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1 3%

1. OBJETIVOS

OWJETIVO GENERAL

. Identificar con base a los patrones polimarficos de DNA amplificado por RAPD-PCR, Ia

coexistencia de 2 o mas cepas de Mycohacterium tbercutosis en un mismo individuo.

OBJETIVOS PARTICULARES

. Establecer la técnica de RAPD-PCR para la tipificacion de distintos aislamientos de

M. tuberculosis a partiv de muestras de expectoraciones de pacientes con TB pulmonar.

. Analizar los patrones de amplificacion de DNA  polimérfico en subeultivos de

M. tuberculosis obtenidos de un mismo paciente.

. Establecer modelos de agrupamiento de subcultivos de M. muberculosis mediante anilisis de

grupo jerarquico en base a los indices de similitud obtenidos en funcién de los patrones de

bandas de DNA amplificado por RAPD-PCR.
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2 JUSTIFICACION

1. tuberculosis (T8) ha resurgido como un problema importante de Salud Piblica a nivel
mundial debido, entre otras cansas, a la asociacion de la T8 con ta infeccion por HIV, a falta de
un adecuado seguimicnto en el tratamiento de los pacientes con TB y al surgimiento de brotes
de cepas multirresistentes. Ademas. varios reportes mencionados posteriormente indican que un
gran porcentaje de casos de TB se deben a transmision activa, mis que a una reactivacion de
una infeccion latente.

Durante mucho tiempo se ha discutido la posibilidad de fa coexistencia de varius cepas de
M. tuberculosis en un mismo paciente, sin que se haya podido confirmar del todo este
fendmeno. Ademas, debido al aumento en el nimero de casos de TB por una infeccion reciente,
es mas alta la posibilidad de Ia coexistencia de dos o més cepas de M. wbercidosis en un
mismo paciente.

Sin embargo, durante mucho tiempo se carecid de técnicas que permitieran diferenciar
aislamientos de M. twberculosis. Como se menciona mas adelante, recientemente han surgido
tecnicas busadas en Biologia Molecular con las cuales se han podido diferenciar a cepas
distintas de M. tuberculosis. Estas téenicas, que son la de ensayos de RFLP y la de RAPD-
PCR, se basan en comparar los patrones de bandas de DNA polimérfico obtenidos a partir de
DNA gendmico entre aislamientos de una misma especie.

No obstante, los ensayos de RFLP requieren de mias DNA gendmico (10 ) de alta poreza
e integridad. Ademds, todo ¢l procedimiento para el ensayo de RFLP requiere de 2 dias
aproximadamente para poder Hevarse a cabo. Por otro lado, ¢l analisis por RAPD-PCR. se

pucde llevar a cabo con cantidades mas pequeias de DNA (16”7 a 10% g) y no necesia In
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utifizacion de DNA purificado como ocurre en fos ensayos para RFLP. fgualmente, todo ¢l
proceso se puede efectuar en aproximadamente wn dia de uabajo.

Con base en lo anterior consideramos que usando RAPD-PCR padremos deteyminar si
existe 0 no coexistencia de dos o mas cepas de M. mbercudosis en un mismo individuo con TB

puimonar mediante ¢f andfisis de subcultivos obtenidos al azar,
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3. ANTECEDENTES.

3.0 LA TUBFRCULOSIS COMO UN PROBLEMA DE SALUD PUBLICA MUNDIAL
J.L1 Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa, generalmente de curso
subagudo o cronico que afecta drganos y tejidos humanos, preponderantemente al tejido
pulmonar y ¢s causada por bacilos del género Mycobacterium. 1.a mayor parte de los casos de
TB en ¢l hombre se deben a Mycobacterivnm tuberculosis. La infeccion ocurre como resultado
de Ia inhalacion del microorganismo. Las gotitas de flugge, que contienen microorganismos
viables se expulsan como consecuencia de la tos o el estornudo, Estas se diseminan a muy corta
distancia y cuando se evaporan dejan residuos que contienen los niicleos de la gota, los cuales
pueden permanccer suspendidos en el aire durante tiempo prolongado y son lo suficientemente
pequeiios para alcanzar los alvéolos pulmonares y asf infectar a aquellos individuos que los

aspiran "

3.1.2 Iufeccidn por tuberentosis,

Las enfermedades causadas por el géuero Mycobacterium son de las principales causas de
morbilidad y mortalidad @ nivel mundial, principalmente en paises tropicales y
subdesarrollados *. Por ejemplo, Kochi en 1991 habia estimado que aproximadamente un
tercio de la poblacion mundial, o aproximadamente 1.7 x 10” individuos, estaban ya infectados
con M. tubercudosis . Ademas. la TB representa un 25 % de todas las muertes previsibles a

nivel mundial (mas de 3.5 millones de muertes anualmente) Bk paises industrializados, ¢l
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807, de los indwiduos infectados tenen am edad promedio de 50 aios o mas. kn cambio, en
Jos paises en vias de desarrollo. la mayoria de las personas infectadas tienen menos de 50 anos

de edad ",

3.1.3 Incidencia anual de Enfermedad y Muerte.

En la tabla 3.1 se muestra fa distiibucion del niunero actual de casos y de muertes. En
1992 ocwrrieron mas de 8 millones de casos de TB. De estos casos, 3.3 millones ocwrrieron en
la region del Sudeste de Asia; 1.9 millones en la segion del Pacifico Oeste; 1.2 millones en
Afvica, y 1.6 millones, incluyendo a los 199,000 casos que  octicron en  paises
industrializados, sc presentaron en el resio del munda. La TB presenta un mayor impacto en los
paises del tercer mundo, ya que ahi ocurren ¢l 95 % de los casos. El 80 % de estos casos se
presentd en personas en edad productiva (edades de 15 a 59 anos). De acuerdo al reporte en
1989 de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (World Health Organization, WHO), en
las paises en vias de desarrollo se presentan 1.3 millones de casos y 450,000 muertes por T8 en
nifios menores de 135 anos de edad 7.

La montalidad debida 4 la TB cra, antes del swgimiento de los Tarmacas. antifimicos, de
entre el 50 % y 60 % * Aungue actualmente las tasas de mortalidad han disminuido debido a
la significante proporcidn de los casos que son detectados y tralados. Sin embargo. se ha
podido estimar que cevea de 3.7 millones de personas murieron por T8 en 1992: de los cuales
1.2 millones ocurrieron en la region del Sudeste de Asia, 672,000 en'la region del Picifico

Qeste, 468.000 en la region Africana, y 426,000 en el resto del mundo (tabla 3.1).
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Tabla 3.1: ncidencia y mortalidad para T8 estimadas a nivel global en 1992%

Area Incidencia Mortalidad
No. de casos Tasa" No. de Tasa”
muertes

Sudeste de Asia 3,263,000 240 1,142,000 84
Pacifico Ovste 1,921,000 136 672,000 48
frica 1,182,000 214 468,000 83
Este del Mediterranco 683,000 166 266,000 65
América 584,000 128 117,000 26
Este de Ewopa 197,000 47 29,000 7
Paises Industrializados 199,000 22 14,0600 2
Todas las regiones 8,029,000 146 2,078,000 49

* Tomada de Snider er al, 1994
" Par 100, 000 habitantes.

3.1.4 Impacto de In epidemia HIV-SIDA

fn algunos paises se han producido incrementos marcados en la incidencia de la TB
debido a la pandemia por la infeccion del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (Human
mmunodeficiency Virus, HIV). Debido a la capacidad del HIV para destruir al sistema
inmune, se ban.encontrado evidencias de wna asociacion eatre TB ¢ infeccidn con HIV. Asi, el
Sindrome de Inmumodeficiencia Adquirida (SIDA), ha surgido como el factor de riesgo wds
importante para la progresion de un estado latente de la infeccion por TB a la enfermedad
clinica ™.

El programa global de Ja OMS para ¢l SIDA estima que en l992 al menos. 13 milfones de
adultos estarian infectados con HIV a nivel mundial *, Ademds, también se ha estimado, que
cerca de un 85 % de las infecciones con HIV han ocurrido en los paises en vias de desarroflo, y
la gran mayoria de éstas se han-presentado en el grupo de edad de los 15 a los 49 aflos. Por lo
que se ve que el impacto de Ja infeccion por HIV en el desarcollo de la TB ha sido més grande
en adultos jovenes, donde Ja prevalencia de fa infeccion por TB ¢s alta ya que este grupo
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piesents un mayor riesgo para contraer lainfeccion poy THV, ocurrienda este fenomeno
principalmente en paises en vias de desarolio.

Ademids, mediante el uso de estimacianes de la prevalencia de fa infeceion por T8 en
varias regiones, se ha calculado que desde el comienzo de la pandemia de HIV hasia la mital
del 93, mas de 5 millanes de personas han presentado una infeccion tanto por TB como por
HIV ¥ El nimero de casos de TB reportados en varios paises, han hecho evidente cl
incremento en ¢l riesgo para TB. Por ejemplo, en varios paises al sur del Sahara, en Africa. en
donde habia disminido fa incidencia de la enfermedad, el nimero de casos reportados de TB
se ha incremcntado. notablemente durante {os ochentas. Entre un periado de 7 aos
comprendido de 1985 a 1991, ¢l nimero anual de casos en Zambia casi s¢ triplicé y se
incrementd en Malawi en mis del doble. En Tanzania y Burundi, cstos indices se

incrementaron hasta un 70% y 40%, respectivamente. También el indice de mortalidad se vio

incrementado cn estos paises 2.

3.1.5 Tuberculosis en los Estados Unldos.

Hasta 1984, en fos Estados Unidos se habia experimentado una disminucion significativa
en los casos de TB. Asi, en 1953 ocurrieron 84,304 casos, mientras que en 1984 se registraron
22,225 casos siendo el promedio anual de disminucion en el nimero de casos de
aproximadamente 5.3 % por afio. Sin embargo, de 1985 a 1992, ¢l ndmero de casos reportados
se ha incrementado en cerca del 20 %. Para calcular el nfunero de casos esperados, los Centros
para ¢l Control y Prevencion de Enfenmedades (Centers for Disease Control, CDC), usaron la

tendencia en el nimero de casos de 1980 a t984. Asi, estimaron que de 1985 hasta 1990, se
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presentaron cerca de 51,000 casos adicionales a los esperados. Ademds, fa tasa de casos en
areas urbanas se incrementd mds rapidamente en comparacton @ la tasa de casos cn drcas
mirales.

De los 26.673 easos reportados en 1992, cerca del 71% ocurricron en minorias étnicas y
raciales. EI nimero de casos entre blancos no hispanos disminuyo un 10% en el periodo de
1985 2 1992, y para americanos nativos la disminucion Tue de ut 23%. Sin embargo. para las
poblaciones consideradas como minoritarias, el nimero de casos se incrementd un 27% entre
negtos, 46% entre asidticos y personas de las Islas del Pacifico y 75% entre hispanos.

De 1985 hasta 1992, todos los grupos de edad, a excepeidn de los pacientes de 65 afios o
miis, experimentaron un incremento en el nfimero de casos. Los inerementos imds grandes en el
nimero y porcentaje de casos (3,686; 55%) fueron entre personas de 25 a 44 aiios de edad. Sin
embargo, hubo un incremento del 36 % en el nimero de casos entre pacientes de 4 afios de
edad y un incremento de 34 % en nifios de 5a 14 aflos de edad.

De todos los pacientes con TB reportadas en 1992 al CDC, ¢l 27 % habian nacido en otros
paises. Los nimeros y porcentajes de los pacientes nacidos en otros paises se incrementd de
4,925y 22% en 1986, hasta 7,270 y 27% ¢n 1992,

Owo factor importante en el aumento- de la incidencia de la TB en los p?lises
indﬁstriuliza(los ha sido la epidemia de HIV. Los incrementos mds grandes en cf wimero de
casos teportados de TB ocurrieron en drcas geograficas donde existian grupos impactados
grandemente por la epidemia de HIV, Los registros del CDC de la seroprevalencia a HIV en
clinicas de tuberculosis pulmonar, han mostrado ima alta prevatencia de infeccion por HIV en

pacicntes con TB. Los datos de seroprevaleicia reunidos de 13 cindades, probando al inenos 50
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sueros pov aio en ¢l periodo de 1989 a 1991, mostraron tasas de seroprevalencia de 13.1% en
1989. 17.8% cn 1990, v 21.4% en 1991, Los analisis de tendencias en este estudio mostraron
un mnnento significativo en la seroprevalencia a HIV entre negros e hispanos 2

Uno de los problemas mas importantes acerca de los casos recientes de TB ocurridos en
los Estados Unidos, ha sido la presencia de brotes de TB con resistencia milhtiple a farmacos
(TB-RMI). Estos brotes se presentaron en una gran variedad de sitios, incluyendo hospitales,
careeles, vefugios para personas sin casa, casas de ayuda para pacientes con SIDA y asilos de
ancianos. Un estudio hecho por el CDC, que incluyo ¢l periodo de 1990 hasta agosto de 1992,
reportd que el nimero de personas involucradas en estos brotes y que presentaron TB-RMF era
de 297. Ademis, las cepas de TB-RMF involucradas en estos brotes, eran en su mayoria
resistentes tanto a isoniazida como a rifampicina, farmacos de primera linea para el tratamiento
de la TB. Ademas, las cepas involucradas en los brotes de dos hospitales fueron resistentes a 7
farmacos antifimicos. Las consecuencias de la resistencia a isoniazida y a rifampicina, fueron
praves para los pacientes involucrados. Asf, la duracion minima de la terapia se extendio de 18
a 24 meses, la mortalidad se vio incrementada (entre 72% y 89%) y. por dltimo, el tiempo
medio entre ¢l intervalo de diagnostico de TB y muerte fue de 4 a 12 semanas. Otro evento
presentado en estos brotes fue que el 80 % de los casos se presentd en personas con HIV. Por
otro lado, también en Ia investigacion de estos brotes se demostrd que existe transmision de la
infeccion hacia trabajadoses del area de la salud. Asi, por lo menos 17 cuidadores de salud y

trabajadores de carceles desarrollaron TB con microorganismos multirresistentes °.
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3.1.6 Tubercufosis en México,

En México, lu incidencia de la TB pubnonar mostro un descenso desde una tasa de 70 por
cada 100,000 habitantes en 1940, hasta una lasa menot de 20 por cada 100,000 habilantes a
partis de 1976, De entonces a lu fecha las tasas reportadas se encuentran entre 10 y 20 por
100,000 lhabitantes. Sin embargo, a partir de datos calculados, y de acuerdo al nitmero de
individuos susceptibles tomando en cuenta los sub registros, se estimé en 1993 que en 1995 fa
incidencia pudiera incrementarse a un ndmero aproximado de 45 por 100,000, En el futuro se
espera un cotmportamiento simifar al de otros paises, donde la incidencia de SIDA se ha
acompaiiado de un iticremento en la incidencia de TB pulmonar .

De los casos dc infeccion por TB en México, ¢! 92% de las muertes por TB se deben a las

localizaciones pulmonares, menos del | % a Ia meningea y 7.2 % a otras localizaciones 7.

3.2, AGENTES ETIOLOGICOS DE LA TUBERCULOSIS
3.2.1 Etiologia.

El génera Mycobacterium, pertencciente a fa familia Mycobacteriaceae, comprende
microorganismos inmdviles, no capsulados, acrobios, que se tiien con dificultad, pero una vez
tefitdos resisten fa decolaracidn con alcohol-acido. Estas bacterias son figeramente curvas o de
form bacilar y miden de 0.2 a 0.6 por 1.0 a 10.0 pum. Estos microorganisinos poseen una pared
celular muy rica en lipidos >,

i general, Ta tasa de crecimicnto de Jas micobacterias es baja y se requieren de 2 a 8
sentiuas en promedio paya detectar crecitniento en medios micobacterioldgices convencionales.
Sin embargo, la deteccion de su crecimiento puede ser mis rapida utilizando un sistema
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radiométrico que detecta el metabolismo de un sustrato m:ll'c‘-ld'l) con "'C (dcido palmitico). Al
Hevarse a cabo dicho metnbalismo por parte de las micobacterias, s¢ libera M0, el cual es
cuantificado y reportado como un Indice de Crecimiento que indica ¢l desarrollo de
micobacterias en el medio de cultivo ™.

Mycohacterium tuberculosis es ¢l principal patégeno causante de TB en el hombre,
aunque también puede infectar a monos, cerdos, perros y loros. M. mberculosis, causa cn ¢l
humano mas del 95% de los casos de TB. Por otro lado, M. bovis, infecta ganado vacuno,
cerdos, caballos y ocasionalmente perros, gatos y ovejas aunque también puede ser causa de
enfermedad para el hombre en las comunidades donde no existe control de la TB bovina. Por su
parte M. africanum, también infecta humanos aunque solo se ha aislado en Africa. Estas tres
especies comprenden al complejo de M. tuberculosis ",

Las micobacterias distintas a M. tuberculosis o MOTT - (Mycobacteria other than
tuberculosis), que se han encontrado en especimenes clinicos, fueron agrupadas en 1959 por
Runyon. Este investigador establecio un sistema de agrupamiento para las MOTT en base a la
capacidad de algunas de ellas de sintetizar un pigmento no hidrosoluble, de color amarillo
naranja brillante, dependiendo de si eran incubadas o no en presencia de luz. Asi, o} grupo |
consistia de las micobacterias fotocromdgenas, las cuales broducen pigmento en presencia de
luz. E! grupo 11 consistia de las especies escotocromdgenas, las cuales producen el pigmento
tanto en presencia como en ausencia de luz, El grupo Il de las especies no fotocromogenas,
incluye a las micobacterias que no producen pigmento y son de crecimiento lento. Finalmente
el grupo IV incluye a las especies de ripido crecimiento que requicten menos de uia semana de

incubacion a 25 0 a 37° C para la aparicion de colonias *'.
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Fa fa tabla 32 se muestia o clasiicacion mas adecuada de las MOTT propuesta
oviginalmente pay Waolinski en 1979 y yefinada por Woods y Washington en 1987, Esto
L. . , .. . .3
clasiticacion esta basada co patogenicidad humana de las micobacterias ™',

Tabla 3.2: Clasifieacion de las MOTT en base a su patogenicidad en humanos.

GRUPQ ESPECIES

Especics patogenas en humanos M. leprac

Especies potencialmente patogenas [M.  avium-intracellulare, M. kansasii,  complejo
en humanos M. formitum-chelonoe, M. sceofulacenm, M. xeaopi,
M. szulgai, M. malmocnse, M. simiae, M, marimm,
M. ulcerans, M, hacmophilum

Micobacterius saprofitas
que raramente causan
enfermedades en humanos

De crecimiento lento M. gordonae, M. asiaticurn, complejo M. terrac-triviale,
M. gastri, M. nonchromogenicmn, M, paratuberculosis.

De crecimiento intenmedio M. flavesceas

De crecimiento rapido M. thermoresistible, M. smegmatis, M. vaceae, complejo

M. parafortuitom, M. phiei

3.2.2 Diagndstico de taboratorio

El diagndstico en el laboratorio de las enfesmedades causadas por micobacterias depende
de la deteccidn y sislamiento de BAAR a partis de las muestras clinicas, En general, en la
mayorfa de los {aboratorios clinicos se realiza una tincion a Ia muestra clinica con la técnica de »
Zield-Neelsen para ta bisqueda de BAAR. Sin embargo, esta técnica carece de especificidad y
de sensibilidad, ya que no se puede distinguir entre especies del género Mycabacterium, y los
BAAR, solo se pueden observar cuando wna muestra clinica contiene 10,000 o mis

feraoruan ol W
wicroorganismos por mL >,
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Para el culive de micobacterias se wtilizan medios especiales. Los medios de cultivo para
et mislamiento de micobacterias consisten tanto de un medio primario no selectivo, como de un
medio selectivo, Hay tres tipos generales de formulaciones que pueden emplearse para la
elaboracion tanto de medios selectivos como de no sefectivas, Ejemplos de elios son a) medios
liquidos comu el medio BACTEC Middlebrook 7H12; b) medio con base de huevo como el
Lowenstein-Jensen (L-J), Petragnani, o American Thoracic Society (ATS); y ¢) medios
semisintéticos con base de agar (Middlebrook 7HI10 y 7HI).  Estos iltimos contienen
cantidades especificas de sales, vitaminas, cofactores, acido oleico y glucosa (enriquecimiento),
catalasa y biotina (estimulantes del crecimiento de bacilos daiados), albamina (la cuai estimufa
¢l erecimiento de fas bacterias al unirse a productos toxicos como metales pesados) y glicerol.

El cultivo en medios especiales para micobacterias es mucho mas sensible porque penmite
detectar de 8 a 10 micraorganismos viables por muestra, aungue en los medios convencionales
solidos, se requicre de prolongados periodos de incubacion para detectar desarvoilo de
MICro0rganisimos,

El sistema BACTEC utiliza un sistema radiométrico para la deteccion del metabolismo de
un sustrato marcado con "*C y permite reducir el tiempo de deteccion de crecimiento de las
micobacterias, El sistema BACTEC utiliza ¢l medio liquide BACTEC Middlebrook 7112
(Becton Dickinson l')iagnostic Instruments Systems, Towson, MD, USA). En términos
generales, el procedimiento parte de pouer el sedimento de las muestras descontaminadas (0.5
mL), al vial BACTEC 12B que contiene un sustrato marcado con MC (dcido palmitico) y uma
mezcla de amtibidticos a concentraciones definidas y estandarizadas por el labricante. Con el

metabolismo de las micobacterias se libera "CO, que es detectada por el equipo BACTEC
q p juip
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460, Las lectwas del "CO, son convetidas a una escala denominada indice de Crecimiento
{Grow Index. GI) que va desde 0 hasta 999. Un valar de GI 2 10 es significativo para

: . . LM
determinar el desarrollo positivo de las micobacterias ™.

3.2.3 Biologia de Mycobacteriuin tuberculosis.

Robert Koch fue quien descubrid al bacilo causante de la TB. Este microorganismo
inicialmente se denomind  Bacterium tuberculosis por Zoppf en 1883, y posterionnente
Lehmann y Neumann en 1886 le asignaron ¢l nombre de Mycobacterium tnbercidosis, debido
presumililemente a la naturaleza de crecimiento lento de los organismos y a su apariencia
rugose semejante a la de los hongos en el medio de cultivo. La morfologia tipica de
M. tuberculosis vista con tincion de BAAR, es la de un bacilo ligeramente citvo, de 0.3 2 0.6

por 1.02a4.0 pm ™,

3.2.4 Caracteristicas genéticas de Mycobacterium tubereulosis,

Al analizar el genoma de M. twberculosis se han encontrado elementos repetitivos de
DNA. En la tabla 1 se muestran los elementos de insercion encontrados en M, therculosis. La
secuencia de unto de estos elementos, designado IS6//0, lo reportaron por primera vez Thierry
et al ™™ Este elemento se ha relacionado con la familia 183 de secuencias de insercion, la cual
se presenta en miembros de la familia Enterohacteriaceae ¥ Poy otro lado, McAdam ef al *
secuenciaron el elemento de insercion aiskido por Zainuddin y Dale > y lo designumﬁ 15986.
Sin embargo, dado que estos dos elementos difieren en sélo unos pocos pares de bases, se ha
considerado que son uno solo; esto es, 186710+,
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186110 ticne una longitud de 1,361 pares de bases (en inglés bp), ademas, de enve las

varias especies de micobacterias examinadas, 186110 se detectd solamente en las especies

pertenccientes al complejo Al wherculosis

40,41

Aparte de 16110, se han encontrado en M. tuberculosis otros elementos de insercion, los

cuales se reportan en {a tabla 3.3,

Tabla 3.3: Elementos de insercion encontrados en M. tuberculosis

Elemento | Tamafio | Fuente Rango de No. de |Relacionado | Referencia
(bp) . huésped copias fcon

186710 [1L.344  |M. tuberculosis | Complejo 0-25  [Lafamilia IS3 {McAdametal,

M. tuberculosis de 1990; Thierry e/ af,
Enterobacterias | 1990, Hermans ¢/
al, 1991

1S1081 1,324 |M. bovis Complejo 5-7 18256 de S. Small y van
M. tnberculosis aureus Embden, 1994.
M. xenopi

DR 36 BCG Complejo 10-50 Hermans et al,
M. tuberculosis 1991; Smail y van

Embden, 1994.

MPTR {10 M. wberculosis | Complejo >100 |ChiyREPde |Smallyvan
M. tuberculosiy E. coli Embden, 1994,
M., gordonae M,
kansassi
M. asiaticum
M. gastri
M., szulgai

PGRS |30 M. tuberculosis | Complejo =100 Small y van
M. tuberculosis Embden, 1994,

3.3. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

El andlisis de las rutas de transmision de Ia TB, asi como el rastreo de posibles fuentes de

infeccion. requicre de la capacidad para discriminar entre cepas de M. fuberenlosis. Se han
usado una gran variedad de métodos para la tipificacion de cepas. Hasta hace poco, todos los

métodos recaian en el estidio de caracleristicas fenotipicas, como la serotipificacion,
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schsibilidad @ bacteriotagos * o sensibilidad a antifimicos. Sin embargn, todas estas téenicas
tienen limitaciones intrinsccas. Por cjemplo la diferenciacion por sensibilidad a antifimicos
tiene la desventaja de que varias cepas pucden presentar patrones similares de resistencia. La
tipilicacion con bacteriofagos tiene un uso limitado debida a que solamente se han encontrado
pacos tipus diferentes de  Tagos * . Ademds, fa tipificacidn con fagos requicre de un
laboratorio especializado y consunte mucho tiempo. Por iiltimo, fa serotipificacion no pucde

diterenciar cepas dentro del complejo Mycohucterivm mberculosis.

3.3.1 Epidemiologfa basada en 1a técnica del Andlisis del Polimorfismo en 1a Longitud de
los Fragmentos de Restricclon de DNA gendmico (Restriction Fragment Length
Polymovphism, RFLP)

En base 2 lo dicho anterionmente, existe a necesidad de desarrollar una téenica rapida y
simple para tipificar cepas de M. mbercudosis, La téenica del Andlisis del Polimorfisimo en la
Longitud de fos Fragmentos de Restriccion de DNA gendmico (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP), s ha usado extensamente para evaluar variabilidades genéticas 2 Los
marcadores moleculares ya descritos (IS6//0/1S986), se cmplearon por primera vez como
sondas para analisis por RFLP por Hermans "' y por Cave *. Estos elementos de insercion son
atifes para dilerenciar cepas epidemiologicamente no relacionadas, debido a que su nimero de
copias es altamente varable y ademis presentan variados sitios de integracion dentro del
genoma. Esto genera un alto grado de polimorfisino en ios fragmentos de DNA que contenjan a

PTRPLI —_—
122 Bste polimorfismo s

1S6110; obtenidos por ¢ corte con enzimas de restriccion * '
aumenta por la capacidad de 1S6//0 para trasponerse dentro del genoma sin seguir una
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s N
POM2S A pesar del alto grado de polimortismo en la

especiticidad del blanco de insercion
longitud de los fragmentos de restriccion asociados a IS6110 entre cepas de AL mbercnlosts. no
se ha observado trasposicion de 1S6/10 durante crectmientos prolongados, tanto i vive como
in vitro ¥ Esto estd en acuerdo con observaciones que indican que 1S6//0 es un excelente
marcador genético para la tipificacion de cepas individuales de AL mherculosis duvante
microepidemias, infecciones nosocomiales, y c¢n la  diseminacion clonal de  cepas
lnllhil‘l‘CSiStCII(L‘S 2.6,7.8.13, 20 fo‘ 30. 35,40, -M.

Gracias al estudio del polimorfismo de los patrones de DNA obtenidos por RFLP, también
se ha podido observar que un gran porcentaje en el nimero de casos de TB se debe a
infeccioncs recientes mas que a la reactivacion de ana infeccion latente * .

Sin embargo, con ¢l ensayo de RFLP basado en 186110, no se encontré ningtn cambio en
los patrones de bandas, en cepas a las que se les indujo resistencia i vitro a antifimicos de
primera linea como etambutol, estreptomicina, rifampicina ¢ isoniazida. Ademas, se reportd cf
caso de un paciente  de quien se aislo una cepa de M, tuberculosis antes y después de un
tratamicnto ineficaz. El aislamicnto inicial fue sensible y el aislamiento postratamiento presentd
resistencia. Sin embargo, no se encontré cambio en los patrones de DNA entre los dos
aislamtientos, fo cual indica que esta cepa se transformd cn resistente durante el tratamiento ™,
Por otro lado, se reportd recientemente que no hay una relacion aparente entre resistencia a

antifitmicos y los patrones de RFLP 2,
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3.3.2 La Reaccinm en Cadena de ta Polimerasa o PCR (Polvmerase Chain Reaction).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa o Polymerase Chain Reaction tradicional (PCR)
permite la ampliticacion selectiva de una region especifica de DNA mimetizando el fendmeno
ity vivo de replicacion de DNA, Para la veaccion se necesitan los siguientes componentes: una
cadena sencilla de DNA como Dblanco. iniciadores (secuencias de  oligomicledtidos
complementarias a Jus extremos de la secuencia detinida de DNA a amplificar),
desoxinucledtidos trifosfato y una enzima DNA polimerasa termoestable . Las cadenas
sencillas de DNA que serviran como molde, s¢ pueden separar ficilmente por simple
calentamiento del DNA de doble cadena a temperaturas cercanas a Ia de ebullicion. Ef punto de
inicio de Ia sintesis de DNA se puede espectficar adicionando un iniciador especifico que se
alineé, mediante el apareamiento de todas sus bases, a Ia secuencia blanco en ese punto. Asi, la
primer caracteristica importante de Ia PCR, ¢s que la DNA polimerasa puede ser divigida para
sintetizar una region especifica de DNA ¥,

En un DNA de doble cadena, las dos cadenas de DNA pueden servir como moldes para la
sintesis con Ia adicion de un iniciador para cada cadena. Para vna reaccion de PCR especifica,
los iniciadores elegidos son aquellos que flanquean la region que va a ser amplificada. Asi, fas
nuevas cadenas de DNA sintetizadas, las cuales comprenden al inicindor, se extienden hacia
pasicign del iniciador localizado en 1a cadena complementaria. Los nuevos sitios de union al
iniciador se gencran en cada nueva cadena de DNA sintetizada, La mezcla de reaccidn se
calienty nuevainente para separar tanto las cadenas originales de DNA como las -recién
sintetizadas, las cuales estdn disponibles para posteriores ciclos de hibridacion del iniciador,

sintesis de DNA, y separacion de las cadenas. El resultado neto de una reaceion de PCR, es que
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al fin de un nimero determinado de ciclos (n), la reaccion contiene teodricamente un mixuno de
2 x u moléculas de DNA de doble cadena que son copias de la secuencia de DNA presente
entre los iniciadores. Asi, la segunda caracteristica importante de la PCR es Is amplilicacion
exponencial de grandes cantidades de la region especifica de DNA %,

A los pasos anteriores de a) calentamiento para separacion del DNA de doble cadena, D)
alincamiento especifico de los iniciadores a la cadena sencifla de DNA blanco, y ¢) extension
de las nuevas cadenas de DNA, se les denomina un ciclo de PCR, y los pasos se denominan
desnantralizacion, alincamiento y extension, respectivamente. Cada una de estos pasos requiere
de condiciones de temperatura y tiempo especificos.

Debido a los cambios de temperatura, se requiere de una enzima en particular. Asi, se
wtiliza Ia enzima termoestable Tag polimerasa cuya vida edia cs de 40 minutos 2 94° C %,
Originalmente se nsé en la PCR la DNA polimerasa de fscherichia coli; sin embargo, ¢sta
enzima al no ser termoestable era destruida a las temperaturas necesarias para separar la doble
cadena de DNA. por lo que se tenia que altadir enzima fresca nuevamente en cada ciclo, lo que
provocaba variaciones en los resultados y solia ser un proceso muy tedioso.

Un avance técnico importante surgio del aislamiento de una DNA polimerasa, resistente a
altas temperaturas, que se obtuvo de una bacteria termofila denominada Thermus aguaticus, la
cttal normalmente vive en aguas con temperaturns de 75° C. Esta enzima fiene una temperatura
optima de 72° C'y es razonablemente estable a 94° C. De esta forma la Tag polimerasa se afiade
solamente wna vez y permancce activa hasta completar un wimero determinado de ciclos de

amplificacion. Con este desarrollo se facilitd la automatizacion de la reaccion de PCR a través
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del uso de termocicladores 10s cuales se programan para las temperaturas y tiempos necesarios

T oy 48
para la amplificacion por PCR ™.

3.3.3 Epidemiologia molecular basada en ensayos de Amplificacién al Azar de DNA
Polimérfico mediante PCR (Randam Amplified Polymorphic DNA, RAPD-PCR)

Una nueva téenica utilizada para la generacion de patrones de DNA polimérficos, basada
en la reaccion de PCR, es la de ensayos de Amplificacion al Azar de DNA polimortico
mediante PCR (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD-PCR). En este método se eligen
condiciones de baja astringencia con lo que se generan unp amplia gama de productos de
amplificacion. Normalmente en una PCR especifica se eligen condiciones de alta astringencia
asegurando asi la union especifica del iniciador a su secuencia blanco. Estas condiciones de alta
astringencia se obtienen con temperaturas de alincamiento altas (62-68° C) y concentraciones
relativamente bajas de MgCl, (1.5 mM). Mediante una reduccién intencional en la astringencia
en la etapa de alineamiento (disminuyendo la temperatura de alineamiento y aumentando la

. concentracién de MgCl, en la reaccion) y escogiendo un iniciador que se pueda unir
arbitrariamente a cualquier region dentro del genoma, se pueden producir patrones de bandas
de amplificacion de DNA que son itiles para la diferenciacién de distintos microorganismos.
Asi, se desarrollan dos o més ciclos de PCR en condiciones de baja astringencia al iﬁicio de la
amplificacion, cyyn sintesis inicial permite la estabilizacion de la interaccién molde-iniciador.
Después de esos -dos ciclos en condiciones relajadas, se realizan ciclos subsecuentes bajo

condiciones de temperatura de alincamiento  especificos ™,
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L.os polimorfismos en los patrones de huellas digitales de DNA generados por RAPD-PCR
pueden usarse para distinguir individuos altamente velacionados. Por ejemplo, se han podido
diferenciar aislamientos dc una misma especie de bacterias, tales como Staphylococeus
havmolyticus, Streptococens pyogenes 'y Borrelia burgdorferi B

Recientemente se ha utilizado dicha téenica para la diferenciacion de cepas de
M. mherculosis. En dicho estudio, la temperatura de alineamiento en los ciclos de PCR, fue
baja (36° C). Ademas se utilizaron iniciadores de 20 bases, que correspondfan a segmentos
especificos del DNA de M. tuberculosis y la cantidad de DNA gendmico requerido para la
prueba fue de solo 20 ng. Asi, estos investigadores pudieron diferenciar un bajo nimero de
cepas de M. tuberculosis mediante los productos de amplificacion de DNA 7,

Lste método resulta ser una excelente metodologia para diferenciar aislamientos de TB,
principalmente porque no requiere conocimiento previo del genoma del microorganisino y
porque ademds se necesita muy poca cantidad de DNA gendmico, que en el caso de

M. wberculasis, es muy ventajoso considerando su Jento crecimiento.

3.4, RESISTENCIA DE M. tuberculosis A ISONIAZIDA,

El tratamiento de fa TB tuvo un cambio muy importante a partir de la introduccion en
1952, en los esquemas de tratamiento, de la hidrazida del dcido isonicatinico (isoniazida, INH).
En combinacion con la rifampicina, RIF (introducida en 1963), ha formado parte del nicleo de
los tratamientos contra la TB. Sin embargo, recientemente se ha incrementado el nimero de
aislamientos de TB resistentes 4 uno o mis antifimicos. Por ejemplo en 1993, Ellner ef al,

reportaron que de unt total de 6 brotes de TB-RMF ocuniidos en scis hospitales de E. U., todos
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tos aistamientos presentaron resistencia a INH, y la mayoria mostrd resistencia tanto a INI
coma a RIF°,

Se ha visto que la falta de susceptibilidad de M. tuberculosis a los antifimicos no se debe a
la presencia de plasmidos que le confieran resistencia. Esto es, en parte, a que no lay
evidencias fuertes que indiquen una existencia natural de plasimidos circulares en
M. mberculosis ', Por lo tanto, se ha visto que los mecanismos de resistencia ocurren por
cambios en el genoma.

M. tuberculosis normalmente es un microorganismo muy sensible a INH ya que las
concentraciones minimas inhibitorias (CM1) para este firmaco estan en el rango de 0.02-0.06
ng/ml. Los primeros hallazgos utiles para tratar de encontrar un posible mecanismo de
resistencia 8 INH por M. muberculosis, se realizaron a mitad de este siglo. En 1954,
Middlebrook er af reportaron que cepas de M. mberculosis resistentes a INH presentaban
deficiencias en la actividad de la catalasa. Posteriormente se demostré una correlacion inversa
entre las CMIs para INH y la actividad de la catalasa y peroxidasa, en una amplia variedad de
aislamientos de M. tuberculosis. Recientermnente Zhang et alf al clonar un gen denomidado kat(;
que codifica para la sintesis de la catalasa-peroxidasa, encontraron que la transformacion con el
gen funcional kat(; restablecia la sensibilidad a INH en algunos aislamientos resistentes de
M. smegmaiis y de M. wberculosis %,

No obstante, se ha encontrado que no todas las cepas resistentes a INH son catalasn
negativa. Por ejemplo, solamente del 10 al 25 % de los aislamientos resistentes aislados en
Nueva York y San Francisco eran catalasa negativa, lo cual indica la presencia de otros

mecanismos de resistencia para INH ' Mis recientemente  se ha reportado oto gen,

PAGINA 24



denominado inhA, que se ha visto involucrado en lu resistencia de AL mbercuosts a INHL La
proteitia producto del gen inhd, ticne un 40 % de similitud en sus aminoacidos con respecto a
la enzima de enterobacterias EnvM,Ja cual se ha asociado con Ia biosintests de los acidos
grasos. fosfolipidos y polisacaridos. Esto se ha observado porque algunas cepas resistentes a
INH tienen una mutacion puntual en el gen inhd donde se encaentra cambiado el aminodcido
94 (serina por atanina) "%,

Por lo tanto, mutaciones puntuales en el genoma de M. tuberculosis pueden producir
mutantes resistentes a INH. Ademés, se pueden aislar cepas resistentes de M. mberculosis o
INH (CMI > 0.2 pg/mL) en una proporcién relativamente alta (en una de 10107 bacterias),
teniéndose una frecucncia de 100 a 1,000 veces mayor que las presentadas para otros
antifimicos. Por ejemplo, aislamicntos resistentes a RIF se encuentran en I de 10° - 10°
bacterias. Varios factores son los responsabies en cf aumento de esta frecuencia. La resisteucia
a rifampicina puede ser producida por unn mutacién puntual muy precisa que afecte una regién
particular de la subunidad B de la RNA polimerasa. Por otro tado, para INH cada mnutacién que
interrunpa o altere el gen karG generard un aislamiento resis;leme. Asi, se potencia la

probabilidad de que una simple mutacion produzca resistencia 1 INH >,

3.5. COEXISTENCIA DE DOS O MAS CEPAS DE M. tuberculosis.

En relacion a la coexistencia de cepas sensibles y resistentes de M. mberculosis en un
mismo individuo, estudios de seguimiento han documentado el aislamiento de cepas antes y
después de tratamiento con férmacos antifimicos, fo cual sc ha interpretade como posible
reinfeccion exégena, sin poder descartar la coexistencia de dichas cepas desde el inicio de la
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infeceion ni ki probable seleccion de éstas con tos tratamientos . Apoyando csta explicacion
se encuentra el reporte de un brote de TB pulmonar en pacientes con SIDA, en donde se
identificod en dos casos, mediante polimorfisimo de DNA, la coexistencia de dos cepas distintas
de M. tberclosis *. la posibilidad de que personas previamente infectadas con
M. tuberculosis puedan ser exdgenamente reinfectadas se ha debatido en ¢l pasado. Sin
embargo, gracias al estudio de cepas de M. tiuberculosis por medio de RFLP, se ha demostrado
que la infeccion exdgena juega un papel muy inportante en el nimero de casos de TB

15, %

actialmente . Hasta el momento, la coexistencia de dos o mas cepas distintas de M.

tuberculosis se ha demostrado parcialmente®.
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41 MATERIAL Y METODOS
4.1 Pacientes v tipo de muestra,

Las muestras aualizadas fueron proporcionadas por la Q.F.B. Edith Pérez y fucron
expectoraciones de pacientes mayores de 16 afios con sospecha clinica de tuberculasis
pulmonar, quienes se encontraban hospitalizados o en mangjo ambulatorio en el lnstituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). De cada paciente se registraron los siguientes
datos: edad, sexo, enfermedad clinica subyacente y antecedentes de tratamiento antiffmico.

Las muestras se seleccionaron de acuerdo a los siguientes criterios:

CRITERIOS DE INCLUSION: Muestras de pacientes con infeccion pulmomar por
Mycabacterinm tuberculosis can tincidn positiva en esputo para BAAR por método de Ziehi-
Neelsen. '

CRITERIOS DE EXCLUSION: Aquetlas inuestras en las que se obtuvieron 2 & menos colonias
en el cultivo,

CRITERIOS DE ELIMINACION: Muestras que a pesar de observarse BAAR por medio de una
tincion de Ziehi Neelsen no fue posible recuperarlas en el cultivo. Muestras en fas que el
cultivo se contamind con otras bacterias u hongos que hicieron imposible {a identificacion

precisa de colonias de M. wberculosis.
4.2 Procesamiento de Ias muestras,

La bisqueda de Bacilos Acido Alcohol Resistentes a (BAAR) se realizo haciendo una

tincion de un frotis de fas expectoraciones fijadas a la lama, por medio de la técuica de Ziehl
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Neelsen y realizando una abservacion posterior de fa muestra en un microscopto con el objetivo
de numersion.

Las mucstras se transfirieron a un wbo Falcon de 50 mL con tapon de rosca y se les
adiciond un volumen igual de NaOH al 4 %. El ubo se cerrd y sc coloco en el Vartex durante
30 sey. Fl material se dejo incubar a temperatura ambiente por un periodo de 20 min,
Posteriormente la muestra se centrifugé en una centrifuga clinica durante de 2 min a 3,000 .
El sobrenadante se desecho en un recipiente con una solucién de fenol al 5%. Luego, a cada
muestra se afadieron aproximadamente 25 ;L de agua destilada estéril. Dicha suspension se
mezeld ligeramente y se neutralizo la muestra con HCl 125 N. La muestra se centrifugo
nuevamente durante 15 min a 3,000 rpm. El sobrenadnnte se desechd en un recipiente con

solucion de fenol al 5%. La pastilla se resuspendio en 2 mL de PBS a pH 7.4 .

4.3 Cultivo

Del sedimento de cada muestra se realizo una resiembra en medio de Agar Middlebrook
7H10 (Difco Laboratories, Detroit MI, USA)Al enriquecido con Middlebrook OADC (Difco
Laboratories, Detroit MI, USA). La incubacidn en el medio de cultivo sembrédo con las
micobacterias se realiz0 a 37° C durante 8 semanus en una incubadora con atésfera de CO; nl
5%. Los cuitivos se revisaron semanalinente y una vez detectado crecimiento se realizo

subcultivo de 4 colonias tomnadas al azar en medio Middlebrook 7H10,
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4.4 ldentificacidan

De cada uno de los subenltivos, se realiza una suspension en 1 mil de amortiguador de
fosfatas a pH 7.4 en tubos Eppendorf por medio de agitacion con un Vortex (Vortex, Lab-Line
[nstruments, Melrose Park, 11, USA) durante 10 niin Posteriormente, fa suspension de células
se dejo sedimentar durante 30 min y se ajusto a una turbidez similar al tubo No. | de la escala
de McFarland; 0.1 mL de la suspension final de cada muestra se inoculo en un frasco con
medio de cultivo liquido BACTEC 12B (Middlebrook 7H9 enriquecido) (Becton Dickinson,
Towson, Maryland, USA), previamente estabilizado con 5% de CO;. Los frascos inoculados se
incubaron a 37° C y se leyd diariamente su indice de Crecimiento (Grow Index, Gl) por el
sistema radiométrico automatizado BACTEC (BACTEC TB 460, B'eclon Dickinson, Towson,
Maryland, USA). Cuando el GI alcanzo valores entre 50 y 100 en la escala del sistema
BACTIEC, se transfirié 1 mL del cultivo a un frasco nuevo de Medio 12B el cual contenia
p-nitro-o-acetitamino-f3-hidroxi-propiofenona (NAP, Becton Dickinson) para la identificacion
de M. tuberculosis. Se incubaron los frascos, tanto el del cultivo original como el de la prueba
de NAP, a 37° C comparando el GI de ambos por un periodo minimo de 4 dias.

Se considerd como de M. tuberculosis a toda aquella cepa obtenida de crecimiento
primario, que fue BAAR positiva y que en la prueba de NAP presentara disminucion o ausencia

de incremento e su GI en dos determinaciones subsecuentes **.
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4.5 Pruebas de sensibilidad a antitimicos,

Se Hevo a cabo la determinacion de senstbilidad a los subcultivos obtenidos, a los
antifimicos signientes: Estreptomicina a nna concentracian patron de 240 pg/ml, y una
concertracion final de 6 pg/mL; Isoniazida a una concentracidn patron de 4 pg/mL, y una
concentracion final de 0.1 pg/mL; Rifampicina a una concentracion patrdn de 80 pg/mL, y una
concentracion final de 2 pg/mL; Etambutol a una concentracidn patrdn de 300 pg/mil., y una
concentracion finul de 7.5 pg/ml..

La evaluacion de sensibilidad a estos cuatro antifimicos se hizo utilizando el sistena
radiométrico BACTEC.

La solucion inicial de las cuatro firmacos se realizd con agua desionizada estéril. A
frascos con Medio 12B, previamente estabilizados, se les agregd 0.1 mL de Ia solucion patrén
de sélo un antifimico. Una vez adicionado éste, los frascos se conservaron a 4° C por un
maximo de 7 dias hastn su utilizacion.

Los frascos con Medio 12B, previamente complementados con cada uno de los
antifimicos, se inocularon con 0.1 mL del cultivo inicial en Medio 12B cuando éste presentaba
un Gl de 500 a 800. Para cada cepa se incluyeron 4 frascos de Medio 12B cada uno con uno de
los 4 antifimicos a probar, y un frasco control que representaba el 1% de crecimiento. Estos
tltimos se prepararon realizando una dilucion 1:100 con amortiguador de fosfatos del cultivo
iicial en Medio 12B. Posteriormente, 0.1 mL de esta dilucion se inoculé en un frasco de
Medio 2B sin antifimico. Todos los cultivos se mantuvieron en incubacion a 37° C. Para
verificar la pureza del inoculo, 0.1 mL del cultivo inicial en Medio 128 se sembrd en agar

sangre y se observo el desarrollo de éste durante 96 his.
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Diariamente se realizaron lecturas de los Gl registrados para el control y para cada uno de
los cultivos con los antifimicos en ¢l sistema BACTEC. Cuando se alcanzd un Gl > 30 para el
comrol, se caleulo ¢l valor del incremento en el Gl (*Delta” de Gl, A GI), que es la diferencia
entre los valores de Gl con respecto a los registrados el dia anterior para cada frasco A todos
los frascos con antifimicos en los que se presento un Gl mayor que el observado en su control
se les tomo un inocuo, el cual se sembrd en agar chacolate y se les incubo a 37° C durante 96
horas para descartar contaminacion.

Los valores de corte para los antifimicos probados fueron de 6 pg/mL para Estreptomicina;
0.1 pg/ml. para Isoniazida; 2 pg/mL para Rifarpicina; y 7.5 pg/ml para Etambutol.

Las cepas se consideraron resistentes cuando al menos el 1% de la poblacion crecia en
presencia de antifimicos a las concentraciones seifaladas previamente. Esto ocurrié cuando el A
GI del control (1% del inoculo sin antifimico) era menor al A GI del problema (100% del
inoculo con antifimico). Las cepas se consideraron sensibles cuando el A GI del control fue

mayor al A GI en el imedio con el antifimico,

4.7 Aislamiento de DNA genémico de los subcultivos.

Los subcultivos de M. tuberculosis obtenidos se resembraron en medio Middlebrook 7H10
enriquecido con Middlebrook 7H10 QADC (Difco Laboratories, Detroit Ml, USA), y se
incubaron a 37° C hasta la aparicion de colonias. Posteriormente varias colonias se transfirieron
a un tubo Eppendorf de 1.5 mL con 400 pL de TE 1X (10 mM Tris/HCl pH 8.0, | mM EDTA).

Las micobiacterias se inactivaron por calentamiento de la suspension de células en un baiio con
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apa 1 92 C durante 10 min (placa de calentamiento, Caming, USA). Posteriormente las
eéhulas inactivadas se dejaron enfriar a temperatura ambiente. A esta suspension se le agregaron
300 pl de perlas de vidrio con didmetro promedio de 0.5 mm. (Thomas, USA) y se colocd en
un Vortex durante 7 min. Después, los tubos se centrifugaron en una microcentrifuga
refrigerada Sarvall RMC 14 (DuPont, Newton, Conn., USA), a 4° C durante 7 min a 14,000
rpm. El sobrenadante se recuperd en un tutio Eppendorf nuevo, esténil, de 1.5 mL y se le
agregaron 2.5 volimenes de etanol absoluto grado reactivo analitico (Merck-Méxicy,
Naucalpan de Juirez, Edo. de Méxica, México), la solucion anterior se mezcld suavemente y se
mantuvo a una temperatura de -70° C durante 1 hora en un ultracongelador (Hetto, Danmark).
Posteriormente los tubos se centrifugaron a -4° C durante 15 min a 14,000 rpm en una
microcentrifuga refrigerada Sorvall, RMC 14. La pastilla de DNA se lavo con etanol al 75%
(Merck-México), se secd y resuspendié en 100 pL de amortiguador TE 1X estéril. La

suspension de DNA se guardé a -20° C liasta su uso.

4.8 Amplificacion de DNA por RAPD-PCR

En una campana de flujo laminar se preparé la mezcla de reaccion de PCR usando para
todos los ensayos de PCR puntas ART (Aerosol Resistant Tips) con filtro (Molecular Bio-
Products, San Diego, Cal., USA) para evitar contaminacion con aerosoles que pudiesen acarrear
moléculas de DNA.

La concentracion final de la mezcla de reaceion de PCR fue la siguiente;

desoxinucledtidos trifosfato (ANTP's), dATP, dTTP, dCTP, y dGTP a 100 puM cada wno

PAGINA 32



(Boehringer Mannheim, Alemania); amottiguador de PCR 11X 10.0 mM Tris-HCE plt 3.3, 50.0
mM KCl, 0.001% (w/v) de gelatina; Iniciadar A (1S956-FP 5° ACG CTC AAC GCC AGA
GAC CA) (Genosys Biotechnologies fuc., Woodlnnds, Texas, USA) a una concentracion de |
pM: Iniciador 3 (1S986-RP 57 AAT GAA CCA CCT GAC ATG AC) (Genosys
Biotechnologies Inc., Woodlands, Texas, USA) a una concentracion de 1 pM: Tag DNA
polimerasa (BiotecSA, UN.AM., Coyoacin, D.F., México) 4 2.5 U por reaceion; MgCl, 4 mM
(Merck-México, Naucalpan de Jnarez, Edo. de México, México); y dimetil sulfoxido (DMSQ)
al 5% (Sigma, St. Luis, Missouri, USA).

A un tubo de PCR se agregaron 40 L. de la mezcla de reaccion y a éste se afadieron 100
ng de DNA ajustando el volumen final a 100 pL con H,0 desionizada estéril, Las muestras se
centvifugaron por S seg. a 14,000 rpm en una microcentrifuga Sorvalt MC 12 V (DuPont,

Newtown, Conn., USA).

Los ciclos de amplificacion por PCR se realizaron en un termocicindor Gene Amp PCR
System 9,600 (PERKIN ELMER, Norwalk, CT. USA). Las condiciones de reaccion incluyeron
un calentamiento inici'nl 4 95° C por 5 tnin, seguidos de 5 ciclos de PCR ¢n condiciones de baja
astringencia, las cuales incluian un paso de desnaturalizacion del DNA a 95° C por | min, un
paso de alincamiento de los iniciadores a 36° C por 1.5 min y un paso final de extension del
DNA a 72> C por 1.5 min. Después de los 5 ciclos iniciales, siguieron 30 ciclos de PCR en
condiciones astringentes cont los pasos de desnaturalizacion del DNA a 95° C por | min,
alineamiento de los iniciadores a 62° C por 1.5 min y de extension del DNA a 72° C px.wr 1.5

min, Por fltimo se incluyd un paso de extension final de DNA a 72° C por 10 min.
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Al final de 1a reaceian, los tlios con la reaccion de PCR se centrifugaron por 5 seg. en una
microcemtrifuga Sarvall MC 14V, Ll volumen se concentrd de 100 ul. a 15 ul. en un

concentrador centrifuga Savant AS160 (Savant Instrutients Ine., Farmingdale, MY USA).

4.9 Electroforesis en geles de agarosa de los productas de amplifieacian,

Para separar Jos productos de amplificacion obtenidos por RAPD-PCR se prepararon geles
de agarosa de bajo punto de fusion al 3% con amortiguador TAE IX (40 mM Tris-acetato a plf
8.6, | mM EDTA) en una camara de electroforesis Hotizon 11.14 (Gibeo, Life Technologies,
Gaithersburg, MD, USA). Fos productos de reaceion de PCR ya concentrados se mezclaron
con 3 pL de amortiguador de carga 6X (azul de bromofenol al 0.25% w/v, glicerol al 30% v/v).
Las mezclas se aplicaron en el gel de agarosa preparado anteriormente. La corrida se Hevd a
cabo por un periodo de 3 h a 100 voltios con la ayuda de una fuente de poder modelo 14 (Gibeo
BRI, Gaithersburg, MD, USA). Después de la corrida, fos geles se tifieron en una solucion de
bromuro de etidio (Gibeo BRL, Gaithersburg, MD, USA), a una concentracion de 0.5 pg/ml,
por un periodo de 15 minutos. Posteriormente, los geles se enjuagaron por { min en agua
desionizada. Los geles se observaron con un transiluminador de iz UV 2011 MACROUVE
(UVP, Inc., San Gabricl, CA., USA) y se fotografiaron con una camara MP4+ (Sigma Poluroid,
USA). can ima pelicula tipo 55 profesional (Polaroid, Cambridge, MA, USA). El negativo se

conservo pard el analisis densitométrico de las bandas,
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A 10 Anilisis densitométrico de tos productos de amplificacién de PCR

1.os negativos de los patrones de fos productos de amplificacion se analizaron con la ayuda
de un densitametro Personal Densitometer SI (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CAL USA). Bl
densitometro cuenta con un laser que recorre toda fa imagen a analizay, que en este casa fueron
los negativos de las fotografias de los geles. La imagen se proceso en valores de densidad
Optica y estos datos se digitalizaron y almacenaron en un archivo de imagen, el enal se procesd
en una computadora conectada al densitometro,

EI procesamiento de las imigenes se electud con el Software FragmeNT (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA., USA). El software analiza los datos como sigue: se localizan en la
imagen Ias bandas tanta del marcador de peso molecular como de la muestra problema y se
asigna ¢l valor de cada banda del marcador de peso molecular. Después, lis bamlas del
marcador de peso molecular se superponen matemiticamente a cada carrit de la muestra
problema. Asi, cada canil tiene su propio marcador de peso molecular (Fig. 4.1).
Posteriarmente se determina ta movilidad relativa de cada banda problema y se compara con
los valores de las bandas “exportadas” para ese carril. Finalimente se obtiene un valor de peso
molecular de cada banda problema. El reporte de los valores de peso molecular de lus bandas
de amplificacion de eada subeultivo se recuperan con el software Excel (Microsoft Comp.,
USA)*.

El analisis estadistico de los grupos se realizo con el software estadistico SPSS (SPSS llic.,
USA). Bz'lsica;nenlc esta paqueteria determina sobre una escala de similitud, cl;pmcido entie
los perfiles de bandas de DNA amplificado por RAPD/PCR de snuestras problema. Asi, la

variable a evaluar en este caso son las bandas amplificacion de diferente peso molecular de
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cada aislamiento. Las muestras son los aislamientos estudiados. Asi. entre mayvor mumero de
bandas en comun tengan dos aislamientos, mavor indice de similitnd tendrin y se agraparan en
el mismo grupo en el dendograma generado. Lntre menos bandas en comin tengan dos
aislantientos. estaran mas lejonas en la escala de similitud y perteneceran a grupos
campletamente distintos. Al determinar un valor de corte de un 80% de similitud entre los
aislamientos podremos determinar el nimero de grupos formados y por lo tanto las cepas

relacionadas genotipicamente entre si .

...... s A T OO s IO i O BANDA ESTANDAR
BANDA PROBLEMA
BANDA
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S CARRIL ESTANDAR
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Figura 4.1, El sofiware FragmeN'T “exporta” los valores de peso molecular de las bandas det marcador
de peso molecular a cada carril de muestra problema, mediante una interpolacion lineal de punto a punto
para determinar donde colocar las bandas exportadas
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5. RESELTADOS,
5.1 Pacientes y tipo de muestra.

Para llevar a cabo este trabajo, se estdiaron las mmestras de expectoracion provenientes
de 55 pacientes. Solamente en 28 de 55 pacientes se obtuvieron cultivos positives; de ¢stas, en
7 se identificaron MOTT y en 21 se identifico M. tuberculosis, Seis cultivos se elimimaron por
haberse contaminado. Dos cultivos se exclnyeron porgue solo hubo crecimiento de 2 colonias.
De acuerdo a esto, finalmente el estudio se Hevo a cabo con las micobacterias aislatlas de trece
pacientes.

De los trece pacientes con aislamiento positivo para M. tuberculosis, nueve fueron de sexo
masculino y cuatro femenino, El rango de edad de los pacientes fue de 18 a 69 afios can una
mediana de 39. Como diagnostico de enfermedades agregadas se encontrd diabetes mellitus no
insulino dependiente en 3 pacientes, el resto no tenfan otros diagnésticos agregados. S6lo un
paciente habfa recibido previamente antifimicos durante 2 afios.

De los trece cultivos de aislamiento primario se realizaron subeultivos de 4 colonias

escogidas al azar, de tal manera que se hizo el analisis a un total de 52 subcultivos.

5.2 Patrones de sensibilidad a antifimicos,

Con el propasito de encontrar diferencias lenotipicas entre los subeultivos del aistamiento
de un mismo paciente, se determing la sensibilidad de cada uno de los subcultivos de
M. tuberculosis por medio del sistema BACTEC 460TB. Los resultados de sensibilidad se
obtuvicron entre 4 y 8 dias con una mediana de 5 dias. Los perfiles de seasibilidad de las

micobacterias para cada paciente fueron iguales en todos las subcultivos, a excepeién de un
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caso (paciente No. 7), del cual en uno de los cuatro subcaltivos las micobacterias mostraron un
perfil de sensibilidad diferente al de los otros tres subcultivos; los resultados du este caso se
muestran en la tabla 5.1, €1 subeultivo 7d tue resistente y tos subcultivos 7a, 7b y 7¢ sensibles a
INH. Las prucbas de sensibilidad para este paciente se reatizaron por duplicado encontrdndose
el mismo resultado. con lo que se evitd un posible error en la determinacion de sensibilidad u
sus subenltivos,

Tabla S.1: Sensibilidad de los sulicultivos del paciente No. 7

Subcultivo. Antifimicos
Esireptomicina Isaniazida Rifampicina Etambutol
@ sensible sensibje sensible sensible
b sensible sensible sensible sensible
¢ sensible sensible sensible sensible
d sensible resistente sensible sensible

Tabla 5.1: LI patron de sensibilidad se obtuvo utilizando el sistema radiométrico BACTEC.
Estreptomicina, 6 pg/ml.. Isoniacida, 0.1 pg/mL. Rifampicina, 2 pg/mL. Etambutol, 7.5 pg/mL.

En la tabla 52 se wmuestran los perfiles de sensibilidad de los 52 subcultivos de
M. tuberculosis. En esta tabla se puede apreciar que los caltivos no susceptibles presentan

resistencia dnicamente a isoniazida y a rifampicina.

5.3 Analisis de RAPD-PCR 1 las subcultivos aislados.

El analisis de los palrones de sensibilidad de los subcultivos de M. mberculosis puede
ayudar a distinguir entre dos cepas diferentes de dicho microorganismo. Sin embargo, para
tener una wayor confiabilidad en los resultados, se hizo un andlisis de RAPD-PCR a los 52
subcultivos de M. mberculosis  a los cunles prevismente se les determing sensibilidad a
antifimicos. Esto se hizo con el proposito de. determinar si los subcultivos de un mismo

paciente que presentaron distintos perfiles de sensibilidad mostraban diferencias a nivel de las
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handas de ampliticacion de DNA, Sdemas. tambicn s guerta observar por medio del andlisis
de RAPD-PCR si los demas subcultives de un mismo paciente con igual patron de sensibilidad
observaban ¢l mismo patron de bandas de DNA amplificada, {o cual deberia de ocurnr si

provenian de la misma cepa de M. tuberculosis.

‘Tabla 5.2: Patrones de sensibilidud de 52 subeultivos de M. tabercalosis.,

AISLAMIENTO SUBCULTIVO SENSIBILIDAD
EST INH RIF ETB
[ n, b, ¢, d. S S S S
2 a, b, ¢ d. S S S S
3 ah, el S S S S
4 a, by ¢ d. S S S S
5 ity by ¢, d. S S N S
6 a, b, e, d, S R S S
7 a, b,e S S S N
7 d. N R* S N
8 a, by ¢, d. S R R S
Y a,b,c d, § S S S
10 a b, ¢ d. S R R M
1 a2 b, ¢ A, S R S S
12 a, b, ¢, d. S S S S
13 a, b, ¢, d. S R R S

Tabla 5.2: El patron de sensibilidad se obtuvo utilizando el sistema radiométrico BACTEC.
EST = Estreptomicing, 6 pg/ml.. INH = soniacida, 0.1 pg/mL. RIF = Rifampicina, 2 pg/mL.
ETB = Etambutol, 7.5 pg/mb. * Este aislamiento fue el (nico que presentd distinto patron de
sensibilidad con respecto a sus otros 3 subcultivos.
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En la figra 1 se observa que los patrones de bandas de amplificacion de DNA obtenidas
por RAPD-PCR sou distintos para aistamientos de M. tmberculosis provenientes de diferentes
pacientes. Sin embargo se aprecia que dichos patrones son iguales para los subenltivos de todos
los aislamientos, incluyendo el aislamiento que presentd pawron de sensibilidad distinto
(subcultivos 7a , Tby 7e y 7d).

£in la 1abla 5.3 se muestran esquemdaticamente los patrones de las bandas encontradas para
cada aislamiento, Como ya se menciond, los perfiles de bandas de amplificacion por RAPD-
PCR de los 13 aistamicntos. fueron distintos, lo cual nos indica que esta téenica, en esta
poblacion de cepas, fue capaz de distinguir distintos aislamientos de M. mberculosis.

En todos los aislamientos se encontrd una banda de amplificacion de DNA con el mismo
peso molecular de 196 pares de bases.

Por medio del analisis estadistico, se pudo determinar las similitudes en cuanto a los
patrones de bandas de amplificacion de DNA de los 13 aislamientos manejados (figura 5.2).
Asl, considerando un porcentaje de similitud de las cepas de un 80 % se forman 3 grupos

principales (tabla 5.4).
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Figura 5.1: Analisis mediante RAPD - PCR DE diferentes aislamicntos de
M. tberculosis.

123 45067891001 121314151617181920212223

FIGURA 5.1 Eleawrotoresis en gel de agarosa al 3 % con amortiguador TAE IX (Tris-aeetato 0.04 M.
EDTA 0.001M), de los productos amplificados por RAPD-PCR de diferentes subeultivos de
Al tuberculosis 1 corrida se Hevo a cabo a 100 voltios durante 3 horas

Distribucion de las muesteas. Carriles 1y 10: mareador de peso molecular Mfind 11 - ¢ x 1748 ae 1)
Carriles 2-5: subcultivos del paciente o Carrites 6-9: subcultivos del paciente 7 = Carriles 1-14
subcultivos del paciente 1. Carriles 15-18: subcultivos del paciente 3 Caniiles 19-22° subcultivos del
paciente 5. Carril 23 contiol negativo, sin DNA de M. mherculosts

* Nota: El paciente 7 tue el que presento dos cepas de AL mhercudosis con diferente parron de
sensibilidid a antilimicos
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‘Tabla 5.3: Perfiles de hamfas de DNA amplificado por RAPD-PCR de 13 aistamientos de

M. tuberculosis.

13 12 11§ 2 S 6 4

1
103

Tabla 5.3: A la izquierda de In tabla se wuestran las movilidades refativas expresadas en pares de bases
(* pb) de tadas las bandas de DNA amplificado por RAPD-PCR de los subcultivos analizados. En la
parte superior de la tabla se muestran los nimeros asignados a cada aislamiento de M, tuberculusis.
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5.3 Anitlisis estadistico.

Por medio del anilisis estadistico s¢ pudicron determinar las similitudes en cuanto a los
patrones de bandas de amplificacion de DNA de los 13 aislamientos manejados (figura 5.2).
Asi, considerando un porcentaje de similitud de las cepas de un 80% se pueden formar 3 grupos

principales (tabla 5.4).

Figura 5.2. Analisis de grupo jerdrquica. Dendograma usando el método de enlace

completn,
100 80 60 40 20 0
$omemvonnn L R R D +

Aislamiento 3
Aislamiento 4
Alslamiento 6
Aiglamiento 1
Alglamiento 10
Alslamiento 7
Aislamiento 9 .
Aislamiento 5 B e
Aislamiento 12 et s e e et e
Alslamiento 13
Aislamiento 2
Aislamiento 8
Alslamiento 11

om0 ey

o A—

e

Figura 5.3. Andlisis por grupo jeranquico de los patrones de bandas de DNA obtenidos por RAPD-PCR de los
diferentes aistamicitos de M. tberculosis cstudiados. En la fig. 3 se mucstra la distribucion de grupos al graficar
¢l Cocficiente de Similitud obtenido en la grafica de diferenciacion. A la izquierda s tienen los namcros’ de
aislamicias micntras que en la parte superior se localiza la escala de similitud entre estos aislamientos.
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Tabla 5.4: Agrupacion de los aistamientos de M. tberculosis, de acuerdo a su indice de
similitud en funcidn de sus bandas de amplifieacion.

NO. DE GRUPO. NUMERO DE
AISLAMIENTOQ.
GRUPO 3,406
GRUPO 2 1,10.
GRUPO 3 7.9.
GRUPO 4 5
GRUPO 5 12
GRUPO 6 I3
GRUPO 7 2
GRUPO 8 8
GRUPO 9 ) I

Tabla 5.4: En la bla se indica ¢l agrupamiento de los aislamientas cn base a su indice de similitud v
considerando un 80% de homologia entre éstos.

PAGINA 44



0. ANALISIS DE RESULTADOS,

6. 1 Extraecian de DNA

Para Hevar a cabo los ensayos de RAPD-PCR, se necesitaba una téenica que permitiera
liberar adecutdamente ¢f DNA de Jas micobacterias. Las caracteristicas prncipalmente
buscadas para csta técnica eran: que ol procese de exiraceion fuera rapidv, que se pudiern
obtener rendimientos adecnados de DNA y que este DNA extraido taviera las caracteristicas de
pureza ¢ integridad para usarse cn PCR.

Sin embargo, debido a que Ja pared celular de M. mberculosis es muy resistente, los
procedimientos normales de lisis para la posterior extraccion de DNA, incluyen el uso de
enzimas proteoliticas, Jas cuales no son 100 % eficientes. Ademils, se requieren pumerosos
pasos posteriores para Ja purificacion del DNA con ¢l inconveniente de la pérdida y
degradacion de los Acidos mucléicos *2. Por otro lado, la sonicacion con perlas de vidrio de
muestras clinicas de pacientes con sospecha de TB, se ha vtilizado con buenos resultados para
liberar ¢} DNA de M. uberculosis presente en la muestra para su posterior aplicacion en
PCR ", Asi, se utilizo con éxito 1a agitacion con Vortex de suspensiones de cultivos puros de
M. tuberenlvsis con perdas de vidrio, para la extraccion de DNA en condiciones de integridad y
de purcza tales que pueda utilizarse para los ensayos de PCR. EJ tiempo de extiaccion de DNA
fue de aproximadamentc 2 horas, en comparacion con los procesos de lisis enzimaticas y de
extraccion fendlica de DNA Jos cuales duraban aproximadamente dia y medio.

Las cantidades promedio de DNA extraidas usando el ensayo con las perlas de vidrio,

fueron de aproximadamente 1,5 pg de DNA por muestra y ¢l promedio de DNA para ¢l ensayo
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de lisis enzimatica fue de aproximadamente 0.55 pg  de DNA por muestra a patir de
cantidades ligeramente variables de micobacterias. Por lo tanto, con el método de las perlas de
vidrin se obtuvieron casi 2 veces mis de DNA en comparacion del método de lisis enzimatica.
Asi, el método utilizado para la liberacion de DNA de los subcultivos de las micobacterias
fue un método fisico, en el cual se producia el rompimiento de las células al ser golpeadas con

perlas de vidrio durante el agitamiento cn Vortex.

6.2 Amplificacion por PCR.

Un método alternativo al RFLP para generar patrones de bandas de DNA polimorfico y
que permite también diferenciar a dos individuos a nivel de DNA, es la téenica de RAPD-PCR.
La caracteristica principal de los ensayos de RAPD-PCR, es la utilizacion de iniciadores no
especificos y bajas temperaturas en los ciclos de alineamiento de la reaccion de PCR. Estas dos
caracteristicas son las mnds sobresalientes de dicho ensayo y las requeridas para permiitir un
alincamiento al azar de los iniciadores dentro del genoma blanco y poder generar patrones de
bandas de DNA polimérfico.

En el laboratorio ya se contaba con un protocolo de amplificacion especifica para DNA de
M. therculosis. Por lo tanto, solo se modificaron del ensayo de amplificacion especifica, los
iniciadores y la temperatura de alineamiento de los mismos.

Yuy Pauls ** recomicendan el uso de oligonucledtidos de 10 bases de longitud, cuyas
secuencias no correspondan a ninguna region especifica del genoma de M. tuberculosis para
ensayos de RAPD-PCR. Ademés, sugieren que la temperatura de alineamniento sea de 36° C.

Con estas especificaciones se logro amplificar DNA de dos cepas no relacionadas,
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denommadas Ay Bo Sinembargo. nose pudieron diferenciar estias dos cepas de
A berenfoses, U ejemplo de ello se muestea en fa Bgara 1. en donde se puede observar que
cast tadus las biandas son compartidas por las dos cepas.

Figura 6.1: Amplificacién medinnte RAPD-PCR de DNA praveniente de dos cepas
diferentes de M. tuberculosis usando iniciadores de 10 hases.

Fig. 0.1 Eleeiroforesis cn gel de agarosa al 2% cou amortiguador TAE 1X de los productos de amplificacion de
DNA de dos cepas distintas de M. mberculosis 2 v 3 con iniciadores de 10 bases, Carriles | a 3, ues ensayos
distintos de amplificacion de DNA de kv cepa 2. Carriles 4 a 7. 4 cosayos distintos de amplificacion de DNA de la
cepa 5. Carril 8 warcador de peso molecular MHind 19X 174/Hae WL Sceuencia de los iniciadores 3° GTG
CAATGAG. 5 CAATGC GTC T
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Recientemente, Linton y sus colaboradores % ficron capaces de diferenciar cepas de
M. muberculosis utilizando iniciadores de 20 nucledtidos que comprendian secuencias
especificas de M. tuberculosis. En este trabajo se emplearon 2 de los iniciadores denominados
1S986-FP ¢ 1S9846-RP, que habian funcionado para el grupo de Linton " Sin embargo, bajo las
condiciones de dichos autores, aqui no se pudo amplificar DNA. Sc nota que las
concentraciones de los reactivos en la mezela de reaccion de PCR en dicho trabajo, eran hajas
en comparacion a aquéllas de los ensayos donde se habia conscguido amplificacion con
iniciadores de 10 bases. Por lo tanto, modificando las coxv\diciones de reaccion propuestas por
Linton a las que se habian manejado anteriormente para la amplificacién con iniciadores de 10
bases, se realizaron ensayos de RAPD/PCR.

También se probd un iniciador diseftado con anterioridad por nosotros para amplificacion
especifica de un segmento de 382 bases del elemento de insercion 1S6110. El iniciador
denominado 186/ 10-L tenda la siguiente secuencia de 5° ATC GAG GTG GCC AGA TGC AC.

Las condiciones de reaccion de PCR utilizadas, fueron de 30 ciclos en condiciones de baja
astringencia a una temperatura de alineamiento de 36°C. Bajo estas condiciones se produjeron
bandas de anplificacion de DNA tal como se muestra en la figura 6.2, En este ensayo, los
patrones de amplificacion de DNA para ambas cepas-son distintos ai utilizarse las diversas

combinaciones entre los tres iniciadores.
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Figura 6.2: Amplificacion mediante RAPD-PCR de DNA proveniente de dos cepas

diferentes de M. tbercnlosis usando iniciadores de 26 hases.
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Fig 02 Elecwroloresis en gel de agarosa al 2% con amortiguador TAE 1X de los productos de
amplificacion de DNA de dos cepas distintas de M. herculosis A v B con iniciadores de 20 bases.
Carril 1 marcador de peso molecular A/Hincd 11-¢X174/Hae 11 Carril 2 cepa A primer 1S6110-L. Casril
Ycepa B primer 186//0-L Careil 4 cepa A primer 1S980-R. Carril 5 cepa B primer 18986-R. Caniil 6
cepa A primer 18986-F. Carril 7 cepa B primer 15986-F, Carril 8 cepa A primer 1S6/10-L + 1S986-R.
Careil 9 cepa B primer 1S6710-L. + 1S986-R. Carril 10 cepa A primer {S67/0-1 + 18986-F. Carei} 11
cepa B primer 1S6/10-1, + 1S986-F. Carril 12 cepa A primer 1S996-F + 1S986-R. Carril 13 cepa B
printer 18986-F + 18986-R. Carril 14 controf sin DNA iniciadores 1S6//0-L + I$986-F. Carcil 15
control sin DNA iniciadores IS6//0-1. + I1S986-R. Secuencia de los iniciadores 186/ 10-L 5 ATC GAG
UTG GCC AGA TGC AC, 1SY86-FP 57 ACG CTC AAC GCC AGA GAC -CA; ISUS6-RP 5 AAT
GAACCACCT GAC ATG AC
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Cont base en estos resultados se wilizaron of par de niciadores de [SY86-FP ¢ 15956-RP
para los ensayos de amplificacion de los subcaltivos de A% nuberculosis. Con estos inciadores
los patroncs de bandas de amplificacion de DNA fueron mis heterogéneos entre las cepas Ay
B, en cotmparacion con los patrones generados con las demas combinaciones de iniciadores.

Dado que el mintero de bandas abtenidas era reducido, para potenciar la reaccion de PCR
y obtener un mayor atmero de bandas de amplificacion de DNA, se wmodificaron ciertas
condiciones de reaccion. Asi, se disminuyeron los 30 ciclos en condiciones de baja astringencia
a solo 5, con 30 ciclos posteriores en condiciones astringentes, La temperatura de alineasmiento
se calcul6 segin Ia formula reportada por Rolfs * y correspondis a 62° C. Con este cambio se
permitio la amplificacion especifica y selectiva, en los Dltimos 30 ciclns, de las principales
bandas de DNA obtenidas en los primeros 5 ciclos de amplificacion. La modificacion anterior
permitid seleccionar la amplificacién de las principales bandas obtenidas al azar en los
primeros ciclos, para evitar la amplificacion de bandas poco definidas en los productos de
amplificacion. Simultaneamente se efectué otro cambio en la mezcla de reaccion, agrepando
dimetil sulfoxido (DMSO) que es un agente potenciador de la reaccion de PCR. Este
compuesto actita como un agente destiaturalizante del DNA, permitiendo un mejor alineamsiento
de los iniciadores .

Con estas modificaciones logramos generar patrones de amplificacion de DNA para
diferenciar distintos aislamientos de M. berculosis. Esto se puede ver claramente en fa figura
6.3, donde sc observan los patrones de amplificacién de DNA para 12 subcultivos provenientes
de 3 pacientes, Interesantemente, los patrones de amplificacion de DNA para fos subcultivos de

un mismo paciente son igudles y para subcnltivos de diferentes pacientes son distintos.
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Figura 6.3: Amplificacion mediante RAPD-PCR de DNA proveniente de tres

aislamientas elinicos de M. tuberculosis usando iniciadores de 20 bases,

I 234 50678 910111213141510

472

369

246

123

Fig. 6.3 Electroforesis en gel de agarosa al 2% con amortiguador TAE 1X de los productos de
amplificacion de DNA de tres aislamientos clinicos de M. tuberculosis con iniciadores de 20 bases.
Carriles 1 y 16 marcador de peso molecular escalera de 123 pares de bases. Carriles 2 al § subcultivos
del paciente 13. Carriles 6 al 10 subcultivos del pacieme 12. Carriles 1| al 15 subcultivos del paciente 9
Secuencia de los iniciadores 1S986-FP 5° ACG CTC AAC GCC AGA GAC CA; IS986-RP § AAT
GAA CCA CCT GAC ATG AC.
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6.3 Coexistencia de dos cepas de M. tuberculonis.

Para pader dererminar ta coexistencia de dos 0 mas cepas de M. ivherenlosty en an mismo
paciente can TH pulmonar, cra necesario contar con técnicas adecuadas para pader aislar a
diferentes cepas de AL mberenlosis. La téenica elegida para averiguar dicha coexistencia fue Ia
de RAPD-PCR, por sus ventajas cu la prdctica,

Asi, de cada paciente con TB pulmonar que entri al estudio se realizaron aisfamientos de
4 colonias a partir de un solo primoaisiamiento, La seleccidn de las cuatro colonias fuc at azar.
Posteriormente se hizo una pracba fenotipica a los cuatro subcultivos de cada paciente. Dado
que s¢ disponia de un método de determinacion de sensibitidad automatizado, se analizaran las
perfiles de sensibilidad a 4 antifimicos principales (estreptomicina, isoninzida, rifampicina y
ctambutot). E! método ocupa al sistema radiométrico BACTEC. De esta manera, wediante los
perfiles de sensibifidad a antifimicos, elaborados para los 52 subcuitivos de M. mberculosis
provenientes de 13 pacientes, se determind la coexistencia en un niismo paciente de dos
poblaciones de micobacterias, una sensible a In isoniazida (INH) y otra resistente a dicha
farmaco (poblacion resistente 7d y poblacion sensible 7a, 7by 7c, tabla 5.1). Esta diferencia a
nivel fenotipico se analizd con un cstudio a nivel de DNA. Para esto se utilizo el ensayo de
amplificacion de DNA por RAPD-PCR ya estandarizado.

Sin embargo, al analizar los patrones de amplificacion de DNA de todos fos subcultives,
se encontrd que dichos patrones eran iguales entre los subcultivos provenientes de un mismo
paciente, Incluso, fos patrones de DNA fueron idénticos en los subcultivos 7a y 7b, ¢ y 7d, los
cuales habian presentado diferencias en los patrones de vesistencia a INH (figura 5.1). Con el

ensayo de RAPD-PCR, sin embargo se pudieron diferenciar las cepas de M. mberculosis
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aisladas de distintos pacicntes. Por lo tanto era de esperarse que los subcultivos 7dy 7a, Thy
7e presentaran distintos perfiles de sensibilidad si hubiesen tenido como origen dos infeccioncs
con dos cepas distintas de M. wberculosis.

Cabe la posibilidad de que fos subeultivos 7a, 7by 7¢ al presentar una mutacion espontdnea
haya dada origen al subeultivo 7d. Esto es pasible en parte porque. como ya se menciono, una
cepa al cambiar de sensible a resistente no presenta una diferencia en los patrones de DNA
antes v despuds de Ia transformacion. Esto se debe parcialmente, a que los cambios en la
resistencia a INH provienen en algunos casos, de mutaciones puntuales en algunos genes de M.

233y of pen inhA ¥, y que la tasa de mutantes naturales a

tuberculosis como son el gen katG;
INH sca muy alta en comparacion de otros antifimicos *, como se menciond previamente en la
introduccion, Por lo tanto, es probable que la presencia de dos cepas con distinto perfil de

sensibilidad en un mismo paciente no se deban a una reinfeccion por una segunda cepa de M.

tuberculosis.

De manera interesante, los resultados de la amplificacion por RAPD-PCR del DNA
gendmico, indican que todos los subcultivos presentaron una banda de 196 pares de bases. Esta
banda podria representar un probable marcador genético en M. mberculosis. Este hailazgo
implica varios puntos importantes. Primero, en estudios de brotes causados por micobacterias
este ensayo podria identificar si dichas micobacterias pertenccen al grupo de M. tuberculosis y,
ademas, pennitiria definir patrones de DNA tiles para el seguimiento del brote, Si esta banda
representa a un marcador especifico de M. tuberculusis puede utifizarse como sonda para

ensayos de RFLP. Se ha observado que ef marcador mds utilizado para diferenciar cepas de
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M. nbercubusis 186110 no siempre es il para diterenciar aislamientas de VL herculosns que
no ticnen relacion epidemiologica ™. Para corroborar esta hipdiesis, es necesario realizar
andlisis de RAPD-PCR a un mayor nimero de cepas de M. tuberculosis, asi como a varias

cepas del género Aycobacierinm diferentes a M. tuberculosis.
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7. CONCLUSIONES.

Aunque el andlisis del perfil de sensibilidad en 32 subcultivos de M. aubercudosis
obtenidos i partic de 13 pacientes con tuberculosis pulmonar mostré subcultivos con distintos
patrones de sensibilidad en un mismo paciente, el andlisis por RAPD - PCR demostrd que tal
diferencia fenotipica no es observable genotipicamente usando este iltima método.

El cambio de resistencia observado en ¢f subcuitivo de un paciente, probablemente se haya
debido a cambios mutacionales puntuales, 1o cual ya ha sido anotado par otros autores. Por lo
que se piensa que la presencia de dos subcultivos de M. tuberculosis se debe a una mutacion
natural por parte del aistamiento sensible que haya generado al aislamiento resistente. Por lo
que se descarta una reinfeccion en el paciente del cual se aislaron dichos subcultivos.

El anilisis por grupos de 1os patrones de bandas de amplificacién por PCR de DNA de 13
aislamientos de M. (uberculosis mostrd una gran diversidad entre estas cepas, ya que
considerando un nivel de homologia mayor del 80%, solo se formaron 3 grupos principales.
Esta gran diversidad genotipica en los aislamientos estudiados implica, una gran plasticidad
genética en Jos aislamientos mexicanos de M. tuberculosis, aunque necesariamente se requicre
un mayor nimero de aislamientos para establecer esta conclusion,

Se encontré una banda de amplificacion de DNA con una movilidad relativa ﬂe 196 pares
de bases en todos los subcultivos analizados. Dicha banda de amplificacion podria utilizarse -

como un marcador molecular especifico de M. wberenjusis.
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8. APENDICL.
A Preparacion de soluciones.
» Hidroxido de sodio al 4% (NaOH 4%).
Pesar 40 g de NaOH vy disolvertos en 1000 wL de HO destanizada estéril. Almacenar a
temperatura ambiente en recipiente de plistico por no mas de 6 meses.
s Fenol al 5%.
Pesar 5 g de fenol y disotverlos en 100 wl de H,O desionizada estéril. Almacenar a
temperatura anbiente en un recipiente frasco de vidrio ambar por na més de 4 mescs. Preparar
la solucion en una campana y usar guantes y gogles, debido a que la aspiracion de sus vapores
y su contacto con la piel son toxicos.
e Amortiguador PBS pH 7.4,
Pesar 8 g de NaCl, 0.2 g de KCl, 1.44 g de Na,HPO,, y 0.24 g de KH,PO,. Disolver lo anterior
en 800 ml. de H,O desionizada. Ajnstar el pH a 7.4 eon HCL Aforar a 1 litro con H,0
desionizada Alicuotar la solucion y esterilizarla en autoclave. Almacenar a temperatura
ambiente,
o [tanol al 75 %.
Medir 75 mL de ctanol absoluto, Agregar 25 mL de H,O desionizada estéril. Almacenar a
temperatura ambiente.
¢ Iniciadores 50 pM,
Disolver el liofilizado con H,0 desionizada estéril. Alicuotar en tubos Ependorf de 500 pL, en

volimences de 50 L cada uno. Almacenar las alicuotas a -20° C.
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s Amortiguador de PCR DX,

100 mM Tris-11CY pll 8.3

500 mM KC1

0.01% (w/v) gelatina

Disolver los reactivos con 1,0 desionizada estéril. - Esterilizar por filtracion wsando wna
membrana con poro de 0.2 pun de didgmetro. Almacenar las alicuotas a -20° C.

o MgCly40 mM.

Solueion patron 100 mM. Disolver 2.633 g de MgChelh,0 en 80 mb. de H;O desionizada.
Aforar a 100 mL con H,0 desionizada. Esterilizar por filtracion.

MpCly 40 mM. Medir 4 volimenes de MgCl, 40 mM y anadirles 6 volimenes de H,O
desionizada. Esterilizar por filtracion. Almacenar a temperatura ambiente.

o Amortiguador TAE 1X.

Pesar 242 g de Tris hase. Disolver en 600 ml. de H,O desionizada. Adadir 57.1 mL de dcido
acético glacial y 100 ml. de EDTA 0.5 M (pH 8.0). Mezclar hien lo anterior. Aforaru a 1 litro
con H,O desionizada, Almacenar a temperatira ambiente.

» Amortiguador de carga 6X,

Pesar 25 mg de azul de bromofenol y disolverlos en 7 mL de [0 desionizada. Afladir 3 mL de

.

glicerol'y volver a disolver, Guardar en alicuotas de 1 il a4.0° C
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