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1. RESUMEN

Introduccién: La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, cronica y curable, es
causada por Mycobacterium tuberculosis. Esta enfermedad se ha ido agravando por
el aumento en la incidencia de cepas farmacorresistentes. Este fenbmeno se da a
partir del farmaco al que se presente la resistencia, siendo la isoniazida y la
rifampicina los farmacos mas importantes en el tratamiento de primera linea.
Estudios previos ya han comenzado a buscar variantes de un solo nucleétido que
estan asociadas a la resistencia a estos farmacos, pero sélo se han enfocado a
buscar las variantes mas frecuentes, dejando a un lado poder identificar nuevas
variantes en mas genes y realizar su busqueda en muestras clinicas, para que en un
futuro estas bases puedan ser utilizadas para la generacién de pruebas diagndsticas

rapidas.

Objetivo: I|dentificar variantes genéticas en secuencias completas de los genes
rpoB, katG, inhA, mabA y la regidon promotora mabA/inhA de Mycobacterium
tuberculosis asociadas a la resistencia a isoniazida y rifampicina, directamente en
muestras de expectoracion de pacientes mexicanos mediante secuenciacién de

nueva generacion de ADN.

Material y métodos: En este estudio se analizaron seis muestras de expectoracion
de pacientes con tuberculosis activa, dos muestras con farmacorresistencia y cuatro
muestras sin farmacorresistencia, de las cuales se extrajo el ADN total de cada una
de ellas. Se prepararon las bibliotecas correspondientes mediante la captura de los
genes seleccionados y su posterior secuenciacion masiva. El analisis de las lecturas
de secuenciacion e identificacion de variantes genéticas se llevd a cabo mediante
programas bioinformaticos, utilizando el genoma de referencia de la cepa
Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Resultados: Se identificaron un total de nueve variantes en los genes
seleccionados, de las cuales tres fueron nuevas variantes, una de ellas en la
posicion 1,674,303 (C/T) en el gen inhA que produjo el cambio Ala34Ala en la
proteina enoil ACP reductasa y en el gen katG en las posiciones 2.155. 025 (G/T)

que produjo el cambio Pro29Pro y otra variante en la posicion 2,155,346 (C/T) que
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genero el cambio Ala256Thr, ambas en la enzima catalasa-peroxidasa, esta ultima
variante con posible asociacion a la resistencia a isoniazida. Las variantes que se
identificaron en el gen rpoB se encontraron en la posicion 761,101 (A/C) que produjo
el cambio GIn510Pro y en la posicion 761,155 (C/T) que dio lugar al cambio
Serb531Leu, se sabe que estas variantes afectan a la subunidad B de la ARN
polimerasa. Ademas, se identificd una variante en la region promotor de mabA/inhA
en la posicion 1,673,425 en el codon -15 que ha sido ampliamente reportada. Por
ultimo las variantes en las posiciones 2,154,724 (C/A) y 2,155,503 (G/A) ambas en el
gen katG generaron los cambios Arg453Ley y Thr203Thr, asi como la variante en la
posicion 760,115 (C/T) en el gen rpoB que generd el cambio Asp184Asp. Estas
variantes ya han sido reportadas y asociadas a la evolucion del complejo

Mycobacterium tuberculosis.

Conclusiones: Se lograron identificar variantes en regiones gendémicas asociadas a
la resistencia a isoniazida y rifampicina, obteniendo una buena concordancia entre el
fenotipo segun pruebas de farmacosensibilidad y el genotipo revelados por

secuenciacion, a partir del analisis de la secuenciacidén de nueva generacion.
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2. INTRODUCCION.

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa, crénica y curable, causada por
Mycobacterium tuberculosis, agravada en los ultimos afios por el aumento de la
incidencia de cepas farmacorresistentes. Es la segunda causa de muerte en el
mundo originada por un soOlo agente infeccioso después del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), siendo la TB una enfermedad mas comun entre
hombres en edad reproductiva. Aproximadamente un tercio de la poblacion mundial
esta infectada con el bacilo sin sospecharlo, pero sélo del 5-10% desarrollaran la
enfermedad. Sin embargo, la probabilidad de desarrollar TB es mayor entre las
personas con alguna o varias comorbilidades, como es el caso del VIH y la diabetes
mellitus (DM).

Actualmente la TB se considera un importante problema de salud publica. En el
2013, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), a nivel mundial estimo
aproximadamente 9 millones de casos nuevos al afio. El problema no sélo radica en
la prevalencia de esta enfermedad sino también en la resistencia a farmacos
especificos que se utilizan para su tratamiento. Dentro del tratamiento existen
diversos medicamentos siendo los mas importantes los utilizados en la primera linea
de eleccién la isoniazida (H) y la rifampicina (R), la resistencia a estos
medicamentos se han asociado a variantes en la secuencia de ciertos genes de
Mycobacterium tuberculosis. Estas variantes genéticas pueden ser: variante de un

sélo nucledtido (SNV, por sus siglas en inglés), inserciones o deleciones.

Estudios previos se han dado a la tarea de buscar SNV’s especificos enfocandose
s6lo a los mas frecuentes y solo a partir de cepas obtenidas de cultivos previos,
dejando a un lado el poder determinar variantes en otros genes que puedan explicar
la farmacorresistencia (FR). Por lo tanto, es necesario complementar la informacion
existente al identificar exhaustivamente variantes en secuencias de genes completos
mediante nuevas tecnologias y asi explorar la presencia de otros marcadores de FR.
De esta manera se podran establecer las bases para la generacion de pruebas
diagndsticas rapidas y especificas de cepas prevalentes en México, para su
aplicacion directa en muestras clinicas como es la expectoracion, que al ser la

muestra mas representativa y de facil obtencion, agilizaria el diagnostico y la

determinacién de FR.
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3. MARCO TEORICO.

3.1 Tuberculosis.

La TB es wuna enfermedad infecciosa originada taxondmicamente por
microorganismos del orden Actynomycetales, de la familia Mycobacteriaceae, del
género Mycobacterium, especificamente por el complejo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB), que comprende las especies: M. tuberculosis (MTB), M. bovis, M.
africanum, M. canetti, M. microti, M. pinnipedi y M. caprae. La enfermedad producida
por MTB es la mas importante desde el punto de vista sanitario y la causa de la gran

mayoria de los cuadros patoldgicos de esta enfermedad en humanos™2.

El reservorio mas importante de MTB y uno de los condicionantes fundamentales de
la endemia es el hombre sano infectado, es decir el portador de bacilos vivos en fase
latente (TB latente) sin sintomas, que puede desencadenar la enfermedad al
presentar deficiencia en su inmunidad, incluso tal vez debido a la presencia de otras
comorbilidades como el VIH y la DM que comprometen al sistema inmune. Estos
portadores son fuente de infeccidbn al momento de enfermar (TB activa), segun la
localizacion fisiolégica y avance de la patologia. La TB pulmonar es la mas
contagiosa, debido a que los bacilos son eliminados al medio ambiente cuando el
individuo tose, habla o escupe, dando lugar al mecanismo de transmisién aerégeno

que es el mas importante y que causa la mayor parte de los contagios?*.

Cuando la enfermedad se presenta, los sintomas son:
e Tos con flemas durante 3 semanas o mas (sintomatico respiratorio), que
puede acompanarse de sangrado.
e Dolores toracicos.
e Debilidad.
e Pérdida de peso.
o Fiebre.
e Escalofrios.

e Sudoracion nocturna.
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Existen diversas etapas de la infeccion por MTB (Figura 1), al inicio de la
enfermedad los sintomas pueden ser leves e inespecificos por muchos meses, por
lo que personas que desarrollan la enfermedad tardan en atenderse, dando lugar al
contagio de otras personas. Se sabe que por cada individuo que se encuentre
enfermo, este contagiara alrededor de 10-15 personas en un afio y que 5 de cada 10

enfermos moriran en 5 afios si no reciben tratamiento®~’.

Figura 1. Etapas de la infeccion de Mycobacterium tuberculosis. Transmision de MTB mediante
aerosoles y la progresion de la enfermedad no infecciosa (latente). Una multitud considerable de
personas con infeccion latente puede recaer en TB activa, afios después de su primera exposicion a
la bacteria. La TB latente es comunmente activada por la supresién inmune, como es el caso del VIH.
En los casos de TB sensible a los medicamentos™, el 95% de los pacientes se recuperan tras el
tratamiento, mientras que el 5% tendran recaidas. Si no son tratados** como resultado se tendra una
alta mortalidad.

Modificado de: Koul A, Arnoult E, Lounis N, Guillemont J, Andries K. The challenge of new drug discovery for
tuberculosis. Nature. 2011;,469(7331):483-90.

3.2Epidemiologia de la Tuberculosis.
La TB es una de las enfermedades mas antiguas de la humanidad que aun afecta
grandes grupos de poblacion, particularmente de areas marginadas y grupos

vulnerables donde predomina la pobreza, desnutricién y el hacinamiento®.
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A nivel mundial de acuerdo a la OMS (2013), se estima que 9 millones de personas
desarrollaron TB lo que equivale a 126 casos por cada 100,000 habitantes, de los
cuales aproximadamente 550,000 eran nifios, 3.3 millones eran mujeres y el resto
hombres en edad reproductiva. Ademas, 1.5 millones de personas murieron a causa
de esta enfermedad, destacando que 360,000 eran VIH-positivos, lo cual demuestra
que los individuos inmunodeprimidos son altamente susceptibles. Otros factores de
riesgo asociados son DM, desnutricidon y terapias inmunosupresivas, también se han
sugerido factores genéticos y ambientales como causa del desarrollo de la

enfermedad4S.

La mayor parte de los casos estimados en el afio 2013 se produjeron en Asia (56%)
y la Regién de Africa (29%); en menor proporcién en la Regién del Mediterraneo
Oriental (8%), la Region de Europa (4%) y la Regién de las Américas (3%). Los
paises que destacan por tener el mayor numero de casos incidentes fueron India,

China, Nigeria, Pakistan, Indonesia y Sudafrica (Figura 2) .
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Figura 2. Tasas estimadas de incidencia de tuberculosis a nivel mundial, 2013.
Tomado de: Global tuberculosis control. WHO report 2014.
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En México, en el 2014 de acuerdo al Centro Nacional de Programas Preventivos y
Control de Enfermedades (CENAPRECE), se reportaron 121,881 casos en total de
los cuales 20,129 fueron nuevos casos, presentando TB pulmonar (80.7%) y TB
extrapulmonar (19.3%); con una tasa de incidencia de 13.6 casos por cada 100,000
habitantes. Los estados con mayor incidencia fueron: Baja California, Guerrero,
Tamaulipas, Sonora y Sinaloa, siendo extremo el caso de Baja California con 54.4
casos por cada 100,000 habitantes (Figura 3). Del total de casos reportados el
63.5% tiene una enfermedad asociada, destacando DM (45%), VIH (3%),

desnutricion (15%), tabaquismo (5%) y alcoholismo (8%), entre otras®10.
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Figura 3. Tasas de incidencia de tuberculosis en México en todas sus formas de acuerdo a la Entidad
Federativa. Fuente: SUIVE/DGE/SS. 2014. Poblacién CONAPO Proyeccién 2010-2050.
Tasa por 100 000 habitantes.

Tomado de: Situacién actual de la Tuberculosis en México y el mundo. 2015. Disponible en:
http.//www.cenaprece.salud.gob.mx/programas/interior/micobacteriosis/descargas/pdf/1SituacionEpidemiologicaT

B.pdf
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Cabe destacar que en los ultimos afios se ha observado un incremento en el numero
de casos de pacientes que presentan resistencia a alguno o varios medicamentos
antituberculosis (Figura 4), lo cual es alarmante ya que la propagacion de estas
cepas farmacorresistentes generan un gran problema para la sociedad, desde los
altos costos para cubrir tratamientos, medios de subsistencia y las vidas mismas de
los pacientes. Ademas pone en peligro la eficacia de los programas de atencién de

la salud'0.11,
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Figura 4. Casos de tuberculosis con farmacorresistencia, periodo de 2000-2015.

Tomado de: Situacion actual de la Tuberculosis en México y el mundo. 2015. Disponible en:
http://www.cenaprece.salud.gob.mx/programas/interior/micobacteriosis/descargas/pdf/1SituacionEpidemiologicaT
B.pdf

3.3Agente etiolégico: Mycobacterium tuberculosis.

3.3.1 Caracteristicas microbioldgicas.

El agente etiolégico MTB, fue descubierto por Roberto Koch en 1882. Es un bacilo
aerobio estricto, curvo o ligeramente recto, de 1-10um de longitud, no esporulado e
inmoévil. Es muy resistente al frio, congelacién, desecacion y desinfectantes
quimicos, pero sensible al calor y a la luz solar. Tiene altas capacidades de

adaptacién, es capaz de poner en juego diferentes vias fisioldgicas para sobrevivir
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en condiciones adversas. Sus condiciones 6ptimas de crecimiento se manifiestan a

un pH de 7.0-7.4, bajo una presion de oxigeno de 100-140 mm Hg2'2.

El bacilo de la TB puede crecer utilizando glicerol como fuente de carbono,
asparagina e iones de amonio como fuente de nitrogeno y micronutrientes. Otro
componente clave para el desarrollo del bacilo es la albumina, habitualmente
incorporada en los medios de cultivo con el agregado de huevos de gallina o
seroalbumina bovina. Algunos medios sintéticos contienen biotina y catalasa para

estimular el desarrollo de bacilos dafiados.

En su pared celular tiene un alto contenido de lipidos, de particular relevancia son
los acidos micolicos que lo hacen un bacilo acido alcohol resistente (BAAR) al ser
tefidos por la técnica de Ziehl Neelsen (ZN). En cultivo, MTB secreta un
carbohidrato llamado trehalosa 6’6 dimicolato denominado “factor cordén” (Figura 5),
este se asocia al alineamiento en paralelo de filas de bacilos (formacion de

"cordones"), que es una de las caracteristicas de las cepas virulentas de MTB 21213,

Figura 5. Factor cordon de Mycobacterium tuberculosis.
Observacion a 100x, tincion Ziehl Neelsen.

Fuente: Cortesia del INER.

En cuanto a su reproduccién MTB se divide cada 12 a 24 horas, este ritmo es muy
lento en comparacion con la de la mayoria de bacterias cultivables cuya division

sucede en promedio de 30 minutos a un maximo de 2 horas, esto representa una
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limitante para realizar su cultivo, identificacion y pruebas necesarias para el

diagndstico de la TB%12.13,

3.3.2 Caracteristicas moleculares de Mycobacterium tuberculosis.

El genoma de MTB (cepa H37Rv) fue secuenciado por Cole y colaboradores' en
1998, definiendo un cromosoma circular de 4.4 megabases, con alto contenido de
guanina (G) y citosina (C) alrededor del 65%; tiene 3,924 inicios de transcripcion, de
los cuales el 90% codifica para proteinas y 139 genes sintetizan acido ribonucleico
(ARN). Se conocen hasta ahora el 52% de las posibles funciones supuestas en
estos genes. Entre el 3 y 4% del genoma esta conformado por secuencias de
insercion (IS), siendo la regidn génica 1S6110 la mas empleada para la

determinacion del CMTB por ser altamente polimorfica’-18,

Origen de la replicacion

12 anillo

2° anillo

M. tuberculosis
H37Rv

3° anillo

4,411,520 bp

Figura 6. Estructura del genoma de Mycobacterium tuberculosis. En el exterior del circulo se muestra
una escala, donde 0 representa el origen de replicacion. El primer anillo denota las posiciones de los
genes de ARN estables (ARN de transferencia son azules, los demas son de color rosa); el segundo
anillo interior muestra la secuencia de codificacidon por capitulos (en sentido 5—3’, de color verde
oscuro; en antisentido 3'—>5’, de color verde claro); el tercer anillo representa ADN repetitivo, el
histograma (centro) representa el contenido de G + C, con < 65 % de G + C en amarillo, y > 65 % de
G + C enrojo.

Modificado de: Cole S, et al. Deciphering the biology of Mycobacterium tuberculosis from the complete
genome sequence. Nature. 1998,393(6685):537-44.
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3.4 Tratamiento y farmacorresistencia.

El objetivo del tratamiento es impedir la transmisibilidad de MTB, logrando la
curacion del paciente, evitando complicaciones y la muerte. Para lograr el control de
la TB en 1995 la OMS introdujo la estrategia de “Tratamiento Acortado Estrictamente
Supervisado” (TAES) propuesto por la Unién Internacional para la Lucha contra la

Tuberculosis y Enfermedades Pulmonares (IUATLD, por sus siglas en inglés)819:20,

El TAES se basa principalmente en la administracion supervisada del tratamiento, el
cual ha sido parte importante de la mejora en el pronéstico de la TB, aunque todavia
falta para la erradicacion de esta enfermedad, ya que de acuerdo a “The Stop TB
Strategy” de la OMS plantea que para el 2050 se busca eliminar a la TB como
problema de salud publica, es decir tener una incidencia de 1 caso por millon de

habitantes®20.

3.4.1 Tratamiento de la Tuberculosis.

El tratamiento de la TB inicié con el descubrimiento de la estreptomicina en 1943 por
Wasksman y Schatz, se administré a partir de 1944, no obstante este hallazgo y el
mal uso de la estreptomicina dio lugar a la resistencia de dicho medicamento.
Posteriormente comenzaron con los ensayos con el acido para-aminosalicilico en
1945. En 1952, se introdujeron a la H y a la pirazinamida (Z), posteriormente en
1966 se introdujo el etambutol (E) y en 1968 se logra el aislamiento de la R, un
derivado semisintético de la rifamicina, la introduccién de este potente medicamento
en los esquemas antituberculosis permitié disminuir de forma notable la duracién de
la quimioterapia que iba de los 12 a 19 meses. De esta manera al final de la década
de los 70’s se establece el tratamiento primario acortado'%20.

Actualmente el tratamiento primario acortado (Cuadro 1) tiene duracién de 6 meses
que se administra en aproximadamente 25 semanas hasta completar 105 dosis,
dividido en dos etapas: una fase intensiva (bactericida) que consiste en 60 dosis de
H-R-Z-E (diariamente de lunes a sdbado) y una fase de sostén o mantenimiento
(esterilizante), de 45 dosis de HR administradas 3 veces a la semana’.
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Cuadro 1. Esquema del tratamiento primario acortado.

FASES INDICACIONES
FASE INTENSIVA: Diario, de lunes a sabado, hasta completar 60 dosis, administracién en
una toma.
Farmacos Dosis Interacciones y efectos adversos
- Rifampicina 600 mg e Fenitoina e Hipersensibilidad
e Neuritis e Sindrome lupoide
Hepatitis
- Isoniazida 300 mg e Inhibe e Pdrpura
anticonceptivos e Hipersensibilidad
orales ¢ Intolerancia oral
e Hepatitis
e Reaccion febril
- Pirazinamida 1,500 a e Hiperuricemia ¢ Artralgias
2,000 mg e Hepatitis e Hipersensibilidad
e VOmitos cutanea
- Etambutol 1,200 mg e Neuritis optica

e Discriminacion rojo- verde

FASE DE SOSTEN: Intermitente, tres veces por semana, lunes, miércoles y viernes, hasta
completar 45 dosis. Administracién en una toma.

Farmacos Dosis
- Isoniazida 800 mg
- Rifampicina 600 mg

Cuando el tratamiento de primera linea falla, se deben utilizar otros medicamentos
denominados como segunda linea, los cuales se dividen en tres grupos
farmacoldégicos:

e Aminoglucdsidos (inyectables): kanamicina, amikacina, capreomicina.

¢ Fluoroquinolonas: ofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino.

e Bacteriostaticos orales: etionamida, protionamida, cicloserina y terizidona.

3.4.2 Farmacorresistencia.

Entre los factores que contribuyen al resurgimiento TB a nivel mundial esta el
aumento en la resistencia a los medicamentos que se han utilizado por décadas con
relativo éxito32?2. El fenomeno de FR se da a partir de los principales tipos de
resistencia que presente la cepa infectante, ya sea la natural que da lugar a la

generacion de mutaciones espontaneas al azar dentro de una poblacion bacilar; o
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cuando se presenta una resistencia adquirida, es decir cuando el tratamiento ha

fallado o la inicial, que depende del contagio de una cepa ya resistente3522,

La clasificacion de la FR se realiza segun el numero y tipo de farmaco al que se
presente la resistencia:
e Monorresistencia: resistencia a sélo un farmaco de primera linea.
e Polirresistencia: resistencia a 2 o mas farmacos de primera linea siempre y
cuando no sean H y R simultaneamente.
e Multifarmacorresistencia (MFR): resistencia simultaneaa H y R.
e Extrema farmacorresistencia o farmacorresistencia extendida (XFR): es
aquella que ademas de tener resistencia a H y R presenta resistencia a una

quinolona y un aminoglucdésido de segunda linea’23,

Cabe destacar que a nivel mundial, se estima que 480,000 personas desarrollaron
TB-MFR que corresponde al 5% del total de casos notificados y el 9% de personas
con TB-MDR son también XFR (2014). En México del 2000 al 2015, de acuerdo al
CENAPRECE se reportaron 1193 casos de TB con FR, de los cuales 163

presentaron monorresistencia, 113 polirresistencia, 898 MFR y 19 XFR8.10,

Otro problema es el hecho de que la infeccidon no es causada por una poblacion de
MTB especifica, si no por un conjunto de subpoblaciones bacilares que se
denominan de acuerdo a su estado metabdlico (Figura 7) y su localizacion

fisiologica:

a) Metabdlicamente activas, en crecimiento continuo: constituyen la mayoria de
bacilos, con una poblacion estimada de 107 a 10° Estan situados
extracelularmente en el interior de las paredes de la lesion cavitaria del
pulmén, donde las condiciones de pH y presién de oxigeno son ideales para
su reproduccion. Esta poblacién es la determina los fracasos farmacolégicos y
los contagios, ya que son expulsados con la tos. Sin embargo, son
rapidamente eliminados por la accién bactericida de la H.
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Figura 7. Distribucion de la subpoblaciones de MTB de acuerdo a su actividad metabdlica,
propuesta por Mitchison y colaboradores en 1979.

Modificado de: Caminero J. Guidelines for clinical and operational management of drug-resistant

tuberculosis. Paris: IJTLD. 2013. CDC, tuberculosis. Disponible en:
http://www.cdc.gov/tb/topic/basics/default.htm

b) En fase inhibida acida: Esta subpoblacion es poco numerosa, esta constituida
aproximadamente 103 a 10° bacilos que se localizan intracelularmente en los
fagolisosomas de los macréfagos. Su crecimiento se ve inhibido por el medio
ambiente acido y por la deficiente oxigenacién. Dificilmente estos bacilos
pueden ser atacados por la accién de los farmacos. El farmaco mas activo
para esta poblacién es la Z, ya que la condicién del pH acido (5.4 a 6.6)

aumenta la actividad de este farmaco.

c) Multiplicacion intermitente: Es una poblacion de aproximadamente 103 a 10°
bacilos localizados preferentemente en el caseum, es decir la caseificacion o
necrosis de un segmente pulmonar, que se caracteriza por la formacion de

una materia gris amarillenta, compacta y granulosa, donde el pH es neutro.



http://www.cdc.gov/tb/topic/basics/default.htm
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Estos bacilos presentan largos periodos latentes, con actividad
metabdlicamente ocasional de pocas horas. En conjunto con los bacilos en
fase inhibida acida son los responsables de las recaidas tras el término del
tratamiento. El farmaco de eleccién en estas circunstancias es la R por su

actividad esterilizante.

d) Persistente o durmiente: Es aquella poblacion que permanece en latencia por
periodos largos, no tienen actividad metabdlica, por lo que no pueden ser
destruidos por farmacos y sélo los mecanismos de defensa individuales
serian capaces de controlarlos. Tedricamente esta poblacion seria una de las

responsables de la recaida en paciente con inmunodeficiencia severa?318,

Esta identificacion metabolica de MTB ha tenido un significado fundamental en la
seleccién de los actuales esquemas de tratamiento y por ende se emplea una
combinacion estratégica de farmacos antituberculosis para combatir a la infeccion de
forma eficiente. Se debe tomar en cuenta que existen de forma natural bacilos que
son farmacorresistentes, debido a mutaciones intrinsecas, es decir que tienen una
variante en un gen especifico o en varios de ellos, que dan lugar a la FR. La
aparicion de esta resistencia también puede estar asociada a la presencia de
mutaciones durante la administracion de un determinado farmaco que genera una
presion selectiva positiva que favorece al crecimiento de los bacilos mutantes
resistentes dando lugar a la progresion de la resistencia a ese farmaco, lo que obliga

a tener que buscar una alternativa para el tratamiento?%-28,

3.5 Mecanismos moleculares de resistencia.

La mayoria de bacterias que se convierten en resistentes, se debe a la adquisicion
de genes procedentes de plasmidos o de trasposones mediante transferencia
horizontal de genes. En MTB no sucede este fendmeno, sélo se presenta una
resistencia genética a un medicamento, a partir de mutaciones cromosomicas

espontaneas que se dan a una frecuencia de 1073 a 107° por replicacién?®.
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3.5.1 Resistencia a isoniazida (H).

La H es un profarmaco antituberculosis de primera linea ampliamente utilizado
desde su descubrimiento, pues tiene un efecto bactericida. Ha sido la piedra angular
de todos los regimenes efectivos para el tratamiento de la enfermedad y de la
infeccion latente, es unicamente activa contra bacilos metabdlicamente activos, tiene
una concentracion minima inhibitoria (CMI)= 0.02 — 0.2 pg/mL. Su mecanismo de
accién no esta del todo claro. La resistencia in vitro a H es mas frecuente que a la
mayoria de los otros medicamentos, con una frecuencia de 1 resistente por cada 10°

a 108 bacilos®2°.

El mecanismo de accién de la H (Figura 8), se da a partir de la activacién del
profarmaco mediante la enzima catalasa-peroxidasa (KatG), codificada por el gen
katG dando lugar al radical o anion acil isonicotinico (intermediario electrdfilico),
permitiendo que MTB sea susceptible a la accion de radicales de oxigeno reactivo y
otros elementos toxicos®®. Se cree que el objetivo primario de la inhibicién de la H es
la enzima inhA, que codifica una enoil ACP (proteina acarreadora de acilos, por sus
siglas en inglés) reductasa, involucrada en la elongacion de los acidos grasos en la
sintesis de los acidos micdlicos. El anion acil isonicotinico reacciona con la NAD*
(Nicotinamida Adenina Dinucleétido) para formar el complejo H-NAD que inhibe a la

enzima inhA30:31,

En cepas resistentes a H se han observado variantes genéticas como SNV'’s,
inserciones, delecion parcial y mas raramente la deleciéon del gen completo. La
mutacion en el gen katG es el mecanismo principal de resistencia a H y la mutacion
mas frecuente se encuentra en el codon de la posicién 315, con los siguientes
cambios de aminoacidos: Ser315Thr, Ser315Asn y Ser315Arg; que se presentan en

una frecuencia del 50-90% de los casos resistentes a este farmaco?°:30.

La resistencia a H puede también tener lugar a través de mutaciones en la region del
promotor del operdon mabA/inhA, siendo la mas frecuente C-15T que se presenta del
5-43% en las cepas resistentes a H. Esta ultima mutacién causa una sobreexpresion
de inhA generando grandes cantidades de enoil ACP reductasa que conferira

resistencia a MTB al superar el poder inhibitorio de la H o a través de mutaciones en
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el sitio activo de inhA, disminuyendo asi la afinidad para formar el complejo H-NAD vy

por ende la sintesis de acidos micélicos22-30:32,

| Promotor | meba H inha —  katd |—

t 1t
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Figura 8. Mecanismo de resistencia a isoniazida.

Modificado de: Palomino JC, Martin A. Drug Resistance Mechanisms in Mycobacterium tuberculosis. Antibiotics.
2014,;3(3):317-40.

Las mutaciones en el gen inhA o en la region de su promotor (mabA/inhA) se
asocian usualmente a un bajo nivel de resistencia y son menos frecuentes que las
mutaciones en katG. La resistencia a H que alberga mutaciones en el inhA podria
tener mutaciones adicionales en el katG, lo que le confiere niveles mayores de
resistencia. Las mutaciones en inhA no sélo causan resistencia a H, sino también

confieren resistencia cruzada al medicamento estructuralmente relacionado (Figura

9), la etionamida (Eto) 30.
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Figura 9. Estructuras de isoniazida y etionamida.

3.5.2 Resistencia a rifampicina (R).

La R, también un farmaco de primera linea, es bactericida y se ha empleado
desafortunadamente de forma desmedida generando un incremento de cepas
resistentes. Es activa contra bacilos en fase de crecimiento y en fase estacionaria
con actividad metabdlicamente baja, esto lo hace altamente esterilizante in vivo y

acorta el tratamiento de 12-19 meses a solamente 9 meses330,

La R interfiere con la sintesis del ARN al unirse a la subunidad B de la ARN
polimerasa. La ARN polimerasa es un oligbmero que consiste de un nucleo
enzimatico formado por cuatro cadenas a2BB’ en asociacion con la subunidad o para
iniciar especificamente la trascripcion de los promotores (Figura 10). El sitio de unién
de la R esta ubicado antes del centro catalitico y bloquea fisicamente la elongacion
de la cadena de ARN, es decir impide la sintesis de ARN y por lo tanto de las
proteinas. La resistencia a la R tiene lugar a una frecuencia de 1 por cada 107 a 108

bacilos83334,

La resistencia a R se asocia a mutaciones en una region “hot spot” de 81pares de
bases (pb), del codon 507 al 533 (de acuerdo al sistema de numeracion de
Escherichia coli) del gen rpoB, también llamada region determinadora de resistencia
a R (RRDR, por sus siglas en inglés), aunque en los ultimos afos se han observado
mutaciones fuera de esta regién, lo cual propone la existencia de mecanismos
adicionales generadores de resistencia que sugiere el analisis de una regidon mas
amplia o analizar el gen completo y no solo para este farmaco sino para todos los

demas?9:30,
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E.coli 505 FFGSSQLSQFMDAQNNPLSEI THKRRISALGPGGS537
T aquaticus 385 FFSRSALSQFKDETNPLSSLRHKRRISALGPGG417
M. tuberculosis 424 FFGTSAQLSAQFMDANNPLSGLTHKRRLSALGPGG456

Figura 10. Mecanismo de accién de la rifampicina. Representacion esquematica se muestra la
holoenzima ARN polimerasa, la subunidad B codificada por rpoB esta resaltada en verde, una estrella
amarilla representa el sitio activo ARN polimerasa y un circulo rojo indica la molécula de rifampicina
que se acerca a la fraccion 12A del sitio activo para la inhibicién la transcripcion. EI ADN bicatenario
se representa por lineas de color rosa y, una vez desenrollada, sélo se muestra la plantilla de ADN,
con color azul la creciente cadena de ARN.

Tomado de: Varma-Basil M, El-Hajj H, Colangeli R, Hazbén MH, Kumar S, Bose M, et al. Rapid detection of
rifampin resistance in Mycobacterium tuberculosis isolates from India and Mexico by a molecular beacon assay. J
Clin Microbiol. 2004;42(12):5512-6
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Las mutaciones en el rpoB resultan generalmente en un alto nivel de resistencia
(CMI >32ug/mL) incluyendo a todas las rifamicinas, estas mutaciones son: 531 (Ser-
Leu, Thr), 526 (His- Asp, Leu, Asn, Pro, GIn, Arg), 516 (Asp-Val), se presentan del
95-98% de los casos en cepas resistentes a la R. Sin embargo, existen mutaciones
especificas en los codones 516, 518, 522, 529 y 533 asociadas a un nivel menor de

resistencias°.

Un hecho importante es que 90% de las cepas que son resistente a R lo son
también para H, sobre todo en regiones con alta prevalencia. Ademas la Hy la R
son considerados los dos farmacos mas importantes en el tratamiento contra la TB,
estos representan la columna vertebral de la terapia primaria y es por ello que la
mayor parte de las pruebas moleculares estan dirigidas a la deteccion de
mutaciones en la region RRDR del gen rpoB para determinar la resistencia a R, ya
que se considera un buen marcador para definir TB- MFR. De aqui la importancia de

estudiar los mecanismos gendémicos de resistencia a estos farmacos?°:3%,

3.6 Métodos diagnésticos.

El diagnostico de la TB requiere de la combinacion de una serie de técnicas con
elevada sensibilidad. Se puede tener sospecha de la enfermedad por el cuadro
clinico, pero actualmente su confirmacion se basa en la microbiologia, es decir la
demostracién de la presencia de MTB en alguna muestra clinica, esto resulta en
gran medida un problema debido a que el tiempo necesario para la confirmacion del
diagndstico tarda hasta 8 semanas por el lento crecimiento de MTB, por lo que para
agilizar el diagnéstico de la enfermedad y la determinacion de FR es necesario

implementar nuevos métodos diagndsticos?36:37,

3.6.1 Métodos microbiolégicos.
El diagndstico microbioldgico esta constituido de diversas etapas que implica el uso
de diversas técnicas, la cuales conllevan mucho tiempo para la obtencién de un

resultado (Figura 11).
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Diagnostico microbioldgico

Fase pre-analitica ‘ Fase analitica ‘ Fase post-analitica |
+ Recepcion de \ « BK | » Entrega de resultados
la muestra ) CBK- - - Positivos: 35-40 dias
L J * |dentificacion e ey

- PFS

Figura 11. Fases del diagndstico microbiolégico de la tuberculosis.

BK: Baciloscopia, CBK: cultivo de micobacterias, PFS: prueba de farmacosensibilidad.

3.6.1.1 Baciloscopia.

La baciloscopia (BK) es la técnica mas comun para diagnosticar, controlar y
determinar el prondstico de la enfermedad, se ha utilizado por mas de 100 afos en
todo el mundo. En la BK se busca microscopicamente BAAR en un extendido de una
muestra, siendo la expectoracidon la muestra de eleccion por ser la mas

representativa y de facil obtencién?®.

Esta técnica se basa en la tincion clasica de ZN, permitiendo observar en el frotis
bacilos de color rojo en un fondo azul (Figura 12). Es ademas una técnica sencilla,
reproducible, rapida, de bajo costo, detecta los casos mas contagiosos y tiene una
alta especificidad cercana al 100%. En cuanto a su sensibilidad es relativamente
baja, detecta de 5,000 a 10,000 bacilos/mL de muestra, por lo tanto a esta técnica se
le pueden escapar los casos de TB pulmonar de extension minima o moderada, por

lo que es necesario optar por otras pruebas® 2.

3.6.1.2 Cultivo de micobacterias.

El cultivo del bacilo de Koch (CBK) o de micobacterias, complementa a la BK ya que
permite poner en evidencia bacilos viables presentes en escasa presencia en una
muestra. Ademas a partir del aislado se puede identificar si la poblacién bacilar es
sensible o resistente a farmacos antituberculosis. Es el unico método que permite un
diagnodstico certero, para seguir la evolucién del paciente enfermo y asegurar su
curacion, es por ello que es el estandar de referencia actual al tener una alta

sensibilidad, ya que detecta de 10 a 100 bacilos/mL de muestra dependiendo del

medio de cultivo que se utilice (Figura 13)%312,
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Resultado del examen

microscopico Informe
Mo se encuentran BAAR No se observan bacilos acido-
en los 100 campos cbservados alcohol resistentes
Se observan de | a 9 BAAR N° exacto de bacilos en
en 100 campos observados 100 campos
Se observa entre 10 y 99 BAAR
en 100 campos observados Positivo (+)
Se observan de 1 a 10 BAAR
por campo en 50 campos Positivo (++)
observados
Se observan mas de 10 BAAR
por campo en 20 campos Positivo (+++)

observados

Figtjra 12.VTécnica de baciloscopia e interpretacion.

Tomado de: Manual para el diagndstico bacteriolégico de la tuberculosis. Normas y guia técnica. Parte |
Baciloscopia. OPS Washington eD. CDC; 2008.

Medios de

cultivo

Middlebrook Radiométricos . N? .
radiométricos

Versatrek MGIT 960
L 128 L Middlebrook L Middlebrook

modificado YH9 modificado 7H9

Lowenstein
lensen

— JFH11

Bicapa (7H1O0 y

o tonebrik

7H115)

Figura 13. Medios utilizados para el cultivo de micobacterias.

Modificado de: Manual para el diagndstico bacteriolégico de la tuberculosis. Normas y guia técnica. Parte Il
Cultivo. OPS Washington eD. CDC; 2008.
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El método de CBK se basa en la digestion y descontaminacion de la muestra, para
posteriormente inocularla en medios de cultivo liquidos y/o sdlidos (Figuras 14 y 15).
El cultivo puede dar positivo en un promedio de 15.5 dias en medio liquido o de 3 a
6 semanas en medio solido, el tiempo del cultivo es una de sus grandes desventajas
para el diagnostico, pues depende de la calidad y carga bacilar de la muestra, asi

como el procesamiento del cultivo?1237,

3.6.1.3 Identificacion.

La identificacion de distintas especies de micobacterias se puede realizar mediante
pruebas bioquimicas sencillas. Por ejemplo, prueba de niacina, reduccion de nitratos
a nitritos y catalasa termolabil (Figura 16). El principal inconveniente es su lentitud y
poca reproducibilidad, por lo que se deben aplicar otras técnicas de identificacion
molecular mas sensibles como hibridacion con sondas de acidos nucleicos
especificas (Accuprobe MTB, Gen-Probe) o mediante la amplificacion de la region
génica 1S6110 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus

siglas en inglés)?12.

3.6.1.4. Prueba de farmacosensibilidad.

Para la realizacion de las prueba de farmacosensibilidad (PFS) in vitro, es necesario
el aislamiento e identificacion de MTB. Entre las técnicas existentes se encuentra la
de las proporciones de Canetti, en la cual una cepa se considera resistente cuando
el 1% o mas de la poblacién bacilar se desarrolla en presencia de la concentracion
critica, es decir de la CMI de un determinado farmaco que inhibe al 95% de cepas
silvestres de MTB que nunca han sido expuestas al farmaco, pero que al mismo
tiempo no inhibe a las cepas de MTB que han sido aisladas de pacientes que no

responden a la terapia y que son consideradas resistentes.

Esta técnica fue adaptada para un sistema semiautomatizado en medio liquido
denominado BACTEC MGIT 960, ya que inicialmente se empleaba para el medio
sélido y se contaban las unidades formadoras de colonia en ausencia y presencia
del farmaco a determinar. El método BACTEC MGIT 960 (Figura 17) es ampliamente
utilizado, se basa en el uso de un medio liquido denominado tubo indicador de
crecimiento de micobacterias (MGIT, por sus siglas en inglés) que contiene en el

fondo un compuesto fluorescente (cloruro pentahidratado de tris-4,7difenil-1,10-
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fenantrolina rutenio) embebido en silicona, este compuesto es inhibido por el
oxigeno disuelto en el medio, la micobacteria al crecer utiliza ese oxigeno y se libera

la fluorescencia del compuesto, la cual es detectada por el equipo.

Figura 14. Crecimiento de micobacterias en el medio Figura 15. Crecimiento
Lowenstein  Jensen: a. Mpycobacterium  gordonae; de micobacterias en el
b. Mycobacterium fortuitum; c. Mycobacterium avium, medio MGIT.

d. Mycobacterium tuberculosis.

Fuente: Cortesia del INER.
Modificado de: Palomino JC, Ledo SC, Ritacco V. Tuberculosis
2007; from basic science to patient care. 2007.
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Figura 16. Identificacion de micobacterias.
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Para realizar la PFS el aislado se cultiva en presencia de una concentracién critica
de un determinado farmaco y su control de crecimiento sin dicho farmaco, mientras
que el equipo utiliza el analisis de la fluorescencia del tubo con antibiético y
compara con la fluorescencia del tubo de control de crecimiento para determinar los

resultados de sensibilidad. La PFS de primera linea tiene una duracion en promedio

de 8-15 dias, haciendo que esta prueba sea muy tardada para la determinacion de la
FR12,38-40_

a. Bateria de tubos MGIT para la realizacion de la Prueba de b. Equipo BACTEC MGIT 960,

Farmacosensibilidad. Sistema de Deteccién de
Micobacterias.

CONTROL Rifampicina Isoniazida
POSITIVO Resistente Sensible
+) (4 ()

c. Ejemplo de la lectura de la susceptibilidad en tubos MGIT.

Figura 17. Prueba de Farmacosensibilidad mediante el sistema BACTEC MGIT 960.

3.6.2 Métodos moleculares.

A raiz de los recientes avances en el conocimiento gendmico de TB, el uso de
pruebas moleculares rapidas para diagnodstico e identificacion de TB
farmacorresistente estd en aumento (Cuadro 2). Actualmente existen métodos
comerciales avalados por la OMS para la identificacion de MTB vy la resistencia a R

como es el caso de las pruebas GeneXpert MTB/RIF (Cepheid) y GenoType



http://forum.wordreference.com/showthread.php?t=1164717&langid=24
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MTBDRplus (Hain Lifescience), esta Ultima también determina la resistencia a H4'.
Ademas se estan utilizando otras tecnologias como microarreglos (como el chip
VereMTB, Veredus laboratories), con regiones gendmicas asociadas a FR ya
conocidas (rpoB, katG e inhA) y la secuenciacion de ADN que se considera como el
estandar molecular para definir genotipicamente a una cepa farmacorresistente?®,
esta caracterizacion implica la identificacion de mutaciones especificas en el ADN de

la cepa infecciosa.

Cuadro 2. Métodos diagndsticos moleculares.

Método Tiempo de

diagnéstico* Descripcion resultados™ Sensibilidad Especificidad

LiPA Sistema colorimétrico que 12 h (R) 95-98% (R) 98-100%
identifica mutaciones basado en
la hibridacion reversa de
fragmentos de PCR de MTB
biotinilados, con sondas de
nucledtidos colocados en linea en
una tira de membrana.

GenoType Técnica similar a LiPA, detecta 6h (R) 95-99% (H) 97-100%
MTBplus resistencia a H y R (H) 82-83% (R) 95-100%
simultdneamente.

Microarreglos Fundamentado en el diagndstico 6-8 h - -
de FR en la hibridacion de ADN
de MTB con multiples sondas
especificas con  fluorocromos
adheridas a una membrana,
permitiendo el andlisis de miles de
genes en un solo ensayo.

GeneXpert*** Es una PCR semicuantitativa, 2h BAAR(+): 97-100% 98-99%
integrada y en tiempo real, que se BAAR(-): 75-84%
utiliza para la detecciéon de ADN
de MTB vy la deteccién de (R) 91-97% (R) 91-97%
mutaciones asociadas a la
resistencia a la rifampicina del
gen rpoB.

Secuenciacion  Método que identifica y analiza la 8h 100% 100%
secuencia nucleotidica de un
fragmento de un gen especifico
mediante un paquete de computo,
con la finalidad de identificar
mutaciones que se sabe causan
FR.

R: rifampicina; H: isoniazida; MTB: Mycobacterium tuberculosis; FR: farmacorresistencia, ADN: acido
desoxirribonucleico; LiPA: ensayo de prueba en linea, por sus siglas en inglés?®.

* A partir de ADN de cepa previamente aislada de MTB.
** Tiempo de resultados sin considerar el tiempo del cultivo.
*** Se realiza directamente en muestra de expectoracion.

Actualmente es posible conocer la secuencia de genes completos en lugar de unas
cuantas mutaciones gracias a la Secuenciacion de Nueva Generacion (SNG), que
da la posibilidad de analizar secuencias de ADN de forma masiva (varios, decenas o
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centenas de genes y muestras a la vez). Cabe destacar que la OMS en su ultimo
reporte global sobre la TB (2014) hace especial hincapié en reforzar la investigacion
en TB con el uso de otras tecnologias. Se ha incluido a la secuenciacion de ADN
como herramienta para el desarrollo de pruebas rapidas para combatir esta
enfermedad y su FR. Lo anterior, con la finalidad de aumentar la tasa de curacion y

evitar la propagacion de cepas MTB farmacorrsisitentes®.

En el campo de la investigacion en enfermedades infecciosas la SNG de ADN es
una de las herramientas de eleccion para la deteccion de agentes etiologicos de
enfermedades de dificil identificacion, asi como para realizar inferencias acerca de la
resistencia a antibioticos, virulencia, evolucion y transmisibilidad*?>43. Las plataformas
actuales de secuenciacion de ADN continuamente se han ido mejorando
convirtiéndose en una tecnologia mas rapida, eficiente y barata, siendo la plataforma

de lllumina la que ofrece mejor costo-beneficio en mercado actual*44°.

3.7 Estudios previos en México.

En México se han realizado diversos estudios moleculares de FR utilizando diversas
herramientas en aislados de MTB, es decir cepas aisladas de cultivos previos“6.
Algunos estudios sélo se han enfocado a la determinaciéon de monorresistencia a R
mediante las técnicas de PCR (Bobadilla et al.)*” y otros han utilizado la
secuenciacion de amplicones de regiones especificas, por ejemplo la region RRDR
del gen rpoB (Bobadilla et al., Varma et al.) 4849, También se han determinado
mutaciones en los genes rpoB y katG utilizando técnicas de polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés) e hibridacién
reversa, medialnte la prueba INNO LiPA Rif.TB (Innogenetics) (Viader et al.)*. Otros
pocos han utilizado la secuenciacién de ADN para analizar regiones especificas de
estos genes (Lépez et al., Zenteno et al., Molina et al.,)4".51:52,

Actualmente se han comenzado analizar otros genes asociados a la resistencia de H
(inhA 'y su region promotora), asi como la identificacion de mutaciones en genes
potencialmente asociados a la resistencia de otros farmacos de primera linea y

segunda linea (Ramaswamy et al., Garza et al., Bolado et al., Cruz et al.) 93-%,
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Sin embargo, se ha encontrado una alta heterogeneidad entre las cepas de MTB
analizadas y en algunos casos no se ha encontrado una correlacion entre el
genotipo obtenido con el patréon de resistencia de los aislados. Lo anterior conlleva a
buscar alternativas que puedan dar lugar a la confirmacion del fenotipo (correlacion
fenotipo-genotipo), es decir la presencia o ausencia de FR mediante el uso de
herramientas moleculares como la SNG. Ademas, no se ha estudiado su aplicacion
directa en muestras clinicas, como es el caso de la expectoracion. Esta muestra es
la mas representativa de la TB pulmonar, debido a que proviene de la zona afectada,
es decir de las vias respiratorias bajas y su analisis permite conocer el estado del
sistema respiratorio de forma indirecta. La expectoracién es de facil obtencién a
diferencia de otras muestras pulmonares, tales como biopsias o lavados bronquiolo
alveolares, en los cuales se necesita realizar procedimientos invasivos en los

pacientes'320,

De esta manera el empleo de la expectoracion como base de estudio, genera un
reto debido a la complejidad de su naturaleza. No obstante, el empleo de la muestra
y no de la cepa aislada tiene ciertas ventajas tanto para el diagnéstico, asi como la
investigacién. La bioseguridad que se requiere es menor, debido a que la carga
bacilar con la que se trabaja en la muestra es minima en comparacion de la cepa y
se reduce el riesgo de un contagio®’. Otra ventaja es el tiempo, es decir que la cepa
aislada requiere un proceso de cultivo, que por las caracteristicas de MTB tarda en
crecer alrededor de 3 a 5 semanas y puede correr el riesgo de contaminarse
retrasando procesos posteriores'®40. Debido a lo anterior, el empleo de la
expectoracion como muestra de estudio aunado al uso de nuevas tecnologias como
la SNG podria establecer las bases para generar una prueba rapida que pueda

disminuir el tiempo en el diagnédstico y la determinacién de la FR.




Ariadna Betsabe Arroyo Vargas

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La TB es una enfermedad infecciosa considerada un importante problema de salud
publica. En México se han reportado un numero considerable de casos MFR y la
presencia de casos XFR, estos estan asociados principalmente a la resistencia
simultanea de H y R. Por ello es importante identificar variantes genéticas en MTB

que estén asociadas a la resistencia a estos farmacos.

Actualmente no existen pruebas clinicas que determinen FR a priori al tratamiento y
que analicen una bateria comprehensiva de variantes genéticas responsables de
esta. Por lo que es necesario investigar exhaustivamente las variantes genéticas en
MTB, con el fin de identificar variantes asociadas a la resistencia a H y R
especificamente en cepas prevalentes en México. En este sentido, la informacién
generada podria ser extrapolada al desarrollo de pruebas rapidas para el diagnéstico
y la seleccion de medicamentos con informacion sobre FR previo a su

administracion.

En México ya se han realizado estudios de indole semejante, como es el caso de
estudios realizados en Veracruz por Zenteno-Cuevas y colaboradores, que solo se
han enfocado a analizar regiones con variantes en genes especificos, localizando
sblo las mas frecuentes, limitando la exploracion de otras variantes genéticas en
regiones diversas con posible asociacion con FR. Es decir, que no se ha realizado
estudios en otros genes y en secuencias completas de genes ya relacionados a FR,
menos aun directamente en muestras clinicas sino que dependen de la obtencion de
cultivos de muestras bioldégicas para su posterior aislamiento del patégeno, lo cual

toma varias semanas retrasando el diagnéstico de la enfermedad.

Por lo anterior nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:
¢ Al analizar la secuencia completa de genes especificos de MTB directamente en
muestras de expectoracion de pacientes mexicanos, se podran identificar variantes

genéticas asociadas a la resistenciaa Hy R?
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5. HIPOTESIS.

El andlisis de la secuencia completa de genes especificos de MTB permitira
identificar variantes genéticas asociadas a la resistencia a H y R a partir de muestras

de expectoraciéon de pacientes mexicanos.
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6. OBJETIVOS.

6.3General:

Identificar variantes genéticas en secuencias completas de los genes rpoB, katG,
inhA, mabA vy la region promotora mabA/inhA de MTB asociadas a la resistencia a H
y R directamente en muestras de expectoracion de pacientes mexicanos mediante
SNG de ADN.

6.2Especificos:

* Desarrollar una técnica de extraccion de ADN que favorezca el
enriquecimiento de ADN de MTB a partir de muestras de expectoracion.

+ Establecer las condiciones para la metodologia de enriquecimiento de las
regiones genomicas de interés de MTB para la SNG.

* |dentificar variantes genéticas como SNV’s, inserciones y deleciones en las
secuencias de los genes de interés.

» Establecer evidencia de que el uso de SNG debe considerarse como técnica

alternativa para el diagnostico y determinacion de FR de MTB.
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7. MATERIAL Y METODOS.

7.3 Diseiio de estudio.
Este protocolo se desprende del proyecto de investigacién “Analisis genémico de
farmaco-resistencia en Mycobacterium tuberculosis” que se realiza en el Instituto
Nacional de Medicina Genomica (INMEGEN) en el laboratorio de Farmacogénomica

con la colaboracion del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER).

7.1.1 Tipo de estudio.

Observacional, prospectivo, transversal y comparativo.

7.1.2 Universo de estudio.
Para el desarrollo de este proyecto se utilizd6 una muestra a conveniencia, reclutando
6 pacientes con diagndstico de TB pulmonar activa con y sin FR, segun el protocolo

de la Clinica de Tuberculosis del INER.

7.1.3 Criterios de inclusién y exclusién.
7.1.3.1 Criterios de inclusion:
e Hombres y mujeres mayores de 18 afnos.
e Pacientes con diagndstico de TB pulmonar sensible y farmacorresistente.
e Pacientes con diagndstico de TB pulmonar con estudios microbiolégicos de
BK, CBKy PFS.

e Pacientes dispuestos a firmar la carta de consentimiento informado.

7.1.3.2 Criterios de exclusion.
e Pacientes que no cuenten con los estudios de microbiologia necesarios para
participar en el estudio.
e Pacientes incapaces de proporcionar las muestras de expectoracion

necesarias o firmar el consentimiento informado.
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7.2 Variables.

Variable a considerar:
e Variantes genéticas identificadas.
e Perfil de farmacosusceptibilidad.

e Parametros clinico-demograficos disponibles.

7.3 Metodologia.

Estrategia
experimental

'

I Seleccion de pacientes I

Analisis Analisis gendmico
microbiologico *

v

Extraccion de ADN
Cultivo y baciloscopia

1 v

Preparacion de

I ldentificacidn bibliotecas
Pruebas de Secuenciacion

Farmacosensibilidad

y

Analisis bioinformatico

¢

Concordancia Identificacion de
fenotipo-genoctipo variantes genéticas

Figura 18. Estrategia experimental.
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Cuadro 3. Materiales y equipos a utilizar.

Materiales y equipos

Utilizacion

Gabinete de bioseguridad, clase |

Tubos ependorf de 1.5mL

Micropipetas: , 0.5-2 uL, 2-10uL, 20-200uL, 100-1000uL
Puntas para micropipetas

Centrifuga refrigerada

Centrifuga sin refrigerar

Revco Ultra Low (-80°C)

Extraccion de ADN

Espectrofotometro (Nanodrop)

Control de calidad:
Cuantificacion de ADN

Tubos de PCR

Tubos Ependorf 600uL

Micropipetas de 0.5-2uL, 5-20uL, 20-200uL
Puntas para micropipetas

Microcentrifuga

Termociclador

Camara de electroforesis

Transiluminador UV

Control de calidad:
Amplificacién de genes de
especificos de MTB

Micropipetas: 0.5-2 uL, 2-10uL, 20-200uL, 100-1000uL
Puntas micropipetas

Flourométro (Qubit)

Covaris

Covaris microTubo con filtro AFA

Tubos LoBind de 1.5mL

Gradillas

Soporte magnético (Dynal DynaMag-2 magnetic stand)
2100 Bioanalyzer

Termociclador

Vortex

Termoblock

Placas de 96 pozos/tubos de PCR

Pipetas multicanal: 2-20uL, 20-100puL

Concentrador a vacio

Microcentrifuga

BD Clay Adams Nutator Mixer

Generacion de bibliotecas y su
enriquecimiento

Secuenciador MiSeq-lllumina

Cartucho de secuenciacion MiSeq
Micropipetas: 2-10uL, 20-200puL, 100-1000uL
Puntas micropipetas

Tubos LoBind de 1.5mL

Gradillas

Secuenciacion

Memoria USB
Computadora

Analisis de resultados

7.3.1

Seleccion de paciente y muestras clinicas.

Se invitd a cada uno de los pacientes a participar de manera directa y voluntaria

solicitando su consentimiento por escrito, por lo que cada paciente firmdé una carta

de consentimiento informado y proporcion6é dos muestras de expectoraciéon que

fueron entregadas en la Clinica de Tuberculosis (INER), una de las muestras fue

asignada al Laboratorio de Microbiologia del INER (analisis microbiolégico) y otra al

INMEGEN (analisis gendmico), sélo se realizaron estas dos mediciones para
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establecer la concordancia entre el fenotipo establecido y el genotipo obtenido. Por
lo tanto no se dio seguimiento a los pacientes que participaron en este estudio. Se
colecté la informacién clinico-demografica mediante un cuestionario y los resultados

del analisis microbioldgico de cada uno de los pacientes (Anexo 1).

7.3.2 Estrategia experimental.
7.3.2.1  Analisis microbiolégico.

Brevemente, los protocolos del Laboratorio de Microbiologia del INER incluyeron la
descontaminacion de las muestras de expectoracion mediante la técnica de Petroff y
cultivo en los medios Léwestein Jensen y MGIT. Ademas se realiz6 una BK del
inéculo del cultivo para determinar la carga bacilar de la expectoracion del paciente.
Posterior al aislamiento de cada cepa, se realizaron las identificaciones mediante
pruebas bioquimicas y sondas de hibridacion de ADN (Gen-Probe, Syngene). Por
Ultimo se les realizé la PFS, mediante el método fluorométrico BACTEC MGIT 960,
segun el protocolo del fabricante (Becton Dickinson). El laboratorio emitié un
resultado que contiene el resultado de la BK, identificacion de la cepa y los
resultados de las PFS, esta informacion se recabd en la hoja de registro de datos
(Anexo 2).

7.3.2.2 Analisis genémico.

Las muestras que fueron remitidas al laboratorio de Farmacogénomica del
INMEGEN, se les realizo el analisis gendmico por SNG de ADN. Cada una de las
muestras fue separada en alicuotas de 1.5mL en tubos cénicos Eppendorf y se

almacenaron a -70°C hasta su utilizacion.

7.3.2.2.1 Extraccion de ADN.

Se probaron 4 metodologias para la extraccion de ADN utilizando 6 muestras de
expectoracion de diferentes pacientes (alicuotas de 1.5mL), con el propésito de
enriquecer la extraccion del ADN de MTB y no de la biota normal o de otros

patdgenos.

Se utilizaron kits comerciales como Qiagen y Zymo-Research, también se

experimentd con técnicas clasicas utilizando tratamientos enzimaticos con
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proteasas, hidrolasas y endonucleasas; seguido de la extraccién de ADN con fenol-
cloroformo. Se eligio la técnica que proporciond mayor cantidad de ADN y pureza,
esta ultima determinada por la de relacion de la absorbancia (Abs) 260/280 nm
(Absyeg s = 1.8).

Primero, previo a cualquiera de los 4 métodos de extraccion de ADN, la muestra se
trato de la siguiente forma: Cada una de las muestras (1.5mL) fueron centrifugadas a
13,000rpm por 15 minutos (4°C) se elimind el sobrenadante y a la pastilla obtenida
se le agregd N-acetilcisteina y se resuspendidé en agua estéril hasta obtener un
volumen final de 1.5mL homogenizado completamente. La solucion se dividio en 4
alicuotas, a las cuales se les asigndé un protocolo de extraccion de ADN, cada

alicuota fue rotulada con su folio correspondiente y el método asignado (Figura 19).

Comparacion de
metodologias de
extraccion de ADN

Tratamiento previo de
las muestras

!

Separacion de la
muestra en alicuotas

!

Extraccion de ADN

! L ]

a) Columnas b) Perlas Método clasico

|

Tratamiento inicial

!

Tratamiento
enzimatico

I
' ¥

c) Proteinasa-Lisozima d) DNAsa

I |
v

Extraccion con
fenol/cloroformo

Figura 19. Comparacién de metodologias de extraccién de ADN.
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a) Método de columnas:
El ADN fue extraido usando el kit DNasy Blood & Tissue (Qiagen), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante utilizando el protocolo de cultivo de células. Este kit
se baso en el uso de columnas, las cuales se utilizaron para una rapida purificacion
del ADN total. La membrana DNeasy combiné las propiedades de union de una
membrana a base de silice con tecnologia microspin. EI ADN fue absorbido en la
membrana “DNeasy” en presencia de altas concentraciones de sal caotropica,
eliminando el agua de las moléculas hidratadas en solucién. Las condiciones de
amortiguaciéon en este procedimiento permitieron la absorcion especifica de ADN a
la membrana de silice y la eliminacion éptima de contaminantes e inhibidores

enzimaticos®®. Para lo cual se llevaron a cabo los siguientes pasos:

Se adicionaron 20uL de proteinasa mas 200uL del buffer de lisis (AL) se incubd a
56°C por 10 minutos, seguido de la adicién de 200uL de etanol (96-100%). Esta
mezcla se pasoé a la columna correspondiente, la cual se centrifugd a 8,000rpm por 1
minuto y se descart6 el tubo de coleccion. Se realizaron dos lavados, para el primero
se adicionaron 500uL del buffer de lavado (AW1), se centrifugd a 8,000rpm por 1
minuto y se descarto el tubo de coleccion; el segundo lavado se realizé adicionando
500uL del segundo buffer de lavado (AW2), se centrifugd a 14,000rpm por 3 minutos
y se descartd el tubo de coleccion. Para la elucion del ADN, la columna fue
transferida a un tubo de 1.5mL y se agregdé 20uL de agua libre de nucleasas, se
incubd por 1 minuto a temperatura ambiente, seguida de una centrifugacion por 1
minuto a 8,000rpm®8. Las extracciones se almacenaron a -20°C para su posterior

uso.

b) Método de perlas:
Se empled el kit ZymoBead Genomic DNA (Zymo Research), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante utilizando el protocolo “Cell Suspensions and Proteinase
K Digested Samples”. Esta metodologia se empled para el rapido aislamiento de
ADN total y una maxima recuperacion de ADN ultra-puro, sin contaminacion de
ARN. Para el procesamiento, solo se utilizé buffer de lisis, es decir no necesito
desnaturalizantes organicos o digestiéon con proteinasa, seguido de la adicion de
perlas (ZymoBead) que se unieron al ADN.%® Este procedimiento se realizd de

acuerdo a los siguientes pasos:
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Para realizar la lisis celular se adicionaron 4 volumenes del buffer de lisis (Genomic
Lysis Buffer) del volumen inicial de la muestra y se homogenizé en vortex por 5
segundos. Posteriormente se adicionaron 10uL de perlas (ZymoBeads)
mezclandose por inmersion e incubando por 5 minutos a temperatura ambiente, esta
mezcla se centrifugé a 1,000rpm por 1 minuto y se descartd el sobrenadante. Se
realizaron dos lavados, en el primero se adicion6é 200uL del buffer de lavado (DNA
Pre-Wash Buffer), se resuspendid la pastilla y se transfirié a otro tubo de 1.5mL,
seguido de una centrifugaciéon a 1,000rpm por 1 minuto, descartandose el
sobrenadante. Para el segundo lavado se agregd 500uL del buffer de lavado (g-DNA
Wash Buffer), se resuspendio la pastilla, se centrifugd a 1,000rpm por 1 minuto, se
elimind el sobrenadante y se recentrifugd para remover residuos del buffer de
lavado. EI ADN obtenido se eluy6 en 20uL de agua libre de nucleasas, se
resuspendio la pastilla por pipeteo, después se centrifugd a 7,000rpm por 1 minuto y
se transfirid el sobrenadante a un tubo de 1.5mL. Las extracciones se almacenaron

a -20°C para su posterior uso.
Método clasico:

Se experimentd con la metodologia de extracciéon con fenol-cloroformo y se
establecieron las condiciones de dos métodos por tratamiento enzimatico. EI primer
método basado en el uso de enzimas que favorecen la lisis celular de MTB vy el
segundo basado en la eliminacién de la mayor cantidad de ADN humano. Para llevar
a cabo la extraccion de ADN en ambos métodos se realizé un tratamiento inicial de
digestion-descontaminacién, donde a cada una de las muestras se les realizo los

siguientes pasos:

Primero se centrifugé a 13,000rpm (4° C) por 10 minutos, se eliminé sobrenadante.
A la pastilla obtenida se le agregé 1mL de NaOH al 4% y se incubd por 15 minutos a
temperatura ambiente, seguido de una centrifugacién a 13,000 rpm (4° C) por 10
minutos y la eliminacion del sobrenadante. Se realizé un lavado con 1.2mL de PBS,
se centrifugd a 13,000rpm (4° C) por 10 minutos y se elimind el sobrenadante. La
pastilla obtenida se lavd 3 veces con 1mL de agua estéril incubando 10 minutos, lo
anterior entre cada lavado se centrifugd a 13,000rpm (4° C) por 10 minutos, esto
para lisar la mayor cantidad de células humanas mediante osmosis y liberar el ADN,

a la cual MTB es resistente dada la composicion de su pared celular. Para la
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segunda etapa del tratamiento enzimatico, se separaron las alicuotas de acuerdo al

meétodo que se les asigno y se les realizo el tratamiento correspondiente:

c) Proteinasa-lisozima:

Se agregd 10uL de lisozima (50mg/mL) y 100uL de buffer de extracciéon (50mMTris-
HCI, 25mM EDTA, 5% glutamato monosddico, pH=7.4) se dejé incubar a 37°C por
30 minutos para romper la pared celular. Para la lisar la membrana de MTB y
degradar proteinas se adicion610puL de proteinasa K (10mg/ml) y 10uL de buffer 10x
de proteinasa K (100mM Tris HCI, 50 mM EDTA, 5% SDS, pH=8.0), se incubd a
45°C por 30 minutos.

d) DNAsa:

Se agregd 25uL DNAsa | (libre de RNasas), 100uL de buffer (10 mM Tris-HCI,
2.5mM MgClz, 0.5mM CaClz, pH=7.6) y 875uL de agua estéril, se incubd a 37°C por 1
hora, esto para eliminar la mayor cantidad de ADN libre principalmente el humano, el
ADN de MTB quedod intacto debido a que su pared lo protege de la accion de la
DNAsa. Se centrifugd a 14,000rpm por 10 minutos (4°C) y se elimind el

sobrenadante.

Para la tercera etapa de ambos métodos se procedié a realizar la extraccion de ADN
mediante la adicion de 200uL de agua y el doble del volumen de la muestra de fenol
(fenol saturado, pH=8), se incubd por 5 minutos y se centrifugé a 10,000rpm por 5
minutos a temperatura ambiente. Se separo la fase acuosa y a ésta se le realizé una
segunda extraccion con fenol-cloroformo (25:25) en una relacion 2:1 respecto al
volumen de la muestra, se incub6 por 5 minutos, se centrifugd a 10,000rpm por 5
minutos a temperatura ambiente y se separd la fase acuosa. Para la precipitacion
del ADN se le adicion6é 1/10 del volumen de acetato de sodio (3M, pH=5.5) con
respecto a la fase acuosa obtenida, mas 500uL de isopropanol, se dejé incubar por
10 minutos a -70°C. Pasado el tiempo de incubacién se prosiguié a centrifugar a
12,000rpm por 10 minutos (4°C) y se elimind el sobrenadante. La pastilla obtenida
fue lavada con 1mL de etanol al 70%, seguida de una centrifugacion a 12,000rpm
por 10 minutos (4°C) y se elimin6é el sobrenadante. Para la elucion del ADN se
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adicion6 15uL de agua libre de nucleasas. Las extracciones se almacenaron a -20°C

para su posterior uso.

7.3.2.2.2 Controles de calidad.

a) Concentracion y pureza:
Estos parametros fueron evaluados por espectrofotometria UV (Nanodrop,
ThermoFisher), se tomaron en cuenta los valores de concentracion y pureza
(Absyep0sp = 1.8).

b) Control de calidad del ADN extraido:
Para garantizar la presencia de MTB en la extraccion de ADN de cada una de las
muestras y comprobar la integridad del ADN de MTB, se amplificaron fragmentos de
genes especificos de MTB como katG (455pb), rpoB (543pb) y embB (490pb)

mediante PCR en tiempo final.

- Amplificacién por PCR:
Se prepararon de forma independiente mezclas de reaccion de 20uL, con el kit PCR
Master Mix 2X (Thermo Scientific) utilizando los volumenes del Cuadro 4 y los
cebadores correspondientes a algunas de las regiones de interés especificas de
MTB como katG, rpoB y embB (Cuadro 5).

Cuadro 4. Mezcla de la reaccion de PCR.

Reactivo Volumen
Buffer Master Mix 2x 10 Ul
(buffer, MgCl,, dNTPs y Tagq polimerasa) M
Cebador “reverse” de la region correspondiente 1L
Cebador “forward” de la regién correspondiente 1uL
ADN (100ng/ pL) ~2 uL*
Agua ~8 pL*
* El volumen de agua y de ADN se ajustaron de acuerdo a la concentracion obtenida de la extraccion
de ADN.
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Cuadro 5. Secuencias de “cebadores” para la amplificacién de genes de
Mycobacterium tuberculosis.

Tamano
Redid “Forward” “Reverse” del
egion (53" (5'—>3") amplicén
(pb)
katG GCGAACTCGTCGGCCAATTC AACGACGTCGAAACAGCGGC 455
rpoB CTTGCACGAGGGTCAGACCA ATCTCGTCGCTAACCACGCC 543

embB CTGACCGACGCCGTGGTGATAT TGAATGCGGCGGTAACGACG 490

Después, las mezclas de reaccion se colocaron en un termociclador (GeneAmp PCR
System 9700, Applied Biosystems), con el siguiente protocolo de termociclado:
|. Desnaturalizacion inicial de 3 minutos.
II. 35 ciclos de:
e Desnaturalizacién a 95°C por 30 segundos.
¢ Alineamiento a 55°C por 30 segundos.
e Elongacion a 72°C por 30 segundos.

[ll. Elongacioén final a 72°C por 7 minutos.

Para la deteccién del producto final de cada amplificacion, se realizé6 mediante una
electroforesis en gel de agarosa, para lo cual se prepard un gel de agarosa al 1.2%
con buffer TBE. Ya montado el dispositivo de electroforesis y el gel de agarosa, se
agrego en el primer pozo del gel, una mezcla 6uL del marcador de peso molecular
(100pb) mas 3uL del buffer de carga con colorante. Seguido de la adicion de 15uL
de los amplicones mas 3L del buffer de carga con colorante y se colocaron en cada
uno de los pozos correspondientes. La electroforesis se corrio a 100V por 1 hora y

los fragmentos de PCR fueron observados en un transiluminador UV.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se prosiguio a realizar la extraccion de las 6
muestras conforme a lo establecido al protocolo seleccionado, con sus respectivos
controles de calidad.
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7.3.2.2.3 Secuenciacion de nueva generacion.

7.3.2.2.3.1 Seleccidn de genes y disefio del sistema de enriquecimiento.

Se diseno el panel de genes previamente definidos (Cuadro 6) de sondas sintéticas
de ARN de enriquecimiento, este disefio se llevd a cabo a través del sistema de
sondas de captura de genes (SureSelect, Agilent Technologies) mediante
herramientas bioinformaticas en la pagina del proveedor de este servicio
(http://www.genomics.agilent.com/en/NGS-Design-Tools/SureDesign-Custom-
Design-Tool/?cid=AG-PT-155&tabld=AG-PR-1198&cid=AG-PT-155).

Cabe resaltar que el ADN que fue extraido de la muestra de expectoracion no es
exclusivo de MTB, sino que contendra ADN de diferentes especies de
microrganismos y ADN humano en gran proporcion. Por lo que se selecciond esta
tecnologia de enriquecimiento, previo a secuenciacidbn para incrementar la

probabilidad de secuenciar regiones de ADN de MTB y no de otras especies.

Cuadro 6. Genes seleccionados para la secuenciacion de nueva generacion.

Tamaino

Farmaco Gen Localizacion ID Alias
(pb)
Isoniazida katG 2153889-2156111 2,223 885638 Rv1908c
inhA 1674192-1675011 819 886510 Rv0342
mabA 1673426-1674183 757 886551 Rv1483
mabA/inhA  1673200-1673425 225 - Rv0840c—
Rv0841
Rifampicina rpoB 759807-763325 3,519 888164 Rv0667

7.3.2.2.3.2 Generacion de bibliotecas y proceso de secuenciacion.

Para la SNG de ADN se utilizé la tecnologia de lllumina mediante el secuenciador
MiSeq, los parametros de secuenciacion (Figura 20) incluyeron una profundidad de
20x-200x y cobertura >98% (Figura 20c), en lecturas “paired-end” (Figura 20a) de
2x150 nucledtidos de longitud (Figura 20b). Estos procedimientos fueron realizados

con el apoyo del personal de la Unidad de Secuenciacién del INMEGEN.



http://www.genomics.agilent.com/en/NGS-Design-Tools/SureDesign-Custom-Design-Tool/?cid=AG-PT-155&tabId=AG-PR-1198&cid=AG-PT-155)
http://www.genomics.agilent.com/en/NGS-Design-Tools/SureDesign-Custom-Design-Tool/?cid=AG-PT-155&tabId=AG-PR-1198&cid=AG-PT-155)

Ariadna Betsabe Arroyo Vargas

Fragmento de interés

Cebador de 1 Cebador de
secuencia A ( \| secuencia Index

Directa
— i 2 ——

— D w—
5’
€ - -~ l—

Cebador de
secuencia B

Inversa

Bibliotecas con lecturas paired-end

Longitud de lecturas

Ndmero de

nucleétidos
Numero de X ......... bor

secuencias secuencia
por fragmento R ; : ;

o

Region de interés o genoma completo

bXx Secuenciacion 1x

Lecturas

Profundidad

— (X)

Alta cobertura Baja cobertura

L e tliei 100% de
v " Anall§|§ identidad
informatico

Secuenciaconsenso

Figura 20. Parametros de secuenciacion. (a.) la secuenciacion a partir de una biblioteca con lecturas
pareadas o “paired-end”, se realiza de forma directa e inversa, de esta manera se obtienen dos lecturas
por fragmento de interés, esto se estable en (b.) las longitudes de lecturas que se desean obtener por el
numero de nucledtidos por secuencia, para dar lugar a (c.) las lecturas de las cuales se obtendran su
profundidad (niumero de veces que esta representada una base en una determinada region genémica) y su
cobertura (porcentaje de una region gendmica que ha sido cubierto con una profundidad gendmica
definida) y para posteriormente después de un analisis informatico obtener una secuencia consenso®°.

a) Preparacion bibliotecas:
La generacion de bibliotecas se realizé de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(SureSelect, Agilent Technologies), esta comprende la fragmentacion de 200ng o

3ug de ADN mediante sonicacién (Figura 21). Los protocolos se utilizaron de
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acuerdo a la cantidad del ADN total obtenido de la extraccion. A estos fragmentos se
les realiz6 una ligacion de adaptadores, dando lugar a las bibliotecas de

secuenciacion (Apéndice 1).
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Figura 21. Preparacién de bibliotecas previa a la secuenciacion
masiva de ADN, utilizando tecnologia de enriquecimiento.

Modificado de: Agilent Technologies. SureSelectXT Target Enrichment
System for lllumina Paired-End Sequencing Library. Disponible en:

http://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/G7530-
90000 _SureSelect_llluminaXTMultiplexed _1.8.pdf

b) Enriquecimiento de bibliotecas:
Estas bibliotecas fueron hibridadas con las sondas de captura de genes (SureSelect,
Agilent Technologies), estas sondas son secuencias de ARN biotinilados que se
unes complementariamente a las bibliotecas que contenian las secuencias de los

genes seleccionados. Posteriormente estos hibridos de ARN-ADN marcados con



http://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/G7530-90000_SureSelect_IlluminaXTMultiplexed_1.8.pdf
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biotina fueron capturados utilizando perlas magnéticas unidas a estreptavidina y
aquellas que no fueron capturados se lavaron, dando lugar al enriquecimiento de las

bibliotecas con las secuencias de interés.

Previo a la realizacion de todas bibliotecas se realiz6 el establecimiento de las
condiciones de hibridacion para garantizar una optima captura de las regiones de
interés de MTB y no de otros microorganismos. Se realizé la hibridacion de acuerdo
a las indicaciones del fabricante (Agilent Technologies) y algunas modificaciones con
las que establecieron las mejores condiciones para llevar a cabo la hibridacion con

las sondas de captura de genes (SureSelect, Agilent Technologies)®'.

- Condiciones de la hibridacion:

Se determinaron las condiciones de hibridacién con el panel de captura de genes
(SureSelect, Agilent Technologies), para ello se prepararon dos bibliotecas, una a
partir de una muestra positiva a MTB (muestra 4TB) y otra a partir de una muestra
de ADN humano utilizado como control negativo. Las hibridaciones se montaron en
termocicladores (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems) de acuerdo a
cada una de las condiciones a evaluar. Se realizaron los siguientes experimentos:

I. La hibridacion se realizd mediante las condiciones establecidas en el
protocolo de hibridacion mediante la utilizacion de 750ng de la biblioteca de la
muestra 4TB, a una temperatura de 65°C y 24 horas de hibridacion.

II. Se evaluo que las sondas no hibridaran con ADN humano, mediante la
utilizacion de 750ng de la biblioteca de ADN humano, a una temperatura de
65°C y 24 horas de hibridacion.

[ll. Se evalué el aumento de la cantidad utilizada de biblioteca, mediante la
utilizacién de 1500ng de la biblioteca de la muestra 4TB, a una temperatura
de 65°C y 24 horas de hibridacion.

IV. Se evalu6 el aumento de la temperatura de hibridacion, mediante la utilizacion
de 750ng de la biblioteca de la muestra 4TB, a una temperatura de 68°C y 24
horas de hibridacion.

V. Se evalud el aumento del tiempo y la temperatura de hibridacién, mediante la
utilizacion de 750ng de la biblioteca de la muestra 4TB, a una temperatura de
68°C y 40 horas de hibridacion.
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VI. Se evaluo que las sondas no hibridaran con ADN humano cuando se aumento
la temperatura de hibridacion, mediante la utilizacién de 750ng de la biblioteca

de ADN humano, a una temperatura de 68°C y 40 horas de hibridacion.

Posteriormente los productos de cada una de las hibridaciones, se les realizd la
captura de las regiones mediante el panel de capturas de genes (SureSelect, Agilent
Technologies), utilizando perlas magnéticas unidas a estreptavidina, con procesos
de lavado y elucion de la biblioteca enriquecida en agua libre de nucleasas. Para
evaluar que experimento dio mejores resultados se utilizé el equipo 2100
Bioanalyzer (Agilent Tecnhologies) mediante el chip “High sensitivity DNA”. Se
realizo la electroforesis capilar para la separacion de acidos nucleicos, determinando
su nivel de integridad y la concentracion mediante un electroferograma (Figura 22).
El electroferograma es un grafico que contrasta el tamafio de las pares de bases
(pb) del producto analizado contra unidades de fluorescencia (FU) obtenidas de la
electroforesis capilar. Esta fluorescencia es proporcional a la concentracion del acido

nucleico medido®3.
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Figura 22. Reporte de la electroforesis capilar del Bioanalyzer.
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Para ello se coloc6 en el chip la matriz para electroforesis con el colorante
fluorescente del proveedor y se distribuy6é por presurizacién en todo el chip con
ayuda de los capilares. Se agregé 1uL de cada una de las bibliotecas enriquecidas
en el pozo correspondiente. El chip se colocé en el equipo para su corrimiento
mediante el programa 2100 Expert Software
(http://www.genomics.agilent.com/en/Bioanalyzer-System/2100-Expert-

Software/?cid=AG-PT-106&tabld=AG-PR-1002), obteniéndose de esta manera un
electroferograma, asi como la concentracion final del enriquecimiento de las

bibliotecas®.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se eligieron aquellas condiciones con las
cuales se obtuvo una mayor cantidad de biblioteca enriquecida y se procedi6 a
realizar la preparacion de bibliotecas de las demas muestras bajo las mismas
condiciones de hibridacion. Por ultimo, a las bibliotecas enriquecidas se realizdé una
amplificacion por PCR para incrementar la presencia de los fragmentos de interés,
incluyendo una ligacion de secuencias identificadoras para cada muestra, que fueron
especificas para llevar a cabo la secuenciacion en plataformas de lllumina®?
(Apéndice 1).

c) Secuenciacion:
Posteriormente a la generacion de bibliotecas y su enriquecimiento, se tomo el
volumen correspondiente a 4 nanomolar de cada una de las bibliotecas
enriquecidas, se diluyeron con NaOH 0.2N a una concentracion de 20 picomolar,
después de mezclaron y 600uL de esta solucién se afiadid a la celda de flujo en el
cartucho de secuenciacion, originado la hibridacién de los adaptadores seguido de la

secuenciacion.

La tecnologia lllumina se bas6é en la secuenciacion por sintesis, en la cual la
biblioteca fue hibridada a la celda de flujo, se enriquecié por medio de una
amplificacion en puente que generd grupos o“clusters” de cadenas del mismo
fragmento, estos fueron utilizados como entidades a secuenciar. La secuenciacion
se realizd entonces alternando ciclos de terminacién reversible ciclica y de la toma
de imagenes. En la reacciéon de terminacion reversible ciclica se agregaron dNTP’s

(cada uno posee un fluoréforo de color particular), los cuales se agregaron de
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acuerdo a la complementariedad de la secuencia de la biblioteca, después se realizd
la excitacion con un laser y se capturé la imagen. La imagen capturada en una
posicion especifica corresponde al primer nucleétido y los ciclos se repiten hasta

determinar la secuencia de la biblioteca, una a la vez (Apendice 1) 6465,

Un equipo MiSeg-Illumina tiene una capacidad de 4GB, en el Cuadro 7 se muestran

las especificaciones del equipo y costos.

Cuadro 7. Especificaciones y costos del equipo MiSeq-lllumina.

Especificaciones de MiSeq

Numero de muestras por corrida 50
Tiempo de corrida 36 horas
Longitud promedio de lecturas 2x150
Capacidad 4 Gb
Secuenciacion por corrida $25,300.00*
Secuenciacién por muestra $506.00
Costo de enrlquc_ammlento del panel de captura de $7.079.43
genes para biblioteca por muestra

Preparacion de bibliotecas por muestra $2,500.00
Costo por muestra $10,085.43

*Costo segun la Unidad de Secuenciacion del INMEGEN.

7.4 Analisis bioinformatico.

El analisis bioinformatico fue realizado con la asesoria de la compafnia Winter
Genomics, quienes desarrollaron un “Pipeline” o un archivo de 6rdenes basado en
comandos para su ejecucion en el sistema operativo Linux. El analisis se llevd a

cabo de forma automatizada para cada una de las muestras.

Después de la secuenciacion, los resultados fueron extraidos del equipo MiSeq
(Nlumina) en archivos .fastq.gz y fueron almacenados en una memoria USB, para ser
transportados a la computadora donde se realizé el analisis bioinformatico. Esta
computadora, tuvo los requerimientos especificos para realizar el analisis, como un
sistema operativo basado en Linux (Biolinux, http://environmentalomics.org/bio-

linux/), con la paqueteria necesaria con la que se realizé el analisis.
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El “Pipeline” comprendié de las siguientes etapas:

|. Calidad de las secuencias obtenidas:
La calidad se determiné mediante el software FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), se ingresaron los
archivos de las lecturas obteniéndose un informe que contenia las estadisticas
basicas que incluian el total y el tamafo de lecturas, asi como el contenido de Gy C
(Figura23). Asi como la visualizacién de la calidad (Q, por su sigla en inglés) de las
lecturas de secuenciacion, siendo aquellas de buena calidad las que tuvieron una

Q=30, es decir 1 error cada 1,000 bases, localizadas en la zona de color verde.

Quality scores across all bases (sanger f lllumina 1.9 encoding)

28 A e oo o
.----------------.--...III ]

- E |

Y B 15

Lo [EEEE

30

28

26

24

22

20

18 ~

1e

14 Parametro Resultados

12 Total de lecturas 493,075

;0 Tamano de lecturas 35-151

5 %GyC 53

4

2

i}

1 2 2 4 5% & 7 8 9 15-19 30-34 45 -49 s0-54 75-79 a0-94  105-10%9 125-129 145-1449
Pasition in read (bp)

Figura23. Reporte de calidad y parametros de lecturas crudas evaluadas por el software FastQC
de la muestra 1TB (R1).

II. Alargamiento de las lecturas:
El alargamiento de las lecturas se realiz6 mediante el software Fast Length
Adjusment of Short reads (Flash) (http://ccb.jhu.edu/software/FLASH/). Debido a que
las lecturas de secuenciacién pueden o no haberse obtenido del acuerdo al tamafio

establecido (150 nucledtidos), sobre todo cuando la fragmentacidon del ADN se
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realizé al azar por sonicacion, fue necesario incluir este paso para evitar problemas
en procesos posteriores en la realizacion del analisis. El software calculé en donde

las lecturas sobrelapan y las unié formando lecturas mas largas.

lll. Pre-procesamiento de datos crudos:
Estas lecturas fueron sometidas a un proceso de control de calidad, para obtener
solo aquellas que cumplieron con ciertos requerimientos. Para lo cual se realizaron

los siguientes pasos:

a) “Trimmer” o corte de lecturas de mala calidad y remocién de adaptadores:
Al haber obtenido lecturas de baja calidad (Q<30) de acuerdo a lo observado en el
reporte de FastQC, se realizé el corte en la parte final de las lecturas a partir del
nucleétido 140 y se eliminaron aquellas que no tuvieron al menos el 90% de las
lecturas con una Q=30. También se eliminaron las probables lecturas que
correspondieron a los adaptadores que fueron utilizados en la preparacion de
bibliotecas. Para ello, se empled el software Fastx toolkit
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/), utilizando la herramienta Trimmomatic y el

software Cutadapt (https://pypi.python.org/pypi/cutadapt/1.4.2).

b) Filtrado de ADN humano:
Debido a que el ADN utilizado en secuenciacion contenia una gran cantidad de ADN
humano, se realizé el filtrado de éste, para garantizar que todas las lecturas
obtenidas fueran de origen bacteriano, para lo cual se realizé el alineamiento de las
lecturas obtenidas con el genoma de referencia humano (Hg19). El alineamiento es
el proceso por el cual se descubre como y donde las secuencias de lectura son
similares a la secuencia de referencia®. Este proceso de alineamiento se realizd
con el programa Bowtie2 (http://bowtie-bio.soukrceforge.net/bowtie2/index.shtml),
generando los indices (reordenamiento de cada uno de los nucledtidos de las
secuencias) del genoma de referencia y de las lecturas, después se alineo y se

desecharon estas lecturas, este ultimo mediante un comando especifico.

c) Calidad de las secuencias obtenidas:
Posteriormente se volvid a realizar el analisis en FastQC (Figura 24), para

comprobar que la calidad mejoro6 al realizar dichos cortes vy filtrado de ADN humano.
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Figura 24. Reporte de calidad y pardmetros evaluados después del pre-procesamiento de lecturas,
mediante el software FastQC de la muestra 1TB (R1).

a) Alineamiento de lecturas con las sondas de captura de genes:
Para este paso, se procedi®6 a seleccionar soélo aquellas lecturas que
correspondieron a las regiones enriquecidas de acuerdo al disefo de las sondas de
captura de genes (SureSelect, Agilent Technologies), debido a la probabilidad de
haber capturado genes de otros microorganismos que pudieron estar presentes en
la muestra y por lo tanto de haber sido secuenciados. Esto se realizd6 mediante el

software Bowtie2%6.

Posteriormente, se construyeron los indices del disefio de las sondas de captura de
genes y de las lecturas ya procesadas. La finalidad de hacer lo anterior, fue para
capturar las secuencias especificas de las lecturas correspondientes al disefio de las
sondas y no de artefactos de secuenciacion, esto es para disminuir sesgos al

momento de realizar el lamado de variantes.
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IV. Llamado de variantes:

a) Alineamiento con el genoma de MTB (referencia).
El alineamiento con el genoma de referencia MTB (H37Rv), se realizé mediante el
software BWA?®’ (http://bio-bwa.sourceforge.net/) mediante el algoritmo MEM. Se
prosiguio a la generacién de los indices tanto del genoma de referencia como de las

lecturas y se realizo el alineamiento.

b) Remocién de duplicados:
Debido a que en la preparaciéon de bibliotecas se realizé la amplificacion de las
regiones de interés capturadas con las sondas de captura de genes (SureSelect,
Agilent Technologies), obteniéndose mas entidades a secuenciar, generando
duplicados de lecturas, estas lecturas fueron eliminadas para poder identificar las
verdaderas variantes. Lo anterior se realizé mediante las herramientas del software
Picard (http://broadinstitute.github.io/picard/).

c) Visualizacioén de la profundidad y de cobertura:
Después del alineamiento con el genoma de referencia y la remocién de duplicados,
se utilizd el visualizador del software Integrative Genomics Viewer (IGV)
(https://www.broadinstitute.org/igv/), para observar la profundidad y la cobertura
obtenidas de la secuenciacion de las regiones de interés (Figura 25), ademas

permitié observar las variantes encontradas (Figura 26).
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Figura 25. Cobertura y profundidad de la regién rpoB de la muestra 1TB,
mediante el visualizador del software IGV.
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Figura 26. Acercamiento a la variante identificada en la posicion 761,101 del gen rpoB
de la muestra 1TB, mediante el visualizador del software IGV.
d) ldentificacién de variantes:

Para la identificacion de variantes se utilizaron los software SnpEff y SnpSift
(http://snpeff.sourceforge.net/). El primero, se utiliz6 como una herramienta de
prediccion de la variante de anotacion y efecto, es decir, se usé un archivo que
contiene la informacion establecida de cada nucledtido de todo el genoma en
cuestion y predice el efecto que se puede presentar si se tiene una variante en una
posicion determinada. El software SnpSiff se usé como una herramienta para
exportar a hojas de calculo o archivos de texto los resultados obtenidos del software
SnpEff (Figura 27).

H#CHROM  POS ID REF ALT FILTER ANN[*J.ALLELANN[*].EFFECANN[*].IMPA ANN[*].GENE ANN[*].GENE
NC:000962 761101 . A C C nosynanymus MODIFIER rpoB  Rv0667
NC:000962 2154724 C A A nosynanymus MODIFIER katG  Rv1908c
NC:000962 2155503 . G A A Synonymus Low katG  RV1908c
NC:000962 2156025 . G T T synonymus LOW katc  Rv190&c

Figura 27. Variantes identificada en la muestra 1TB, mediante los software SnpEff y SnpSift.

V. Prediccion del impacto funcional de las variantes genéticas obtenidas como
no sinénimas:

Esta prediccion se realizd mediante el software Protein Variation Effect Analyzer

(PROVEAN, http://provean.jcvi.org/index.php). El cual se utilizd para determinar si

una variante no sinénima afecta o no a la funcién de la proteina. Esta prediccién se
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estableci6 mediante un umbral basado en las versiones de referencia y de la
variante de una secuencia, con respecto a los homdlogos de secuencia obtenidos de
la base de datos de proteinas del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) a través de Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Con este software
se calculé la probabilidad de que la variante altere (score < -2.5) o no afecte (score

>-2.5) la funcion de la proteina en cuestién (Figura 28).

PROVEAN Result (Download)

PROVEAN Prediction - Job ID: 289851152093340

+ Query sequence (fasta)
+ Supporting sequence set used for prediction
Number of sequences: 625 (fasta, E-values)
Number of clusters: 30
+ Score thresholds for prediction
(1) Default threshold is -2.5, that is:
-Variants with a score egual to or below -2.5 are considered "deleterious,”
-Variants with a score above -2.5 are considersd "neutral.”
(2) How to use a more stringent threshold.

PROVEAN score Prediction (cutoff= -2.5)

Q510P -5.594 Deleterious

+ Submitted at 17:52:18 EDT, Sunday, May 17, 2015
» Started at 17:57:35 EDT, Sunday, May 17, 2015
« Finished at 17:58:20 EDT, Sunday, May 17, 2015

* The results are kept for 48 hours.

Figura 28. Reporte de la prediccién funcional de la variante identificada en el gen rpoB de la muestra
1TB, mediante el software PROVEAN.
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7.5 Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa IBM SPSS Statistics 21.

- Descripcion de la poblacion de estudio:

Se calcularon las frecuencias de las variables clinico-demogréaficas.

- Establecimiento de la metodologia de extraccion:
Se determinaron las diferencias de las varianzas de las concentraciones obtenidas
de los diferentes métodos extraccion a partir de muestras independientes, para ello
se realiz6 la prueba ANOVA de un factor, con un valor de significancia de p=0.05.
Para determinar que método fue el que genero la diferencia estadistica se realizd

una prueba Post hoc, la prueba de Tukey.




Ariadna Betsabe Arroyo Vargas

8. RESULTADOS.

a) Caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes reclutados:
La seleccidn de pacientes se realizd en la Clinica de Tuberculosis del INER teniendo
un total de 6 pacientes con TB con y sin FR, de los cuales se recabd su informacién
y se determind la frecuencia de las variables medidas (Cuadro 8). El resumen de las

variables clinico-demografica de los pacientes se establece en el Cuadro 9.

Cuadro 8. Frecuencia de las variables medidas en los pacientes.

. Pacientes
Variables N=6

Edad 42.3+6.9
Sexo

- Hombre 5 (83.3%)

- Mujer 1(17.7%)
Lugar de residencia

- Oaxaca 1(17.7%)

- Veracruz 2 (33.3%)

- Distrito Federal 2 (33.3%)

- México 1(17.7%)
Factores de riesgo

- Diabetes 3 (50.0%)

- Contacto 1(17.7%)

- Alcoholismo 2 (33.3%)

- Humo de lefa 2 (33.3%)

- Tabaquismo 2 (33.3%)

Tipo de caso
- Previamente tratado 2 (33.3%)

- Sin tratamiento 4 (66.7%)
Baciloscopia

- Negativa 1(17.7%)

- Positiva 1+ 2 (33.3%)

- Positiva 3+ 3 (50.0%)
Perfil de susceptibilidad

- Sensible 4 (66.7%)

- Farmacorresistente 2 (33.3%)
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Cuadro 9. Descripcion de los pacientes que participaron en este estudio.

Lugar de Factores de Tipo de . . Bacteria Perfil de Resistencia
Muestra Edad Sexo : . . Baciloscopia . oo .
residencia riesgo caso aislada susceptibilidad fenotipica
1TB 37 Mujer Oaxaca Diabetes PT Positivo 3+ CMTB Polirresistencia R,Z
2TB 38 Hombre Veracruz Contacto PT Positivo 1+ CMTB MFR H,R,Eto
Alcoholismo
Humo de
lefia
3TB 51 Hombre Veracruz Diabetes ST Positivo 3+ CMTB Sensible -
Tabaquismo
4TB 48 Hombre Distrito Ninguno ST Positivo 3+ CMTB Sensible -
Federal
5TB 34 Hombre Estado de Diabetes ST Negativa CMTB Sensible -
México Humo de
lefia
6TB 46 Hombre Distrito Tabaquismo ST Positivo 3+ CMTB Sensible -
Federal Alcoholismo

PT: previamente tratado; ST: sin tratamiento; CMTB: complejo Mycobaceterium tuberculosis; MFR: multifarmacorresistente;

R: rifampicina, Z: pirazinamida; H: isoniazida, Eto: etionamida.
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b) Establecimiento de la metodologia de extraccion de ADN a partir de muestras

de expectoracion:

Se emplearon 4 metodologias buscando el enriquecimiento de la extracciéon de ADN
de MTB, para establecer la eficiencia de estos métodos se determind la

concentracion obtenida de la extraccion, el rendimiento

concentracidon de ADN extraido

(%R = S ———— x100), su pureza (Cuadro 10) e integridad.
Cuadro 10. Comparacion de los métodos de extraccion utilizados™.
Métodos de extraccion Concentracion Pureza Rendimiento
N=4 (ng/uL) (260/280nm) (%)
a) Columnas, Qiagen DNeasy 142+ 111 14+04 3.8+29

Blood & Tissue Kit.
b) Perlas, ZymoBead Genomic

D) Perias 28.4 + 25.0 1.0£0.2 6.7+6.6
¢)Proteinasa-lisozima/fenol- 104.9 % 70.9 1.7+0.1 28.0 + 18.8
cloroformo

d) DNAsa y fenol-cloroformo 34.8427.8 1.6+0.1 122+74

* Realizado a partir de 6 muestras de expectoracion de diferentes pacientes.

El método de columnas ofrecié un rendimiento del 3.8% y una pureza de 1.4,
mientras que el método de perlas dio un 6.7% de rendimiento y una pureza de 1.0,
estos valores obtenidos se encontraron por debajo de los requerimientos para llevar
a cabo la SNG. A diferencia de los métodos basados en la extraccién con fenol-
cloroformo, siendo el método que se realizé con el tratamiento de proteinasa—
lisozima el que dio un mayor rendimiento del 28%; en comparacion con el
tratamiento con DNAsa con un 12.2%, ambos métodos ofrecieron una mayor pureza

de 1.7 y 1.6 respectivamente (Cuadro 10).

Para confirmar la presencia de ADN de MTB en la extraccion y su integridad, se
realizé una PCR en tiempo final, mediante la amplificacién de regiones de algunos
genes como katG y embB (Figura 29). En el caso del gen katG (450 pb) todas las
extracciones amplificaron, pero cuando se traté de amplificar un fragmento de mayor
tamano como el del gen embB (490 pb), las bandas de amplificacién de los métodos

comerciales se observaron mas tenues o incluso no se observd amplificacion, en
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comparacién con las metodologias que se basaron en la extraccion con fenol-

cloroformo.

katG (455 pb)

embB (490 pb)

Figura 29. Amplificacion genes de Mycobacterium tuberculosis de la muestra 3TB,

por los diferentes métodos empleados de extraccion.

CN: Control negativo; PL&F: Proteinasa-lisozima/fenol-cloroformo; D&F: DNAsa/feno-cloroformol;

P: Perlas; C: Columnas; CP: Control positivo.

De acuerdo al analisis estadistico realizado mediante la prueba de ANOVA de un

factor (Cuadro 11), se establecié que de los métodos comparados al menos uno es

diferente estadisticamente debido a que se obtuvo una p=0.004, que esta por debajo

del nivel de significancia del 5%.

Cuadro 11. Resultados de la prueba de ANOVA de un factor.

Suma de

Media

cuadrados gl cuadratica Sig.
Inter-grupos 29577.660 3 10086.04 6.16  0.004
Intra-grupos 35175.373 20 1637.11
Total 64753.033 23
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Figura 30. Comparacion de las medias de las concentraciones obtenidas, de acuerdo al método de

extraccion de ADN empleado.

Por lo cual se procedié a hacer la prueba de Tukey para determinar que método o

métodos fueron diferentes entre si, dando como resultado que los métodos se

agruparon en dos subconjuntos, donde se observd que el método proteinasa-

lisozima/fenol-cloroformo fue el que difiri6 a los otros tres métodos, que a su vez

estos tres métodos fueron iguales teniendo una p=0.314 (Cuadro 12). Lo anterior se

confirmd al analizar el grafico de “boxplots” (Figura 30), donde se observaron

similitudes en el comportamiento de las medias entre los métodos de DNAsa/fenol-

cloroformo, perlas y columnas, a diferencia del método de proteinasa-lisozima/fenol-

cloroformo.

Cuadro 12. Determinacion de subgrupos, prueba de Tukey.

N Subconjuntos
GRUPO para alfa=0.05
1 2 3
Proteinasa-lisozima/fenol-cloroformo 6 104.9 -
DNAsa/fenol-cloroformo 6 - 34.81
Columnas 6 - 14.21
Perlas 6 - 24.95
p-valor - 1.00 0.314
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Al hacer las comparaciones multiples (Cuadro 13), se observd que el método de

proteinasa-lisozima/fenol-cloroformo fue casi igual al método de DNAsa-lisozima/fenol-

cloroformo (p=0.048). Los métodos DNAsa-lisozima/fenol-cloroformo, columnas y perlas

fueron iguales entre si (p>0.05) y su vez estos difirieron al método proteinasa-

lisozima/fenol-cloroformo.

Cuadro 13. Comparacion multiple de los métodos empleados, mediante la prueba de Tukey,

Grupos Grupos leerenc_las p-valor
de medias

Proteinasa-lisozima/ DNAsa/fenol-cloroformo -70.1 0.048
fenol-cloroformo Columnas -90.7 0.011
Perlas -80.0 0.026
Proteinasa-lisozima/fenol- -70.1 0.048

DNAsa/ cloroformo
fenol-cloroformo Columnas -20.6 0.123
Perlas -9.9 0.533
Proteinasa-lisozima/fenol- -90.7 0.011

Columnas cloroformo
DNAsa/fenol-cloroformo -20.6 0.123
Perlas 10.7 0.360
Proteinasa-lisozima/fenol- -80.0 0.026

Perlas cloroformo
DNAsa/fenol-cloroformo -9.9 0.533
Columnas 10.7 0.360

c) Extraccién de ADN y su control de la calidad:

De acuerdo a los resultados anteriores se establecié que el mejor método de

extraccion fue el de proteinasa-lisozima/fenol-cloroformo. Por lo tanto, se realizé la

extraccién de las todas las muestras con dicho protocolo.

De cada muestra se obtuvo una concentracion de ADN con una media de 87.7ng/uL

y una pureza con una media de 1.73 (Cuadro 14). Se realizé la amplificacién de

todas las muestras del fragmento de la region de katG (455pb) y de una region de

mayor tamano como la del gen rpoB (543pb), lo que garantizé una mayor integridad

del ADN extraido por el método seleccionado. El unico inconveniente fue la aparicion

de bandas inespecificas en algunos producto de PCR, como fue el caso de las
muestras 1TB, 2TB, 4TB y 5TB (Figura 31).
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Cuadro 14. Concentracién y pureza obtenida de las extracciones de ADN a partir de
muestras de expectoracion. Método proteinasa- lisozima/fenol-cloroformo.

Muestra Concentracion Pureza
(ng/pL) (260/280nm)
1TB 117.4 1.67
2TB 714 1.73
ss3TB 74.4 1.66
4TB 52.5 1.86
5TB 120.6 1.71
6TB 90.1 1.79
wIDE 87.7+27.0 1.73+0.1

katG (455 pb)

ladger GCN 11B 21B 3IB 4TB 5IB 6IB

rpoB (543 pb)

Ladder CN 11B 27B 3TB 41B 5TB 61B CP

Figura 31. Amplificacion de genes de Mycobacterium tuberculosis a partir de muestras de
expectoracion.
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d) Establecimiento de las condiciones de hibridacion con las sondas de captura:
El kit SureSelect (Agilent Tecnhologies) fue disefiado primordialmente para un s6lo
microorganismo, es decir exclusivo de MTB. Se establecieron algunas
modificaciones para garantizar la captura 6ptima de las regiones génicas de interés
de MTB. Para ello se prepararon dos bibliotecas una a partir de ADN humano
(2876.7pg/uL) y otra con una muestra positiva a MTB |la muestra 4TB (4,645.4pg/uL).
De estas bibliotecas se tomé el volumen necesario de acuerdo a las

especificaciones para llevar a cabo cada uno de los experimentos (Cuadro 15).

Cuadro 15. Modificaciones del protocolo de hibridacion con sondas de captura
(SureSelect, Agilent Technologies).

ADN Cantida Temperatura Ti ‘s Rendimiento
i iempode Concentracién
Experimento utilizado d de . _de L r hibridacion final . d_e Ia”
p
para la ADN hibridacién (horas) (Pg/uL)* hibridacién
hibridacién utilizado ( °C) Pgid (%)
(ng)
1 4TB 750 65 24 367.15 7.9
Humano
2 (CN) 750 65 24 83.55 2.9
3 4TB 1,500 65 24 3,376.97 72.7
4 4TB 750 68 24 2,082.88 44.8
5 4TB 750 68 40 1,469.08 31.6
Humano
6 (CN) 750 68 40 39.46 14

*Concentracion final de la biblioteca enriquecida obtenida del eletroferograma.
CN: control negativo.

Los productos de hibridaciéon fueron sometidos a una electroforesis capilar,
obteniéndose un electroferograma (Figura 30) y la concentracion final de la

hibridacion. Se calculd el rendimiento de la hibridacion

Concentraciom final de la bibridacion

(%R = x100), para determinar cudales fueron las

Concentraciom de la biblioteca

mejores condiciones para llevar a cabo la hibridacién con las sondas de captura de

genes (SureSelect, Agilent Technologies).

Para los controles negativos se utilizaron bibliotecas a partir de ADN humano, esto
para garantizar que las sondas hibridaron especificamente con ADN de MTB. De
acuerdo a las condiciones de los experimento 2 y 6, se obtuvieron un rendimiento
del 2.9% y 1.4%, respectivamente. Lo anterior indic6 que si hubo una captura de
ADN humano, pero esta fue menor cuando se incremento la temperatura de 65°C
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(experimento 2) a 68°C (experimento 6), lo que sugiere que la hibridacion se hizo

mas especifica.

3
[FUl 4
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[
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oLl \;, ;P‘. | m L Aﬂ sl

40 50 60 70 80 90 100 110
Pares de bases (pb)

Figura 32. Electroferograma de las diferentes condiciones utilizadas para la optimizacion de la
hibridacién con las sondas de captura de genes (SureSelect, Agilent Technologies), mediante el
software 2100 Expert.

En el protocolo inicial se indico la utilizacion de 750ng de biblioteca, 65°C y 24 horas
de hibridacion (experimento 1) ofreciendo un rendimiento del 7.9%, que fue menor
de lo esperado. Cuando se aumento la cantidad de biblioteca utilizada (experimento
3) de 750ng a 1,500ng de biblioteca, con 65°C y 24 horas de hibridaciéon se
incrementd el rendimiento a 72.7%. Cuando se incrementd la temperatura de
hibridacién (experimento 4) al utilizar 750ng de biblioteca, 68°C y 24 horas de
hibridacién, se obtuvo un rendimiento del 44.8%. Al aumentar la temperatura y
tiempo de hibridacién (experimento 5) al utilizar 750ng de biblioteca, 68°C y 40
horas de hibridacion, se obtuvo un rendimiento del 31.6%.

En el electreferograma (Figura 30) se observaron diversas campanas obtenidas a
partir de la electroforesis capilar, a partir de cada uno de los productos de hibridacion
de cada experimento y aquella campana que dio el punto mas alto, fue el
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experimento con el que se obtuvo una mayor concentracion de biblioteca
enriquecida con las regiones génicas de interés, siendo este el experimento 3 el que
dio un mayor rendimiento. Sin embargo, debido a lo observado en los controles
negativos, el aumento de la temperatura de hibridacion disminuy6 la captura de ADN
humano, por lo tanto se eligieron las condiciones del experimento 4 (750ng de
biblioteca, 68°C y 24 horas de hibridacion) debido a que el aumento de la
temperatura hizo mas especifica la captura con las sondas de captura de genes

(SureSelect, Agilent Technologies).

Una vez seleccionadas las mejores condiciones de hibridacién se prepararon las
bibliotecas, enriquecidas en cuatro genes y una regién promotora de MTB asociadas

a la resistencia a H y R, a partir del ADN total de 6 muestras de expectoracion.

e) Analisis bioinformatico:

- Lecturas obtenidas de la secuenciacion.
Los parametros establecidos para la realizacion de la secuenciacion en el equipo
MiSeq (lllimina) fueron: profundidad de 20x-200x, cobertura >98%, lecturas “paired-
end” con un tamafo de lectura de 150 nucledtidos. Debido a que la secuenciacién
fue “paired-end”, se obtuvieron dos lecturas por cada muestra, una lectura sentido
5—3’ (R1) y la otra lectura antisentido 3’5’ (R2).

Se realiz6 el analisis de calidad de las lecturas obtenidas en el software FastQC, se
obtuvo informacién como: calidad, total de lecturas, el tamano de lecturas y el
contenido de G y C. En la Cuadro 16 se indica los parametros obtenidos de cada
una de las 6 muestras analizadas. En cuanto a la calidad, estas se definieron en
aquellas lecturas que tuvieron una Q=30 (1 error cada 1,000 bases), que se observo
en cada una de las figuras en la zona de color verde. Sin embargo, en todas las
lecturas al final de estas se observé un decaimiento de la calidad, lo cual fue un
indicativo de lecturas de mala calidad que fue inherente al proceso de

secuenciacion.
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Cuadro 16. Lecturas obtenidas de la secuenciacion.

Muestra Parametro R1 R2

1TB Lecturas 493,075 ST 493.075
totales fEI.EEHE@HE/‘TT%ﬁ%ﬁ%T | ﬁﬂﬁiﬂ

Tamaio 35-151 35-151
de las
lecturas

%GC 57 57

2TB :_:tc;tlzgas 257,676 ﬁﬁﬁﬁwﬁﬁ%ﬁﬁﬁm 257,676

Tamaiio 35-151
de las
lecturas

35-151

%GO 56 T o s TP 56

3TB Lect 212,833 T 212,833
totales i

Tamaio 35-151 -_
de las g “
lecturas :

35-151

%GC 63 PEI T eT e e e e s 63

Tamano g
de las 35-151 ; 35-151
lecturas !

" g ™
“ I Wil | ‘

%GC 62 rmmnerosserEsEe 62 1L LILIERRARANNNEE]

TTTTTTTTTTTTTTT

T s : B,
5TB  Lecturas 344,145 el I \‘Tﬁﬁﬁ 1| 344,145 ;ﬁﬁﬂ?ﬂ‘”%

totales

Tamaio 35151 35151 ! H
de las g !
lecturas

Tamafio  35-151 - 35-151
de las 4 1
lecturas

%GC 63 TR R 63 HLRLRRRRRRNRURNRNNN
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Por cada muestra se obtuvo un promedio de 600,320 lecturas, no obstante, se
esperaba que todas las lecturas tuvieran un tamafno de 150 nucledtidos, de los
cuales se obtuvieron lecturas que van desde los 35 a los 151 nucledtidos. El
contenido de G-C en el genoma de MTB se encontré alrededor de 65%,

obteniéndose un promedio de 59% de esta relacion (Cuadro 17).

Cuadro 17. Promedios de los parametros obtenidos por muestra.

Total de lecturas Tamano de Contenido de
(R1+R2) lecturas G-C (%)
600,320 35-151 59

nucleoétidos

- Pre-procesamiento de las lecturas de secuenciacion.
De acuerdo al reporte obtenido del software FastQC (Cuadro 17) se observaron
lecturas de baja calidad (Q<30), por lo cual se realizé el filtrado de las lecturas
crudas, cortando el extremo de menor calidad dejando que al menos el 90% de las
lecturas que tuvieran una Q=30. Ademas se incluyd la remocion de lecturas
provenientes de adaptadores. De este proceso se perdieron alrededor de 33.1% de
lecturas totales, dejando un promedio de 414,967 de lecturas (67.9%) para los

posteriores pasos del analisis bioinformatico (Cuadro 18).

Cuadro 18. Filtrado de las lecturas obtenidas de la secuenciacion.

Alineamiento

Total de Pre- ADN humano Lecturas
. . . con genoma
Muestra lecturas | procesamiento filtrado filtradas
de MTB
crudas

Lecturas % Lecturas % Lecturas % Lecturas %

1TB 986,150 | 744,466 75.5 87,402 89 657,064 ©66.6 331,854 33.7

27TB 515,352 | 376,910 73.1 5,296 1.0 371,614 721 216,194 42.0

3TB 425,666 | 273,364 64.2 19,494 46 253,870 596 216,204 50.8

47TB 573,820 | 371,646 64.8 48,989 8.5 322,657 56.2 258,883 45.1

5TB 688,290 | 472,202 68.6 184,424 26.8 287,778 418 171,570 249

6TB 412,642 | 251,214 60.9 8,015 1.9 243,199 58.9 198,543 48.1

Promedio 600,320 | 414,967 67.9 58,937 8.6 356,030 59.2 232,208 40.8

*Porcentajes establecidos a partir del total de lecturas crudas.
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El siguiente paso fue la filtracion del ADN humano y de acuerdo al establecimiento
de la hibridacion con las sondas de captura de genes (SureSelect, Agilent
Technologies), se observd que estas sondas capturaron ADN humano con un
rendimiento del 1.4% (Cuadro 15), lo que pudo impactar en el proceso de
secuenciacion, ya que al filtrar las lecturas en promedio se obtuvieron que el 8.6%

correspondieron al ADN humano (Cuadro 18).

A partir de las secuencias filtradas, se realizd el alineamiento con el disefio de las
sondas de captura de genes y el alineamiento con el genoma de referencia de MTB
(H37Rv), con lo que se asegurd que todas las lecturas sobrantes correspondieron a
MTB, de las cuales se obtuvieron un promedio del 40.8%, es decir menos de la

mitad de las lecturas totales obtenidas de la secuenciacion.

Después de realizar el alineamiento con el genoma de referencia de MTB (H37Rv),
se obtuvieron las profundidades y coberturas de cada una de las muestra que fueron
analizadas (Cuadro 19), mostrando que en promedio se obtuvo una profundidad de
125.7X, es decir que las regiones de interés fueron secuenciadas 125.7 veces con

una cobertura del 100%.

Cuadro 19. Profundidad y cobertura obtenida de cada una de las muestras.

M Lecturas alineadas con el Profundidad Cobertura
uestra .
genoma de referencia (X) (%)
1TB 331,854 179.7 100
2TB 216,194 117.0 100
3TB 216,204 117.1 100
4TB 258,883 140.2 100
5TB 171,570 92.9 100
6TB 198,543 107.5 100
Promedio 232,208 125.7 100

En las figuras 33, 34 y 35, se muestran las coberturas y profundidades de las
regiones analizadas de cada una de las muestras. Donde la altura de las barras
grises representd el numero de lecturas que cubren cada posicion y se marcaron
con color las variantes encontradas (rojo: T, azul: C, verde: A, café: G), definidas

como aquellas posiciones donde el nucledtido difiere de la referencia en mas de 10

de lecturas de buena calidad.
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rpoB

A

e 3512bp

Figura 33. Profundidad y cobertura del gen rpoB de Mycobacterium tuberculosis.
Utilizando el visualizados del programa IGV.

katG I e
a 2,154,000 bp 2154200 bp 2,134,400 bp 2134500 bp 2.454.800 bp 2,155,000 bp 2,155,200 bp 2,155,400 bp 2155 500 bp 2155800 bp 2156 900 bp
o 188
1TB
2TB
3TB
4TB
5TB
6TB
Figura 34. Profundidad y cobertura del gen katG de Mycobacterium tuberculosis.
Utilizando el visualizador del programa IGV.
Operon ' 1,809 bp
mabAﬁnhA 00 bp 1,673,400 bp 1,673 600 bp 1,673,800 bp 1,674,000 bp 1674200 bp 1,674,400 bp 1674600 bp 1,674,800 bp

Promotor

Figura 35. Profundidad y cobertura del operéon mabA/inhA de Mycobacterium tuberculosis.
Utilizando el visualizador del programa IGV.
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- Variantes genéticas identificadas.

De acuerdo al visualizador de IGV, se observaron el total de variantes encontradas
por cada muestra, que se resumen en la Cuadro 20. Teniendo que en la muestra
1TB y 2TB se identificaron cuatro variantes, a diferencias de la muestra 6TB que
s6lo se identificdé una variante. En las muestras 3TB, 4TB y 5TB no se identificaron

ningun tipo de variante.

Cuadro 20. Variantes totales identificadas por muestra.

Muestra Gen Va"?'.]te T|p_o de Posicion
genética variante
1TB rpoB A/C SNV 761,101
katG C/A SNV 2,154,724
G/A SNV 2,155,503
G/T SNV 2,156,025
2TB rpoB cIT SNV 761,155
katG CIT SNV 2,155,346
inhA cIT SNV 1,674,303
mabA/inhA cIT SNV 1,673,425
3TB - - - -
4TB - - -
5TB - - -
6TB rpoB CIT SNV 760,115

Posterior a la identificacion de variantes, de acuerdo a la platilla de anotacion de la
base del software SnpEff utilizando la referencia de MTB (H37Rv), se determinaron
los cambios obtenidos al tener una variante en cierta posicion de acuerdo al
nucledtido cambiado. Esta determind si la variante identificada cambia o no la
codificacion del aminoacido (variante sinénima o variante no sinénima) y por ende el
impacto en la proteina. Se realizé una prediccién del efecto funcional de las
variantes no sindénimas, mediante el software PROVEAN donde se determind, si el
cambio de aminoacido afecta o no a la funcion de la proteina en cuestion (Cuadro
21).
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Cuadro 21. Variantes genéticas identificadas en las regiones gendmicas de interés.

Variante

Cambio de

Prediccion

Concordancia

Muestra Gen genética Posicion aminoacido Efecto en PFS con PES
1TB rpoB A/C 761,101 GIn432Pro- No sinénima Afecta la Resistente Si
GIn510Pro* funcién aR
katG C/A 2,154,724 Arg463Leu No sinénima No afecta la Sensible a Si
funcién H
G/A 2,155,503 Thr203Thr Sinénima -
GIT 2,156,025 Pro29Pro** Sinénima -
inhA - - - - -
mabA - - - - -
mabA/inhA - - - - -
2TB rpoB CIT 761,155 Ser450Leu- No sinénima Afecta la Resistente Si
Ser531Leu* funcién aR
katG CIT 2,155,346 Ala256Thr** No sinénima Afecta la Resistente Si
funcién aH
inhA CIT 1,674,303 Ala34Ala** Sinénima -
mabA - - - - -
mabA/inhA CIT 1,673,425 -15 Intergénica -
3TB rpoB - - - - - Sensible a Si
R
katG - - - - - Sensible a Si
H
inhA - - - - -
mabA - - - - -
mabA/inhA - - - - -

* Variante determinada de acuerdo a la nomenclatura de Escherichia coli,

**Nueva variante identificada.

*** Prediccion en funcion del producto de codificacion de cada gen, establecido por el programa PROVEAN.

PFS: Prueba de farmacosensibilidad; H: isoniazida; R: rifampicina.
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Cuadro 21. Variantes genéticas identificadas en las regiones gendmicas de interés. Continuacion.

Muestra Gen Variflr)te Posicién Ca.mbi'o .de Efecto Pred*i*cicién PFS Concordancia con
genética aminoacido PFS
4TB rpoB - - - - - Sensible Si
aR
katG - - - - - Sensible Si
aH
inhA - - - - -
mabA - - - - -
mabA/inhA - - - - -
5TB rpoB - - - - - Sensible Si
aR
katG - - - - - Sensible Si
aH
inhA - - - - -
mabA - - - - -
mabA/inhA - - - - -
6TB rpoB CIT 760,115 Asp103Asp- Sinénima - Sensible Si
Asp184Asp* aR
katG - - - - - Sensible Si
aH
inhA - - - - -
mabA - - - - -
mabA/inhA - - - - -

* Variante determinada de acuerdo a la nomenclatura de Escherichia coli,

**Nueva variante identificada.

*** Prediccion en funcion del producto de codificacion de cada gen, establecido por el programa PROVEAN.
PFS: Prueba de farmacosensibilidad; H: isoniazida; R: rifampicina.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS.

a) Caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes reclutados:

Las muestras de expectoracion se obtuvieron a partir de cinco pacientes del sexo
masculino (83.3%) y una de un paciente del sexo femenino (16.7%). El intervalo de
edad encontrado fue de 34 a 51 afios, con una media de 42.3 afios. Los pacientes
de las muestras 1TB (Oaxaca, 17.7%), 2TB y 3TB (Veracruz, 33.3%) residen en
estados de alta incidencia de TB, asi como el resto viven en lugares de menor
incidencia, tales como los pacientes de la muestras 5TB (Estado de México, 17.7%),
4TB y 6TB (Distrito Federal, 33.3%).

El factor de riesgo que se observé como el mas frecuente entre los pacientes fue la
diabetes (50%), seguido del alcoholismo (33%), humo de lefa (33%) y tabaquismo
(33%); dejando en ultimo lugar al contacto con personas con TB activa (17.7%). De
acuerdo a la BK realizada en el Laboratorio de Microbiologia del INER, tres de los
pacientes dieron una BK positiva de 3+ (50%), lo cual indicé una alta carga de BAAR
en su expectoracion, se tuvieron dos pacientes (33.3%) con una BK de 2+ y sélo uno
(17.7%) presento una BK negativa, esta ultima no fue indicativo de que el paciente
no expectoré bacilos, sino que la carga bacilar podria ser menor como para ser
detectada por esta técnica debido a su baja sensibilidad. Los pacientes de las
muestras 1TB y 2TB presentaron resistencia a diversos medicamentos (33.3%),
estos pacientes fueron previamente tratados, lo que sugiere que esta resistencia se

pudo haber adquirido, debido a un mal diagndstico o tratamiento?3.

La cepa que se aislé de cada uno de los pacientes correspondié al CMTB, debido a
que la identificacion en un laboratorio de diagndstico sélo puede discernir entre el
CMTB vy las micobacterias no tuberculosas. La unica especie del CMTB que se
puede diferenciar en estas condiciones es Mycobacterium bovis, mediante la
realizacién de la prueba bioquimica niacina, pero con el inconveniente de que para
realizar dicha prueba es necesario un cultivo maduro de al menos 4 semanas de

crecimiento'2:13,
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a) Establecimiento del método de extraccion de ADN.
El método de extraccion con fenol-cloroformo es el método mas empleado, debido al
alto rendimiento de ADN puro que se obtiene, es altamente recomendado para la
extraccion de ADN de MTB#*-%'. Tiene el inconveniente de ser un método
sumamente laborioso y puede ser un poco peligroso para el analista, debido a la
exposicidon a quemaduras o por la inhalacién de los gases téxicos del fenol. Por

estas ultimas razones, se decidid probar métodos comerciales.

Los métodos comerciales de columnas y perlas ofrecieron un bajo rendimiento del
6.8% y del 3.7% respectivamente, asi como una pureza que no cumple con los
requerimientos para llevar a cabo la SNG (A;.; 200 2 1.8). A diferencia de los
métodos basados en la extraccidon con el fenol-cloroformo que ademas de extraer
mayor cantidad de ADN, se pudo enriquecer la presencia de ADN de MTB. Las dos
variantes que se hicieron a este método, en los cuales se emplearon tratamientos
previos a la extraccion con fenol-cloroformo, por un lado el tratamiento con
proteinasa-lisozima y por otro el tratamiento con DNAsa. El primero dio un mayor
rendimiento del 28%, debido a que estas enzimas liberaron la mayor cantidad de
ADN de MTB, asi como de otros microorganismos que pudieran estar presentes en
la muestra sirviendo como acarreador del ADN de MTB. Mientras que el segundo
tratamiento, que al haber lisado el ADN humano presente en la muestra por accién
de la DNAsa, el rendimiento obtenido fue del 12.2% y aunque fue menor pudiera
estar mas enriquecido con ADN de MTB. Sin embargo, el problema de este método
fue que la cantidad de ADN extraido fue insuficiente para su utilizacién en etapas
posteriores. Por lo tanto, el método que cumplié con las especificaciones para ser
utilizado en la generacién de bibliotecas y por ende en la secuenciacion, fue el

método de extraccion proteinasa-lisozima/fenol-cloroformo.

Al establecer las diferencias entre los métodos de extraccién, mediante la prueba
estadistica de ANOVA de un factor se determindé que al menos un método fue
diferente estadisticamente (p=0.004) y de acuerdo a la prueba de Tukey se
determiné que el método de proteinasa-lisozima/fenol-cloroformo fue el Unico
diferente estadisticamente a los métodos comerciales empleados (p>0.05) y fue casi

igual al método de DNAsa/fenol-cloroformo (p=0.048), esto era de esperarse debido
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a que ambos métodos se basaron en la extraccion con fenol-cloroformo con la

variante en el tratamiento enzimatico realizado previo a la extraccion.

b) Extraccién de ADN y su control de calidad:
Ya establecido el método de extraccion de ADN a partir de muestras de
expectoracion, se procedid a realizar la extraccion de las seis muestras obteniendo
la cantidad suficiente de ADN, entre 200ng y 3ug totales para la realizacién del
protocolo de preparacién de bibliotecas, con una pureza de alrededor del 1.8. Al
determinar la presencia e integridad del ADN de MTB, mediante la amplificacion de
las regiones de los genes katG y rpoB, se observaron bandas inespecificas en
algunas muestras (Figura 29), lo que podria tratarse del ADN de otros
microorganismos, ya que estos genes constituyen a otros genomas bacterianos que
pudieron estar presentes en el ADN total que fue extraido de las muestras de la

expectoracion 6970,

c) Establecimiento de la hibridacion con sondas de captura de genes:
Las bibliotecas enriquecidas se analizaron mediante un electroferograma (Figura
32), a partir de diferentes experimentos realizados, desde lo sugerido en el protocolo
del fabricante (SureSelect, Agilent Tecnhologies) en el experimento 1 (750ng de
biblioteca, con 65°C y 24 horas de hibridacidon) dando el rendimiento mas bajo del
7.9%. Al analizar las curvas obtenidas de los demas experimentos se observo que la
mejor curva fue aquella del experimento 3 (1,500ng de biblioteca, con 65°C y 24
horas de hibridacién), proporcionando la mayor cantidad de biblioteca enriquecida
del 72.7%, la cual tuvo la variante de aumentar la cantidad de biblioteca utilizada de
750ng a 1500ng. No obstante, cuando se observaron los controles negativos que
difieren en la temperatura de hibridacion empleada se observé que en condiciones
establecidas a 65°C (experimento 2) hubo una mayor captura de ADN humano con
un rendimiento del 2.9%, en comparacion del aumento de la temperatura de
hibridacion a 68°C (experimento 6) con el que se obtuvo un rendimiento del 1.4%. Lo
anterior puedo haber impactado en el rendimiento del experimento 3, ya que al
aumentar la cantidad de la biblioteca utilizada, se pudo aumentar la probabilidad de
capturar gran cantidad de bibliotecas que contenian ADN humano disfrazando el

rendimiento obtenido.
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Por lo tanto, la mejor opcion fue aumentar la temperatura de hibridacion para
garantizar la captura de MTB, debido a que en su ADN esta micobacteria posee
alrededor del 65% de G y C'. Esto nos sugiere que necesita una mayor
temperatura alineacion (energia caldrica) de las bases complementarias, para la
formacion de 3 puentes de hidrogeno (triple enlace), contribuyendo a hacer una
captura mas especifica’’-’2. Siendo entonces las condiciones del experimento 4, es
decir la utilizacion de 750ng de biblioteca, 68°C y 24 horas de hibridacién como las
mejores condiciones que fueron empleadas, ofreciendo un rendimiento del 44.8% y
la probabilidad de reducir la captura de bibliotecas con ADN humano. Por lo cual
fueron elegidas estas condiciones para realizar el procedimiento de la hibridacion

con las sondas de captura de genes (SureSelect, Agilent Technologies).

Ya establecidas las condiciones de hibridacién se prosiguié con la preparacion de
bibliotecas y la secuenciacion de los genes rpoB, katG, mabA, inhA y la region

promotora de mabA/inhA, a partir del ADN total de las muestras de expectoracion.

a) Analisis bioinformatico:

Después del pre-procesamiento de las lecturas de secuenciacién, la filtracion del
ADN humano y el alineamiento con el genoma de referencia de MTB (H37Rv), se
obtuvieron un promedio de 600,320 lecturas crudas (Cuadro 18), en promedio el
40.8% de estas lecturas correspondieron al genoma de MTB. Lo anterior puede
estar asociado a lo observado en el PCR realizado para la comprobacion de la
presencia e integridad del ADN de MTB (Figura 24), probablemente es debido al tipo
muestra con la que se trabaj6é, ya que la expectoracidon es una muestra muy
compleja, pues contiene una gran diversidad de microorganismos que muchos de
ellos comparten genes en comun como katG y rpoB, que pudieron ser capturados
mediante las sondas y por lo tanto secuenciados, presentandose un fendmeno
similar cuando se amplificaron por PCR regiones de estos genes dando lugar a la
presencia de bandas inespecificas.

b) Variantes genéticas encontradas:
Las variantes genéticas encontradas se trataron de SNV’s, se identificaron variantes
sindnimas, es decir sin cambios en la codificacion del aminoacido y variantes no

sindnimas, las cuales al sustituir un nucleétido cambié la codificacion a otro
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aminoacido, que depende de la localizacion de la variante y si esta se encuentra en
una region muy conservada la probabilidad de que se afecte la funcion de la proteina

es muy alta, este parametro se evalué mediante el software PROVEAN"3-74,

- Muestra 1TB:
En esta muestra fueron identificadas en total cuatro variantes en los genes rpoB y
katG. En el gen rpoB se determind una variante en la posicién 761,101 (A/C) que
generd un cambio de aminoacidos en la posiciéon 510 (GIn—Pro) en la subunidad
de la ARN polimerasa, afectando su funcién de acuerdo a la prediccion realizada con
el software PROVEAN. Esta variante sélo ha sido reportada en México en un estudio
realizado por Zenteno-Cuevas y colaboradores en el estado de Veracruz®'%?
tomando en cuenta este antecedente y el hecho de que esta muestra provino de un
paciente del estado de Oaxaca, lo que podria sugerir la presencia local de esta

variante en México.

En cuanto al gen katG, fueron identificadas tres variantes, de las cuales dos se
localizaron en las posiciones 2,155,503 (G/A) y 2,155,025 (G/T) que no generaron
cambios de aminoacidos, estos se localizaron en las posiciones 29 (Pro—Pro) y 203
(Thr—Thr) respectivamente, por lo que se sugiere que no afectan la funcién de la
enzima catalasa-peroxidasa. La primera no ha sido reportada en otros estudios y no
se conoce si altere la funcién de la enzima catalasa-peroxidasa, aunque es posible
predecir que no se afecte la funcion por tratarse de una variante sinébnima. La
variante en la posicién 2,155,503 (G/A) ya ha sido reportada en asociacién a la

evolucion del CMTB, sin asociacion a resistencia a H’S.

La tercera variante que se identifico en el gen katG, se encontréo en la posicion
2,154,724 (C/A) que generd6 un cambio de aminoacidos en la posicion 463
(Arg—Leu) en la enzima catalasa-peroxidasa y de acuerdo al software PROVEAN se
predijo que no se afecta la funcion de esta enzima. Esta variante ya ha sido
reportada en otros estudios sin asociacion a la resistencia a H, por lo que la
prediccion esta en acuerdo con lo reportado anteriormente; ademas de que esta
asociada al proceso evolutivo de las micobacterias del CMTB y es caracteristica de
Mycobacterium bovis que sirve como marcador filogenético’®, lo cual se puede

sustentar con el hecho de que la cepa aislada presentd fenotipicamente resistencia
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a Z (Cuadro 9), esta resistencia es intrinseca de Mycobacterium bovis®3, pero para
asegurar de que se trate especificamente de esta micobacterias es necesario la

implementacién de otras técnicas moleculares como el “spoligotyping™”.

Esta muestra presentd una resistencia fenotipica a R, que concuerda con lo
encontrado en la identificaciéon de variantes, ya que la unica variante que tiene un
efecto funcional fue la encontrada en la posicion 761,101 (A/C) en el gen rpoB,
dando un genotipo resistente a R y en el caso de los genes asociados a la
resistencia a H, no se encontré6 ninguna variante que afecte a ninguna de las
funciones de regiones génicas del operén mabA/inhA, prediciendo un genotipo

sensible a H.

- Muestra 2TB:
En esta muestra fueron encontradas en total cuatro variantes. En el gen rpoB se
identific6 una variante en la posicion 761,155 (C/T) que generé un cambio de
aminoacidos en la posicién 531 (Ser—Leu) que de acuerdo al software PROVEAN,
esta variante afecta la funcién de la subunidad B de la ARN polimerasa. Esta
variante ya ha sido reportada y es una de las variantes mas frecuentes asociadas a
la resistencia a R, debido a que se localiza en la region RRDR que ha sido

ampliamente estudiada3%-3,

En el gen katG se identificd una variante en la posicion 2,155,346 (C/T) que generd
un cambio de aminoacido en la posicién 256 (Ala—Thr) en la enzima catalasa-
peroxidasa, esta variante no ha sido reportada en ningun estudio previo y se predijo
que afecta la funcion de dicha enzima de acuerdo al software PROVEAN, lo cual
estableceria una nueva variante asociada a la resistencia a H en MTB, debido a que
variantes en el gen katG generan la principal via de resistencia a dicho farmaco.
Al analizar la presencia de las variantes genéticas en el operdn mabA/inhA se

1 Spoligotyping: Método basado en la presencia o ausencia de 43 secuencias (llamados
espaciadores), dentro de una region especifica del genoma de MTB denominada regién de “repetidos
directos”, esta region esta conformada por secuencias repetidas intercaladas por espaciadores no
repetidos, el conjunto de las secuencias repetidas y un espaciador no repetido dan lugar a la unidad
Variable de Repeticiones Directas, las cuales son altamente variables entre las diversas cepas de
MTB tanto por deleciones como por inserciones. Para su identificacion es necesaria la amplificacion
de la zona “repetidos directos” por medio de PCR utilizando el primer reverso marcado con biotina,
después de la obtencion del material amplificado, este es hibridado con una membrana de nylon con
oligonucleodtidos inmovilizados que se unen covalentemente a los oligonucleétidos de la muestra617,
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encontraron dos variantes, una variante en la posicion 1,674,303 (C/T) en el gen
inhA que no generé cambio de aminoacidos en la posicion 34 (Ala—Ala) en la enoill
ACP reductasa, esta variante no ha sido reportada anteriormente. La otra variante
que se identificd, se encontrd en la regién promotora en la posicion 1,673,425 en el
codén -15 (C/T), esta es una de las variantes mas comunes asociadas a la
resistencia a H y se sabe que aumenta la expresion de la enoil ACP reductasa
sobrepasando el poder inhibitorio de la H, dando lugar a la resistencia a este

farmaco?®'.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la PFS, la cepa que se aisldé de este
paciente fue resistente a R, H y Eto. Al haber analizado el gen rpoB, se identificd una
variante en la posicion 761,155 (C/T) que se predijo como un genotipo resistente a
R, que concuerda con el fenotipo obtenido. Ademas se identificaron dos variantes,
una en la pocion 2,155,346 (C/T) en el gen katG y el cambio de una C—T en la
posicion 1,673,425 de la region promotora del operdn mabA/inhA, lo cual cumplio
con uno de los mecanismos propuestos de la resistencia a H, cuando se tienen
ambas variantes se presenta un mayor nivel de resistencia a H?%3%77_ Otro hecho
importante es que inhA es también blanco de la Eto, la presencia de una variante en
el codén C-15T en la region promotora, esta aumenta la expresiéon de la enoil ACP
reductasa que podria inhibir también a la Eto por una resistencia cruzada®,

correlacionando los resultados de la PFS con el genotipo propuesto.

- Muestras 3TB, 4TB y 5TB:
Al realizar el analisis de estas muestras no se encontraron variantes en las regiones
genomicas analizadas, por lo que los resultados obtenidos del genotipo concordaron
con los resultados de las PFS’s, indicando que en los tres casos se trataron de

cepas sensibles.

- Muestra 6TB:
En esta muestra s6lo se encontré una variante en gen rpoB en la posicién 760,115
(C/T) que no generd un cambio de aminoacidos en la posicion 184 (Asp—Asp) en la
subunidad B de la ARN polimerasa, esta variante ya ha sido reportada sin asociacion
a la resistencia a R’® y se predijo que no afecta la funcion de la subunidad B de la

ARN polimerasa por el hecho de que se tratdé de una variante no sindnima, lo que
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sugiere un genotipo de sensible a R. Este resultado concuerda con lo obtenido a la

PFS, la cual indicé que esta cepa fue sensible a los farmacos de primera linea.

Debido a que el tamafio de muestra empleado fue muy pequefio (N=6), es necesario
aumentarlo para que los resultados puedan ser sometidos a un analisis estadistico y
de esta manera poder establecer tal vez en un futuro una prueba diagnostica. Sin
embargo, con este estudio se demostrd que la tecnologia de secuenciacion masiva o
SNG puede ser utilizada como una herramienta molecular que ofrece informacion
sobre el total de variantes genéticas potencialmente asociadas a FR. Ademas de
que sirvio como prueba de concepto, pues la preparacion de la muestra solo incluye
un paso de extraccion de acidos nucleicos directamente en expectoracion, previo al
analisis genodmico, ahorrando asi semanas de cultivo microbiolégico y PFS. Lo
anterior podria ser aprovechado para en un futuro apoyar el diagndstico y seleccion

de medicamento antituberculosis previo a su administracion.
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10.CONCLUSIONES.

e La técnica proteinasa-lisozima/fenol-cloroformo favorecio la de extraccion de
ADN de MTB a partir de muestras de expectoracion para su posterior
utilizacion en la SNG.

e Se establecieron las condiciones para la preparacion de librerias de
secuenciacion mediante captura de genes con sondas sintéticas (SureSelect
(Agilent Technologies), que consistieron en la utilizacion de 750ng de
biblioteca y 24 horas de hibridacién a 68°C.

e El analisis de la secuencia completa de genes de MTB permitié identificar
variantes genéticas asociadas a FR y otras variantes especificas del CMTB,
obteniéndose tanto variantes ya reportadas asi como nuevas variantes.

e Las variantes genéticas asociadas a resistencia a H y R que fueron
observadas en este estudio concordaron con los resultados de las PFS’s.

e Este estudio demostrd la utilidad de la SNG de ADN como herramienta
molecular, como apoyo de la determinacion de FR, que podria agilizar el

diagnostico y la terapéutica contra la TB.
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11.PERSPECTIVAS.

El estudio realizado permitié la identificacién de variantes nuevas y ya conocidas,
asociadas a resistencia y otras variantes genéticas que se han pasado de

generacion en generacion asociadas a la evolucion del CMTB.

En cuanto a la posible nueva variante identificada en la posiciéon 2,155,346 en el gen
katG en el codon 256, que se predijo que afecta a la funcion de la enzima catalasa-
peroxidasa, es necesario realizar la demostracion bioquimica para confirmar su
asociacion a resistencia a H. Sin embargo, se necesita aumentar el niumero de
muestras para poder evaluar estadisticamente la presencia de esta variante y poder

establecer si es propia de pacientes mexicanos.

El analisis de la FR mediante la secuenciacion de regiones gendmicas completas,
sugiere una alternativa prometedora para apoyar en un futuro el diagnéstico
mediante la generacion de pruebas diagnodsticas rapidas, que puedan ofrecer mayor
informacion acerca de la resistencia a medicamentos y de esta manera contribuir a

la eleccion del mejor esquema terapéutico en cada paciente.

Actualmente, existen investigaciones en el laboratorio de Farmacogendmica en el
INMEGEN que buscan la identificacion de variantes gendmicas en MTB, en mas de

100 genes potencialmente asociados a FR.
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ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado.

INSTITUTD NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORLAS ;
IEMAEL CO5I0 VILLEGAS R
DIRECCION DE INVESTIGAZION fi, lmstern Mol de
_-_"'l Miad ke Cigsd s
e | L)
INER ESTUDID: Andilisis gendmico de farmaco-resistencia en
Mycobacterium fuberctlosis

CARTA DE CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN ESTUDIO DE
TNVESTIGACTON

Tnvitacidn a participar | descripoion del proyecto

Estimado Sefor o Sefora, e ke hace una cordial witacidn para participar @n este eshudio, Fste
forriilario forma parte de un proceso de consentimients informado para un esudio de
imvestigaciin, que ke proparcionsrd informaciin O para decidir 5 dessa o no participar
wiuntariamenta en aste astudic. Por fawar, tome ndo el Hempo que Sea neciesarke paa eer
aste formats, preguntar a la persona que b beinda este documento o al responsabls del
provects de inwvestigacion (ouyos debos aparecen mids adelante) o incluso usbed puede
corsularks con algulen de su confianzi,

Ura vez que ushed haya loido 2l formalario, ¥ se hanan respondido todas sus pregurtas, =
desea participar an esie estudio de Investigacidn =e le pedira que fArme este decumento ¥ se e
anregard una oola del mismao.

Es impartante que sepa que usted que el partidpar en este estudic no afectara su atencdn
rmadica en ese institube, ni lampoco esta renunciande a ninguno de sus derechos legales por
firmar este ferrmulana de consenbimiento.

A continmacicn so fo presentan wna serie de preguntas y respoestas sobre of
proyects, qie fo guiardn para saber 5i deses o no participar en ef estudio,

. éCudles son los objetivos de este estudio?

A wsted le han informads que tene una enfermedad llamada wberculosts pulmonar (TEPL La
TER e5 ung enfermedad infecticsa ocasionada por uma bactena gue e llama Mposbectens
fedarrudoeris (M), La TBP =2 bransmite a trveis de gotitas de saliva cargadas de la bactesia
Guie son axpubeds de lof pedentes enfermes de tubemculosts por lo que las personas cencanas
pustlen respirar estas gotitas v coptagiarse de wbarcuwiosis. La wberculosis a5 una enfenmeded
curalble, una wez gue seoestablece el diagnéstico v & raamients de manera cpartuna,
Larmentablermendn, ¢f tratemionio de la [uberculcsls es largo, requiere de 6 meoses cuando se
trata de una forma sensible a farmaces, pero en presendcia de farmacoresstenda, En Méxioo el
tratamiento de k8 wberculosts es gratuitn aun an ses famas resistentas,

B proposto de esle sstudio of investiger e (dentficar fas variantes gendticas en 200 genes de
la bactesia que causa |8 heberculosis (Myocobacdenum bdencoienis) ¢ que palencakments
padrian estar ascdados a Frmaco-resstencia.

En este provects, se plantea estudiar 100 pacientes con disgndstico de TEP: 50 pacientes con
TS farmacorest=tente y 50 con TB farnacosenshle

| b e
2. &Por qué ma han pedide que participa? AT
I:-. b Ll |
i IRtk 29i4
e,
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2. iPor que me han pedido que participe?

Usted ha sdo diagnosticado con tuberculesis, par lo que queremos analizar una muestra de su
saliva para poder estudiar la informackn de sus genes, y una musstra de U expectorackn
(Mema) parg cbtenes Informadon gamrdtica de la bacteria que caus la tubercuiosis, ¥ de asta
manera ver la Inberaccon cnkre ambeas.

Tambin s k= invile a pesticipar porgue al reskdir en Miéxdco, guersmas identificar si hay una
relacian entre las distntas cepas de la bacteria v la regidn geoerafics de donde usted proviene.

3. £En qué conslste mi participacion?

Para participar en este estudio, so lo sclicttaran 2 muestra de axpectoracion (flema) antes de
iniclar & tratamianto de la hberoulosis, ademds se lo sold@asd una muestra de safva la cual so
olbtendrd mediante un hisepo (0 bastondlio de algodtn} gue se frotard en o interice de 8 boo,
Este procedimiants ro sard dolorosn, na representa nngin riessgo v me bendrd ningunas molestia
COMD consecLencis dal mismo,

También sa colectardn sus datos personades v B informacion de su egpediente dinico gue
inclurd su adad, diagrestics, historial de enfermedades, ratamlentos madicos ¥ respussta a
ratamisntas,

4. {Cuales son los rlesgos posibles a los que me enfrento por participar en
al estudio?

La toma de muestra de expecteracidn (flema) no tiene ningun resgo. La toma de muestrs de
saliva vfo mucssa no lishe resgos, sin embargo usted presentad una pequeds molesta ol
mamente de frobar @ hisopo en la boca. BEs importante que sepa que asta muesa 52 omad
cof edquipa totalments nuses v esterilizada v serd reallzade por personas capadiadas pam allo

5. éCuales son los beneficios que obtengo por participar en el estudio?

Usted ma recibird beneficios personales por su partidpacidn en el estudio. La principsl ramin por
@ cusl qulera participar en 2l sstudio o5 B de contribuir @ gue se tengs un conocimiento mas
profundo sobre la enlermedad v |3 interaccitn gendtica entra los humanos y b bactera que
calisa | lubsreulesis. Leg resultados de este estudic podean ser de wtilided para enoontrar
rejores formas de disgnosticer la enfesrmedad ¥ la presencia oe tuberculosis farmaoo
resistents, para que de estio manera ks pacentes afectades puedan secibic tratamierts
opartuno ¥ adecuado. Su participacion  ayudard a otros pacientes con |3 misma eafermedsd
que usted en Miwico v en el resta del mundo,

Usted no rechire reportes personakes acerca de s resultedas gendtices. o hallazgos que se
encuentran en su muestra.

6. éTimne algin costo participar en el estudio? iSe me pagard por
participar? el :
; : T iy
Participar en este estudio de irmestigacdn mo tens nquuhL i, usted no pagara ninguno de
Ios msbudios que sa realizadn en el lebodario de inw:;lt_gﬁ} Los, rostns serdn pagadas par

§ S

1 s 0w b
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muestras de expectoracidn (lema) sord utilizada para este fin, o costo del estudio estard
cubierto por el proyecto de inveshigagdn v se le entregard una copia de los resultadaos.

Usted, wicarmente tendra gue cubir los costos de su atencidn midica y de s estudios de
nbaratonia que le salicite su médcn durante su tratamients v & saguirmienta de acuerds a la
clasficacion sociceconimica que s le atorgue.

Usted no recibirad ningln pago, nl incentivo por [z partidpadcn en e estudio, su participacidn es
voluntaria y atruista.

7. iParticipar en este estudio afecta el tratamiento que voy a recibir?

Es importante que este informado gue participer en esto estudio no afecta para nada el
tratamiento antituberoulosis que usted va a recibir.

H tratemiento de |a tuberoulosis an Méxien s gratuito, aun en sus formes resistentes.

B. iComo se manejaran mis muestras y registros meédicos?

Las muestras e informacidn personal obtenida para partdpar en este estudio es totalmenta
confidenciad. Las muesttas de esputo y de muoosa asl como los registros médicos serdn
mascadas con un oédigo (codificedos) para su seguimiento v con & fin de mantener |a
confidencizidad. Todos ks datos Inicabes serdn deposttados en una bese de datos segura,
donda siio un grupo de investigadares y médicos autorizades, que =& han compromeatido a
proteger los datos de los particpantes en ef estudo, tendrén socess @ la base de datos, Nadie
que no esté sutorzado poded tener acceso a su informacin,

9, iA donde irdn mis muestras e informacion?

Las muestras de saliva v expectoraciin (flema) codficadas, g decir, mo eliguelsdes con s
nomiire sing dentificadas por oodigo, serdn procesades en el Instituto Macional de
Medicina Gandmica y ol que cuenta con & eguipo v & personal capacitedo pars mantensr o
resguards de sus muestras v de su infarmacidn parsonal.

Heremos todos los esfuerzos posibles para mantener sus datos confidenciales. Selo un grupo
pequeno de iwestigadores tendran acceso a la informacion v estos s mantendridn bajo
resguardo.

10. {Seré contactado (a) de nuevo en el futuro?

S oen @l furo 52 regulere alterer ung muestra adicions, para analizar la presenca de la
bacteria de tubsrculosis @n su cuerpo o se requiere informaddn adiclonal acerca de su estado
& splud, ung perscna del INMEGEN o del INER ko contactara si usted acepta,

11. £Y si en el futuro ya noe desao continuar an el estudio?
Ushsdmlltwededejdlrsldeseapmndparommgwmmﬁg feEkighCi
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momanto que ko decida. En aste casg, sus muestras de sallva v muossa, v odos los datas
clinicos ligadas a las muestras seran destruicks. Por razones de bicseguridad, su muestra no le
pusde ser devuelta baje ninguna circunstanda,

1% iDdnde puedo acudir si requiero mayar informacidén acerca del
astudio?

Fue nocesanio utilizar lenguaje Lichico en este formate da consantimienta informado, si dene
Alguna pregunts sobre la participacidn em este eshidlo o & cree que ha suffido una lesion
relacionada con 18 investigecidn, puede comtactar a kas Investigadones a cango:

Dra. Marceta Muior Torrion

Imvestigador en Clencias Madicas A

Instituto Macional de Enfermedades Respiratorias (TMER)
Calzada de Tlalpan 4502, Cal, Seccidn ¥v1 CP. 14080
Meéxion D.F.

Tal.: BEETLT1L

Dra. Minerva Mata Rocha

Irnvestigador en Cenclas Médicas B

Institigo Meconal de Medicing Gendmica (INMEGEN)
Parilérics Sur 4809, Col. Arenal Tesepan C.P. 14610
Meion [F.

Tel: 5350 1900 Exr 121%

5l tiene algura pregunta sobme sus derechos oomo sujeto de ura imvestgacan, puedo lamar a;

Dirie. Rocfo Chapela

Presidents ded Conseje de Reision Institucianal
Institubo Macional de Enfermeskades Respiratoras (TNER)
Tizl,: Go-54E717032

ACUERDD PARA PARTICIPAR

S Usted ha leide este formato, estd de souerdo en paficipar, sabiondo que o5 libre para
harks & no hacetlo y que esto no ofectana su atendon miédica, por favor escriba su nombre
complebn, firme &0 el soacio corespondionte v escriba b fecha, Esto se hace por duplicads,
para que usted reciba una copia del documento,

fombre del sujebo;

Frmna del sugeto:_
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[InvestigadonPersona que ottiene o consentinmisnto!

Firma: _ Fecha

Testige 1

HMombre:

Finmaz . Facha:

Firma del testigo 2

[amnbras

Finma: Fatha

US0 FUTURO DE MUESTRAS DE SANGRE O TENDO S0BRANTES
O INTENCTON DE CONSERVAR LAS MUESTRAS:
Escriba s iniclales en cada una de las skpuientes afirmacianes que splique en Su Ccaso:

Los imvestigadores del estudio puedan comunicorse con usted en o futuro pard gue participe en
etudios de investigacion adicionakes,

i Ma

s mussiras de sangreftajido 52 pueden conservar para edudios futupos.
o [£5)

Comprende gue & md QUSRS QUE SUS MLSSTES 50 COMSeman y Soousen an estudies futuros, na
podrd participar &N eqie estidio.
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Anexo 2. Cuestionario utilizado para la recoleccion de informacion demografica de

cada uno de los pacientes y resultado de las pruebas microbiolégicas.
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Apéndice 1. Enriquecimiento de bibliotecas (SureSelect) y secuenciacion por
sintesis (lllumina).
b) Enriquecimiento de bibliotecas (SureSelect, Agilent Technologies):

El enriquecimiento de SureSelect, es un conjunto de sondas de ARN que son
complementarias a las regiones de interés (Figura 1a) que se desean analizar
mediante la secuenciacion de ADN. Previamente se debe realizar el proceso de
generacion de bibliotecas (Figura 1b) mediante la fragmentaciéon del ADN,
reparacion de extremos, adenilacion y la ligacion de adaptadores, para dar paso a la
hibridacién con las sondas de SureSelect, estas sondas u oligonucleétidos de ARN

estan biotiniladas.

La hibridacion consiste en adicionar al templado estas sondas mas una solucion
bloqueadora de ARNasas y diferentes buffers de hibridacion, para ser incubados a
95°C durante 5 minutos dando lugar a la desnaturalizacion del templado, seguido de

la 1o una incubacion por 24 horas a una

Fragmentacion y
ligacion de
» adaptadores

Regones ( ' 65°C. La hibridacién de las sondas
de ARN con la hebra

monocatenaria del templado

temperatura de alineamiento de

: iblioteca
ADN genomico R——

genera una unién muy estable,

i i aunado a la solucion bloqueadora

|
:

1c

Hibridacion con sondas biotiniladas de ARNasas que no permite su
!

Captura con perlas recubiertas con estreptavidina

degradacion durante la larga

incubacion (Figura 1c).

1d Posteriormente se realiza la

captura de los fragmentos de las

JL  Elucién

bibliotecas hibridadas con las

J FCRy adicion de "barcods"

——— sondas biotiniladas mediante el

’ Secuenciacio At
Secuenciacion uso de per'aS magnetICaS

1e

. . marcadas con estreptavidina vy
Figura 1. Tecnologia de SureSelect para el

enriquecimiento de bibliotecas. que son capturadas con un
Modificado de: Gnirke A, et al. Solution hybrid selection with

ultra-long  oligonucleotides for massively parallel targeted  potente iman (figura 1d), esto
sequencing. Nature biotechnology. 2009;27(2):182-9.
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para eliminar las bibliotecas que no contengan los fragmentos de interés mediante el
uso de buffers de lavado. Por ultimo se agregan unos ciclos de amplificacion para
aumentar la concentracion de las regiones de interés y la adicion de un “barcode”
para su identificacion (Figura 1e), dando como resultado la biblioteca enriquecida

lista para ser cargada en el instrumento de secuenciacion.

c) Secuenciacion por sintesis (lllumina).
En esta tecnologia, se utilizan nucledtidos terminadores al igual que en la
secuenciacion de Sanger pero estos son marcados con moléculas fluorescentes y
basada en la secuenciacion masiva en paralelo (es decir la capacidad de realizar
millones de secuencias en cada corrida), la diferencia con el método convencional
es la posibilidad de eliminar la fluorescencia una vez obtenida la imagen, al
desbloquear el carbono 3' de modo que pueda aceptar una nueva base para
continuar la reaccion de secuenciacién, haciendo que la incorporacion de un

nucleodtido terminador sea reversible.

Los primeros pasos consisten en la generacién de bibliotecas (Figura 2a), después
un paso de amplificacion en una superficie solida denominada celda de flujo o “flow
cell’, dénde también se dara la reaccion de secuenciacion. La celda de flujo contiene
un conducto que se compone de un vidrio plano con ocho canales de microfluidos,
cada uno decorado con uniones covalentes de adaptadores de las secuencias
complementarias a los adaptadores de la biblioteca. Se debe tomar en cuenta la
cuantificacion de la concentracion de biblioteca, ya que se debe agregar una
solucion diluida de la biblioteca que se amplifica in situ en la superficies de la celda
de flujo mediante el uso de una etapa de amplificacion en puente para producir focos
para la secuenciacion (clusters) (Figura 1b). Un paso posterior afecta quimicamente
la liberacion de extremos del fragmento que lleva el adaptador, para alinearse con
un ADN sintético complementario (cebador), esto para proporcionar grupos 3’-OH
que se pueden extender en las reacciones de secuenciacién para pasos posteriores.
Después se ofrecen los cuatro nucledtidos que son proporcionados en cada ciclo, en
el cual cada nucledtido lleva un marcador fluorescente de identificacion. La
secuenciacion se produce como reacciones de adicion de un sélo nucleétido debido
a que existe un grupo de bloqueo en la posicion de la ribosa 3’-OH, evitando

reacciones adicionales de incorporacion de otras bases por la polimerasa. Como tal,
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la serie de eventos en cada paso incluye lo siguiente, en orden de aparicién: (a) El
nucleodtido se afade por la polimerasa, (b) los nuclebdtidos no incorporados se
eliminan por lavado, (c) la celda de flujo forma la imagen en ambas superficies
interiores para identificar cada cluster que esta reportando una sefial fluorescente,
(d) los grupos fluorescentes son quimicamente eliminados, y (e) el 3 -OH se
desbloquea quimicamente (Figura 3c). Esta serie de pasos se repite con la
capacidad para 150 reacciones de adicion de nucledtidos, con lo cual se comienza
con la lectura del fragmento pareado. Para hacer la lectura desde el extremo
opuesto de cada grupo de fragmentos, el instrumento elimina primero las hebras
sintetizadas por desnaturalizacion y regenera los grupos mediante la realizacion de
un puente limitando la amplificacion para mejorar la relaciéon sefal-ruido en la
segunda lectura. Después de la etapa de amplificacion, los extremos opuestos de
los fragmentos son liberados de las superficies de la celda de flujo por una sustancia
quimica diferente reactivo de escision (correspondiente a un grupo labil en el
adaptador inverso), y el cebador inverso se alinea con los fragmentos. La

secuenciacion procede como se ha descrito anteriormente.
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OH OH
— — —
|
[ | P 11
i L 5 O O A 0
Ps
Grafted Template Initizl Denaturation
flow cell hybridization extension
P R AR R
Addition of
A-overhang =
e ol
— | — —
i [ ]
Il 11 1f 81 18 14 11
First First cycle First cycle Second cyde
denaturation annealing extension denaturation

i)
] Cleavage _ -
o l"il site f MY
1.0.
L ¥ —_— | ! — |
a N B
1 siHICu:k i i Pt ] 1N ] i
Ermission

s ! J
oy rC: e Segond cycle Second cycle Second cyele
= denaturation annealing extension
& joN | InEarporate
) ] \ Derect
T o Riises Deblock
C o9 o Cleave fluos "
& r & |
& [=] o 5 HNE™ 7y — | — —
T o8 DNA 08 || | | | e LN ]
o o = I K| 1 b7 T i 1
& o oy | 5 1 ] L a i e
o 1 3 — Cluster Ps Blockwith  Denaturation and
c 2 Ot free 3' end amplification limearization ddNTPs uencing prirmes
yiridization

Figura 2. Tecnologia lllumina: (a) bibliotecas-preparacion de la celda de trabajo, (b) generacion de cluster mediante la
amplificacién en puente y (c) secuenciacion por sintesis con terminadores marcados reversibles.
Tomado de: Mardis ER. Next-generation sequencing platforms. Annual review of analytical chemistry. 2013;6:287-303.
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