000) demostraron una amplia diversidad genética
entre los aislados de M. bovis de diferentes Estados de la RepUblica Mexicana
con esta técnica, lo cual impidié que las cepas pudieran ser agrupadas por

regiones.
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En el presente estudio, la utilizacion de RFLP / PE-PGRS81 de 235 pb / Smal
nos permitid conocer el patrén polimorfico de las cepas de estudio provenientes
de diferentes areas de la Republica. Por otra parte esta secuencia marcd patrones
polimoérficos que permitieron determinar la relacion gue tienen entre si las distintas
cepas de M. bovis por regiones geograficas.

Asi misme, este método confirmd la amplia diversidad genética mencionada por
Milian et af y respaldo lo descrito por Espitia ef a/, que mencionan que el variado
repertorio de PGRS que pueden tener los aislados incrementa la diversidad
genética de estos y hace a las secuencias altamente polimorficas.

La hipotesis del presente trabajo se comprobd al utilizar el marcador genético PE-
PGRS81 de 235.pb, el cual permitid agrupar y clasificar las diferentes cepas de
M. bovis y M. tuberculosis confirmando la variabilidad genética sugerida.

En el presente estudio el evaluar las distintas cepas por RFLP /PE-PGRS81 235
pb / Smal, se establece gue este es un sistema que reune las caracleristicas
descritas por Masiow ef af (1893), Ratledge et al (1999) y Hunter (1990), quienes
mencionan gue un sistema de tipificacidn debe ser tipificable, reproducible y
discriminativo. Con el empieo de estos dos elementos, fue posible visuaiizar un
namero de bandas considerable, en donde las diferencias en la posicidén de las
mismas, permitieron formar diferentes grupos con ias cepas. Con esto se
demostré el poder de discriminacidn que posee el sistema. Por otro lade, la
reproducibilidad se comprobd con los controles H37Rv, BCG y M. vaccae, los
cuales fueron probados en siete ocasiones y siempre presentaron el mismo patrén
polimérfico. Ademas, todas las muestras que fueron evaluadas con este marcador
sierﬁpre tuvieron una interpretacion que permitio el poder clasificarlas, lo que hace
al sistema tipificable. '

Por lo descrito anteriormente se considera que RFLP/PE-PGRS81 235 pb/Smal
puede ser un sistema alternativo para el “andlisis de los aislados de
M. tuberculosis gue presentan menos de cinco copias de I1S6110 y para las

cepas de M. bovis.
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Los resuttados obtenidos en el presente trabajo, manifestaron la importancia de la
aplicacion de la técnica de tipificacion molecular RFLP empleando como sonda
a la secuencia PE-PGRS81 de 235 pb y a la enzima Smal. Esta técnica, junio
con los métodos epidemioldgicos convencionales empleados en el estudio de la
tuberculosis, tanto en humanos como en el ganado, podria ser una alternativa que
permita obtener informacion sobre aspectos de la transmision y la dinamica del
agente patdgeno dentro de una poblacién. En conjunto, esta metodologia
contribuira al  establecimiento de nuevas estrategias para el control de la

enfermedad.
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7. CONCLUSIONES

La mayoria de las cepas de M. bovis analizadas mostraron el patron polimaorfico
descrito para la 156110, por o que se necesita otro marcador genético que tenga

mayor poder de discriminacion.

Las diferencias mas importantes entre los aislados se determinaron al emplear

como sonda a la PE-PGRS81 de 235 pb y digerir el DNA con la enzima Smal.

Se considera que la PE-PGRS81 de 235 pb y la enzima Smal podrian tener un
uso potencial en estudios de epidem%o[ogia molecular de M. tuberculosis que

presentan menos de cinco copias de 1S6110 y de las cepas de M. bovis.
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8. CUADROS Y FIGURAS

Cuadro 1. Cepas de referencia y Aislados clinicos de

M. tuberculosis empleados en el estudio.

Origen S Cimda

ATCC*' 27294

Cepa Danesa
ATCC* 27290
ATCC*'" 15483

31
31
31
12
12
57
15
15
S/C***
S/CH
S/C***
S/C***

“UNAM.
*American Type Culture Colecction,

*** Ajslados provenientes del Cepario Internacionat del Instituto de Salud Publica

de Holanda.

** Sin Clade
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Cuadro 2 Cepas de M. bovis utilizadas en el

estudio.

Coatzacoalcos |

Origen Origen Origen Origen
Minatitlan Zapopan - Cuautitlan Xicotencalt
Panuco . Zopapan - - Cuautitlan - Obregon
Tuxtepec - Tlaquepagque Coacalco -Obregtdn
Paso de - Zapotlanejo -  Coacalco Xicotencalt
ove|as : ,
Tamalin Cocula Coacalco
Chinameca Tepatitlan Ecatepec
. Tamalin Tepatitlan Ecatepec
- Playa Vicente - - Guadalajara Cuautitlan
 Playa Vicente - San Julian Coacalco
Tamalin - San Julian Ecatepec
Tamalin . Ponzitlan
Tuxpan Tlagquepaque
Sayula de - San Miguel
Aleman .. el Alto
Tres valles Etzatlan
Veracruz San Miguel
el Alto
Panuco - San Juan de
 los Lagos .
Ahuatepec Acatic
Acayucan
Minatitlan
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Figura 1: RFLP del DNA de las cepas de M. tuberculosis digeridas con Pvull.
Pl : DNA Lambda / EcoRI--Hind ill. Sondas A) Rv1 758¢. 3.9 Kb B)Rv1759¢ 647 pb.

Carrif 1) H37Rv 2) BCG 3) M. vaccae 4) 1463 5) 1764 6) 1377 7) 1000 8) 2142
9) 844 10) 046 11) 116 12) IN4 13) 1171
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Figura 2: RFLP del DNA de las cepas de M. tuberculosis digeridas con Pvu 1.
Pl : DNA Lambda / EcoRI--Hind ill. Sonda PE-PGRS81 235 ph.

Carrif 1) H37Rv 2) BCG 3) M. vaccae 4)1463 5} 1764 6) 1377 7) 1000

B) 2142 9) 844 10) 046 11} 116 12) IN4 13) 1171
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Figura 3: RFLP del DNA de jas cepas de M. tuberculosis digeridas con Sma l.
P17 : DNA Lambda / EcoRI--Hind . Sondas A} Rv1758¢. 3.9 Kb BJRv1759¢ 647 pb.
Carrii 1) H37Rv 2) BCG  3) M. vaccae 4) 1463 5) 1764 8) 1377 7) 1000 8) 2142

9) 844 10) 046 11) 116 12) IN4 13) 1171
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Figura 4: RFLP del DNA de las cepas de M. tuberculosis digeridas con Sma i
PM : DNA Lambda [/ EcoRI--Hind Ill. Sonda PE-PGRS81 235 ph.
Carrit 1) H37Rv 2) BCG  3) M. vaccae 4)1463 5) 1764 6) 1377 7) 1000
8) 2142 9) 844 10) 046 11) 116 12} IN4 13) 1171
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Figura &: RFLF del DNA de las cepas de M. tubercuiosis digeridas con Alu .

Pl : DNA Lambda [ EcoRI--Hind il. Sondas A) Rv1759¢. B} Rv175%¢ 647 pb.
Carrit 1) H37Rv 2) BCG 3) M. vaccae 4) 1463 5) 1764 6) 1377 7) 1000 8) 2142
8) 844 10) 046 11) 116 12) IN&L 13) 1171

S e

¢

Ui

33



Figura 6: RFLP del DNA de las cepas de M. tuberculosis digeridas con Alu |,

P : DNA Lambda / EcoRi--Hind lli. Sonda PE-PGRS81 235 pb.

Carnil 1) H37Rv 2) BCG 3) M. vaccae 4) 1463 5) 1764 6) 1377 7) 1000 8} 2142
9) 844 10) 046 11) 116 12) IN4 13) 1171
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Figura 7: RFLP del DNA de las cepas de M. bovis digeridas con Pvu il
PV : DNA Lambda [ EcoRi--Hind Ill. Sondas A) Rv1759¢ 3.9 Kb. B) Rv1759¢ 647 pb.
Carrif 1) H37Rv 2) BCG  3) M. vaccae 4) 9-244 5) 8.268 6} 0-60 7) 9.242 §) 0-35
9) 0-85 10) 9-17 11) 9-251 12) 9-264 13) §-43
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Figura 8: RFLP del DNA de las cepas de M. bovis tfigeridas con Pvu Il PM . DNA Lamhda

/EcoR|--Hind lll. Sonda PE-PGRS81 235 pb. Carril 1) H37Rv 2) BCG 3) M. vaccae
4) 9-244 5) 8-268 6} 0-60 7) 8-242 8) 0-35 9) 0-85 10) 9-17 11) 9-251 12) 9-264 13) 8-43
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Figura 9: RFLP del DNA de las cepas de M. bovis digeridas con Smal,

Pl : DNA Lambda {EcoRi--Hind [il. Sondas A) Rv175%¢ 3.9 Kb. B} Rv1759¢c 647 ph.
Carrit 1) H37Rv 2) BCG 3) M. vaccae 4) 9-244 5) 9-268 6} 0-60 7) 9-242 8) 0-35
9) 0-85 10) 917 11) 9-251 12) 3-264 13) 5-43
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Figura 10; RFLFP dei DNA de las cepas de M. bovis digeridas con Smal. PV . DNA Lambda
/ EcoRi--Hind ill. Sonda PE-PGRSE1 235 ph. Carril 1) H37Rv 2) BCG 3) M. vaccae
4) 9-244 5) 9-268 6) 0-60 7) 9-242 8) 0-35 9) 0-85 10) 9-17 11) 9-251 12) 9-264 13) 9-43
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Figura 11: RFLP del DNA de las cepas de M. bovis digeridas con Alu 1.

P - DNA Lambda { EcoRi--Hind 111, Sondas A) Rv1759¢ 3.9 Kb. B) Rv1758c 647 ph.
Carrii 1) H37Rv 2) BCG 3) M. vaccae 4) 9-244 5) 9-268 6) 0-60 7)9.242 8) G-35
8) 0-85 10) 9-17 11) 9-251 12) 9-264 13) 9-43
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Figura 12: RFLP del DNA de las cepas de M. bovis digeridas con Alul. PM . DNA Lambda
{EcoRi--Hind Ili. Sonda PE-PGRS81 235 pb. Carrit 1) H37Rv 2) BCG 3) M. vaccae
4) 9-244 £5) 8.268 6) 060 7) 8-242 8) 0-35 8) 0-85 10) 8-17 11} 9-251 12} 8-264 13} 9-43
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10. ANEXO

SOLUCIONES
AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO DE MICOBACTERIAS

10x TE buffer: 100 mM tris/HCI| pH 8
10 mM EDTA
disolver en agua destilada, esterilizar, mantener a temperatura ambiente.
Solucién 1x TE : agregar a un volumen de buffer 10x TE, nueve volUmenes de
agua destilada esterilizada.
Lizosima: 10 mg de lizosima / m! de agua destilada

Almacenar en aliquotas de 1 mla -20°C.

SDS al 10%: 10 gr de SDS /100 ml agua destilada

Disolver a 65°C durante 20 minutos, no esterilizar

Proteinasa K: 10 mg proteinasa K / ml agua destilada

Disolver y almacenar en aliquotas a -20°C.

SDS / proteinasa K: mezclar 5 ul de proteinasa K 10 mg / ml
en 70 pl de SDS al 10%.
Almacenar a —20°C.
NaCl ai 5%: disolver 29.Z2 gr NaCl/ 100 ml de agua destilada
Esterilizar, almacenar a temperatura ambiente.
CTAB / NaCk disolver 4.1 gr de Nacl/ 80 mi de agua destilada
Agregar 10 gr de CTAB (N-cetyi-N N, N.-trimethyl ammoniium bromide)
Disolver a 65°C, ajustar el volumen a 100 mi, almacenar a temperatura ambiente,

no esterilizar.

Cloroformo-alcohol isoamilico: 241

Mezclar 24 volimenes de cloroformo con un volumen de alcohol isoamilico.
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Etanol al 70%: 70 mi de etanol/30 mi de agua

Almacenar a temperatura ambiente

Isopropanol Absoluto.

ELECTROFORESIS

50X TAE buffer: Tris base 2M (242 gr)
EDTA 0.05 M (18.6 gr)
Acido acético glacial 57 ml

Mezclar en un litro de agua. Ajustar a pH 8

1x TAE bufer:  un volumen de TAE 50x agregar 49 volumenes de agua destilada.

Gel de agarosa al 1%: 1 grde agarosa/ 100 ml de 1x TAE buffer

Disolver por calentamiento.

Buffer de carga: azul de bromofenol 0.05 gr
Xyalene cyanol 0.05 gr
Glicerol 5.00 mi
EDTA 0.186 gr

Mezclar en 10 mi de 1x TAE buffer.

Bromuro de ethidio 1000x 50 mg/ 100 ml de agua destilada.
Almacenar en frasco color ambar a 4°C  Utilizar guantes, es un agente
mutagénico.

Hacer dilucién 1:1000 obtener concentracion de 0.5 pg / ml.
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SOUTHERN BLOTTING
HCI 1 M: 85.5 ml de HCl concentrado / 914.5 ml de agua

HCI0.25 M: 125 miHCI 1M / 375 ml de agua

Almacenar a temperatura ambiente.

NaOH 4 M: 160 gr de NaOH / 800 ml de agua

Ajustar a un litro, almacenar a temperatura ambiente.
NaOH 0.4 M. 100 ml de NaOH 4 M / 900 ml de agua.

20x SSC: 3 M NaCl 175.3 gr/ litro de agua
-0.3 M citrato de sodio 88.2 gr/ litro de agua

Ajustar a pH 7.0 con NaOH 5 M, esterilizar, almacenar a temperatura ambiente.

2x SSC: a un volumen de 20x SSC agregar 9 volimenes de
agua.

5x SSC: a un volumen de 20x SSC agregar 3 volumenes de
agua.

HIBRIDACION

ECL GOLD BUFFER: 20 ml ECL GOLD BUFFER
0.58 gr de NaOH
1 gr blocking reagent.

Disolver a 42°C durante 2 horas.
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Marcaje de la Sonda:

En un tubo ependorff poner 10 ul de DNA (10 ng / ul)

Hervir la muestra 5 minutos, colocar en hielo 5 minutos, centrifugar 10 segundos
Agregar 10 pl de labelling reagent mezclar

Agregar 10 pl de glutaraldehyde mezclary centrifugar 10 segundos

Incubar a 37°C durante 12 minutos.
Solucién primaria de lavado (Primary washj): 5mi de 20x SSC
8 mide SDS 10%

187 ml de agua

Soluciéon secundaria de lavado (Secondary wash): 20 ml 20x SSC / 180 ml de

agua

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PCR.

Para la obtencién del fragmento de 250 pb de la Secuencia de Insercion 1S6110.

Iniciadores: IS6110 INS-1 5" CGTGAGGGCATCGAGGTGGC 37
INS-2 5" GCGTAGGCGTCGGTGACAAA 37

Reaccion de PCR 50l

PCR buffer 10x 5ul
DNTP mix (2.5 mM C/dNTP) 4yl
CiMg Sul
fniciador 1 INS-1 (50 ng/ul) Sul
Iniciador 2 INS-2 (50 ng/ul} Sul
DNA {50 ng/ul) 21l
Taqg polymerasa (1.25 U) 0.25ul

H,0 23.75ul
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PROGRAMA TERMOCICLADOR

3 min 94°C 1 ciclo
1 min 94°C

1 min 65°C 25 ciclos
2 min 72°C

4 min 72°C 1 ciclo

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PCR.

Para la obtencidon del fragmento de 235 pb que corresponde a la region

conservada de |a secuencia PE-PGRS81.
[niciadores :
PGRS1V S5 ATGTCGTTTGTGATC GCGGC ¥

PGRSZRU 5°AGG CCT GCA CGA ACT GGT CAT 37

Reaccion de PCR (25 pl)

PCR buffer 10x 2.5
dNTPs 200uM Tl
MgCl; 1.0mM T ul
Iniciador 1V 10pmoles Tl
Iniciador 2RU 10pmoles Tl
DNA 40 ng 2l
H,0 16.25ul

Taq pol 125U 0.25p
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PROGRAMA TERMOCICLADOR

1:30 min 94°C 1 ciclo

1 min 94°C

1:30 min 50°C 35 Ciclos
1:30 min 72°C

7 min 72°C 1 ciclo

Digestion enzimatica para la obtencion del fragmento 647 pb que corresponde a
la region conservada de la secuencia Rv1759c.
20 1l DNA plasmido
5wl buffer 10x universal
1 ul de cada enzima Pvull, BamH|
24 ul H0
50 ul reaccion

Incubar a 37°C, toda la noche

Digestion Enzimatica para la obtencion del fragmente 3.9 Kb que corresponde a
la secuencia Rv1759c.
20 it DNA plasmido
5 ul buffer 10x universal
1 ul enzima
24 pl H,0
50 pb reaccidon

incubar a 37°C, toda la noche
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Digestion enzimatica de las muestras de DNA de M. bovis y M. tuberculosis

30 Wl DNA gendmico (100 ngful}
5 ul buffer 10x universal

1l enzima

14 pl H,0

50 ul reaccion

incubar a 37°C, toda la noche

Sitios de corte enzimatico:

Pvull |~ CAG| CTG
GTC | GAC

Smal: CCC| GGG
GGG | CCC

Alu |: AG| CT
TC| GA
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A) Mapa de restriccion de las secuencias Rv1759c y PE-PGRS81.

B) Gel de agarosa al 1.5% con el DNA de los marcadores genéticos
empleados en el estudio.
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