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Resumen 

Mycobacterium bovis es el bacilo causal de la tuberculosis en el ganado. Aunque 

el huésped primario es el bovino, puede infectar además a otros mamíferos, 

incluyendo al ser humano. La TB causa una baja producción de leche y carne, lo 

que aunado al sacrificio de animales positivos en la prueba de tuberculina, ha 

provocado una serie de pérdidas económicas que afectan a Ja ganadería mundial. 

La vacunación con BCG "bacille Calmette-Guérin" no ha proporcionado una eficaz 

protección contra esta enfermedad en el ganado, además de interferir en los 

resultados de las pruebas de detección con los ensayos tradicionales de 

tuberculina, motivo por el cua! se busca elaborar vacunas que tengan una mayor 

eficacia y no interfieran con dichas pruebas. Al ser las vacunas de DNA una 

opción viable, se tomaron en cuenta para realizar el presente trabajo, en el cua!, 

mediante la técnica de PCR, se amplificaron los genes PE-11, PE-34 y PE-PGRS-

11 que se ligaron al plásmido pVAX1 y se transformaron en células 

electrocompetentes para su clonación. Tras la secuenciación de los fragmentos de 

PE-11 y PE-34 clonados, se confirmó que los p!ásmidos recombinantes de PE-11 

mostraron identidad de! 100°4 con respecto al gen de M. bovis. 

Las vacunas de ONA recombinante constituyen un estímulo potente para la 

generación de respuestas celulares que hasta la fecha sólo se ha obtenido con 

aquel!as basadas en microorganismos atenuados. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La tuberculosis es una enfermedad bacteriana, infecto-contagiosa, crónica y 

zoonótica causada por alguno de los miembros del complejo Mycobacterium 

tuberculosis; M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. caprae, M. pinnipedii, 

M. microti, M. canettii y M. africanum (Herrera y cols., 2009). 

Esta enfermedad afecta tanto a seres humanos, como a bovinos e incluso 

animales domésticos y puede presentarse de forma activa o mantenerse en 

estado de latencia durante años y activarse cuando e! sistema inmune se ve 

deprimido (Esquive! y Gutiérrez, 2009). Cuando la enfermedad se manifiesta 

puede afectar predominantemente a !os pulmones, sin embargo, no es exclusiva 

de ellos, ya que puede díseminarse hacia cualquier órgano. La infección se da por 

la via aérea al inhalar microgotas suspendidas en el aire, expelidas por un 

individuo infectado, o al consumir carne o productos lácteos contaminados; al 

estar los ganaderos o trabajadores de rastros en contacto directo con los animales 

infectados, son una población de riesgo (Esquive! y Gutiérrez, 2009). 

Las poblaciones más vulnerables a adquirir esta enfermedad son Jos niños, 

ancianos y principalmente las personas portadoras de! Virus de la 

Inmunodeficiencia Humana (VIH), cuyo número ha aumentado en las últimas 

décadas, lo cual ha influido en la incidencia de !a TB. Ambas enfermedades 

pueden ser asociadas como co-epidemias, ya que el 13°/o de las muertes de 

pacientes con VIH son ocasionadas por TB (ONUSIDA, 201 O). Según datos de la 

OJ'v1S, más de 2000 miliones de personas (cerca de un tercio de la población 
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mundial) están infectadas por este bacilo y de éstas, una de cada 1 O contraerá TB 

activa en algún momento de su vida (OMS, 2010; Russell y cols., 2009). 

En bovinos, !as principales formas de diseminación son Ja vía aérea y la ingesta de 

pastos y alimentos contaminados con secreciones nasales, heces u orina 

provenientes de animales infectados (Kaneene y Pfeiffer, 2006). Otra potencial 

fuente de infección en los terneros es el consumo de leche cruda proveniente de 

vacas afectadas, debido a que se considera que entre el 1 y 2o/o de vacas 

tuberculosas eliminan M. bovis por la leche (Abdala, 1998). 

La infección por vía pulmonar se inicia cuando se inhala el bacilo que se encuentra 

suspendido en el aire, el cual puede sobrevivir en el ambiente por algunas horas 

luego de ser expulsado por un organismo infectado (Romero y cols., 2006). Una 

vez instalado en los alveolos pulmonares es fagocitado por los macrófagos lo que 

provoca que el organismo !os envuelva formando así los granu!omas o tubérculos 

característicos de esta enfermedad. Estos granulomas en sus estados iniciales 

consisten en nódulos altamente vascularizados, en cuyo núcleo se encuentran los 

macrófagos infectados delimitados por células gigantes, y demás células 

mononucleares rodeadas por linfocitos. Esta respuesta del tejido pulmonar 

contiene la infección y frena e! perlado de reproducción rápida del Mycobacterium. 

A medida que madura el granu!oma se desarrolla una cápsula de tejido fibroso 

cuyo centro muestra áreas de necrosis caseosa (tipo de necrosis caracterizada 

por ausencia de arquitectura y detalle celular donde e! tejido adquiere una 

apariencia granular de color blanco o amarillento de consistencia cremosa) que 
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contiene depósitos calcificados rodeados por una zona de linfocitos, células 

epiteliodes, fibroblastos y células gigantes (llCA Perú, 2010). Así mismo, existe 

una marcada disminución en los vasos sanguíneos que penetran a éste. En esta 

fase, el granuloma se puede considerar como una unidad estable en la infección. 

Sin embargo, en algunos granu!omas existe un aumento en el número de cé!u!as 

gigantes, las cuales pueden ser las responsables de una mayor acumulación de 

residuos caseosos en el centro del granuloma, lo que provoca la necrosis y el 

colapso del centro del tubérculo y con esto la liberación de bacilos vivos a las vías 

respiratorias Jo que desencadena Ja tos productiva que genera los aerosoles 

infecciosos Fig. 1. 
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Fig. 1. Esquema de la fagocitosis de Mycobacterium por los 
macrófagos, Modificado de Russel et al, 2009. 

Los síntomas principales de la TB pulmonar y entérica son: tos, disnea, anorexia, 

fiebre, linfadenopatía, dolor abdominal, ascitis, náuseas y diarreas persistentes o 

alternancia de diarrea con estreñimiento (Huamán, 2002). 

4 



2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Mycobacterium 

Las micobacterias son bacilos, aerobios, inmóviles, sin flagelos, no formadores de 

esporas; pertenecen a la familia Mycobacteriaceae, orden Actyinomyceta!es y la 

clase Actinomycetes. Se pueden dividir en tres grupos principales que son: 

complejo tuberculosis (Herrera y cols .. 2009), complejo lepra (M. leprae) y 

micobacterias atípicas o no tuberculosas (Editorial CEP, 2010; Alcaide y cols, 

2010). Su crecimiento puede ser filamentoso, con ligera alteración, que llega a 

fragmentar en bacilos o elementos cocoides. Estos microbios tienen un contenido 

de Guanina + Citocina del 65o/o aproximadamente y presentan una pared celular 

peculiar, con componentes únicos tales como los ácidos micólicos (Acosta y cols., 

2009). La cápsula es !a capa externa de !as micobacterias y le brinda protección 

contra factores externos a la vez que tiene interacción directa con los elementos 

de la respuesta inmune. Los principales componentes de la cápsula son el ácido 

micólico y los glucolípidos, estos últimos en conjunto con algunas proteínas, son 

los responsables de las características antigénicas de la bacteria, además 

contiene lípidos como el "cord factor' (trealosa 6,6'-dimicolato) (Alcaide y cols., 

201 O). La pared se encuentra localizada debajo de la capsula y brinda soporte 

mecánico y protección, posee de 50- 60º/o de lipidos, lo que le confiere el carácter 

hidrofóbico a !a bacterla, está constituida por peptidoglucano y arabinoga!actanos, 

!os cuales se encuentran unidos a !os ácidos micólicos (fig. 2). La membrana 

plasmática proporciona protección osmótica y permite el transporte de iones y 
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molécu!as, !os derivados de los fosfolípidos se encuentran altamente glucolisados, 

formando moléculas de lipoarabinomanana (LAM), que están relacionadas con la 

patogénes¡s de la tuberculosis (Gorocica y cols., 2005). 

Debido al alto contenido de lípidos en Ja pared celular, esta bacteria no se tiñe 

mediante la tinción de Gram, por lo que su coloración se realiza comúnmente con 

el método de Ziehl-Nee!sen, en el que se utiliza la carbolfucsina, colorante que 

penetra en la célula y se fija a los compuestos lipídicos, que una vez teñidos 

resisten a !a decoloración ácido-alcohólica, por lo que se les denomina bácilos 

ácido- alcohol resistentes (BAAR) (Rodríguez y cols., 2005). Aunque 

Mycobacterium ha sido clasificada como bacteria Gram positiva, su posición 

filogenética es controversial debido a que su pared celular contiene características 

de bacterias tanto de Gram positivo como de Gram negativo. En un estudio 

realizado por Fu y Fu-Liu (2002) se compararon los genes ortólogos de dieciséis 

microbios y se mostró que la distancia ancestral de Mycobacterium es más 

cercana a los Gram negativos que a los Gram positivos. 
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Fig. 2. Pared celular de una Micobateria. Se observa una membrana citoplasmálica, por encima se 
encuentra el peptidoglucano el cual contiene N-glucolilmurámico en lugar de N-acetilglucosamina. 
Este péptido se une al arabinogalactano al que a su vez se anclan los ácidos micólicos en su 
extremo distal. Los g lucolípidos están unidos a los ácidos micólicos y se encuentran en la periferia 
de Ja pared. Imagen obtenida de: 

http://www.microbiologia.eom.ar/bacteriologia/general.php?Mostrar-=baar 

El crecimiento de las micobacterias en cultivos in vitro varía entre especies, el 

tiempo puede ir entre 1 a 3 o más semanas de incubación para fonnar colonias 

aisladas en medio sólido, necesitan carbono y nitrógeno así como sales minerales, 

y la presencia de C02 para estimular su crecimiento. Sin embargo, a diferencia del 

resto de las micobacterias, M. leprae solo es capaz de crecer en cultivos celulares 

o animales de experimentación (Alcaide y col., 2010). 

M. bovis es resistente a la desecación y a la congelación, por lo que puede 

sobrevivir durante largos periodos en el ambiente sobre objetos inanimados. No 

obstante, es susceptible a los rayos ultravioleta, al calor y a algunos productos, 

como el óxido de etileno, formaldehido, etanol al 70%, glutaraldehído al 2%, ácido 

peracético o peróxido de hidrógeno estabilizado (Alcaide y cols., 2010). 
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2.2 Epidemiología 

La TB bovina es una zoonosis de distribución mundial, su epídemiología resulta 

compleja ya que se trata de una bacteria de lento crecimiento que puede 

permanecer en forma latente y afectar tanto a humanos como a los animales 

domésticos y silvestres, los cuales fungen como reservorio (Estrada y cols., 2004). 

La evaluación ante-mortem es un componente crítico en los programas de control 

de TB en el ganado alrededor del mundo. Uno de los métodos diagnósticos 

prácticos más utilizados es la evaluación mediante la prueba intradérmica 

(Kaneene y Pfeiffer, 2006) con derivado proteínico purificado (PPD) o tuberculina, 

la cual es la prueba de rutina para el diagnóstico en campo. Esta prueba se aplica 

en el pliegue caudal cuando se requiere mayor sensibilidad (en caso de alta 

prevalencia) o se utiliza la doble comparativa en el cuello cuando se requiere 

mayor especificidad (zonas con baja prevalencia) (Estrada y cols., 2004). 

Algunos países, como es e! caso de Cuba, han erradicado o se encuentran en 

proceso de erradicación de la TB. Estados Unidos, Canadá y Europa Occidental 

han logrado reducir la prevalencia al 1 º/o, Centro América (a excepción de 

Nicaragua y el Caribe) tiene un porcentaje de menos del 1 o/o y América del Sur 

tiene prevalencias superiores a! 1 % a! ser sus cuencas lecheras las más afectadas 

(Abdala, 1998). 
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En México el inventario nacional bovino es de alrededor de 30 millones de 

cabezas, del cual el 93°/o se dedica a producción de doble propósito (carne y 

leche) y el 7% a la producción de leche (Senasica, 2011). En 1995 se publicó la 

Norma Oficial Mexicana "Campaña Nacional contra Tuberculosis Bovina", la cual 

establece los procedimientos, actividades, técnicas y criterios a seguir para 

controlar y erradicar la TB bovina en el país. Con el fin de lograr dichos objetivos 

esta campaña establece que !os animales positivos a !a prueba de tuberculina 

deben ser sacrificados y decomisados o aislados en instalaciones especiales para 

albergar animales reactores hasta su posterior sacrificio (NOM 031, 1995). La 

aplicación de esta campaña ha contribuido a la disminución de la prevalencia de 

TB, e! 82o/o de! territorio nacional presenta una prevalencia menor al 0.5°/o 

(Senasica, 2011). En la actualidad; se encuentran en fase de erradicación los 

estados de; Colima, Chihuahua, Coahuila, Nuevo León, Quintana Roo, Sinaloa, 

Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, Yucatán. Por su parte Aguascalientes, 

Baja California, Campeche, Chiapas, Guanajuato, Guerrero, Durango, Hidalgo, 

Jalisco, Estado de México, Michoacán, Nayarit, Puebla, San Luis Potosi y 

Zacatecas, cuentan con una prevalencia menor al 2o/o, el resto del país se 

encuentra en fase de control, con una prevalencia mayor al 2%, (Fig. 3). 
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Fig. 3. Situación actual de erradicación y control de lb bovina en México. 

En color amarillo se representan las regiones que se encuentran en fase de erradicación 

con una prevalencia <0.50%. El color rojo se encuentran las regiones en fase de control 

con una prevalencia promedio al 2.05% (excepto cuencas lecheras con un 16.5%). 

Imagen tomada de SENASICA: http:/l'www.senasica.qob.mx/?id=1396, ultimo acceso: 

23/01/12 

Para fines de exportación de ganado en pie (ganado vivo) hacia los Estados 

Unidos, el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de América 

(USDA) emite criterios de clasificación con base a la prevalencia. La categoría 

acreditado modificado avanzado (no requiere pruebas de tuberculina) e implica 

una prevalencia menor al 0.01%, en México únicamente el estado de Sonora 

cuenta con este tipo de acreditación. Acreditado modificado (requiere prueba de 

tuberculina al lote a movilizar), se refiere a una prevalencia menor al 0.1 %, 

Quintana Roo, Sinaloa, Tamaulipas, Yucatán, el sur de Sonora y algunas regiones 
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de los estados de Baja California, Jalisco, Zacatecas, Nayarit, Nuevo León, Puebla 

y Veracruz son los estados que cuentan con este tipo de autorización. Acreditado 

preparatorio (requiere prueba de tuberculina al hato de origen y al lote a movilizar), 

significa una prevalencia menor al 0.5%; los estados de Aguascalientes, 

Campeche, Chiapas, Coahuila, Chihuahua, Durango, Guanajuato, Guerrero, 

Michoacán, Tabasco y Colima cuentan con este tipo de acreditación; y No 

acreditado (Movilización para exportación solo para sacrificio inmediato), implica 

una prevalencia mayor al 0.5% (Russell y cols., 2009). (Fig. 4). 

Fig. 4, Criterios de clasificación por regiones dada por la USOA En color amarillo se encuentra 

la región "Acreditado modificado avanzado", en color verde "Acreditado modificado", en color 

azul "Acreditado preparatorio" y en color rojo las regiones "No acreditadas". 

Imagen tomada de SENASICA: http:/twww.senasis;a.gob.mx/?id=1396. ultimo acceso:23/01/12 
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En México, la participación del /\A. bovis en la TB humana en algunas regiones se 

ha estimado en 7°/o aproximadamente, en !as zonas fronterizas con los Estados 

Unidos la proporción puede llegar hasta el 40o/o. A manera de prevención de esta 

enfermedad se lleva a cabo ta aplicación de !a vacuna BCG, la cual es una cepa 

atenuada de M. bovis que se aplica tanto en humanos como en bovinos (Tundup y 

cols., 2008). 

2.3 Familias PE (prolina-ácido glutámico) y PPE (prolina-prolina-ácido 

glutámico) 

La familia PE se caracteriza por la presencia de prolina (P) y ácido glutámico (E) 

en las posiciones 8 y 9 con un dominio conservado N-terminal de 

aproximadamente 11 O aminoácidos. Por su parte, la familia PPE se deriva del 

motivo prolina-prolina-acido g!utámico en las posiciones 7-9, y contiene un dominio 

conservado N-terminal de 180 aminoácidos. El dominio e-terminal de ambas 

familias se encuentra altamente conservado y tiene una variación de tamaño, 

secuencia y número de copias, !o que permite dividirlas en subfamilias (Gey 

vanPittíus y cols., 2006). 

La familia PE consta de la subfamilia: PE de 34 miembros, la cual consiste en 

proteinas con el dominio e-terminal de baja homología y de la subfamilia 

PE_PGRS (GC-rich-repetitive sequence) de 65 miembros, esta subfamilia se 

caracteriza por contener proteínas de múltiples repeticiones en tándem de (Gly-

Gly-Ala) o (Gly-Gly-Asn) en el dominio e-terminal (Chaitra y cols., 2005). En 

cuanto a !a familia PPE, ésta puede dividirse en cuatro subfamilias: SVP de 24 
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miembros, las proteínas de esta subfamilia se caracterizan por !os motivos Gly-X

X-Ser-Val-Pro-X-X-Trp entre las posiciones 300 y 350 en Ja secuencia de amino 

ácidos, la subfamilia MPTR (Majar polymorphic tandem repeat, por sus siglas en 

ingles) de 23 miembros, que contiene múltiples repeticiones del motivo Asn-X-Gly

Asn-X-Gly en el C- tenminal que codifica para la secuencia repetida GCCGGTG 

separada por cinco espaciadores, La subfamilia PPW de 1 O miembros, contiene 

una región conservada de 44 amino ácidos en C- terminal y !a subfamilia PPE de 

12 miembros, consiste en proteínas con bajo porcentaje de homología en C

terminal (Gey vanPittius y cols,, 2006). 

Las familias PE y PPE son exclusivas de las micobacterias y son particularmente 

abundantes en las cepas patógenas. No se conoce totalmente la función de las 

proteínas codificadas por estas familias (Sampson, 2010), sin embargo se piensa 

que están relacionadas con !a patogénesis de !a bacteria y la variación antigénica 

(Gey vanPittius y cols,, 2006). 

Se ha descrito que M. bovis comparte una similitud genómica del 99.95º/o con M. 

tuberculosis, sin embargo el tamaño de su genoma se ha reducido debido a 

diversas deleciones (Acosta y co!s., 2009), se presenta un mayor grado de 

variación entre estas dos cepas en los genes que codifican la pared celular y 

algunas proteínas secretadas, además existe una amplia vaíiación en los genes 

que codifican para !as proteínas de las familias PE_PGRS y PPE. La evidencia 

sugiere que algunas de estas proteínas son expuestas en la superficie y 
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desempeñan un papel en la adhesión y modulación inmune (Garnier y cols., 

2003). Un estudio previo realizado por Rehren y cols. (2007) reporta que dieciocho 

genes (11°/o) de !as familias PE/PPE mostraron tener una alta expresión en M. 

tuberculosis mientras que en M. bov;s tres genes (3.2º/o) pertenecientes a estas 

familias mostraron una mayor expresión (Rehren y cols., 2007). Algunos de los 

genes que han tenido mayores niveles de expresión en M. bovis en comparación 

con M. tuberculosis son PE-55, PE-35 y PPE-68 todas ellas proteinas secretadas 

en !a superficie o involucradas en !a virulencia de la bacteria (Golby y cols., 2007). 

Dichas familias son importantes desde el punto de vista inmunológico, se ha 

demostrado que las proteínas de estas familias son antígenos reconocidos por los 

linfocitos B y T así como también promueven la producción de INF (Chaitra y 

cols., 2005; Hanif y cols., 2010), además de que influyen en la virulencia de la 

micobacteria al evadir !a respuesta inmune del hospedero. 

2.4 Vacunas de DNA 

Las vacunas de DNA están constituidas por un vector de expresión en el cual se 

inserta el gen de interés bajo el control de un promotor eucariote, éste permite la 

transcrípción y traducción de dicho gen en !a célula, dando lugar a la proteína que 

actuará como antigeno. De manera funcional, el vector plasmídico empleado para 

vacunas de DNA está compuesto por un origen de replicación procariote, que 

permite la amplificación y propagación de! plásmido en bacterias; un gen de 

resistencia a antibióticos (generalmente kanamicina o ampicillina), como marcador 

de selección de las células bacterianas que portan e! plásmido; un promotor 
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eucariótico fuerte, que garantice altos niveles de transcripción del gen de interés 

en la célula eucariota (generalmente promotores virales como el promotor 

inmediatamente temprano del citomegalovirus humano); un sitio múltiple de 

clonación, inmediatamente después del promotor para insertar la secuencia de 

interés; una secuencia de terminación de la transcripción y una secuencia 

estabilizadora de! RNA mensajero transcrito, dada por una cola de poliadenina 

derivada del virus simio 40 (SV40) o del gen que codifica para la hormona de 

crecimiento bovina (Díaz y Barrera, 2006) y las secuencias CpG, 

inmunoestimulatorias que funcionan como un adyuvante interno en !a misma 

vacuna (Reyes y Pinto, 2002)( Fig. 5). 
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Fig 5. Representación grafica y sitio de cionación muftiple del plasmido pVAX1 utilizado en este estudio. 

Obtenido de: www.invitrooen.com 
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Las vacunas de DNA contemplan varios métodos de inmunización, que incluyen 

la inyección directa (intramuscular, intradérmica o intravenosa), la electroporación, 

balística mediante una pistola de genes (GeneGun) y los vectores virales. 

Utilizando el método de la inyección dírecta de plásmidos de DNA se dispone de la 

introducción del DNA plasmídico de forma fácil y accesible, sin requerir de equipo 

especializado o complejo, como la electroporación y la balística. En la inoculación 

intramuscular se puede utilizar solución sallna fisiológica (Madrigal, 2006) o alguna 

clase de adyuvante como el hidróxido de aluminio (Beltrán y co!s., 2010); una vez 

inoculados en el organismo, los motivos CpG (motivos encontrados comúnmente 

en bacterias y protozoos) (Reyes y Pinto, 2002) que se encuentran en el vector, 

son reconocidos por los receptores tipo Toll 9 (TRL9 por sus siglas en inglés) de 

las células dendríticas (OC), y de esta manera los organismos son fagocitados por 

las OC en donde se transcribe el DNA y se expresa el antígeno, desencadenando 

así la respuesta inmune, tanto innata como adquirida. Un estudio realizado por 

Beltrán y cols. (2010), muestra evidencia, por Western blotting en geles 2D, de la 

expresión de 12 proteínas correspondientes a antigenos de M. bovis, en sueros 

extraídos de ratones inmunizados con vacunas de DNA recombinantes, que 

contenían hidróxido de aluminio como adyuvante. 

Desde hace algunos años !as vacunas de DNA se han probado en los bovinos, en 

los cuales se ha utilizado una combinación de genes que codifican para los 

antígenos 858, MPT64 y MPT83, los cuales muestran una mejora inmunológica al 

producir una respuesta de interferón gama (!NFy) mayor a !a inducida por la 

17 



inoculación de BCG, además de reducir la aparición de lesiones en los pulmones y 

en los ganglios linfáticos (Cai y cols., 2005). 
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Mycobacterium bovis es el agente causa! de tuberculosis en una amplia gama de 

especies animales y e! ser humano. Este patógeno en el año 2003 ocasionó una 

pérdida a la agricultura mundial de 3 mil millones de dó!ares (Garnier y cols., 

2003). La persistencia e incremento en la incidencia de TB es un problema de 

salud animal en el mundo; debido a que el ganado bovino afectado disminuye su 

producción de leche en un 17°/o, reduce su ganancia de peso y Ja tasa de 

conversión alimenticia hasta en un 150/o y la fertilidad en un 6°/o, lo que merma el 

óptimo desarrollo y rentabilidad de la explotación ganadera (García y cols., 2005). 

En nuestro país, los animales positivos a la prueba de la tuberculina deben ser 

sacrificados y decomisados (NOM 031, 1995) lo que provoca importantes pérdidas 

económicas. Según informes del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, 

Agrícolas y Pecuarias (INIFAP), en México se han tenido pérdidas que alcanzan 

los 40 millones de dólares anuales sólo por el sacrificio del ganado enfermo. Esta 

medida, puede causar que muchos ganaderos no apliquen las pruebas de 

diagnóstico a los animales de su propiedad, por lo cual es factible hipotetizar que 

se comercialicen productos o subproductos contaminados por Mycobacterium. Si 

bien la pasteurización de la leche disminuye el riesgo de adquirir la enfermedad, 

en el país sólo el 50o/o de la leche producida se somete a este proceso y el resto 

se consume o transforma en derivados lácteos no pasteurizados, lo que implica un 

alto riesgo para la salud pública (Perez y cols., 2008; Senasica, 2011 ). 
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La vacunación con BCG en el ganado bovino ha reportado una eficacia protectora 

variable en el campo, dicha variabilidad puede tener diversas explicaciones tales 

como el uso de diferentes cepas de BCG, la sensibilización previa de los animales 

con micobacterias ambientales, la exposición de animales a M. bovis en leche 

antes de la vacunación, la infección con helmintos, parásitos o la administración 

de altas dosis de BCG, lo cual induce una inapropiada respuesta inmune (Buddle, 

2010). Por otro lado, la aplicación de esta vacuna podría interferir con las pruebas 

de la tuberculina (Estrada y cols., 2004) dando falsos-positivos, por tratarse de un 

examen no específico, lo que provoca el decomiso de animales sanos {Acosta, 

2009; De Ward, 2005). 
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4 JUSTIFICACIÓN 

La persistencia e incremento en la incidencia de TB es un problema de salud 

animal en el mundo entero, debido a la baja eficacia de la vacunación con BCG. 

Por ello, es necesaria la generación de nuevas vacunas más eficaces para 

contrarrestar este mal, como lo son las vacunas de DNA recombinante, ya que 

además de promover una buena respuesta inmune, la estabilidad de los vectores 

p!asmídicos a diferentes temperaturas, permite disminuir costos en e! proceso de 

elaboración, transporte y administración debido a que no se requiere una cadena 

fría para mantener la estabilidad de la vacuna. 

Las familias PE/PPE son importantes desde el punto de vista inmunológico al 

estar involucradas en !a virulencia de !as micobacterias, motivo por el cual son 

consideradas para el desarrollo de nuevas vacunas de DNA recombinante que 

ofrezcan protección contra TB. 
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5. OBJETIVO GENERAL 

Clonar los genes PE-11, PE-34 y PE-PGRS11 de Mycobacterium bovis como 

parte de una vacuna poli-antigénica de DNA recombinante. 

5.1 Objetivos particulares 

1.- Amplificar los genes que codifican para las proteínas PE-11, PE- 34 y PE

PGRS11 mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

2.- Generar !os plásmidos recombinantes que contengan los genes que codifican 

para las proteínas PE-11, PE-34 y PE- PGRS-11. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Amplificación de los genes PE-11, PE-34 y PE-PGRS-11 

Se utilizó la técnica de PCR para amplificar los genes PE-1 1, PE-34 y PE-PGRS-

11 a partir del DNA genómico de M. bovis ANS, amablemente donado por el Dr. 

Angel Hilario Álvarez Herrera, investigador del Centro de Investigación y 

Asistencia en Tecnología y Diseño de Estado de Jalisco (CIATEJ). La tabla 

muestra los oligonucleótidos diseñados para este trabajo los cuales fueron 

obtenidos con el programa Amplify 3x para Mac, para su elaboración se consideró 

la longitud y la tm (temperatura media) asi como los sitios de corte de la enzimas 

Hindi// y Xbal para lograr su clonación de manera direccional. 

Tabla 1. Secuencia de los oligonucleótidos utilizados. 

Nombre Tamaño ~ Secuencia Sitio de corte 
PE11 367pb 5'-GG GCTTATGCAGGCATGTCTTTTG-3' 
(foward) 5'-TGAGC~CTAGAGGAAAAATTGTGAAA TCC-3' PE11 367pb 
(reverse) 

5'-GCh_GCTTGGGAGGGAGACATGCAG-3' PE34 395pb 
(foward) 

5'-CGl CTAGACTATCAGCTAA TTCGGCGCGC-3' PE34 395pb 
(reverse) 

5' ACk GCTTGGGGAAACGATGTCATTTG 3' PE-PGRS 11 1827pb 
(foward) 

5' GG~TAGACTCGCAGCGGCCTC 3' PE-PGRS 1827pb 
11 (reverse) 

Nota: La flecha roja indica el sitio de corte de Hindlfl mientras que la flecha azul indica el 

sitio de corte de Xbol 

Hindi// 

Xbal 

Hindlll 

Xbal 

Hindlll 

Xbal 
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Tabla 2. Cantidad y concentración de los reactivos utilizados en la PCR. 

Reactivo Cantidad (µl) Concentración 

DNA 2 

Oligos 1 0.25 

Buffer 5 1x 

Enzima 1 1U 

DNTP's 1 200µM 

Nota: estas cantidades sea ajustaron con agua milli-Q para una reacción de 

soµI. 

Para la amplificación de PE11 y PE34 se utilizó la enzima Pfu-DNA Polymerase, a 

su vez para la amplificación de PE-PGRS-11 se utilizó la enzima Phusion Hot start 

(Finnyzimes), ambas reacciones con los reactivos que se muestran en la tabla 2, 

la amplificación se realizó en un termociclador (2720 Thermal Cycler de Applied 

Biosystems), bajo las siguientes condiciones: PE-11 desnaturalización inicial 94ºC 

5 min seguido de la desnaturalización a 94 ºC 40 s, alineación 60ºC 40 s, 

elongación 72ºC 40 s por 8 ciclos seguido de, elongación 94ºC 40 s, alineación 

65ºC 40 s, elongación 72ºC 40 s por 22 ciclos. La reacción de PE-34 y PE-PGRS 

11 constó de tres fases; desnaturalización 98ºC 1 min, alineación 58ºC 1 min, 

elongación 72ºC 2 min por 7 ciclos. Desnaturalización 98ºC 1 min, alineación 64ºC 
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1 min, elongación 72ºC 2 min por 8 ciclos. Desnaturalización 98ºC 1 min, 

alineación 66ºC 1 min, elongación 72ºC 2 min por 15 ciclos. 

6.2 Electroforesis y purificación de las amplificaciones. 

Los productos amplificados de PE-11, PE-34 se separaron por electroforesis en un 

gel de agarosa a! 1 o/o el cual se tiño con 2 ,Ltl Sybr safe para preparar 30 mi de 

agarosa, se utilizó el marcador 2 lag DNA ladder (New England biolabs), y se 

observó en un analizador de imégenes (Biorad), se determino e! tamaño de los 

fragmentos amplificados, 367 pb para PE11 y 395 pb para PE-34. El amplificado 

de PE-PGRS-11 se cargó en su totalidad en un ge! de agarosa bajo las mismas 

condiciones anteriores, tras la separación, se cortó la banda que contenía el 

fragmento esperado de 1827pb. Posteriormente, se purificó dicha banda 

utilizando Q/Aquick gel extraction kit (Qiagen), por otra parte los productos 

obtenidos de la amplificación de PE11 y PE34 así como el plásmido pVAX1 se 

purificaron con Q!Aquick PCR purificatíon kit (QIAGEN), las purificaciones se 

realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante. 

6.3 Digestión y ligación. 

Una vez purificados los 3 productos de PCR y el plásmido, se realizó una digestión 

con las endonucleasas de restricción Xbal y Hindlll (New England Biolabs) durante 

2h a 37°C (ver tabla 3), las enzimas se inactivaron en baño de agua a 65ºC por 20 

min, el p!asmido se sometió a una desfosforllación con !a enzima Rapid a!kaline 

phosphatase (Roche) durante 30 min a 37°C seguido de la inactivación en baño 
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de agua a 75ºC por 2 min. Enseguida, la concentración de los amplificados y la del 

plásmido se cuantifico en un espectrofotómetro ND-1000 (Nanodrop) y se procedio 

a realizar las ligaciones PE-11 /pV AX, PE-34/pV AX y PE-PGRS-11 /pV AX utilizando 

la enzima T 4 DNA ligase, dichas ligaciones se almacenaron a temperatura 

ambiente durante toda la noche. 

Tabla 3. Cantidad y concentración de los reactivos utilizados para la digestión 

Reactivo Cantidad µI Concentración 

ONA 10 

Buffer 2 1x 

Hindlll 1 1 u 

Xbal 1 1 u 

Agua milli-Q 6 

6.4 Transformación. 

Las bacterias electrocompetentes de Escherichia coli One shot Top 1 O 

electrocomp ce/Is (lnvitrogen) se transformaron con las ligaciones mediante 

choque eléctrico a una resistencia de 200 ohms, capacitancia 25 µF y voltaje 2.5 

KV. Las bacterias se recuperaron en un tubo con 1 mL de caldo Luria- Bertani (LB) 

en una incubadora con agitación a 37ºC/ 250 rpm durante 1 h. Se transfirió cada 
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caldo a microtubos de 1.5 ml y se centrifugaron a 12000 rpm/1 min, se eliminaron 

800 µI de caldo, las pastillas formadas se suspendieron en el caldo restante y se 

distribuyó la suspensión celular en placas de agar LB más kanamicina 50 µg/ml 

se utilizaron perlas de vidrio, posteriormente se incubaron a 37ºC durante 16-18 h. 

6.5 Recuperación de transformantes. 

Cada una de las colonias obtenidas se transfirió a tubos con 5 ml de caldo LB 

más kanamicina 50 µg/ml y se incubaron en agitación 37ºC/ 250 rpm durante 16-

18 h, se tomó una alícuota de cada uno de los caldos por separado y se purificó el 

plásmido transformado con el kit comercial Q/Aprep Spin miniprep kit (QIAGEN). 

Al plásmido purificado se le realizó una nueva digestión con las enzimas de 

restricción Xbal y Hindlll a 37°C/2 h y los productos se separaron por 

electroforesis en un gel de agarosa al 1% teñido con Sybr safe (lnvitrogen). El gel 

se observó en un analizador de im8genes y se identifico el plásmido y los 

fragmentos de DNA liberados según su tamaño comparado con e! marcador 2 log 

/adde~ pVAX 3kb, PE-11 367pb y PE-34 395pb. Las colonias que contenían los 

pl8smidos cuyos fragmentos coincidieron con el tamaño correspondiente al 

fragmento clonado se purificaron con el kit Q/Aprep Sp1n m1n1prep (QIAGEN) para 

ser almacenados en glicerol al 25°/o a -70ºC. Posteriormente se enviaron a 

secuenciar los plásmidos recombinantes obtenidos de PE-11 y PE-34 y una 

muestra de sus respectivos o!igonucleótidos para confiímar la identidad de estos 

fragmentos al Laboratorio de Genómica para la Biodiversidad, del CJNVESTAV 

lrapuato. 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Por PCR se amplificaron los genes PE-11 y PE-34 marcador y se comprobó que 

su tamaño correspondía al de los productos esperados 367pb y 395 pb, 

respectivamente (fig.6), por lo que se procedió a su purificación y digestión. 

300 pb ........ 
-+357 pb 300 pb +---

,, .. ".'' 
t·--f --- __.,.395 pb 

Fig. 6. Amplificación de PE-11 y PE-34. En la imagen de la derecha se puede observar en 

el primer carril el marcador 2 Log DNA ladder seguido de la amplificación de PE-11 con un 

tamaño de 367 pb. En la imagen de la izquierda se observa el primer carril con el marcador 

2 Log DNA ladder seguido de la amplificación de PE-34 con un tamaño de 395 pb. 

El producto amplificado de PE-PGRS-11 al ser analizado mostró múltiples bandas 

como se muestra en Ja fig. 7, por Jo que se decidió aislar Ja banda del producto de 

PCR del tamaño esperado (1827 pb) para su posterior purificación y digestión. 
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2kb +---- *1827 pb 

Fig. 7. Amplificación de PE~PGRS-11. En esta imagen se observa en el primer 

carril el marcador 2 Log ladder seguido de los productos de PCR donde se 

destaca la banda de interés PE-PGRS-11 con un tamaño de 1827 pb. 

La concentración de los productos amplificados purificados y digeridos fue de: 

17.3 ng/µI para PE-11, 28 ng/µI para PE-34 y 9.4 ng/µI para PE-PGRS-11. La 

concentración del plásmido digerido fue de 46.1 ng/µI, con esta información y al 

conocer la relación de pVAX1 sobre los productos amplificados (ver tabla 4) se 

realizó la ligación de los fragmentos con el plásmido, la mezcla se dejó a 

temperatura ambiente durante toda la noche. 
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Tabla 4. Cantidad y concentraciones usadas para la ligación de los genes al vector 

Fragmentos Relación Cantidad µI Concentración 

pVAX1/ PE-11 8.1: 1 pVAX1 5.5 46.1 ng/ µI 

PE-11 3 17.3 ng/ µI 

pVAX1/ PE-34 7.5: 1 pVAX1 6.5 46.1 ng/ µI 

PE-34 2 28 ng/µI 

pVAX1/ PE- 1.6: 1 pVAX1 1.5 46.1 ng/ µI 

PGRS-11 
PE-PGRS-11 7 

En todas las reacciones se agregó 1 µI de buffer y .5 µI de enzima ligasa. 

Las transformaciones se realizaron mediante un choque eléctrico con una 

duración de 4.58 ms para PE-11, 4.62 para PE-34 ms y 4.78 ms para PE-PGRS-

11, después del choque eléctrico las bacterias se recuperaron en medio líquido sin 

antibiótico y se transfirieron en placas de agar LB con kanamicina para su 

crecimiento. Trascurrido el periodo de incubación, la placa con las transformantes 

de PE11/ pVAX1 mostraron el crecimiento de cuatro colonias y la perteneciente a 

PE34/ pVAX1 de tres colonias, la placa con las transformantes pertenecientes a 

PE-PGRS-11/pVAX1 no mostró crecimiento. 

De las colonias obtenidas de ambas placas se tomaron alicuotas de 1 ml a partir 

de los cuales se purificó el plásmido transformado para posteriormente realizar 
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una doble digestión con Xbal y Hindlll, con el fin de separar a los fragmentos 

PE11 (367 pb) y PE34 (395 pb) del plásmido pVAX1 (3 kb) tal y como se muestra 

en la Fig. 8. 

1234567 
3 kb ...-- r-! - - - - - - -------+- pVAXl 

.-
300pb -

1 2 3 4 

3 kb ,....__ - -~·- - ----300pb ...-----

----•PE-11 

-----+PVAXl 

-----+ PE-34 

Fig. 8. Digestión de las construcciones PE-11/pVAX1 y PE-34/pVAX1 con las 

endonucleasas Hindll y XbaL En el gel superior se puede observar en el carril 1 el 

marcador 2 Log DNA ladder, en los caniles 3, 4 y 5 se ve la separación del plásmido y et 

fragmento de PE11. En el gel inferior se observa nuevamente en el carril 1 el marcador 2 

Log DNA ladder y en el carril 4 la separación del plásmldo y el fragmento PE-34. 

A los tubos con los caldos que contienen las construcciones se les asignó la una 

leyenda para su identificación (PE11c2, PE11c3, PE11c4 y PE 34c6), se purifico 

en su totalidad para extraer el plásmido y se guardo en glicerol al 25%. El 

resultado de la secuenciación dió a conocer que las tres clonas obtenidas de 

PE 11 tienen una identidad del 100% con el gen respectivo de M. bovis como se 

muestra en el alineamiento ClustalW2 (http://www.genome.jp/tools/clustalw/) (Fig 

9). 
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TC :::cr::CGCCC.l..C~~.i'.. TCTTGTGTCCF. TCGTGF-. CG'fCL~]\ TGCTGTT1'Tr;c.~.1'cr::;..cGc;cG.".G 

TCCCCr::Gcc:(;_~.CGJ\ TCTTGTGYC<;A TCGTGA CGTCGi\lGC TGTTTTCCF-. '::'GCi'.CGGf:C~loG 

TC'~·c CCGCCC.": CGATCTTGTGTl.C . .; T<~GT<.;.~ C"GT;.:.\_-:;.¡,,TGCTGTTT'l'!'.: CA T Gr:J:. CGGCG.".G 

ro·.::ccr::Gc<.cACL~ATCT1"GTGTCCf..TCGTZ.;.;cGTCL~.i'..Tf~CTGTTT'"i'C:CF-.TGC!-.CGGCG.".G 

** *****•·•w•-> *' ** *' •< ** *k* *' ** k > *'* **'** ~ ******** k• 1-w k ** w•j ** * 

CTGTAC.;AGGCG.",TCGCGCGCC.-".GGcr;c~·r·GT,_~F.TCCilCG.>..1-:;Tc.:\'l'TTGTCCf.A"-.C."-.CTT 

CTGTACf,_r,,.cGCG.'\TCGC(;CGCC1'-.(:Gci::c.'-.TGT•.~.;TCC."'.CG.~.:;TcA'l'TTC::TCt;}-_;.,,_:._cf..CTT 

CT~~TAC!:.-:...GGCG.1\TCGCi_:;CGCC.·\GGCCC.".TGT~~.":TCCl1CG!'-.;;TC."-.TTTGTCCi'.AACACTT 

CTST."-.CAA<~GCG."'.TCGC(;CGCC.11.GGCt;r:ATGT·;ATC<::i\CG.:v;rcATTTGTr:Cf\l,}l/~ACTT 

c.;-:;;..cc.;,.GC.'\.".GACT'l'C(~T."L,.TTGGCTCr.ccG.t:.J •. T'.i'.'i.GCCAJ.J::CG<:.'.GCL~GGC:.'-..C:cT·~Ci'.CC 

C.",GACC."'.GCA"J"i.":CTTC(~TP-.TTGGCTr;;'.CCC_~,_~.TTAGCCA..'-.CCGr;c;cGG(~C.'OCCT-::.:C1'.CC 

CAGACC.:>,,GcAAGACTTC(~Tl\TTGL~·"":TCr.C\.G."-.. ':T'I'AGCC::AJ..CCG<":GCGGGC'"'C:CTCCfl.('.C 

7."-.GAC.'OGC:GGTTC;i'.GCGi'.C:.~"-.TGL:.;TTTC.!\!;p.,;._TI'TTTCCTCTf..G_~.·;GG·~CCGTTTA.J>..J1C 

T.:,,_:;,\cAr~o.:;G'I''l"Gi'.GCG.0..C."v"-.TGCA'i'T'i'C?.c.~.ATTTTTr::c.TcTAt;."-_Gr~GCCCGTTT."I\.'1..",C 

';',;1;;: e I;GCGG TTG.~,GCG.l'-.CAF·. TGGA TT'?CF·.c.;A TTT1'TC(TC T AGf:.G r:;GCCC GTTT AA.."-.C 

~?,.:;---------------------------------------------------------

F1g 9. Alineamiento de las secuencias clonadas de la proteína PE-11 utilizando el programa 

Clustal W2_ La presencia de asteriscos señala la identidad entre las secuencias comparadas 

para cada nucleótido. 

Por otra parte, la secuenciación de la clona de PE-34 no mostró identidad con 

respecto a la del gen de M. bovis como se puede observar en el alineamiento (Fig. 

1 O), esto pudo deberse a que Ja secuencia amplificada no era la esperada ya que 

no se realizó un proceso previo para conocer la identidad de Jos fragmentos 

obtenidos por PCR, lo que nos hace suponer que la amplificación clonada se 

trataba de una secuencia de tamaño similar al gen deseado pero de identidad 
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diferente por inespecificidad de la PCR. El proceso de ligación y transformación de 

este gen se realizó repetidas ocasiones durante 3 meses sin obtener clonas que 

coincidieran con el tamaño esperado. 

FE34 
clo:-ia 

PE34 
clvna 

Pf.34 
clo:-ia 

PE34 
clona 

FEJ4 
clG:\ct 

f·E34 
ClO:Lé'. 

-------------------------------ATGC.!\GTCCATGTCP,TTCGATCO-:;G-CCG 
Tcccr;GGCE-.TCi".TCACATC:Gl'.GGATC.'\r:CGCGTCCGGCCGC;GTTTCCCGGGCCCG.i\TCC?-. ... 
TTGCCl~Ac:;.. TCGr;r. TC:G- -CAGf;TCGTCi'--~.c;. .. ;cGr;r. TTf;CA.. "-.GGGC T Af;;..l~Gr;cGL~Tr;c 
GCf,CCTGTGCCCCGTTG';TCGCGGTGTAG2'.CTTC.J..J.J..GCCCTL~GA.~·.CTTGAGGCTC?o.C-C 

GGJ'.'(;GCG- -TGG(iTCTCGC:TG;1GCTO::;CT .".TTL~CCCGCCGGL~GC- - - - - - -- -CGAGG?.G 
GAC.!A.GC?. GT TCA.'1CL~1\ T GTTG GCCTr.'.A 7CA TCGACC?-.CGAGG.; CACL~."'.GCCTC:CGGTGTG 

GT,;TCGGCG'I'GGGCGGT."-P.'-:::GGCGTTCACGACG,:;cGGCCACCGGGCTGCTGG'::GcTGF-..',T 

GT'-~TTTTCGCCTGGGGTTCC·-:::scc•:;Tc?,CG.'\GATCi'.P.CC-CCTTTCCGCi'.TTGGTTGAr.C 

-CA."-.GCGGCGC.;.GG.:\.~.G."-.G-:::-TGA':;.;;,AGGCGCGCGP..GGTGTTTACC•;CGAT'~--GCCCG 

GT':;" .;.CCTTCACF,GTC:'-. TTGTGT ."-.A TTCCTG,;.."'.A ,:;CTTf\..;G TTT .'V<.!1.C•:;CT liGCCAG,-:::TTG 

'. * •• * • ;. 

G.~.~-GTATTCGGi\CGCCGF-.CGTC.::..GGGCGGCCGCCTG<-'I'TGCTC:G"'-."-.GC.;.o..<;'TCCGCc;;.cc 

GG':'C TCC C'l' A T i-.GTGi'.GTcr;1 ·" TT At\ TTTCGA T ¡. .AGCC.!..G T A.".GC.~GTl~GGTTCTC'f P.GT 
* * •• 

CGGCC."'.GACCCTCGCGCGGG!'.ATi,G----------------------------------

TAGCCi"-l~AGAGCTCTGCTT P.. TA T AGACCTCCCP.CCGTACA CGC CT P.CCGCCC?-:r TTGC GT 

F1g 10. Alineamiento de la secuencia clonada de la proteína PE-34 utilizando el programa 

Clustal W2. 

Con respecto al gen PE-PGRS-11, para mejorar su amplificación, se realizó 

nuevamente la reacción de PCR, debido a que es una secuencia con múltiples 

repeticiones de GC, se agregaron 5 pi de DMSO ya que este compuesto facilita la 

separación de las cadenas de DNA ricas en GC al evitar la formación de los 

enlaces de hidrógeno. Además se aumentaron 1 y 2° C a la temperatura de 

alineamiento de la reacción de PCR. Sin embargo, dichas modificaciones no 
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permitieron obtener un sólo producto, por lo que se tuvo que recurrir a la 

purificación del fragmento de DNA a partir del gel de agarosa, lo que resultó en 

poca cantidad de ONA (9.4 ng/pl) y este se encontraba degradado. Con el objetivo 

de obtener mayor cantidad del producto deseado, se sustituyó la purificación en 

gel de agarosa por una electro-elución en el equipo 422 de Biorad, para esto se 

depositó la muestra en un gel de poliacrilamida al 6o/o y se corrió a 100 V durante 1 

h en una cámara de electroforesis vertical. La concentración del DNA electro

eluido fue de 22.5 nghtl. El DNA se uti!izó para realizar la ligación correspondiente 

al pVAX1, y con éste se realizaron varias transformaciones sin lograr obtener 

colonias recombinantes con el gen que codifica para la proteína de interés. 

La amplificación e inserción del gen PE-11 en el p!ásmido pVAX1 ha sido de gran 

importancia ya que ha permitido generar un p!ásmido recombinante para una 

vacuna que puede uti!izarse en bovinos de manera experimental para evaluar su 

eficacia en prevenir la TB, ya que las vacunas recombinantes promueven la 

expresión de proteínas que actúan como antígenos para la producción de 

anticuerpos y/o citocinas respectivos tras la activación de una respuesta inmune al 

imitar la expresíón genética intracelular provocada por el patógeno en condiciones 

naturales, no producen reacciones adversas y permiten disminuir costos en el 

proceso de elaboración, transporte y administración debido a que no se requiere 

de una cadena de refrigeración para mantener la estabilidad de Ja vacuna, esta 

estabilidad térmica es una característica importante a considerar ya que además 

del bajo costo de distribución, en los paises en vías de desarrollo con 
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8 CONCLUSIÓN 

Se logró la amplificación de fragmentos que correspondían al tamaño esperado de 

los genes PE-34 y PE-PGRS-11, sin embargo no se obtuvieron plásmidos 

recombinantes de estos. 

Se logró la amplificación del gen codificante para la proteina PE-11 mediante la 

técnica de PCR, lo cual nos permitió realizar el proceso de clonación de éste, 

logrando obtener el plasmido recombinante correspondiente a PE-11, que fue 

confirmado mediante su secuenciación. 
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8 CONCLUSIÓN 

Se logró la amplificación de fragmentos que correspondían al tamaño esperado de 

los genes PE-34 y PE-PGRS-11, sin embargo no se obtuvieron plasmidos 

recomblnantes de estos. 

Se logró la amplificación del gen codificante para la proteína PE-11 mediante la 

técnica de PCR, lo cual nos permitió realizar el proceso de clonación de éste, 

logrando obtener el plásmido recombinante correspondiente a PE-11, que fue 

confirmado mediante su secuenciación. 
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