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Resumen

La tuberculosis es una infeccién bacteriana responsable de 2 millones de
muertes anuales, siendo particularmente sensibles los paises en vias de
desarrollo. El agente causal de esta enfermedad es Mycobacterium tuberculosis
y para poder diagnosticar su presencia en humanos depende de varias técnicas
que pueden dar resultados muy tardados como falsos positivos o requerir de un
equipo muy costoso. Por eso en este trabajo se propone mediante técnicas de
biologia molecular aislar el gen que codifica para el antigeno de secrecion
temprana 6 (ESAT-6), asi como la expresion y purificacion de la misma proteina,
que tendra utilidad posteriormente para diagnostico de tuberculosis porque
presentara mayor especificidad ya que el gen que codifica para ESAT-6 solo

esta presente en el complejo de M. tuberculosis.

Palabras claves: tuberculosis, antigeno de secresién temprana 6,

Mycobacterium tuberculosis.



Abstract

Every year Tuberculosis claims 2 million deaths; developing countries
being the most affected. Mycobacterium tuberculosis is the agent of this
bacterial infection which diagnosis in humans depends on various techniques;
this diagnosis may be slowed down because of false positives or the need of
expensive equipment. This is why to isolate the gene that encodes for the early
secretion antigen 6 (ESAT-6) it is proposed that Molecular Biology techniques be
used. As well as with the expression and purification of the same protein that will
be use in a later time for the diagnosis of tuberculosis, because it could present
more specificity since the encoding gene for ESAT-6 is only present in the M.

tuberculosis complex.

Key words: tuberculosis, early secretion antigen 6, Mycobacterium tuberculosis.
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I. INTRODUCCION

La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas mas antiguas y
una de las principales causas de muerte en adultos del mundo, principalmente
en los paises en vias de desarrollo, siendo responsable de 8 millones de nuevos
casos infecciosos y aproximadamente 2 millones de muertes anuales. La
tuberculosis es una enfermedad mundial que ataca a cualquier persona, ya que
no distingue edad, raza o sexo. En afios recientes el aumento de la incidencia
se le atribuyen a la epidemia del Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) especialmente en paises en vias de desarrollo, asi como el surgimiento
de cepas multirresistentes a antibiéticos, éstas han contribuido al resurgimiento
de tuberculosis en humanos (Pixtéren et al., 2000).

La tuberculosis es una enfermedad producida por Mycobacterium
tuberculosis, que se localiza principalmente en los pulmones y se identifica por
la presencia de tubérculos y necrosis caseosa. (Pacheco. C. 1992.)

En 1995 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declaré que la
tuberculosis era una emergencia global, la primer designacion hecha por la
Organizacion. La OMS predica que entre el 2000 y 2020 aproximadamente mil
millones de personas seran infectados con tuberculosis y 35 millones de
personas moriran por esta enfermedad (http:/Awww.w3.whosea.org/tb/worldtoday.htm).

Se estima que una tercera parte de la poblacion mundial esta infectada

por Mycobacterium tuberculosis (Figura 1). Asi mismo la aparicion de 10



millones de nuevos casos y los dos millones de defunciones anuales
causados por esta patologia hacen de esta enfermedad un problema dificil de

salud publica.

Tuberculosis Worldwide

lfortality

. '-Zgh

Figura |. Mapa mundial de la propagacion de tuberculosis
(www.dshs.state.tx.usltcidlfacts.shtm).

En México, la tuberculosis se ha mantenido en el decimoquinto lugar
como causa notificada de enfermedad, y con relacién a las cifras de mortalidad
se encuentra dentro de las primeras 20 causas de muerte en el pais. Se
reportan aproximadamente 20,000 casos nuevos de tuberculosis al afio que
condicionan alrededor de 6000 fallecidos. Asi mismo, al igual que en oftros
paises, el problema de VIH/SIDA, la diabetes, desnutricién, la migracién, las
adicciones y la resistencia en farmacos antituberculosos han venido a agravar el
perfil de la tuberculosis en México, particularmente por la falta de seguimiento y

control de los programas y la falta de adhesion de los pacientes, lo cual a



favorecido el resurgimiento de cepas resistentes a los tratamientos
convencionales.

Aungue actualmente se dispone de farmacos antituberculosos, la mejor
solucién a largo plazo son las medidas preventivas (Villalba, C. 1999).

La vacuna BCG fue desarrollada por Calmette y Guérin a partir de una
cepa de Mycobacterium bovis, que fue subcultivada cada tres semanas durante
13 afios con un total de 231 pases, hasta que perdi6 su virulencia. Es una cepa
no patbgena pero si inmunogénica, cuyo mosaico antigeno es casi idéntico al de
M. tuberculosis. La primer vacuna viva atenuada fue utilizada por via oral en
Paris en 1921. A partir de 1974 a 1992 la vacunacion con BCG fue incluida en
el programa ampliado de vacunacion de la OMS en la mayoria de los paises.
Actualmente se ha establecido sin lugar a dudas su inocuidad y que su
administracién evita las complicaciones graves de la primoinfeccion tuberculosa
natural, debido a la inmunidad especifica generada por este bacilo de virulencia
atenuada (Pacheco, C. 1992)

En los Gltimos afios, los avances tecnologicos han permitido el desarrollo
e implementacion de nuevas metodologias que hacen menos complicada la
identificacion de agentes causales de enfermedades infecciosas entre ellas la de
tuberculosis.

Es evidente que se requieren de nuevas técnicas para el diagnostico de
esta enfermedad, asi comb buscar la cura o el control a la dispersion de la

misma.



I.1 Descripcién de Mycobacterium tuberculosis.

El agente causante de la tuberculosis en humanos pertenece al Complejo
tuberculoso, el cual fue aislado por Robert Koch en 1882. Koch encontré que el,
también conocido, bacilo tuberculoso estaba asociado constantemente con dicha
enfermedad (Zinsser, 1976).

Dentro de este complejo se encuentran especies del género
Mycobacterium, en la que se incluyen especies como M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanum y M. microti, los cuales pertenecen a la familia Mycobacteriaceae,
del orden Actinomycetales. Este grupo de micobacterias estan altamente
relacionadas por sus caracteristicas bacteriologicas (Navarro-Armenta, 2004).

El bacilo tuberculoso es delgado, recto o ligeramente curvo, en forma de
vara con sus extremos redondeados (Figura 2, ilustracion de M. tuberculosis).

Varia en tamafio de 0.2 a 0.5 um de ancho y de 1 a 4 um de longitud (Zinsser,

1976).

Scanning Electron Mcrograph of
Mycobacterium tuberculosis

Figura 2. Mycobacterium tuberculosis (http://www.niaid.nih. ovidir/labs/lhd/barry.htm




M. tuberculosis es altamente contagioso Yy aerotransportado, se
desarrolla en presencia de oxigeno, crece lentamente y posee una pared celular
cerosa, hidrofobica y con alto contenido de lipidos (Landeros-Sanchez, 2000).
Se distingue de otras micobacterias por no poseer pigmento, produce niacina y
nitratos siendo sensible a isoniazida, resiste la decoloracion por acido y alcohol
por lo que es referido como bacilo acido alcohol resistente

(http://d rscope.comlprivadoslpaclpediatrialpb1 5/tuberculosis.html).

La estructura y funcionamiento de la pared celular permite a la
micobacteria sobrevivir dentro de las células inmunes llamados macrofagos,
creando una relacién parte por la naturaleza quimica y las funciones biologicas
de los constituyentes de la envoltura de la célula bacteriana compuesta por una
membrana plasmidica, pared y capsula (Landeros-Sanchez, 2000).

El bacilo tuberculoso tiene como huésped principal al humano, no
obstante, infecta a ganado: vacas, cerdos, venados, conejos, llamas, camellos,
gatos y ratones, lo cual complica el control de la tuberculosis (Navarro-Armenta,
2004).

La infeccion se dispersa mediante contacto directo de persona a persona,

ya sea por estornudo, tos v contacto directo (Figura 3).

Figura 3. Demostracién de contagio en humano
(www.cpmc.columbia.edultbcpplabouttb.htmI).



Al ser inhalado el bacilo tuberculoso, puede alcanzar los bronquios
terminales y el alvedlo, evadiendo los mecanismos locales de defensa, iniciando
su multiplicacién; una vez fagocitado por los macrofagos alveolares, continta su
replicacion dentro del alvedlo; de aqui se diseminan a través de los canales
linfaticos a los nodulos linfaticos regionales y posteriormente hace una
diseminacién hematégena; en esta etapa la infeccion puede evolucionar hacia la
enfermedad, puede reactivarse varios afios después, o COMO sucede en la
mayoria de los casos la inmunidad limita el crecimiento del bacilo y el paciente
permanece asintomatico.

Dentro de la sintomatologia se incluyen malestar, pérdida de peso,
sudoracién nocturna, tos cronica (en ocasiones con hemoptisis), dolor en la
cavidad toracica, deficiencias al respirar y sefiales de neumonia.

Ademas de afectar las vias respiratorias también se pueden producir
lesiones en organos y tejido tales como la laringe, huesos, riiones, meninges,
intestinos y pericardio (Navarro-Armenta, 2004).

Debido a que los sintomas son facilmente confundibles con otras
enfermedades respiratorias, es dificil diagnosticar la tuberculosis. Una diagnosis
temprana es crucial para prevenir la dispersion de dicha infeccién y se requieren

nuevos métodos mas especificos para hacerlo (Pixteren, et al, 2000).



IIl. ANTECEDENTES
Il. 1 Tipos de diagnostico de tuberculosis.

Existen varios métodos de diagndstico para la tuberculosis, pero
lamentablemente la especificidad de estas pruebas son bajas, especialmente en
paises en vias de desarrollo; asi como la identificacion de infecciones para el
tratamiento. El diagndstico se sigue basando en metodologias clasicas de
laboratorio como es la tincion de Ziehl-Neelsen o medios de cultivo que se
utilizan para el crecimiento de las microbacterias. La tincion ofrece una baja
sensibilidad ya que se requiere de una cantidad considerable (10,000 bacilos/ml)
y aun asi pueden ocurrir resultados negativos o no representativos para el
diagndstico. Por otra parte, los cultivos bacterianos pueden obtener resultados
después de 12 semanas, lo que hace muy tardado el diagnostico.

La identificacion de individuos infectados para el tratamiento es
extremadamente dificil, ya que es basada en uno de los métodos tradicionales
de diagnostico que es la prueba de la tuberculina o PPD. Por ser la Unica marca
de infeccion por Mycobaceterium tuberculosis, 1a prueba de la tuberculina es
ampliamente utilizada para confirmar la presencia de tuberculosis y estimar la
potencia de la enfermedad en estudios epidemiolégicos (Vekemans et al. 2001).
Esta prueba se basa en una inyeccion intradérmica que contiene derivados de
proteinas purificadas (PPD, por sus siglas en inglés), se aplica en la parte
interior del antebrazo, con el bisel de la aguja hacia arriba; se debe producir una

pequefia elevacion de la piel de 6 a 10 mm de didmetro, la lectura debe



realizarse a las 48 o 72 horas. La reaccion que se presenta en el area de
aplicacion produce una leve inflamacién o induracion. Una reaccion igual o
mayor a 5 mm de induracion, se concidera positiva en nifios menores de 5 afios
sin antecedentes de aplicacién de BCG, en nifos con factores de riesgo como
inmunosupresién y en pacientes en contacto reciente con enfermos tuberculosos
no tratados. Una reaccién igual o mayor a 10 mm de induracion, se considera
positiva en pacientes menores de cinco afnos o pacientes inmunocomprometidos.
Una reaccion igual de 15 mm o mas de induracion es positiva en cualquier
individuo sin factores de riesgo. Lamentablemente, PPD contiene muchos
antigenos que son ampliamente compartidos entre las micobacterias, por lo que
presenta una baja especificidad (Doherty, et al, 2002).

La desventaja es que PPD no distingue entre micobacterias no
tuberculosas del ambiente (NTM, por sus siglas en inglés) o la vacuna del Bacilo
Calmette-Guerin o BCG M. bovis, sin embargo, no se descarta la ayuda de PPD
para el diagnodstico de tuberculosis. Por lo tanto, es necesario encontrar un
nuevo agente con mayor especificidad que PPD en la deteccion de tuberculosis
(Pixteren et al.,2000).

Actualmente se ha utilizado la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR
del inglés Polymerase Chain Reaction) para la identificacién molecular de
micobacterias, con esta técnica se multiplica una region especifica de ADN de
Mycobacterium tuberculosis; por lo cual se utilizan iniciadores que hibridan de

manera especifica, dicha region implicada en la patogenicidad; como lo es el



gen MTP40 el cual fue amplificado para detectar especificamente M.
tuberculosis, ya que se puede diferenciar este patégeno del resto del complejo
de micobacterias (Laniado et al. 2001).

Este tipo de diagnéstico tiene una alta sensibilidad; sin embargo, requiere
de equipo y entrenamiento costoso, lo que hace que su disponibilidad sea
restringida (Moran et al., 2000).

Recientemente, la identificacién de regiones en el genoma de M.
tuberculosis que estan ausentes en la vacuna del Bacilo Calmette-Guerin BCG y
la mayoria de las micobacterias no tuberculosas del ambiente (NTM) proveen
una nueva oportunidad para el diagnéstico de dicha enfermedad. A esta region
se le conoce como regién RD1 (Regién de delecién), se pensé que fue la
delecion primordial que ocurrié durante el paso serial de M. bovis a M. bovis
BCG, vy a causa de ésto, se piensa que fue reponsable de la atenuacion de
dicha micobacteria. Dentro de esta regién se encuentra el complejo que codifica
para el antigeho de secrecién temprana 6 (ESAT-6), el cual originalmente fue
aislado y purificado de una fraccion de bajo peso molecular en filtrados de medio
de cultivo para crecimiento de M. tuberculosis (Gey van Pittius et al. 2001).
Dicho antigeno ha demostrado resultados innovadores para su uso como un
agente de inmunodiagnéstico (Doherty et al. 2002).

Esta proteina ESAT-6 tiene un bajo peso molecular de 6.0 KDa y esta
codificada por un gen de 315 pb (Brandt ef al., 2000).

La técnica southern blot del ADN genémico ha demostrado la presencia



de genes de esat-6 en M. tuberculosis, M. africanum 'y M. bovis. Mientras que
estos genes no pudieron ser demostrados en ninguna vacuna de BCG, ni en
NTM con algunas excepciones como M. kansasii, M. szulgai y M. marinum, con
ésto se pudo demostrar que ESAT-6 tiene la capacidad de discriminar entre .
pacientes con tuberculosis de individuos vacunados con BCG y pacientes con M.
avium (Pixteren et al. 2000).

Por ésto se ha propuesto que |a respuesta inmune de ESAT-6 sea usado
para diagnosis de tuberculosis. Aunque no ha sido desarrollada una prueba
dérmica para uso humano; algunos paises industrializados han mostrado altas
respuestas del interferon-gama (IFN-y) in vitro a ESAT-6 en pacientes con
tuberculosis, pero no en individuos sanos 0 NO vacunados con BCG (Vekemans
et al. 2001).

En Etiopia, se han observado respuestas similares en pacientes con
tuberculosis; sugiriendo que las infecciones con M. tuberculosis 'y la ausencia de

la enfermedad, pueden inducir respuestas altas a ESAT-6 (Idem).
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lll. HIPOTESIS

Mediante la Gtilizacion de técnicas especializadas de biologia molecular,
es posible aislar el gen codificante para el antigeno de secrecion temprana
(ESAT-6) asi como la expresién y purificacion de la proteina recombinante, lo
cual sera de gran utilidad para el diagnostico de tuberculosis, ya que este
antigeno es especifico para el complejo tuberculosis y puede diferenciar entre la
vacuna del Bacillo Calmette-Guérin (BCG, por sus siglas en ingles) y la cepa

infectante.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 Objetivo general:
o Clonar el gen que codifica para esat-6, expresar y purificar el antigeno de

secrecidn temprana 6 recombinante en E. coli.

IV.2 Obijetivos particulares:
o Aislar el gen que codifica para esat-6 por medio de PCR.

o Clonar el gen aislado en un vector de expresion.

o Expresar y purificar la proteina recombinante por medio de cromatografia

liquida de alta presion (CLAP) de las siglas en ingles HPLC.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Aislamiento y purificacion del vector pComb3x.

Este vector fue empleado para clonar el gen de interés (esat-6) por las
caracteristicas que presenta dentro de su genoma, en la figura 4 se puede
observar un esquema del vector utilizado. Este vector de expresion facilita el
aislamiento y estudio de proteinas solubles seguidas de seleccion. Contiene
sitios de reconocimiento por la enzima Sfi |, lo cual permite la clonacidn
direccional de genes que hayan sido digeridos con esta enzima, cual fue el caso
de esat-6. En su genoma presenta secuencias que codifican para dos péptidos
marcadores en su término carboxilo. Cuando se clona un gen en fase, en su
extremo 3’ tiene un tallo de 6 histidinas lo cual facilita la purificacion de proteinas
solubles por medio de cromatografia de afinidad y un epitopo de 9 aminoacidos
de la hemaglutinina (HA) del virus de influenza que permite detectar de manera
indirecta las proteinas por medio de anticuerpos anti-HA comerciales (Barbas et

al., 2001) (Figura 4).
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Figura 4. Vector de expresion ltlizado para la clonacion del antigeno de secrecién
temprana 6.

El proceso de aislamiento se describe a continuacion:

En 6 ml de medio de cultivo Luria-Bertani (LB) suplementado con
carbencilina a una concentracion final de 0.5mg/ml se agregé una colonia de E.
coli XL1-blue que contiene el vector pComb3x y se puso a crecer durante 12
horas toda la noche a 37°C en agitacion a 250 rpm.

Después de las 12 horas el cultivo se paso a tubos de 1.5 ml y se
centrifugé durante 30 segundos a 14000 rpm, dejando asi el sedimento y
descartando el sobrenadante.

Siguiendo el protocolo de QlAprep Spin Miniprep Kit® se le agregaron 250
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ul de buffer de resuspension para resuspender el sedimento y pasarlos a tubos
de 1.5 ml.

Al sedimento resuspendido se le agregaron 250 pl de buffer de lisis
invirtiendo los tubos 4 veces para que se mezclaran bien.

Se agregaron 350 pl de buffer de neutralizacion invirtiendo los tubos, para
asi centrifugarlos durante 10 minutos a 13000rpm en la microcentrifuga. Se
recolect6 el sobrenadante.

Se coloco el sobrenadante en la columna por decantacion y se centrifugd
durante 30 segundos, se descarto el sobrenadante.

Para lavar se le agregaron 0.5 ml de buffer de unién y se centrifugo
durante 30 segundos descartando el sobrenadante.

Por ultimo se le agregaron 0.75 ml de Buffer de Lavado y se centrifugd
durante 30 segundos descartando el sobrenadante.

Se paso la columna a tubos nuevos de 1.5 ml para eluir el ADN
agregando 50 pl de H,O estéril y centrifugando los tubos durante 1 minuto para

recolectar la muestra de plasmido purificado.
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V. 2 Cuantificacién del plasmido pComb3x por medio de

espectofotometria.

Se utilizé un espectrofotémetro Biorad® para realizar esta cuantificacion.

Ajustando el factor de dilucion a 50.

Se tomaron 98 pl de agua destilada para leer el blanco, a ese blanco se le

agregaron 2 ul de muestra. Se realizaron varias lecturas a 260 nm de la muestra

para sacar un promedio de la concentracion final.

V.3 Digestién del plasmido pComb3x.

Teniendo la concentracion final de plasmido se calcul6 la mezcla de

reaccion final para la digestion. En la tabla | se muestra la mezcla de reaccion

para la digestion del plasmido.

Tabla |. Mezcla de reaccion
para la digestion del plasmido.

Componente cantidad
H,0 14 pl

Sfi 1 6 u

Buffer 10x 2.5l

ADN 7.5 ul o 1ug

Ya hecha la reaccion se dejo en el termociclador a 50°C durante 6 horas,

y el vector digerido se corrié en un gel de agarosa al 1% para purificarlo de

nuevo.

16



V. 4 Disefio de Iniciadores.

Para poder disefar los iniciadores especificos para el aislamiento del gen
que codifica para ESAT-6 es necesario tener primero la secuencia de este gen,
y con la secuencia que reconoce la enzima que sera utilizada, en este casi Sfi l,
se pueden identificar la secuencia para los iniciadores.

Secuencia de esat-6:

5 GAT TGC GGA GAT CCC ATG ACA GAG CAG CAG TGG AAT TTC GCG
GGT ATC GAG GCC GCG GCA AGC GCA ATC CAG GGA AAT GTC ACG
TCC ATT CAT TCC CTC CTT GAC GAG GGG AAG CAG TCC CTG ACC AAG
CTC GCA GCG GCC TGG GGC GGT AGC GGT TCG GAG GCG TAC CAG
GGT GTC CAG CAA AAA TGG GAC GCC ACG GCT ACC GAG CTG AAC
AAC GCG CTG CAG AAC CTG GCG CGG ACG ATC AGC GAA GCC GGT
CAG GCA ATG GCT TCG ACC GAA GGC AAC GTC ACT GGG ATG TTC
GCA TAG GAA GCT TGG GAA TC 3’

Secuencia de iniciadores

esat-6/sfi Sentido
corta Sfi |

5'TAA GGC GGG GCC CAG CCG GCC ACA GAG CAG CAG TGG AAT TTC 3

esat-6/sfi Antisentido
Corta Sfil

5'TAG TGG AGC AGG CCG GCC TGG CCT GCG AAC ATC CCA GTG ACG TT3'
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V.5 Aislamiento y purificacion del antigeno de secrecion temprana 6

Para aislar el gen que codifica para esat-6 se utilizé ADN gendmico de M.
tuberculosis, provenientes de bacterias clinicamente aisladas en el Hospital
General de la Ciudad de Tijuana, Baja California.

Se utilizé la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para la
amplificacion del gen. Las condiciones que se utilizaron y la mezcla de reaccion

fueron las siguientes (Tabla Il y Il).

Tabla Il. Condiciones de reaccion para aislar
el gen que codifica para ESAT-6

Temperatura | Tiempo | Ciclos
94°C B’ 1
94°C 15"
56°C 45" 30

e 1’
72°C 10' 1

Tabla Ill. Mezcla de reaccion para aislar el gen
codifica para ESAT-6

Componente Cantidad

H,0O 16.37 pl

dNTP’s 2 ul; 2.5uM

MgCl2 5 pl

Buffer 10x 2.5yl

ADN gendémico 100 ng

Iniciador sentido 0.75 ul; 20 uyM

Iniciador antisentido 0.75 ul; 20 uM
| Taq polimerasa 0.625u

Nota: estas cantidades son para reacciones de 25ul. Cada amplificacion lleva su respectivo
control negativo. :
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Ya amplificado el gen se corrié en un gel de agarosa al 2% para observar la
banda Iesperada de aproximadamente 300 pb.

Observando la banda se paso a la purificacion de esat-6 con el Kit de
extraccion de gel. Para ésto se realizb otro PCR para reamplificar esat-6 para
obtener una cantidad considerable y que la purificacion fuera buena.

Se hizo un gel preparativo de agarosa al 2% y se le agregaron los 500ul de
muestra con la cantidad de buffer de cargado necesaria para tal cantidad de
muestra. Se debe correr aproximadamente 45 minutos y se corto la banda para
separarlo de todo el gel, se pasé a tubos eppendorf y se pesaron. Se le
agregaron 3 volumenes de buffer QG para cada volumen de gel (100mg-300 pl).
Se incubaron los tubos a 50°C durante 10 minutos para que el gel se disolviera
completamente, para ayudar a que ésto pasara, se agitd cada 2-3 minutos
durante la incubacion. Ya disuelto se torn6 de un color amarillento, de aqui se le
agreg6 1 volumen de isopropanol y se mezclo.

La muestra se pas6 a la columna de purificacion y se centrifugd por un
minuto y se descart6 el sobrenadante. Se le agregd a la columna del buffer QG
500 pl y se centrifugé por un minuto. Para lavar se le agregaron 750 pl de buffer
PE a la columna y se centrifugdé por un minuto. Se descarté el sobrenandante y
se volvié a centrifugar para eliminar restos de buffer.

La columna se pasé a otro tubo eppendorf para eluir la muestra, se le
agreg6é 50 pl de H,O destilada y se centrifugd a 14,000 rpm en la centrifuga

eppendorf 5415C durante un minuto.

19



V.6 Cuantificacion de esat- 6 por medio de espectofotometria.
Se realizd lo mismo que para la cuantificacion del plasmido. Se tomaron 98
ul de H,O para leer el blanco y a eso se le agregaron 2 ul de la muestra y se

ley6 a 260 nm, igual se tomaron varias lecturas para sacar el promedio.

V.7 Digestion de esat- 6
Ya teniendo la concentracion del gen se calculo la mezcla de reaccion para

la digestién y fue la siguiente (Tabla V).

Tabla IV. Mezcla de reaccion para la
digestion de esat-6.

Componente Cantidad
H.O 105.4 pl
Sfi 1 1 ul
Buffer 10x 20 ul
ADN 73.6 ul

Ya teniendo la reaccion hecha se pas6 al termociclador y se incub6 a 50°C
durante 6 horas, ya digerido se corri6 la muestra en un gel de agarosa al 2%

para volverlo a purificar.

V. 8 Purificacion del plasmido pComb3x y esat- 6 digeridos por el método
de congelamiento y maceracién.
Se hicieron dos geles preparativos para el vector y el gen, se dejaron

correr aproximadamente entre 45 minutos y 1 hora para separar bien las bandas
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que no son de interés. Se cortaron las bandas para dividirlas en 2 tubos
eppendorf y se colocaron a -80°C por 30 minutos. Ya congeladas las bandas se
homogenizaron para extraerles el mayor liquido posible. Esto se repitié las veces
que fueron necesarias para recuperar la mayor cantidad de liquido, donde se
encuentra el ADN suspendido. El siguiente paso fue precipitar el ADN con
acetato de sodio 3M pH 4.8, se le agregd el 10% del volumen de la muestra y
2.2 volumenes de etanol al 100% por cada volumen de la muestra y se
colocaron a -80°C por 2 horas. Se centrifugd a 14,000 rpm en la centrifuga
eppendorf 5415C por un minuto y se descarté el sobrenandante para lavar con
el etanol al 70%, se repitid otra centrifugacion y se descartd el sobrenadante
para eliminar los restos de etanol, se resuspendié el sedimento en 50 pl de
dH,0. Teniendo el gen y el vector purificados se consideraron listos para la

ligacion de ambos.

V.9 Ligacion del vector pComb3x mas esat- 6 y su electroporacion.

La cantidad de vector que se utilizé fueron 110 ng y 130 ng para el inserto.
Se realizaron tres ligaciones para poder tener control negativo, la primera fue
vector mas inserto, la segunda fue el vector con ligasa sin inserto y el tercero fue
el vector sin ligasa. Las mezclas de reaccion fueron las siguientes (Tablas V, VI

y V).
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Tabla V. Mezcla de reaccidn para la
ligacion de vector mas inserto.

Componente Cantidad
Inserto 130ng 13 pl
Vector 110ng 1 pl

Buffer 4 pl
T4 ligasa 1ul;,20U
Hzo 2 }J'

Tabla VI. Mezcla de reaccion para la
ligacion de vector sin inserto.

Componente Cantidad
Inserto 130ng -
Vector 110ng 1 ul

Buffer 4 pul
T4 ligasa 1ul; 20U
H,O 14 pi

Tabla VII. Mezcla de reaccidn para la
ligacién de vector sin ligasa.

Componente Cantidad
Inserto 130ng -
Vector 110ng 1l

Buffer 4 pul
T4 ligasa -
H>0 15 pl

Ya teniendo todas las reacciones preparadas se dejaron reaccionar toda la
noche a 4°C para continuar con la electroporacion.

Las cepas que se utilizaron para la transformacion fueron E.coli TOP-10, se
mezclaron 50 ul de las cepas y 5 pl de la ligacién y se colocaron en hielo para
que las bacterias no se murieran, las celdas para electroporar debieron de estar
previamente frias ya que ahi se pasaron las ligaciones, cada una con su

respectiva celda, ahi recibieron el choque eléctrico del electroporador Biorad ®
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que se utilizdé (a este proceso se le conoce como electroporacion).
Inmediatamente después de la transformacion se pasaron las bacterias a tubos
conicos con 3 ml de medio SOC, se prepard de la siguiente manera: en 950 ml
de H,O destilada se le agregaron 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura,
0.5 g de NaCl, se mezclaron bien hasta que se disolvieron y se ajusté el pH con
NaOH, ya teniendo el pH ajustado se llevd a | L con HO destilada. Se esterilizo
en la autoclave a 15 libras de presién durante 15 minutos a 121°C. Despues de
esterilizarlo se dejé enfriar un poco y se le agregaron 10 ml de MgCl; 1 M
esteril. Se tomaron 50 ml del medio y se le agregd 1 ml de glucosa 1 M esteril
para dejarlo a una concentraciéon de 20 mM. Ya preparado el SOC se pusieron a
crecer en agitacion a 250 rpm durante 1 hora a 37°C las bacterias. Después de
la hora se tomaron 50 pl se pasaron a tubos cénicos con 3 ml de medio SB
(Super Broth) que se preparé de la siguiente manera: se combinaron 32 g de
triptona, 20 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl y 5 ml de NaOH 1 N, se llevd
a 1 L con H,O destilada y se esterilizo en autoclave a 15 libras de presion
durante 15 minutos a 121°C, después de esterilizar se dejo enfriar para
agregarle el antibiotico carbencilina a una concentracion final de 100 pg/ml. Se

dejaron en agitacion a 250 rpm los tubos para dejarlo creciendo toda la noche a

KT
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V.10 Tamizado (screening)

Se prepararon cajas petri con medio LB (Luria Bertani) donde se mezclaron
15 g de agar, 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl y 1ml de
NaOH, se aforé a 1L con H,O destilada, se esterilizé a 15 libras de presion
durante 15 minutos a 121°C, el medio se dejé enfriar para agregarle carbencilina
a una concentracion final de 100 ug/ml. El medio se vertié en las cajas, cuando
solidificaron, se sembraron ahi las bacterias ya transformadas para dejarlas en
la incubadora toda la noche a 37°C. y después empezar la blsqueda por la
clona que si tuvo el inserto. Las cantidades fueron 10 pl y 100-|.|I por cada
ligacién. Para buscar que bacteria presentaba el inserto se tuvo que hacer un
PCR de colonias, se seleccionaron al azar las 15 colonias y la mezcla de

reaccion fue la siguiente (Tabla VIII).

Tabla VIIl. Mezcla de reacciéh para el PCR de colonia

Componente Cantidad
Colonia 1
dNTP’s 2.5mM 2.5 ul
MgCl; 5 pl
Buffer 10x 4 ul
Iniciador sentido 0.75 ul; 20mM
Iniciador antisentido | 0.75 pl; 20mM
Taq polimerasa 0.625 u
H,O 10 pl

Nota: las reacciones son de 20pl para cada clona

De las clonas que salieron positivas (con el inserto) se pusieron a crecer de

nuevo en tubos conicos en medio SB con carbencilina toda la noche en agitacion

24



a 250 rpm a 37°C y se sembraron en cajas LB con carbencilina para tener el

respaldo de las colonias positivas.

V.11 Expresion del Antigeno de Secrecién Temprana — 6.

En matraces estériles de 150 ml se pusieron 50 m| de de medio SB con
carbencilina y se le agregaron 50 ul del cultivo de cada clona, se dejaron en
agitacién a 250 rpm durante 2 horas. Después de las dos horas se empezoé a
leer en el espectrofotémetro la densidad 6ptica del cultivo que debe ser 0.7ua ya
que es el 6ptimo crecimiento en el estado exponencial de las bacterias, y asi se
empiez6 la induccién aplicandole IPTG (isopropil B-D-tiogalactosido) y se dejo
creciendo toda la noche en agitacion a 250 rpm a 37°C. Se tomaron los cultivos
y se pasaron a tubos conicos de 50 ml, para asi centrifugarlos en la centrifuga
refrigerada 30 minutos a 3000 rpm, los sobrenadantes se pasaron a otro tubo
para congelarlos y los sedimentos se utilizaron para la extraccion periplasmica.
Los sedimentos se resuspendieron en 100 ul de buffer Spherplast 1X y se
colocaron en frio durante 20 minutos después se centrifugdé a 15 minutos y el
sobrenadante se recolecté en otro tubo. Los sedimentos se resuspendieron en
100 ul de MgSQ, y se colocaron en hielo otros 20 minutos, se repitieron los
mismo pasos que anteriormente y se junté el sobrenandante de esta segunda
centrifugacién con el sobrenandante de la primera y el sedimento se pudo

descartar.

25



V.12 ELISA de expresion.

Este pocedimiento es recomendable realizarlo ya que puede diferenciar
por medio de colorimetria si existi6 expresion, ya que se genera un complejo
antigeno-anticuerpo. En una placa de ELISA se colocaron 50 pl en cada pozo
por triplicado de las muestras obtenidas de la expresion. Se dejaron toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente se desecho la muestra y se coloco a cada pozo
150 ul BSA (albumina serica bovina) al 3% y se dej6 toda la noche a 4°C. Se
desechd el BSA al 3%, y se colocaron 50 pl de anticuerpo anti HA diluido 1:2000
en BSA al 1%, se incubd 1 h a 37°C, después se lavé 5 veces con PBS 1X (
solucién salina de fosfatos) con Tween 20 al 0.5% y dos lavados con H>O
destilada. Se le agrego a cada pozo para revelar buffer de peroxidasa y se dejo

en la oscuridad hasta que los pozos presentaron un color distinto.

V.13 Gel de acrilamida y Western Blot

Para la separacion de las proteinas se preparé un gel de acrilamida , en
donde la concentracion del gel fue de 18% ya que el tamafio de la proteina es
pequefio, 6 KDa. Las concentraciones fueron las siguientes para 10 ml de gel

(Tabla IX).
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Tabla IX. Mezcla para el gel de acrilamida a la
concentracion de 18%.

Componentes Separador Concentrador
Acrilamida 30% 6 ml 1.3 ml
Buffer Tris-Cl/SDS ' 2.5 ml -
pH 8.8
Buffer Tris-Cl/SDS - 2.5ml
pH 6.8
SDS 10% 100 100 pl
Persulfato de amonio PSA 50 pl 50 pl
10%

TEMED 40 pl 15 pl
H,O 1.4 ml 6ml

Primero se mezclaron los componentes para hacer el gel separador, primero
se coloco el H,O destilada en un tubo cénico, se le agrego el buffer Tris-Cl/SDS,
SDS al 10% vy la acrilamida al 30%, ésto es porque al mezclar el PSA y el
TEMED inmediatamente empieza la polimerizacion del gel, entonces estos dos
se agregan al final, agregando el TEMED al final, ya para vertir la mezcla a los
vidrios que son el molde para el gel, cuando se solidificé se mezclaron los
componentes para el gel concentrador con las mismas condiciones que lo
anterior, se vertid encima del gel separador, igual se dejo solidificar. Ya hecho el
gel se paso a la camara de electroforesis para montarlo.

Las muestras que se corrieron fueron las mismas que se utilizaron para
hacer el ELISA de expresién. Se tomaron 15 pl de muestra y 2.5 pl de buffer de
cargado y se calentaron 5 minutos a 50°C para desnatur_alizar las proteinas. De

ahi se cargaron en el gel ya montado en la camara y se corrieron a 60 volts
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durante 5 horas aproximadamente.

Ya teniendo el gel, en vez de tefiirlo se utilizd para el western blot. Esto fue
porque western blotting puede detectar una sola proteina de interés en una
m_ezcla de un sin numero de proteinas, asi como informacién acerca de cuanta
proteina se ha acumulado en una célula. Este método depende de la utilizacion
de un anticuerpo dirigido contra la proteina deseada, tal es el caso también de la
expresion por medio de ELISA.

Se prepard el buffer de electrotransferencia combinando 14.9 g de glicina 39
mM, 2.9 g de tris-base 48 mM y 0.19 g de SDS 0.04 %, se le agregd 100 ml de
metanol, se trajo a 500 ml con H,O. Se verti6 dentro de la camara, el gel y una
membrana de celulosa que tiene carga positiva, se colocaron entre dos filtros y
se metieron a la camara para empezar con la transferencia, se dejo ahi toda la
noche. Se saco la membrana de la camara y se puso en un recipiente con BSA
3 % tapado en agitacion durante 4 horas para bloquear. Después de las 4 horas
se le agregé BSA 1% con el anticuerpo anti HA 1:3000 y se dejé en agitacion
durante 3 horas y 1 h en la incubadora a 37°C. Se le dieron 5 lavados a la
membrana con Tween al 0.5%.

Fue necesario medir la membrana para calcular la cantidad de sustrato que
se le iba a agregar. La membrana de celulosa midio 48 cm?, Se prepararon 0.25
ml de reactivo/ecm?, por lo tanto, se mezclaron 9 ml de H,O méas 1ml de opti-4CN
y 0.2 ml de opti-4CN sustrato. Ya preparado el sustrato se le aplico a la

membrana y se dejé 30 minutos en agitacion hasta que desarrollo color.
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V. 14 Purificacién del Antigeno ESAT-6 por medio de HPLC.

La purificacion de la proteina se realizé por medio de HPLC, al igual que
la separacion de las demés proteinas presentes en la muestra. Esto se hizo
mediante una columna analitica Vydac C-18, con una precolumna Zorbax C-18.
Se inyectd dentro de la columna 20 pl de muestra a la columna en un aparato
HPLC (agilent 110). La muestra se eluyé a temperatura ambiente durante
durante 60 minutos, bajo un gradiente lineal de 0 a 60% de amortiguador B
(4cido trifluroacético: TFA al 0.12%, con acetonitrilo al 0.5%) con un incremento
de 1% de amortiguador B por minuto, con el flujo de 1 ml por minuto. La
deteccion de las proteinas se realizé a una longitud de onda de 230nm. En la
figura 5 se puede observar el funcionamiento del HPLC.

Sample
injec:lon port

—__resorvoirs vacuum
[Solvert1| [Solvent2| | pump
I 1
[T [1

|Degasser1 | |Degasser2 I pre-
column |

mixing vessel

&
P,

High pre'ssure pump L//

Analytical
column

dlﬁ'erlantlal d#ector
to waste ¥ to wa‘ste or

fraction collector
©1985 CHP
Figura 5. Esquema del funcionamiento del HPLC.
(http://www.elchem.kaist.ac.kr/vt/chmed/sep/ic/hplc.htm)
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

VI.1 Obtencion y Purificacion del plasmido pComb3x.

Se puede observar que en el gel de agarosa al 1% (figura 6) donde se
corrieron 10 pl de muestras del vector aislado, esto para tener la seguridad
de que se aislé el vector o hacer una estimacion de la cantidad de pares de
bases que lo conforma. Segln la escalera la banda del plasmido es de 5000
pares de bases aproximadamente, ya teniendo ésto le siguio la purificacion,
en donde se eliminaron los restos celulares quedando puro el ADN del
plasmido, en este proceso si se llega a perder una cantidad considerable de

muestra.

2,500

2,000

1.500

750

Figura 6. Gel de agarosa al 1%. En el carril derecho marcador Benchtop 1 kb ADN. Carril
izquierdo plasmido purificado de 5 kb.
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Existieron ciertas complicaciones a la hora de aislar el vector, tipicamente
los primero intentos no tuvieron resultados positivos, o el control negativo
resultaba ser positivo, obviamente se tomaron en consideracion estos falsos
resultados para analizarse con determinacion y asi poder corregir el error.

Después de varios intentos, se aisl6 con éxito.

VI. 2 Cuantificacion del plasmido.

La razon del por qué se realizaron varias lecturas es que en ocasiones no
es confiable el espectrofotémetro porque siempre hay variaciones en cada
lectura por eso es recomendable hacer varias lecturas y sacar un promedio.

Estas fueron las lecturas de la concentracién del plasmido a 260 nm (Tabla X).

Tabla X. Lecturas de la concentracion del
plasmido.

Lectura Concentracion
129.8749 pg/ml
134.5521 pg/ml
139.7145 pg/ml
128.7222 pg/ml
romedio 133.2159 pg/ml

o bw(N|=

VI. 3 Aislamiento y purificacién del antigeno de secrecién temprana — 6
Al aislar el gen esat-6 después del PCR, se corrié en un gel de 2% para
observar si el aislamiento del gen fue positivo, la banda que se observo era
aproximadamente de 300 pares de bases como la bibliografia lo habia
indicado (Figura 7). Teniendo el gen aislado se realiz6 otro PCR para obtener

mas cantidad de muestra y asi pasar a la purificacion de la misma.
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Figura 7. Gel de agarosa al 2%. En el carril izquierdo marcador de peso molecular XIV,
carril derecho gen que codifica para esat- 6 puro.

Vi. 4 Cuantificacion de esat- 6

Este proceso se realizé6 exactamente igual para la cuantificacion del

plasmido. Estas son las lecturas (Tabla XI).

Tabla Xl. Lecturas de la concentracion de ESAT-6

Lectura

Concentracion

1

32.9554 ug/ml

2

47 1377 pg/ml

3

58.2927 pg/mi

4

58.7755 pg/mi

Promedio

49.2903 pg/ml

Ya teniendo las concentraciones tanto de esat-6 y del vector se pasan al

termociclador para la digestion de ambos con enzimas de restriccion, en este

caso fue con Sfif.

32



VL. 5 Digestion de pComb3x y esat- 6.

La digestion es necesaria porque en este paso dentro del plasmido las
enzimas de restriccion cortan en donde el inserto (gen) se va a introducir
dentro de su genoma para poderlo expresar. En la figura 8 se puede
observar el tamafio del plasmido y una estimacion a su cantidad de pares de
bases, como ven no se cambia mucho el tamafio del vector utilizado porque
es pequefio el fragmento que se digiere. Para esat-6 ocurrié lo mismo pero
aqui es tan pequefio el fragmento digerido que ni siquiera se alcanza a
percibir. En la figura 9 esta el gel de agarosa al 2% con la muestra digerida
de esat-6 teniendo una banda del tamafio esperado. Observando que las
bandas estuvieran presentes se produjo mas muestra para tener suficiente

para la purificacién porque siempre se pierde un poco en el procedimiento.

2642
1000

500
400

300 300 pb

Figura 8. Carril izquierdo marcador Benchtop Figura 9. carril izquiero marcador
1kb ADN, carril derecho plasmido digerido. de peso molecular XIV, carril
derecho esat-6 digerido.
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VI. 6 Purificaciéon del plasmido pComhbh3x y ESAT-6 digeridos por el
método de congelamiento y maceracion.

Después de la digestion se purificé de nuevo el producto para quitarle
los restos de fragmentos que quedaron de ADN tanto del plasmido como
del gen para que no interfiieran con la ligaciébn. Se corrieron
aproximadamente 500 ul de muestra de esat-6, al terminar de correr la
banda se cortd y se dividié en dos tubos ependorff. Después de congelarse
y homogenizarse para obtener la mayor cantidad de muestra se precipité el
ADN con 30 pl de acetato de sodio 3 M pH 4.8 y 600 pl de etanol al 100%.
Se dejaron a -80°C para precipitarlos. Se centrifugaron las muestras a
14,000 rpm durante 5 minutos y se lavé con 1 ml de etanol al 70%. Se
centrifugd para poder resuspender las muestras en 50 pl de H2O destilada.
En la figura 10 se observa como quedo el gel preparativo, en este caso fue
de esat-6 con el tamarfio deseado. Para el plasmido fueron las mismas

cantidades y se realizd el mismo protocolo de purificacién.

300 pb

Figura 10. Gel preparativo con la muestra del gen que codifica para esat- 6, para la
purificacion del mismo.
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Ya purificadas las muestras fue recomendable realizar otro gel de
agarosa al 2% con la muestra purificada para tener la seguridad que quedod

buena cantidad de muestra y una calidad favorable.

VI. 7 Tamizado (Screening)

En la metodologia se mencionaron las clonas que salieron positivas
para describir el procedimiento, pero aqui se explica con mas detalle. Existieron
muchas complicaciones a la hora de buscar las clonas positivas. En el primer
intento salieron falsos positivos ya que en la muestra de vector sin ligasa a 10 !
crecieron 168 colonias y a 100 pl crecié una mayor cantidad que se consideraron
incontables. En el ligado solo, o sea el vector con ligasa solo crecieron 2
colonias a 10 ul y a 100 pl crecieron 4 colonias, en este caso se podian tomar
como un resultado bueno, y la ligacién mas importante que era vector mas
inserto crecieron 146 colonias a 10 pl y a 100 pl crecieron tantas que no fue
posible contarlas (incontables). Con ésto se analiz6 que no podian tomarse
estos resultados como positivos por el hecho que en la muestra de vector sin
ligasa hubo mucho crecimiento de colonias, en donde no debié de haber
crecimiento, por otra parte, en la muestra de ligado solo, aunque fue minimo, el
resultado pero existié crecimiento. Posiblemente el resultado de este intento
fué porque hubo contaminacién a la hora de la electroporacion o la otra razén
fue una mala digestién, en donde la enzima de restriccion no trabajo al 6ptimo o

perdi6 actividad. Se realizaron varias ligaciones ya que no se podian obtener
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buenos resultados y la Ultima ligacién que se realizo, los resultados fueron los
siguientes: en el ligado de vector mas inserto crecieron 25 colonias a 10 ply, en
la muestra de ligado solo y sin ligasa no hubo crecimiento. Después de tantos
intentos fallidos, se puede observar en la figura 11 el resultado positivo de las 25
colonias después de sembrar la ligacion. Sin embargo, entre menos colonias
existan menor es la probabilidad de encontrar una clona positiva, pero segun la
bibliografia con solo una clona positiva es suficiente para expresar la proteina de
interés. En la figura 12 y 13 los resultados fueron como se esperaron, en las

cajas no hubo crecimiento alguno.

Figura 11. Top 10 crecidas después de 12h Figura 12. Caja donde se sembro el
donde se encuentran las clonas positivas con  vector sin inserto con ligasa.
Inserto.
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Figura 13. Caja donde se sembro6 el vector sin inserto y sin ligasa.

Con ésto se pudo continuar con el siguiente paso que fue el PCR de
colonia para tener la certeza que realmente estaba unido el inserto al vector.
Se tomaron 15 colonias al azar para el PCR, la clona 1, 2, 6 y 7 salieron
positivas, por consiguiente con esas se trabajé para la expresion de las
proteinas. En la figura 14 se pueden observar las bandas de cada clona en
donde esta la banda de aproximadamente 300 pb que corresponde al gen de

esat-6.
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Clonas L 1 2 3 4 5 6 7 8

2642

1000

500
300

Figura 14. Gel de 2% con las clonas positivas con el inserto. El marcador no se aprecia
por la resolucién de la foto, pero es el marcador de peso molecular XIV.

VI. 8 Expresion del antigeno de secrecion temprana 6
Después de la induccién con IPTG, y que se realizd la extraccion
periplasmica porque la proteina se encuentra en el periplasma de la
micobacteria, se obtuvé la cantidad de 300 pl de cada clona
aproximadamente. De aqui se realiz6 el ELISA de expresion para verificar
si las bacterias TOP-10 expresaron la proteina. El resultado del ELISA fue

el siguiente: Figura 15.
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Elisa de expresion de ESAT-6

03 T

0.25

02

)
B expresion |

0.15 -frsismie

Abs. 415 nm

0.1 |
l

0.05 | -

Numero de clona i

Figura 15. Grafica con los resultados del ELISA de expresién.

Se puede observar que las clonas 6 y 7 son las que presentaron
expresion, sin embargo la cantidad no fue muy alta. Como fue muy poca la
cantidad lo mas conveniente fue realizar un western blot para tener la seguridad
que si estaba la proteina expresada. Para ésto se corrié un gel de acrilamida al
18% como se indicd en la metodologia, el resultado no fue bueno ya que no se
observé ninguna banda que hiciera pensar que si estaba la proteina expresada.
Se repitieron los experimentos desde la induccién, ya que con el PCR exitié la
seguridad que efectivamente si habia clonas positivas. Se prepar6 nuevo IPTG
pensando que quiza éste habia perdido su funcionamiento de inducir la
expresion, cuidando perfectamente todos los pasos del procedimiento, se

realizaron dos geles de acrilamida, uno para tefirlo con azul de coommasie y el
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otro para hacer otro western blot. El resultado del gel tefiido fue negativo ya que

no se observé la banda del tamafio esperado (figura 16).

Clonas

31000
21500

14400 B

6500

Figura 16. Gel de acrilamida al 18% sin resultados positivos

Con el otro gel se volvié a correr un western blot esperando obtener un
resultado positivo pero no se observé ninguna banda parecida al tamafio de
la proteina ESAT-6. No se podian obtener resultados positivos sin
embargo las clonas seguian estando positivas después de someterlas
varias veces al PCR. Por lo tanto se decidi6 continuar con la purificacion
por los resultados que se siguieron obteniendo, tanto del ELISA como del
PCR. Esos resultados nos indicaban que si existia expresion pero a la
hora de realizar el western blot y el gel de acrilamida los resultados salian
negativos, enténces se tenia el 50% de los resultados positivos y el 50% de

los resultados negativos, por eso mismo se siguié con la purificacion de la

40



proteina por medio de HPLC. Con este procedimiento se iba a tener la

seguridad si hubo expresion o no.

VI. 9 Purificacion del Antigeno de secrecion temprana 6 (ESAT-6) por
medio de HPLC.

Aun teniendo resultado positivos y negativos de que si hubo expresion se
decidié seguir con el protocolo de purificacion y asi observar con las graficas que
resultados se obtuvieron.

En la primera grafica (figura 17) esta la purificacion del control, ésto fue
simplemente TOP 10’ sin inducir con IPTG, porque era necesario comparar las
clonas con un patrén evidentemente desigual al que iban a presentar las clonas.
Después de correr la clona 1 y analizar su resultado se comparé con el control y
en la grafica se encimd con el resultado del control. Se observé lo siguiente:
(figura 18) no hubo cambio alguno en ninguno de los picos, todo fue igual
conforme pasaba el tiempo e iba cambiando la concentracion de buffer B. Para
las siguientes clonas 2, 6 y 7 los resultados fueron exactamente los mismos, sin

ninguna variacion. Como se puede observar en las figuras 17, 18, 19, 20y 21.
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Figura 17. Muestra de top 10 sin inducir (control)
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Figura 18. Grafica del resultado de la purificacién con HPLC de la Clona 1 en
comparacion con el control.
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Figura 19. Grafica del resultado de la purificacién con HPLC de la Clona 2 en
comparacion con el control.
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Figura 20. Grafica del resultado de la purificacién con HPLC de la Clona 6 en
comparacion con el control.
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Figura 21. Grafica del resultado de la purificacién con HPLC de la Clona 7 en
comparacion con el control.
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CONCLUSIONES

Utilizando una muestra de Mycobacterium tuberculosis se logro aislar el
gen que codifica para el antigeno de secrecion temprana 6 (esat-6) con
iniciadores especificos, por medio de PCR.

Fue posible clonar esat-6 en un vector de expresion que fue pComb3x ya
que segln la literatura es el mas eficiente para expresar proteinas
solubles por las caracteristicas que presenta, ademas, fue eficiente la
transformacion en la cepa TOP 10’ ya que hubo clonas positivas.

No se logré la purificacion del antigeno de secrecién temprana 6 (ESAT-
B) ya que la expresion de la proteina no fue favorable, aunque en ciertos
aspectos del trabajo experimental existieron indicios que si hubo
expresion, como el resultado del ELISA, todos los demas procedimientos
indicaron lo contrario. Esto pudo ser porque en el PCR al estar
amplificando haya ocurrido una mutacion y haber cambiado un par de
base por otro, ésto puede causar que cambie la secuencia en un
fragmento del gen y en ocasiones que si se amplifique pero no con la

secuencia que codifica para la proteina de interes.
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PERSPECTIVAS.

» Seguir trabajando con este gen que codifica para el antigeno de secrecion
temprana 6.

e Mandar a secuenciar el gen para verificar qué se encuentre en fase y asi
poder purificarlo.

e Expresar la construccion en otras cepas de E. coli.

e Teniendo la proteina purificada, este antigeno puede ser utilizado para
inmunizar animales y poder obtener anticuerpos contra ESAT-6 vy

poderlos utilizar como prueba de diagnéstico para la tuberculosis.
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