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Abreviaturas

BCG: Bacillus de Calmette y Guérin

DNA: Acido desoxirribonucleico

ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas
M. avium: Mycobacterium avium

M. bovis: Mycobacterium Bovis

M. chelonae: Mycobacterium chelonae

M. fortuitum: Mycobacterium fortuitum

MAC: Complejo Mycobacterium avium

MNT: Micobacterias no tuberculosas

MTBC: Micobacterias del complejo tuberculosis.

NK: "asesina natural” Linfocitos pertenecientes al sistema inmunitario
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PPD: Derivado Proteico Purificado

RNA: Acido ribonucleico

rRNA: Acido ribonucleico ribosémico

SIDA: El sindrome de inmunodeficiencia adquirida
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

INFYy: Interferon alfa

IL-8: interleucina-8
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Resumen

La tuberculosis (TB), es una enfermedad causada por micobacterias del complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Para el 2012 se reportaron 8.6 millones de casos
nuevos y 1.3 millones de muertes de personas debido a este padecimiento. Aunado a esto,
se ha incrementado el nimero de casos de micobacteriosis causados por las llamadas
micobacterias no tuberculosas (MNT). En nuestro pais se tienen pocos reportes acerca de la
prevalencia de los principales genotipos de micobacterias que pueden estar causando TB y

otras micobacteriosis producidas por MNT, sobre todo en los pacientes inmunodeficientes.

Por tanto en este trabajo se compar6 un método comercial ya validado, contra dos métodos
propuestos en nuestro laboratorio, para la deteccion e identificacion a nivel molecular, del

complejo MTBC y MINT en pacientes del Hospital Juarez México.

Para cumplir dicho objetivo se analizaron 74 muestras de micobacterias provenientes del
INDRE y el HIM, esto con la finalidad de evaluar la sensibilidad y especificidad de las
técnicas de PCR de punto final, en tiempo real y la técnica comercial de Microarreglos.
Ademas de implementar la deteccién de un gen constitutivo para verificar la toma de
muestra, la extraccion y el PCR. Dando mayor confiabilidad para el tratamiento de las

micobacterias si fuese el caso.

Los resultados mostraron que la comparacion entre la metodologia propuesta para la
deteccion de MTBC por PCR en tiempo real, tiene una sensibilidad de 4 copias/pl con
respecto a la metodologia de los microarreglos de baja densidad, la cual detecta hasta 400
copias/ pl, ademas por PCR en tiempo real fueron mas reproducibles los resultados, con los
ya reportados por el InNDRE y el HIM. Para el caso de la deteccién de las MNT, se
utilizaron las mismas muestras de micobacterias no tuberculosas, patdgenas en humanos,
encontrando que si hay especificidad y sensibilidad para el PCR de punto final, hasta con
una sensibilidad hasta de 40 copias/ul, dando como resultado una reproducibilidad entre los
datos a doble ciego, y los microarreglos de baja densidad. En cuestion de tiempos y costos,
el PCR de punto final, asi como el PCR en tiempo real, son mas rapidos en tiempo y tienen

menor costo en comparacion de los Microarreglos.

Juan Carlos Bravata Alcantara -3-
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1. Introduccién

La tuberculosis (TB) es causada por un grupo de bacterias del orden Actinomicetales de la
familia Mycobaceriaceae y el género Mycobacterium (Myces = hongo; bacterium =
pequefia varilla. Este género comprende un grupo de microorganismos muy diverso y de

amplia distribucién en la naturaleza (micobacterias) (Tomioka, 1998).

La TB ha sido descrita como una de las enfermedades mas antiguas que ha afectado a la
humanidad, encontrandose vestigios de TB espinal en momias de Egipto que datan de
2,400 A.C. (Nerlich y col, 1997). Para 1702, se identificaron lesiones pulmonares o
“tubérculos” como cambios consistentes y caracteristicos en pulmones y otros érganos en
los pacientes con TB, en 1720 el fisico Inglés Benjamin Marten fue el primero en proponer
en su publicacion “A New Theory of Consumption”, que la TB pudo ser causada por
“diminutas criaturas vivientes”, las cuales pueden introducirse en el cuerpo generando
lesiones y los sintomas de la enfermedad. Afos después la etiologia de la TB fue discutida
hasta el descubrimiento del bacilo tuberculoso por Robert Koch en 1852, que aunado a la
mejora en las condiciones socioeconomicas y el aislamiento de pacientes tuberculosos en
hospitales, representd un impacto importante en la epidemiologia mundial de la TB en la
primera mitad del siglo XX (Barnes, 2000).

En 1895, otro gran avance fue el descubrimiento de la radiografia de pulmén por Wilhelm-
Konrad von Rdéntgen, herramienta importante para el seguimiento de los pacientes con TB
y posteriormente, la generacion de la vacuna a partir del Bacilo de Calmette y Guerin
(BCG) por parte de Calmette y Guerin, la cual se distribuye ampliamente en nuestros dias.
En la actualidad se conoce la secuencia gendémica completa de Mycobacterium
tuberculosis, que fue publicada en Junio de 1998 por Cole y cols., de la cepa H37Rv,
suceso que proporciond una nueva direccion a las diversas técnicas de ADN (Acido
desoxirribonucleico), recombinante en la deteccion e identificacién de micobacterias y en la

identificacion molecular de resistencia (Daniel, 2006).

Juan Carlos Bravata Alcantara -4 -
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1.1. Generalidades de las micobacterias

Las micobacterias son bacilos rectos o ligeramente curvos, aerobios, inmoviles y no
esporulados, presentan acido micolico en su pared celular que les confiere una resistencia a
la solucidon de alcohol &cido que los diferencia del resto de las bacterias. Su pared es rigida
y esta compuesta de ceras complejas, glicolipidos y de la lipoarabinomanana, la cual puede
contribuir al dafio del hospedero. Se ha observado que algunas diferencias en la estructura
de estos componentes, pueden estar relacionados con la capacidad de modular la respuesta
inmune en cultivos de células mononucleares (Draper, 1998).

Las micobacterias se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza (agua, alimentos
y aire), pueden clasificarse en dos grupos con fines de diagndstico: a) Complejo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC), que causan la TB en el huésped correspondiente. b)
Micobacterias no tuberculosas (MNT): que comprende a todas las otras especies de
micobacterias que pueden causar enfermedades pulmonares y extrapulmonares, y que no

pertenecen al MTBC.

1.2. Clasificacion de las micobacterias

Se han descrito méas de 280 especies de micobacterias, 25 de las cuales han sido

identificadas como agentes infecciosos frecuentes para el humano (Tsukamura, 1983).

En 1950, Timpe y Runyon propusieron una clasificacion para el género Mycobacterium en
tres grupos, que se basé en la velocidad de crecimiento (rapido o lento, segln sea superior 0
inferior a una semana, respectivamente), produccién de pigmento en presencia o ausencia

de luz (fotocromdgeno, escotocromdgeno) y caracteristicas coloniales (Tomioka, 1998).

La clasificacion fue modificada de la original de Runyon e incluye miembros del género
Mycobacterium de importancia clinica en humanos (tabla 1). Ademas, existen especies
saprofitas que pertenecen a las MNT, y que pueden actuar como patdgenos oportunistas y
causar enfermedad pulmonar o infecciones en otras localizaciones anatomicas. Las especies
de Mycobacterium mas comunmente encontradas a nivel mundial son M. avium, M.

fortuitum y M. chelonae (Cassidy y col, 2009).

Juan Carlos Bravata Alcantara -5-
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Cuadro 1. Clasificacién de Runyon modificada

Fotocromaogenas

Escotocromadgenas

No cromaogenas

Rapido crecimiento

Lento

Lento

Lento

Rapido crecimiento
(produce colonias
maduras< 7 dias)

Amarillo- naranja.

Produccién de pigmento en

presencia de luz.

Amarillo-naranja

Produccién de pigmento sin

exposicion a la luz.

Sin pigmento

Sin pigmento

ZARAGOZA

M. asiaticum

M. kansasii

M. marinum

M. simiae

M. flavescens
M. gordonae

M. scrofulaceum
M. szulgai

M. xenopi

M. africanum
M. avium

M. bovis

M. gastri

M. genavense
M. haemophilum
M. fortuitum

M. chelonae

M. abscessus

M. mucogenicum
M. peregrinum
M. porcinum

Clasificacion de micobacterias. Tomado de Infecciones respiratorias por micobacterias ambientales. Arch
Bronconeumolde, Garcia y col., 2005

1.2.1. Micobacterias tuberculosas

El complejo Mycobacterium tuberculosis comprende micobacterias de crecimiento lento
causantes de tuberculosis en animales y humanos, dificiles de diferenciar por métodos
bacterioldgicos convencionales. Este grupo incluye la especie M. tuberculosis causante de
TB en humanos; M. bovis que infecta principalmente el ganado bovino, pero también causa
TB en humanos; (Dankner y col, 2000) M. bovis BCG, el derivado atenuado de la cepa de
M. bovis comUnmente utilizado como vacuna contra M. tuberculosis; M. africanum,
causante de TB humana en el continente africano, y M. cannetti, una subespecie de M.
tuberculosis reportada en TB humana (M. caprae y M microti que infectan al ganado
caprino y a pequefios roedores, respectivamente, y M. pinnipedi es la especie que causa TB
en pinnipedos). Los miembros del complejo muestran entre un 85-100% de similitud entre
sus ADN y un 99% entre sus secuencias del rRNA (Acido ribonucleico ribosémico) 16S
(Muller y col, 2014).

Juan Carlos Bravata Alcantara -6-
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Los bacilos tuberculosos del complejo MTBC (M. tuberculosis, M. bovis, M. microti, M.
caprae, M. pinnipedi, M. africanum y M. cannetti.), son bastoncillos rectos o ligeramente
curvos con extremos redondeados, aunque en medios artificiales se ven formas cocoides y
filamentosas con morfologia variable (Figura 1). Estos microorganismos varian en ancho de
0.2 a 0.5 um y en longitud de 1 a 4 um. Son aerobios estrictos, lo cual explica su
predileccion de afectar a tejidos muy oxigenados como el I6bulo superior del pulmén y el
riidn, ademas son inmdviles, no esporulan, y pueden formar cépsulas y resistencia a la
decoloracion alcohol-acida cuando son tefiidos con fucsina basica fenicada (tincion de
Ziehl-Neelsen). Con la tincion, los bacilos se ven de color rojo sobre un fondo azul (Taylor
y col, 2003).

Figura 1. Representacion de los basilos de Mycobacterium tuberculosis
también Ilamado Bacilo de Koch. Tomado de
http://www.iladiba.com.co/econtent/Verimp.asp?ID=4086&IDCompany=11

Estas micobacterias, obtienen su energia de la oxidacién de diversos compuestos sencillos
de carbono. La especie de M. tuberculosis prolifera con lentitud (tiene un tiempo de
duplicacion de 18 horas), contrastando con la mayoria de las bacterias, que pueden duplicar
su nimero en una 0 mas horas. Debido a que su multiplicacion es lenta, los cultivos de
muestras bioldgicas deben conservarse durante periodos de 6 a 8 semanas de incubacion

antes de registrarlos como negativos.

Juan Carlos Bravata Alcantara -7-
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Un componente que reviste gran importancia en la bacteria de M. tuberculosis y las
micobacterias en general, es la pared celular, rica en complejos lipidicos. Los maés
importantes son acidos micolicos (acidos grasos de cadena larga), ceras y fosfatidos, que

estan en su mayoria unidos a proteinas y polisacaridos (Vecchiola, 2010).

El alto porcentaje de lipidos presente en la pared celular, aproximadamente el 60% de su
peso seco, es una propiedad distintiva de estos microorganismos que condiciona la casi

totalidad de los hechos que ocurren frente a una infeccion por este agente.

Dicha cubierta, de caracteristica impermeable, determina su gran resistencia a la coloracion
(frente a colorantes bésicos), a la actividad bactericida del complemento y a la digestion
intracelular por macrofagos. Esta riqueza de lipidos puede explicar también algunas otras
caracteristicas propias de las micobacterias como, el caracter hidrofobo de los bacilos, y la
resistencia a la desecacion, propiedad importante para la transmision, ya que permite la
sobrevivencia del bacilo en esputo expectorado seco. Otra estructura importante de las
micobacterias es la membrana plasmatica (figura. 2), la cual estd compuesta por algunos
elementos distintivos como el lipopolisacarido, lipoarabinomanano-lipomanano y el

fosfatidilinositol manosa (Russelln y col., 2002, Gorocica y col., 2005).

Capsula {

Inter-
calated
Capa de lipids
acidos
micolicos
Arabinan

Arabino-
galactan

Lipoarabinomanana

- Mannose

Galactan{ e
3

Peptidoglycan

Bﬁfiﬁ B OV

35 BBR 9
UL 4000LLL7 % :
B MurNAc/Gc @ Man [ Ara proteina
B GIcNAc OGaly @ L-Rhamnose

membrana
célular

i

Figura 2. Composicién de la membrana de la micobacteria la cual esta compuesta por tres capas.
Tomado y modificado al espafiol de: http://www.springerimages.com/Images/

Juan Carlos Bravata Alcantara -8-
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Si bien, los bacilos tuberculosos pueden crecer en un medio sintético simple, con glicerol u
otros componentes como Unica fuente de carbono y sales amoniacas como fuente de
nitrégeno, requieren de asparagina o mezclas de aminoacidos para estimular el inicio del
crecimiento e incrementar su velocidad. Por otra parte son muy sensibles a la inhibicién por
acidos grasos de cadenas largas, aunque pueden ser estimulados por éstos cuando se
incorporan al medio en concentraciones muy bajas. Puede obtenerse una concentracion
satisfactoria afiadiendo al medio albumina de suero, que liga los acidos grasos con una
afinidad suficiente para mantener su concentracion libre a niveles Optimos para el

crecimiento (Gorocica y col, 2005).

1.2.2. Micobacterias no tuberculosas

Recientemente las MNT han venido adquiriendo mas relevancia en la salud publica, debido
principalmente al incremento de su frecuencia como agentes causantes de graves patologias
que afectan pulmones, ganglios linfaticos, piel, heridas, huesos, etc., particularmente en
personas inmunocomprometidas, incluidas las que padecen del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Consecuentemente, el interés de la comunidad
cientifica por estos microorganismos ha crecido en forma radical en los tiempos recientes,
lo que ha permitido conocer diversos aspectos asociados a las patologias que ocasionan y a
sus factores de virulencia, sin embargo, también debe tomarse en cuenta que ahora se
dispone de técnicas mas especificas y sensibles para identificar a estos microorganismos en

muestras clinicas (Georgiev, 2003).

Las MNT pueden ser saprofitas, patdgenas u oportunistas, entre ellas se incluyen especies
de répido y de lento crecimiento, algunas que destacan por su frecuencia y virulencia, son
el complejo Mycobactyerium avium complex (MAC), asi como las especies de M. kansasii,
M. ulcerans, M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum. A diferencia de M. tuberculosis y
M. leprae, éstas no son patdgenos obligados, por lo cual su habitat generalmente es el
medio ambiente. Se han encontrado en el agua, el suelo y la vegetacion; sin embargo,

algunas pueden infectar a los animales y humano.

Juan Carlos Bravata Alcantara -9-
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Entre los padecimientos causados por MNT estdn la neumonia, linfadenitis cervical,
infecciones diseminadas asociadas a deficiencia inmunitaria de tipo celular, procedimientos
estéticos, mesoterapias y lipo-esculturas, la aparicion de abscesos después de una inyeccién
(Da Mata y col., 2010), infecciones asociadas con catéteres, enfermedades cutaneas
diseminadas, enfermedad pulmonar y enfermedades del sistema nervioso central que
afectan especialmente a los pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y a los nifios (Katoch, 2004).

1.3. Mecanismo de infeccion de la TB

La TB es trasmitida en tres formas: a) de persona a persona, por la inhalacién del agente
infeccioso, que se encuentra en el aire en forma de aerosoles donde sus nucleos contienen el
bacilo de cualquier especie de MTBC, b) por ingestibn de material contaminado,
usualmente leche (M. Bovis) vy, finalmente ¢) por inoculacion directa que ocurre en

trabajadores del sector salud principalmente.

Existen cuatro factores que determinan la transmision de MTBC: 1) el nimero de
organismos que son expelidos en el aire, 2) la concentracion de organismos en el aire
determinada por el volumen del espacio y su ventilacion, 3) la magnitud de tiempo a la que
se encuentra expuesta la persona al aire contaminado y 4) el estado inmune del individuo
expuesto. Las personas con VIH (Virus de la inmunodeficiencia humana) y otras con
alteraciones en la inmunidad celular son mas susceptibles a desarrollar esta enfermedad si
son infectados. Sin embargo, no tienen mayor riego de transmitir Mycobacterium

tuberculosis ( Controllers y col., 2005)

La infeccion de la enfermedad ocurre en tres etapas: inicial (infeccion primaria), latencia y
enfermedad postprimaria. En la infeccion inicial, los bacilos invaden el tejido,
generalmente las zonas medias y bajas de los pulmones, multiplicAndose entre 3 a 6
semanas Yy originando una pequefia lesion inflamatoria (Styblo, 1980). Los bacilos entran
posteriormente en el sistema linfatico y son transportados a los ganglios linfaticos hiliares
mas proximos, donde también provocan lesiones inflamatorias, donde ingresan en la sangre

y se diseminan hacia otras partes del cuerpo.
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La enfermedad se reactiva (postprimaria), es decir cuando el bacilo ingresa por primera vez
al organismo que en general ocurre en edades tempranas (primoinfeccion), éste se
reproduce y elimina lentamente, por lo que resulta poco infeccioso; cuando se reactiva, el
bacilo se reproduce con mayor intensidad y se elimina en gran cantidad, ademas suele
desarrollarse después de un periodo de latencia y se origina a partir de los sitios de
diseminacion hematdgena, donde se conserva latente por tiempo indefinido o durante
muchos afios, y cuando sobreviene un momento de debilitamiento puede ser secundaria a

disminucion de la inmunidad corporal (Davis y col, 2009).

Aunque la reactivacion puede ocurrir en cualquiera de las lesiones focales, es mas frecuente
en los l6bulos superiores o en el vértice de los I6bulos inferiores del pulmon, donde se
forman abscesos y cavidades tuberculosas (Karnak y col, 2002).

1.4. Inmunologia de la TB

En la tuberculosis la defensa inicial pulmonar contra la infeccion estd dada por los
macrdfagos alveolares gracias a su actividad fagocitica, los linfocitos T activados a traves
de sus células CD4+ y las células NK (asesina natural) activadas y sus citoquinas (IFNy)
(Interferdn alfa) y quimiocinas (IL-8) (interleucina-8). Estas ultimas sirven, ambas, para
atraer y activar otras células inflamatorias efectoras. Una quimiocina importante en la

interaccion huésped patégeno es la interleucina-8 (IL-8) (figura 3) (Colakoglu, 2004).

Los macréfagos, gracias a su gran tamafio y vida media larga (meses), constituyen el
habitat de muchas bacterias intracelulares y a su vez funcionan como células efectoras

principales en la defensa frente a la infeccién micobacteriana (Gupta y col., 2012).
El proceso de respuesta inmune incluye:

1. Contacto del bacilo e ingreso a través de los receptores del complemento CR1, CR3,

CR4, de la manosa (MR) y de otros componentes de la superficie.

2. Fagocitosis del bacilo por el macréfago alveolar con produccién de una vacuola o

fagosoma, donde se aloja el bacilo,

3. Internalizacién de la bacteria.
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4. Finalmente inhibicién de su crecimiento o destruccion.

La entrada del M. tuberculosis se hace utilizando receptores especificos del macrofago
independiente de los receptores Fc, con el fin de evitar el disparo de los estallidos

oxidativos antimicrobianos.

La interaccion entre el bacilo y la célula fagocitica estd mediada ademés por una
glicoproteina de la pared del M. tuberculosis, el Lipoarabinomanana (LAM). Esta impide la

accion de las citoguinas producidas por los macréfagos (Flynn y col., 2003).

OO0 ADHESION
. -

ENDOCITOSIS

Fagolisosoma

DIGESTION
INTRACELULAR

Vacuola digestiva

Figura 3. Fagocitosis del M. tuberculosis por el macréfago, tomado de http://www.bgb-
biogen.com/tuberculosis/pagina_155.php

1.5. Epidemiologia de la TB

Aunque la TB es un problema de salud de reciente reaparicion en los paises desarrollados,
nunca ha dejado de serlo en los paises subdesarrollados, donde se presentan en un 95% de

los casos con TB, de los cuales el 98% son defunciones.
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Para el 2012 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que hubo 8.6 millones de
nuevos casos y 1.3 millones de personas fallecieron de tuberculosis, y mas del 95% de las

muertes tienen lugar en los paises de ingresos bajos y medianos (OMS, 2013).

Entre las causas del resurgimiento de la TB, se encuentra el aumento de la resistencia del
bacilo a uno o0 mas de los medicamentos usados para su control, asi como el aumento del

namero de pacientes infectados con VIH (Cortes-Torres y col, 2013).

La tendencia social de la TB ha sido usualmente desigual (medidas a través del impacto por
edad, sexo y grupos étnicos); sin embargo, su asociacién con regiones y poblaciones de
bajo nivel socioecondmico se ha mantenido sin cambio alguno. Asi, aunque la enfermedad
no puede presentarse de modo significativo en la poblacion en general, persiste y esta se ve
aumentada en ancianos viviendo en asilos, personas desamparadas y sin hogar, personas
retenidas en instituciones correccionales y con diabetes mellitus, asi como aquellos

infectados con el VIH (Young y col, 2014).

En América Latina, México ocupa el tercer lugar en cuanto a la incidencia con casos de TB
pulmonar. Actualmente el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE), ha
reportado hasta la semana 14 del 2014 (3322 casos) de TB pulmonar, donde se observa la
tasa de incidencia nacional de casos de TB pulmonar en 2001 fue de 16.16 casos por cada
100 000 habitantes y para el 2010 de 14.19 casos por cada 100 000 habitantes, lo que

evidencia su contencion, pero relativamente poco impacto en su reduccién (Sinave, 2014).

Los estados que tiene mayor incidencia de casos de TB pulmonar para el 2013 fueron Baja
California con 78, Veracruz 63, Nuevo Ledn 59 y Sinaloa 42. El grupo donde se presenta
mas frecuentemente la TB en todas sus formas es de 25-44 afios de edad, siendo el género
masculino mas afectado y para enero del 2014, se han reportado 563 casos de TB pulmonar
(Sinave, 2013).

1.6. Diagnosticode laTB

Es de suma importancia la disponibilidad de pruebas diagndsticas, operativas y confiables
para la deteccion oportuna que permita iniciar el control del padecimiento. Por tal motivo,

la confirmacion de la presencia de Mycobacterium tuberculosis se lleva a cabo mediante
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herramientas de diagndstico como son principalmente la baciloscopia o cultivo, técnicas
seroldgicas como ELISA, la prueba cuténea de la tuberculina derivado proteico purificado
(por sus siglas en inglés PPD), entre otras, pero existen dificultades para la deteccion de la
bacteria a partir de estos métodos, entre ellos se encuentra la sensibilidad, especificidad y el
tiempo de procesamiento, asi como falsos positivos, o falsos negativos (Catanzaro y col.,
2000).

En la actualidad, se han desarrollado técnicas moleculares que permiten la amplificacion de
ADN especifico, por medio de secuencias de insercién 1S6110 que son especificas de la
bacteria y se emplean para la deteccion de MTBC, entre ellas se encuentran la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) de punto final o tiempo real. De manera comercial, se puede
encontrar la metodologia por microarreglos de baja densidad. Tanto el PCR como los
microarreglos son muy sensibles, especificos y se emplean en menor tiempo, comparado

con las técnicas clasicas, para deteccion de la TB (Anochie y col, 2012).

1.7. Métodos de deteccién

1.7.1. Baciloscopia

Una de las pruebas para el diagnostico de la TB ha sido el examen microscopico, la
“baciloscopia” con la tincion microbiolégica de Ziehl-Neelsen (figura 4), esta técnica
presenta varias ventajas tales como la sencillez, reproducibilidad en cualquier medio,

rapidez, bajo costo.

Figura4. Basiloscopia. Visualizacion con el uso de la tincidn de Ziehl Neelsen.
Resultado de bacilos en caso de prueba positiva (presencia de BAARS)
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La tincion consiste en la fijacion de la fucsina sometiendo a calor la muestra cubierta con el
colorante, se elimina el colorante con agua, se agrega alcohol-acido, se enjuaga y se aplica
el colorante de contraste azul de metileno, se enjuaga y se deja escurrir en forma vertical
hasta secar. Esta técnica diagnostica a los enfermos con TB que son baciliferos, (fuente de
diseminacion de la enfermedad). Se han venido observando grandes limitaciones, ya que
deben existir entre cinco mil y diez mil bacilos acido-alcohol resistentes por mililitro de
expectoracion, para que exista un 50% de probabilidad de ser detectado, con esto se puede
considerar que a estos pacientes se les establezca un diagnostico con otros criterios tales
como clinico, histopatoldgico, epidemioldgico, radioldgico e inmunoldgico. La ausencia de
bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) en una muestra clinica no descarta el diagnostico
de TB (Martinez y col., 2006).

1.7.2. Cultivo

El cultivo de micobacterias, es el Gnico método que permite dar un diagnostico certero
mediante la observacion del bacilo (Agarwal y col., 2005) (figura 5). Es el Gnico
completamente valido para dar seguimiento y proporcionar la curacion del paciente
tuberculoso, motivo por el cual es considerado el estdndar de oro en el diagnostico de la
TB. Los resultados del cultivo dependen en gran medida de los pasos previos a este, que
son la digestion y descontaminacion de residuos organicos que le permitiran al bacilo de
Koch poder desarrollarse en el medio de cultivo sélido, sin embargo, si estos procesos no se
Ilevan de manera adecuada, puede afectar la viabilidad de las micobacterias presentes en la
muestra y dar lugar a falsos cultivos negativos debido a un exceso de descontaminacion.
Los cultivos son mucho mas sensibles que la baciloscopia, pudiendo detectar una cantidad
tan pequefia de bacterias, basta con que existan mas de 10 bacilos por mililitro en muestras
digeridas o concentradas, para que sea positivo. El aislamiento en cultivo puro es necesario
para poder identificar correctamente las cepas aisladas, y los medios de cultivo
tradicionales que hasta la actualidad se han empleado para diagnostico son Léwenstein-
Jensen, o el agar 7H10 y 7H11 de Middlebrook. ElI mayor inconveniente del cultivo

convencional se deriva de la lenta capacidad de division de la M. tuberculosis.
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Este proceso que incluye la recepcion de la muestra y la entrega del resultado, es superior a
4-6 semanas en los medios solidos convencionales, tiempo excesivamente elevado para
esperar un diagnostico de certeza. Algunas mycobacterias, muchas de ellas asociadas con el
SIDA. La incubacion de los medios sembrados en una atmdsfera enriquecida con un 5-10%

de CO; favorece el crecimiento de M. Tuberculosis (Naveen y col., 2012).

Figura 5. Cultivo de colonias positivas para tuberculosis. Tomado de
Agarwal y col., 2005.

1.7.3. PPD

Esta técnica es de poco valor diagndstico, la prueba consiste en una reaccion cutanea de
hipersensibilidad que indica la existencia de infecciébn por TB previa, mas no la
enfermedad. Este procedimiento se lleva a cabo con un derivado proteico etandlico
purificado (PPD) de M. tuberculosis. Esta debe administrarse de forma intradérmica (figura
6), aplicando en la cara anterior del brazo 0.1ml de tuberculina que se lee midiendo el
diametro transverso de la zona de induracién entre las 48 y 72 horas. En la cual se ha
recomendado que la prueba se considere positiva a partir de 5 mm; cabe mencionar que
pude dar positiva si el paciente ha tenido contacto con otras mycobacterias no tuberculosas
(Pilsczek y col., 2008).

Si bien la prueba tuberculina ha sido utilizada como instrumento bésico para la deteccion de
MTBC, ha demostrado pobre especificidad como consecuencia de las reacciones cruzadas

que presenta con la vacuna BCG (Damaso y col., 2009).
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Figura 6. Aplicacion para la prueba de la tuberculina.

1.7.4. Métodos seroldgicos

Uno de los métodos de diagndstico para la TB mayormente empleada es el ensayo inmune
ligado a enzima (ELISA). Mediante ésta metodologia es posible identificar anticuerpos
circulantes especificos contra antigenos de Mycobacterium y, de esta manera, indicar una
infeccion. Este sistema genera resultados en cuestion de horas y las sensibilidades oscilan
entre 95 al 98%, mientras las especificidades como entre el 85 al 92%, dependiendo del
antigeno empleado. Pose ventajas adicionales, ya que evalUa el nivel de respuesta inmune
ante la infeccion bacteriana, es decir, identifica cudndo se presentan bacterias vivas y
muertas en el huésped, es mas facil de estandarizar y necesita menos reactivos y
equipamiento. Esta técnica ofreceria el mayor potencial para la realizacion de pruebas
serologicas rapidas y podria ser de gran valor cuando sea dificil obtener muestras de esputo,
como sucede en el caso de los nifios y en pacientes con tuberculosis extrapulmonar
(Sant'/Annay col., 2001).

AUn con estas ventajas, las técnicas de inmunodiagnoéstico tienen la desventaja de presentar
variaciones dependiendo del antigeno empleado, arroja falsos positivos por mal manejo de
los reactivos o contaminacion de la muestra, y se necesita personal altamente capacitado y
equipo especializado para la lectura de las muestras, por lo regular caro, lo cual limita su

empleo en paises pobres (Liao y col., 2009).
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1.7.5. Técnicas de biologia molecular.

Durante la Gltima década se han desarrollado una serie de técnicas de Biologia Molecular
que permiten la amplificacion de secuencias de ADN y ARN especificas de M.
tuberculosis. Esta tecnologia ha logrado solucionar, al menos en parte, los principales
problemas inherentes a las técnicas microbioldgicas convencionales, permitiendo establecer
diagndsticos rapidos entre 2 y 8 horas, y mejorar la sensibilidad de las técnicas clasicas.
Esto es particularmente importante en las muestras clinicas de origen extrapulmonar en las

que el indculo micobacteriano es habitualmente bajo (Zhuravlev y col., 2010).
1.75.1. PCR de punto final.

La metodologia de PCR de punto final es altamente sensibilidad y confiable en un 99% de
los casos y bajo condiciones experimentales dptimas, permite la amplificacion de mas de un
billon de copias de la secuencia deseada a partir de una sola copia del ADN original (Figura
7).

Partiendo de este principio, la PCR se basa en la repeticion de un ciclo formado por tres

etapas:
1) Desnaturalizacién de la cadena doble de ADN.
2) Hibridacion de los iniciadores a la zona 3’ especifica de cada una de las hebras.

3) Extension, a partir del templado de ADN y de los cebadores. La sintesis de la nueva

hebra se lleva a cabo mediante la ADN polimerasa (TagADN polimerasa) (Bej y col, 1991).
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Figura 7. Pasos del desarrollo para la PCR. Tomado
de Vierstraete, 2001.

La deteccion del producto de la reaccidn en cadena de la polimerasa se realiza normalmente
mediante el corrido electroforético dependiendo del tamafio de la amplificacion y la
resolucion deseada se utilizara diferentes medios (agarosa 6 poliacrilamida) a distintas
concentraciones. La posterior visualizacion se puede realizar con bromuro de etidio y se
evalla en luz UV (Radiacion ultravioleta), tincion de plata, fluorescencia, radioactividad.
La electroforesis en general, permite la separacion de las moléculas como consecuencia de
su diferencia de movilidad en un campo eléctrico. Por lo tanto, el pardmetro esencial es la
diferencia de carga eléctrica de las moléculas asi como el tamafio, cabe mencionar que la
carga depende del pH del medio. La PCR, se emplea en la identificacion de M.
Tuberculosis, e incluye: 1) Amplificar con cebadores apropiados y detectar después a la M.
tuberculosis, en especifico, mediante electroforesis y bromuro de etidio (Lima y col.,
2008).

1.7.5.2. PCR en tiempo Real.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real, también conocida como Real Time
PCR (RT-PCR) muestra la capacidad de monitorear el progreso de la reaccion de PCR a
medida que esta ocurre (figura 8). Los datos son colectados a lo largo del proceso de PCR y
no al final como se realizaba antes. EI PCR usa moléculas de un reportero fluorescente para

monitorear la amplificacion de productos durante cada ciclo de reaccion. Esta técnica
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combina los pasos de amplificacién de ADN vy la deteccion en un Gnico ensayo Y evita tener
que preparar geles de electroforesis para detectar los productos amplificados.

Su simplicidad, especificidad y sensibilidad junto con su potencial como técnica en
aplicaciones futuras y la evolucion hacia nuevos conocimientos de la quimica, ademas de la
confiabilidad en la instrumentacién y protocolos mejorados, han hecho del PCR una
tecnologia altamente competitiva para la deteccion de ADN (Kubista y col., 2006).
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Figura 8. Amplificacion por medio de fluorescencia para PCR en tiempo real.

Tomado de Corvalan, 2012.
1.7.5.3. Microarreglos de baja densidad de una marca comercial para la

deteccion de micobacterias.

Los microarrays o biochips son formatos en los que el producto amplificado por PCR se va
a hibridar con sondas que se encuentran inmovilizadas en un soporte de silice o vidrio. Su
principal ventaja es que permite incorporar un mayor nimero de sondas que los ensayos de
sondas en linea. Por lo tanto, con un notable incremento en la capacidad, tanto para la
identificacion de especies. En la actualidad, existen disponibles modelos comercializados o

que pueden disefiarse a medida segun el objeto de estudio. La sensibilidad y especificidad
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para la deteccion de mutaciones de resistencia sobre aislados ha sido buena, sin embargo no

se conoce su rendimiento sobre muestras clinicas.

Aunqgue se trata de una tecnologia de costo elevado, existen modalidades de microarrays
denominados de “baja densidad” mucho mas econdmicos, que requieren una infraestructura
minima y por lo tanto mas facil de introducir en la rutina diagndstica, permitiendo analizar
la presencia o ausencia microorganismos de interés médico, como la deteccion de

micobacterias.
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2. Antecedentes

Las secuencias de insercion (IS) en el bacilo tuberculoso, son elementos genéticos que no
codifican marcadores fenotipicos, pero si codifican para su propia transposicion; las IS son

pequefias secuencias de 200 a 1 500 pb.

IS6110 es una secuencia repetitiva de la familia IS, se encuentra con muy pocas
excepciones en todos los miembros del grupo de Mycobacterium tuberculosis y esta
aparentemente restringido a este grupo de microorganismos. Esta secuencia, que tiene 1335
pb, se encuentra mas o menos aleatoriamente distribuida alrededor del genoma (figura 9),
su numero va desde 0 a 30 (Cole y col., 1998).

En los Gltimos afios se viene haciendo estudios para acortar el tiempo de diagnostico de
tuberculosis. Se han evaluado diversos métodos, desde ELISA (Chan y col., 2000) hasta
las distintas pruebas moleculares disponibles. Babu, en el afio 2001 hizo una evaluacién de
PCR para detectar TB en liquido pleural, encontrando una sensibilidad de 70% y una
especificidad de 100%, en este estudio se hizo ademas una comparacién con otras
herramientas diagnosticas para TB tales como la tincion BAAR vy el test de adenosina
deaminasa (ADA) (Nagesh y col., 2001).

También en el afio 2001, Boruh pretende desarrollar una prueba simple, rapida y sensible
para diagnosticar TB a partir de diversas muestras clinicas tales como esputo, aspirado
bronquial, orina, liquido cefalorraquideo. Boruh us6 las secuencias de insercion 1S6110 y la
secuencia 1S990. Se encontr6 una sensibilidad y especificidad de 96,5% y 95,3 % (Borun y
col, 2001).

Otro estudio realizado por Hasaneen el afio 2003 presenta la técnica de PCR como un
método rapido de diagnéstico en biopsias pleurales antes de haber recibido el tratamiento
convencional de embebido en parafina. Hasaneen encontr6 una sensibilidad de 90% y una
especificidad de 100% para PCR. En este estudio se recomendaba el uso de PCR para
diagnostico de TB en combinacion con otros métodos tales como cultivo y examen

histopatolégico (Hasaneen y col, 2003).
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Park y col.,, en el afio 2003 hicieron una comparacién entre PCR y caracteristicas
histopatologicas en especimenes embebidos en parafina. Park encontré gran variacion de
sensibilidad y especificidad de acuerdo a las diversas condiciones histopatologicas. Al
compararlo con el diagndstico clinico, él observd que el PCR tenia una sensibilidad y

especificidad de 78% y 88% respectivamente (Park y col, 2003).
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Figura 9. Genoma de la cepa H37Rv para Mycobacterium tuberculosis y sus
diferentes regiones. Tomado de Supply y col., 2000

Por otro lado, para el caso de las MNT, detectaron por que han empezado a tomar
importancia debido al tipo de infecciones que pueden llegar a causar, no solo en pacientes
inmunosuprimidos, sino también en personas inmunocompetentes. Se estima que un 12%
de la poblacion inmunocompetente, sufre de alguna infeccion por MNT. Las especies que
mas se reportan son: M. kansasii, M. xenopi, M. avium, y M. fortuitum, entre otras. La
frecuencia de aislamiento varia entre un 0.1- 17% dependiendo del pais. Las enfermedades
MAas comunes que causan son: cistitis, infecciones en higado, rifion, pulmon, piel, nodulos

linfoides, entre otros (Field y col., 2006).
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3. Planteamiento del problema.

La TB a nivel mundial se encuentra dentro de las enfermedades bacterianas causantes del
90% de las defunciones en el mundo. En México se report6 1,759 casos de muertes a causa
de esta enfermedad en el 2011, debido a esto y aunado a la resistencia que presenta a
medicamentos, se debe realizar el diagnostico oportuno de las micobacterias.

En el Hospital Judrez de México se cuenta con una prueba de diagnostico basada en
microarreglos de baja densidad, que permiten la deteccion del complejo MTBC y MNT de
manera simultanea, sin embargo muestra poca sensibilidad y por ello se presentan falsos
negativos, siendo que estos pacientes tienen cuadro clinico de tuberculosis, ademas de
tener un costo elevado comparado con otras metodologias, 1o que repercute directamente en
los pacientes que acuden al servicio de diagnostico molecular, ya que son de bajos recursos,
siendo inaccesible el diagnostico con esta técnica. Por esta razon es importante realizar

métodos de diagnostico de Biologia Molecular de bajo costo y mayor sensibilidad.

4. Justificacion

En el hospital Juarez de México en el servicio de Genética y diagnostico molecular en el
2012, se evalu6 externamente la eficacia de los microarreglos, dando como resultado,
muestras positivas, que por el Microarreglo fueron reportadas como negativas, debido a
esto y a la importancia del diagnostico oportuno, se decidié implementar técnicas como el
PCR en tiempo real y de punto final, las cuales puedan identificar a micobacterias
frecuentes en la poblacion mexicana, incluyendo Mycobacterium tuberculosis , y de tal
manera se puedan entregar rapidamente y oportunamente el resultado, para su adecuado
tratamiento, considerando un precio accesible, para los pacientes vulnerables que acuden a

dicho Hospital.

Juan Carlos Bravata Alcantara -24 -



Anélisis comparativo de un método alternativo para la deteccidn del complejo
Mycobacterium tuberculosis en muestras bioldgicas

ZARAGOZA

5.  Hipotesis

Las metodologias de PCR en tiempo real y PCR de punto final, son mas sensibles,
especificas y econdémicas para el diagndstico de Mycobacterium tuberculosis y las
micobacterias no tuberculosas en poblacion mexicana, en comparacion de los microarreglos

de baja densidad (chipron).

6. Objetivos

6.2. Objetivo general.

e Comparar y proponer un método alternativo de alta sensibilidad, especificidad, y de
bajo costo, que entregue un resultado en un menor tiempo para la deteccion de
MTBC.

6.3. Objetivo especificos.

e Comparar las metodologias de PCR de punto final, tiempo real y microarreglos en
muestras positivas para micobacterias del Instituto de Diagnostico y Referencia

Epidemioldgicos (INDRE) y del Hospital Juarez de México (HIM).

e Evaluar la sensibilidad y especificidad, de estos métodos para la deteccion de

micobacterias.

e Evaluar cual es el método mas econdémico para la identificacion del MTBC.
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7. Material y métodos.
7.1.  Muestras clinicas

Se emplearon 74 muestras de pacientes tanto del Hospital Juarez de México, asi como del
INDRE, (tanto negativas como positivas) y se evaluaron todas a doble ciego. Estas fueron
obtenidas de expectoracion, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, liquido sinovial,

sangre, y orina.

7.2. Extraccion de DNA bacteriano.

Para en el caso de las muestras liquidas (del Hospital Juarez de México) se centrifugaron a
3500 rpm durante 10 min para concentrar el paquete celular, para las expectoraciones se le
agregO N-acetilcisteina, se incub6 a temperatura ambiente durante 10 min, posteriormente

se tomaron 200 pul para el proceso de extraccion.

La extraccion del DNA bacteriano se realizé con el kit comercial High Pure PCR Template
Preparation Kit® (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany) realizando los siguientes

pasos:

a. Antes de iniciar con la extraccion ADN de las micobacterias se preparo6 la zona de
trabajo y se irradié con luz ultravioleta el material necesario para la extraccion.

b. A las muestras (liquido cefalorraquideo o pleural, liquido sinovial, sangre,
expectoracion y orina) se agregaron 200ul en un tubo eppendorf nuevo, en el caso
de biopsias, se agregd aproximadamente 25-50mg de tejido a un tubo nuevo.

c. Se adicion6 200ul de buffer de lisis y 40ul de la proteinasa k, a cada tubo con
muestra liquida o biopsia, se mezcl6 e incub6 durante 30-50 min a 55°C.
Posteriormente se agregaron 200ul Binding Buffer, se mezclé e incub6 durante 10
min a 70°C.

d. Inmediatamente después se adicionaron 100ul de isopropanol y se homogeniz6 la
mezcla. Posteriormente se coloco la mezcla a una columna de silica nueva.

e. Después se centrifugd la columna con la mezcla a 9000 rpm y se desecho el tubo
colector, se coloco un tubo colector nuevo y se agregaron 500l Inhibitor Removal
Buffer a la columna, nuevamente se procedié a centrifugar a 9000 rpm por 1 min.
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f. Se cambi6 el tubo colector y a la columna donde estaba la muestra se le agregd
500ul Wash Buffer, se centrifugdé 9000 r.p.m por 1 min, y se desecho el tubo
colector.

g. Posteriormente se cambi6 el tubo colector y a la columna se le agregé 500l Wash
Buffer y se centrifugd a 13000 rpm por 3 min. Se volvid a desechar el tubo colector.

h. Debidamente identificado se coloco el filtro de la columna en un tubo eppendor
nuevo y se procedio a diluir el DNA total y el bacteriano.

i. Se agrego6 a la columna 80ul del buffer de elusion precalentado a 70°C. Se
centrifugd a 9000 rpm por 3 min y se desecho el filtro de la columna.

J. Se cuantificé el ADN vy se observoé su integridad en un gel de agarosa al 2%, tefiido
con bromuro de etidio.

k. Finalmente se almaceno el ADN a - 20°C para conservar el material genético hasta
su analisis.

7.3. Estandarizacion para PCR en tiempo real.

Disefio de los iniciadores y sonda especifica para el complejo de MTBC, asi como la

evaluacion del gen constitutivo RNAsaP.

Para la PCR en tiempo real se realizd el disefio de los iniciadores, asi como la
estandarizacion de las condiciones de amplificacion, primero para MTBC, con su
respectiva region homologa, para esto se empleo la base de datos del genoma de la bacteria
de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, donde se localiz6 la region de insercion 1S6110 y a
partir de esto, se disefiaron los iniciadores y la sonda con la ayuda del programa con
direccion electrénica Primer3Plus, estos amplifican las secuencias homologas entre los
integrantes del MTBC. Después se sintetizaron los iniciadores especificos ya reportados de
un gen constitutivo que codifica para la RNAsaP, con la finalidad de validar la toma de
muestra, el proceso de extraccion y la PCR de la muestra. Ambos pares de iniciadores se

verificaron por medio del programa “BLAST” http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

Para preparar la mezcla de la PCR en tiempo real diplex se empledé TagMan® Universal

PCR (Branchburg, NJ), partiendo que los iniciadores para la deteccion de MTBC y
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RNAsaP todo se estandariz6 a una concentraciéon de 10 pmoles y la sonda a 20 pmoles. Tal

como se muestra en el cuadro 2.

7.4.  Condiciones de amplificacion para PCR en tiempo Real.

Se realizo la amplificacion del MTBC a partir de las extracciones de ADN de las 66

muestras ya procesadas en el HIM y del INDRE, por medio del PCR en tiempo real. Para el

caso del MTBC y del gen constitutivo se amplificaron con sus respectivos oligos y sonda*

marcadas con diferentes flouroforos para poder diferenciar en una misma reaccion y ver el

resultado para ambos casos. Todo esto se hizo en el equipo Applied Biosystems StepOne™
Real-Time PCR System (USA).

Cuadro 2. Iniciadores para la amplificacion por PCR en tiempo real para tuberculosis y el gen RNAsaP.

Iniciador Secuencia Producto (pb) | Especie
forward 5- ACCTAACCGGCTGTGGGTAGC - 3

Sonda JOE - CTCACCTATGTGTCGACCTGGG 131 bp MTBC
reverse 5- AGGTGGCCATCGTGGAAGC - 3
forward 5- CCAAGTGTGAGGGCTGAAAAG - 3

Sonda FAM-CCCCAGTCTCTGTCAGCACTCCCTTC 80 bp RNAseP
reverse | 5" TGTTGTGGCTGATGAACTATAAAAGG -3

Paso para realizar el PCR de tiempo Real.

1. Se esterilizé todo el material necesario para el PCR de tiempo real.

2. Dependiendo del nimero de muestras se preparé la reaccion, agregando los

iniciadores y la sonda para él complejo MTBC, asi como los iniciadores para el gen

RNAsaP con su respectiva sonda. (Cuadro 3)

3. Las condiciones de amplificado fueron tal como se muestra en la (cuadro 4).
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Cuadro 3. Mezcla para la amplificacion por PCR en tiempo real para tuberculosis y el gen RNAsaP

Deteccion del complejo MTBC y gen constitutivo RNASaP por PCR en

Tiempo real
Reactivo Volumen de reactivo por reaccion
TagMan® Universal PCR N x12.5 pL
Mezcla de iniciadores F, R y Sonda N x 3 pL
(JOE) TagMan para MTBC
Mezcla de iniciadores F, R y Sonda N x 3 pL
(FAM) TagMan para RNAsaP
H.0 N x1.5pL
Volumen final por tubo 20 pL X rx
DNA total 5 pL
Volumen total 25 L

El volumen final para una reaccion de-PCR fue de 25 puL.

Cuadro 4. Condiciones para la amplificacion por PCR en tiempo real para tuberculosis y el gen RNAsaP.

Ciclos PCR en tiempo real para la amplificacion

95°C por 10 minutos

95°C por 15 segundos

40 Ciclos

58°C por 1 minuto

(JOE)
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7.5.  Evaluacion para PCR de punto final.

Para el caso del PCR de punto final se utilizaron los iniciadores y las condiciones que
amplifican a las MNT de acuerdo a lo reportado por (Pérez y col 2008).

Se realizo la amplificacion a partir de la region de rRNA 16S, la cual es una region que se
usa para clasificar taxondmicamente a las bacterias MNT maés prevalentes en la poblacion
mexicana, por medio de un PCR mdltiplex para detectar M. fortuitum, M. chelonae,
M.abcesus, M. gordonae y los iniciadores son los siguientes, dependiendo del producto de
PCR se determina la especie (figura 10). Cuando la banda es de 1000 pb se realiz6 otro

PCR multiplex con otros iniciadores para detectar, M.avium o M intracellulare. (Cuadro 5).

Cuadro 5. Iniciadores para la amplificacion por PCR de punto final de las micobacterias no tuberculosas.

Iniciador Secuencia Producto (pb) Especie
Rac 1 5 TCGATGATCACCGAGAACGTGTTC-3 900 M. avium
Mycav-R 5 ACCAGAAGACATGCGTCTTG ¥
Mycint-F 5CCTTTAGGCGCATGTCTTTA 3 176 M.
Rac 8 5-CACTGGTGCCTCCCGTAGG- 3 intracellulare
Rac 1 5 TCGATGATCACCGAGAACGTGTTC-3" 1100 M. fortuitum
1200 M. chelonae
Rac 8 5-CACTGGTGCCTCCCGTAGG- 3 1300 M. abscesus
G1 5 CCCTACGCAGACTGACAGCAA-3 407 M. gordonae
G2 5-:AGCCACCGACGAACCCC-¥
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STEP 1
Multiplex PCR)
" Noband 1300 pb 1200 pb 1100 pb 934 bp 1000 pb
- _ 2 and
407 b
No genus M. abscessus M. chelonae M. fortuitum
Mycobactenium M. gordonae

STEP 3
Multiplex PCR

1000 bp 1000 bp
and and
900 bp 176 bp

M. avium M. intracellulare

Figura 10. Pesos moleculares esperados para la deteccion de las micobacterias no tuberculosas,
mas frecuentes en poblacién mexicana.

El termociclador empleado fue SEET™AMP (USA). El procedimiento fue el siguiente:

1. Se esterilizé todo el material necesario para el PCR punto final.

2. Dependiendo del nimero de muestras se preparé la reaccion (Cuadro 6).

3. Se pusieron las condiciones en el termociclador (cuadro 7)
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Cuadro 6. Mezcla para la amplificacién por PCR de punto final para micobacterias no tuberculosas.

Micobacterias no tuberculosas.
Reactivo Volumen de reactivo por reaccion
AccuPrime™SuperMix 11 N x12.5 pL
RAC1 N x1puL
RAC 8 N x1puL
Gl Nx1pL
G2 Nx1pL
H20 N x 3.5 pL
DNA TOTAL 5puL
Volumen total 25 puL

El volumen final para una reaccion de-PCR fue de 25 puL.

Cuadro 7. Condiciones para la amplificacién por PCR de punto final para las micobacterias no tuberculosas.

Ciclos PCR de punto final para la amplificacion

95°C por 2 minutos

95°C por 30 segundos
40 Ciclos 55°C por 1 minuto

72°C por 2 minutos

72°C por 2 minutos
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7.6.  Microarreglos (plataforma comercial).

Se realizo el PCR de punto final, a partir de las extracciones de ADN de las 74 muestras ya
procesadas del HIM y del INDRE con las condiciones mencionadas en el kit, tanto para el
género de Mycobacterium, donde se encuentran las MNT y el MTBC (iniciador A), y para
el MTCB (iniciador B).

El termociclador empleado fue SEET™MAMP. El procedimiento fue el siguiente:
1. Se esterilizé todo el material necesario para el PCR punto final.
2. Dependiendo del nimero de muestras se preparo6 2 reacciones, una para el género de
micobacterias (iniciador A) y la otra para MTBC (Iniciador B). (cuadro 8)
3. Se emplearon las condiciones de amplificacién ya establecidas del kit de los

microarreglos. (Cuadro 9)

Cuadro 8. Mezcla para la amplificacién por PCR de punto final para todas las micobacterias a nivel de género.

Deteccion del genero Myt (MNT Y MTCB)
Reactivo Volumen por
reaccion
AccuPrime™'SuperMix I1 N x 12.5 uL
Iniciador A (Myt) N x 0.5 pL
H>0 N x 7 pL
Volumen final por tubo 20 pL X rx
DNA total 5 pL
Volumen total 25 uL
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Cuadro 9. Mezcla para la amplificacion por PCR de punto final para complejo tuberculosis.

Deteccion del MTCB
Reactivo Volumen por
reaccion
AccuPrime™SuperMix 11 N x 12.5 uL
Iniciador B (MTBC) N x 0.5 uL
H»0 N X7 pL
Volumen final por tubo 20 pL X rx
DNA total 5 uL
Volumen total 25 uL

Se realizaron tres pasos para obtener los resultados de Microarreglos:
a) Hibridacion

e Se prepard la solucion de hibridacién, y se colocaron 220ul de buffer de
hibridacién, posteriormente se agregaron 20ul de solucién moduladora en un tubo
eppendor de 600ul, de alli se tomaron 24ul de la mezcla y se colocaron en un tubo
eppendor de PCR por muestra. A cada tubo con la mezcla se le agrego Sul del

producto del iniciador A mas Sul del B.

e De la mezcla de hibridacion, se tom6 30ul y se agregd al microarreglo (capacidad
para 6 muestras, un control positivo y negativo). se colocaron en los pozos
correspondientes del microarrreglo, y posteriormente se colocé en una camara

hdimeda. Se dejo hibridar durante 30 min a 37 C en un bafio maria.

e Se prepard un litro de solucién de lavado, la cual se emple6 para realizar los lavados

para el chip.
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e Después de incubar el chip se saco del bafio y se procedid a realizar, el lavado en
tres recipientes distintos con solucion de lavado, después se le dio un spin de 3

minutos al chip.
b) Marcaje

e Se prepar0 la solucion de marcaje con 270ul de buffer de dilucién, mas 30ul de
solucion moduladora y 2ul de marcador. Se le agregd a cada pozo del chip 30ul de

la mezcla y se incubo por 5min a temperatura ambiente.
e Serealizaron tres lavados y se le dio un spin al chip.
c) Revelado

e Se agregd 30ul de solucion reveladora a cada pozo del chip, se incubd durante 3

min, y posteriormente se realizaron los tres lavados y el spin de tres minutos.

e Por ultimo se visualizd el chip con el Scanner PF3650u y la ayuda de la
computadora, donde se hizo el andlisis, donde se pudo identificar el género
Mycobacterium, y las especies del MTB o MNT, si la muestra fuera positiva.
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8. Resultados.

8.1.  Deteccion del gen constitutivo RNAsaP deteccion del gen constitutivo RNAsaP

Primero se evalud la presencia del gen constitutivo RNAsaP por PCR en tiempo real, el
cual se encuentra presente en casi todas las células del humano, con esto se asegura la
presencia o ausencia de ADN en las muestras (figura 11). Los resultados mostraron que
hubo amplificacion por fluorescencia de la sonda marcada con FAM de las 74 muestras, las
cuales posteriormente, fueron empleadas para realizar las metodologias de microarreglos

de baja densidad (chipron), PCR en tiempo real, y PCR de punto final.

ARN
It
(5}

Cycle

Figura 11. Deteccion por PCR en tiempo Real de la fluorescencia del gen RNasaP.

Posteriormente se evaluaron las 74 muestras por ambos métodos (microarreglos y PCR en

tiempo real), y ademés se decidié evaluar al mismo tiempo las MNT (PCR punto final).

Las muestra reportadas previamente y las evaluadas al doble ciego fueron comparadas por
la técnica de microarreglos de baja densidad, asi como por las metodologias de PCR en
tiempo Real para detectar MTBC y por PCR de punto final para MNT, donde de las 74
muestras, que se reportaron en el INDRE y el HIM, 20 fueron positivas para MTBC (figura

12), y 6 muestras para diferentes especies del MNT (figura 13).
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Figura 14. Deteccion por PCR en tiempo Real de la fluorescencia de MTBC.
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8.3.  Deteccion de MNT por PCR de punto final.

Para el caso de las micobacterias no tuberculosas, se evalu6 por PCR de punto final la
amplificacion de la regién rRNA 16S, la cual permite la identificacion de género y especies
bacterianas. Dando como resultado la presencia 6 muestras positivas para diferentes MNT

de las 74 muestras a doble ciego ya reportadas (figura 15).

2000
1500 O
1000 % @

766

300

150

Figura 15. Electroforesis de MNT mediante la region rRNA 16S por PCR de punto final. Carril 1
(marcador de peso molecular de 50pb a 2000 pb). Carril 2 (Control negativo). Carril 3
(Mycobacterium fortuitum - 1100 pb). Carril 4 (Mycobacterium intracellular - 1000 pb). Carril 5
(Mycobacterium tuberculosis - 934 o 1031) pb). Carril 6 (Mycobacterium abscesus - 1300 pb).
Carril 7 (Mycobacterium kansasii - 934 pb). Carril 8 (Mycobacterium Avium - 1000 pb). Carril 9
(Mycobacterium Bovis - 934 pb) y Carril 10 (Mycobacterium gordonae - 934 o 407 pb).
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Para el caso de los microarreglos comerciales de baja densidad, se amplificaron las 74

muestras, con los iniciadores incluidos en kit. Para la deteccion del género Mycobacterium

se uso el iniciador A y para el complejo tuberculosis el iniciador B, posteriormente los

productos de PCR se hibridaron, marcaron y por altimo se escanearon, con el software

MYCO Direct 1.7 que incluye el kit, esto es para ver la distribucion de los puntos de

hibridacion de cada uno de los chips de cada muestra.

Dependiendo de la amplificacion e hibridacion el software del Microarreglo ubico y

localizo con la plantilla (figura. 16) las micobacterias, dando como resultado 3 muestras

positivas para MTBC (figura 17), y 5 muestras positivas para el caso de las MNT (figura 18

y 19).
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Figura 16. Plantilla para la interpretacion de resultados para MTBC y MNT
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Figura 17. Hibridacion de arreglos comerciales. (1 y 2) muestras positivas para MTBC; (3)
Control negativo y (4) muestra positiva para MTBC.

v" Deteccion de MNT por microarreglos comerciales de baja densidad (chipron).
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Figura 18. Hibridacion de arreglos comerciales. Muestras positivas a (1) M Intracellulare; (2)
M. Abscesus; (3) M. avium y (4) M. tuberculosis.
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Figura 19. Hibridacion de arreglo comercial. Muestra positiva a M. Gordonae.
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8.5. Comparacion de PCR en tiempo real, punto final y los microarreglos.

Las metodologias para la deteccion de MTBC por tiempo real, y las MNT por PCR de
punto final, fueron comparadas con el Microarreglo de baja densidad (chipron) y lo

resultados se muestran en el (cuadro 10 y 11) respectivamente.

Cuadro 10. Resultados obtenidos por las diferentes metodologias para MTBC

COMPARACION EN LA DETECCION MTBC

Muestras reportadas | Microarreglos para la deteccion de MTBC | PCR en tiempo
real
. 20 3 18
Positivas
54 71 56
Negativas

Cuadro 11. Resultados obtenidos por las diferentes metodologias para MNT

COMPARACION ENTRE METODOS PARA LA DETECCION DE MNT

Muestras Microarreglos para la

reportadas deteccion de MNT PCR en punto final
Positivas 6 5 6
Negativas 68 69 68
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8.6.  Evaluacion de la sensibilidad del PCR en tiempo real y el PCR de punto final

del microarreglo comercial para la deteccién de MTBC

El limite de deteccidn se realizo a partir de la extraccion del ADN de la cepa H37Rv de la
bacteria de tuberculosis, donde se cuantifico con el nanofotometro® Implen (Germany),

dando un valor de 20.9 ng/uL.

Posteriormente este valor se le aplico el calculo de los equivalentes genémicos 0 numero de
copias por microlitro, esto con la finalidad de poder sacar posteriormente el limite de
deteccion del método del PCR en tiempo real, dando como resultado de 4°334,734.848
copias/uL.

Posteriormente el ADN de la cepa de la bacteria, se amplifico por PCR en tiempo real,
donde se realizaron 10 reacciones por triplicado para validar el resultado en forma de
diluciones seriadas, esto es con la finalidad de encontrar el limite de deteccion. En total se
hicieron 6 diluciones 1:10, partiendo del valor relativo inicial de 4,334,734.848 copias/uL y
llegando hasta la dilucion 1:100000 que fue 4.3 copias/uL (figura 20). Como resultado se

observo que el PCR en tiempo real tiene limite de deteccidn de 4.3 copias/uL (figura 21).
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Figura 21. Diluciones seriadas por triplicado del DNA de la cepa de Mycobacterium tuberculosis por
PCR por tiempo real
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En el caso del microarreglo solamente se evalud el limite de deteccidén del PCR de punto
final del iniciador B, con el ADN de la cepa H37Rv de la bacteria de tuberculosis, de la
misma manera que en tiempo real, haciendo 6 diluciones seriadas de 1:10 hasta 1:1000000,
para que posteriormente por electroforesis, se determinara el limite de deteccion, el cual
mostro bandas tenues hasta la dilucion 1:10000, asignandole un valor en base a las
diluciones de 400 copias/uL (figura 22 y 23).
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Figura 23. Electroforesis del PCR de los microarreglos del DNA de la cepa de Mycobacterium
tuberculosis, carril M; marcador de peso molecular de 50pb a 2000pb, Carril 1,2 y 3 dilucién 1:1000
carriles 4, 5y 6 diluciones 1:10000
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8.7.  Prueba estadistica (coeficiente de kappa)

El coeficiente kappa refleja la concordancia inter-observador y puede ser calculado en
tablas de cualquier dimension, siempre y cuando se contrasten dos observadores. El
coeficiente kappa puede tomar valores entre -1 y +1. Mientras mas cercano a +1, mayor es
el grado de concordancia inter-observador, por el contrario, mientras méas cercano a -1,
mayor es el grado de discordancia inter-observador (figura 25). Un valor de k = 0 refleja
que la concordancia observada es precisamente la que se espera a causa exclusivamente del
azar.(Cerda y col, 2008)

Valoracién del indice Kappa

Valor de k Fuerza de la
concordancia
< 0.20 Pobre
0.21 - 0.40 Débil
0.41 - 0.60 Moderada
0.61 - 0.80 Buena
0.81 - 1.00 Muy buena

Figura 24. Tabla de indice de Kappa.

Aplicacion del coeficiente de kappa entre los métodos evaluados.

[1] Concordancia entre Muestra reportadas - Microarreglo baja densidad

(Chipron, para MTBC.

Nivel de confianza: 95.0%
Numero de categorias: 2

Tabla de clasificaciones

1 2
1 3 17
2 0 54
Acuerdo observado: 0.7703
Acuerdo esperado: 0.7111
EE IC (95.0%)
0.2048 0.1026 0.0036 0.4060
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[2] Concordancia entre Muestra reportadas - PCR en tiempo real, para
MTBC.

Nivel de confianza: 95.0%

Numero de categorias: 2

Tabla de clasificaciones

1 2
1 18 0
2 0 54
Acuerdo observado: 1.0000
Acuerdo esperado: 0.6250
EE IC (95.0%)
1.0000 0.0000 1.0000 1.0000
[3] Concordancia entre Muestra reportadas a doble ciego - Microarreglo
baja densidad (Chipron) para MNT.
Nivel de confianza: 95.0%
Numero de categorias: 2
Tabla de clasificaciones
1 2
1 5 1
2 0 68
Acuerdo observado: 0.9865
Acuerdo esperado: 0.8623
EE IC (95.0%)
0.0970 0.7117 1.0000
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[4] Concordancia entre Muestra a doble ciego - PCR de punto final para
MNT.
Nivel de confianza: 95.0%
Numero de categorias: 2

Tabla de clasificaciones

1 2
1 6 0
2 0 68
Acuerdo observado: 1.0000
Acuerdo esperado: 0.8510
Kappa EE IC (95.0%)
0.0000 1.0000 1.0000

En base a la valoracion del indice de kappa se obtuvo, primero la comparacién entre el
Microarreglo comercial para la deteccion de MTBC, presento un valor de concordancia

pobre en comparacion a los resultados reportados en el INDRE y el HIM.

Para el caso del valor de concordancia entre los valores reportados y el PCR en tiempo real
implementado, muy buena concordancia de resultados.

Ahora para la valoracién de concordancia tanto en el Microarreglo comercial como en el
PCR de punto final propuesto para la deteccion de MNT, resulto ser también muy buena
(Cuadro 12).

Cuadro 12. Valores de concordancia de los microarreglos y las metodologias propuestas.

Concordancia entre métodos Valor de kappa |
Doble ciego- Microarreglo para MTBC 0.2048
Doble ciego- PCR en tiempo real para MTBC 1.000
Doble ciego- Microarreglo para MNT 0.9019
Doble ciego- PCR de punto final para MNT 1.000
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9. Discusién

Actualmente la tuberculosis ha tenido un aumento en el nimero y gravedad de los casos
con TB en todo el mundo. Esto es debié fundamentalmente a los problemas econémicos de
muchos paises y, por el deterioro de los programas de control sanitario, aunado a la

pandemia SIDA, asi como de los grandes asentamientos de poblacionales.

En México en el 2013 se han reportaron 669 casos y para el primer mes del 2014, se han
reportado 563 casos, esto debido a que hay grupos de poblacion que se encuentran en
condiciones vulnerables de adquirir la enfermedad, como es el caso de los migrantes,
presos, indigentes, y los enfermos inmunosuprimidos o con diabetes mellitus tipo 2.
Ademas, en los altimos diez afios, la incidencia de infecciones causadas por micobacterias

no tuberculosas (MNT) también se ha incrementado.

Por lo tanto, el Centro de Control de Enfermedades (CDC) de EUA ha sugerido, que en el
caso de infecciones micobacterianas se realice el diagnostico a nivel de especie, ya que el
tratamiento de la TB es diferente del que se administra a pacientes infectados con MNT

(Piersimoni y col, 2009).

La deteccidon temprana de la especie de micobacteria que esté causando un padecimiento
tendra un impacto clinico muy importante para efectuar su tratamiento y controlar su
transmision (Grubek-Jaworska y col, 2009). Debido a lo anterior y a la poca informacion
que se tiene en México acerca de las micobacterias mas frecuentemente aisladas de
pacientes, uno de los objetivos principales del presente estudio fue comparar e identificar
mediante técnicas moleculares a las micobacterias que fueron aisladas de pacientes con

sospecha a tuberculosis o con micobacteriosis.

Para llevar a cabo lo anterior, se compararon herramientas de biologia molecular, como
microarreglos de baja densidad, PCR en tiempo real, debido a un incremento de casos de
TB, surge la necesidad del desarrollo de herramientas que permitan el diagnéstico rapido y
eficiente de TB, en aquellos paises donde el acceso a kits comerciales es muy dificil, como
en el caso de México y en particular en la poblacion que acude al Hospital Juarez. Ademas,

el diagndstico temprano es un paso critico en el manejo y control de la enfermedad. A su
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vez se ha comprobado que los métodos moleculares basados en PCR aceleran el
diagnéstico. Por ejemplo EI PCR con relacién con las pruebas de tuberculina, cultivo e
histopatoldgicas, demuestra un mayor grado de confiabilidad y superioridad al resultado,
ademas de que se reduce el tiempo del diagnostico, de manera considerable (Palomino,
2005).

Un estudio publicado por Park en Corea mostré una sensibilidad de 78% y una
especificidad de 88% para PCR de punto final para la deteccion de Mycobacterium
tuberculosis a partir de muestras en parafina; ademas, Park encontré un valor predictivo

positivo de 93% y un valor predictivo negativo de 66% (Park y col, 2003).

Existe en la literatura diversos reportes que muestran la utilidad de la técnica de PCR como
método de diagnostico rapido de tuberculosis en diversos tejidos. En este estudio se
analizaron las 74 muestras, de las cuales 18 fueron positivas para tuberculosis (PCR tiempo
real), y dos muestras no amplificaron debido al poco ADN. La cantidad de ADN depende
del tipo de muestra de donde se realiz0 la extraccion, estas muestras se desconoce el origen,
debido a que se nos proporcionaron del INDRE. Por lo tanto estas dos muestras no se
consideran fallas en la deteccidn, ya que se habian reportado inicialmente 20 positivas.

De las 74 muestras analizadas por microarreglos de baja densidad se obtuvieron solo 3
positivas de las 20 reportadas inicialmente, observandose el 15% de las muestras positivas,
por lo que se considera que se estaban reportando falsos negativos, lo cual repercute en el

diagnostico y tratamiento de los pacientes.

Para obtener el limite de deteccién de los métodos de la PCR en tiempo real y los
microarreglos, se realizd una curva de diluciones seriadas por triplicado de la cepa de
Mycobacterium tuberculosis, encontrando que el limite de deteccion (valora hasta cuantas
copias puede llegar a detectar el método), para la PCR en tiempo real (Crowther y col,
2000) se presento en la dilucion 1:100000, que equivale a 4 copias/uL. Para el microarreglo
se encontrd en la dilucion 1:1000, que a 400 copias/uL, Comparando ambos métodos se
encontré que la PCR en tiempo real presentd una mayor sensibilidad diagndstica, con lo
cual se puede asegurar que el método es confiable hasta la deteccion de 4 bacterias/ul en las
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muestras analizadas, ademas que el tiempo de proceso de la muestra es méas rapido en
comparacion que el microarreglo.

Una de las limitantes que se observo en la metodologia de microarreglos fue el tiempo de
proceso ya que se invierte mas tiempos comparado con el PCR en tiempo real, esto es
debido al tiempo donde se lleva a cabo la hibridacién y lavado del microarreglo y ademas
cuando se analizo los limites de deteccidn estos son elevados (400 copia) comparado con el
PCR en tiempo real (4 copias), lo cual se determina ésta la causa de no detectar las 17
muestras positivas, probablemente porque el nimero de copias estaba por debajo de 400, lo
cual complica el tratamiento a los pacientes.

La especificidad del PCR en tiempo real y los microarreglos fue del 100%. La sensibilidad
de la técnica implementada por PCR en tiempo real fue del 90%, comparada con la
sensibilidad del microarreglo que fue de 15%, esto se realiz6 con los resultados obtenidos
de la comparacién con las muestras ya reportadas, en tanto que el valor predictivo positivo
fue de 90% vy el valor predictivo negativo fue del 100%, para PCR en tiempo real. Estos
resultados fueron muy similares a los obtenidos por Isik Somuncu, quienes obtuvieron una

sensibilidad y especificidad de 90% y 100%, respectivamente (Johansen y col., 2004).

Por ultimo en este trabajo se encontraron 6 pacientes infectados con diferentes especies de
MNT, en primer lugar se reportd una muestra positiva para M. kansasii, la cual es la 3?
MNT maéas comdn en EUA; y esta relacionada cominmente a infectar el pulmon (Field y
col, 2006). Otra MNT que se reporto fue M. gordonae, esta especie se aisla muy
frecuentemente del agua de la red municipal, y se reporta en raras ocasiones, siendo una
enfermedad diseminada en el hombre (Field and Cowie 2006). Por otro lado, se encontr6
una muestra positiva a Mycobacterium. avium, la cual se reporta en pacientes con VIH,
para esta especie, se tiene pocos reportes en nuestro pais, en el cual se muestra una
frecuencia del 4% en poblacién abierta (Cortes y col, 2013). De la misma manera se report6
3 muestras positivas para Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium intracelular y
Mycobacterium abscesus, ambas pueden causar enfermedad crénica pulmonar, infeccién de
heridas postraumaticas, enfermedad cutanea diseminada principalmente en pacientes
inmunodeprimidos, casi no hay casos reportados en México. A grandes rasgos esta técnica

brinda la identificacion de MTN patdgenas mas frecuentes en humanos a partir de muestras
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clinicas, ya que tiene la ventaja de no necesitar el cultivo de esta micobacterias, con lo que

el diagnostico es mas rapido y oportuno.

En la evaluacion del costo de ambas metodologias, se encontr6 que la PCR en tiempo real
fue 6 veces mas econdmica en comparacion con la del microarreglos, ademas de que el
sistema proceso es abierto, por lo que los consumibles y los reactivos pueden adquirirse con
diferentes proveedores, caso contrario que con los microarreglos son distribuidores

exclusivos.
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10. Conclusiones

v' Se detectaron por PCR en tiempo real 18 muestras positivas de 74 muestras
analizadas con sospecha de MTBC y 6 para MNT por PCR de punto, de las cuales
se identificaron; M. avium, M. kansasii, M. intracelular, M. abscesus, M. fortuitum
y M. gordonae, siendo los métodos con mayores ventajas; el PCR en tiempo real y
PCR en punto final, debido a que con la metodologia de microarreglos solo detectd
3 de 20 positivas para MTBC.

v Se demostré la sensibilidad del 90% para la deteccion de MTBC y 100% de

especificidad para la técnica de PCR en tiempo real, siendo el limite de deteccién

una ventaja con respecto a otros metodos.

v' Se determin6 que de acuerdo a la alta especificidad y sensibilidad la prueba de
reaccion en cadena de la polimerasa PCR en tiempo real es la mas econémica con
respecto a otros métodos e incluso donde no es posible identificar el agente
etioldgico de la tuberculosis ya sea por la demora en su aislamiento por cultivo o
por la baja sensibilidad de los procedimientos de tincion.

11. Perspectivas
Para continuar y complementar el presente estudio, se sugiere lo siguiente:

v" Realizar la resistencia a los antibiéticos de primera linea a las cepas de MTBC.

v" Identificar las mutaciones que dan origen a dichas resistencias.
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12. Glosario

Acido micoélico: Hidroxilpidos de cadena larga y ramificada, presentes en la pared del
genero Mycobacterium.

Actinomicetales: Son bacterias Gram-positivas. Sin embargo, varias especies tienen
complejas paredes celulares que hacen la tincion de Gram inadecuada; por ejemplo, las
Mycobacteriaceae.

Aerobios: organismos que pueden vivir o desarrollarse en presencia de oxigeno
diatomico.

Asparagina: Es uno de los 20 aminoacidos codificados en el codigo genético.

Bacilo: Cualquier bacteria con forma de barra o vara.

Bacterias Gram-positivas: Bacterias que se tifien de azul oscuro o violeta por la tincion
de Gram.

Células mononucleares: Células con un Unico ndcleo redondo, como los linfocitos o los
monocitos.

Citoquinas: Proteinas que regulan la funcién de las células que las producen u otros tipos
celulares. Son los agentes responsables de la comunicacion intercelular.

Complejo Mycobacterium tuberculosis: Grupo (taxén) de micobacterias, conformado
por siete especies.

Escotocromoégeno: Pigmentos carotenoides intensamente amarillos en ausencia de luz.
Esfingolipidos: Lipidos complejos que derivan del aminoalcohol insaturado.

Fagocitar: capacidad de captar microorganismos y restos celulares.

Fosfatidilinositol: Fosfolipido que contiene en su estructura uno o mas inositoles
modificados por adicién de uno o méas grupos fosfato

Fotocromdgeno: Pigmentos carotenoides intensamente amarillos en presencia de luz.
Fucshina: Colorante magenta utilizado en histologia, en las tinciones Gram -.
Glicolipidos: Esfingolipidos compuestos por una ceramida (esfingosina + acido graso) y
un gldcido de cadena corta.

H37Rv: Genoma completo de Mycobacterium tuberculosis, concretamente de la cepa de
laboratorio.

Interleucinas: Proteinas que actian como mensajeros quimicos a corta distancia
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1S6110: Secuencias de insercion especificas para Mycobacterium tuberculosis.
Linfadenitis: Término que se refiere a una inflamacion de los ganglios linfaticos.
Lipoarabinomanana: Compuesto que se halla anclado en la membrana citoplasmatica,
equivalente micobacteriano del lipopolisacarido de las Gram negativas.

Lipopolisacarido: Polimeros complejos con restos de acidos grasos como parte lipéfila y
cadenas caracteristicas de oligosacéridos y polisacaridos.

Loéwenstein-Jensen: Medio base, para la preparacion de varios medios destinados al
aislamiento, cultivo y diferenciacion de micobacterias.

Macrofagos: Células del sistema inmunitario que se localizan en los tejidos.
Micobacteriosis: Las micobacteriosis son infecciones producidas por bacterias del género
Mycobacterium.

Microarreglos: es una superficie sélida a la cual se une una coleccién de fragmentos de
ADN.

Mycobacterium tuberculosis: bacteria responsable de la mayor cantidad de casos de
tuberculosis.

Mycobacterium: es el Unico género de la familia de las bacterias Mycobacteriaceae.

PCR de punto final: Técnica que sirve para amplificar un fragmento de ADN.

PCR de tiempo real: es una variante de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizada para amplificar y simultdneamente cuantificar de forma absoluta el producto de
la amplificacion de acido desoxirribonucleico (ADN).

Quimiocinas: proteinas de pequefio tamafo pertenecientes a una familia de las citoquinas.
Quimiotaxis: Fenémeno en el cual las bacterias y otras células de organismos uni o
multicelulares dirigen sus movimientos de acuerdo con la concentracion de ciertas
sustancias quimicas en su medio ambiente.

Tuberculina: Prueba para evaluar la respuesta del paciente a la exposicién de la bacteria,
mediante una prueba cutanea.

Ziehl-Neelsen: Técnica de tincion diferencial répida y econdémica, usada para la

identificacion de microorganismos patdgenos.
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