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Resumen

RESUMEN

Micobacterium bovis es un microorganismo de lento crecimiento y la confirmacion
del diagnostico por medio del cultivo convencional es un proceso lento y poco
sensible, requiriéndose de cuatro a seis semanas para lograr un diagndéstico
apropiado. Los procedimientos moleculares han permitido acortar este periodo,
obteniéndose resultados entre las 36 a 72 horas. Un método rapido para la
extraccion de ADN a partir de tejidos de bovinos incluidos en parafina mediante la
técnica de PCR utilizando el elemento de insercion 1S6110, y el gene oxyR es
utilizado para el diagnostico de tuberculosis bovina. Los tejidos incluidos en
parafina de 20 bovinos, de los cuales 10 positivos y 10 negativos al diagnostico
histopatolégico de TB son usados para hacerle una PCR, utilizando iniciadores
que amplifiquen un fragmento de 315-pb del elemento de insercidon /1S6110, una
secuencia de 439-pb del gene que codifica la proteina de 65 kd hsp y una
secuencia de 548-pb del gen oxyR. El PCR no detecto ninguna ampliacién y por
eso se disefiaron unos localizadores internos para el elemento de insercion
1S6110, el cual amplifica una regién de 155 pb. El PCR anidado detectoé que el 40

% de las muestras analizadas amplifican al elemento de insercion 1S6110.

Vil



Introduccion

INTRODUCCION

Definicion

La Tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad granulomatosa crénica causada
por Micobacterium bovis (Vordermeier et al., 1999), esta es una enfermedad lenta
y progresiva en la que los signos no son aparentes hasta la etapa avanzada de la
enfermedad (Costello et al., 1999), la cual se caracteriza por apetito erratico,
fiebre irregular de bajo grado y a veces por signos localizados como por ejemplo,

aumento de tamarfio de los nédulos linfaticos, tos y diarrea (Biberstein, 1990).

Importancia

La TB ha sido considerada una barrera para el comercio por poseer problemas
significantes en la economia de muchos paises (Skuce et al., 2002), ademas
representa un problema importante porque tiene fuertes implicaciones en la
produccion y salud debido a las fuertes perdidas relacionadas a disminuciones en
peso, produccion de leche, y fertilidad en los animales de los hatos infectados. Los
costos econdmicos adicionales incluyen aumentado del porcentaje de reemplazos
por muerte prematura en vacas, pruebas de diagnostico y medidas de control

(Coetsier et al., 2000).
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Etiologia

Los bacilos tuberculosos tienen forma bacilar con una anchura aproximada de 0.5
pm de longitud. No producen esporas, carecen de flagelos, capsula y son
aerdbicas por oxidacion. Si bien, citoquimicamente las bacterias son
grampositivas, no se suelen tefir con tinciéon de Gram; su propiedad tintorial mas
notable es su acidoresistencia (Biberstein, 1990) debido a la pared celular gruesa
rica en acidos micolicos y otros lipidos complejos que la hacen hidrofobica e
impermeable a las tinciones acuosas sin calor: su concentracion elevada de
lipidos (de un 20 a 40 %), se cree que es el origen de la resistencia a los
mecanismos de defensa humoral y a los desinfectantes Acidos y alcalis; los
desinfectantes mas eficaces para destruirla son los fendlicos. (Carter et al., 1985),
Los bacilos tuberculosos resisten a la exposicién durante 30 minutos a las
soluciones de 1N de NaOH o HCL, circunstancia que se usa para eliminar los
gérmenes contaminantes de las muestras usadas para su diagnostico. Las
micobacterias son resistentes a varios agentes antimicrobianos y colorantes
bacteriostaticos (Biberstein, 1990).

Los bacilos tuberculosos conservan su viabilidad en cadaveres putrefactos y en
suelos himedos hasta por periodos de 1 a 4 afios, pueden sobrevivir por lo menos
150 dias en heces de bovino deshidratadas; la temperatura de congelacion no
parece tener efecto alguno (Carter ef al., 1985) son destruidos por la luz solar, por

las radiaciones ultravioleta y la desecacion (Biberstein, 1990).
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Transmision

Hay varias rutas por la cual el ganado puede ser infectado por M. bovis , pero la
excrecion y la inhalacion respiratoria son consideradas la ruta de transmision
primaria de la tuberculosis bovina (Menzies et al., 2000). Los bacilos tuberculosos
son transmitidos a las vias respiratorias y digestiva por los nticleos contaminados
de las gotitas transportadas por el aire, por las heces, por la leche procedente de
las glandulas mamarias infectadas, o por los piensos y por el agua de bebida
contaminados (Biberstein, 1990; Carter et al., 1985). Las infecciones percutaneas,

transplacentarias y durante el coito son raras (Biberstein, 1990: Menzies et al.,

2000).

Epidemiologia

Micobacterium bovis causa tuberculosis en una amplia variedad de animales
domesticos y salvajes (Cousins et al.,1999). Los bovinos son los huéspedes
naturales de Mycobacterium bovis; los porcinos son grave y facilmente infectados.
Los casos en perros, caballos y borregos son raros; los gatos son susceptibles y
pueden perpetuar la enfermedad en bovinos, en el hombre hay infecciones
principalmente por el consumo de leche y carne contaminados, los pollos son
resistentes y los conejos y los cobayos son muy susceptibles (Carter et al., 1985).
En los bovinos los animales jévenes suelen presentar lesiones mas graves que los
adultos. La sensibilidad varia de acuerdo con la raza: los ceblis (Bos indicus) son

mas resistentes que las razas bovinas europeas (Bos taurus)(Biberstein,1990),



Introduccion

esto es debido a factores genéticos sobre susceptibilidad y resistencia tanto
natural como adquirida; esta ultima como consecuencia de exposiciones previas
(Carter et al., 1985). La mayor incidencia de la enfermedad en los bovinos de
aptitud lechera con respecto a los de aptitud carnica puede ser reflejo de un
confinamiento mas apretado, un ciclo vital mas largo, y de un mayor estrés de
produccion en las vacas lecheras. La carencia de prefiez y lactacién puede
explicar la menor incidencia de la enfermedad de los toros con respecto a las
vacas (Biberstein,1990). La susceptibilidad a la infeccion por M. bovis puede ser
intensificada en el ganado persistentemente infectado con virus inmunosupresivos
tales como virus de la diarrea viral bovina (DVB) o virus de la inmunodeficiencia
bovina, pero tales consecuencias en Ia disfunciéon inmunolégica en el ganado

bovino nunca ha sido evaluado (Menzies et al., 2000).

Patogenia

En la patogenia estan implicados los componentes lipidicos de la pared celular del
bacilo. Parece ser que tanto los micésidos como los fosfolipidos y los sulfolipidos
protegen a los bacilos tuberculosos frente a la destruccién por fagocitos. Los
demas lipidos son capaces de producir granulomas y junto con las
tuberculoproteinas, favorecen las respuestas alérgicas mediadas por células
(Biberstein, 1990). Las manifestaciones locales dependen de la ruta de invasion,
cuando se produce por inhalacion, se afectan pulmones y nddulos linfaticos
traqueobronquiales; y cuando la invasion es por ingestion se afecta por lo general

los nédulos mesentéricos y la pared intestinal. Los bacilos presentes en
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linfonédulos pueden alcanzar el conducto toracico, propiciando la diseminacion
general (Carter et al., 1985). La enfermedad suele ser progresiva a través de los
intersticios y conductos aéreos. Se disemina por via hematdgena y afecta al
higado y los rifiones. El utero puede actuar como vestibulo de la infeccion del feto.
Los terneros que sobreviven a la infeccién suelen presentar lesiones en el higado
y bazo. La infeccion de la ubre es rara ( + 2 %) , pero tiene claras repercusiones
en salud publica (Biberstein, 1990).

Al llegar los bacilos al pulmén son fagocitados por los macréfagos alveolares Y, Si
no son destruidos, entonces destruyen al macrofago y proliferan. Al iniciarse la
repuesta de tipo celular , los linfocitos T sensibilizados secretan linfocinas que
atraen mas macrofagos. Al llegar éstos, se transforman en células epiteloides,
llamadas asi por su semejanza con la células epiteliales, estas células contienen
mdltiples bacilos en su citoplasma. Simultaneamente se fusionan algunos
macréfagos, para construir células gigantes. Por tanto, el centro del granuloma
inicial queda constituido por células epiteloides y células gigantes; mientras que en
la periferia se organizan linfocitos y células plasmaticas. Con el paso del tiempo se
produce necrosis central del tubérculo, asi como fibrosis periférica. La necrosis
caseosa que se observa es resultado de hipersensibilidad mediada por células
(tipo IV), debida en parte a las linfotoxinas liberadas por linfocitos T y a las

enzimas lisosémicas liberadas por los macrofagos (Trigo, 1998).
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Signos y lesiones

Los signos especificos de tuberculosis son dificiles de detectar en animal vivo. En
casos avanzados el pelo se torna aspero y seco, el animal tiene una apariencia
general deteriorada; sin embargo, tales signos pueden ser causados por una gran
variedad de enfermedades y no pueden tomarse como conclusivos (Neumann,
1997).

Debido a que las vias de infeccion son la respiratoria y la oral; se afectan los
linfonodulos cervicales superiores, los mediastinicos y los bronquiales (Trigo,
1998). En aproximadamente 90% de los bovinos tuberculosos, las lesiones
principalmente se encuentran en los nodulos linfaticos del sistema respiratorio
(Menzies et al., 2000). La inhalacién de micobacterias origina la infeccién
pulmonar primaria, la cual puede afectar cualquier I6bulo, pero sobre todo los
diafragmaticos en la parte distal (Trigo, 1998: Menzies et al., 2000). En 60% de los
casos en bovinos adultos tienen complejos primarios en los pulmones (Menzies et
al., 2000). El proceso tuberculoso pulmonar se inicia en la unién bronqui?)alveolar,
y se extiende después a los alvéolos. Las lesiones pulmonares varian de acuerdo
a la cronicidad de la infeccion. Al inicio se aprecian lesiones amarillentas discretas,
de calcificacion. Con el tiempo, las lesiones caseosas son encapsuladas vy
acumulan prominentes depdsitos de calcio. Las lesiones iniciales pueden coaleser
para formar extensas de bronconeumonia caseosa. La infeccion inicial se difunde
en el pulmon por via linfatica. En casos cronicos pueden desarrollarse ulceras en
la traquea y bronquios, los cuales se originan como granulomas tuberculosos.

Ademas se puede producir una pleuritis tuberculosa, como extension de las
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lesiones pulmonares, ya sea por via linfatica, hematica o por extension directa .
Las zonas afectadas de la pleura muestran nédulos caseosos multifocales,
ademas de tejido de granulacion y abundante calcificacion . La imagen histologica

tipica de la TB es una linfadenitis granulomatosa (Trigo, 1998).

Diagnéstico

El diagnostico de infeccién bovina por M. bovis se basa en la norma oficial
Mexicana NOM-031-ZOO-1995 (Camparfia Nacional Contra la Tuberculosis
bovina), el cual se lleva a cabo por medio de tuberculinizacion y analisis
bacterioldgico e histopatoldgico. Las pruebas de tuberculinizacion autorizadas por
la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural (SAGARPA) son la
prueba en el pliegue caudal, prueba cervical comparativa y prueba cervical
simple, donde las tuberculinas autorizadas para efectos de Campafa son el
derivado proteinico purificado (PPD) bovino, elaborado con Micobacterium bovis
cepa ANS, que se utiliza en la prueba caudal, cervical comparativa y cervical
simple; y el PPD aviar, elaborado con Micobacterium avium cepa D4, que se
utiliza en la prueba cervical comparativa.

La Prueba Caudal es la prueba basica operativa de rutina, cuando se desconoce
la situacion zoosanitaria del hato en materia de tuberculosis. La Prueba Cervical
Comparativa es la Unica prueba autorizada para confirmar o descartar animales
reactores a la prueba de pliegue caudal. Se puede efectuar por unica vez dentro
de los 10 dias siguientes a la lectura de la prueba caudal: o bien después de

transcurridos 60 dias, se aplica en hatos o regiones con presencia de
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Micobacterium paratuberculosis ylo Micobacterium avium. La Prueba cervical
simple se emplea para probar hatos en los que se conoce la existencia de M.
bovis; o bien, para probar ganado que estuvo expuesto directa o indirectamente

-

con hatos infectados con M. bovis.

En el laboratorio las muestras son sometidas a las pruebas de diagnostico
bacteriologico o histopatolégico. Se aprueba el examen directo, mediante la tincion
de Ziehl Neelsen o de Nueva Fucsina para microorganismos acido alcohol
resistentes en frotis realizados con el material sospechoso. En el cultivo, el
aislamiento e identificacion del Mycobacterium, se realiza a través de la siembra
de material sospechoso en medios especiales como Herrolds con y sin huevo,
Middle Brook y Stonebrink, Petragnani, ATS y Lowenstein Jensen. En el
diagnéstico histopatoldgico se debe utilizar la tincion de Hematoxilina-Eosina, esta
técnica permite identificar cualquier cambio morfolégico de los tejidos, asi como la
presencia de los granulomas. Ademas pueden utilizarse las tinciones de Ziehl
Neelsen y Nueva Fucsina en cortes o improntas realizados con el material

sospechoso.

Tratamiento y control

En el tratamiento de la tuberculosis los agentes de primera linea son la
estreptomicina, la estreptomicina, la isoniazida, el etambutol y la rifampina. Los
agentes de segunda linea son la pirazinamida, el acido paraaminosalicilico, la

kanamicina, cicloserina, la capreomicina y la etionamida. Como quiera que la
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resistencia suele aparecer en los tratamientos en los que se administra un solo
agente, habitualmente se suele utilizar una asociacion de dos o mas de ellos .
Debido al peligro a la salud publica inherente a la conservaciéon de los animales
tuberculosos la quimioterapia antituberculosa de los animales no es aconsejable

(Biberstein, 1990).

La tuberculosis bovina se controla mediante la identificacion y eliminacion de los
animales infectados y . en algunos paises este procedimiento ha dado como
resultado la erradicacion casi total de la infeccién. Con el fin de que aparezca de

nuevo la enfermedad se necesita una vigilancia continua (Biberstein, 1990).



Justificacion

JUSTIFICACION

La Tuberculosis bovina (TB) representa un problema importante en los animales
por tener graves implicaciones en la produccion y salud animal. Las fuertes
pérdidas econdmicas se relacionan a disminuciones en peso, produccion de leche,
y fertilidad en animales de hatos infectados (Coetsier et al,, 2000). La TB es
causada por Micobacterium bovis, el cual puede afectar a un amplio rango de
especies animales y en los humanos contribuye con el 0.1 al 30.0% de la
tuberculosis pulmonar lo que puede causar la muerte (Espinosa et al.,1998). El
diagnostico de TB se basa en la Norma Mexicana: NOM-031-ZO0-1996; en la
cual las pruebas oficiales a nivel de campo son: Prueba en el pliegue ano-caudal,
la cervical comparativa y la cervical simple asi como analisis microbioldgicos y
analisis histopatologicos; sin embargo, el programa de erradicacién y control de la
TB el cual es la aplicacion de tuberculina y la eliminacion de los animales
reactores positivos no ha tenido éxito esperado en el control de la enfermedad. En
cuanto a las pruebas histopatologicas es muy dificil detectar bacilos contenidos en
una lesion cuando son escasos, raramente pueden ser vistos en el examen
microscopico de una muestra, y no siempre pueden ser aislados pz)r cultivo
(Espinosa et al.,1998); el cultivo toma de 6 a 8 semanas debido a un crecimiento
lento del organismo; posteriormente la identificacion de la especie extiende el

tiempo en el que se pueda dar un diagnostico confiable (Coetsier et al., 2000), por
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Justificacién

lo que, es necesario implementar una rutina especial para la identificacion de M.
bovis.

Los Métodos Moleculares, donde la utilizacion de la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) a partir de nodulos linfaticos con lesiones tipicas
de tuberculosis, mejora la sensibilidad entre el 35 al 39 % con respecto a los
analisis histopatoldgicos. Para el diagnostico de la tuberculosis bovina mediante
PCR, los resultados se obtienen entre 78 y 42 horas, por lo cual esté método

seria de una utilidad para un mejor diagnostico (Coetsier et al., 2000).
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Objetivo

OBJETIVO

Detectar Micobacterium bovis mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) en tejidos incluidos en parafina utilizando la secuencia del elemento movil
IS6110, y el gen oxyR , y asi como las secuencias de ADN especificas de M.

bovis que ayuden a su diferenciacion.
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Hipobtesis

HIPOTESIS

Utilizando secuencias especificas del genoma de M. bovis , asi como son, el
elemento de insercion IS6770, el gen oxyR, y la secuencia de la proteina de 65KD
mediante la utilizacion de PCR, el diagnostico de M. bovis en muestras de tejido

incluidas en parafina se obtendran resultados entre 36 a 72 horas.
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ANTECEDENTES

1.1.-Métodos diagnosticos de Tuberculosis bovina

La prueba intradérmica de tuberculina donde se usa el derivado proteinico
purificado (PPD) como antigeno, es la prueba oficial usada en la campaiia de
erradicacion para la deteccién de animales infectados de tuberculosis a nivel de
campo. Sin embargo, existen datos que muestran que la sensibilidad de la prueba
intradérmica es moderada con un promedio de 72%, aunque la espeficidad de la
prueba intradérmica es alta (98%); esta tiene otras desventajas, principalmente las
reacciones falso-positivo causadas por antigenos de reaccion cruzada provocadas
por otras micobacterias como M. avium, M. paratuberculosis o micobacterias
atipicas (Liebana et al., 1995; Diaz et al., 2003). Otro problema de la prueba
intradérmica reside en que no detecta animales sin hipersensibilidad tardia (HT)
hacia M. bovis, denominados anérgenicos, ya sea con una infeccion diseminada o
con una infeccion reciente, debido a que en estos casos la inmunidad celular se
encuentra deprimida o en proceso de desarrollo (Diaz et al., 2003).

La prueba de gamma interferén (IFN-y) ha sido desarrollada recientemente para
detectar bovinos tuberculosos, esta prueba evalla la inmunidad celular mediante
la deteccion del IFN-y en respuesta a un antigeno especifico, bajo un sistema de
cultivo con sangre completa (Diaz et al., 2003). En pruebas de campo la
sensibilidad y espefisidad de esta prueba muestra ser de 936 y 96.2%
respectivamente. La principal desventaja de esta prueba son los problemas

logisticos de interpretacion, el tiempo exacto requerido (las muestras de sangre
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necesitan ser incubadas con tuberculina dentro de 8 horas de coleccion), los
problemas con antigenos de reactividad cruzada, y el costo (Liébana et al., 1995).
El ensayo inmunoabsorbente de enzima ligada (ELISA) ha demostrado ser una de
las pruebas mas especificas para el diagnostica de TB, utilizando preparados a
partir de M. bovis y M. avium. La principal ventaja del ELISA es que identifica
animales infectados no reactores a la tuberculina e IFN-y. Sin embargo, debido a
la baja sensibilidad (60%z 10) no identifica a todos los animales , por lo cual no se
recomienda su empleo como prueba Unica para el diagnéstico de la TB (Diaz et
al., 2003).

Un diagnostico presuntivo de infeccion micobacterial bovina en animales muertos
es hecho en base a la histopatologia de nédulos linfaticos o muestras de tejido
mostrando lesiones sospechosas a tuberculosis o bacilos acido alcohol resistes. El
diagnostico definitivo requiere la identificaciéon de la especie de micobacteria. El
cultivo es considerado el “estandar de oro” pero este procedimiento es muy lento y
laborioso. Ademas el cultivo puede llegar a ser positivo solo varias semanas
después de la inoculacion, especialmente para muestras que contienen poco
numero de micobacterias (Coetsier et al., 2000). Los métodos clasicos para
identificar las especies de micobacterias en los cultivos se basan en el analisis de
caracteristicas fenotipicas tal como morfologia de colonia, tasa de crecimiento, y
de las propiedades bioquimicas (Gutiérrez et al., 1999). A pesar de continuas
mejoras metodologicas, el cultivo es frecuentemente negativo, la optimizacién de

técnicas radiometricas han reducido el tiempo para la deteccion de la
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micobacteria pero no resuelve la emision crucial de la sensibilidad (Coetsier et
al., 2000).

En total, la carencia de una prueba diagnostica rapida, simple, especifica y
sensitiva para detectar micobacterias es necesaria para los programas de
erradicacion y control de la Infeccion por M. bovis (Coetsier et al., 2000).

Existen otros métodos como los Métodos Moleculares, donde la amplificacion de
marcadores especificos de ADN mediante la utilizacion de la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) a partir de nédulos linfaticos con lesiones
tipicas de tuberculosis, mejora la sensibilidad entre el 35 al 39 % con respecto a
los analisis histopatologicos. Ademas en el diagnostico de la tuberculosis bovina
mediante PCR, los resultados se obtienen entre 78 y 42 horas, por lo cual esté
método seria de gran utilidad para un mejor diagnostico de TB en animales

(Coetsier et al., 2000).

1.2.- Comparaciones Geondmicas entre Micobacterias

M. tuberculosis es causa de la tuberculosis en humanos y raramente en otros
animales, mientras que M. bovis puede causar tuberculosis en una gran variedad
de huéspedes animales, incluyendo al humano (Costello et al.,, 1999). Estos dos
microorganismos pertenecen al complejo M. tuberculosis (Sechi et al., 1999;
Costello et al.,, 1999 ), por lo tanto es esencial para investigaciones de casos
epidemiolégicos identificar animales que pueden ser un riesgo sanitario. En afos

recientes el ADN de los aislamientos de M bovis ha demostrado ser una
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herramienta atil en investigaciones epidemiologicas de brotes  en venados,
coyotes, tejones en Estados Unidos , en venados en Suecia y en bovinos en los
paises bajos (Costello et al.,1999). Existen elementos repetitivos de DNA que han
sido utilizados para diferenciar especies del complejo M. tuberculosis. Uno de ellos
es la secuencia repetida rica en G-C (Polymorfic G+C rich séquense, PGRS), otro
son la secuencias repetidas directa (Direct repeats, DR), que son secuencias de
DNA que se repiten varias veces y se distribuyen el genoma por transposicion, las
secuencias repetidas polimorficas mayores (Major polymorphic tandem repeats,
MPTR), las unidades repetidas microbacteriales dispersas (Mycobacterial
interspersed repetitive unit, MIRU) y la 1S1081 (CUADRO 1.1). Su distribucién en
el genoma puede ser util determinar el relacion epidemioldgica de cepas y para
trazar las fuentes de la infeccion. Sin embargo, todos estos marcadores estan
presentes en todas las Micobacterias y no pueden ser utilizados para diferenciar

entre los miembros del complejo (Gutiérrez et al., 1999).

Cuadro 1.1 .- Secuencias de insercion y ADN repetitivo en miembros del complejo M.
tuberculosis (Bloom, 1994)

1S6110 - - " 025
151081 5.7

DR 36 10-50
MPTR 10 >100
PGRS 30 >100
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1.3.- Proteinas de estrés

Entre las primeras proteinas identificadas por el uso de anticuerpos monoclonales,
esta un grupo de proteinas que muestran ser significativamente homologas a la
amplia familia de proteinas conservadas llamadas proteinas de shock o de estrés
caldrico. Esta familia de proteinas ha sido encontrada en células eucarioticas,
regularmente en plantas y en células procarioticas. Esta familia de proteinas de
estrés aparentemente sirven para multiples funciones. Un papel importante es que
ayudan al microorganismo en adaptacion a cambios de medio ambiente.

Las proteinas de estrés son sintetizadas en considerables cantidades en las
células pero los niveles de trascripcion y transposicion incrementan
marcadamente cuando la célula es expuesta a elevadas temperaturas u otros
factores de estrés. Los miembros de la familia actuan como “chaperones
moleculares “ por proteinas mediadores plegables y ensambladoras vy tal vez

membranas de translocacién (Bloom, 1994)

1.3.1.- Proteina 65 kd hsp

Una proteina de 65 kd de M tuberculosis parece ser homologa de GrosEl de E.
coli. El gene es aislado de M. tuberculosis en varios laboratorios y la secuencia
de nucledtidos es establecida de M. tuberculosis, BCG y M. leprae (fig. 1.1). La
secuencia de aminoacidos de GrosEl analogo de M. tuberculosis, BCG y M. leprae

exiben mas del 95% de homologia (Bloom, 1994).
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La proteina 65 kd ha sido involucrada en la respuesta inmune al reconocimiento

de linfocitos como un antigeno de las células T y B (Kong, et al 1993).

Figura 1.1. Multiples ensayos de PCR usando iniciadores especificos de el
IS6110y de 65 kd hsp de M. bovis, BCG, M tuberculosis, M. leprae y

mycobacterias no tuberculosas (Doroth, Y-H; et a/ 2001).

M 12 3 456 78 910111213 4151617121902 DB HNBBETEM

156110 .. ':. ..:, et : %“fw = L | Lo f=55kDa

1.4- Elementos de insercion de las Micobacterias

Los elementos genéticos de insercion denominados genéricamente /S representan
secuencias de ADN dispersas en los genomas bacterianos con actividad de
transposicion. Gracias a esta actividad, el nimero de copias de elementos /S y su
localizacion en los genomas varia entre distintos organismos de la misma especie.

Estas diferencias pueden ser aprovechadas para el diagnostico y seguimiento
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epidemiologico (Cortinas ef al., 2002); usandolo como marcador para el estudio
genético y filogenético de las poblaciones bacterianas, especialmente para las
especies con genomas conservados y cepas bajo el nivel de subespecies (Fang et
al., 2001). La movilidad junto a otros procesos como el de mutacion genera mas
variacion, diferencias que se traducen en la identificacion de distintos linajes. A
pesar de su capacidad de movimiento, algunos /S son suficientemente estables
como para poder identificar organismos que provienen de un mismo ancestro,
permitiendo, de esta manera, inferir la relacion entre distintas cepas (Cortinas et

al., 2002 ).

1.4.1.- Secuencia de Insercion IS67110

Varios locus polimorficos y multicopias de elementos de insercion han sido
descubiertas en el cual el locus repetido directo (DR), el mayor tandem polimorfico
repetido, es la secuencia IS6710 (Fang et al., 1998). El elemento de insercion
1S6110 corresponde a familia del elemento movil 1S3 (Vera-Cabrera et al., 2001;
Fang et al., 1998) y es uno de los numerosos elementos genéticos moviles
presentes en el género Mycobacterium. La secuencia de insercion IS6770 sélo es
detectable en las especies del complejo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanum), mantiene la estabilidad necesaria para ser utilizado como
herramienta diagnostica de los miembros de este complejo [fig.1.2] (Cortinas et al.,

2002) debido a que las cepas de M. tuberculosis transportan multiples copias del
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elemento , aunque una minoria de cepas de una sola copia han sido identificadas.
En contraste cepas de M. bovis usualmente tiene de una a cinco copias de este
elemento (Sechi et al., 1999), y cepas de M. bovis BCG tienen una o dos copias
(Kent et al., 1995); el 1S6710 esta presente en multiples copias en el genoma y
junto con otras caracteristicas es el primero en usarse como un poderoso
marcador genético para la diferenciacion de cepas (Fang et al., 2001).

La diferenciacion de cepas de M. bovis con IS61710 depende de su origen. La
mayoria de los aislamientos de bovinos albergan solo una copia de este elemento
localizado en un locus cromosomal previamente identificado. Cepas aisladas de
M. bovis de animales diferentes a bovinos han encontrado que contienen varias
copias de IS6770. Esto sugiere que varios reservorios pueden contener diferentes
tipos de M. bovis. En un estudio reciente, se encontr6 que un porcentaje
significante (51 %) de aislamientos de M. bovis de ganado espaiiol que hospedan

multiples copias de 1IS67110 (Aranaz et al., 1998).
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Figura 1.2 Electroforesis en gel de agarosa de la secuencia 1S6770 amplificada
por PCR desde cultivos de M. bovis (Retamal, et al 2003)

& «—— 123pb

PM, marcador de peso molecular de 100 pb. Linea 1 representa a M. tuberculosis.
Lineas 2 a 10 representan a los aislados de M. bovis.

1.5 .- Gene oxyR de Micobacterium bovis

Un nucleétido polimorfico especifico de M. bovis es el gene oxyR. Todas las cepas
de M. bovis tienen un residuo de adenina en el nucleétido 285, mientras todas las
cepas de M. tuberculosis tiene guanina en esta posicion (Espinosa, et al., 1998).
En Escherichia coli y Salmonella tyfymurium, el gene oxyR funciona como un
sensor y regulador transcripcional de proteinas envueltas en la respuesta

oxidativa. La homologia del gene oxyR en organismos del complejo M.
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tuberculosis contiene numerosas supresiones y mutaciones. Debido a que oxyR
en aislamientos de M. tuberculosis probablemente no codifica a una proteina
funcional, este es llamado como un pseudogene. Considerando que los
pseudogenes acumulan mutaciones en un porcentaje mayor comparado con
genes funcionales, es posible que oxyR pueda contener nucleétidos polimorficos
usados para diferenciar entre los miembros relacionados en el complejo de M.
tuberculosis. En el analisis del nucledtido polimorfico 285 del gene oxyR de 360
organismos del complejo M. tuberculosis de extensas fuentes geogréficas y
diferentes especies de huéspedes es 100% sensitiva y especifica para distinguir
cepas de M. bovis de otros miembros del complejo. Los datos indican que el uso
de cualquier analisis de secuencia directa o de una estrategia PCR-RFLP para
identificar el polimorfismo en el nucleotido 285 en oxyR diferencia fiablemente
M.bovis de otros miembros del complejo de M. tuberculosis. Pero el analisis de la
variacion del nucleotido 285 de oxyR no diferencia cepas M. bovis BCG de cepas
de M. bovis no BCG (Sreevatsan, et al; 1996). Por lo tanto el polimorfismo en
oxyR es buen candidato para desarrollar un método rapido para diferenciar M.
bovis de M. tuberculosis; por el cambio en las posicion 285, con respecto a la

secuencia de M. tuberculosis [ fig 1.3] (Espinosa, et al;1998).
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FIG. 1.3. PCR alelo especifico de oxyR. (Espinosa, et al;1998).

Las amplificaciones son realizadas con ADN de Mycobacterium bovis de bovino
(B), Mycobacterium bovis de cabra (G) y cepas de Mycobacterium tuberculosis (T).
Lineas: b, reaccién especifica para secuencias de oxyR de M. bovis; t, reaccion

especifica para secuencia oxyR de M. tuberculosis
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MATERIAL Y METODOS

2.1.- Toma de muestras

Se recolectaron 20 muestras de los rastros municipales de Jerez, Calera,
Villanueva, Luis Moya, Miguel Auza y Jalpa de estado de Zacatecas; asi como
de los municipios de Durango, Canatlan, Gomez Palacio, Villa Hidalgo,
Tlahualilo, Lerdo, y Nuevo Ideal de estado de Durango, también de Francisco
| Madero y Torredn en Coahuila durante los meses de mayo a agosto del afio
del 2002, estas muestras fueron remitidas al Centro de Investigaciones
Pecuarias de la Laguna (CAIPEL), localizado en las instalaciones de la Union
Ganadera del Norte de Durango. El tipo de tejido son nédulos linfaticos y
organos internos como bazo, higado y pulmén que son extraidos lo mas
aseépticamente posible del animal sacrificado. El tejido de donde se tomé la
lesion sospechosa a tuberculosis se dividié por la mitad, una mitad se sumergio
en una solucién de borato de sodio al 6 % para estudios de bacteriologia y la
otra mitad en una solucion de formalina al 10% para estudios de histopatologia
utilizando los paquetes elaboradas para este fin por la CANATB (Campafia

Nacional para la Erradicacion de Brucella y Tuberculosis).

2.2.- Preparacién y acondicionamiento de la muestra

Las muestras que se utilizaron son las fijadas en formalina al 10%,
posteriormente se lavaron en agua corriente, se cortaron a 0.5 cm de grosor y
se incluyeron en capsulas para su procesamiento en histoquinette con una

duracion de 24 horas (Anexo 1).



Capitulo II.- Material y Métodos

Posteriormente se elaboraron bloques de parafina y las muestras fueron
cortadas a 4 p m de espesor empleando un microtomo, un portacuchillas y
cuchillas desechables. Las muestras fueron recogidas con portaobjetos
impregnados de albumina glicerina de Mayer, para tefirlas con la tincion de
rutina de Hematoxilina y Eosina (Anexo 2) y tincién de Ziehl-Neelsen (Anexo 3).

Al observar al microscopio la interpretacion en la tincién de H y E fue la

siguiente:
Nucleo — Azul con alguna metacromasia
Citoplasma  -- Varios tonos de rosa.

En la tincion de Ziehl-Neelsen la Interpretacion es la siguiente:

Bacilos alcohol acido resistentes - Rojo brillante
Eritrocitos - Anaranjados
Otros tejidos - Azul palido

Criterios para la interpretaciéon de resultados. La lesion caracteristica de la

tuberculosis es el granuloma o tubérculo, usualmente entre 1.0 mm a 2.0 cm de
diametro aunque puede variar considerablemente debido a crecimientos
adyacentes con coalescencia de una o mas lesiones simples. La relacién
estructural de los tejidos se transforma segun la forma y el tamafio de la lesion,
ya que puede ser de mayor tamafio o se puede reducir a una pequefia masa

de tejido conectivo fibroso.
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La emision de los resultados en caso positivo a la observacién microscopica
con la tincion H y E y positivo a la tincion de Z-N, es de la siguiente forma:

e Diagnostico morfolégico: Linfadenitis granulomatosa

e Tincion Ziehl Neelseen:  Positivo a bacilos alcohol acido resistentes.

e Diagnostico final: Tuberculosis bovina.
La emision de los resultados en caso positivo a la observacion microscopica
con la tinciéon de H y E y negativo a la tincion de Z-N es de la siguiente forma:

e Diagnostico morfolégico: Linfadenitis granulomatosa

e Tincion Ziehl Neelseen: Negativo a bacilos alcohol acido resistentes.

e Diagnostico final: Lesiones sugestivas a tuberculosis bovina.

2.3.- Extraccion de ADN a partir de tejidos fijados en formalina, incluidos

en parafina

2.3.1.- Desparafinacion de los tejidos

Se cortaron aproximadamente 4 secciones de los tejido fijados en formalina
incluidos en parafina de 5 yum de espesor cada una, y se colocaron en tubos
eppendorf de 1.5 ml.; para remover la parafina se le adicion6 dos veces 1 ml de
Xilol (SIGMA) y se dejo incubar por 30 minutos a temperatura ambiente;
posteriormente se centrifugo por 5 minutos 12000 xg, el sobrenadante fue

removido cuidadosamente con una pipeta y eliminado. Para eliminar
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01673
completamente el Xilol se agrego etanol al 100 % (SIGMA), se agito y
centrifugo a 12 000 durante 5 min, y por ultimo se dejo secar la pastilla al aire.

2.3.2.- Digestion de micobacterias

Se resuspendieron las muestras en 100 pl de buffer de digestion (Tris-HCI 100
mM, pH 8.3, EDTA 0.5 mM y Tween 20 al 1% y Proteinasa K 300 pg/ml), se
incubarén a 37° C bajo condiciones de oscilacion durante 24 horas hasta que
el tejido se desintegré. Posteriormente se incubaron las muestras a 95° C por
10 min. para desintegrar la proteinasa K.

Las muestras se almacenaron a —20° C por lo menos 1 hora y fueron
centrifugadas a 12 000 x g por 20 min a 4° C. Se eliminé el sobrenadante y la

pastilla fue secada al aire y fue resuspendida en 40 pl de agua destilada.

2.4.- Localizacion de iniciadores

2.4.1.- Localizacion de iniciadores de 1S6110

El elemento de insercion IS6770 que se encuentra presente en las
micobacterias (Cortinas et al., 2002) es seleccionado para el diagnostico de
Mycobacterium bovis mediante PCR en cortes de tejido incluidos en parafina
en el que los iniciadores utilizados son los siguientes: 1841’ CCT-GCG-AGC-
GTA-GGC-GTC-GG (sentido); y el 1S43' TCA-GCC-GCG-TCC-ACG-CCG-
CCA (antisentido), los cuales amplifican una regién entre los nucledtidos 568 y

883 de la secuencia.
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Cuadro 2.1.- Secuencia del elemento de inserciéon 1IS6110 de Mycobacterium

tuberculosis (Thierry,D. et al,1993)

61

12].
181
241
301
361
421
481

541
601
661
21
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321

cgatgaaccg ccccggcatg tccggagact ccagttcttg gaaaggatgg ggtcatgtca

ggtggttcat
gagatccgcg
ggtgttggct
gcacggcccg
cgccgaattg
gctcgaccgg
gcceccgatgg
tgcecgatege
tgcgegatgg
acggtgecccg
ccgtcgaacg
ggaccacgat
gaccaccagc
ggttcgecta
cgcttcecacyg
ccaacaagaa
gtacacatcg
agcggtcgga
cgagctgate
gcgctgggtce
ggtcgaactc
cagatcagag

cgaggaggta
gtcagcacga
gcgcggagac
ggaccacgac
cgaagggcga
ccagcacgct
tttgcggtgg
cccatcgacc
cgaactcaag
caaagtgtgg
gctgatgacc
cgctgatceg
acctaaccgg
cgtggccettt
atggccacct
ggcgtactcecg
atccggttcea
agctcctatg
aaacccggca
gactggttca
gaggctgcct
agtctccgga

ccecgeecggag
ttcggagtgg
ggtgcgtaag
cgaagaatcc
acgcgatttt
aattaacggt
ggtgtcgagt
tactacgacc

gagcacatca

ctgcgtgagce
gcagcgatca
tgggtgcgce
gctgagctga
aaagaccgcg
tcatcgcecga
cgatctgcac
acatcaaccg

gccgegteca

gggcggtgceg
gtgaggtcge
aggcgcaggt
agcgcttagc
tcggctttet
tcatcaggge
acagctgacc
ggagcccagc
cgccgccaac

ctaaccctga
aaactcggcc
gccacagccc
ctgtgggtag
gtcaccgacg

accgtgaggg
tgtccgggac
gtcccgecga
cagacctcac
cctacgtegce

catcgaggtg
cacccgeggce
tctcgteccag
ctatgtgtcg
aggatcctgg

ccatggtcct
acctgaaaga
gcgagegget
acaatgcact
agccctggeg
accatcgccg
actacgctca

ctcaccgggg

cgacgcgatc
cgttatccac
cgccgaggca
agccgagacyg
gtccatecgag
cctctaccag
acgccagaga
cggttcacga

gagcaagcca
catacggata
ggcatccaac
atcaacggcc
gatgtcgagt
tactgcggeg
ccagccgeccg

gatggtcgca
ccgtctactt
cgatgcecgge
ggcgggacaa
tcgcggecga
caccgcgagg
gagctgggtg
cgccgcgagce
tacggtgttt
gccagatgca
aaagcccgca
cgccgcttcg
acctgggcag
gctggcgggt
tctggaccecg
ggggatctca
cgtcggtcgg
tatacaagac
tggccaccgce
acgtceccgece
gctgaggtct

* Las secuencias subrayadas corresponden a los iniciadores utilizados y su

localizacion

2.4.1.1.- Localizacion de iniciadores internos de I1IS6710

Con la amplificacion de los iniciadores 1S41 y 1S43, la cual es una secuencia de

276 pb se disefiaron los iniciadores internos I1S1’ AAC-GGC-TGA-TGA-CCA-
AAC-TC (sentido) y el I1S2' GGT-GAG-GTC-TGC-TAC-CCA-CA (antisentido),

que se encuentran localizados entre los nucleétidos 79 y 233.
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Tabla 2.2.** Localizacion de los iniciadores internos para 1S6110

1 actacggtgtttacggtgcccgcaaagtgtggctaaccctgaaccgtgagggcategagg
61 tggccagatgcaccgtcgaacggctgatgaccaaactcggectgtecgggaccacecgeg
121 gcaaagcccgcaggaccacgatecgetgatceggecacageccgteeccgecgatetegtec
181 agcgccgctteggaccaccagecacctaaccggetgtgggtagcagacctcacctatgtgt
241 cgacctgggcagggttcgcctacgtggectttgtea

* Las secuencias subrayadas corresponden a los iniciadores utilizados y su

localizacion

** http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi

2.4.2 .- Localizacion de iniciadores de oxyR

El analisis del nucleotido polimorfico 285 del gene oxyR es 100% sensitiva y
especifica para distinguir cepas de M. bovis de otros miembros del complejo,
debido a que cepas de M. bovis tienen un residuo de adenina en el nucleétido
285, mientras todas las cepas de M. tuberculosis tiene guanina en esta
posicion (Espinosa, et al., 1998), debido a este se seleccionaron los iniciadores
oxyR-1 GGTGATATATCACACCATA (sentido) y oxyR-2
CTATGCGGATCAGGCGTACTTG (antisentido) que amplifican un fragmento

de 548 bp.
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Cuadro 2.3.- Secuencia del gene oxyR de Mycobacterium bovis (Cole,

2001)

et al,

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

atgagtgata
gagaagggtc
caggcgttag
cgggtttteg
gcgatggacyg
cgccttggac
acccatcggce
accgcgttge
gggattgccg
ccgettteeg
ttggatgagg
caggccgagc
ggcgggttgg
aaacttggac
cgctcecgcta
attagtacag

agagttatca
acttcagcgc
cggcgctgga
tgacgacgca
cgttcaccge
tgattcccac
tgccgacgtt
gtgagggggc
agataccaat
gcaagcgccg
gtcattgctt
tggctaacac
gggtgacgct
ttgcccagtt
gcggtcgcag
agcatcatgt

gcccaccatc
cgcggcaage
gtccggactt
gggtaggcac
agcagctgcc
cgtggcgcceg
aaccttgcga
attagatgct
ctatgatgag
ggtgccgaca
gcgagaccag
ccgcgcagcg
gctcccgeag
cgctgeccec
tgcttcctat

gcggctggte

gctgggcette
tttecteggeg
ggtgtgcagc
ctactaccac
ggcgaatcgg
tatgtgctgc
gtggtcgagg
gcaatgatcg
gattttgtcc
acggcactgg
accctcgata
tcgttggega
agtgctgcgc
tgccccggga
cggcagattg
gcatag

gcgectttgt
tgaggcagtc
tgatcgaacg
gcgccecaggce
atccactgcg
cgacgatgtt
accagacaga
ccttaccggt
tcgegcetacce
cgcaattgcc
tctgccggaa
ccgctgtgca
ctgtcgagtc
gacggattgg
ccaagatcat

cgcagtggtt
gacgttgtcg
ttctacccga
tgcgatcgag
aggtggcatg
gactggactc
gcacctgctg
tgaaactgcc
cccagggcat
gctgttgttg
atcgggagtg
atgcgtgacc
ggtgcgtagc
tctggctttce
tggtgagttg

* Las secuencias subrayadas corresponden a los iniciadores utilizados y su

localizacion.

2.4.3.- Localizacion de iniciadores de 65kD HSP

La secuencia del gene que codifica la proteina 65 kD es un buen marcador

para diferenciar Micobacterias

, 'y se utilizaron

los

iniciadores TB11-

ACCAACGATGGTGTGTCCAT y TB12 —CTTGTCGAACCGCATACCCT, los

cuales amplifican una region entre los nucledtidos 286 y 726.
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Cuadro 2.4.- Secuencia 65 kd hsp de Mycobacterium tuberculosis (Garnier et

al, 2003)

i gtgccaggtc gggacggtga gacccagcca gcaagctgtg gtcgtececgtec gcgggcactg
61 cacccggcca gcgtaagtaa tgggggttgt cggcacccgg tgaccctagce ttcattcecta
121 atccggagga atcacttcgc aatggccaag acaattgcgt acgacgaaga ggcccgtcge
181 ggcctcgagec ggggcttgaa cagcctcgcecc gacgcggtaa aggtgacgtt gggtccgaag
241 gggcgcaacg tcgttctaga gaagaagtgg ggtgctccca cgatcaccaa cgatggtgtg
301 tccatcgcca aggagatcga gctggaggac ccgtacgaga agattggege tgagttggtce
361 aaggaagtcg ccaagaagac agatgacgtc gccggtgatg gcaccacgac ggccaccegtg
421 ctggcccagg cattggtcaa agagggccta cgcaacgtcg cggccggcgc caacccgcta
481 ggtctcaagc gtggcatcga gaaagctgtc gataaggtaa ctgagactct gctcaaggac
541 gctaaggagg tcgaaaccaa ggaacaaatt gctgccactg cagcgatttc ggcgggtgac
601 cagtcgatcg gtgatctgat cgccgaggceg atggacaagg ttggcaacga gggtgttatc
661 accgtcgagg aatccaacac cttcggtctg cagctcgagce tcaccgaggg tatgeggttce
721 gacaagggct acatttcggg ctacttcgtce accgacgecg agcgtcagga agctgtccta
781 gaggagccct acatccttcect ggtcagetec aaagtgtcta ccgtcaagga cctgectgcecg
841 ctgctagaga aggtcatcca ggccggcaag tcgctgctga tcattgctga ggatgtegag
901 ggtgaggcgt tgtctaccct ggtcgtcaac aagatccgtg gcactttcaa gtcggtggeg
961 gtcaaagctc ctggetttgg tgaccgccge aaggcaatgt tgcaagacat ggccattctc
1021 accggagccc aggtcatcag cgaggaggtc ggtctcacat tggagaacac cgatctgtca
1081 ttgctgggca aggcccgcaa ggtggttatg accaaggacg aaaccaccat cgtcgagggt
1141 gccggtgaca ccgacgccat cgccgggcga gtggctcaga tccgtaccga gatcgagaac
1201 agtgactctg actatgaccg cgagaaactg caggaacgcc tggctaagtt ggccggtggt
1261 gttgcggtga tcaaggccgg tgctgccact gaggtggagc tcaaggagcg caagcaccgc
1321 atcgaggacg cagtccgcaa cgccaaggcce gcggtggagg aggggatcgt cgccggeggc
1381 ggtgtgactc tgctacaggc tgctccggct ctggacaagc tgaagctgac cggtgacgag
1441 gcgaccggtg ccaatattgt caaggtggcg ttggaagctc cgctcaagca gatcgectte
1501 aattcecggga tggagcccgg cgtggtggcc gaaaaggtgce gtaaccttte agtgggtcac
1561 ggcctgaacg ccgccaccgg tgagtacgag gacctgctca aggccggegt tgccgacccg
1621 gtgaaggtta cacgttctgc gctgcagaac gcagcgtcca tcgccggcct gtteocttact
1681 acggaggccg tcgtcecgccga caagccggag aagacggcag ctccggcgag cgacccgacce
1741 ggtggcatgg gtggtatgga cttctga

* Las secuencias subrayadas corresponden a los iniciadores utilizados y su

localizacion

2.5.- Condiciones de amplificaciéon

2.5.1. - Condiciones de amplificacion de la secuencia 1S6110

Las reaccion de amplificacion contienen 1.0 pl de la digestion del tejido que

previamente se describio (parrafo 2.3.2) y 24 pul de solucion que consiste en lo

siguiente: 4.0 yl de oligonucleotidos (dNTPs 1.25 mM c/u), 0.6 ul de cada
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iniciador (1S41" y 1S43’) 0.2 pl de DNA polimerasa, 1.25 yl de Mgz2Cl 20x, 2.5
ul amortiguador PCR 10 x y 14.85 pl de agua para hacer un volumen de
reaccion de 25 pl.

Los parametros de amplificaciéon fueron los siguientes:

Desnaturalizacion inicial 96°C por 6 min, seguidos por 35 ciclos que incluyen
desnaturalizacion a 94°C por 30 seg., templado a 60°C por 30 seg. y extensién

a 72°C por 30 seg. y un ciclo de extension final de 72° C por 10 min.

2.5.1.1. - Condiciones de amplificacion de la secuencia IS6770 (PCR anidado)

Las reaccion de amplificacion contienen 1.0 uyl de la reaccion de PCR del
parrafo 2.5.1 y 24 pl de solucién que consiste en lo siguiente: 4.0 pl de
deoxynucleoside triphosphate (ANTPs 1.25 mM c/u), 0.6 pl de cada iniciador
(IS1 y 1S2) 0.2 pl de DNA polimerasa, 1.25 pyl  de Mgz2Cl 20x, 2.5 pl
amortiguador PCR 10 x y 14.85 pul de agua para hacer un volumen de reaccion
de 25 pl.

Los parametros de amplificacion fueron los siguientes:

Desnaturalizacion inicial 96°C por 6 min, seguidos por 35 ciclos que incluyen
desnaturalizacion a 94°C por 30 seg., templado a 60°C por 30 seg. y extension

a 72°C por 30 seg. y un ciclo de extension final de 72° C por 10 min.

2.5.3. - Condiciones de amplificacion de la secuencia de oxyR

Las reaccion de amplificacién contienen 5.0 pl de la digestion del tejido que

previamente se describio (parrafo 2.3.2) y 20 ul de solucion que consiste en lo
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siguiente: 4.0 yl de deoxynucleoside triphosphate (ANTPs 1.25 mM c/u), 0.6 pl
de cada iniciador (oxyR-1 y oxyR-2) 0.2 yul de DNA polimerasa, 2.5 pl de
Mg2Cl 20x, 2.5 pyl amortiguador PCR 10 x y 10.85 ul de agua para hacer un

volumen de reaccion de 25 pl.

Los parametros de amplificacion fueron los siguientes:
Desnaturalizacion inicial 96°C por 6 min, seguidos por 35 ciclos que incluyen
desnaturalizacion a 96°C por 30 seg., templado a 61°C por 30 seg. y extension

a 72°C por 30 seg. y un ciclo de extension final de 72° C por 10 min.

2.5.3. - Condiciones de amplificacion de la secuencia de 65 kd hsp

Las reaccion de amplificacion contienen 5.0 ul de la digestion del tejido que
previamente se describio (parrafo 2.3.2) y 20 pl de solucién que consiste en lo
siguiente: 4.0 pl de deoxynucleoside triphosphate (ANTPs 1.25 mM c/u), 0.6 pl
de cada iniciador (TB11 y TB12) 0.2 ul de DNA polimerasa, 2.5 ul de Mgz2Cl
20x, 2.5 yl amortiguador PCR 10 x y 10.85 pl de agua para hacer un volumen
de reaccion de 25 pl.

Los parametros de ciclado fueron los siguientes:

Desnaturalizacion inicial 96°C por 6 min, seguidos por 35 ciclos que incluyen
desnaturalizacion a 96°C por 30 seg., templado a 61°C por 30 seg. y extension

a 72°C por 30 seg. y un ciclo de extension final de 72° C por 10 min.

En cada corrida de PCR se incluyé un control negativo (el mismo PCR pero sin

ADN) para asegurar que no hubiera errores en las reacciones



Capitulo Il.- Material y Métodos

2.6.- Visualizacion de los amplificados de PCR

Los productos amplificados se analizaron por electroforesis en gel agarosa a
1% en solucion amortiguadora TAE 5x conteniendo .25 pl de bromuro de
etidio para este analisis se utilizaron 5 pl de las soluciones de cada amplificado.
El corrimiento de las muestras se realizé a 80 vits por 30 minutos.

Los geles se observaron bajo iluminacion ultravioleta en un transiluminador y

se fotografiaron con una camara digital Samsung.

2.7.- PCR de Mycobacterium smegmetis

Este PCR se realizo para comprobar que el ADN de las micobacterias de los
tejidos fijados en formalina incluidos en parafina no le afectara el procedimiento
de desparafinacion y digestion de tejidos para asi poder comprobar que
estuviera en buenas condiciones para lograr una amplificacion.

Se hicieron 6 diluciones con aislamientos de  Mycobacterium smegmetis en
Tween salino para lograr concentraciones de 1 x 10 7 micobacterias por mililitro
hasta 1 x 10 ? bacterias por ml. Posteriormente se le hizo el mismo

procedimiento descrito en los parrafos 2.3 y 2.5.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 .- Toma y acondicionamiento de muestras

Se recolectaron 20 muestras de tejido fijado en formalina incluido en parafina,

de los cuales en base al diagnostico histopatolégico basado en las tinciones de

H-E y Z-N se seleccionaron 10 muestras positivas y 10 negativas a tuberculosis

bovina (Tabla 3.1). Estas muestras se desparafinaron con xilol y digirieron con

proteinasa K para hacer las PCR con el sobre nadante.

Tabla 3.1.- Datos de las muestras recolectadas

tln

POSITIVO NEGATIVO

Criollo

Charolais 1 2
Cebu - 1
Suizo - 1
Angus 1 -

- 1

12-36 meses

36 en adelante

Durango Norte

Durango Sur

Zacatecas

'CULTIVO POSITIVO
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3.2. —Amplificaciones por PCR de las secuencias de ADN de M. bovis

Los tejidos digeridos con proteinasa K se usaron para hacerle un PCR,
utilizando iniciadores que amplifiquen un fragmento de 315-pb del elemento de
insercion 1S67170, una secuencia de 439-pb del gene que codifica la proteina de
65 kd hsp y una secuencia de 548-pb del gen oxyR. El PCR no detecto ninguna
ampliacion y por eso se disefiaron unos localizadores internos para el elemento
de insercion /S6110, el cual amplifica una regién de 155 pb. El PCR anidado
detectd que el 40 % de las muestras analizadas amplifican al elemento de

insercion 1S6110.

Taba.3.2.- Amplificaciones por PCR de las secuencias de ADN de M. bovis
para IS67110, oxyR y 65 kd hsp
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3.3.- Amplificones

Figura 3.1 Electroforesis en gel de agarosa de la secuencia 1S6710

amplificada por PCR de M. bovis.

100 ob

500 ob
315 pb

Linea 1 representa a M. tuberculosis como cotrol positivo. Lineas 2 a 8
representan a M. bovis de las muestras (positivos a tincion BAAR), Lineas 9-11
representan muestras negativas, Linea 12 control negativo. Linea 13 marcador

de peso molecular de 100 pb.
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Figura 3.2 Electroforesis en gel de agarosa de la secuencia 1S6770 amplificada
por PCR anidado de M. bovis

12 3 45 67 8 9 10 111213

1000 pb

500 pb
155 pb

Linea 1 representa a M. tuberculosis como control positivo. Lineas 2 a 8

representan a M. bovis de las mustras (positivos a tinciéon BAAR), Lineas 9-11
representan muestras negativas, Linea 12 control negativo. Linea 13 marcador

de peso molecular de 100 pb.
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Tabla 3.3 . — Origen de las muestras positivas a PCR anidado

Coahuila

Durango Norte

Durango Sur

BN NN
1

Zacatecas

La cepa del estado de Zacatecas puede tener un origen diferente al de las

cepas de Durango y Coahuila.
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CONCLUSIONES

El 40 % de las muestras positivas a Mycobacterium bovis por
histopatologia que fueron analizadas para la secuencia I1S6770 por

medio de PCR anidado mostraron amplificacion del elemento esperado.

Las cepas que no amplificaron la secuencia de 1S6770 anidado que
fueron positivos a histopatologia, puede ser debido a que el numero de
copias del elemento de insercion 1S6770 sea mucho menor al de las
muestras que si tuvieron amplificacion. Sin embargo esto no fue
comprobado en el presente trabajo, ya que las que presentan

amplificacion provienen del estado de Zacatecas.

La cantidad de micobacterias en las muestras suficientes para que se
visualizara amplificacion de las secuencias por el andlisis de PCR
requiere un minimo de 1 x 10 ° micobacterias por mililitro para su

observacion.
Se requieren mas ensayos para determinar la espeficidad y sensibilidad

de la secuencia IS67170 de M. bovis como un marcador genético para

diferenciacion de cepas por medio de la técnica de PCR anidado.

41
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RECOMENDACIONES

Es importante validar el método de PCR anidado que se desarrollo con
muestras positivas a histopatologia que tengan su confirmacién en cultivo para
con ellas correr los mismos analisis tanto en cultivos y en tejidos incluidos en

parafina para obtener la espeficidad y sensibilidad del método.

4!“\
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Capitulo VI .- Anexos

ANEXOS

Anexo 1.-Técnica de Inclusién en parafina (proc. en el histoquinette)

No PROCESO DURACION
1 Deshidratacion del tejido en alcohol al 50% 2 horas
2 Deshidratacion del tejido en alcohol al 70% 2 horas
3 Deshidratacion del tejido en alcohol al 80% 2 horas
4 Deshidratacion del tejido en alcohol al 96% 2 horas
5 Deshidratacion del tejido en alcohol al 96% 2 horas
6 Deshidratacion del tejido en alcohol absoluto 2 horas
' Deshidratacion del tejido en alcohol absoluto 2 horas
8 Clarificacion del tejido en alcohol absoluto-xilol (50-50) 2 horas
9 Clarificacion del tejido en xilol 2 horas
10 | Clarificacion del tejido en xilol 2 horas
11 Impregnacion en parafina 2 horas
12 |Impregnacién en parafina 2 horas

Anexo 2.- Procedimiento de la tincion Hy E

No PROCESO TIEMPO

1 Desparafinar en platina caliente 2 segundos

2 | Sumergir en Xilol, Alcohol absoluto, alcohol de 96%, y |10 min c/u
agua.

3 | Sumergir en Hematoxilina de Harris 15 min

4 Lavar en agua corriente 3 a 10 pases

o | Diferenciar en alcohol acido 3 a 10 pases

6 |Lavar en agua corriente 3 a 10 pases

7 | Sumergir en agua amoniacal o agua de carbonato de |3 a 5 pases
litio

8 | Lavar en agua corriente 10 a 20 min

9 | Tehir con eosina 2 a 5 segundos

10 |Deshidratar en alcohol 96% 2 minutos

11 | Deshidratar en alcohol 96% 2 minutos

12 | Deshidratar en alcohol absoluto 3 minutos

13 | Deshidratar en alcohol absoluto 3 minutos

14 | Aclarar con Xileno 3 minutos

15 | Aclarar con Xileno 3 minutos

16 | Montar en portaobjetos con resina sintética y cubrir con cubrobjetos

47




Capitulo VI .- Anexos

Anexo 3.- Procedimiento de la tinciéon de Z-N

No PROCESO TIEMPO

1 | Desparafinar en platina caliente 3 segundos

2 | Sumergir en Xilol, Alcohol absoluto, alcohol de 96%, y |10 min c/u
agua.

3 |Sumergir en Carbol Fuchina 30 min

4 |Lavar en agua corriente 3 a 10 pases

9 |Decolorar en alcohol acido hasta que se torne rosa opcional
palido

6 |Lavar en agua corriente 3 a 10 pases

7 | Contratefiir laminilla por laminilla con solucién de 2 a 5 minutos
trabajo de azul de metileno (azul palido)

8 |Lavar en agua caliente 10 a 20 min.

9 |Teidir con eosina 2 a 5 segundos

10 | Deshidratar en alcohol 96% 2 minutos

11 | Deshidratar en alcohol 96% 2 minutos

12 |Deshidratar en alcohol absoluto 3 minutos

13 |Deshidratar en alcohol absoluto 3 minutos

14 | Aclarar con Xileno 3 minutos

15 | Aclarar con Xileno 3 minutos

16 | Montar en portaobjetos con resina sintética y cubrir con cubreobjetos
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