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1. INTRODUCCTON

La tuberculosis es una enfermedad infecto contagiosa producida por el
complejo de Mycobacterium. tubercufosis ** *°. El pulmén es el principal érgano
afectado por esta micobacteria. La enfermedad se caracteriza por la
formacién de cavernas tuberculosas y produce dafio irreversible a las vias
respiratorias. Generaimente, la fuberculosis es fransmitida de persona a
persona por via respiratoria %6 y son las personas con mayor probabilidad de

confraer la enfermedad aquellas mal nutridas, alcohdlicas e inmunodeprimidas
3,22

La tuberculosis es considerada en la actualidad como una enfermedad
emergente en todo el mundo ©'. Dentro de las principales razones del aumento
en su incidencia estdn: el abandono del tratamiento, la aparicién de cepas
multidrogorresistentes (MDR) y el advenimiento del SIDA 7.

Datos recientes de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), indican
que en el mundo una persona se infecta cada segundo y que un tercio de ia
poblacién mundial esta infectada, también se sabe que el 10% de las personas
infectadas desarrollan la enfermedad ®°, La OMS estima que en la préxima
década, 300 millones de personas estardn infectadas, 90 millones
desarrollardn la enfermedad y 30 milfones morirdn a causa de la tuberculosis.
En México, la tuberculosis ocupa el lugar nimero 15 como causa de mortalidad
7,25

En la mayoria de los casos, el diagndstico de tuberculosis se realiza por
métodos que permiten la deteccidén de bacilos dcido alcohol resistente (BAAR),

como la técnica de Ziehl Neelsen. También se usa el cultivo del espécimen en



2, y mediante los auxiliares en el

medios como el de Lowenstein Jensen
diagnéstico de ia tuberculosis tales como: historia clinica, radiografia del térax
y prueba de la tuberculina *®. Sin embargo, el prolongado periodo de generacisn
de M. tuberculosis hace que el diagndstico sea lento, ya que depende del
crecimiento del bacilo, obteniendo los resultados hasta 3 a 8 semanas después
del diagnéstico clinico ®°.

Actualmente, se utilizan otros recursos diagnésticos como el método
radiométrico BACTEC, para deferminar el crecimiento de las micobacterias
perfenecientes al complejo tuberculosis en tiempos mds cortos que los cultivos
tradicionales. Este método permite evaluar la sensibilidad a diversos
antibidticos de primera linea. Por el método de BACTEC, los resultados de las
pruebas de susceptibilidad a las drogas son obtenidos en 4 a 6 dias, mientras
que por los métodos convencionales, son necesarias de 2-4 semanas V. Otra
alternativa de diagndstico es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la
cual caracteriza dnicamente micobacterias del complejo, reconoce género vy
especie con gran sensibilidad y especificidad, aunque presenta el inconveniente
de dar falsos positivos por problemas inherentes a la contaminacién de las
muestras clinicas, ya que en estas existe generalmente DNA (dcido
desoxirribonuckéico) de otras células o de ias células del hospedador. El
ensayo de PCR mds usado detecta una secuencia de 123 pares de bases,
localizada dentro de la secuencia de insercidn 156110, la cual se encuentra
repetida en el genoma de M. tuberculosis?. Las ventajas de este método se
resumen en que es confiable y rdpido, por lo que se puede incorporar a la rutina
de los laboratorios clinicos. Por ejemplo, en un trabajo realizade por Grosset y
Mouton®, se demostré que el ensayo de PCR proporciona un 97% de

especificidad y entre un 80 a un 60% de sensibilidad con respecte a los



cultivos. La desventaja de este método, es el hecho de que puede existir
contaminacién en el laboratorio con DNA amplificado de PCRs previos **, Otras
posibles fuentes de error en ensayos por PCR son debidas a: presencia de
inhibidores en el espécimen, terapia antituberculosa e hibridacién no
especifica %, Por otro lado, la identificacién de antigenos de M. tuberculosis 6
de anticuerpos contra estas micobacterias en fluidos bioldgicos por ELISA
(ensayo inmunoenzimdtico en placa sélida), puede ser (til en el diagnéstico
temprano de tuberculosis exfrapulmonar en muestras de liquido
cefalorraquideo o de ascifis, pero tiene limitado uso en muesiras de
expectoracién y nula eficiencia y especificidad en muestras de suero 7

Otra forma para caracterizar a las micobacterias es la genotipificacién
de distados. Entre los métodos conocidos para tipificar se encuentran: el RFLP
(Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion), que utiliza
como sonda la secuencia de insercidn 156110, el andlisis de PGRS (Polimorfismo
en la secuencia repetitiva rica en 6C), el andlisis por RAPD (DNA polimérfice
amplificado al azar) y el "Spoligotyping" (tipificacién por oligonuclestidos
espaciadores) 3% 45.75.76,

El método mds ampliamente utilizado es el RFLP, ya que ha demostrado
tener un alto poder discriminatorio para diferenciar cepas de M. tuberculosis *
27.35.40.69.75  Aunque el método es reproducible y ha llegado a establecerse
como un método estdndar para la tipificacién de cepas de M. fuberculosis en
muchos laboratorios, existen cepas de M. fuberculosis que tienen un bajo
nidmero de copias del fragmento IS6110. En estos casos, ho es posible hacer
una adecuada tipificacién. Ademds, es costoso y su proceso requiere de
habilidad técnica y recursos regularmente no disponibles en un laboratorio

clinico tradicional 1263 73.76



Como una alternativa para la genotipificacién de cepas se encuentra el
método de "Spoligotyping”. Este métode permite diferenciar cepas con bajo
nimero de copias del fragmento I56110, ademds de que puede distinguir las
especies de M. bovis y de M. tuberculosis. ¥ 3 # Este método se ha
caracterizade por ser rdpido, sencillo y econdmico, ademds de que requiere
minimas cantidades de DNA. A pesar de sus bondades, el método de
“Spoligotyping” requiere ser evaluadoe en comparacién con el método de RFLP,
ya que en el “Spoligotyping” soio se analiza el polimorfismo de! locus DR,
mientras que en el RFLP se analiza ia localizacién del 156710 en todo ei genoma
de la micobacteria. Hayward y Watson®, hicieron un andlisis acerca de la
interpretacién de los resultados por "Spoligotyping”, determinando que cuando
se observan cepas con diferentes patrones de "Spoligotyping”, se puede asumir
que representan diferentes genotipos. Aunque los grupos de cepas con
patrones indistinguibles por "Spoligotyping” pueden representar grupos de
cepas de reciente transmision, también puede ocurrir que las similitudes
genéticas ocurran porque las cepas comparten un antecesor comin distante. Es
por ello que el "Spoligotyping” requiere ser analizado mds profundamente para
conocer su potencial para genotipificar.  Asi, es necesaric que el
“Spoligotyping” sea aplicade a un mayor nimero de cepas de M. tuberculosis de

distintas regiones geogréficas.



2. GENERALIDADES

2.1 Clasificacion de M. tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecto contagiosa, crénica, de
duracién muy farga que ataca of hombre **. Esta enfermedad es producida por
el complejo Mycobacterium tuberculosis que incluye las especies de M.
tuberculosis, M. bovis, M. microti y M. africanum.’.

La tuberculosis se caracteriza por la formacién de granulomas en los
tejidos infectados y por producir hipersensibilidad mediada por céiulas, por ia
acumulacién de un gran riimero de macréfagos activados en fa zona de lesién
primaria **.

En su forma sistémica activa, la tuberculesis afecta diversos érganos y
tejidos, por lo gque puede ocurrir una afeccién linfdtica, meningeaq,
genitourinaria, arterial, también puede producir osteomielitis, diseminacién
hiliar e infecciones en peritoneo y pleura. Sin embargo, la enfermedad

pulmonar es la presentacién clinica mds frecuente *.

2.2 Caracteristicas del género Mycobacterium

Ei género Mycobacterivm pertenece al orden Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae. Las especies principales de este genero son: M.
tuberculosis, M. bovis, M. microti, M. africanum, M. kansasii, M. scrofulaceum,
M, infracellulare, M. fortuitum, M. leprae y M. smegmatis **. Las micobacterias
son procariotes cuya pared celular estd compuesta esencialmente por dos tipos
de polimeros, el arabino galactano micolato y el peptidoglicano 8,

Aproximadamente, del 20 al 40% del peso seco de las micobacterias son lipidos

de fa pared celular, principalmente constituidos por dcidos miclicos, deidos



grasos ramificados hidroxilados de cadena larga, glucolipides, triglicéridos,
sulfolipidos y lipoproteinas 7-24-3%,

La composicién quimica de la pared celular de las micobacterias,
determina que sean extremadamente resistentes a la desecacién y a la accién
de los dcidos, dlcalis y oxidantes diluidos. Ademds, esta composicidn compleja
influye en que se desarrollen lentamente, que requieran nutrimentos
especiales, que no se tifian fdcilmente con las tinciones simples como la de

24, 8 Feta dltima

gram y que resistan a la decoloracién cen alcohol dcido
caracteristica permite identificar a las micobacterias por medio de ias
tinciones de Ziehl Neelsen, auramina-rodamina y Kinyoun ™ *. No obstante, la
dcido resistencia también la presentan otras especies distintas a las
micobacterias como son las especies de MNocardia, Rhodococcus,
Corynebacterium, Legionela micdadei y los protozoos Isospora y

Cryptospodidium ** ¥

, por lo que este método no es totalmente confiable.

Las micobacterias son bacilos delgados, rectos o ligeramente curvos, que
miden de 1-4 u de largo por 0.3-0.6 1 de ancho, se presentan solos o en
pequefios agregades. Son bacilos no esporulados, no capsulados e inméviles %%,
Sus colonias son de 2-5 mm de didmetro, de color amarilio mate, con bordes
irregulares y aspecto granular 24,

Para su crecimiento, las micobacterias requieren una concentracién de
€O del 5-10%, esta concentraciéh de CO; les proporciona un ambiente himedo
que les permite sintetizar sus lipidos. Son aerobias estrictas, su temperatura
dptima de crecimiento es de 35 °C, su pH éptimo de crecimiento es de 7 y un
cultivo tarda en crecer entre los 15 y 25 dies #. El tiempo de duplicacién de ios

bacilos es de 15 a 20 horas en condiciones de cuitivo y este es también el

tiempo de generacién en vivo caicuiado a partir de animales experimentales



infectados ¥, Entre los modelos animales que se han usado para el estudio de la
infeccién de tuberculosis se encuentran: el ratén, el cobayo y el conejo. Otros
animales mamiferos tfambién se han utilizado como modeios de infeccién, como
son monos, borregos, cabras, cerdos, embriones de pollo, elefantes, bidfalos,
perros y gatos, pero por razones de costo y manejo no se usan habitualmente?
60.

Los medios mds adecuados para lograr un  buen crecimiento de las
micobacterias  con  morfologia  colonial  reproducible, desarrollo de
caracteristicas y una baja reiacién de contaminacién, incluyen los medios
sélidos Middlebrook 7HI0 y 7H11, medios sélidos con base de huevo como el
Lowenstein Jensen, el Wallenstein y medios liquides como el medio BACTEC
12B y Caldo Middlebrook 12B ¥,

2.3 Aspectos clinicos de ia enfermedad

Gutierrez y Lépez*?, describen que la primoinfeccion o infeccidn
primaria, puede pasar inadvertida o confundirse con un cuadroe respiratorio y
acompafiarse de un procese meningftico de dificil tratamiento. Por otro lado, la
infeccidn secundaria produce generalmente pérdida de peso, fatiga, anorexia y
febricula vespertina. Este cuadro puede acompafiarse de cierta disnea y tos
acompafiada en ocasiones de esputo hemoptisico. Cuando la enfermedad se ha
establecido en el puimén, se produce un granuloma tuberculoso que puede
calcificar o en el peor de los casos, cuando la necrosis caseosa se extiende,
puede producir supuracién. El aparato urinaric puede presentar cuadros de
esterilidad, tumoracién palpable, sintfomas urinarios, etc. En el esqueleto, la
fuberculosis produce lesiones destructivas que tienden a fistulizarse. En el

sistema nervioso usualmente aparece como una meningifis basal y ataca a los



pares craneales y puede producir ceguera.

La transmisién de M. fuberculosis es de persona a persona por via
respiraforia a través de las secreciones respiratorias. En estas secreciones,
los bacilos tuberculosos forman los nicleos de las gotitas de liquidos
expulsados al toser, estornudar o hablar. Los aerosoles expulsados se evaporan
a poca distancia de la boca y seguidamente, los bacilos desecados persisten
viables en el aire por largo tiempo infectando a otros individuos 2.

Gutiérrez y Lépez®, afirman que la via de entrada mds frecuente de las
micobacterias es e! aparato respiratorio y que ia infeccién inicial se localiza en
el pulmén. Sin embargo, estos autores indican otras vias de entrada poco
frecuentes, como la orina o las heces fecales, a través de diguna pequefia lesidn
de la piel y por medio de objetos contaminados con el bacilo. La tubercuiosis
puede también adquirirse por via digestiva, cuando se ingiere leche de vacas
infectadas con M. bovis >* 8 aunque esta micobacteria esta mds relacionada
con infeccidn en personas inmunocompetentes.

Ei perfodo de incubacidn de este bacilo varia de 1 a 3 meses pero puede
ser mayar. Clinicamente los signos de la enfermedad aparecen en los primeros
6 a 12 meses después de la infeccién y la mayoria de los enfermos dejan de ser
contagiosos a los 15 dias de iniciar la quimioterapia apropiada, ya que
generalmente disminuye la fos y por lo tanto el niimero de microorganismos
expulsados de pacientes en los que funciona el tratamiento %,

Zinsser®, numeré a los factores de riesgo para el desarroilc de
tuberculosis luego de la infeccidn directa de persena a persona. Asi incluyé
edad, sexo, hdbito corporal y susceptibilidad genética, que son caracteristicas
infrinsecas del individuo. El mismo afirma que la infeccién tuberculosa aparece

con mayor frecuencia en las clases socicecondmicas bajas, siendo



caracteristica de la pobreza, la desnutricién, la aglomeracion humana y las
malas condiciones de higiene.

Generalmente, los grupos mds afectados son aquellos con desnutricion,
inmunodepresidn, alcoholismo, drogadiccidn, diabetes mellitus tipo T, carcinoma
de la cabeza y el cuello, VIH positivos y las personas en los extremos de la vida
(menores de 5 afios y mayores de 60 afios), otros grupos comdnmente
afectados son médicos, personal de hospitales y aquellos que estdn expuestos a
la inhalacién de polvo de silice 3 2% 3 %3 Sin embargo, debido a problemas de
tratamiento inadecuado o incompleto, ia enfermedad trae consige ia seleccién
de formas multirresistentes, aumentando la probabilidad de contagio de
individuos inmunocompetentes. En particular, la frecuencia de la enfermedad
ha aumentado en las personas que laboran en el drea de la salud (médicos,
enfermeras, personal de laboratorio y anfiteatro) .

A la fecha no se ha identificado un antigeno, una Toxina, una endotoxina
o algiin mecanismo que pueda explicar la virulencia de la micobacteria 2 8. Sin
embargo, se han observado caracteristicas que se asocian con la capacidad de
la bacteria de producir enfermedad. Por ejemplo, los lipidos de la pared celular
de la micobacteria pueden ejercer una funcion de virulencia de la cepa
infectante y también pueden infiuir en la respuesta inmunolégica. Asi, el
glucolipide denominade “factar cordén” se ha involucrado con la virulencia. Este
compuesto es téxico por si solo, i witro inhibe la migracién de leucocitos
polimorfonucleares, y aunque no contribuye directamente al proceso
infeccioso, aumenta el efecto tdxico de los sulfolipides. Sin embargo, la
correlacién entre sulfolipidos y virulencia no es absoluta, por lo que se ha
sugerido que deben confribuir otros factores, por ejemplo los polisacdridos del

bacilo también contribuyen a la inmunidad ¥,



2.4 Epidemiologia de la tuberculosis en el mundo

Debido a su amplia diseminacién, la tuberculosis representa un problema
mundial de salud piblica. Se estima que una tercera parte de la poblacién
nundial es portadora del bacilo de la tuberculosis (1, 722 millones), pero
solamente el 10% de ella desarrolla la enfermedad ** 7', La OMS estima que
hay 8 millones de casos nuevos y 3 millones de muertes atribuidas cada afio a la
tuberculosis *. En 1995 ocurrieron en el mundo mds de nueve millones de casos
nsevos de tuberculosis, y tres millones de muertes fuvieron como cousa este
padecimiento. Estas muertes corresponden al 25 % de todas las muertes
evifables en paises en vias de desarrollo, donde tienen lugar el 95 % de los
casos de tuberculosis y 98 % de las muertes en grupos de edad
econdmicamente productiva, entre ios 15 y los 50 afios ™.

La OMS ha estimade que en el periode de 1990 a 1999, hubo
gproximadamente 90 millones de casos de tuberculosis en el mundo (figura 1),
on aproximadamente 30 millones de muertes (figura 2). Aunque la epidemia
de} VIH ha tenido un modeste impacto en la tasa en afios anteriores, el efecto
de la pandemia del VIH se supone serd mayor en los siguientes afios, ya que la
tendencia va en asenso, como se puede observar en la gréfica 1 7>, Estos datos
cuncuerdan con un estimado realizado por Dolin¥, en donde se calculé que
existian en el mundo durante los afios noventa, 88 millones de nuevos cases de
tuberculosis, 30 millones de muertes predecibles y 8 millones de casos
asociados con el VIH.

Los factores asociades conla incidencia de la tuberculosis en paises
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desarrollados incluyen la epidemia del VIH, la migracién de dreas endémicas, el
deterioro de la infraestructura de salud, con ia concomitante terapia
antituberculosa incompleta, la fransmisién en ambientes de alto riesgo y un

incremento de los casos de fuberculosis drogorresistente ¥

2.5 Epidemiolegia de la tuberculosis en México

En México y de acuerdo con la reforma del Sector Salud en 1995, la
tuberculosis es un problema prioritario que debe enfrentarse con un programa
nacienal de cardcter urgente, siguiendo los lineamientos establecidos a nivel

mundial por la OMS %,

El problema de la tuberculosis (tanto en México como en el mundo) ha
recibido insuficiente atencién, ya que hace 116 afios que Robert Koch identificd
af bacilo de la tuberculosis y las herramientas para el control de la enfermedad
(como la quimioterapia, que se emplea desde hace unos 50 afios, la vacuna BCG,
la radiografia del térax, la bacteriologia y la prueba de fa tuberculina, cuyo uso
es alin mds antiguo) siguen vigentes. Al momento no se han desarrollade ofros
medicamentos o vacunas mds eficaces, ni métodos mds sensibles y especificos
para el diagndstico, que puedan ser aplicables a grandes grupos de poblacién -
%0 Asi que en mi opinién, el verdadero problema de la tuberculosis es el
establecimiento inadecuado de programas de control.

Santin® informé a este respecto, destacando que tanto la Secretaria de
Salud (SS) como la Organizacién Panamericana de la Salud/Organizacién
Mundial de la Salud (OPS/OMS) a partir de 1996, han delineado y aplicado un
tratamiento intensivo de seis meses en lugar de tres afios. Este programa es

Hamado Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado 8 TAES. De acuerdo
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con Ramirez ®°, TAES es una medida terapéutica que permite lograr la curacién
de la tuberculosis en mds del 85 % de los casos. Sin embargo, la inadecuada
organizacién de los servicios de salud ha propiciado que la supervisién de TAES
tenga una eficiencia inferior a 65 %, lo que representa un gran problema para
el control de esta enfermedad en paises endémicos

Aunado a lo anferior, el regisiro de datos clinicos y epidemioldgicos en
México presenta serios problemas, lo que impide elaborar informes adecuados
acerca de la morbilidad y mortalidad producida por tuberculosis pulmonar.

Al igual que en otros paises, esto ocurre fambién por la carencia de

marcadores especificos de especie, los cuales son necesarios en estudios
epidemioldgicos para diferenciar el origen de los cepas de M. fuberculosis,
principalmente de aquellos que permitan diferenciar entre M. fuberculosisy M.
bovis %,
De los reportes obtenidos del Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica en 1999 (tabla 1}, la distribucién de casos con tuberculesis en
todas sus formas se dio principalmente en los estados de Baja Californig,
Colima, Chiapas, Guerrero, Nayarit, Tabasco, Tamaulipas y Veracruz. La
incidencia mds alta se localizé en los estados de Guerrero, Tabasco y
Tamaulipas, con un valor mayor al 9.55 por cada 100 mil habitantes,

En la tabla 2, se puede observar la relacién entre los casos de
tuberculosis y la edad, asi como la habida entre los casos de tuberculosis y su
localizacién anatémica acumulados hasta junio de 1999. Como se observa el
grupo de edad con mds casos de tuberculosis en 1999, fue el econdmicamente
productivo, con 1, 436 personas entre los 25-44 afios y 1, 067 persenas de los
45 a 64 afios. La regién anatémica mds frecuente fue la pulmonar con el de

89.8 % del total de casos.
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En ese mismo afic de 1999 y- de acuerdo al Sistema Nacional de
Referencia Epidemioldgica, el método diagnéstico realizado en México con
mayor frecuencia fue el de baciloscopia, alcanzando el 74.58 % (grdfica 2).
Esto es congruente con los reportes que indican que en la actualidad no se han
establecido nuevos métodos de diagndstico, dtiles para grandes grupos de

poblaciones.

2.6 Multidrogorresistencia en cepas de M. fuberculosis

Un problema extremadamente serio de la tubercuiosis consiste en la
aparicion de cepas multidrogorresistentes (MDR) de M. tuberculosis. Las
personas con alto riesge para adquirir tubercuiosis mulfidrogorresistente
(MDR-TB} son las inmunocomprometidas por padecer de VIH, las que
abandonaron la toma de los medicamentos prescritos, los tuberculosos con un
régimen de fratamiento inefectivo y los previamente tratados por haber
contraido la infeccién anteriormente; también se han reportado brotes de
MDR-TB en hospitales y prisiones % %2,

La multidrogorresistencia de cepas de M. fuberculosis es principalmente
consecuencia de mutaciones naturales que las micobacterias presentan %, Por
ello varios grupos de investigadores en el mundo estén enfocados a la
identificacion y caracterizacién de marcadores responsables de la resistencia
de M. fuberculosis ©, ya que el fenotipo que las micobacterias exhiben y en ei
cual se basan los métodos de serotipificacién, genera problemas por su
incapacidad para obtener resultades reproducibles, ademds de la complejidad
de los mecanismos que generan drogorresistencia. Por lo cual existe la
necesidad de desarrollar resultados rdpidos y confiables que permitan elegir

un tratamiento antituberculose adecuado #5532,

16



Tubercuiosis en todas sus formas

Entidad Casos de Casos Incidencia*
Jjunio acumulados

Aguascalientes 5 24 2.60
Baja California 26 266 10.92
Baja California Sur 1 17 3.93
Campeche 2 21 3.03
Coahuila 4 73 3.15
Colima 8 48 9.55
Chiapas 16 282 7.04
Chihuehua 6 89 2.92
Distrito Federal g 196 2.47
Durango 4 65 4.46
Guanajuato 8 72 1.53
Guerrero 32 463 15 59
Hidalgo 8 134 6.02
Jalisco 7 180 2.71
México 24 314 2.31
Michoacdn n.e. 97 2.46
Morelos n.e. 58 3.90
Nayarit 11 91 9.88
Nuevo Ledn n.e. 62 1.67
Oaxaca ne. 59 1.67
Puebla n.e. 67 1.30
Querétare n.e. 21 1.54
Quintana Roo 1 33 4.08
San Luis Potosi 5 101 4.31
Sinaloa 2 147 5.89
Sonora 8 136 6.17
Tabasco 25 206 11.25
Tamaulipas 33 290 10.76
Tlaxcala 7 22 2.27
Veracruz 81 734 9.94
Yucatdn 3 42 2.61
Zacatecas ne. 7 0.51
Total 336 4,417 452

Tabfa No. 1 Casos de tuberculosis en México en todas sus fortas, acumulade hasta julio
de 1999,

FUENTE: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiclégica. Boletin Sistema Unico de
Informacion 1999, vol.16, no.30, semana 30, del 25 al 31 de julio.
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Casos de tuberculosis en México por grupos de edad y localizacién

Edad Casos % Pulmonar Meningea Ofros IGN
Menos de 1 7 0.16 6 0 1 0
1- 4 52 1.18 30 2 20 0
5-14 185 4.19 130 7 48 0
i5- 24 785 17.77 716 6 59 4
25- 44 1606 36.36 1436 8 156 6
45- 64 1157 26.19 1 067 6 76 8
65 y mds 595 13.47 555 2 37 1
Ignorada 30 0.68 28 0 2 0

Total 4 417 100.00 3 968 31 399 19

Tabla 2. Casos de tuberculosis por grupos de edad y localizacién acumulados hasta la semana
30 de 1999, en el mes de julio.

FUENTE: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica. Boletin Sistema Unico de Informacién
1999, vol.16, no.30, semana 30, del 25 al 31 de julio.
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Métodos de diagnéstico tradicionales para
identificacién de M. tuberculosis

0.54%-\ [3.67%

Jj ignorado

[l biopsia
[Jcultivo

g baciloscopia

otros

74.58%

L

Gréfica 2. Cases de tuberculosis determinados por distintos métodos
diagndsticos en los Estados Unidos Mexicanos en el mes de julio de 1999.

Modificado de: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica’™.
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Para evaluar la susceptibilidad a las drogas, los métodos tradicionales
mds usados son: el de las concentraciones absolutas, el de la relacién de
resistencia y el de las proporciones, Este (itimo es el mds conocido y
difundido en América Latina. Los tres utilizan el medio de Lowestein-Jenseny
los principales medicamentos evaluados son isoniazida, rifampicina, etambutol,

etionamida, kanamicina y tiacetazona .

2.7 Inmunologia de la tuberculosis

Las micobacterias inducen tanto respuesta humoral como celular, siendo
la ditima el principal mecanismo de defensa del hospedador contra las
micobacterias. Aunque los bacilos de la tuberculesis aumentan la formacién de
anticuerpos contra una amplia variedad de inmundgenos, los anticuerpos contra
proteinas y liposacdrides del bacilo de la tuberculosis son generalmente
encontrados en bajos fitulos en individuos tuberculosos, por lo que no son de un
valor pronéstico adecuado y aparentemente no tienen un papel en la respuesta
inmune contra la tuberculosis, A pesar de que el bacilo de la tubercuiosis
“florece” sin dafiar a macréfagos de animales normales, se ha observade una
destruccién mds especifica en macréfagos activados de animales infectados
con este bacilo. Aunque el aumento en la activided de macréfages no es
especifico, se ha demostrado que es inducido por linfocitos, interactuando con
el organismo infectado. En la activacién del macréfago, las células T reconocen
los antigenos microbianos de superficie asociados a receptares celulares. Esta
interaccién causa la secrecién de algunas citocinas como el interferdn gamay la
interlucina-1. Estas interacciones también pueden aumentar la activided
fagocitica, el nimero de lisosomas y la produccion de especies reactivas de

oxigeno. Las células activadas no solo destruyen a las micobacterias ingeridas,
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sino que también secretan las formas reactivas de oxigene que pueden matar
células susceptibles que se localizan en el entorna cercano. ® % 3 Esta
respuesta citotéxica especifica es particularmente el dafio pulmonar

observado.

2.8 Métodos de diagnéstico e identificacion.
2.8.1 Métodos Bacterioldgicos.

La mayoria de las muestras clinicas que se envian para andlisis
microbiolégico son esputos, pero también pueden inciuir ei exudado laringeo, el
lavado gdstrico, el liquido cefalorraquideo, la orina, el liquide pleural y el
peritoneal y las biopsias de tejidos afectados !,

La identificacion del agente causal de la fuberculosis se realiza
rutinariamente en el laboratorio clinico, examinando los especimenes de los
pacientes por dos métodos cldsicos. Uno es el examen microscdpico de
extensiones tefiidas con la técnica de Ziehl Neelsen, auramina-redamina o
cualquier ofro que demuestre la presencia de bacilos dcido-alcohol resistentes.
El otro método es el cultivo de los especimenes en medios de cultivo complejos
como el de Lowestein-Jensen o el Middiebrook 7HIO y 7HI1. El método
bacteriolégico por medio de cultivo es el mds sensible y especifico para
descubrir la presencia de micobacterias en muestras clinicas y en particular de
M. tuberculosis y de M. bovis ¥2. Asi, una muestra con un frotis positivo debe
cultivarse por las siguientes razones: 1) el cultivo puede ser sensible para
detectar unos cuanhtos bacilos, 2) el cultivo en medios especificos diferencia a
M. tuberculosis de otros confaminantes avirulentos y de otras micobacterias
patogénicas y nocardias, 3) con el cultivo puede iniciarse la prueba de la

sensibilidad a diversos antibiéticos, para la cual es necesario partir de un

21



cultivo puro ™.

La identificacion definitiva de la micobacteria se efectla mediante
pruebas bioquimicas y una adecuada caracterizacion de M. fuberculosis debe
incluir pruebas de susceptibilidad a fdrmacos antimicobacterianos, informacidn
necesaria para un adecuado frafamiento de la tuberculosis ¥, Las pruebas
bioquimicas mds utilizadas, en particular aquelles que diferencian a M.
tuberculosis de M. bovis, asi como aquellas que diferencian al complejo de M.

fuberculosis de otras micobacterias, se tratan en el siguiente apartado.

2.8.2 Identificacién de micobacterias.

De acuerdo con Balandrano ef a/ 7, el andlisis comparativo enfre M.
tuberculosisy M. bovis se puede realizar utilizando tres criterios.

Ei primero es la morfologia colonial en el medio de Lowestein-Jensen. En
este caso, M. tuberculosis forma colonias de color blanco a color crema, de
aspecto rugoso a seco, que con el tiempo toman forma de coliflor. Las
micobacterias desarroilan en la superficie del medio y el sitio en que se
implantan no cambia de color. El crecimiento es eugdnico é crecimiento
exuberante. En estas mismas condiciones, M. bovis forma colonias muy
pequefias (1.0 a 1.5 mm), transidcidas y con el tiempe toman ia forma piramidal.
Ademdas, M. bovis tiene un crecimiento disgénico o pobre, con colonias

disgregadas sobre el medio de cultivo.

El segundoe criterio se basa en la morfologia celular. Por este método se
considera que los bacilos de M. fuberculosis son de longitud mediana miden 2 a

6 x 0.3 pm. Generalmente, los baciles san de forma ligeramente curva. Durante
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el cultivo, estos bacilos forman ocasionalmente cordones serpentinos que
tienden a ser extensos. También los baciles de M. fuberculosis midende 2 a 6
x 0.3 ym, pero el acordonamiento durante el cultivo generalmente corto.

El tercer y dltimo criterio se basa en las caracteristicas fisiolégicas, que
incluyen:

- La acumulacién de niacina. Esta prueba es positiva para M. fuberculosis,
ya que carece de la enzima que convierte la niacina en niacina-ribonucledtido y
negativa para M. bovis, puesto que esta especie presenta la enzima,

- La segunda caracteristica es ia reduccién de nitratos a nitritos. Esta

es positiva para M. tuberculosis'y negativa para M. bovis.

- La tercera caracteristica es la actividad de la catalasa, la catalasa de
M. tuberculosis tiene termolabilidad positiva, mientras que en M, bovis sélo es

positiva a 22°C y negativa a 68°C.

- Una cuarta caracteristica es la sensibilidad a la hidrazida del dcido
tiofen-2-carboxilico (TCH). En este caso M. fuberculosis es resistente, por lo
cual se desarrolla bien en presencia de este dcido, mientras que la hidrazida

inhibe el crecimiento de M, bovis.

- La quinta caracteristica es la capacidad para hidrolizar el Tween 80,
Asi, M. tuberculosis y M. bovis son capaces de liberar dcido oleico del

polioxietileno derivado del mono-oleato de sorbitdn (Tween 80).

- La sexta caracteristica es la incapacidad de M. tuberculosisy M. bovis

para crecer en presencia de p-nitro-c-acetil amino hidroxi propiofenona (NAP),
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Asi, ambas especies no pueden metabolizar este compuesto y por lo tanto son
incapaces de liberar **CO; a partir de dcido palmitico marcado con *C durante
su cultivo, usando el método de BACTEC,

- Finalmente, el (Mimo criterio es la diseminacién enzimédtica de la
pirazinamida. En este caso, la prueba es positiva para M. tuberculosis y

negativa para M. bovis.

2.9 Aplicacion de técnicas moleculares a la epidemiologia de tuberculosis

E! DNA es la base de la constitucién de cada organismo y su andiisis es
usado como estrategia molecular para la genotipificaciénh de agentes
infecciosos. El desarrollo de métodos moleculares para genotipificacién de
cepas de M. tfuberculosis ha permitido un gran avance en el estudio de la
tuberculosis **,

La epidemiclogia molecular involucra técnicas de DNA recombinante para
rastrear cepas especificas de patdgenos. Asi, junto con los métodos
epidemioldgicos convencionales, permite entender mejor la distribucién de
ciertas enfermedades en una poblacién detferminada. Actualmente, los
marcadores fenotipicos han sido reemplazados con varias técnicas moleculares
para la obtencién de los "DNA fingerprintings” o huellas digitales del DNA.
Estos nuevos métodos junto con investigacién convencional han mejorado la
capacidad de entendimients de la epidemiologia de la tuberculosis °.

Muchas son las técnicas que se han desarrollado para genotipificar cepas
de organismos infecciosos. En el case de M. fuberculosis las siguientes técnicas

han sido utilizadas.
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2.9.1 Andlisis de regiones polimorficas arregladas en “tandem” (MPTRs)

Los MPTRs son secuencias heterogéneas de 10 bps (pares de bases)
invariablemente separadas por una dnica secuencia espaciadora de 5 bps. Esta
secuencia ha sido identificada tanto en el complejo M. fuberculosis como en
otras micobacterias . Debide a que la secuencia MPTR es homélega a la
secuencia palindrémica extragenética repetitiva Chi de Escherichia coli, se
especula que la secuencia MPTR podria jugar un papel en el reacomodo y la
regulacién de genes en M. tuberculosis. Debido a que existen mds de 200
copias de ese elemento en el genoma de M. fuberculosss, este método no se usa
comiinmente para la diferenciacién de cepas de M. tuberculosis ?, porque los
patrones obtenidos son muy complejos e inestables.

Asi por ejemplo, en estudios realizados con este método se enconiré que
en fodas las especies del complejo de M. fuberculosis estaba presente el
MPTR, y que distintos cepas de estas especies usualmente confenian un
polimorfismo muy limitado en los fragmentos de restriccion que contenian
MPTRs ¥ 7 Por lo tanto, el poder discriminatorio de esta técnica para cepas

de M. fuberculosis resulta poco eficiente.

2.9.2 Andlisis de la secuencia polimérfica repetitiva rica en 6C (PGRS)

La secuencia PGRS ha side usada en la caracterizacion de cepas de M.
tuberculosis, Bloom® describen a los PGRS como secuencias cortas con regiones
no idénticas de 24 pb, las cuales se encuentran repetidas y separadas por
secuencias de 1-30 pb. Iniciclmente esta regidn se identificé en el complejo M.
fuberculosis pero ahora se conoce que también se encuentra en M. kansasii, M.
gastri,y M. szulgae, L.a similitud en la estructura del PGRS y el MPTR sugieren

que estos elementos son miembros de una familia relacionada de elementos
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repetitivos de DNA. Sin embargo, los mecanismos que generan el polimorfismo
asociado a PGRS no se conocen todavia 72,

La mayoria de los estudios usando el andlisis de PGRS ha sido realizado
en cepas con un bajo ndmero de copias de 156110, como es el caso de las cepas
de M. bovisy algunas cepas de M. tuberculosis, en los que el niimero de copias
de 156110 es reducido o nula * " 7°, Por ejemplo, en un estudio realizado en
San Francisco, EE.UU. se encontrd que de seis cepas que no podian ser
diferenciadas por RFLP, ya que no tenian el elemento de insercién IS6110,
cinco tuvieron diferentes patrones por andlisis de PGRS I En otro estudio
realizado en Argentina se encontrd que el andlisis de PGRS fue una excelente
herramienta para la diferenciacién de cepas de M. bovis 7. Esta idea se
refuerza con otros estudios epidemiolégicos de tuberculosis baovina, en donde
se ha observado que el andlisis con PGRS resulta mejor que los que usan como
marcadores a las sondas 156770y DR *. Por otra parte el grupo dei Dr. van
Soolingen ha sugerido que la combinacién de PGRS y DR conforman un grupe de
marcadores excelentes para utilizarlos en la diferenciacién de cepas de M,

baovis ™.

2.9.3 Andlisis del DNA polimérfico amplificado al azar (RAPD-PCR)

Esta técnica esta basada en el uso de una secuencia corta de iniciadores
elegidos al azar de 9 a 10 bases de longitud, la cual hibrida con suficiente
ofinidad a secuencias de DNA gendmico a ung baja temperatura de
alineamiento. Asi, cuando dos iniciadores de este tipo alinean con algunas
Secuencias en la orientacidn propia, resulta un producto de PCR con una
longitud correspondiente a la distancia entre los dos iniciadores. El nimero y la

localizacién de estos sitios de amplificacién al azar varian en cepas diferentes
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de la misma especie bacteriana. De este modo, después de la separacién de los
productos de amplificacidn en un gel de agarosa por electroforesis, se obtienen
patrones de bandas, caracteristicos de cada cepa®.

Por otra parte, Williams et af %°

realizaron los primeros estudios por
RAPD-PCR con algunos especies de microorganismos come &lycine soja y
Neurospora crassa y encontraron que este método podia ser usado para
construir mapas genéticos de una variedad de especies. Los estudios hechos
hasta ahora han demostrade que el andlisis por RAPD-PCR es mds rdpido que
ofros métodos de genotipificacién, que no necesita informacién de la secuencia
del DNA que se quiere amplificar y que demds requiere poca cantidad de DNA
purificado {menos de 25 ng). Por otro lade es menos costoso que otros métodos
como el RFLP *_ Sin embargo, varios problemas han sido reportados en los
ensayes de RAPD que dificultan la reproduccién y estandarizacion de este
método. Por ejemplo, Linton er a/ *° encontraron que la estandarizacién del
método es extremadamente sensible a pequefios cambios en la temperatura de
alineamiento de los iniciadores, por lo cual ocurrié variabilidad en los patrones
de bandas cuandoe se realizaron ensayos de amplificacion al azar con el DNA de
la misma cepa. Otros aspectos que hacen variar los resultades son el tipo de
termociclador y las caracteristicas de la DNA polimerasa. Ademds, los

resultados también pueden depender de la edad del cultivo.
Ademds, el uso de iniciadores disefiados empiricamente hace dificil la

estandarizacién de la técnica y por lo tante existe mucha variabilidad en los

resultados cuando se realizan los ensayos a diferentes tiempos .
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2.9.4 Andlisis del polimorfismo de los patrones de restriccién usando como
sonda el 156110 (RFLP-IS6110)

Varios autores describen al 156110 como una secuencia de insercidn de
1355 pares de bases, inicialmente identificada en M. tuberculosis y
subsecuentemente encontrada en todo el complejo de M. fuberculosis®. De 5 a
20 copias del 156110 estdn presentes en varias posiciones dentro del genoma
de M. tuberculosis, aunque algunas cepas sin I.56110 también han sido
identificadas °. La técnica de RFLP utiliza la secuencia de insercidn IS6110
para detectar diferencias en la digestién gendmica con enzimas de restriccién
de las cepas de M. fuberculosis. La utilidad de! RFLP en cepas con solo unas
cuantas copias de IS56110 parece ser limitada ™ 2> %8 ya que no existe
suficiente poder discriminatorio que permita diferenciar dos cepas con bajo
ndmero de copias. Esto se debe a que cuando dos cepas comparten un escase
niimere de bandas pertenecientes a I.56110, la probabilidad de que se
asemejen y de que dicha semejanza sea producto del azar y no de la relacién
entre estas es mayor.

En el caso de M. fuberculosis, los patrones de RFLP se obtienen de la
digestién del DNA gendmico con la enzima PvuII, siendo los fragmentos de
DNA separados en un gel de agarosa por electroforesis y luego transferidos a
una membrana de nylon e hibridizados con un segmento del DNA clonado de
I56110, el cual esta representado por dos diferentes porciones de I56110. Ei
nimero y el tamafio de los fragmentos de restriccidn de las cepas estudiadas
es tal, que la probabilidad de que dos cepas analizadas tengan un patrén igual
debido al azar es del orden de 1 en 1x10%-1x10° cepas *.

El desarrollo del método de RFLP usando como sonda al IS6710 para

distinguir cepas individuales de M. fuberculosis ha proporcionade una poderosa
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herramienta para el estudio de la epidemiologia de la fuberculosis y para

identificar rutas de reciente transmisién 25 31 4. 69. 77,79

. Ya que presenta un
alto grado de digcriminacién en los patrones tipificados 3%, El método ha sido
internacionalmente aceptado ®°, y estandarizado en diferentes laboratorios de
todo el mundo. Gémez et af ¥ diferenciaron el 86 % de las cepas de M.
tuberculosis por RFLP. En otro estudio realizado en Cuba por Diaz et a/*°, se
enconiraron 103 pairones diferentes de 160 cepas analizadas por RFLP-
I56110, de los cuales 84 (52 %) fueron observados solo una vez. Esto
demostrs que el RFLP con I56110 tiene un alto poder discriminatorio. Lo que
indicé el marcador I56110 es Gtil en estudios de epidemiologia molecular en
Cuba,

Algunas de sus limitaciones radican en que se requiere de un cultivo
puro para la extraccién de DNA, asi como de una gran canfidad de este
material. Ademds, fos resuitados regularmente se obtienen en 4 ¢ 5 semanas 2.
3,68 vq que los resultados dependen del cultivo de M. tuberculosis. Algunas
cepas de M. tuberculosis sélo contienen dos, una o no contienen ninguna copia
del elemento de insercién 156110, lo que nulifica el poder de discriminacién de
este método en este tipo de cepas * 2% 3 %575 por ejemplo, Agasino et af
encontraron en San Francisco cuatro cepas de M. fuberculosis que carecian de
I56110, éstas pudieron ser identificadas con cuatro genotipos diferentes por
PGRS.

La fabor intensiva y costosa del método y el hecho de que los patrones
producidos puedan variar con el tiempo, han hecho dificil tanto el andiisis de un
gran niimero de cepas de diferentes regiones geogrdficas como la posibilidad

de comparar los resultados entre laboratorios *°.
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2.9.5 Andlisis del polimorfismo de los patrones de restriccion usando como
sonda la secuencia de repeticion directa (RFLP-DR)

La secuencia de repeticién directa (DR) es una secuencia de 36 pbs,
interceptada con secuencias no repetitivas de 36 a 41 pbs, agrupada en una
regién del genoma de M. tuberctiosis *> “'. Fue descubierta por Hermans ef a/
% Las secuencias varian en el nimero de DRs y en la presencia o ausencia de
algunas secuencias espaciadoras particulares. Este polimorfismo es
probablemente debido a la recombinacidén entre secuencias de DR de vecinos
cercanos o distantes y por los arreglos provocados por la secuencia de
insercién I56110. Puesto que la regidn DR esta flanqueada por secuencias de
insercién en la mayoria de las cepas de M. fuberculosis, Tal como se observa en
la figura 3 ® 7°. Esta regién ha sido utilizada como sonda para el andlisis de
RFLP con buenos resuitados. Cousins ef a/ **, encontraron que el andlisis con
PGRS permite una mejor diferenciacion que el andlisis con DR. Sin embargo van
Soolingen et a/’, sugiere que los andlisis con estos dos marcadores es igual de
adecuado para diferenciar cepas de M. tuberculosis, sobre todo aquellas cepas
que son dificiles de distinguir con la sonda 156110 debido a la presencia de un

solo elemento I.56110. En el trabajo de van Soolingen et a/*

, entre las 37
cepas investigadas, 34 tuvieron patrones de RFLP-DR diferentes. En otro
estudio realizado por van Soclingen et a/ ™, el RFLP-DR diferencié 5 patrones
de cepas diferentes, y pudo distinguir 10 cepas de M. bovis que contenian una

sola copia de 156110
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2.9.6 Andlisis de tipificacién utilizando oligonucletidos espaciadoras
("Speligotyping”)

El método de “Spoligotyping” utiliza como blanco de amplificacién por
PCR el locus DR. Debido a que los DRs son extremadamente conservados entre
cepas de M fuberculosis, cada copia dentro del locus DR es un blanco potencial
para la amplificacién in vitro por PCR. Asi, cerca de 43 diferentes espaciadores
se utilizan para obtener diferentes patrones de hibridacidn del DNA
amplificado, ya que estos son utilizados como sondas en fase reversa cuando
son unidos covalentemente a una membrana de nylon®.

El “Spoligotyping* es un método que ha sido propuesto para la deteccién
y tipificacién de cepas de M. tuberculosis. Este método, al tener un alto poder
discriminatorio, ha side usadoe para establecer relaciones epidemioldgicas entre
cepas de M. fuberculosis * %> % Goguet ef a/ *® analizaron 101 cepas de M.
tuberculosis por el métoda de "Spoligotyping” y encontraron 57 patrones
diferentes, lo cual confirma el alto grado de diversidad del marcador DR y
sugiere que este marcador es suficientemente polimérfico para tipificar cepas
de M. fubercuiosis. Heyderman et a/*®, analizaron 28 cepas M. fuberculos's e
identificaron 20 genotipos diferentes por “Spoligotyping” en Harare, Zimbawe.

El “Spoligotyping” también ha side utilizado para detectar brotes en
pacientes con tuberculosis multidrogorresistentes. Goyal ef a/®® detectaron un
microbrote de transmisién nosocomial que fue confirmado por andlisis de
"Spoligotyping”. En Madrid Espafia, Samper et a/ ¢! analizaron 20 cepas de M.
bovis multidrogorresistente de pacientes coinfectados con VIH: estas cepas
mostraron patrones idénticos de “Spoligotyping”, indicando un brote de
transmisién nosocomial, dade que todos los pacientes fueron atendidos en el

mismo hospital en el mismo periodo.
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Ademds, se ha encontrado que este nuevo método es adecuado para
estudios epidemioldgicos de cepas de M. bovis, especialmente aquellas que
tienen un solo elemento I56710% . Aranaz et a/*, realizaron un estudio en
Madrid Espafia, donde analizaron 182 cepas de M. bowis pertenecientes a
distintos animales, ias cuales fueron colectadas por el Departamento de
Patologia Animal en la Facultad de Veterinaria. En este trabajo, el
"Spoligotyping” detectd 24 diferentes tipos y permitié descubrir algunas
relaciones epidemiolégicas. Asf, van Soclingen et a/”’ detectaron por medio del
método de “Spoligotyping” el primer brote de infeccién por M. microfi entre
humanos.

Una ventaja del "Spoligotyping” sobre el andlisis de RFLP es su
simplicidad, rapidez y que requiere sélo una pequefia cantidad de DNA % %,
Ademds el andlisis del “Spoligotyping” es mucho mds fdcil que el andlisis de
tipificacién por RFLP y ambas metodologias pueden ser estandarizados para
permitir una comparacién entre laboratorios *#5:3%,

No obstante las ventajas descritas, en México no existe ningdn estudio
que permita conocer la capacidad del método de “Spoligotyping” para
determinar relaciones epidemioldgicas entre diferentes cepas mexicanas y
nuche menos estudios que comparen ambos métodes en cuanto a su aplicacién
epidemioldgica. De ahi que este estudio estuvo enfocado a esclarecer la
utilidad de este método como herramienta para el andlisis genotipico de cepas

de M. fuberctilosis,
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Estructura del locus DR

1 25 26 27 28 19 E 313233 \49
!\\—L.L..L.L{\ 15578 ri—i—i—i\wi

1

Secuencias no
29  repetidas

5\
bR bR —| DR DR ._1 DR P

Secuencias de
repeticién directa

|

Productos de
amplificacién
_ de ambos
iniciadores
que completan
puentes
E— entre los DRs

Figura 3. Estructura del locus DR en el genoma de M. fuberculosisy principio
de su amplificacién para ensayas de "Spoligotyping”.
Modificado de: Hermans ef a/ ¥
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3. JUSTIFICACION

En abril de 1993, la Organizacién Mundial de la Salud declaré que la
tuberculosis debe ser considerada como una emergencia mundial, ya que en
muchos paises estd fuera de control y amenaza la vida de una parte importante
de la poblacidon. De acuerdo con ello, es necesaria una accién urgente para su
control en todo el mundo ®. Uno de los objetivos del Programa de Prevencidn y
Control de la Tuberculosis en México es establecer un Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica Especial, en el cual se dé importancia ai diagnéstico, a los
estudios de contacto, al seguimiento y a la clasificacién final de los casos de
tuberculosis %,

En los ditimos afios se han desarrollado métedos de biologia molecular
aplicados a la bdsqueda de rutas de infeccién de M. fuberculosis. Estos son
métodos de diferenciacién de cepas pertenecientes al complejo M
tuberculosis 6 de genotipificacién por técnicas de DNA recombinante.

Los métodos de genofipificacién permiten enfre ofras cosas: el
reconocimiento de brotes de infeccién, detectar la fransmisién a través de
patégenos hosocomiales, determinar la fuente de infeccién o contatinacién en
el laboratorio, reconocer cepas virulentas, regular el monitoreo de los
programas de vacunacién para diferenciar enfre reactivacién o reinfeccién en
pacientes con un segundo episodio de fuberculosis B4

En la actualidad, se tienen métodos estandarizados para la
genotipificacién de cepas de M. fuberculosis, los cuales estdn basados en el
andlisis del polimorfismo del DNA gendmico 3% * % Sin embargo, no hay
estudios que definan la utilidad de estos métodos en México.

En varios estudios, se ha utilizado el “Spoligotyping” para

genotipificacién de cepas de M. tuberculosis. Este método se ha caracterizado
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por su simplicidad y rapidez, ya que para su redlizacién requiere
aproximadamenie de dos dias y permite analizar a la vez hasta 43 cepas
diferentes. Una ventaja adicional del método y que influye en fa reduccion de
su costo, es la capacidad de fo membrana para poder ser reutilizada hasta 15
veces ¥,

Ademds, este método permite diferenciar entre las especies de M.
tuberculosis y M. bovis, lo cual simplifica enormemente el trabajo cuando se
requiere distinguir cepas de pacientes inmunocomprometidos. Esto evita
reaiizar aigunas pruebas bioguimicas tradicionales tales como ia prueba de Ia
niacina, la de nitratos, la hidrélisis del tween y ia de la catalasa entre otras, asi
como pruebas que soh asociadas a resistencia, tal como la de las pirazinamidas.

Ei hecho de que el Spoligotyping preduzca un patrén de tipificacion en
"cédigo de manchas”, en donde las manchas pueden estar presentes o ausentes
pero no variar en la posicién, permite que los patrones sean comparados usando
una simple hoja de cdleulo, la cual emplea cardcteres cortos. Asi, este métode
puede permitir realizar comparacién enire patrones de cepas de manera mds
sencilla que el RFLP, por lo que puede resultar un método de andlisis preliminar
que permita la comparacién de “finger printing” de DNA de aislados de 4.

fuberculosis entre distintes laboratorios.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general:
Genotipificar cepas de M. fuberculosis mediante el método de

hibridacién en fase reversa con oligonucleétidos  espaciadores

(" Spoligotyping™).

4.2 Objetivos particulares:

1. Obtener DNA de cepas de M, tuberculosisy M. bovis.

2. Estandarizar ei método de "Spoligotyping” con cepas mexicanas del
complejo M. tuberculosis.

3. Readlizar un andlisis jerdrquico de “cluster” para discriminar cepas de!
complejo M. fuberculosis.

4. Establecer relaciones genotipicas de las cepas de M. fuberculosis
usando fos indices de similitud de los patrones de manchas obtenidos por
"Spoligotyping”.

5. Comparar la capacidad de fos métodos RFLP y "Spoligotyping” para
genotipificar un grupo de cepas de M. fuberculosis obtenidas de pacientes

mexicanos.
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5. MATERTIALES Y METODOS

5.1 Muestras bioldgicas

Se analizaron 58 muestras de cultivos provenientes de pacientes
con diagnéstico positive de tuberculosis pulmonar, pertenecientes al cepario de
Ja Unidad de Investigaciéh de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias,

Hospital de Pediatria (UIMEIP), Centro Medico Naciona! Sigle XXI.

5.2 Tratamiento de las muestras

La descripcién metodolégica que a continuacién se presenta hasta cultivo
por el método BACTEC 460, fue realizada en un trabajo previo al presente, en
el laboratorio de Biologia Molecular de la UIMEIP. La metodologia del

“Spoligotyping” se resume en el esquema de la figura 4.

5.3 Descontaminacién de las muestras de pacientes con tuberculosis
pulmonar

Cada muestra de esputo de individuos con diagnéstico probable de
tuberculosis pulmonar se colecté en contenedores estériles. Dentro de las
primeras fres horas de recoleccién, las muestras se incubaran a 37°C con N-
acetil cisteina durante 10 min. Posteriormente, se les agregé NaOH (J.T.Baker
Méxice) al 4% y la mezcla se incubé a temperatura ambiente durante 15 min.
Enseguida, las muestras se neutralizaron con HCl (J.T.Baker México) a una
concentracién final de 1.25 N. Para verificar que efectivamente las muestras
se encontraban descontaminadas, se sembré una alicuofa en agar sangre y ofra

en tioglicolato (Costar, USA). Se esperaron dos dias y se observaron las cajas.
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En caso de no observar crecimiento, se procedié a sembrar en el medio

especifico para micobacterias.

5.4 Cultivo de M. tuberculosis

El material de las muestras descontaminadas se centrifugd a 3000 r.p.m.
durante 15-20 min a 4°C en una centrifuga Sorvall refrigerada (Dupont
instruments USA) y el sobrenadante se eliminé por decantacién. Las pastillas
obtenidas se utilizaron para cultivo siempre y cuando mostraran tincién
positiva para baciios dcido alcohol resistente (BAAR) por el método de Zieh!
Neelsen’. Los tubos con los muesiras se colocaron en los medios de cultivo
Lowenstein Jensen y Middlebrook. El primero para el crecimiento de la
micobacteria y el segunde para su conservacién. Con una pipeta Pasteur se
tomd el producto neutralizado y se sembraron de 3 a 3.5 mL en cada tubo,
dejando escurrir sobre la superficie del medio sin focarlo. La siembra se
realizé meticulosamente para no confundir las muestras y evitar la
contaminacién con gérmenes del ambiente. Las pipetas Pastear se flamearon, lo
mismo que los tubos después de abiertos y antes de cerrarse. Los tubos con el
medio de cultivo se mantuvieron en posicién inciinada cerca de la llama de
mechero. Una vez sembrados, los tubos se colocaron en una bandeja con fondo
inclinado, de manera que el liquido sembrade cubriera toda la superficie del
medio, Los tubos que contenian los cultivos sembrados se llevaron a la estufa
de cultivo, manteniendo los cultivas con la tapa fleja para que se evaporara la
parte liquida de la siembra y después de 48 horas se revisaron. En el caso de
que se hubiera evaporado el fiquido, se ajustaba la tapa de la rosca hasta un
cierre completo. Los tubos se manfuvieron inclinados hasta el término del

perfode de observacidn. La incubacién de los tubos sembrados se hizo a 37°C.
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En los tubos alcalinizados el medio adquirié un celor blanco amariliento. En el
case de existir contaminacién por flora secundaria, lo cual se aprecia por el
desarrollo de colonias en tiempos cortos, las muestras se procesaron
nuevamente, Las revisiones se hicieron a los 7, 30 y 63 dias, se anoté e informé
en cada revision, aquellos cultivos que fueron positives. Se consideraron
cultivos negatives aquellos que después de un periodo de 63 dias no mostraron

crecimiento,

5.4.1 Métods radiométrico para el cultivo de M. fuberculosis

El cultive, la identificacidn y la sensibilided a los fdrmacos de las cepas
se realizaron per el método BACTEC, de acuerdo al manuai de procedimientos
del sistema BACTEC TB 460 (Becton a Dickinson, USA) ¢,

En resumen, las cepas se incubaron a 37 C en atmésfera de COzal 5% en
medio de agar Middiebrock 7H12 (BACTEC 128B), suplementado con polimixina
B, anfotericina B, dcido nalidixico, trimetroprim y azlocilina (PANTA). Los
indices de crecimiento se midieron con el sistema automatizado "BACTEC" 460
(Becton o Dickinson, USA} y los cultivos se recuperaron cuando alcanzaron un
indice de crecimiento (IC) de 50-100 en la escala del aparato.

Para la identificacién del complejo M. fuberculosis se tomé 1 mi del
cultivo de crecimiento obtenido y se mezcié con p-nitro-aifa acetil amino
hidroxi propiofenona (NAP) (Becton o Dickinson, USA) y se consideraron cepas
del complejo aquellas que no crecieron en presencia del NAP. Ya que el NAP es
un componente intermediario de la sintesis del cloranfenicol, que inhibe
especificamente las especies que componen el complejo.

Para el andlisis de sensibilidad se utilizé un kit SIRE (Becton o

Dickinson, USA), el cual contenia soiucién de los diversos antibiéticos,
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estreptomicing, isoniazida, rifampicina y etambutol, disueltas en el medio de 12
B (BACTEC B y D, USA)). La resistencia fue determinada al comparar los
indices de crecimiente de las cepas en los medios de cultivo con respecto a ia

velocidad de crecimienfo en cepas control de resistencia ya definida.

5.5 Extiraccién de DNA
La extraccién de DNA se realizé en condiciones de esterilidad, en una

E™ Francia).

campana de flujo laminar clase IT tipo A/B3 (NUAIR

Las muestras de expectoracion se coiocaron en tubos Falcon 15 m) de
perlas de vidrio cubiertas con silicén (ver apéndice) hasta la marca de 3 pl, més
300 pl de Buffer TE 1X (ver apéndice} y 300! de feno! saturado. Ei cultive de
micobacterias se agregd con una varita de madera estéril. Las muestras se
agitaron vigorosamente en Vértex (Lab-Line Instruments, USA), dos veces por
un minuto. Luego se transfirié todo el contenido a un tubo eppendorf estéril.
Dado que las micobacterias fueron destruidas en sy integridad celuiar con la
solucién de fenol, todo el trabajo pesterior se realizé sin usar la campana de
flujo laminar. Los fubos que contenian las muestras se centrifugaron a 14,000
r.p.m. en uha microcentrifuga refrigerada Sorvall RMC 14 (DuPont, Newtonwn,
Connm, USA} por 5 min a 4°C. La fase acuosa fue transferida a un tubo
eppendorf v se le adiciond un volumen de fenol-cloroformo 1:1, y nuevamente se
centrifugd a ias mismas condiciones por 10 min. La fase acuosa fue depositada
en un tubo eppendorf estéril y se le agregé un volumen de cloroformo, se
mezclé y se centrifugd por 10 min. La fase acuosa se separé y a ésta se le
adicionaron 2.5 voliimenes de etanol absoluto para precipitar los dcidos
nucleicos a 4°C por dos horas {para obfener mayor cantidad de DNA se

recomienda dejar precipitande toda la noche). La pastilla que contenia los



dcidos nucleicos se obtuvo por centrifugacién a 4°C, 14,000 r.p.m. durante 10
min. El sobrenadante obtenido fue decantado y a la pastilla se le adiciond un
volumen de etanol al 70% (70 ml de etanol por 30 ml de agua) para lavar los
dcidos nucleicos. Por centrifugacidn a 4°C, a 13,000 r.p.m. por 10 min, se obtuvo
la pastilla, se secd y resuspendié en 50-100 pl de TE 1X y se conservé a -20°C

hasta su use.

5.6 Cuantificacién de DNA

La cuantificacién de DNA se realizé por fluorometria en un fluorémetro
Fluoroskan Ascent (Labsystems, Finlandia) y por el método de pico-green. Para
la cuantificacidn, se prepard una curva estdndar de DNA con DNA del fago A.
Este se diluyé a partir de un estdndar de DNA de 100 pg/mi hasta una
concentracién final de 2 pg/ml (dilucién 1:50) y a partir de este se preparé la
curva estdndar descrita en la tabla 3.

Las muestras problema se trabajaron a una dilucién 1:100 é 1:1000 con
TE 1X dependiendo de la cantidad de DNA que se hubiera

Una vez preparadas las diluciones de las muestras y la curva, se
colocaron en una placa de ELISA y se les afiadié ia cantidad correspondiente de
pico green e inmediatamente la placa se introdujo dentro del fluorémetro y se
realizé la lectura a una longitud de onda de excitacion de 485 y de emisién de

538.
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Concentracién del  ul de esténdor de  TE 1X ul Pico green (ul)

estdndar {ng/ul) 2 pg/ml dilucién 1:200

0 0 100 100

50 5 95 100

100 10 S0 100
200 20 80 100
300 30 70 100
400 40 60 100
500 50 50 100
600 60 40 100
700 70 30 100

Tabla 3. Curva estdndar utilizada para la cuantificacisn de DNA a partir de un esténdar de

DMA de! fago A (Molecular Probes Eugene, USA).

Los cdlculos de las concentraciones se realizaron por el método de regresién
lineal con el programa Statistics (Stat Soft I, EE.UU.) y todas fas muestras se

ajustaron a una concentracion de 1 ug/ml.
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5.7 Amplificacién de la regién del locus DR

La amplificacién de la regidn del locus DR a partir del DNA obtenido de
los cultivos se realizé por PCR de acuerdo al método descrito por Kemerbeek J.
et al, 1997. Los oligonucledtidos DRa y DRb fueron usados como iniciadores
para amplificar la region DR por PCR.

En la siguiente tabla se describen las secuencias de fos oligonucledtidos usades,

Iniciador “Secuencia Marcaje Concentracion
DRa GETTTTGGETCTGACGAC 5 Biotinilado 10 pmol/ul
DRb CCGAGAGGGGACGGAAAC - 10 pmoi/ul

Table 4. Secuencia de los iniciadores biotinilades utilizados para amplificar los aligonuc]eéﬁdoé

espaciadores correspondientes a la regidn DR.
La mezcla de reaccién para los ensayos de PCR se llevé a cabo en una campana

de flujo laminar clase IT tipo A/B3 (NUAIRE™ Francia). Los reactivos, asi

como las concentraciones y los volimenes utilizados se enumeran en la tabla B.

43



Reactivo

Concentracidon  Volumen por cada

Concentracidon

Inicial reaccion{il) final
Buffer® 10X 5 1X
MgCl* 30 mM 5 3mM
dNTP'g** 5 mM 10 1mM
Iniciador DRa*** 10 pmoi/pl 2 0.4 pmot/pl
Iniciador DRb*** 10 pmoi/ul 2 0.4 pmol/pi
Tag polimerasa* 5U/ul 05 0.05 U/l
DNA 1 ug/ml 10 10 pg/ul
H:0 155
Volumen final 50

Tabla.5 Reactives utilizades en la mezcla de reaccién de PCR

* Biotecnologias Universitarias S.A. México

** Boehringer Mannheim, Alemania
***Oligos Etc. Lokeside Labs, México

Todos los reactivos junto con el DNA de cada muestra se colocaron en
tubos estériles de 200 pl. Los tubos se sellaron perfectamente y se
introdujeron en un termociclador Gene Amp PCR Sistem 9700 (Applied

Biosystem, EE.UU.) bajo las siguientes condiciones de reaccién:



1) 96°C por 3 min

2) 20ciclos de PCR a:
96°C por 1 min (desnaturalizacion de!l DNA)
55°C por 1 min {alineamiento de los iniciadores)
72°C por 30 seg (extensidn dei DNA)

3) 72°Cpor 15 min,

4) 4°C indefinidamente

Para evitar contaminacién que pudiera contener moléculas de DNA exégeno,
las mezclas de reaccion se prepararon ufilizande puntas con filire
(Labsystems, USA), En todos los casos se incluyeron un conirol positive (una
muestra que anteriormente se habia amplificade), un control negative (sin
DNA) y la mezcla total de reaccién siempre se prepard con un exceso de

reactivos que contemplaran el volumen de 2 muestras mds.

5.8 Electroforesis en gel de agarosa

Para corroborar que se llevé a cabo la amplificacion y conocer el peso
molecular de los productos, se realizé una electroforesis en gei de agarosa al
2%.

Para preparar 100 m! de una solucién de agarosa al 2 %, se fomaron 2 g
de agarosa (BioRad, California EEUU.) y se suspendieron en 96 ml de
amortiguador TAE 1X (apéndice). La agarosa fue disuelta por calentamiento en
un horno de microondas (Packard beil, 1300 Watts de poder) hasta disolucidn
total. La solucién se colocd en una parrilia con agitacién constante y se dejé
enfriar hosta que alcanzé los 55 °C; enfonces se le agregaron 2 ml de

amortiguador TAE B0X (apéndice) y se dejé agitando unos segundos. La
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solucién (aproximadamente 70 mi) se deposité en una cdmara de electroforesis
Horizon 11,14 (Gibco BRL, Life technologies USA) con el peine y las prensas
para presionar el gel colocadas previamente, y se dejé hasta que solidificd.
Para retirar el peine y las prensas se agregaron aproximadamente 20 ml de
TAE 1X, de manera que los aditamentos quedaran humedecidos y pudieran salir
libremente sin romper el gel. Los carriles se llenaron con 8 ! del producto de
PCR (control positivo, contral negative y muestras), los cuales fueron
mezclados con 2 ! del buffer de carga 6X (ver apéndice). Tres microlitros del
marcador de peso molecular de bajo range pBR322/Mspl (Biotecnologias
Universitarias, México), fueron depositades en uno de los carriles laterales. La
cdmara se ilend con suficiente solucién de TAE 1X para cubrir el gel. La corrida
se llevé a cabo por 2.5 horas a 75 voltios con la ayuda de una fuente de poder
(Gibco BRL modelo 14, USA). Una vez terminada la corrida, el gel se tifié por 3
min en una solucién de bromuro de etidio de 0.5 ug/ml (Gibco BRL, EE.UU.) {ver
apéndice), Posteriormente se lavé por un minuto en agua desionizada vy se
observé en el transiluminador de [uz UV utilizando un equipo de

fotodocumentacién Gene Genius (Syngene Ltd, Inglaterra).

5.9 Hibridacién en fase reversa

La hibridacién en fase reversa se llevdé a cabo de acuerdo al
procedimiento descrito por Kemerbeek ef a/ (1997). Para ello se utilizé una
membrana que contenfa los 43 oligonucledtidos inmovilizades, cada uno
correspondiente a una de las secuencias espaciadoras polimdrficas de DNA
dentro del locus DR.

Las secuencias de los 43 oligonuciedtidos del locus DR se encuentran en

la tabla 6.
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Para la hibridacién, se utilizaron 20 pl de los productos de amplificacién
los cuales fueron diluidos en 150 ul de 2x5SPE-i% SDS (ver apéndice) y
colocados en el fermociclador para su desnaturalizacion por 10 min a 99.9 °C,
manteniendo las muestras hasta su uso en hielo. Ciento cuarenta microlitros de
las mezclas fueron aplicados en los canales en paralelo de un “minibiotter”
(Immunetics, USA) en sentido perpendicular a los oligonucledtidos
espaciadores previamente inmovilizados. La hibridacion se realizé en un horno
de hibridacién (Robbins Scientific 400, USA) por 60 min a 60 °C. Después de la
hibridacidn, las muestras fueron aspiradas con vacio y la membrana se retire
del "miniblotter” con pinzas y fue lavada dos veces a 60°C con 100 ml de 2 x
SSPE-0.5 % SDS por 10 min cada vez. Entonces la membrana se introdujo a un
tubo de hibridacién y una vez que la femperatura descendié a 42°C, se incubé
a esta temperatura por 1 hora, usando 50 pi de una solucién del conjugado
estreptavidina-fosfatasa alcalina (Southern Biotecnology, EEUU), a una
dilucién de 1:3000 en 2XSSPE-0.5% SDS. La membrana fue lavada dos veces,
por 10 min cada vez, en 250 ml de 2XSSPE-0.5% SDS 0 42°C y con 250 mi de
2XSSPE por 5 min a temperatura ambiente.

Para la deteccién de la sefial de hibridacién se colocd ia membrana en
una bolsa de hibridacién y a ésta se le adicionaron 5 ml del reactivo CPD Star
(Amersham, London) y se sell§ por calor, la reaccién se dejé desarrollar por 5
min a temperatura ambiente evitando su exposicién a la luz. Posteriormente, la
bolsa se cortd en un extremo y el exceso de liquido fue eliminado, selldndoia
nuevamente. Los resultados de la hibridacién se obtuvieron al exponer la
membrana a una placa de rayos X (Kedak, México). En la figura B, se muestra el
proceso de hibridacién en fase reversa y el de revelado de las muestras por

quiricluminiscencia.
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Después de obtenidos los resultades de hibridacién, la membrana fue
lavada dos veces por 30 min cada vez en 100 mi de SDS 1% a 8Q °C y después
incubada por 15 min en 150 mi de EDTA 20 mM a pH 8 (ver apéndice) a
temperatura ambiente. La membrana se guardé en una bolsa de hibridacién con

10 m! de EDTA 20 mM (pH 8) y se conservé a 4°C hasta su uso.

5. 10 Andlisis de los patrones de hibridacion

La representacién esquemdtica de los patrones de hibridacién de cada
muestra, se realizé en una hoja de cdlcule de Excel versién 4, de mode que
fuera mds fdcil la visualizacidn de los patrones de hibridacion, especialmente
en aquellos casos en los que ia sefial era débil. En la figura 8 se observa la
representacién de los 43 oligonucleétidos correspondientes a las secuencias
espaciadoras. Los cuadros negros representaron la hibridacidn positiva y los
cuadros blancos representaron la hibridacion negativa. El orden en que se
encuentran colocados los patrones de hibridacién correspondientes a cada una
de las muestras analizadas en la figura 8 y corresponde al misme orden en que

se ubicaron en el dendrograma después de realizado el andlisis estadistico.

5. 11 Andlisis estadistico

E! andlisis estadistico se realizé con el programa "SPSS" para Windows
versién 6 (Inc Michigan, Chicago Illineis). Se utilizd el método de andlisis de
grupos por aglomeracidn jerdrquica (Aglomerative Hierarchical Cluster
Analysis). Este método se basa en calcular las diferencias y similitudes entre
cada uno de los patrones de bandas de cada cepa de M. fubercufosis, tomando
como criterio de combinacidn su patrén de hibridacidn. Asi, el nlimero 1

representa presencia (hibridacién positiva) y el nimero O representa ausencia
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(hibridacién negative). Posteriormente el programa realiza un andlisis de
matrices y obtiene los indices de similitud de cada cepa con respecto a las
demds. El programa agrupa entonces a las cepas con igual indice de similitud y
ordena de mayor a menor similitud, a todo el grupo de cepas. La representacién
grdfica de los resuitados denominada dendrograma muestra los coeficientes de
similitud asighados per el programa, en una escela del 1 al 25. En este caso el

uno corresponde al 100 por ciento y el 25 al cero por ciento de similitud.
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Espacio | Secuencia def oligonucledtido Espacio | Secuencia del oligonucledtide

Ne. No.

1 ATAGAGGGTCOCCGETTCTGGATCA |23 AGCATCGCTGATGCEGTCCAGCTCG
2 CCTCATAATTGGGCGACAGCTTTTG (24 CCGCCTECTEGGTGAGACGTELCTCE
3 CCGTHETTCCAGTGATLGCCTTCTA (25 GATCAGCGACCACCGCACCCTETCA
4 ACGTCATACGCCGACCAATCATCAG | 26 CTTCAGCACCACCATCATCCEECEC
5 TUTTCTEGACCACTTETECEEGATTA | 27 GEATTCETGATCTCTTCCCGLGEAT
é COTCETCATTTCCGEGCTTCAATTITC (28 TGECCCCGGCETTTAGCGATCACAAL
7 GAGGAGAGCEAGTACTCGGEGCTEC |29 AAATACABGCTCCACGACACGACCA
8 CETEAAACCGCCCCCAGCCTCHCCG |30 GGTTGCCCCLGLGLCCTTTTCCAGCC
g ACTCGGAATCCCATETGCTGACAGC | 31 TCAGACAGETTCGCETCGATCAAGT
10 TCGACACCCGCTCTAGTTGACTTCC |32 GACCAAATAGGTATCGGCGTGTTCA
11 GTGAGCAACGGCGGLEECAACCTES |33 GACATEACGGCEGTECCECACTTEA
12 ATATCTECTGCCCOGLCCOGEGEAGAT |34 AAGTCACCTCGCCCACACCETCOAA
13 GACCATCATTGCCATTCCCTCTCCC (35 TCCGTACGCTCOAAACGCTTCCAAC
14 GGTGTGATGCEEATGETCGECTCGE | 36 CGAAATCCAGCACCACATCCECAGC
15 CTTGAATAACGCGCAGTGAATTTCG | 37 CECEAACTCETCCACAGTCCCCCTT
16 CGAGRRCCCGRCAGCGRCGRAAATC |38 CETEEATGECEGATECETTETECEE
17 GCECCEGCCCECECEEATEACTCCE |39 GACGATGGCCAGTAAATCGGCETEE
18 CATGEACCCGEECEAGCTGCAGATE |40 CGCCATCTGTECCTCATACAGGTCC
19 TAACTGGCTTGEGCGCTGATCCTGET (41 GGAGCTTTCCGECTTCTATCAGGTA
20 TTGACCTCECCAGGAGAGAAGATCA |42 ATGHETGGGACATGGACGAGLECGAC
21 TCEATETCGATEGTCCCAATCETCEA (43 CECAGAATCECACCEEETOCEEGAG
22 ACCGCAGAVGECACGATTGAGACAA

Tabla 6. Secuencia de los 43 oligonucledtides espaciaderes utilizados en el estudio. Los

oligonucleétidos espaciadores utilizades corresponden a 37 espaciadores de M. fuberculosis

H37Rv y 6 de M. bovis BCG. Los iniciadores usados fueron DRa (GGTTTTGEGETCTGACGAC, &

biotinilade) y DRb (CCEAGAGEGEACGEAAAL).
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Estrategia experimental

L@z

Cultive de MTB  Extracciénde  Amplificacion Electroforesis
DNA con sonda marcada  en gel de agarosa

L-I IV S S 8]

|

Dendrograma Revelado del patrén  Hibridacion Fijacién de
de Hibridacién  de productos oligonucledtidos
de PCR-DR a la Membrana

Figura 4. Representacién esquemdtica de la metodologia experimental
utilizada en el estudio.
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Representacién esquemdtica de la hibridacién en
fase reversa y revelado por quimioluminiscencia en
ensayos de “Spoligotyping”

CPDstar s Nz
“ %\ \(g

.‘f‘/ \'\ 'M\!t—\;?

L Quimioluminiscencia
>~ Fosfatasa alcalina

Estreptavidina

s 3: Producto de
amplificacion

= B’ Oligonucledtido

Figura,5 Representacién esquemdtica de la hibridacién en fase reversay la
reaccién por quimioluminiscencia,
Modificado de: Correa Chacéni®,
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6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de las cepas utilizadas

Se analizaron 58 cepas aisladas a partir de sedimentos de expectoracién
de pacientes con diagndstico probable de TB puimonar. Todas las muestras
incluidas en el estudio fueron procesadas previamente por el método de RFLP,
estableciendo por medio de dendrogrames su relacidn genotipica. -

Los datos relevantes de los pacientes de donde fueron obtenidas dichas
muestras se describen en la tabla 8.

Las muestras estudiadas provenian de pacientes entre los 20 y los 76
afios de edad, las cuales corresponden al sector de la poblacién
econémicamente activa. El 38 % de los individuos fueron del sexo femenino y el
62 % fueron individuos del sexo masculine, con ocupaciones relacionedas y no
relacionadas con la salud. El 82.7 % de los pacientes eran VIH negativos y el
17.3 % de los pacientes eran VIH positivos.

De acuerde con los estudios de sensibilidad a diversos medicamentos
realizados anteriormente en el laboratorio: el 52 % de las cepas fueron
sensibles a todas las drogas {30 cepas), el 10 % de las cepas fueron
resistentes a una droga (seis cepas), de las cuales 3 fueron resistentes a
isoniazida, dos fueron resistentes a rifampicina y una fue resistente a
estreptomicina. El 31 % de las cepas fueron resistentes a dos drogas (18
cepas), 17 resistentes a isoniazida y rifampicina y una resistente a
estreptomicina e isoniazida, y el 7 % de las cepas fueron resistentes a fres
drogas (4 cepas), dos resistenfes a estreptomicina, isoniazida y rifampicing, y

dos resistentes a isoniazida, rifampicina y etambutol.
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NUOMERO  EDAD SEXQ OCUPACION CULTIVO
FEMENINO S/DATO POSITIVG S/DATO 5555*
7 45 FEMENINO OBRERO POSITIVC S/DATO 5T 5555
8 21 { MASCULINO S/DATO POSITIVO NG NQ SSR***g
9 42 | MASCULINO S5/DATO POSITIVO S7TDATO ST SRRsS
i 20 | MASCULINO OBRERO POSITIVO S/DATO 28 5855
13 30 | MASCULING S/BATQ PGSITIVO S/DATOQ ST 5555
15 21 1 MASCULTING MESERC S/DATO S/BATO NO 5555
16 27 | MASCULINO EMPLEADO POSITIVO S/DATO NC 5885
34 B3 | MASCULINO PINTOR POSITIVO NO NO 5555
35 24 | MASCULINO MESERQ POSITIVO 5T NO 5558
36 44} MASCULINOG S/DATO POSITIVO NO NO SRRS
39 60 | MASCULINO VELADOR S/DATO S/DATO sI 5555
40 55 FEMENING HOGAR POSITIVO s5I NO 5555
75 63 FEMENING HOGAR S/DATO SI NO 5555
101 37 FEMENING SECRETARTA POSITIVO NO NO 5555
108 37 FEMENING HOzAR POSITIVO NO NO SRSS
12 32 | MASCULINO INGENIERO POSITIVO No NO 5555
116 21 MASCULING ALBANIL POSITIVO NO NO SRSS
118 21 | MASCULINO | DESPACHADOR | POSITIVO NO NG 8555
s 48 | MASCULING S/IDATO POSITIVO NO NG SRRS
124 47 | MASCULING | CONTADOR PUB | POSITIVO NO NO 5555
153 71 MASCULING TABLAJERQ POSITIVO NO NO SRRS
154 56 FEMENING HOGAR POSITIVO SI NO SRRS
156 40 | MASCULING ASERRADOR POSITIVO 5T NO SRRS
159 58 | MASCULING ALBANIL POSTTIVQ S/DATO ST SRS
160 50 FEMENEINO | COMERCIANTE | POSITIVO 51 NO 5555
170 46 | MASCULING | DESEMPLEADO | POSITIVO NO NG SRRS
172 42 FEMENENG HOGAR POSITIVO ST NO SRRS
178 38 FEMENING COSTURERA POSITIVO NC NO 5555
184 36 FEMENING HOGAR POSITIVO S/DATO NO SRRS
194 28 FEMENING DIETOLGGA S/DATO NO NO SRRR
198 52 | MASCULINO TRUSILERP POSITIVO NO NG 5555
159 68 FEMENTNG HOGAR POSITIVO Sl NO SRRS
400 44 | MASCULING | PENSIGNADO { PQSITIVO NG NG RRRS
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NUMERQ EDAD SEXO OCUPACION CULTIVO BCG VIH SIRE
401 48 | FEMENINO | ENFERMERA | POSITIVO NO NO $555
404 39 | MASCULINO | EMPLEADO POSITIVO NO NO SRRS
405 29 | MASCULINO ALBANIL S/DATO S5/DATO sI SRSS
406 47 | MASCULING | PENSIONADC | S/DATO NO NoO SRRR
407 37 | FEMENINO HOGAR POSITIVO ST NO RRRS
410 36 | MASCULINO CHOFER POSITIVO ST NO SRSS
413 66 | FEMENING HOGAR POSITEVO S/DATO NO 5555
420 28 | MASCULING S/DATO S/DATQ NO NO SRS
421 42 | MASCULING | COMERCIANTE |  S/DATO NO NO 5555
428 22 | FEMENINO HOGAR S/DATO NO NO &RsSS
430 44 | MASCULING | MECANICO POSITIVO NO NO 5555
431 32 | FEMENINO HOGAR S/DATO NO NO SRRS
445 47 | MASCULING | EMPLEADO 5/DATO S/DATO s 5555
478 67 | FEMENING HOGAR SIDATO NO NO 5555
481 59 | FEMENING OBRERO 5/DATO NoO NO RSS5
490 28 | FEMENING HOGAR POSITIVO S/DATO ST 5555
493 27 | FEMENING OBRERC S/DATO S/DATO st 5555
501 37 | MASCULING | PSICOLOGO S/DATO ST NO SRRS
508 23 | MASCULING | MECANICO POSITIVO No NG 5555
531 35 | MASCULING CHOFER POSITIVO S/DATO sI 5555
543 37 | MASCULINOD MEDICO POSITIVQ ST St RSSS
545 34 | MASCULINO | HOFALATERO | POSITIVO S/DATO ST 5555
800 28 | MASCULING ALBANTL S/DATO NO NO $555

Tabla 7. Caracteristicas de las cepas estudiadas. Se incluye la edad, el sexo, la
ocupacién, los resultados del cultivo, la prueba de la tuberculina con BCG, la prueba del
VIH y los resultades de las pruebas de sensibilidad a los medicamentos. S/D= sin
dato, *SIRE Resistencia a: S= Estreptomicina, I= Isoniazida, R= Rifampicing, E=

Etambutol, **5= Sensible, ***R= Resistente.

6. 2 Amplificacién por PCR
La amplificacién del locus DR se corroboré al hacer una corrida por

electroforesis de los productos de amplificacidn en un gel de agarosa.
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En la figura 6 se muestran los resultados del corrimiento
electroforético de los productos de amplificacidn del locus DR obtenidas con
distintas muestras. En la figura 6, se observan en el gel de electroforesis
bandas correspondientes a productos de bajo peso molecular y de diferentes
tamafios, semejando una escalera. Los iniciadores DRa y DRb, amplificaron
productos de bajo peso molecular comprendidos principalmente entre 527 y
147 pares de bases.

Como se observa en la figura 6, en los carriles del 3 al 14 se encuentran
bandas correspondientes a los prodictos de la region DR, excepio en el carril
13 (cepa 72), en el que solo se observd una banda en la parte inferior del gel, lo

que indica que no hubo reaccién de amplificacion.

6.3 Hibridacion en fase reversa

Una vez obtenida la amplificacién del locus DR por PCR, se procedid a
realizar la hibridacién en fase reversa con ios 43 oligonucledtidos
espaciadores. En la figura 7 se encuentran resuttados de los patrones de
hibridacién obtenidos para algunos cepos estudiadoes. En el caso de la cepa 172
no se obtuvo un patrén de “Spoligotyping”. Este resultado concuerda con la

falla en la amplificacién por PCR, observada en el carril 13 de la figura 6.

En la figura 7 podemos observar la variabilidad de los patrones de
“Spoligotyping” de las distintas cepas. En esta figura se observa que las cepas
pertenecientes a M. tuberculosis (cepas que contienen los espaciadores del 39
al 43), carecen de los espaciadores 33 al 36. Esta caracteristica se presenta

también en la cepa control H37Rv. Aunque la qusencia de estos espaciadores se
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presenta en la mayoria de las cepas de M. fuberculosis, las cepas 13, 16, 40 y
410 si los presentaron (ver figura 8).

En la figura 8 se observa que tanto los controles de M. bovis (BCG y
ANB) como algunas cepas analizadas (cepas 153, 184 y 401), carecen de los
dltimes 5 oligonucledtidos espaciadores (39 al 43), io que sugiere que estas
rmuestras pertenecen a la especie M, bovis *.,

Todas las muestras fueron analizadas por duplicado y los patrones de
hibridacién coincidieron en todos los casos. En algunos casos varié la intensidad
de las manchas, lo que es atribuido al reuso de la membrana.

En la figura 8 también se observa que los distintos pafrones de
"Spoligotyping” contienen entre 16 y 37 secuencias espaciadoras. Enire los 48
tipos obtenidos, cuatro se enconiraron en mds de dos pacientes y 44 fueron
patrones (nicos de cada cepa. El "Spoligotyping” identifico 51 cepas de M.

tuberculosis y 7 cepas de M. bovis.

6.4 Andlisis estadistico

Utilizando el programa estadistico SPSS (Statsoft Inc., Tulsa USA) fue
posible agrupar las cepas en base a sus patrones de “Spoligotyping”. La
representacién de los resultados se obtuvo por medio del dendrograma que se
muestra en la figura 9.
Los patrones de “Spoligotyping” fueron agrupades en cuatro “clusters®
indicados con asterisco en la figura 9. Se define como un “cluster” a dos o mds
cepas que muestran patrones de hibridacién idénticos . Los "cluster” incluyen
a las cepas: 430, 15 y 800, tipo 1 (primer “cluster), 118 y 501, tipo 7 (segundo
“cluster”); 178, 184 y 405 tipo 8 (tercer “cluster); el dltimo cluster fue el mds

comin, pues incluye a las cepas 9,10, 36, 39 y 124 (tipo 30). €l resto de las
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cepas, es decir el 77.6% (45 cepas), poseen cada una patrones particulares y
por Jo Tanto no fueron agrupadas.

En la figura 10 se muestra la representacidn grdfica de los resultados
obtenidos por RFLP. En el dendrograma se identificaron 52 patrones de RFLP a
partir de las 58 cepas estudiadas. Se encontraron 3 “clusters” con dos cepas
cada uno. Estos incluyen a las cepas 9 y 10, 36 vy 39, 178 y 445
respectivamente. El 89.6 % de las cepas fueron diferenciados por RFLP. Trece
de las 58 cepas presentaron bajo nimero de copias dei 156110 (4 o menos). Un
de estas cepas con cuatro copias del elemento 156210, no fue diferenciada por

RFLP.

6.5 Comparacién entre el método de “Spoligotyping” y el método de RFLP-
IS6110

La tabla 8 resume los resultados obtenidos por los métodos de
“Spoligotyping” y RFLP de manera individual y asociados. En total 54 cepas (48
'mds 6) fueron diferenciadas por ambos métodos.

Por "Spoligotyping” se identificaron 4 “clusters”, por RFLP sélo 3 y uno
de los "clusters’ determinados por “Spoligotyping” como tipo 30, formé dos
grupoes por RFLP. Cuatro cepas fueron agrupadas en dos grupos. De fas 13 cepas

agrupadas por "Spoligotyping”, 9 cepas fueron diferenciadas por RFLP.
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Método No. de cepas  No. de  No. de cepas % de Cepas

diferenciadas  grupos agrupadas  diferenciadas
*Spoligotyping” 52 3 6 776
RFLP 48 4 13 89.6
“Spo" + RFLP Total 93.0

Tabla 8. Andlisis de 58 cepas de M. tuberculosis estudiados, ufilizande dos métodes
de genotipificacién: el método de “Spoligotyping” y el método de RFLP. En la primera
columna se indica el método utilizado, En la sequnda columna se indica el niimero de
cepas diferenciadas por cada uno de {os métodoes, en la tercera columna se encuentra
el ndmero de grupos o “clusters” identificados por cada uno de los métedos, en la
cuarta columna se encuentra el ndtmero de cepas que no fueron diferenciades por cada
métado en forma individual y en la cuarta calumna se indica el porcentaje de cepas
diferenciadas par cada uno de los métedos vy el porcentaje de cepas diferenciadas por

la suma de ambos métodos.
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PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DEL LOCUS DR DE DIFERENTES
CEPAS DEL COMPLETO M. tuberculosis

PARES
DE BASES

622 — B
527 —

%=
242+238 —

190 —

47 —

MarcCN 36 39 102 400 170 153 490 418 428 431 172 408

Mr= Movilidad refativa de fos marcadores de peso molecular,
CN = Control Negativo HzO

Fig 6 Electroforesis en gel de agarosa al 2 % mostrando los productos de
amplificacién del locus DR obtenide por PCR, para diferentes aislados del
complejo M, tubercuosis. Los marcadores de movilidad relativa se muestran a
la izquierda del gel. En cada carril se cargaron 10 uL de DNA y el gel se tifié
con bromuro de etidie a una concentracién de 05 ug/ml. El get fue observado
en un transiluminader de luz ultavioleta y fotografiade con un
fotodacumentador (Gene Genius Syngene, UK).
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PATRONES DE SPOLIGOTYPING DE ALGUNOS CEPAS DE

M. tuberculosis

gIE.,:'GAO 1 23 45678 9 101112 1314151617819 20 212223242526272829303132333435363738 39404142 43

M wmperculosis
{(HA7RY)

BCG

M bovis|AN5)

407
72
493 @
431
428
421
418

170~

Figura 7. Autorradiografia mostrande los patrones de “Spoligotyping” de 24 cepas del
complejo M. fuberculosis. Las manchas negras representan hibridacién pesitiva y los espacios
vacios indican hibridacién negativa. En la parte superior de la figura, se encuentran numerados
los 43 oligonucledtides espaciaderes de acuerdo a su localizacién en el genoma y en fa parte
lateral se encuentran numeradas algunas de las muestras incluidas en el estudio, asi como los
cepas de referencia BCG, H37Rv y AND, los cudles se localizan en la parte superior de la

membrana,
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EMATICA DE LOS PATRONES DE

“SPOLIGOTYPING” OBTENIDOS DE 58 CEPAS DE M. fuberculosis
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Figure 8. Representacion esquemdtica de los patrones de "Spoligotyping

complejo M. fuberculosis con sus respectives controles; M. tuberculosis (H37Rv), BCG y M.

bovis ANS (segunda columna). Las cepas fueron ordenadas de acuerde a su locahizacion en el

se encuentran agrupades en 48 tipos distintos

n

*Spoligotyping
(primera columna). Los cuadros negros represenfan ta presencia de un espaciador y los cuadros

dendregrama. Los patrones de

blancos Ja ausencia de los mismos £l ndmero de espaciodor se encuentra en la parte superior

de la frqura,
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DENDROGSRAMA DEL AMNALISYS DE "SPOLIGOTYPING" PARA B8 CEPAS
DE M. Fuberculosis
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Figura ¢ . Dendrograma obtenide con el programa SPS5, basado en
los patrones de "Spoligotyping”. Se muestra la relacién genotipifica
entre 48 patrones de "Spoligotyping” identificados de los 58 aislados
de 4. tuberculesis de pocientes mexicancs analizadoes.Come suscontroles
se usaron las cepas H37Rv de 4. tuberculasis ¥ BCG y ANS de 41
bovis. Se agruparon en bose a su indice de similitud (arriba del
dendrograma). El niimero de lo parte loteral izquierda se refierea
cadacepa. Los cuatre "clusters® definidos se indican con un asterisco (*}.
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- DENDROGRAMA DEL ANALISIS DE RFLP PARA 58 CEPAS DE 4. tuberculosis
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Figura 10 . Dendrogratna obtenido con el progrma el Manager basedo en los pafrones de RFLP
de cada aisledo. En esta figura se muesiro la relacién genotipifica de los 52 patrones de RFLP
identificados a partir de fos 58 aisiedos de 4. fuberculosis de pecientes mexicanos. Se
agrupan en base a sus indices de similitud, ordenados de mayor a menor similitud. Los numeros de
la porte lateral sefialan a cada cepay los "elusters™ se pueden identificar por el asteriseo (7).
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7. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se realizé un estudio descriptivo, para el andlisis de
cepas de M. fuberculosis implementando el métode de "Spoligotyping”. Ademds
se compard e! poder discriminatorioc del método de “Spoligotyping” con
respecto al método de RFLP en el mismo grupo de cepas.

Se analizaron 58 cultivos puros obtenidos de pacientes con diagnéstico
positivo de tuberculosis pulmonar. Como se puede observar de la tabla 8, la
poblacién estudiada fue heterogénea en cuanto a sexo, edad, ocupacién,
relacién con el VIH, resistencia de las cepas a diversos medicamentos y dafos
epidemioldgicos.

El método utilizado para la obtencién de DNA se basé en el protocolo
descrito por Telenti et a/ 7% con modificaciones: se realizé una desintegracién
mecdnica de la micobacteria con perlas de vidrio siliconizadas. Los métodos
alternafivos de extraccién de DNA que involucran digestion enzimdtica con
lisozima y proteinasa K, no producen resultados consisfentes y consumen mds
tiempo. Otras técnicas para el rompimienfo de la pared celular de la
micobacteria, tal como la sonicacién, son probablemente igual de efectivas en
cuanto a rendimiento y calidad del DNA que la utilizada por nosotres .

Para el andlisis del DNA obtenido, asi como de los productos de
amplificacién del locus DR, se utilizd la electroforesis en gel de agaresa; ésta
es una poderosa herramientc para la separacién y caracterizacién de
macromoléculas con diferentes tamafios y cargas *. La electroforesis en gel de
agarosa es utilizada para separar y purificar fragmentos de DNA entre 0.5 y

25 kb. Otra técnica de electroforesis denominada electroforesis de campo
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pulsado se ha utilizado para separar moléculas entre 10 a 2000 kb °. Nosotros
amplificamos secuencias de DNA enfre 0.5 y 0.15 kb, las cuales fueron
separadas adecuadamente por electroforesis en gel de agarosa. Como se
muestra en la figura. 6, de la amplificacién del locus DR se obtienen una serie
de productes en forma de escalera. En los casos en que el DNA no amplificé, se
observé una banda en la parte inferior del gel al inicio de la corrida, como se
observa en la muestra 172 de la figura 6. Esta banda probablemente
corresponde al DNA del templado y a la mezcla de reaccién. Para comprobar
que no se habian cbtenide productos en la muestra 72 y descartar la idea de
que la electroforesis no era suficientemente sensible para detectar una baja
cantidad de DNA amplificado, la muestra fue incluida en la hibridacién en fase
reversa. Los resultades de hibridacién confirmaron la ausencia de DNA
amplificado, por lo que no se obtuvo un patrén de hibridacién para esta
muestra {figura 7, cepa 172). Las probables razones de que la muestra no haya
amplificado inicialmente son: que el DNA se encontraba degradade o
contaminado con algiin producto de reaccién previa” o que la cantidad de DNA
era menor a la necesaria para lograr productos de amplificacién. Asf, el criterio
de la electroforesis fue importante en la metodologia del *Spoligotyping”,
porque de esta forma sélo se realizaron los ensayos de hibridacién a muestras
con PCR positivo.

La técnica de hibridacién en fase reversa que nosotros usamos, se ha
utilizado para analizar el polimorfismo de locus en una sola reaccidn de
hibridacién. Fue inicialmente descrita por Saiki et a/ % Goyal et af %,
utilizaron la hibridacién en fase reversa para detectar mutaciones asociadas a
resistencia de rifampicina en el gen rpoB en cepas de M. fuberculosis. Todos

estos estudios indican que la deteccién de la sefial de hibridacién es



suficientemente sensible para la identificacidn de blancos de DNA
hibridizados. Ademds, en el caso de reacciones de quimioluminiscencia se puede
detectar una sola copia de gen en 1 ug de DNA gendmico y tiene la ventaja de
que no utiliza isdtopos radicactives.

Estudios realizados por algunos investigadores usando andlisis por
“Spoligetyping

han demostrado que cepas de micobacterias atipicas, asi como cepas de otras

“ 25.36.84 confirman la especificidad del método. Varios autores

bacterias distintas a las micobacterias, ne amplifican productos que puedan ser
detectados por io hibridacién con los 43 espaciadores utilizados en el
"Spoligotyping”. Un andlisis comparativo entre 12 distintos métodos de
genotipificacién de cepas de M. tuberculosis, realizado por Kramer ef a/*, (5
de los métodos utilizaron el RFLP con diferente sonda y los otros 7 métodos se
basaren en una amplificacién por PCR), demostraron que el “Spoligotyping" es
reproducible y que tiene un poder discriminatorio alto. Aunque el RFLP-156110,
el mixed-linker PCR (PCR mixto ligado), el andlisis APPCR (andlisis de PCR
usando iniciaderes arbitrarios), el andlisis PGRS RFLP y el andlisis DRE-PCR
(andlisis de PCR basado en el dobie elemento repetitivo) fueron ligeramente
superiores, el "Spoligotyping” en particular, fue el dnico que ademds de
tipificar en su totalidad 90 cepas estudiadas, no produjo resultados positivos
con 10 de las cepas distintas al complejo M. fuberculosis, por le que tuve un
100% de especificidad. Es por ello que muchos investigadores han utilizado con
buenos resultedes el método de “Spoligotyping”, a partir de muestras clinicas
tales coma espute, lavado branqueoalveolar, sangre o biopsia. Inclusive Qian et
al * realizaron un estudio retrospective de la existencia de la familia "Beijing"
de M. fuberculosis en muestras de tejidos de pulmén conservados desde 1952,

demostrando que el métode de “Spoligotyping” es una herramienta valiosa y
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sensible que proporciona informacién de genotipificacién en especimenes
guardados mds de 40 afios. Quizé la principal ventaja es que la metodologia
incluye una amplificacién por PCR, la cual aumenta logaritmicamente ia cantidad
de DNA que se analiza. En el caso del RFLP es diferente porque se parte de
DNA genémico purificado, por lo fanto la cantidad necesaria para el andlisis es
mucho mayor. Dada su alta especificidad, una de las aplicaciones futuras del
“Spoligotyping” en huestro, iaboratorio es la deteccién directa a partir de
muestras clinicas, lo que simplifica el andlisis y reduce el tiempo de
diagnéstico, dade que evita tener que cultivar a las micobacterias. Asi, seria
interesante usar al método de "Spoligotyping” coma un método de diagnéstico y
realizar estudios de validacién, determinando su especificidad y sensibilidad
para la deteccion de M. fuberculosis a partir de muestras clinicas en las que se
sospeche de infeccidn por M. tuberculosis. Es probable que solamente la
amplificacién por PCR y la deteccidn de las productaes por electroforesis en gel
de agaroesa, sea suficiente para identificar cepas del complejo M. tuberculoss.
Este ensayo utilizaria e! mismo procedimiento descrito por Eisenach et a/?, en
el cual utilizaron como blanco para la amplificacién, una secuencia de 123 pb,
localizada dentro del 156710 La desventaja de utilizar ol 1561110 como un
marcador en cepas del complejo M. fuberculosis es la existencia de cepas sin el
elemento IS6110°.

E} polimorfismo del locus DR acoplado a una reaccién de PCR ha sido
usado por Groenen et af *° para detectar y diferenciar cepas de M.
tuberculosis. Sin embargo, este método no es adecuado para laboratorios de
rutina debido a sus demandas Yécnicas, puesto que ademds de utilizar un PCR y
realizar una electroforesis, el método requiere de secuenciar la region

obtenida por PCR.
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Comparando los resulfados de los controles obtenidos por nosotros y los
reportades por Kamerbeek et a/*, observamos en la figura 7 que el patrén de
nhibridacion de nuestro control M. fuberculosis H37RV carece de las secuencias
espaciadoras 22 y 23, mientras que nuesira cepa control M, bowis BCG carece
de la secuencia espaciadora 16,

Analizande y comparande los resultades obtenides por “Spoligotyning” v
RFLP, observamos que el "Spoligotyping” detecté 48 patrones de hibridacidn
distintos y el RFL.P 52 tipos diferentes. Estos resultados concuerdan con los
andlisis de otros investigadores, los cuales demuestran que el método de RFLP
tiene un mayor grado de diferenciacion de M. ‘tuberculosis que el
*Spoligotyping” * %7, Esto es valido siempre y cuando los cepas tengan un
ndmero mayor a 5 copias del elemento 156110, ya que cuando las cepas tienen
menos de cinco copias, el métode de “Spoligotyping” resuita mejor.

En nuestro estudio, las cepas que no fueron diferenciadas por
"Spoligotyping” v que el RFLP logré discriminar, se situaron muy cerca en el
dendrograma obtenido por RFLP (ver figura 9 y 10). Por ejemplo; las cepas 15y
800 tuvieron “Spoligotyping” tipe 1, y las cepas 178, 184 y 405 con
“Spoiigotyping” tipo 8, mostraron estrecha relacién en el andlisis por RFLP.
Estos resultados son esperados, si pensamos que estas cepas estdn
relacionadas y que el poder de discriminacion del RFLP es fal, que permite
detectar pequefias variaciones. Estos resultados son consistentes con los
obtenidos por Goguet ef of *°. Al anglizar 101 cepas, ellos obtuvieron 57
patrones distintos por “Spoligotyping” y 81 patrones diferentes de RFLP, Las
cepas con un mismo “Spoligotyping” que pudieron ser diferenciadas por andlisis

de RFLP-IS6110, tuvieron pairones similares. A diferencia de los resuitados
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descritos por Diaz ef a/*®, en las cuales la mayoria de las cepas con idénticos
pairones de “Spoligotyping” presentaron pa'rr'on\es de RFLP con un baje grado
de similitud. Estos autores no explican porque existen cepas con patrones de
*Spoligotyping” idénticos y RFLP diferentes. Nosotros pensamos que en estos
casos, las cepas no tienen un antecesor comin y el hecho de que se hayan
agrupade en el andlisis de "Spoligotyping” puede deberse al menor poder
discriminatorio del "Spoligotyping” que permite que las cepas se agrupen sin
tener relacién epidemicldgica, en estos casos las agrupaciones son producto del
azar.

La razén de que cepas con multicopias del elemento 156170 sean mejor
discriminadas por el RFLP esta fundamentade en el hecho de que el RFLP usa
todo el DNA genomico, mientras que el método de “Spoiigotyping” utiliza solo
una region del genoma de M. tuberculosis (el locus DR), lo que disminuye la
posibilidad de encontrar polimorfismo. Otra posible explicacién del mayor
polimorfismo encontrado por RFLP se puede basar en los resultados de Alito ef
al %. En este trabajo, se estudio una posible transmisién nosocomial de cepas
multidrogorresistentes en Argentina. En el estudio con nueve cepas incluidas
en uno de los brotes, 5 de las cuales eran VIH positivas, presentaron patrones
de “Spoligotyping” idéntices pere diferentes patrones de RFLP. Los autaores
sugieren que existe una mayor evolucién en polimorfismo del RFLP que en el del
“Spoligetyping” y que existe una mayor inestabilidad en el elemento 156710 que
en el locus DR. Adicionalmente, en este mismo trabajo se enconfraron cambios
en el patrén de RFLP de un mismo aislado, cuando se realizé el RFLP después de
un aflo. Estos resultados coinciden con un estudio realizado por Gutierrez ef af
33, de un brote de transmisién nosocomial con cepas multidrogorresistentes, en

el cual existié una cepa que diferia ligeramente de los patrones de las otras, la
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cepa habia sido diagnesticada tres afics después que las demds. Se asumié por
estudios epidemiolégicos tradicionales, sensibilidad o fas drogas y pruebas
bioguimicas, que este aislado tenia el mismo origen. Ademds, las cepas de este
brote fueron estudiadas por andlisis de “Spoligotyping” y se encontré que
todas las cepas presentaban el mismo patran, incluyendo la cepa que habia sido
analizada tres afios después, por lo tanto se asumié que la cepa diferente habia
sufrido una mutacién. En un estudio mds especifico para determinar la
estabilidad tanto del método de RFLP-756710 como la de! “Spoligotyping”
redlizade por Niemann ef a/ *, se demostré que el "Spoligotyping” tiene una
tasa de variacién menor comparada con el RFLP. Asi de 56 cepas de pacientes
con ftuberculosis analizados en el transcurso de 772 dias, 5 cepas (9%)
presentaron cambios en los patrones de RFLP, mientras que no se detectaron
en ningdn case cambios en los patrones de “Spoligetyping”.

En el dendrograma de la figura 10, se cbservan tres grupoes con patrones
de RFLP idénticos (cepas 178, 445; 36, 39 y 9, 10). De las cepas anteriores,
solo las cepas 178 y 445 fueron diferenciadas por "Spoligotyping” (ver figura
9). En cuanto a las cepas 36 y 39, se piensa que existié una contaminacién en el
laboratorio, puesto que cuando se realizé el RFLP a la cepa 39, presentaba un
patrén muy diferente al obtenido cuando la cepa fue anclizada al final del
estudio. En cuanto a las cepas 9 y 10, no se encontrd relacion cuando se
revisaron los datos clinicos de los pacientes. Las cepas 178 y 445
(diferenciadas por “Spoligotyping”) con RFLPs idénticos, tienen cuatro copias
del elemento 156110, lo cual comprueba la feoria que para las cepas coh bajo
nimero de copias def elemento 156110, el método de “Spoligotyping” tiene un
mejor poder discriminatorio &% 7,

La presencia de cepas con un baje nimero de copias ha cobrado mayor
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importancia, Bauer et a/® reportaron un incremento en el nimero de cepas en
Dinamarca con bajo nimero de copias del elemento 156770 Esto se debid a un
incremento en grupos de cepas originarias de inmigrantes, principalmente del
centro y del este de Africa y aigunos de Asia. Si este es el caso en otras
partes dei mundo, es posible considerar que lo mistmo puede ocurrir en nuestro
pais y ast el método de "Spoligotyping” puede ser de gran utilidad en México,
para la caracterizacién de cepas coh bajo nlmero de copias del I.56110.
Nosotros encontramos en la muestra estudiada 14 cepas con 5 6 menos copias
del I56110.

Debido a que las cepas de M. bovis tienen bajo nlimero de copias del
elemento 156110, generalmente de 1a 5 ™, el método de "Spoligotyping” es una
poderosa técnica para diferenciacidn de cepas de M. bovis, a diferencia del
RFLP ¢ Nosotros inicialmente pensdbamos que todas las muestras incluidas en
nuestre traebajo eran de la especie M fuberculosis, ya que
desafortunadamente las pruebas bioguimicas que se habian realizado en el
laboratorio no aportaban resultados concluyentes en cuanto a la diferenciacién
de especie. Pero cuando se realizé el andlisis de “Spoligotyping” se
identificaron 7 cepas de M. bovis, 4 de las cuales tuvieron de 4 a 1 copia del
IS56110 (cepas 134, 198, 400 y 543) y una (430), tuvo 5 copias del I56110. En
los estudios de Serraino et af ® se andlizaron por *Spoligotyping” 30 cepas
provenientes de ganado y de jabalies que mostraron patrones caracteristicos
de M. bovis, los cuales fueron confirmados por pruebas bioquimicas. Por lo que
no se puede menospreciar la importancia de la tuberculosis bovina, ya que ésta
es una enfermedad endémica causante de grandes pérdidas de ganado en
muchas partes del mundo, incluyendo México y la infeccidn por #M. bovis es

importante desde el punto de vista epidemioldgico. a pesar de que se ha
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subestimado su importancia como fuente de contagio en humanos, lo cual ha
sido mds evidenciado por la infeccién en pacientes con VIH. Por ello existe la
necesidad de utilizar un método que permita diferenciar entre las especies de
M. fuberculosis 'y M. bovis. En este sentido, el método de "Spoligotyping”
puede ser (til para detectar casos de infecciones por M. bovis en humanes
inmunocompetentes, pues coma se menciono anteriormente la infeccién por M.
bovis ha aumentade en humanos, porque la inmunosupresién causada por el VIH
ha dado casos de infeccién bovina cada vez mds comunes en pacientes con VIH,
principalmente en hospitales y prisiones ¥ ®. Adn mds, estudios realizados por
algunos investigadores con el métode de "Spoligotyping”, han permitido
encontrar tanto rutas de fransmisién entre animales silvestres y domésticos,

como contagios de animales a humanos * 1581,

Por otro lado, nosotros no encontrames cepas sin el focus DR, al igual que
en la mayoria de los estudios realizados con "Spoligotyping”. Por ejemplo, en un
estudio preliminar realizado por Kamberkee et a/ ¥, se analizaron més de 1,
000G cepas de M. tubercufosis y 500 cepas de M. bovis, en todos los casos se
logré amplificar el locus DR. Sin embargo en un trabajo realizado por Horgen
et a/™, en Guadalupe Francia, se encontraron cepas de M. tuberculosis que no
pudieron ser tipificadas por el método de "Spoligotyping”. Los autores suponen
que estas cepas carecen del locus DR. No obstante, en éste estudio no se
realizé la secuenciacién para confirmar que efectivamente aquéilas cepas
carecian del locus DR. Ademds, los autores sugieren que fa posibilidad de
enconfrar cepas con bajo nimero de copias de! 156110 es muy baja y que
probablemente las cepas por ellos identificadas sean dnicas de esta regidh.

Tampoco se encontraron en nuestro estudic, cepas sin el elemente

73



I56110. Se han reportado casos de cepas en las que se encuentra ausente el
elemento 156110, particularmente en cepas pertenecientes a M. bovis !, las
cuales han sido analizadas por “Speligotyping”. Como en el caso de Goguet et af
°®, quienes reportaron tres cepas sin el elemento IS6110 que fueron

diferenciadas por *Spoligotyping".

Debido a que se ha demostrade que en la mayoria de los casoes, el método
de RFLP tiene un mayor poder de discriminacién que el método de
"Spoligotyping”, se ha planteado la necesidod de mejorar el poder de
discriminacién del "Spoligotyping”. A la fecha se han descrito 43 secuencias
espaciadoras en el locus DR del genoma de las cepas H37Rv y BCG de M.
tuberculosis *, pero existe la posibilidad de encontrar un mayor nimero de
secuencias espaciadoras, por o que es necesaria la secuenciacién de una mayor
cantidad de cepas. De ser asi, el método podria incluir mds elementos con los
cuales podria aumentar su peder de discriminacién 34 %2,

Un aspecto importante que debe ser tomade en cuenta cuando se va a
elegir un determinado método de genotipificacién es el tiempo necesario para
obtener resuitados. Esto es importante, porque el control adecuado de la
enfermedad implica un diagndstico rdpido, de la tipificacién del agente causal y
de un tratamiento temprano y seguro™. Es durante el periodo de inicio de la
enfermedad, sobre todo en pacientes con infecciones agregadas como aquellos
con VIH o con sospecha de fuberculosis multidrogorresistente, que se requiere
una rdpida decisidn en relacién con el régimen de tratamiento y con la situacién
del paciente %, Los métodos de RFLP y “Spoligotyping” permiten la deteccién
de rutas de infeccidn, incluyendo vias de transmisidn de cepas

multidrogorresisentes y brotes entre pacientes coinfectados con el VIH &, asf
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como contaminacidn en el laboratorio *. Sin embargo, de los dos métodos el de
*Spoligotyping” ha demostrado ser mds rdpido . De acuerdo a nuestra propia
experiencia, ain cuandoe se tfrabajé con cultivos puros, el métedo de
*Spoligotyping” fue mds rdpido y fdcil de realizar que el RFLP. Ei método de
*Spoligotyping” requiere poca canfidad de DNA (10 ng en el "Spoligotyping”
frente a 100 ng en el RFLP), per lo tante el fiempo de crecimiento necesario
para obtener suficiente DNA para llevar a cabo el andlisis del “Spoligotyping”
es menor. Ademés, debido a que en el "Spoligotyping” se amplifica solamente
una regién del genoma de M. Fuberculosis, no es estrictamente necesario que el
DNA se encuentre totalmente integro, séio se requiere que la regién de DNA
que se va a amplificar se encuenfre a una concentracién adecuada y no se
encuentre degradado. Esto no sucede con el RFLP, en donde la integridad de
todo el genoma es requisito indispensable para obtener un resultado confiable,
Adicionalmente, el "Spoligotyping” toma aproximadamente de 1 a 2 dfas para
llevarse a cabo en su totalidad, mientras que el RFLP tarda mds de 72 horas. En
el “Spoligotyping” se pueden procesar simultdneamente 43 muestras y ademds
es posible volver a utilizar la membrana hasta 15 veces mds, lo que lo hace mds
econdmico que el RFLP. Por su parte, el disefio del método de RFLP solo permite
analizar de 10 ¢ 12 muestras en uha sola corrida.

Dado que fos resultados del "Spoligotyping” se resumen en un patrén de
hibridacién en forma de cédigo de manchas, solo existen dos posibilidades: que
las manchas se encuentren presentes o ausenfes, pero no existen variaciones
en su posicién. De esta forma el andlisis de "Spoligotyping" puede ser
efectuado usando una hoja de cdiculo, sin la necesidad de utilizar programas
sofisticados como en el caso del RFLP ?7, Esto es muy importante en paises

latincamericanos en donde no se cuenta con los recursos necesarios para
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adquirir  equipos que utilizan programas de computacién costosos y

sofisticados.

Con los resultados obtenidos podemos afirmar que el uso combinado de
ambas metodelogias: “Spoligotyping” y RFLP-I56110, proporciona una mejor
discriminacién que e! utilizar solamente una de las des. El use de ambas
metodologias ha side propuesto por varios autores > ®%, los cudles sugieren
utilizar una estrategia de tipificacion combinada come la que se muestra en la
figura 11, Asi, a partir de una gran coleccién de muestras, se podrd utilizar el
méfodo de “Spoligotyping” como un método inicial para la tipificacion y
basdndose en los resultados obtenidos, procesar por RFLP dnicamente las
muestras con patrones de "Spoligotyping” idénticos. En este sentido, ef RFLP
que ha sido internacionalmente aceptado, podria utilizarse para discriminar
aquellas cepas que el “Spoligotyping” no es capaz de diferenciar. Esta
esfrategia puede permitir el andlisis rdpido y eficiente de un gran nimero de
muestras 2. Tal es el caso de los estudios de Bauer et a/®, quienes utilizaron
ambas técnicas para diferenciar 311 cepas de M. fuberculosis y de M, bovis,
logrando una mejor diferenciacion al combinar ambos metodos que cuando
estes fueron utilizados por separado. Asi, por "Spoligotyping” se agruparen el
75 % de las cepas y por RFLP el 83%, mientras que la combinacién de ambas se
agruparon el 95% de las cepas.

Ademds, de acuerdo a los resultados de Diaz et a/™, cepas con distintos
patrones de “Spoligotyping” presentan en todos los casos distintos pairones de
RFLP, por Io cual se hace innecesaria la tipificacién adicional por el método de
RFLP de cepas diferenciadas ya por "Spoligityping”. Asi también, los estudios

/48

realizados por Niemann et a/*®, confirman la estabilidad del "Spoligotyping”.
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[ Pool de muestras para tipificar

I

[Estudios de tipificacion realizades por

“Spoligotyping"
. 1
- L L. ——
Cepas con un {inico patrén Cepas con patrones
de "Spoligotyping” de "Spoligetyping" idénticos

Subtipificacién utilizande RFLP-I56110

[|
1

I Tipificacién de todas las cepas ,

Figura 11. Estrategia propuesta para tipificar una gran cantidad de cepas de M. tuberculosis, El
“Spoligotyping” se gugiere como métedo de tipificacién inicial y el RFLP come un método de

subtipificacién definitivo.

Ellos analizaron cepas de 56 pacientes por mds de dos afios y encentraron que
los patrones de “Spoligotyping” se mantuvieron sin cambios, por el contrario en
el caso del RFLP se encontraron cambios en el 5% de las cepas, lo que
demuestra que cuandoe las cepas tienen diferentes patrones de "Spoligotyping”
es debido a que pertenecen a pacientes no relacionados, mientras que en el
caso del RFLP puede ser producto de fa instabilidad del elemento de insercién
IS6110. Por ello consideramos adecuada la propuesta de utilizar ambos
métodos conjuntamente, como se esquematiza en la figura 11, para la mejor

tipificacién de cepas de M. tuberculosis.
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8. CONCLUSIONES

El método de “Spoligotyping” permite la tipificacidn de cepas del

complejo M. fuberculosis obtenidas a partir de pacientes mexicanos.

El “Spoligotyping” permite diferenciar entre las especies M. fuberculosis

y M. bovis.

El "Spoligotyping” es rdpido, sencille, reproducible y menos costosoe, que

el RFLP.

A pesar de que el RFLP discrimina un mayer nimero de cepas que el
método de “Spoligotyping”, cuando las cepas tienen un bajo nimero de copias
del elemento 56110, el método de "Spoligotyping” resulté un mejor método de

discriminacion.

El método de "Spoligotyping” tiene utilidad como métode de tamizaje
preliminar, para diferenciar cepas de M. fuberculosis, especialmente cuando el
hdmero de cepas a analizar es grande, o que podria disminuir tiempo y costos

en estudios de epidemiologia molecular.
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9. RESUMEN £ 0isiig

El método de “Spoligotyping” utiliza como blanco para la amplificacisn
una secuencia altamente polimérfica denominada locus de repeticién directa
(DR) presente (nicamente en cepas del complejo M. tuberculosis. El
polimorfismo del locus DR es debido a que las cepas pueden variar en el nimero
de DRs y en la presencia o ausencia de secuencias espaciadoras.

En el presente trabajo, se realizd la estandarizacién del métode de
" Spoligotyping” con muestras provenientes de pacientes mexicanos.

Un total de 58 cepas de M. fuberculosis de pacientes con diagnéstico de
fuberculosis pulmonar fueren tipificadas por el método de *Spoligotyping”. Se
consideraron los resultados de tipificacién por RFLP obtenidos previamente en
huestro laboratorio y se compard la capacidad de discriminacién de cepas de M.
fuberculosis por cada método.

Para reclizar el método de "Spoligotyping” se obtuvo DNA de 58 cultivos
de M. tuberculosis por medio de una extraccién mecdnica. Posteriormente se
lievé a cabo una amplificacién del locus DR por PCR. A las muestras con PCR
positivo se les realizé la hibridacién en fase reversa. Se obtuvieron los
patrones de hibridacidn del “Spoligotyping” por una reaccién de
quimioluminiscencia y la exposicién de una placa de rayos X a la membrana El
andlisis estadistico se realizd con el programa SPSS, a partir del cual se
obtuvo un dendrograma que establecié relaciones genotipicas entre las cepas.

Por el método de "Spoligotyping” se encontraron 48 patrones de
hibridacién diferentes, 4 patrones se enconfraron repetidos en mds de dos
muestras, es decir el 82% de las cepas no se encontraron relacionadas

geneticamente. Este método permitié la identificacién de 7 cepas de M. bovis
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y 51 cepas de M. fuberculosis. Las muestras fueron procesadas por duplicade
obteniendo patrones similares en fodos los casos. Los patrones de las cepas
control que nosotros obtuvimos fueron similares a los reportados por

Kamerbeek ef a/*

. En nuestro trabajo encontramos ausencia de las secuencias
espaciadoras 22 y 23 en la cepa H37Rv y de la secuencia espaciadora 15 en la
cepa BCG, ambas comparadas con los patrones reportados por Kamberbeek.

Con el mismo niimero de cepas, el método de RFLP produjo 52 patrones
distintos (89%), tres pares de cepas con patrones idénticos.

Asi, el método de RFLP tuvo un mayor poder discriminatorio que el
méfodo de "Spoligotyping”. Sin embargo, en dos muestras con un bajo ndmero
de copias del elemento 156710, el "Spoligotyping” resultd un mejor método de
diferenciacién.

El 93% de las cepas anclizadas fueron diferenciados con ios dos
métodos. La utilizacién de ambos métodos, permitié una mayor discriminacién
de las cepas de M. fuberculosis.

Debido a la rapidez y simplicidad del método de “Spoligotyping”,
sugerimos que puede utilizarse dentro de una estrategia epidemioldgica que
incluya al método de "Spoligotyping” como un métedo inicial, seguido por un

andlisis de RFLP.
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10. ABREVIATURAS

APPCR Andlisis de PCR usando iniciadores
arbitrarios

ATCC Coleccion americana de cultivos
tipificados

BAAR Bacilos dcido alcohol resistentes

BCG Bacilo de Calmette y Guérin

DNA Acido desoxirribonucleico

dATP desoxiadenosina-5'-trifosfato

dCcTp desoxicitocina-5-trifosfato

dGTP desoxiguanina-5’-trifosfato

dNTPs desoxirribunuciedtidos trifosfate

d7TP desoxitimina-5’-trifosfato

DR Repeticién directa

DRE-PCR Andlisis de PCR basado en el elemento

doble repetitivo

EDTA Acido etilendiamino tetracético

ELISA Ensayo inmunoenzimdtico en placa sélida

IS6110 Secuencia de insercién 6110

MDR Multidrogorresistente

MDR-TB Tuberculosis multidrogorresistentes

MPTRs Regiones polimérficas arregladas en
“tandem”

NAP p-Nitro-alfa-acetil-

aminohidroxipropiofenona

OoMs Organizacion Mundial de la Salud
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OPs
PANTA

pbs
PCR
PGRS

RAPD
RFLP

sbs
SIDA

SIRE

SS
SSPE
TA
TAE
TAES

TE
B
TCH
VIH

Organizacién Panamericana de la Salud
Mezcla de Polimixina B, Anfotericina B,
Acido nalidixico, Trimetroprim y
Azlaciling

Pares de bases

Reaccién en cadena de la polimerasa
Polimorfismo en la secuencia repetitiva
rica en G-C

DNA polimérfice amplificado al azar
Polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccién

Duodecil sulfato de sodio

Sindrome de inmunedeficiencia
adquirida

Mezcla de Estreptomicina-Isoniazida-
Rifampicina-Etambutol

Secretaria de Salud

Amortiguador salino de NaH;PO4/EDTA
Temperatura ambiente

Amortiguador de Tris/acetato/EDTA
Tratamiento acortado estrictamente
supervisado

Amortiguador de Tris/EDTA
Tuberculosis

Acido tiofen carboxilico

Virus de inmunodeficiencia adquirida
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11. APENDICE

Scluciones y amartiguadores

SOLUCTIONES GENERALES

O EDTA 0.5 M (pH=8)

Agregar 186.1 g de etilendiaminotetracético de disodio bihidratado en
800 ml de agua. Agitar vigorosamente en un agitador magnético. Ajustar el pH
a 8.0 con NaOH. Dispensar en alicuotas y esterilizar en autoclave.

O 5bS 10%

Disolver 100 g de duodecil sulfato de sodio (también llamade lauril
sulfato de sodio) gradoe electroforesis en 900 mi de HO destilada. Calentar a
68°C hasta disolucién. Ajustar el pH a 7.2 con unas gotas de HCl concentrade.
Ajustar el volumen a un litro con HzO destilada. Dispensar en alicuotas.

NOTA: Usar una mascarilla cuando se pese el SDS y limpiar el drea de
pesado después, ya que log cristales finos de SDS se dispersan fdaciimente. No
es necesario esterilizar el SD5 10%.

QO Amortiguador TE 10X

Disolver 12,11 g de Tris base (PM 121.1 g) en 900 ml de agua destilada
hasta disolucién. Agregar 20 ml de EDTA 0.5 M. Ajustar el pH a 8 con HC
concentrado y agua destilada a volumen final de 1 litro. Esterilizar en autoclave
¥y guardar a temperatura ambiente (TA) mdximo 1 afio.

O Amortiguador 50X TAE

Disolver 242 g de Tris base, con 57.1 ml de dcido acético glacial mds

100 m! de EDTA 0.5 M en 900 mi de agua desionizada. Ajustar a pH 8 y llevar
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con agua destilada a un volumen final de 1 litro. Esterilizar en autoclave y

guardar a temperatura ambiente (TA) mdximo 1 afio.

SOLUCTONES PARA LA EXTRACCION DE DNA

O Preparacion de perlas de vidrio cubiertas de silicén.

Se debe trabajar en campana de flujo laminar. Las perlas de vidrio 40
mesh se lavan con SDS al 0.2% y se dejan en esa solucién durante una noche.
Después se lavan con agua destilada y se secan en el horno a 70°C durante 15
min. El prosil 28 se diluye con agua destilada a una dilucién mdxima de 1:500 y
una dilucién minima de 1:100. Esta solucién se pone en contacto con ias perias
de vidrio por 30 seg. Posteriormente se secan en el horno a 70°C por 15
minutos y se esterilizan en autoclave.

O Amortiguador de TE 1X

Tomar un volumen de TE 10X y 9 volimenes de agua destilada.
Esterilizar en autociave y guardar mdximo un afio.

O Cloroformo

Guardar en frasco dmbar o cubrir el frasco con papel de aluminio a 4° C
noe mds de un afio.

O Etanol absoluto

Guardar en frasco dmbar o cubrir el frasco con papel aluminio a TA. La
solucién se puede guardar hasta como mdximo un afio.

O Etancl ot 70%

Mezclar 7 volimenes de etanol con 3 volimenes de agua destilada.
Guardar en frasco dmbar o cubrir el frasco con papel aluminio a TA mdximo un

~

ano.,
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O Fenol buffer saturado

gl fenol buffer saturade se utiliza ol como viene preparade. Se
recomienda guardar en frasco ambar o cubrir el frasco con papel dluminic a
TA. La solucién se puede conservar en estas condiciones maxime un afio.

O Fenol-cloroformo

Agregar un volumen de fenol buffer saturade mds un volumen de
cloroformo. Se recomienda guardar la mezcla en frasco dmbar o cubrir el
frasco con papel aluminic a TA. La mezcla se puede conservar en estas

condiciones mdximo un afio.

SOLUCIONES PARA LA AMPLIFICACION POR PCR DEL LOCUS DR

O Amortiguador de PCR 10X, contiene:

Tris-HCI 100 mM, pH= 8.3

KC! 500 mM

Gelating 10 pl/ml. En un volumen final de 1.5 mi.

O Amplificasa (Tag polimerasa)

05 ml de DNA-polimerase termoestable recombinante concentracién
5U/ul. Guardar en refrigeracién a 4°C.

O Cloruro de magnesio 20X

20 X equivale a una concentracién de MgC! 30 mM. El vial contiene 1 ml

de esta solucidn.
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O dNTP's

Agregar 10pl de cada dNTP (solucidn 100 mM de dATP, dGTP, dTCP v
dTTP) y 360 ul de agua desionizada. Guardar en alicuotas de lml a -20° C
maximo un afio.

QO Iniciadores

Oligonuciedtido DRa liofilizado:

Férmula: 1 nmol oligo— Unidad de densidad éptica x 90 = 7.7 x 90 = 38.5 nimol

longitud del oligo 18
38.5 nmol oligo = 38.5 pmol
ml ul
Resuspender el liofilizado en 385 ul de agua estéril para obtener una
concentracién final de 100 pmol/pl.
°Oligonucledtido DRb liofilizado:
Unidades de densidad dptica 8.5
8.5 x 90 = 42.5 nmol
. 18
Resuspender el liofilizado en 425 ul de agua estéril para obtener una
concentracién final de 100 pmol/ul.
De cada iniciador con concentracién de 100 pmol/ul tomar una alicuota
de 50yl y disolver con 450 ui de agua estéril para obfener una concentracién

final de 10 pmol/ul y preparar alicuotas de 100 ul cada una.
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SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS

O Amortiguador 1XTAE

Tomar 20 m! de amortiguador TAE 50X y llevar al aforo de 1 litro con
agua destilada.

O Amortiguador de Carga 6X

Contiene:

0.25% Xileno-cianol

0.25% Azul de bromofenol

30% de Glicerol agua

O Marcador de peso molecular pBR322

Digerido con la endonucleasa de restriccion Msp 1 se encuentra a una
concentracién de 0.05 ng/ul en amortiguador de carga:

Ficoll 400 5%

EDTA 40 mM

Azul de bromofenol 0.02%

SOLUCIONES PARA LA PREPARACION DE LA MEMBRANA Y PARA LA

HIBRIDACION

O 20X S5PE

Disolver 175.3 g de NaCl, 27.6 g de NaH:PO4H:0 y 7.4 g de EDTA en
800 ml de Hz0. Ajustar el pH a 7.4 con NaOH (6.5 ml de una solucién 10 N}
ajustar el volumen a un litro en H20. Dispensar dentro de aficuotas. Esterilizar
por autoclave,

O 2XSSPE

La solucién 20XSSPE se diluye 1:10 y se esteriliza en autoclave.
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O 2X SSPE/ 0.1%

Agregar 100 mi de 20XSSPE y 10 ml de SDS 10% en 890 ml de agua
desionizada, aforar a 1000 ml. Preparar antes de su uso.

O 2XSSPE/0.5%

Agregar 100 m! de 20XSSPE y 50 ml de SDS 10% en 850 mil de agua
desmineralizada, aforar a 1000 ml. Preparar antes de su uso.

O Solucidn del conjugade de estreptavidina-fosfatasa alcalina

Agregar 17 pi del conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina a 50 ml de
solucion de 2XSSPE/0.5%. Se obtiene une dilucidn aproximada de 1:3000.

Preparar antes de su uso.

SOLUCIONES PARA REUSO DE LA MEMBRANA

O 20 mM EDTA

Agregar un volumen de 05 M EDTA en 24 volimenes de agua
desionizada. Guardar a TA mdxime 1 afio.

O 1% Sbs

Agregar 100 ml de 10% SDS en 900 mi de agua desionizada. Guardar a

TA mdximo 1 afio.
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Aislado

Alineamiento

Amplificacién

Anticuerpo

Anfigeno

Cepa

Disnea

12, GLOSARIO

El que se obtiene de un cultivo puroe de un

organismo.

Es la unidn de una hebra complementaria de
DNA a su secuencia aentiparalela para formar

una doble cadena de DNA.

Se refiere a la produccidn exponencial de
copias adicionales de una secuencia de DNA por

reaccion enzimdrica.

Una profeina que interactua con un sitio
particular {epitopo) de un antigene y facilita la
eliminacién del antigeno por varios mecanismos.
Cualquier material soluble o particulade de
cardcter exégeno capaz de inducir ung

respuesta inmune.

Es la progenie y el subcultivo de una colonia

unica aistada en un cultivo pure.

Dificultad en la respiracién,
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DNA gendmico

DNA polimerasa

DNA recombinante

Duplex

Electroforesis

Enfermedad emergente

Toda la secuencia de DNA que contiene el

genoma de una celufa.

Es una enzima que sintetiza una nueva hebra de

DNA bajo la direccién de un DNA templado.

Una molécula de DNA formada por fragmentos
de DNA unidos de diferentes fuentes. Son
comunmente producidos por moléculas de DNA
cortadas por enzimas de restriccién y unidos

por accién de DNA ligasas.

DNA complementario de doble cadena.

Una técnica para la separacién de moléculas
basada en su migracién en un gel u otro medio

sujeto a un campo eléctrico.

Infecciones que han aparecido en una poblacién
0 que han existido pero que rdpidamente han
incrementado su incidencia o intervalo
geogrdfico. Por ejemplo SIDA, fiebre del

dehgue, célera,
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Enzimas de restriccién

Epidemiologia

Febricuia

Fistula

Fluorometria

Hemoptisis

Hibridacion

Enzima que reconoce secuencias especificas de
DNA. Estas enzimas cortan el DNA algunas
veces en e! sitio blance v ofras veces en

regiones cercanas al mismo.

Es la ciencia que describe las relaciones

dindmicas entre enfermedad y poblacién.

Hipertermia prolongada, de origen nervioso o

infecciosos.

Conducte anormal, uicerado y estrecho que se

abre en la piel o en las membranas.

Medicién de la excitacién de la luz y deteccién

de su emisién.

Emisién por via oral de sangre procedente de

los pulmones.

Asociacién de meléculas de dcide nucleico
complementarias de doble hebra. Los hibridos
pueden contener 2 hebras de DNA, 2 hebras
de RNA o una de DNA y una de RNA. En
hibridacién # s/fu es una técnica para

determinar la localizacién de una secuencia
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Hibridacién en fase reversa

Iniciadores

Inmunidad mediada

por células

Inmunocompetencia

especifica de RNA dentro de un tejido o célula
por una sonda de una sola cadena de dcido
nucleico, seguida por deteccién

(Autorradiografia).

Método que utiliza sondas de oligonuclestidos
inmovilizadas dentro de un soporte sélido y la
hibridacién subsecuente de DNA amplificado y
marcade con algin compuesto como biotina o

digoxigenina.

Es uha secuencia corta {(generalmente de RNA)
que es compfehentaria con una hebra de DNA
y proporciona un extreme 3'-OH libre, en el
cual comienza la sintesis de una cadena de

DNA,

Involucra la interaccién de linfocites T con
con fagocitos, es esencial para la prevencién
del cdncer y la infeccidn con patdgenos

intracelulares.

El estado narmal del sistema inmunolégico, que

se traduce en resistencia a las infecciones,
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Inmunodeficiencia

Inmundgenos

Locus

Marcador de DNA

Métodos de genotipificacion

Mutacién

Estado anormal del Sistema Inmunitario por el
cual la intunided celular o la humoral son
inadecuadas y disminuyen la resistencia de las

infecciosas.

Sustancia capaz de producir una respuesta

inmune.

Es el sitio de localizacidn especifico de un gen
para una caracteristica particuler en un
cromosoma, el locus puede ser ocupado por

cualquiera de los alelos para el gene.

Es un grupo de fragmentos de DNA de tomafio
conocido que se usa para calibrar un gel de

electroforesis.
Los métodos gque se basanh en las
caracteristicas de la informacién genética

contenida en un patégeno.

Describe un cambio en la secuencia del DNA

gendmico.
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Necrosis

Hibridacion RNA-DNA

pBR322

Polimorfo

Proceso meningitico

Prueba de la tuberculina

Muerte de algunos elementos celulares en el
interior de un cuerpo vivo, con la pérdida de la

integridad celular.

Es una técnica para transferir RNA de un gel
de agarosa a tina membrana de nitrocelulosa en
la cual se puede hibridar a una sonda de DNA

complementario,

Es uno de los vectores de derivados de

pldsmidos para clonacién estandar.

Que puede tener varias formas.

Proceso que consiste en una inflamacion de las
mehinges causada por agentes bacterianos,
viricos o protozoarios. Sus sintomas son
fiebre, vémito, convulsiones y rigidez de la

nuca,

Se usa para determinar la hipersensibilidad
tardia que se interpreta como antecedente de
haber estado en contacto con M. tuberculosis

u ofras micobacterias.
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Quimioluminiscencia

Quitmioterapia

Reaccién en cadena de la

polimerasa

Recombinacidn homdloga

Repeticiones en "tandem”

Resistencia

Emisién de luz producida por medio de una

reaccion guimica.

Tratamiento de las enfermedades por medios

quimicos.

Describe una Técnica enla cual, los ciclos de
desnaturalizacion, alineacién con iniciadores y
extensién con DNApolimerasa, son usados para
amplificar exponencialmente un ndmero de
copias de una secuencia de DNA blanco usando

iniciadores especificos.

Recombinacién entre dos moléculas de DNA de
secuencia similar, ocurre en fodas las células,
ocurre durante lo meiosis y la mitosis en

eucariotes.

Son copias maltiples de la misma secuencia

situadas en serie.
Fendmeno por el cual cierfos organismos que

eran especialmente sensibles a determinadas

sustancias quimicas ya no o son.
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Respuesta humoral

Secuencia Chi

Secuencia de insercién

Secuencia palindrémica

Sistémico

Sonda

Inmunidad conferida a anticuerpos circulantes
producides por linfocitos T y células

plésmaticas,

Es un octamero que proporciona un hot-spot

para recombinacién genética en £ coli.

Es una pequefia secuencia de DNA bacteriaho
que lleva solo el gene necesaric para su

transposicidn,

Secuencia nucleotidica que es idéntica a su
secuencia compilementaria donde la lectura de
la secuencia es leida igual en las dos

direcciones (5' — 3'y 3' - 5').

Perteneciente a la circulaciéh general.
Perfeneciente al cuerpo considerado come una

unidad funcional.

Fragmento de DNA o RNA, marcado
radioactivamente o quimicamente, que es usado
para localizar secuencias especificas de dcidos

nucleices por hibridacion.
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Supuracion

Transposon

Tuberculosis extrapulmonar

Tuberculosis

multidrogorresistente

Virulencia

Accion y efecto de formar pus en una lesién,

por la accidn de gérmenes patégenos.

Es una secuencia de DNA capaz de insertarse
ella misma en una nueva localizacidén en el

genoma.
Diseminacion de los bacilos de la tuberculosis
de lesiches pulmonares por la sangre, con lo

cual la infeccién puede abarcar cualquier

drgano o sistema,

Resistencia a dos o mas drogas (por ejemplo a

isoniazida y rifampicina).

Patogenicidad relativa de un microorganismo.
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