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RESUMEN

Mycobacterium bovis comparte una identidad del 99,9% con los genomas de M. tuberculosis, M. africanum y M.
microti. Dentro del 0,1% de esta diferencia se encuentran dos regiones genéticas propias de M. bovis: RvD1 y
RvD?2, las cuales se encuentran delecionadas del genoma de M. tuberculosis H37Rv y, segtin el analisis bioin-
formatico, contienen probables marcos abiertos de lectura (Open Reading Frames: ORF). Con el fin de deter-
minar si la regiéon RvD1, transcribe los ORF predichos por bioinformética: ORF1, ORF2 y Rv2024, se
extrajeron muestras de ARN total de M. bovis BCG Pasteur, en diferentes puntos de una curva de crecimiento
micobacteriano, las cuales fueron analizadas mediante la técnica de Transcripcion Reversa y Reaccién en Ca-
dena de la Polimerasa (RTq-PCR) en tiempo real. Los hallazgos obtenidos en esta cinética de transcripcién por
RTg-PCR en tiempo real demostraron que los probables marcos de lectura abiertos ORF1, ORF2 y Rv2024 de
laregion RvD1 de M. bovis, sise transcriben y lo hacen de manera constitutiva, hecho que no habia sido repor-
tado. Los resultados de esta investigacion sirven como un primer paso para determinar la funcién que desem-
penalaregion RvD1 de M. bovis, y su posible papel en la patogénesis y en la interaccién huésped-patégeno de
la tuberculosis bovina y humana.
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ABSTRACT

Mycobacterium bovis, shares 99.9% of genomic identity with M. tuberculosis, M. africanum and M. microti. Within
this 0.1% of difference, there are two genetic regions characteristics of M. bovis that are deleted in M. tuberculo-
sis H37Rv: RvD1 and RvD2. According to bioinformatic analysis, these regions contain Open Reading Frames
(ORFs). With the purpose of determining if the RvD1 region transcribes the ORFs predicted by bioinformatics
(ORF1, ORF2 and Rv2024); total RNA was extracted from a culture of M. bovis BCG Pasteur, at different time
points along the growth curve. The RNA samples were analyzed by Real Time Reverse Transcription - Poly-
merase Chain Reaction (RTq-PCR). The findings show that ORF1, ORF2 and Rv2024, were transcribed consti-
tutively, something that has not been reported previously. These results are a first step in order to determine
the function of M. bovis RvD1 region, its possible role in pathogenesis and its interaction with both cattle and
humans.
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INTRODUCCION

El complejo M. tuberculosis ademas de M. bovis, que
tiene la capacidad de infectar al bovino, al hombre y a
gran variedad de huéspedes mamiferos de importan-
cia econdmica y silvestre, también agrupa a las espe-
cies M. microti patégeno del raton y a M. tuberculosis
y M. africanum patégenos para el humano (O'Reilly,
1995). Estos cuatro microorganismos comparten una
identidad del 99,9% entre sus genomas, por tanto, el
estudio de la diferencia genética del 0,1% se constitu-
ye en una clave fundamental para entender los dife-
rentes mecanismos de adaptacion a sus huéspedes,
la interacciéon hospedero-patégeno, la virulencia para
el hombre y las caracteristicas fisioldgicas de estas
bacterias (Gordon et al., 1999).

Con el fin de encontrar una region especifica de
M. bovis, dentro del 0,1% de diferencia genética, que
distinguiese esta especie de las demas micobacte-
rias, en particular de M. tuberculosis, en 1995 el grupo
de investigacion, mediante la técnica de Amplificacion
Arbitraria de Fragmentos Polimérficos de DNA
(RAPD), identificd un fragmento polimérfico de 2,9 kb,
presente en el genoma de Mycobacterium bovis y au-
sente en 29 especies diferentes de micobacterias in-
cluyendo M. tuberculosis H37Rv (Rodriguez et
al.,1995). Este fragmento de 2,9 kb fue posteriormen-
te secuenciado por el grupo de S. T. Cole, quien de-
mostré que hace parte de la regidon que ellos denomi-
naron RvD1 de M. bovis y que compromete 6000 pb
que se encuentran delecionadas en el genoma de M.
tuberculosis H37Rv (Gordon et al., 1999).

El analisis bioinformatico de esta regiéon permi-
tié inferir la presencia de tres probables marcos
abiertos de lectura (Open Reading Frames, ORF):
ORF1, ORF2y Rv2024, que in vivo podrian codificar
una o mas proteinas (figura 1). Las proteinas hipoté-
ticas que codificarian dos de estos marcos de lectura
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Figura 1. Region RvD1 de Mycobacterium bovis con los tres
marcos de lectura: ORF1, ORF2 y Rv2024.

no presentan homologia significativa con otras
proteinas reportadas, mientras que la secuencia tra-
ducida del marco de lectura Rv2024 presenta simili-
tud con proteinas hipotéticas de Helicobacter pylor, y
con helicasas y metiltransferasas de diferentes mi-
croorganismos. El presente trabajo tuvo como objeti-
vo principal demostrar la presencia de los transcritos
de la region RvD1 de M. bovis.

MATERIALES Y METODOS

Cepa de Mycobacterium bovis. La cepa que se
empled fue la BCG Pasteur 1173 P-2, la cual fue utili-
zada hasta hace algunos afos por el Instituto Nacio-
nal de Salud (INS) para la preparacion de la vacuna
contra la tuberculosis de uso humano que se aplica-
ba en Colombia. Esta cepa de M. bovis fue cultivada
a 37 °C con agitacion a 90 rpm en un agitador orbital,
en 100 mL de medio liquido Middlebrook 7H9 (pH
6,8) suplementado con glicerol al 0,2% (v/v), Tween
80 al 0,05% y 10% de complejo albumina dextrosa
(ADC). Se tomaron alicuotas de este cultivo en la mi-
tad de la fase logaritmica de crecimiento y con ellas
se realizé un subcultivo en un volumen de 400 mL. A
los 4,10, 18, 22, 25, 29, 35, 42 dias se midid la densi-
dad optica a 600 nm; en un espectrofotometro Beck-
man DU 530, se realizaron recuentos de unidades
formadoras de placa (UFC) y se tomd un volumen de
50 mL parallevar a cabo la extraccion del RNA total.

Extraccion de RNA. La extraccion de RNA de los
cultivos fue llevada a cabo con el kit RNA Total de
Corpogen. El protocolo recomendado por el fabri-
cante fue modificado ligeramente con el objeto de
poder romper con facilidad la pared de las micobac-
terias, sin que el RNA se degradara. Esencialmente,
50 mL de cultivo fueron sometidos a centrifugacion y
el precipitado bacteriano fue lavado con el tampdn
de lavado del kit. Se tomaron entre 50 y 200 mg de
peso humedo de bacterias, los cuales fueron resus-
pendidos en 200 pL de agua tratada con DEPC. Se
agregaron 500 pL de una solucion detergente, 500
pL de fenol acido, 100 uL de cloroformo y 100 mg
perlas de circonio silica de 0,1 mm. Esta mezcla fue
sometida a rompimiento mecanico mediante la agi-
tacion por un minuto en un mini Bead-Beater (Bios-
pec products), posteriormente fueron mantenidas en
hielo por 10 minutos y centrifugadas a 12000 g por
10 minutos a 4 °C. Se recupero la fase acuosa, y
ésta fue extraida nuevamente con un volumen de
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mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y poste-
riormente fue sometida a precipitacién con un volu-
men de isopropanol. Por ultimo, el RNA precipitado
fue lavado con etanol al 70% (v/v) y reconstituido en
un volumen apropiado de tampdn de reconstitucion.

Cada una de las muestras de RNA total fue
analizada por electroforesis en gel de agarosa al 1%
(p/v) en TBE 0,5 X (Tris Borato 0,045 mM EDTA
0,001 mM, pH 8,3), tefiidos con bromuro de etidio. El
RNA extraido fue cuantificado a 260 nm en un es-
pectrofotémetro Beckman DU 530 y tratado con
DNAsa RQ1 libre de RNAsas (Promega), con el fin
de asegurar la ausencia de contaminacién con DNA
en la preparacion.

Iniciadores. Mediante el andlisis bioinformatico, y
con la ayuda del programa OLIGO V, fueron disefa-
dos juegos de iniciadores especificos para el ORF1,
ORF2, ORF Rv2024 y para el transcrito del factor Sig-
ma alternativo sigA, el cual se incluyé como gen nor-
malizador para la curva de crecimiento (Hu y Coates,
1999). Todos los iniciadores fueron disefiados para
que anillaran a la misma temperatura, de tal forma
que todas las amplificaciones se pudieran realizar y
analizar simultaneamente con cada muestra.

Las secuencias de estos iniciadores son las
siguientes:

SigA1 :5"AAG CTG GGC CGC ATTT CAA3
SigA2 :5"TTC TCC GGG GTGATG TCCAT 3
ORF1-1  :5 CGC GCAACATTGTAT GAATC 3
ORF1-2 :5 GCG TGAAGAATT CAAACAZ
ORF2-2 :5 TGC GGT CCT GTC GAA CCT3
ORF2-2 :5 GCG GTC CAAGCTGCTTGT 3
Rv2024-1 : 5 CCACGC CAAGGATTT TCA 3

Rv2024-2 : 5 CCC GAA CGT CAG CTC GTC 3’

RT PCR cuantitativa (RTq-PCR). Con el fin de de-
terminar si estaban presentes los diferentes trans-
critos (MRNA) de cada uno de los marcos abiertos
de lectura (ORF), se realizé la RT-PCR en tiempo
real, a partir de cada una de las muestras de RNA
total extraidas en cada punto de la curva de creci-
miento normal. Como control de la eficiencia de los
iniciadores en la amplificacién del cDNA se incluy6
una muestra de DNA de Mycobacterium bovis, y
para evaluar su especificidad se incluy6é una mues-
tra de RNA de Mycobacterium smegmatis.
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Como control de falsos positivos debido a la po-
sible amplificacion de DNA contaminante se incluyd
una reaccion que no contenia la enzima transcriptasa
reversa. Este control no debia producir amplificacion.

El sistema empleado para esta técnica fue el
QuantiTect SYBR Green RT-PCR de Qiagen. Cada
reaccion se llevo a cabo en un volumen de 50 pl de
mezcla, compuesta de: QuantiTec SYBR Green RT
PCR Master Mix (1X final), iniciadores: 20nM y 100
pg de RNA tratado con DNAsa.

Las amplificaciones fueron realizadas en un
termociclador DNA Engine Opticon de MJ Research,
con los siguientes ciclos de temperatura: 50° por 30
minutos para la transcripcion reversa, activacion ini-
cial: 94 °C por 15 minutos; 39 ciclos de Denatura-
cién: 96 °C por 15 seg, anillaje 60 °C por 30 seg, ex-
tensién 72 °C por 30 seg; curvas de disociacion:
lecturas a 0,1 seg; entre 70 y 90 °C cada 0,2 °C. Con
el fin de realizar la cuantificacion de cada ORF, se
comprobd la especificidad y la eficiencia de la ampli-
ficacion de cada par de iniciadores, mediante una
PCR en tiempo real con DNA gendmico de Myco-
bacterium bovis BCG Pasteur.

Cuantificacion. Para estimar el nivel de transcrip-
cion de cada uno de los marcos de lectura abiertos
de laregion RvD1, ORF1, ORF2 y Rv2024, durante
las diferentes condiciones de crecimiento, se em-
pled la técnica de cuantificacion comparativa, anali-
zando el ACt generado por la diferencia entre el ci-
clo umbral (threshold cycle) Ct del transcrito de
interés y el Cr del transcrito normalizador (factor
sigma alternativo sigA).

El analisis de los datos de la curva de creci-
miento se llevd a cabo mediante analisis de varianza
a una via de los Ct para cada ORF y para sigA. Para
comparar si existian diferencias de transcripcion en-
tre los tres ORF y sigA se empleé la prueba de com-
paracion multiple de Tukey-Kramer del programa
GraphPad InStat. (www.graphpad.com).

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de RNA total a partir de la curva de
crecimiento de M. Bovis. La medicion de la densi-
dad o6ptica y de los recuentos de UFC de la curva de
crecimiento normal permitié observar que la fase lo-
garitmica se inicié aproximadamente desde el dia 5
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y se prolong6 hasta el dia 22, a partir del cual el cul-
tivo entré en fase estacionaria (figura 2). En cada
uno de los puntos medidos se tomaron 50 mL de
cultivo de cada una de las dos réplicas, y a partir de
ellos se obtuvo un RNA total de buena calidad, el
cual fue analizado cada vez por medio de electrofo-
resis en gel de agarosa y por lectura espectrofoto-
metrica a 260 nm.

Con el kit RNA total de CorpoGen se logré ex-
traer RNA total de muy buena calidad, tal como se pue-
de ver en la figura 3, en donde se aprecian en forma
clara las bandas del RNA ribosomal 23S y 16S, indi-
cando la integridad y alta concentracién del acido nu-
cleico extraido y con minima contaminacion con DNA.

Cinética de transcripcion de ORF1, 2, Rv2024 y
sigA alo largo de la curva de crecimiento. La PCR
en tiempo real con DNA gendmico de M. bovis, permi-
ti6 demostrar que todos los iniciadores fueron igual-
mente eficientes en la amplificacion. Las curvas de diso-
ciacion de los amplificados presentaron las
temperaturas de disociacién (Tm) esperadas para
cada ORF, reproducibles con cada dilucién de DNA.
De esta manera el ORF2 presenté un Tm de 81,6 °C,
el ORF1 de 81,8 °C, el Rv2024 de 84,8 °C y el sigA de
87 °C.

La RT PCR en tiempo real permitié determinar
que la transcripcion del control sigA fue constitutiva a
lo largo de la curva, de esta forma este transcrito pudo
ser empleado como normalizador para la cuantifica-
cién de ORF1, ORF2 y Rv2024. En cuanto a la cinéti-
ca de transcripcion de ORF1, ORF2 y Rv2024, anali-
zada por RT-PCR en tiempo real, se establecié que al
igual que el control de transcripcion sigA, estos ORF
se transcribieron en forma constitutiva en todos los
ocho puntos de la curva de crecimiento normal. La

Curva de crecimiento M. bovis
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Figura 2. Curva de crecimiento de M. bovis bajo condiciones nor-
males (densidad optica y UFC).

especificidad de las amplificaciones se comprobé con
la observacion de las curvas de las temperaturas de
disociacion de cada uno de los diferentes ORF, las
cuales fueron idénticas a las generadas por la amplifi-
cacién de DNA genémico en la PCR en tiempo real.
Estos hallazgos indican que ORF1, ORF2 y Rv2024
se transcriben en forma constitutiva a lo largo de to-
das las etapas de la curva de crecimiento (figura 4).

Cuando se analizaron los datos de la cuantifica-
cién con el método del ACt, se observé que los valores
mas bajos correspondian al ORF1; es decir, se trans-
cribi6 en cantidad similar al normalizador, y de esta for-
ma genero diferencias pequenas entre los Cts del nor-
malizador y de este gen; mientras que los ACt del
ORF2 y de Rv2024 fueron mas grandes, por ende su
nivel de transcripcién fue menor en relacién con sigA
(figura 5).

Los resultados de la cuantificacién por el método
del ACt, se corroboraron mediante el andlisis de va-
rianza a una via, el cual determin6 que algun ORF pre-
sento transcripcion diferencial a lo largo de la curva de
crecimiento. Mediante la prueba de comparacion multi-
ple de Tukey-Kramer se establecié que el gen ORF 1
se transcribié en mayor cantidad que ORF2 y Rv2024

Figura 3. RNA extraido con el kit RNA Total 2002 de CorpoGen.
Carril 1: extraccion del dia 10 de crecimiento.

Carril 2: extraccién del dia 15.

Carril 4: marcadores de peso molecular de 100 pb.
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Figura 4. Cts de amplificacion de ORF1, ORF2, Rv2024 y SigA
en RT-PCR en tiempo real.
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Figura 5. ACts de ORF1, ORF2 y Rv2024 en RT-PCR en tiempo
real. Los valores mas altos de ACt corresponden a un menor ni-
vel de expresion y viceversa (en comparacion con el gen norma-
lizador sigA).

(p < 0.001). Mientras que ORF2 y Rv2024 se transcri-
bian en la misma cantidad (p > 0,05) (figura 6).

El hecho de que el ORF1 se transcriba en ma-
yor proporcién a lo largo de la curva de crecimiento,
puede deberse a que éste es un gen independiente
de ORF2y de Rv2024, los cuales al parecer podrian
transcribirse en forma de operén, en razén a su simi-
litud en los niveles y en la tendencia de la cinética de
transcripcion. El paso siguiente sera determinar sien
realidad ORF1, ORF2 y Rv2024 se traducen a pro-
teinas y, de ser asi, si lo hacen bajo una organi-
zacién en forma de operdn o si son ORF indepen-
dientes que se transcriben bajo el control de sus
propios promotores. Los resultados de esta investi-
gacion permitirdn mas adelante determinar la fun-
cion que desempena la region RvD1 de M. bovis, su
posible papel en la patogénesis y en la interaccion
huésped-patégeno en la tuberculosis bovina y hu-
mana, o su utilizacién para la generacion de nuevos
inmundégenos y métodos diagndsticos o como blan-
co de antibiéticos.
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Figura 6. Anova de ACts de ORF1, ORF2 y Rv2024 en RT-PCR
en tiempo real, a lo largo de la curva de crecimiento. Los valores
mas altos de ACt corresponden a un menor nivel de expresion y
viceversa (en comparacion con el gen normalizador sigA).

CONCLUSIONES

Los hallazgos obtenidos por medio de este estudio
permiten afirmar que los tres marcos de lectura abier-
tos (ORF) predichos por el analisis bioinformatico de la
region RvD1 de Mycobacterium bovis: ORF1, ORF2y
Rv2024, si se transcriben vy, al parecer, lo hacen de
manera constitutiva, ya que se detecto la presencia de
estos transcritos por la técnica de RT-PCR en tiempo
real, a partir del RNA total extraido a partir de todos los
puntos de la curva de crecimiento normal.

AGRADECIMIENTOS

Los autores agradecen a las doctoras Clarissa Gran-
ja'y Marcela Salazar, por sus aportes a este proyecto
y a Colciencias por su financiacion. Contrato RC
048- 2002. No 6570-05-11417

BIBLIOGRAFIA

Gordon, S. V., Brosch, R.; Billault, A.; Garnier, T.; Eigimeier, K.;
Cole, S. T. 1999. Identification of variable regions in the
genomes of tubercle bacilli using bacterial artificial chro-
mosome arrays. Molecular Microbiology. 32: 643-655.

Hu, Y.; Coates, A. 1999. Transcription of two sigma 70 homo-
logue genes, sigA and sigB, in stationary phase Myco-
bacterium tuberculosis. Journal of Bacteriology. (181)1:
469-476.

O'Reilly, L. M. 1995. The epidemiology of Mycobacterium bo-
vis infection in animals and man: a review. Tubercle and
Lung Diseases. 76; 1-46.

Rodriguez, J. G.; Mejia, G. A., Del Portillo, P.; Patarroyo, M. E.;
Murillo, L. A. 1995. Species-specific identification of Myco-
bacterium bovis by PCR. Microbiology. 141: 2131-2138.




