sio Internacional de

VIl Simpo

Produccidn de Alcoholes y Levaduras

SECUENCIACION GENETICA DE LA SUBCEPA Mycobacterium bovis BCG MEXICO 1931
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La BCG es la unica vacuna utilizada actualmente para
prevenir la tuberculosis, fue desarrollollada en el Instituto
Pasteur por Albert Calmette y Camille Guérin entre
1908-1921 a partir de una cepa de M. bovis atenuada
por 230 subcultivos en medio de papa glicerinada
adicionada con bilis de buey. (6)

En 1924 la cepa BCG se envid a otros paises, y el
resultado de una diversificacion feno y genotipica de la
cepa. La cual tiene variaciones tanto en su morfologia
como en la proteccion que confieren contra la
tuberculosis en diferentes modelos animales y en
humanos. La presencia de estos cambios y ademas el
diferenciarlas de otras micobacterias que producen
tuberculosis ha llevado a buscar métodos que permitan
caracterizarlas e identificarlas. (3)

Los métodos moleculares han sido de gran utilidad para
la identificacién y diferenciacion de las cepas BCG. Los
trabajos que mas han contribuido en esta area son los
realizados por los grupos de Mahairas G, Brosch R y
Behr M, los cuales describieron regiones ausentes (RD) y
duplicadas (DU) en las diferentes cepas BCG en
comparacién con  Mycobacterium  tuberculosis 'y
Mycobacterium bovis, con la identificacion de éstas
regiones se logré la construccion del arbol genealdgico
de las cepas BCG. (2, 5, 7). Sin embargo, la cepa BCG
México no fue incluida ya que desde los afios 70s la
vacuna dejo de producirse en el pais.

De los trabajos realizados también se encuentra la
secuenciacion de la BCG Pasteur 1173P2, la cual generé
informaciéon detallada acerca de las subcepas BCG,
como regiones duplicadas en su genoma y la plasticidad
del genoma con respecto a otras subcepas BCG
(variacion en regiones DU1 y DU2). (4)

La secuenciacion de la cepa BCG Pasteur arrojé6 que
ésta posee un cromosoma circular de 4, 374, 522 pb,
codificando para 3954 genes. Ademas se encontré que
es 30kb mas grande que M. bovis. La secuenciacién de
la cepa se realizé a partir de librerias tipo shotgun con
una cobertura de 4 veces el genoma, la secuenciacion la
realizaron utilizando secuenciadores ABI 3700, las
secuencias fueron ensambladas usando los programas
PHRAP y GAP4. Finalmente la anotacién y base de
datos se hizo con Artemis y BCGList. (4)

La vacuna BCG México se dejo de producir en el pais
desde 1970, a partir de ese afo fue sustituida por la
vacuna BCG Danesa 1331. En 1998 se decidi6 no
continuar mas con su produccién. La caracterizacién de
la cepas BCG México permitira situarla en la genealogia
de las cepas BCG existentes y que la Organizacion
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Mundial de la Salud recomiende a México su uso y
produccion.

Objetivo: Secuenciar el genoma de la BCG México.

Materiales y Métodos: las cepas BCG Pasteur, Phipps,
Tice, Danesa y los seed lots de México 1931, 1988 y
1997 Se utilizaron. El perfil génetico de BCG México fue
obtenido por PCR y PFGE. ElI PCR se utilizé para
identificar regiones duplicadas (DU) y ausentes (RD) en
BCG: RD1, 2, 14, 16, 18, 1S6110, RD Dinamarca/Glaxo,
DU1 y DU2 tipos |-IV. La secuenciacion de la subcepa
BCG México se realizd por pirosecuenciacion (GSFLX
454 de Roche).

Resultados: Los perfiles electroforéticos de BCG México
1988 y 1997 fueron idénticos al de BCG Danesa (RD1, 2,
Dinamarca/Glaxo, DU2 tipo Ill); la BCG México 1931
presenta el mismo perfil que BCG Phipps y Tice (RD1, 2,
y 18; DU2 tipo IV). Por PFGE se detectaron 18/12
bandas en BCG Danesa y México 1965, 17/12 en
Pasteur, 15/10 en Phipps, y 14/10 en Tice con Asnl y
Dral, respectivamente, sumando ~2,500 kb. El perfil con
Asnl muestra una banda de 220kb unicamente en BCG
México, Tice, y Phipps. De la secuenciacion de BCG
México se obtuvieron 1521 contigs, 166 utilizados para el
armado del genoma, representado el 97% (4 245 876
bases) en comparacién con BCG Pasteur (4 374 522
bases).

Conclusiones: BCG México 1931 presenta un perfil
genético similar a BCG Phipps y Tice, el perfil obtenido la
sitia en el grupo IV de la genealogia refinada de
subcepas BCG. La secuenciacion permitio cubrir casi
todo el genoma e identificar diferencias con BCG
Pasteur.
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