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Cuando un hombre de ciencia busca conocimientos, aun no hallandolos en su totalidad,
descubre fragmentos muy importantes, que son precisamente los que constituyen la
ciencia.

-Claude Bernard-

El aprendizaje es un simple apéndice de nosotros mismos; dondequiera que estemos, estd
también nuestro aprendizaje.
-William Shakespeare-




Agradeciumientoy

A wm padres Rosalba y Angel por haberme brindado o
oportunidad, de readizar wisy estudiosy en el dmbpito gue mdsy me
apetecis y por brindarme todo- s apoyo-

A mi hermano lvdin por todo- s apoyo-

A o Dra. Maria Teresa Hervera Bowrioy por haberme permitido
readizonr mi trabojo- bojo sw tutela y apoyo-

A miy famiiares, oy, primos, Yy amigosy por haberme ayuwdado a
crecer como persona Y brindarme s apoyo- en todo- momendto-

Al personal del laboratorio- de Microbiologia del INER por haberme
brindado sw apoyo y conotimiento en Lo realizacién de mi trabpajo-

Al Dr. Joel Vazguez y o siv oo [vdne Romero- del deposrtamento
de Virologia del INER por habernoy brindado s apoyo y
conotimiento en la realizacién del trabajo-

A wmiy profesores guienes me han guiado en este largo camino del
conotiumiento y desarrollo- personal.

Al INER y a la Facunltad de Ciencias de lae UNAM por concederme
lasy facdidades pora realizor misy estudios de Ucenciotwra y mwmil
posterior trabajo- pora ohtener ma groolo.

——
N
| —



Dedicatorias

Prumero gue nada o miy padies guienes siempre me han apoyaoo- y
me haw ayudado a superar Loy obpsticudoy que se han presentado o
Lo~ lawrgo de mu vide, a estas dos personas que siempre o procuvvaolo
el blenestonr de mi hermano y mio: A mil madire guien ejercid una
growm fuerzo gue me ayudo a conclninr rapldamente mi trabajo. A
i padire gue siempre me ha ayuwdado y proporcionado Loy medios
necesarioy poro seguir adelonte. A estos dos personas que han
servido de egjemplo y motivacidon para no rendirme y fUyarme cada
Mo metos may oltos.

A ml hermano guien ha compairtioo s vida conumigos




indice

Pagina

Abreviaturas
Resumen
Introduccion
El microbioma humano
La microbiota del paciente con TB
Acidos nucleicos
Extraccion de ADN
El ARN ribosomal en el estudio del microbioma
La técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Analisis de productos de amplificacidn por electroforesis en geles
de Agarosa.
Secuenciacién de acidos nucleicos.
Justificacién
Hipotesis
Objetivos
Objetivo general
Obijetivos particulares
Metodologia
Concentraciéon de la muestra de Lavado Bronquiolo Alveolar (LBA)
Extraccidn y cuantificacion de de ADN bacteriano
Amplificacion de fragmentos de ARN ribosomal 16S
a) V3V
b) 16s
Analisis de los fragmentos amplificados
Secuenciacion
Resultados
Discusion
Conclusiones
Anexos
Preparacion del chip de ADN
Preparacion de un gel de Agarosa al 2%
Solucién amortiguadora TBE 10x
Glosario
Referencias

18
21
22
22
22
22

23

24
25

28
29
30
47
50
51
51
51
51
52
53




Abreviaturas

HMP Por sus siglas en inglés. Human Microbiome
Proyect. Proyecto del Microbioma Humano

TB Tuberculosis

TBP Tuberculosis pulmonar

ARN Acido Ribonucleico

ADN Acido Desoxirribonucleico

PCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa

LB Lavado bronquial

LBA Lavado bronquiolo alveolar

rARN ARN ribosomal

rADN ADN ribosomal

OMS Organizaciéon Mundial de la Salud

BALF Por sus siglas en inglés. Bronchoalveolar
Lavage Fluid. Fluido del Lavado Bronquiolo
Alveolar

pb Pares de bases

V3V4 Regidn Variable V3-V4

dNTPs desoxirribonucledtidos trifosfato




Resumen

El estudio del microbioma humano inicia con la caracterizacion de las poblaciones
bacterianas denominada “flora normal” presentes en algunos sitios del cuerpo humano
como son: boca, piel y vagina. Actualmente se esta considerando al pulmén como
parte de estos sitios con biota y no una zona estéril como se pensaba. Esto ha sido
posible con el desarrollo de la Biologia Molecular que ha proporcionado nuevos
métodos para la identificacion bacteriana como son: la extraccién de material genético,
la técnica de la PCR, la electroforesis, la secuenciacion y la bioinformatica. La
secuenciacion masiva aplicada al conocimiento del microbioma humano en estado de
salud y enfermedad han demostrado la amplia diversidad y complejidad de la
microbiota en diferentes partes del cuerpo humano.

Una de las enfermedades infecciosas de interés en el estudio del microbioma es la
tuberculosis pulmonar (TBP), causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis. Esta
representa la segunda causa de muertes por enfermedades infecciosas a nivel mundial
y resulta interesante conocer las interacciones de la microbiota con su hospedero. En
pacientes con TBP, la muestra mas accesible en su obtencidn es la expectoracion, pero
tiene la desventaja de estar contaminada por la microbiota de la boca. Considerando
que el tipo y calidad de la muestra son fundamentales para este tipo de estudios, el
objetivo del presente trabajo es estandarizar las condiciones para procesar las
muestras de lavado bronquiolo alveolar (LBA) y lavado bronquial (LB) de pacientes con
TBP para poder definir el perfil del microbioma pulmonar.

Métodos: Por broncoscopia se obtuvieron las muestras de LBA y LB de pacientes con
TBP. Se utilizaron o0.2ml y 1oml de las muestras, esta ultima se concentrd por
centrifugacion. Posteriormente, se realizd la extraccion de ADN con el kit QIAamp®
cador® Pathogen de Qiagen y se hizo la cuantificacion del ADN, que fue utilizado para
amplificar por PCR dos fragmentos del rARN bacteriano 16S, la region hipervariable
V3V4 y el 16S completo. En este proceso se estandarizaron las condiciones de
amplificacion como: concentracion de ADN, primers y numero de ciclos de
amplificacion.

Resultados: Los resultados mostraron que se requieren 10ml de LBA o LB y concentrar
la muestra por centrifugacidon, para posteriormente llevar a cabo la extraccién de ADN
incluyendo en este proceso una incubacién a 55°C para favorecer la liberacién del ADN.

Conclusiones: Las condiciones estandarizadas para amplificar ambos fragmentos
incluyen utilizar 100ng de ADN, 10uM de cada primer y 35 ciclos de amplificacién. Esto
permite la amplificacion de ambos fragmentos para llevar a cabo la secuenciacién
masiva y conocer el perfil del microbioma pulmonar en pacientes con TBP.




INTRODUCCION
El Microbioma humano.

El estudio del microbioma humano se inicié en el 2008 por los Institutos Nacionales de
Salud de Estados Unidos con el Proyecto del Microbioma Humano (HMP, Human
Microbiome Proyect), con el objetivo de caracterizar las poblaciones bacterianas
presentes en diversos sitios del cuerpo y hacer la correlacidon con el estado de salud y
enfermedad. Inicialmente en el estudio se incluyeron las partes del cuerpo como: el
intestino, la cavidad oral, la piel y la vagina, posteriormente se agregé el pulmén [1]. El
microbioma se define como las poblaciones de microorganismos presentes en un
nicho, sus genomas y sus metabolitos, mientras que la microbiota son tUnicamente las
poblaciones bacterianas [2, 3].

Cabe mencionar que a lo largo de la historia, para estudiar las comunidades
microbianas se utilizan técnicas microbioldgicas basicas, que consisten en aislar y
cultivar a los microorganismos en medios enriquecidos y selectivos; sin embargo, esto
representa una limitante ya que muchos de los microorganismos que habitan el cuerpo
humano no son cultivables hasta el momento [2, 4, 5]. Aproximadamente mas del 70%
de las especies bacterianas que habitan el cuerpo humano no son cultivables por
técnicas microbioldgicas tradicionales [6, 7]. Actualmente, con el desarrollo de la
biologia molecular han surgido nuevas técnicas para el estudio del material genético de
estos microorganismos [2] siendo una de ellas la secuenciacién de los genes del ARN
ribosomal (rARN) bacteriano 16S [5, 8].

Los estudios realizados por el HMP han producido 2.3 terabytes de datos del
metagenoma del rARN 16S de distintas partes del cuerpo humano como: encias,
mejillas, paladar, amigdalas, saliva, placa subgingival, placa supragingival, garganta,
lengua, narinas, fosas antecubitales izquierda y derecha, pliegue retroauricular derecho
e izquierdo, tracto gastrointestinal, heces, tracto urogenital y vagina. [1, 2].

El pulmdn fue el dltimo en considerarse dentro del HMP porque se consideraba una
zona estéril en el estado de salud [9, 10], sin embargo, los estudios de secuenciacién de
ADN en modelo de ratdon y en estudios de trasplante en pulmdn estéril, han
demostrado que existe un microbioma pulmonar en el estado de salud. Ademas han
surgido diversos trabajos que abordan la caracterizacion del microbioma pulmonar en
enfermedades como: fibrosis quistica, enfermedad crénica obstructiva, fumadores y en
la tuberculosis (TB) [11-20].

La existencia del microbioma en el pulmdn es apoyada por los trabajos de Charlson y
colaboradores en muestras de cavidad oral y LBA en personas sanas y también en
trasplantes de pulmdn se ha demostrado la presencia de bacterias en el tracto
respiratorio alto y bajo, concluyendo que existe continuidad topogrifica en la




diversidad bacteriana es decir, el tracto respiratorio posee una microbiota homogénea
que Unicamente disminuye en biomasa del tracto respiratorio alto al tracto respiratorio
bajo [13, 21, 22].

La microbiota del paciente con TB.

De acuerdo a los reportes de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) un tercio de la
poblacién mundial tiene TB latente, y con ello el riesgo de desarrollar la enfermedad en
forma activa. De la poblacién infectada se ha estimado que del 5-10% de las personas
con TB latente desarrollaran la TB en forma activa y esto se ha incrementado en
personas con un sistema inmune deficiente como son las personas infectadas con VIH,
diabetes mellitus, cdncer y tratamiento con inmunosupresores [23]. De acuerdo a los
reportes de la OMS en el 2015 se registraron 9,6 millones de nuevos casos de TB en el
mundo, de los cuales, 1.5 millones murieron a causa de esta enfermedad la TBP ocupa
el segundo lugar en causar muertes asociadas a un patégeno [24].

Hasta el 2016, se han publicado cinco trabajos con el objetivo de definir el microbioma
presente en pacientes con TBP, utilizando la muestra de expectoracion. Cui y
colaboradores, analizaron el microbioma pulmonar en pacientes con TBP amplificando
la region hipervariable V3 del rARN 16S, a diferencia de los trabajos de Botero, Wu y
Cheung quienes amplificaron la regién V1-V2 para la secuenciacién [15, 18-20], mientras
que Krishna y colaboradores analizaron la regién hipervariable V6- V7 [25]

La microbiota en enfermedades parece modificarse, uno de los factores que altera la
microbiota pulmonar es la tuberculosis pulmonar (TBP). En 2012 Cui y colaboradores
encontraron que la microbiota de la expectoracion de los pacientes con TBP es mas
diversa que las personas sanas, también encontraron que algunas bacterias como
Stenotrophomonas, Cupriavidus, Pseudomas, Thermus, Sphingomonas,
Methylobacterium, Diapobacter, Comamonas y Mobilicoccus son Unicas de pacientes con
TBP; el estudio fue realizado en Shangai, China [15].

Otro estudio realizado en 2013 Wu y colaboradores [19] estudiaron muestras de
expectoracion de pacientes chinos con TBP recién diagnosticados, TB recurrentes y
pacientes con fracaso al tratamiento y concluyeron que el microbioma de personas
sanas es mas diverso que en los grupos de pacientes con TB contrario a los hallazgos de
Cui. Por lo tanto, los géneros bacterianos identificados estan asociados a una categoria
de la TB y pueden influir en la progresion de la enfermedad y su tratamiento. En este
estudio se encontré que los géneros bacterianos Streptococcus, Gramulicatella y
Pseudomonas son mas abundantes en pacientes con TBP mientras que los géneros
Prevotella, Leptotrichia, Treponema; Catonella y Coprococcus eran menos abundantes en
los pacientes con TB en comparacién con las personas sanas.

En ese mismo afo Cheung y colaboradores evaluaron y concluyeron que la diversidad
microbiana en expectoracion es similar entre pacientes con TBP y en personas sanas,
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ellos encontraron que los géneros Firmicutes, Proteobacteria, Bacterioidetes,
Actinobacteria y Fusobacteria componian el 98% de las comunidades microbianas, de
estos cinco géneros, las Proteobacterias y los Bacterioidetes se encontraban mejor
representados en pacientes con TB mientras que los Firmicutes eran mas
predominantes en las personas sanas de Hong Kong, China [20].

En 2014, Botero y colaboradores mostraron que las comunidades microbianas
encontradas en muestras de expectoracidon y muestra de orofaringe de pacientes con
TBP y personas sanas son similares en cuanto a las Phylas identificados, pero la
diversidad bacteriana es mayor en muestras de expectoracién, encontrando que los
Firmicutes, Bacterioidetes, Proteobacteria, Actinobacteria y Fusobacteria son los mas
abundantes. Ademads, encontraron y clasificaron secuencias pertenecientes al reino
Fungi y la mayoria de dichas secuencias pertenecen a los Ascomycota y Basidiomycota

[18].

Recientemente, en el 2016 Krishna y colaboradores estudiaron pacientes con TBP y
personas sanas y concluyeron de que la muestra de expectoracion de los pacientes de
la India es diferente a los sanos, la presencia de patdgenos oportunistas en la
microbiota de los pacientes con TBP incrementa la complejidad y diversidad de la
microbiota de la expectoracidon, también concluyeron que la expectoracion de los
pacientes en India es mas diverso y significativamente diferente a los reportados en
estudios recientes realizados en la poblacién china, debido a la geografia, ecologia y
factores socio-econdmicos. Las secuencias fueron clasificadas en cinco phyla:
Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, Actinobacteria y Bacterioidetes. En las
muestras de pacientes con TBP la abundancia de Actinobacterias y Firmicutes fue
mayor que las personas sanas mientras que las Proteobacterias y Fusobacterias estan
mejor representadas en las personas sanas y los Bacterioidetes se encontraban en
abundancia similar en ambos grupos. Por ultimo la presencia de patdgenos
oportunistas en la microbiota de los pacientes con TBP incrementa la complejidad y
diversidad de la microbiota de la expectoracidon [25].

Los estudios mencionados se han realizado en las muestras de expectoracion, y han
encontrado bacterias propias de la cavidad oral. Por otra parte, algunos autores han
realizado comentarios sobre la calidad de la muestra de los voluntarios sanos que
practicamente corresponde a la saliva, mencionando ellos mismos que la muestra
idonea es el LBA, pero para su obtencion se requiere de un método invasivo con cierto
grado de riesgo.

Los Acidos nucleicos

La comparacion de las secuencias de rARN es una herramienta para deducir relaciones
filogenéticas y evolutivas entre las bacterias, arqueobacterias y organismos eucariotas
[26]. En el drea de la metagendmica la identificacion y descubrimiento de
microorganismos patégenos y se basa en el andlisis de los acidos nucleicos [27].
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Autor Mayor diversidad microbiana Ano

_ Personas sanas PacientesTB Ambos

X 2012
X 2013
X 2013
X 2014
X 2016

Tabla 1: Resumen de los trabajos de microbiota en TBP. Comparacién de la diversidad
microbiana en esputo de pacientes con TBP encontrada por diferentes autores en los afios de
2012-2016. Las X indican la poblacidn con mayor diversidad bacteriana.

Existen dos tipos de acido nucleico, el &acido ribonucleico (ARN) y el &cido
desoxirribonucleico (ADN), el primero consta de una cadena polimérica mientras que el
segundo es una doble cadena, formadas por unidades monoméricas que estan
conectadas por enlaces covalentes y por puentes fosfodiéster. En ambos casos, las
unidades monoméricas contienen un azudcar de cinco carbonos, la ribosa en el ARN y la
2’-desoxirribosa en el ADN, una base nitrogenada el ADN contiene Adenina, Timina,
Guanina, Citocina y en el ARN se cambia la Timina por un Uracilo, y un grupo fosfato
[28-30].

En 1920, se identificé el ADN y las proteinas como principales componentes quimicos
de los cromosomas, los cuales contienen los genes [31]. Entre 1944 y 1952, una serie de
experimentos identificaron al ADN como material genético [28]; en 1944 Avery,
MacLeod y McCarty aportaron pruebas experimentales demostrando que el ADN era el
portador de la informacién genética en las bacterias [31] y en 1953 James Watson y
Francis Crick propusieron una estructura para el ADN la cual consistia en una doble
hélice constituida por dos cadenas anti-paralelas, conformado de 10 pares de bases por
vuelta y el apareamiento entre dichas bases es: Adenina — Timina y Guanina - Citosina,
dicho descubrimiento abrié todo un mundo nuevo para la biologia molecular [28, 30].

La importancia vital de los acidos nucleicos, es que en ellos se almacena y transmite la
informacién genética de cada célula, tejido u organismo [28]. Una vez que se comprobd
que el ADN transporta la informacidn genética, el siguiente paso fue descifrar su
estructura y el mecanismo mediante el cual la informacién almacenada se expresa para
dar lugar al fenotipo observable. En afios posteriores se descubrié como aislar y hacer
copias de regiones especificas de la molécula de ADN, abriendo el camino para la era de
la tecnologia del ADN recombinante [31].

En la década de 1970 se descubrieron las enzimas de restriccidon, las cuales, fueron
utilizadas en el laboratorio para cortar el ADN de cualquier organismo en secuencias
nucleotidicas especificas, dando lugar a una serie de fragmentos reproducibles; y la
clonacion se basa en este proceso de produccidn de un gran nimero de copias de los
fragmentos de ADN. Una vez obtenidos grandes cantidades de fragmentos de ADN
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especificos se pueden utilizar: para aislar genes, para estudiar su organizacién y
expresion y para estudiar su secuencia de nucledtidos [31].

Extraccion de ADN

La extraccidn y purificacion de ADN es el primer paso para realizar trabajos de biologia
molecular. Esta macromolécula fue aislada por primera vez en 1869 por el médico
alemdn Friedrich Miescher [29], la extraccidn puede realizarse a partir de varios tipos
de materiales bioldgicos. El ADN a trabajar debe estar evaluado en cantidad, calidad y
pureza para ello es necesario separarlo del resto de los componentes celulares y del
material no bioldgico que esté presente [32, 33].

Los protocolos de extraccidn en general buscan eliminar o diluir potentes inhibidores
de PCR (grupos hemo, ADNasas, ARNasas, alcoholes etc.). El proceso general de
aislamiento involucra tres pasos: 1) la lisis de las membranas celulares, mediante el uso
de amortiguadores especificos y altas temperaturas (algunos métodos usan soluciones
acuosas en presencia de agentes quelantes que inhiben la accién de las nucleasas)
habitualmente se utilizan métodos de homogenizacién; 2) la degradaciéon de las
proteinas mediante las proteasas (como la pronasa o proteinasa K, que ayudan a liberar
el ADN de la cromatina y son activas contra un amplio espectro de proteinas nativas y/o
sales saturadas y detergentes; 3) la extracciéon del ADN y su precipitacién mediante el
uso de alcoholes (una vez que el ADN es liberado en el contenido citoplasmatico se
solubiliza con un detergente y las proteinas se desnaturalizan y precipitan usualmente
con fenol, alcohol isoamilico o una mezcla de cloroformo/alcohol isoamilico) para poder
ser separadas por centrifugacion [32, 33].

Existen metodologias para la extraccion adecuada de ADN entre las que encontramos:
el método de gradientes de centrifugacién con cloruro de cesio/Bromuro de etidio,
método de CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide), método de la proteinasa y de
las mini-preparaciones. En la década de los 90 se empezd a utilizar kits para la
extraccion de ADN, que disminuyen el tiempo de extraccidon ya que incluyen soluciones
de lisis, unién y lavado, facilitando el procedimiento garantizando un alto grado de
pureza. Dichos kits utilizan matrices inorganicas compactas cargadas positivamente,
con las cuales, se retiene varios microgramos de ADN, separdndolos asi de las demas
biomoléculas [33, 34].

El ARN ribosomal en el estudio del microbioma

Los ribosomas son los lugares de sintesis de proteinas y son los organelos mas
abundantes en las células. Se ha estimado que una célula bacteriana puede contener
unos 20,000 ribosomas representando aproximadamente el 80% del total del ARN
celular [35]. En los procariontes cada ribosoma esta formado por dos subunidades 30S
y 50S, que al unirse dan lugar a los ribosomas 70S. La subunidad 30S es alargada y
asimétrica y la 50S es mds gruesa [36].
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Como se muestra en la Figura 1 cada subunidad ribosémica es un complejo
ribonucleoproteico formado por ARN ribosdmicos especificos y proteinas. La
subunidad 30S contiene rARN 16S y 21 proteinas mientras que la subunidad 50S
contiene rARN 5S y 23Sy 31 proteinas [37].

Figura 1: Estructura del Ribosoma. Ribosoma bacteriano 70S formado por las subunidades 50S
y 30S (Tomado de Lodish et al, 2013)

La molécula de ARN ribosomal 16S estd compuesta de wuna cadena de
aproximadamente 1550 nucledtidos en los que se encuentran 9 regiones hipervariables
(V1-V9) rodeadas de 9 regiones altamente conservadas (C1-C9) como se muestra en la
Figura 2 [36, 38]. EIl ADN ribosomal 16S es utilizado en la identificacién molecular debido
tanto a sus regiones variables especificas de cada especie y a su distribucién universal
entre las bacterias [39], ademas de que de que sus genes se encuentran altamente
conservados tanto en bacterias como en otros reinos [40].

Para estudiar la filogenia y taxonomia molecular de los microorganismos se utilizan los
genes que codifican el 16S rARN. Estos genes se han utilizado para el andlisis evolutivo
basado en secuencias porque: 1) estdn distribuidos universalmente, 2) son estables en
su funcién, 3) estdn conservados y 4) tiene la longitud adecuada que minimiza las
fluctuaciones estadisticas [37, 41].

En taxonomia, el gen del 16S rARN también es bastante Util y se ha utilizado para la
identificacion y descripcidon de nuevas especies. En bacterias, se considera que son
especies diferentes cuando el grado de diferencia de la secuencia del gen del rARN 16S
difiere en un 3% y para nivel de género es del 5% [37].

Desde el surgimiento de la técnica de PCR se han amplificado el 16S [26, 42-47] y sus
regiones hipervariables V1-V9 [45, 47, 48] para la identificacién y deteccidn de especies
bacterianas. Tanto para el rADN y el rARN 16S, los primers estan localizados en las
regiones altamente conservadas. [38, 48]
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Figura 2: Estructura secundaria del ARN ribosomal 16S de Escherichia coli. El gen 16S estd
formado por 9 regiones conservadas y 9 regiones variables que se muestran en distintos
colores (Tomado de Nature Reviews Microbiology 12,Pages:635-645(2014)).

La técnica de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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Con la llegada de la era del ADN recombinante en los 70’s se revoluciond la
investigacion en las dreas de la genética, biotecnologia y biologia molecular. Sin
embargo, la clonacién del ADN mediante vectores y células huésped requiere mucho
trabajo y tiempo. En 1986 se desarrolld la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction) acelerando el ritmo en la investigacion
en biologia. Concediendo el premio nobel de Quimica a su desarrollador Kary Mullis en

1993 [31, 49].

La técnica de PCR permite sintetizar in vitro secuencias especificas de ADN, millones de
copias a partir de una region seleccionada de un genoma, En primer lugar se utilizan
porciones de la secuencia que delimitan la regidon que va a ser amplificada, para disefiar
dos oligonucledtidos sintéticos denominados también “primers o iniciadores” de ADN,
cada uno de los cuales es complementario al templete de ADN, y que corresponden a
sitios opuestos de la region a amplificar. Estos oligonucledtidos se utilizan como
iniciadores para la sintesis in vitro del ADN, las reacciones de sintesis son llevadas a
cabo por la ADN polimerasa, y determinan los extremos del fragmento final de ADN [31,

49, 50].

El proceso se lleva a cabo en tres etapas como se muestra en la Figura 3, La primera
etapa consiste en la separacion de las dos cadenas de ADN gendmico, para ello cada
ciclo de reaccidn requiere una temperatura de desnaturalizacién, por lo tanto, es
necesaria una ADN polimerasa que sea termo-estable a temperaturas elevadas, esta
enzima ha sido aislada de una bacteria termdfila (Thermus aquaticus) [51]. En la
segunda etapa, es necesario un enfriamiento en presencia de un exceso de los dos
primers permitiendo su hibridacién especifica con las secuencias complementarias de
ADN templete. Por ultimo, en la tercera etapa la mezcla se incuba con la ADN
polimerasa y los cuatro desoxi-ribonucleosidos trifosfatados (dNTPs), de forma que las
regiones del ADN que se hallen en direccién 3’ se sintetizan selectivamente [49, 50]. Al
final se tiene la acumulacion de millones de fragmentos de ADN de un peso molecular
especifico que puede ser evidenciado una vez que es sometido a electroforesis.

Figura 3: Amplificaciéon de un fragmento de ADN por PCR. La reaccién de PCR consta de tres
pasos, el primero es la separacion de la doble cadena de ADN, seguido de |a
alineacién de los primers y finaliza con la sintesis de la nueva cadena de ADN.
(Modificado de Alberts et al, 2002)
Analisis de productos de amplificacién por electroforesis en geles de Agarosa.
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Ya que se ha realizado la amplificacion de los fragmentos de ADN mediante PCR es
necesario evidenciar la amplificacion, una de las técnicas mds utilizadas es la
electroforesis [31].

Durante los primeros afos de la década de los 70’s se descubrié que se podia
determinar con exactitud la longitud y la pureza de los fragmentos de ADN utilizando
una técnica llamada electroforesis. En este analisis se utilizan geles porosos formados
por agarosa o por poliacrilamida. Las bandas de ADN seran invisibles a menos que el
ADN este marcado o tefiido con colorantes fluorescente como el bromuro de etidio
que tiene la propiedad de intercalarse en la parte central del ADN vy al ser iluminado
con luz UV se observa la fluorescencia permitiendo la visualizacién de los fragmentos
[50, 52]. Actualmente se ha sustituido el bromuro de etidio que es mutagénico, por
colorantes como el GelRed, el cual es un colorante fluorescente que es amigable con el
medio ambiente y no tiene propiedades cancerigenas [53].

La electroforesis permite hacer la separacion de los fragmentos de ADN o ARN de
acuerdo a su tamafio y su carga neta bajo un campo eléctrico.

Si dos moléculas tienen la misma forma y masa similares, la que tenga una mayor carga
neta migrara mas rapidamente hacia el electrodo de polaridad opuesta. Las moléculas
mas pequefias migran a través del gel a una velocidad mayor que las mas grandes; la
clave estd en la matriz (los poros) del gel, la cual restringe en mayor proporcién la
migracion de las moléculas grandes que la migracion de las moléculas pequefas. Al
finalizar la electroforesis las bandas de las moléculas de distintos tamafios pueden ser
visualizadas mediante un colorante fluorescente que se une a los acidos nucleicos [31,
35]. Las moléculas pequefias de ADN de aproximadamente 10 a 2000 nucledtidos o
pares de bases pueden ser separadas en geles de poliacrilamida y las moléculas largas
de alrededor de 200 nucledtidos hasta mas de 20kb son separadas en geles de agarosa
[52]. En la electroforesis se incluye un marcador de peso molecular para poder estimar
el peso del fragmento analizado, en la Figura 4 se observa la separacién de ADN por
electroforesis tefiida con Bromuro de Etidio.

Para el estudio del microbioma humano es necesario amplificar el fragmento de ADN o
ARN a secuenciar, y el producto debe ser analizado por electroforesis o en el
bioanalizador. Si el producto del PCR corresponde al peso molecular esperado
entonces se utilizard para la siguiente etapa que es la secuenciacion.
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Figura 4: Electroforesis en gel de Agarosa de ADN (Tomado
de Lodish, 2013)

Secuenciacion de acidos nucleicos.

La Secuenciacidn es la evaluacion del orden preciso de los nucledtidos en una molécula
de ADN o ARN, en la cual, se sintetizan utilizando primers que definen la secuencia a
amplificar. La identificaciéon y la recuperacion de fragmentos de ADN mediante
clonacion o por PCR es una herramienta utilizada para analizar la estructura y funcion
de los genes. Sin embargo, la capacidad de secuenciar el ADN ha permitido grandes
avances en el conocimiento de la organizacion del genoma y de los genes, incluyendo
su estructura, funcién y mecanismos de regulacién [31].

A finales de los 70’s se desarrollaron métodos que permitieron evaluar de manera
simple y rapida la secuencia de nucledtidos de fragmentos de ADN purificado. Se han
descrito dos métodos de secuenciacion del ADN: 1) el Método quimico y 2) el método
enzimatico [50].

Anteriormente, la mayor parte de los métodos de secuenciacion de ADN se realizaba
por la técnica de dideoxi o de Sanger desarrollado por Fred Sanger en 1970 y sirvid de
base por 30 afos para la mayoria de las secuenciaciones. Se basa en el proceso de
replicacion del ADN donde se generan fragmentos de ADN de diferentes longitudes
que terminan en cada una de las cuatro bases, y que estan marcadas con radioactividad
o con un compuesto fluorescente. Estos fragmentos son separados por electroforesis
en gel de poliacrilamida de tal manera que las moléculas que difieren en un solo
nucledtido de longitud se distinguen claramente. Son necesarias cuatro reacciones
separadas y cuatro carriles independientes en el gel para la determinacién de cada
secuencias, una para cada fragmento terminado en cada una de las cuatro bases de
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ADN. Las posiciones de los fragmentos se localizan por autoradiografia o fluorescencia,
y las secuencias se pueden leer en el mismo gel [35, 37, 49, 52].

En la actualidad muchos de los procesos de secuenciacion de ADN se llevan a cabo de
manera automatizada, estos sistemas utilizan la técnica de Sanger con nucledtidos
marcados con diferentes compuestos fluorescentes. Cada una de las cuatro reacciones
utiliza una marca fluorescente de color diferente, y los carriles se escanean mediante
un laser de deteccidon de fluorescencia. De este modo, las cuatro reacciones se pueden
correr en el mismo carril. Los resultados son analizados por un ordenador y se genera
una secuencia, en la que cada una de las cuatro bases se distingue por un color [37].

Un cambio en el método de secuenciaciéon permitid que un Unico instrumento de
secuenciacion llevara a cabo miles de millones de reacciones de secuenciacidn de forma
simultdneamente mediante la localizacidon de pequefos clister en la superficie de un
sustrato sdlido. Este método fue llamado Secuenciacion de Nueva Generacidon
volviéndose la tecnica mdas usada desde el 2007. En la secuenciacidon de nueva
generacion, en la amplificacion de ADN uno de los primers se une covalentemente a un
sustrato sdlido de tal manera que al final de la amplificacion los productos amplificados
estan unidos a la superficie formando un cldster, el cual, es secuenciado al ir
detectando los desoxirribonucleotidos marcados con fluorescencia mientras la ADN
polimerasa los va incorporando uno por uno a la cadena de ADN. Para que esto ocurra
una hebra de ADN debe ser cortada y eliminada dejando un templete de ADN de
cadena sencilla. La secuenciacion es realizada nucledtido por nucleétido en cada uno
de los templetes de los clisters; los dNTP’s son marcados con fluorescencia. El sustrato
es iluminado y el color de cada clister es captado. Para finalizar se remueve
quimicamente el marcador fluorescente se une un nuevo dNTP, el ciclo se repite 100
veces aproximadamente, dependiendo del kit y el tamafo del fragmento de ADN a
secuenciar [52].

La plataforma de illumina, Inc es uno de los instrumentos capaces de realizar la
secuenciacion de nueva generacion. La plataforma de illumina® maneja cuatro pasos
basicos para la secuenciacién: 1) Preparaciéon de la biblioteca, 2)Generacion de los
clisters, 3) secuenciacién y 4) Andlisis de datos; los cuales son descritos en la figura 5.
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Figura 5: Fundamentos de la Secuenciacién de nueva generacion. Descripcion general de la
quimica de las cuatro reacciones de la secuenciacién de nueva generacion.
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JUSTIFICACION

El cuerpo humano consta de una gran cantidad de bacterias que constituyen la flora
normal, se ha descrito que existen aproximadamente 10 bacterias por cada célula. Estas
bacterias definidas como microbiota establecen interacciones con el hospedero
constituyendo el microbioma. La microbiota puede alterarse por situaciones de
enfermedad como se ha demostrado en fibrosis quisticay TB.

La técnica de secuenciacidn aplicada a los microorganismos no cultivables del pulmdn,
ha sido posible mediante el desarrollo de nuevas tecnologias que permiten amplificar
fragmentos de ADN por PCR, el andlisis de los productos amplificados por
electroforesis, la secuenciacion y la bioinformatica facilitado su identificacién con base
a su cadena nucleotidica. La secuenciacion del microbioma en el pulmén de pacientes
con TBP, ha permitido la identificacion de microbioma en muestras de expectoracién
aunque tiene la desventaja de arrastrar microbioma de la cavidad bucal. En este trabajo
se propone definir el microbioma del pulmdn en los pacientes con TBP, utilizando
muestras de lavado bronquiolo alveolar (LBA) y lavado Bronquial (LB) que contengan
Unicamente microorganismos que habiten la parte alta y baja de los pulmones.

El procesamiento de la muestra difiere en el volumen de la muestra utilizada y en el
método utilizado de extraccion de ADN, debido a que no hay un consenso en los
métodos utilizados para muestras de LBA en otras enfermedades, en el presente
trabajo realizaremos una evaluacién integral de las condiciones en las que se requiere
procesar muestras de LBA y LB que permitan tener resultados confiables.
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HIPOTESIS

Se establecen las condiciones dptimas para la extraccion de ADN de bacterias en
muestras de LBA y LB de pacientes con TBP, para la secuenciacion de la regién variable
V3V4 y el 16S ribosomal completo y la posterior caracterizacion del microbioma alveolar
en pacientes con TB.

OBJETIVOS
Objetivo general

e Establecer las condiciones adecuados para el procesamiento de muestras de
LBA y LB de pacientes con tuberculosis pulmonar, caracterizar el microbioma en
las vias respiratorias bajas por la tecnica de secuenciacidon masiva de rARN 16S.

Objetivos particulares.

1. Determinar las condiciones dptimas de las muestras respiratorias LBA y LB
necesarias para la obtencion de ADN bacteriano, de pacientes TBP.

2. Estandarizar el método de extraccion del ADN bacteriano de las muestras
respiratorias de LBAy LB.

3. Realizar la amplificacién la regidn variable V3V4 del ARN 16S ribosomal por
medio de PCR.

4. Realizar la amplificacién el gen completo del ARN 16S ribosomal por medio de
PCR.

5. Analizar la secuencia nucleotidica del gene completo y de la regién V3V4 del
ARNA 16S ribosomla mediante secuenciacion masiva.

6. Realizar un andlisis preliminar del perfil del microbioma en las muestras de
respiratorias de LBA y LB de pacientes con tuberculosis pulmonar
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METODOLOGIA.

Este protocolo fue revisado y aprobado por el Comité de Etica en Investigacién y del
Comité de Investigacion, del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias "Ismael
Cosio Villegas" con clave asignada B17-15.

a) Lugar del estudio.

Este estudio se llevd a cabo en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
“Ismael Cosio Villegas” a través de la colaboracién entre el Departamento de
Investigacion en Microbiologia, Departamento de Investigacién en Virologia, Clinica
de Tuberculosis y el Servicio de Broncoscopia.

PACIENTES CON TUBERCULOSIS PULMONAR.
Criterios de inclusion.

Hombres y mujeres entre 18 - 50 afios con diagndstico de probable tuberculosis
pulmonar basado por el cuadro clinico y evidencias en placa de térax, donde su médico
tratante le solicitd la realizacion de una broncoscopia con lavado bronquiolo alveolar
(LBA) con fines de diagndstico.

Criterios de exclusion para los grupos de estudio.

Presentar infeccidn bucal, estar embarazada, tener anemia, que estén en situacion que
comprometa su salud, ser fumador, con serologia positiva para virus de
inmunodeficiencia humana y no tener el consentimiento por escrito.

Obtencidn del material biolégico.

A los voluntarios se les realizé un lavado bucal con 15 ml de Clorhexidina durante un
minuto previamente a realizar la broncoscopia. La broncoscopia con lavado bronquiolo
alveolar (LBA) se realiz6, en el Servicio de Broncoscopia del INER por el médico
especialista. Se realizd el LBA utilizando 120 ml de solucidn salina estéril en el I6bulo
medioy lingula y lavado bronquial (LB).

La muestra de LBA fue recuperada en jeringas de 50 ml, mientras que la muestra de LB
fue transportada en el frasco de la trampa para broncoscopia y fueron transportando
en un contenedor hasta el Departamento de Microbiologia.
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ESTANDARIZACION DEL PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA DE LBA.

1. Determinacién del volumen y concentracién de la muestra para obtener 100 ng de
ADN.

Se trabajaron las muestras con tres condiciones diferentes y refiriéndose como:
1) Muestra directa.

Del LBA se tomaron 200pl y se agregaron en un tubo de 1.7ml para proceder a la
extraccion de ADN.

2) Muestra concentrada.

De la muestra de LBA o LB se tomaron 10 ml que fueron centrifugados a 1200rpm
durante 15 min a 4°, posteriormente se removid el sobrenadante y el paquete celular
fue resuspendido en 200 pl de PBS para la posterior extraccion de ADN.

3) Muestra del liquido del LBA-acelular (BALF).

El sobrenadante (lavado libre de células) fue separado de las células del LBA vy
centrifugado a 3000rpm durante 15 minutos a 4° y posteriormente se removid el
sobrenadante y el paquete celular fue resuspendido en 200ul de PBS para la posterior
extraccion de ADN.

2-. Extraccion y cuantificacion de ADN bacteriano.

Método 1:
Una vez obtenidas las muestras del LBA se procedid a la extraccidon del ADN bacteriano
y se utilizé el kit QIAamp® cador® Pathogen de Qiagen, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Este procedimiento se inicid con la preparacion de una mezcla del 110% de
amortiguador VXL (100opl/muestra) ~ARN acarreador (1pl/muestra). A 200pl de cada
muestra se le agregaron 1ooul de la mezcla VXL/ARN y 20pl de proteinasa K.
Posteriormente se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente o a 55° con agitacion.
Se agregaron 350 pl del amortiguador ACB mezclandose en el vortex y un spin para
bajar el liquido. Se transfirié la mezcla a una columna QIAamp Mini que se colocé sobre
un tubo de coleccién de 2 ml y se centrifugd a 8000 rpm por un minuto; la columna se
transfirid a otro tubo de coleccién y se descartd el filtrado del tubo anterior. Se
agregaron 6oopl de del amortiguador AW1 y se volvié a centrifugar con las mismas
condiciones; nuevamente se agregaron 600l del amortiguador AW2 y se centrifugd en
las mismas condiciones. Una vez transferida la columna a un tubo nuevo de coleccién
se centrifugo a 14000 rpm por 2 minutos para secar la membrana y asegurarse que
todos los residuos no necesarios sean desechados. Por Ultimo se transfirié la columna a
un tubo de 1.5 ml y se agregaron 6oul del amortiguador AVE para eludir el ADN y se
almacenaron a -20°C.
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Método 2:

Se modificaron las condiciones de incubacidén establecidas inicialmente en el protocolo
de 15 minutos a temperatura ambiente por 15 minutos a 55°C con agitacién de 1000 rpm
para asegurar la lisis de la pared celular de las micobacterias presentes.

Para cuantificar el ADN bacteriano obtenido se utiliz6 un espectrofotémetro
(DeNovix®) con 1ul de la muestra y se obtuvieron las lecturas a 230,260 y 280 nm.

3. Amplificacién de los fragmentos del ARN ribosomal 16S.
1). Fragmento de 550pb de la regién V3V4.

Una vez obtenido el ADN bacteriano cuantificado se llevd a cabo la amplificacidn del
fragmento de 550pb de la region V3V4 del ADN ribosomal 16S. Se siguié el protocolo
indicado por el fabricante (illumina®): 16S Metagenomic Sequencing Library
Preparation: Preparing 16S Ribosomal RNA gene amplicons for the illumina MiSeq
System.

Las secuencias de los primers utilizados para amplificar el fragmento de 550pb de la
region variable V3V4 fueron las siguientes:

V3V4 Primer sentido 5’-3’

5’- CCTACGGGNGGCWGCAG -3’
V3V4 Primer antisentido 5’-3’

5’- GACTACHVGGGTATCTAATCC -3’

Para la amplificacién del fragmento se prepard la mezcla de reaccidon de acuerdo
siguiente protocolo (2X Kapa HiFiHotStarReady Mix, Kapa Biosystems)

Reactivo Cantidad (pl)
ADN bacteriano (5ng) 2.5

V3V4 Primer sentido 5’3’ | 5

(1uM)

V3V4 Primer antisentido | 5

5’3’ (1UM)

2X KAPA HiFi 12.5

HotStartReady Mix
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Con las siguientes condiciones de amplificacién.

95°C 3 min Desnaturalizacion
25 Ciclos
95°C 30 seg Desnaturalizacion
55°C 30 seg Unién de Primers
72°C 30 seg Sintesis de la cadena de ADN
72°C 5 min Sintesis de fragmentos incompletos
4°C o0

Para preparar las reacciones de PCR primero se ajustaron las concentraciones de ADN
de cada una de las muestras haciendo las diluciones con agua. Después, se hizo una
mezcla de reaccién (enzima, primers y agua) del 110% para el total de muestras a
amplificar y se agregé a cada tubo de reaccién. Las amplificaciones se llevaron a cabo
en un termociclador Veriti (Applied Boisystem®). Los productos de amplificacién
fueron analizados en el Bioanalizador 2100 (Agilent)

Modificacion del protocolo 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation:
Preparing 16S Ribosomal RNA gene amplicons for the illumina MiSeq System.

Debido a que no observamos la amplificacién del fragmento de 550 pb, se hicieron
modificaciones al protocolo en.

1) La concentracién de ADN bacteriano aumentandola de 5 ng a 100 ng.

2) La concentracién de primers de 1uM a 10uM.

3) El nimero de ciclos de 25 a 35.

2). Fragmento de 1465 pb del ARN ribosomal (16S completo)

Para clasificar las bacterias, se llevd a cabo la amplificacion del ARN ribosomal 16S
completo en aquellas muestras que fueron positivas para la amplificacion del

fragmento de 550pb.

Las secuencias de los primers utilizados para amplificar el fragmento fueron:

27 Primer sentido 5’-3’

5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3’
1492 Primer antisentido 5’-3’

5’- GGTTACCTTGTTACGACTT- 3’
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La amplificacién se realiz6 de acuerdo al
HiFiHotStarReady Mix, Kapa Biosystems):

siguiente protocolo (2X

Reactivo Cantidad
(1)

ADN bacteriano 5

(100ng)

27 F Primer (10uM) 1

1492 R Primer (10uM) | 1

2X KAPA 12.5
HiFiHotStartReady

Mix

Agua 5.5

Las condiciones de amplificacién fueron:

95°C - 3min

35 ciclos
95°C - 30seg
55°C - 30seg
72°C - 30seg
72°C - 5min
4C - o

Se consideraron las siguientes modificaciones.

1) La temperatura de unién de los primersse aumenté de 55°C a 58, 60, 62y 64°C.

Kapa

2) La amplificacion del ARN 16S utilizando el kit FastStar High Fidelity PCR System
(Roche) para fragmentos mas largos y siguiendo el protocolo

Reactivo Cantidad
(ub)
Expand High Fidelity PCR | 5
System (Roche)
MgCl, (25mM) 5
dNTP’s (10uM ¢/,) 1
27 F Primer (10uM) 1
1492 R Primer (10pM) 1
Enzyme Mix 0.75
Agua 3.25
ADN bacteriano (100ng) 5
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Condiciones de amplificacion

95°C - 3 min
35ciclos

95°C - 30seg

55°C - 30seg

72°C - 1.5min

72°C - 5min

4°C - o

Anadlisis de los fragmentos amplificados.

Inicialmente los productos amplificados fueron analizados en el Bioanalizer 2100
(AGILENT) con el DNA chip 7500 y se utilizé 1pl de la muestra. EL DNA chip se cargé con
gul de la matriz de gel aplicados por presidn de aire, se colocaron 5ul marcador de ADN
a todas la muestras y 1pl del marcador de peso molecular. El analisis se hizo en el
equipo durante aproximadamente 30 minutos.

Alternativamente, los productos de amplificacidon fueron analizados por electroforesis
en geles de agarosa al 2%. Se utilizaron 5ul de la muestra y 3ul amortiguador de carga.
Se incluyd el marcador de peso molecular (PM) ladder 500pby se adiciono el colorante
fluorescente GelRed (Biotum) a todas las muestras. Una vez finalizada la electroforesis
el gel se observd bajo la luz ultravioleta y se digitalizé la imagen en el ChemiDoc™ MP
imaging System.
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Secuenciacion del 16S ribosomal.

Para la secuenciacién de los fragmentos V3V4 y el rADN 16S completo se siguieron los
protocolos propuestos por illumina® que se esquematizan en el siguiente diagrama:

Purificacion del
Amplificacion por producto
amplificado con
perlas magneticas

Amplificacion por
PCR para agregar los
indices.

Purificacion del - Desnaturalizacion de
Cuantificacion de la o
producto e la biblioteca y carga
" biblioteca y
amplificado con de las muestras en

o normalizacion .
perlas magnéticas. el MiSeq.

Figura 6: Método de secuenciacion. Se describen los pasos que se siguieron para la
secuenciacién masiva.

Secuenciaciéon en MiSeq Sequencer

Se transfirieron 5ul de cada muestra a un tubo nuevo y se colocaron 576pl de HT1 en
otro tubo al cual se le colocaron 24pl del tubo con las muestras; se mezcld por pipeteo
5 veces y se incubo a 96°C por dos minutos por ultimo, se mantuvo en un bafo de hielo
con agua por 5 minutos y se colocaron en el cartucho de reactivos del MiSeq.

Una vez colocadas las muestras en la Flowcell (Illumina) se colocaron en secuenciador
MiSeq, se realizaron lecturas y se utilizé el software del equipo para realizar el andlisis
bioinformdtico de las secuencias. Debido a que se utilizé el software del equipo para
realizar el analisis bioinformatico.
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Resultados

Debido a que este trabajo consistié en la evaluacion del procesamiento de muestras de
LBA'y LB se describen tanto los métodos como los resultados.

Grupo de estudio.
Se evaluaron las condiciones a estandarizar en cuatro pacientes y en BALFs del banco
de muestras del laboratorio de investigaciéon en microbiologia del INER.

Pruebas de extraccion.
La extraccion de ADN bacteriano se realizd con incubacién por 15 minutos a 55°C con
agitacion de 1000 rpm para asegurar la lisis de la pared celular bacteriana.

Pruebas de amplificacién del fragmento de 550 pb correspondiente a la regién
variable V3V4 del gen 16s ribosomal.

Con el objetivo de determinar las condiciones de procesamiento de las muestras de
LBA, se escogieron las muestras de los pacientes 1y 2 para amplificar la region V3V4 del
16S ribosomal y sus productos de amplificacién fueron analizados en el bioanalizador.
Estas muestras corresponden a dos pacientes con TBP, y fueron obtenidas durante la
broncoscopia haciendo el LBA en dos sitios diferentes: [6bulo medio, lingula y ademas,
se hizo el LB.

Al utilizar 5ng de ADN bacteriano y 1uM de cada primer, no se obtuvo amplificacién, no
todas las muestras amplificaron un fragmento de 550pb. Unicamente en las muestras
del LB tanto directo como concentrado del paciente 1, se observd la amplificacion
mostrando una banda muy tenue para dicho fragmento. En la muestra de lingula
concentrada del mismo paciente, se observé un fragmento de 700 pb que no
corresponde al fragmento esperado. Por lo que no son las condiciones adecuadas de
amplificacidn, figura 7.
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Figura 7: Amplificacién del fragmento de 550pb de la regién V3V4 del ARN ribosomal. Imagen
de Bioanalizador donde se muestra la amplificacién del producto de 550 pb correspondiente a
la region variable V3V4 del gen 16S ribosomal. De izquierda a derecha carril 1 MPM, carriles 2-7
muestras correspondientes al paciente 1y carriles 8- 13 muestras correspondientes al paciente
2. En el recuadro naranja se indica la regién donde se espera observar la banda de amplificacién
Las condiciones de amplificacién fueron 1 pM de primers y 5ng de ADN bacteriano con 25 ciclos
de PCR.

Debido a que las condiciones de amplificacion no fueron las adecuadas se realizaron
modificaciones al protocolo. La primera condicion modificada fue la concentracion de
primers de 1uM a 10uM y se repitio el ensayo solamente con las muestras del paciente 1.
La amplificacién del fragmento de 550pb se encontré en la muestra de LB directo, sin
embargo el rendimiento es bajo ya que se observé una banda muy tenue, figura 8.
Comparando los resultados de la figura 1 con los obtenidos con el aumento en la
concentracion de primers, la intensidad de la banda aumentd.
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Figura 8: Aumento en la concentracion de primers V3V4 a 10pM. Imagen de Bioanalizador
donde se muestra la amplificacién del producto de 550 pb correspondiente a la regién variable
V3V4 del gen 16S ribosomal. De izquierda a derecha carril 1t MPM, carriles 2-7 muestras
correspondientes al paciente 1. El recuadro naranja indica la regién de 500 pb donde se
encuentra la banda de amplificacidn.

Para amplificar el fragmento de 550 pb en las muestras negativas se incrementd la
concentracion de ADN bacteriano de 5ng a 50 y 100ng, con la concentracion de 1uM y
10uM de primers. Con las condiciones modificadas se amplificé la muestra de LB directo
del paciente 1. Se observé que con los primers a concentracion de 1 uM la banda de
amplificacién es mds intensa al aumentar la concentracion de ADN a 100 ng (carril 2'y 3)
siendo la amplificacion mas eficiente cuando ademas se incrementd la concentracién
de los primers a 10 uM (carril 4), Figura 9.
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Figura 9: Efecto del incremento de la concentracion de ADN bacteriano y primers en la
amplificacién del fragmento de 550pb. Imagen de Bioanalizador donde se muestra la
amplificacién del producto de 550 pb correspondiente a la regidn variable V3V4 del gen 16S
ribosomal. De izquierda a derecha carril 1 MPM, carril 2-4 LB- directo del paciente 1 con
diferentes concnetraciones de ADN y primers. El recuadro naranja indica la regién de 500 pb
donde se encuentra la banda de amplificacidn.

Para verificar que efectivamente se obtiene una mayor cantidad de producto
amplificado al aumentar la concentracién de ADN y primer se corroboraron las
concentraciones por microlito de las muestras del LB- directo del paciente 1
amplificadas con las diferentes concentraciones de ADN 'y primers. Los
electroferogramas mostraron picos para las tres muestras pero Unicamente se pudo
cuantificar la muestra amplificada con 100ng y 10uM de primers debido a la sensibilidad
del equipo, por lo que efectivamente existe una mayor cantidad de producto
amplificado, figura 10.
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Figura 10: Electroferogramas de la concentracién de ADN bacteriano y primers en la
amplificacién del fragmento de 550pb. El pico fue aumentando conforme se aumento la
concentracién de ADN y primers, en A) y B) la sensibilidad del equipo no logrd calcular la

concentracién mientras que en C) se obtuvd una concentracién de 4.78 ng/ul.

Con base a los resultados se establecié realizar las amplificaciones de las muestras de
lingula y LB directo del paciente 1 con 100ng de ADN bacteriano y 10 pM de los primers.
Se observd que la muestra de lingula siguid sin amplificar el fragmento de 550 pb, y se
observé una banda bien definida en la muestra de LB directo, la cual al ser comparada
con las amplificaciones anteriores es mas intensa, figura 11.
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Figura 11: Aumento en la concentracién de ADN bacteriano a 100ng. Imagen de Bioanalizador
donde se muestra la amplificacion del producto de 550 pb correspondiente a la regién variable
V3V4 del gen 16S ribosomal. De izquierda a derecha carril 1 MPM, carriles 2-4 muestras
correspondientes al paciente 1. El recuadro naranja indica la regién de 500 pb donde se
encuentra la banda de amplificacién. Con 10ong de ADN bacteriano y 10 pM

Se considerd que las mejores condiciones para la amplificacion son 100ng de ADN
bacteriano, 10uM de los primers, con dichas condiciones se procedié nuevamente a la
amplificacidn de las muestras de los pacientes 1y 2. Amplificaron las muestras de Idbulo
medio concentrado, LB directo y LB concentrado del paciente 1. Respecto a las
muestras del paciente 2, ninguna de ellas amplifico el fragmento de 550pb, figura 12.
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Figura 12: Amplificacién del fragmento de 550pb con las condiciones estandarizadas. Imagen
de Bioanalizador donde se muestra la amplificacién del producto de 550 pb correspondiente a
la regidn variable V3V4 del gen 16S ribosomal. De izquierda a derecha carril 1 MPM, carriles 2-7
muestras correspondientes al paciente 1, carriles 8-13 muestras correspondientes al paciente 2.
El recuadro naranja indica la regién de 500 pb donde se encuentra la banda de amplificacidn.
Con 100ng de ADN bacteriano, 10uM de los primers

Posteriormente se analizé la muestra de LBA del paciente 3, la cual, es un LBA que se
obtuvo en secuencia #1, #2 y #3 (se realizé un primer lavado y se almaceno, se realizé un
segundo lavo y uno tercero) del I6bulo medio. La amplificacion mostré que en la
amplificacion de la muestra #1 la banda del producto amplificado es mas intensa en la
muestra concentrada. Mientras que en las muestras 2y 3 la amplificacion se observé
en la muestra concentrada, aunque las bandas son muy tenues, por lo tanto el tipo de
muestra a utilizar es la muestra concentrada. En este experimento se incluyé como
control positivo de amplificacion una muestra que previamente ya habia sido positiva
(LB concentrado del paciente 1), figura 13.
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Figura 13: Amplificacién del fragmento de 550pb en muestra de LBA secuencial. Imagen de
Bioanalizador donde se muestra la amplificacion del producto de 550 pb correspondiente a la
region variable V3V4 del gen 16S ribosomal. De izquierda a derecha carril 1t MPM, carriles 2-7
muestras correspondientes al paciente 3, carril 8 control (-) y carril 9 control (+). El recuadro
naranja indica la regién de 500 pb donde se encuentra la banda de amplificacion. Con 10ong de
ADN bacteriano, 10uM de los primers

Debido a que en varias muestras no amplificaron el fragmento de 500 pb, se
incrementd el nimero de ciclos en la amplificacién de 25 a 35 para aumentar el
rendimiento. Ademads, se decidié hacer el andlisis de los fragmentos amplificados
mediante geles de agarosa al 2%. Se analizaron las muestras con las condiciones ya
estandarizadas, primers 10 uM con 100 ng de ADN y 35 ciclos de PCR, y los resultados se
muestran en las figuras 14, 15 y 16.
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Figura 14: Amplificacion del fragmento de 550 pb en muestras de LBA y LB con el aumento en
la concentracién de primers, ADN bacteriano y numero de ciclos. Gel de agarosa donde se
muestra la amplificacién del producto de 550 pb correspondiente a la regién variable V3V4 del
gen 16S ribosomal. De izquierda a derecha carril 1-6 muestras del paciente 1, carriles 7y 14
MPM, carriles 8-10 muestras correspondientes al paciente 2. El recuadro naranja indica la
regiéon de 500 pb donde se encuentra la banda de amplificacidn. Con 100 ng de ADN, y primers
a 10 M con 35 ciclos de PCR

Figura 15: Amplificacién del fragmento de 550pb en muestras de LBA, LB y liquido de LBA.
Geles de agarosa donde se muestra la amplificacién del producto de 550 pb correspondiente a
la region variable V3V4 del gen 16S ribosomal. De izquierda a derecha carril 1-6 muestras del
paciente 3, carril 7 control (-), carril 8 MPM, carriles 9 y 10 BALFs del paciente 1, carriles 11y 12
BALFs del paciente 2, carril 13 BALF del paciente 3, carril 14 control (+), carril 14 control (),
carriles 15- 19 muestras del paciente 4 y carril 20 control (-). El recuadro naranja indica la regién
de 500 pb donde se encuentra la banda de amplificacién. Con 100 ng de ADN, y primers a 10 uM
con 35 ciclos de PCR
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Figura 16: Amplificaciones del fragmento de 550pb en muestras de liquido de LBA (BALF). Gel
de agarosa donde se muestra la amplificacidn del producto de 550 pb correspondiente a la
regioén variable V3V4 del gen 16S ribosomal. De izquierda a derecha carriles1- 11 BALFs del INER,
carril 12 Control (+), carril 13 MPM y carril 14 control (-). El recuadro naranja indica la regién de
500 pb donde se encuentra la banda de amplificacién. Con 100 ng de ADN, y primers a 10 pM
con 35 ciclos de PCR

Como no todas las muestras amplificaron el fragmento de 550pb y para probar que
nuestro método de extraccion permite la lisis y la extraccion de ADN de micobacterias
que son microorganismos resistentes. Se realizé la extraccion de ADN de cantidades
conocidas (5x10%, 5x105, 5x10%, 5000, 50, 5 y 1 bacterias) de M.tuberculosis H37Ra,
utilizando las condiciones ya estandarizadas. Posteriormente se llevd a cabo Ia
amplificacion del fragmento de 1465pb. Los resultados se muestran en la Figura 17
donde la intensidad de las bandas de los primero carriles (izquierda) es més intensa y la
intensidad de estas va disminuyendo conforme disminuye el nimero de micobacterias,
hasta llegar a una bacteria donde la banda no se aprecia.

Figura 17. Amplificacién del fragmento de 1466pb con el ADN de M.tuberculosis H37RA. Gel de

Agarosa donde se muestra la amplificacién del producto de 1465 pb correspondiente al gen 16S

ribosomal completo. De izquierda a derecha la concentracién bacteriana ha ido dismuyendo de

5x10° a 1 bacteria. El recuadro naranja indica la regién de 1500 pb donde se encuentra la banda
de amplificacién. Con 100 ng de ADN, y primers a 10 uM con 35 ciclos de PCR
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Pruebas de amplificacién del fragmento de 1465 pb correspondiente al gen 16s
ribosomal completo.

Para obtener informacidn complementaria en la secuenciacién y por lo tanto en la
clasificacién de la microbiota del pulmdn se hizo la amplificacién del fragmento de 1465
pb del 16S ribosomal, para esto, se seleccionaron aquellas muestras donde se observé
la amplificacién del fragmento de 550 pb (Lébulo medio- concentrado, LB- directo,
Lébulo medio- BALF, lingula- BALF del paciente 1; Lébulo medio #1 directo, Lébulo
medio#1 concentrado, I6bulo medio. BALF del paciente 3).

Para la amplificacién del gen completo (1465pb) se utilizé inicialmente el mismo
protocolo y se observd una gran cantidad de bandas inespecificas, figura 18. Con el
objetivo de disminuir la amplificacién inespecifica se modificé la temperatura de unidn
de primers (58, 60, 62 y 64 °C); sin embargo, se siguié observando la amplificacién de
los fragmentos inespecificos, figura 19.

Figura 18: Amplificaciéon del fragmento de 1465pb con las condiciones estandarizadas. Gel de
Agarosa donde se muestra la amplificaciéon del producto de 1465 pb correspondiente gen 16S
ribosomal completo. De izquierda a derecha carril 1-3 muestras del paciente 1, carriles 4y 5
muestras correspondientes al paciente 3, carriles 6 y 7 BALfs del paciente 1, carril 8 BALF del
paciente 3y carril 9 MPM. El recuadro naranja indica la region de 1500 pb donde se encuentra
la banda de amplificacidn.
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Figura 19: Amplificacion del fragmento de 1465pb con diferentes temperaturas de unién de
los primers. Gel de Agarosa donde se muestra la amplificacién del producto de 1465 pb
correspondiente gen 16S ribosomal completo. De izquierda a derecha carril 1 temperatura de
unién de primers de 55°C, carril 2 temperatura de unién de primes de 58°C, carril 3 temperatura
de unién de primers de 60°C, carril 4 temperatura de unién de primers de 62°C, carril 5
temperatura de unién de primers de 64°C, carril 7 MPM. El recuadro naranja indica la regién de
1500 pb donde se encuentra la banda de amplificacion.

Aun con el cambio en la temperatura de unién no se obtuvieron los resultados
deseados, por lo que, se cambi¢ al kit de amplificacidon para fragmentos mas largos:
Expand High Fidelity PCR System (Roche), los resultados de la amplificacién se
muestran en las Figuras 20 (paciente 1y 3), 21A (liquido de LBA de TBP y sanos) y 21B
(paciente 4) donde se observan bandas de aproximadamente 1500 pb como se
esperaba.
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Figura 20: Amplificacién del fragmento de 1466 pb 16S ribosomal en muestras de LBAy LB
con el kit para la amplificaciéon de fragmentos mas largos. Gel de Agarosa donde se muestra la
amplificacién del producto de 1465 pb al gen 16S ribosomal completo. De izquierda a derecha
carriles 1-3 muestras del paciente 1, carriles 4 y 5 muestras correspondientes al paciente 3,
carriles 6 y 7 BALFs del paciente 1, carril 8 BALF del paciente 3y carril 9 MPM. El recuadro
naranja indica la regién de 1500 pb donde se encuentra la banda de amplificacidn.

Figura 21: Amplificacién del fragmento de 1466pb en muestras de liquido de LBA y LBA. Geles
de agarosa donde se muestra la amplificacion del producto de 1465 pb correspondiente al gen
16S ribosomal completo. Figura A) De izquierda a derecha carril 1-5 BALFs del INER, carril 6
control (+) y carril 7 control (-). Figura B) De izquierda a derecha carriles 1-3 muestras del
paciente 4, carril 4 muestra del paciente 3, carril 5 controol (-), carril 6 MPM. El recuadro
naranja indica la region de 1500 pb donde se encuentra la banda de amplificacidn.
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Secuenciacion de la region variable V3V4 y el gen completo 16S ribosomal.

Debido a la disponibilidad de espacio en la Flowcell utilizada para la secuenciacién
masiva se tuvo que hacer una seleccion de las muestras de las cuales fueron
seleccionadas: Lébulo medio- concentrado, LB- concentrado, Ldbulo medio- BALF,
lingula- BALF del paciente 1; Ldbulo medio- BALF del paciente 3, BLAFS de pacientes
con TBP y sanos, de ambas muestras se secuenciaron el fragmento de 550pb y el
fragmento de 1465 pb, las cuales amplificaron ambos fragmentos (550pb y 1466pb), en
total fueron 9 muestras procesadas.

La secuenciacién se hizo en el equipo MiSeq® (lllumina) y las secuencias generadas
fueron procesadas mediante el programa MiSeq Reporter software (MSR). El nimero
mayor de especies clasificadas se obtuvo con el gen 16S ribosomal completo, ya que la
mayoria de los porcentajes se encuentran arriba del 70%, es decir mas del 70% de las
secuencias analizadas lograron clasificarse a nivel de género, en comparacién con la
region variable V3V4 donde la mayoria de los porcentajes no superan el 55%, es decir, la
mitad de la mayoria de las secuencias no se pudo clasificar, figuras 22y 23.

Figura 22: Porcentaje de géneros clasificados con la region variable V3V4 del gen 16S
ribosomal. Se muestran los porcentajes de menor a mayor nimero de secuencias clasificadas
por muestra.
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Figura 23: Porcentaje de géneros clasificados con el gen 16S ribosomal completo. Se
muestran los porcentajes de menor a mayor nimero de secuencias clasificadas por muestra.

Por ultimo en las figuras 24 y 25 observamos el porcentaje de secuencias clasificadas a
nivel de especie para el gen 16S ribosomal completo, el nimero de especies clasificada
supera las 1000 y para la region variable V3V4 donde no se superan las 300 especies
clasificadas,respectivamente. Podemos observar que un mayor ndmero de especies
son clasificadas utilizando el gen 16S ribosomal completo en comparacién con la regién
variable V3V4, la amyoria de las espcies logran calisicarse usando el gen completop.

Figura 24: Especies clasificadas con la regién variable V3V4 del gen 16S ribosomal. Se
muestra el nimero de especies clasificadas por muestra.
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Figura 25: Especies clasificadas con el gen 16S ribosomal completo. Se muestra el nimero de
especies clasificadas por muestra.

Con los resultados preliminares de la secuenciacion se pudieron identificar los géneros
Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteria figura 26 a) resultados obtenidos utilizando
la regién variables V3V4 y b) utilizando el gen 16S completo. A nivel de especie se
identificaron Provetella melaninogenica, Veillonella atypica, Prevotella histicola y
Veillonella dispar, imagen 26 c) y d) para la regidén variable V3V4 y para el gen completo,
respectivamente.
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Figura 26: Géneros y especies clasificadas. El porcentaje de géneros a) region V3V4 y b) gen
completo y especies ¢) region V3V4 y d) gen completo.
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Discusion.

En el presente trabajo se logrd estandarizar el volumen de la muestra, el método de
concentracion y la extraccion del ADN de las bacterias para el procesamiento de las
muestras provenientes de pulmdn de pacientes con TBP: LBA, LB y BALF; evaluado
inicialmente mediante la amplificaciéon del fragmento de 550pb de la regidn variable
V3V4 y posteriormente la amplificacién del fragmento de 1465 pb del gen 16S ribosomal
completo, que han sido reportados anteriormente para la caracterizacion del
microbioma pulmonar [13, 26, 54-57].

La amplificaciéon del gen 16S ribosomal permitié la secuenciacién debido a que se
encuentra ampliamente distribuido en las bacterias, conteniendo estructuralmente
regiones conservadas y regiones variables, éstas ultimas son las que han permitido
llevar a cabo la caracterizacién de bacterias [39]. Para la identificacidn bacteriana a
nivel de especie no es necesaria la secuenciacion del gen 16S ribosomal completo ya
que muchas secuencias pueden ser identificadas utilizando fragmentos de menor
tamanfo, por ejemplo las primeras 500 bases poseen la mayor variabilidad, sin embargo
a la hora de identificar nuevos patdgenos es necesaria la secuenciacién de 16S
completo [41]

Las muestras de LBA y LB, poseen un gran valor ya que su obtencién implicé un
procedimiento invasivo, para evitar su contaminacion con la microbiota de la cavidad
oral previé a la broncoscopia se realizé al voluntario un enjuague bucal con una
solucion de Clorehidina al 0.12%, similar el método utilizado por Iwai S. y colaboradores
en 2014 para prevenir la contaminacidn de la muestra de pacientes con HIV-Pneumonia
[58]. Por otra parte, se analizaron muestras de LBA acelular (BALF) ya que Dickson et
al en 2014 reportaron la existencia de microbiota en este tipo de muestras y para su
obtencion se utilizo centrifugacion como metodo de concentracién [59]. Otra muestra
de gran importancia son los BALFs del banco de muestras del laboratorio de
Microbiologia del INER, estas muestras fuero almacenadas por varios afios y aun asi se
logré extraer material genetico, por lo que se abren las posiblidades de utilizar y
almacenar este tipo de muestra para la caracterizacion del microbioma pulmonar.

Con las muestras de LBA y LB tanto directo como concentrado y BALF, se determind el
volumen y el tipo de muestra adecuada. Existe un mayor rendimiento de amplificacién
cuando la muestra se encuentra concentrada, ya que las bandas de amplificacion son
mas intensas o se logra un resultado positivo en comparacion con la muestra directa.
Se definié que el volumen de la muestra de LBA y LB es de 10 ml y el método de
concentracion fue la centrifugacién a 1200rpm durante 15 min a 4°C. Se determind que
el método de extraccién con 15 minutos de agitacién a 1000 rpm por 55°C es mas eficaz
ya que logra lisar las micobacterias para obtener material genético.

En la amplificacién del fragmento de 550 pb de la regién V3V4 del gen 16S ribosomal
inicialmente se utilizaron las condiciones del protocolo de la plataforma de illumina® ya
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que hasta la fecha no se han reportado trabajos de secuenciacién con muestras de LBA
en pacientes con TB, pero se han registrado estudios en asma [60], fibrosis quistica [61,
62], COPD [12], fumadores [14] y pneumonia [63]; y sujetos sanos [22].

Con la finalidad de amplificar las muestras negativas se aumentd la concentracién de
primers a 10pM sin embargo, las concentraciones de primers influyen en el resultado
del PCR ya que a concentraciones altas pueden generarse “mispriming” y acumulacién
de producto inespecifico asi como aumentar las probabilidades de generar dimeros de
primers que son templados independientes [64]. En cuanto a la concentracién de la
muestra que puede ser ADN de doble o de una sola cadena o moléculas de ARN,
tedricamente es suficiente con una sola copia intacta de acido nucleico, pero es
recomendable utilizar como minimo un nanogramo de ADN clonado, un microgramo de
ADN gendmico 6 105 moléculas de 4cido nucleico [34].

Se observd que al amplificar el fragmento de 550pb aumentando la concentracién de
ADN bacteriano en la muestra a 10ong y de primers a 10uM se increment? la intensidad
de la banda. Harris et al en 2007 [61] reportaron para muestras de LBA una
concentracion de ADN de 1-50ng y primers a 300uM. En trabajos realizados en TB en
muestras de expectoracion se reportaron concentraciones de 5ong de ADN bacteriano
y 100uM de primers [15]. Aunque en nuestro trabajo estamos utilizando una mayor
cantidad de ADN, comparado con estos trabajos utilizamos una menor cantidad de
primers.

En cuanto al paciente 2 no se obtuvo ninguna amplificaciéon a pesar del aumento en la
cantidad de ADN y de la concentracidn de primers, esto posiblemente se deba a una
deficiente extraccion de ADN o a una ineficiente toma de muestra, ya que es una
muestra de un paciente con TBP confirmada.

Los resultados posteriores se analizaron en geles de agarosa, al comparar los dos
métodos utilizados para la visualizacidn de los fragmentos de amplificacion, podemos
mencionar que ambos poseen ventajas y desventajas. El costo econdmico es mas bajo
en geles de agarosa que en el bioanalizador, pero en los geles de agarosa es necesario
usar una mayor cantidad de la muestra, 5ul en comparacion con 1ul que se usa en el
bioanalizador. En este trabajo resultd eficiente el uso de geles de agarosa. El punto mas
importante que se tomd en cuenta para definir el método de andlisis fue la economia
ya que el microchip te permite obtener el resultado en 30 minutos con gran sensibilidad
y requiere de 1ul de muestra mientras que el andlisis en gel requiere mas tiempo en
preparar el gel, consume mas muestra y reactivos y el tiempo de corrida es mayor.

La amplificacidn resultd mds eficiente con 35 ciclos que con 25 ya que las muestras que
ya habian amplificado anteriormente mostraron una mayor intensidad de banda y se
logrd la amplificacién de muestras que no habian amplificado. La mayoria de los PCR
funcionan bien con 30 ciclos, aunque pueden usarse desde 20 ciclos hasta 35, ha menor
nimero de ciclos disminuyen el nde ci de bandas con amplificaciones
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inespeccacionesinuyen el ha e loa menor cantidad de producto, es decir el rendimiento
de la reaccién disminuye y a mayor ndmero de ciclos aumentan las amplificaciones
inespecificas [64, 65].

Las posteriores amplificaciones se realizaron con 100 ng de ADN, 10 pM de primers y
con 35 ciclos, donde se incluyen tanto a pacientes con tuberculosis y controles sanos.
Para LBA Harris et al, 2007 [61] reportaron un PCR con 20 ciclos y Erb-Downward
utilizaron 45 ciclos, por otra parte, en trabajos realizados con una muestra diferente al
LBA se reportaron 30 ciclos [16] y en tuberculosis se reportaron 28 ciclos [20], 30 ciclos
[19], 35 ciclos [18]. Al comparar el nimero de ciclos utilizados en este trabajo con los
reportes anteriores, podemos ver que coinciden con los utilizados por Botero [18] para
muestras de expectoracion.

Cuando las temperaturas estandares del PCR no estan dando resultados apropiados
estas pueden modificarse, con la finalidad de disminuir las bandas inespecificas. Si
utilizamos una temperatura muy baja obtendremos un PCR poco especifico, mientras
que si utilizamos una temperatura mas alta la especificidad sera mayor, aunque no
debe ser demasiado alta ya que no se amplificard nada, pues la unién de los
oligonucledtidos con sus sitios complementarios sera poco estable y la polimerasa no
podra iniciar la sintesis [65], por dicha razén se opté por ir aumenta de 2° en 2° dicha
temperatura hasta alcanzar los 64°C. (55, 58, 60, 62 y 64 °C). La electroforesis mostro
resultados similares para todas las temperaturas, es decir no se logréd mejorar la
especificidad de la amplificacion.

Utilizando el fragmento de 1465 pb se logrd clasificar un mayor porcentaje de
secuencias no en comparacion con la region V3V4. De la misma forma se logro clasificar
un mayor ndmero de especies con el mismo fragmento que con la region V3V4. Por
ende resulta mas beneficiosos realizar la amplificacidon del fragmento de 1466pb que de

550 pb.

Los resultados preliminares de secuenciacion proporcionan a grandes rasgos y de
manera general los componentes de la microbiota pulmar en pacientes con TB, sin
embrago es necesario realizar un anadlisis bioinformatico mdas detallado para poder
definir a los verdaderos habitantes del pulmén en la TBP. Los géneros Firmicutes,
Proteobacteria y Actinobacteria ya han sido reportados para pacientes con TBP [15, 18-
20, 25]

Por ultimo en este trabajo se evaluaron udnicamente las condiciones para el
procesamiento de muestras de ADN bacteriano, sin embargo el microbioma no esta
compuesto Unicamente por bacterias, también existe la presencia de virus, hongos y
protozoarios, para trabajos posteriores seria enriquecedor realizar el analisis de los
demads componentes de la microbiota pulmonar.
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Conclusiones.

De acuerdo a los resultados podemos concluir que las condiciones recomendadas para
el procesamiento de muestras de LBA, LB y BALF son:

1) Elvolumen de la muestra de 10 ml.

2) La muestra debe concentrarse por centrifugacion a 1200rpm durante 15 min a 4°.

3) Paraasegurar la lisis de la pared celular de las micobacterias incubar la muestra a
55°C por 15 min con agitacion. Y posteriormente seguir el procedimiento de la

extraccion de ADN bacteriano.

4) La amplificacién debe ser con 100 ng de ADN, una concentracion de cada primer
de 10 uM durante 35 ciclos de amplificacion.

5) Para la amplificacion del fragmento de 1465 pb del gen 16S ribosomal es
conveniente utilizar un kit para PCR para fragmentos largos, como el FastStar
High Fidelity PCR System de Roche® o uno similar.

6) La secuenciacién del fragmento de 1465pb da mayor informacién para la
clasificacién bacteriana en comparacién del fragmento de 550pb.
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Anexos
Montaje del DNA Chip

Primero se prepara una mezcla de colorante y gel, para ello se agregaron 25ul del
colorante de ADN a la matriz de gel, la solucién se centrifugé a 1500g +20% por 10
minutos. La solucién debe ser almacena en un lugar oscuro a 4°C. Una vez hecha la
solucidn de colorante y gel se prosiguié con la colocacidn de las muestras en el DNA
chip, para ello se colocd el chip en la estacién y se pipetearon 9ul de la mezcla
previamente preparada de gel y colorante y se colocaron en la marca correspondiente.
El embolo de la jeringa de la estacidn se colocd en 1ml y se cerrd la estacion, una vez
que la jeringa estuvo en posicidn vertical se presiond hasta el seguro de la estacidn se
dejaron pasar 30 segundos y se liberd el seguro, se dejaron pasar 5 segundos para que
el embolo regresara a la posicion de 1oml, se retird el chip de la estacion y se colocaron
oul de la mezcla de colorante y gel en la segunda marca.

Después se adicionaron 5ul del marcador en los pozos para las 12 muestras y en el pozo
de la escalera, sin dejar pozos vacios. Por ultimo, se colocd 1ul de la escalera de ADN en
el pozo marcado y se colocd 1ul de cada muestra siendo una muestra por pozo, a los
pozos sin muestra se les adiciono 1ul de agua desionizada; una vez finalizado se colocd
el chip en el vortex por 1 min a 2400 rpm y se corrid en el Agilent 2100 bioanalyzer.

Preparacion de un gel de agarosa al 2%

En la preparacion de geles se utilizaron dos tamafios dependiendo del nimero de
muestras a evaluar: el wide y mini.

Preparacion del gel Wide: Se pesaron 1.06g de agarosa y se mezclaron con 53 ml de
agua.
Preparacion del gel Mini: Se pesaron 0.66g de agarosa y se mezclaron con 33 ml de
agua.

Solucién amortiguadora TBE 10x
Para la preparacion de la solucidn se utilizaron tres reactivos: Tris, Ac. Borico y EDTA.

Primero se obtuvieron sus pesos moleculares y se calculd los gramos necesarios para
preparar la solucion a 1M:

Tris-—-—-------- 107.8¢
Ac. Bérico-—55¢g
EDTA---——- 7-48

Se disolvieron en agua y antes de aforar se ajusté el pH y por ultimo se filtré con una
membrana de 0.45Mm.
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Glosario:

Microbiota: Poblaciones bacterianas que habitan un nicho especifico, forman parte del
micrioma..

Microbioma: Conjunto de poblaciones bacterianas, sus metabolitos, sus nicho y sus
genomas.

Metagenoma: Total de ADN de una muestra.

Metagenémica: Estudio del material genetico, principalmente de muestras
ambientales.

Clasteres: Conjunto, grupo, conglomerado.

Lavado secuencial: Se refiere al LB que se toma de manera consequitiva, primero se
realiza el LB normal y se recolecta el liquido, enseguida se realiza un segundo lavado y
finalmente uno tercero.
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