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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa de curso crénico que afecta principalmente al
sistema respiratorio aunque puede diseminarse a otros drganos. Esta enfermedad es causada por
bacterias del complejo M. tuberculosis, del cual forman parte M. tuberculosis y M. bovis, se
caracterizan por tener el 99.9% de identidad a nivel de nucleétidos y una secuencia idéntica de
RNAr 16S. M. tuberculosis es el principal agente causante de tuberculosis en humanos; sin
embargo, M. bovis, el agente causal de tuberculosis bovina es responsable del 10 al 15% de casos
de tuberculosis en humanos. La identificacion de la especie de micobacteria causante de
tuberculosis es de vital importancia en la salud publica, epidemiologia y tratamiento de la
enfermedad ya que M. bovis es resistente a uno de los antibiéticos de primera linea, la
pirazinamida. El diagnéstico de la infeccion se realiza a través de la baciloscopia seguido del
cultivo bacteriano; pero, este Gltimo puede tomar hasta 4 semanas. Es por eso que en los Ultimos
aflos se han desarrollado métodos moleculares basados en la identificacion de secuencias
especificas de M. tuberculosis con el objetivo de aumentar la precision y obtener resultados en un
tiempo mucho menor. No obstante estos métodos no permiten la identificacion a nivel de especie
de las bacterias del complejo M. tuberculosis. Por lo que el objetivo de este estudio fue desarrollar
un método de PCR que permita la identificacion y diferenciacion de M. tuberculosis y M. bovis en
muestras de esputo. Este método consiste en la amplificacién del gen rpoB para la identificacion de
Mycobacterium spp. Asi como la amplificacion de un fragmento de 150 pb de la region de
diferenciacién 8 (RD8) presente en M. tuberculosis, y un fragmento de 360 pb de la regién RD8
ausente en M. bovis.

1. INTRODUCCION
La tuberculosis es una enfermedad infecciosa transmitida por aerosoles y que se caracterizada por
la formacion de lesiones granulomatosas. Esta enfermedad es causada por bacterias del complejo
M. tuberculosis, del cual forman parte M. tuberculosis y M. bovis, se caracterizan por tener el
99.9% de identidad a nivel de nucleétidos y una secuencia idéntica de RNAr 16S. M. tuberculosis
es el principal agente causante de tuberculosis en humanos; sin embargo, M. bovis, el agente
causal de tuberculosis bovina es responsable del 3 al 10% de casos de tuberculosis en humanos.
La infeccion en los humanos puede ocurrir por inhalacién de aerosoles o a través del consumo de
leche no pasteurizada. Considerdndose un riesgo ocupacional en veterinarios, granjeros y
trabajadores de rastros. La transmisidon entre personas es posible dependiendo del estatus
inmunolégico del individuo. El diagndstico de la infeccion se realiza a través de la baciloscopia
seqguido del cultivo bacteriano; pero, este Ultimo puede tomar hasta 4 semanas. Es por eso que en
los ultimos afios se han desarrollado métodos moleculares basados en la identificacion de
secuencias especificas de M. tuberculosis con el objetivo de aumentar la precisiébn y obtener
resultados en un tiempo mucho menor. No obstante estos métodos no permiten la identificacion a
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nivel de especie de las bacterias del complejo M. tuberculosis. La identificacion de la especie de
micobacteria causante de tuberculosis es de vital importancia en la salud publica, epidemiologia y
tratamiento de la enfermedad ya que M. bovis es resistente a uno de los antibiéticos de primera
linea, la pirazinamida. Por lo que el objetivo de este estudio fue desarrollar un método de PCR que
permita la identificacion y diferenciacion de M. tuberculosis y M. bovis en una reaccién de PCR y
gue pueda ser usado subsecuentemente en muestras de esputo.

2. MATERIAL Y METODOS

Cultivo bacteriano

Las cepas de referencia M. tuberculosis H37Rv y M. bovis AN5 fueron donadas por el Dr. Pabello,
responsable del laboratorio de Tuberculosis en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la UNAM. Los viales conteniendo las cepas anteriormente mencionadas, fueron cultivados en
condiciones de bioseguridad en el laboratorio de ciencias de la Facultad de Veterinaria, en la
Universidad Auténoma de Querétaro. Las cepas se descongelaron y se incubaron por 30 minutos a
37°C en bafio maria. Posteriormente se colocaron 500 pl de la suspension de bacterias en un tubo
con 4500 pl de PBS 1 X estéril, se mezclaron perfectamente bien. Para dispersar los agregados
bacterianos, la suspension se pas6 dos veces a través de una jeringa con aguja 27G X 13 mm. En
seguida, se realizaron diluciones decuples seriadas y se sembraron 100 pl de cada una en placas
con agar Middlebrook 7H1 con enriquecimiento OADC (Becton Dickinson BBL). Las placas
inoculadas se incubaron por un periodo de 4-6 semanas hasta hacerse visible el crecimiento. De
estas bacterias se tom6 una muestra para realizar el aislamiento del ADN micobacteriano.

Aislamiento de ADN micobacteriano.

Mediante un método descrito para micobacterias se extrajo el ADN de las cepas de referencia. Las
colonias se homogenizaron con 400 p | de TE (100mM tris-HCI, 10mM EDTA pH 8) y se inactivaron
a 80°C en bafio maria por 10 minutos; posteriormente se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo se adicioné 50 u | de lisozima (10mg/ml) (SIGMA-Aldrich, USA) vy se incubé
por 16 horas a 37°C. Posteriormente se agregaron 75 | | de SDS al 10% y 50 p | de proteinasa K
(Img/ml) (SIGMA-Aldrich, USA) y se incubd 20 minutos a 65°C. Se agregaron 100 i | de NaCI5 M
y posteriormente 100 u | de una solucién de NaCl 5M con 5% de N-cetyl-N,N,N-trimetyl bromuro de
amonio (CTAB) (SIGMA-Aldrich, USA) vy se incubd 10 minutos a 65°C. El ADN se extrajo con un
volumen de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) (SIGMA-Aldrich, USA). EI ADN se precipité con 0.7
volimenes de isopropanol absoluto (SIGMA-Aldrich, USA) y se lavé con 1 ml de etanol al 70%. El
ADN se resuspendi6 en 50 pu | de agua libre de nucleasas (GIBCO, Auckland, N.Z) La
concentracion y pureza del ADN se evalud por espectrometria (D.O. a 260/280 nm) utilizando un
espectrofotémetro tipo Nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer, USA).

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Los oligonucléotidos empleados en este estudio se disefiaron empleando el programa IDT SciTools
Primer QuestSM, los cuales se describen en la tabla 1. Para las reacciones de PCR se utiliz6 la
enzima de alta fidelidad Taq polimerasa (Master Mix, Invitrogen) usando reacciones de 20pul. La
concentracién de cada uno de los oligonucleétidos usados por reaccion fue de 0.1uM utilizando el
siguiente protocolo de amplificacion, un ciclo inicial de desnaturalizaciéon a 94°C por 2 minutos, 30
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 15 segundos, alineamiento a 62°C por 15 segundos, y
extension a 72°C por 30 segundos, y finalmente un ciclo de 72°C por 5 minutos.

Posteriormente, una alicuota de 4 p | de cada producto de amplificacion se separé por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 2% con solucién TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8).
El producto de la reaccion fue visualizado utilizando el colorante GelRed (Biotium) en un
fotodocumentador (Gel Logic 200 Imaging System, Kodak, UK). Para determinar el tamafio de los
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segmentos amplificados se emple6é un marcador de peso molecular 100 pb (Bio-Rad EZ load
molecular ruler).

3. RESULTADOS
Se estandarizaron las condiciones para la PCR de los tres pares de oligonucleétidos usados en
este estudio (Tabla 1). Se evaluaron tres temperaturas de alineamiento, 58°C, 60°C y 62°C para
cada uno de los pares de oligonucleétidos empleados, siendo mejor la eficiencia de la reaccion a
62°C (Figura 1).
rpoB RD8 M. tb RD8 M. bovis

l—\ f_l—\
PM 58°C 60°C 62°C 58°C 60°C 62°C 58°C 60°C 62°C Cneg

Figura 1. Gradiente de temperatura de la reaccion de PCR para la amplificacion de los genes rpoB,
RD8 presente en M. tuberculosis y RD8 ausente en M. bovis. Se evaluaron tres temperaturas de
alineamiento, 58°C, 60°C y 62°C.

Tabla 1. Oligonucleétidos usados en este estudio \

Gen blanco Producto de PCR | Oligonuclettidos Secuencia
(bp)

rpoB 518 bp rpoB-F GCTGGACATCTACCGCAAGCTGC
rpoB-R CAGCGGGTTGTTCTGGTCCATG

RD8 M. | 150 bp RD8-F GTCGAAGCGGGGCGCTCT

tuberculosis RD8-T-R GCGCAACGGATTTCCATCGT

RD8 M. bovis 360 bp RD8-F GTCGAAGCGGGGCGCTCT
RD8-B-R GGTTCTTGGCGTCTTGGAAGG

Posteriormente se evalud la reaccion de PCR al usar los tres pares de oligonucleétidos en una sola
reaccion, es decir, en una reaccion multiplex. Esto con el objetivo de obtener un resultado que
permita la identificacién y diferenciaciéon de M. tuberculosis y M. bovis en una sola reaccién de PCR
(Figura 2).
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Figura 2. Estandarizacion de la reaccién de PCR Multiplex para la diferenciacién de M. tuberculosis
y M. bovis. Carriles; 1: rpoB M. tuberculosis H37Rv. 2: RD8 M. tuberculosis H37Rv. 3: RD8 M.
bovis ANS. 4: Multiplex rpoB + RD8 M. bovis AN5. 5. Multiplex rpoB + RD8 M. tuberculosis H37Rv.
6. Control negativo de reaccion. PM: Marcador molecular de 100 pb.

4. CONCLUSIONES

Se disefi6 un método de identificacién y diferenciacion de M. tuberculosis y M. bovis al amplificar
los genes rpoB y la region RD8 la cual esta presente en cepas M. tuberculosis pero se encuentra
ausente en cepas de M. bovis. El gen rpoB codifica el gen de la subunidad 3 de la RNA polimerasa
y no solo facilita la identificacién del genero Mycobacterium spp, sino también permite la
diferenciacion al nivel de especies a través de un analisis de restriccion. Lo cual podria ser Uil para
verificar los resultados obtenidos con la amplificacién de la regién RD8. Por otra parte, la region
RD8 se encuentra presente en cepas M. tuberculosis y M. africanum pero esta ausente en cepas
de M. bovis, M. bovis BCG, M. microti y cepas de micobacterias no tuberculosas. Motivo por el
cual, la regién RD8 representa una region de gran interés para el disefio de métodos moleculares
de identificacién como el presentado en este estudio. Es de gran valor que el uso de estos tres
pares de oligonucle6tidos permita identificar y diferenciar entre cepas de M. tuberculosis y M. bovis
en una sola reaccién de PCR, lo cual disminuye los costos y tiempo en obtener un resultado. El
siguiente paso en este proyecto de investigacion es evaluar la utilizacion de este sistema multiplex
en muestras de DNA obtenidas de esputo de pacientes sospechosos de padecer tuberculosis.
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