FACULTAD DE CIENCIAS
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION
“SALVADOR ZUBIRAN”

“CARACTERIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE LAS CEPAS H37Rv, H37Ra,
SUDA27 y MDR DE Mycobacterium tuberculosis”

TRABAJO DE INVESTIGACION
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
ESPECIALISTA EN MICROSCOPIA ELECTRONICA EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

PRESENTA
Q.B.P. LUIS ARMANDO SARIAS CUETO

TUTOR

BIOL. EMECB JUAN CARLOS LEON CONTRERAS
ESPECIALISTA EN MICROSCOPIA ELECTRONICA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

CIUDAD DE MEXICO, MARZO DE 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo est4 dedicado a la maestra Ernestina Ubaldo Pérez por su enorme

labor, trayectoria y aportes a la microscopia electronica en México.



INDICE GENERAL

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS i
ABREVIATURAS Y SIGLAS ii

I. RESUMEN

ll. INTRODUCCION 3
Antecedentes

Patogénesis 8
Estructura y ultraestructura de M. tuberculosis 11
Pared celular de M. tuberculosis 13
[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 19
IV. JUSTIFICACION 20
V. HIPOTESIS 21
VI. OBJETIVOS 22
VIl. MATERIAL Y METODOS 23
VIll. RESULTADOS 25
X. DISCUSION 32
XI. CONCLUSIONES 34
XllIl. APENDICE 35

XIl. REFERENCIAS 37



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Figuras

Fig. 1. Tasa de incidencia estimada de la tuberculosis.
Fig. 2. Principales linajes de la especie M. tuberculosis.
Fig. 3. Lesiones anatomopatolégicas de la tuberculosis

Fig.

3
Fig. 4. Tincién ZN para busqueda de BAAR en muestra de esputo
5. Micrografia electrénica de M. tuberculosis en SEM

6

Fig. 6. Envoltura de M. tuberculosis

Fig. 7. Estructura de la pared celular de las micobacterias
Fig. 8. Micrografias de M. tuberculosis H37Ra

Fig. 9. Micrografias electrénicas de M. tuberculosis H37Rv
Fig. 10. Micrografias electronicas de M. tuberculosis Suda27

Fig. 11. Micrografias electronicas de M. tuberculosis MDR

Tablas y graficas

Tabla 1. Principales linajes de la especie M. tuberculosis

Tabla 2. Caracteristicas ultraestructurales generales de las cepas estudiadas
Tabla 3. Grosor (T) de la pared celular de M. tuberculosis

Gréfico 1. Grosor de las paredes celulares

Pagina

10
11
12
14
15
28
29
30
31

26
26
27



ABREVIATURAS Y SIGLAS

AFM: Atomic Force Microscopy (Microscopia de Fuerza Atomica)
AG: Arabinogalactano

ANOVA: Analysis of variance (analisis de varianza)

BAAR: Bacilo Acido-Alcohol Resistente

CAS: Linaje Centroasiatico o Dehli

Crtl: Control

DAP: Acido-L-alanil-D-iso-glutaminil-meso-diaminopimélico

EAI: Linaje Indoafricano del Este

FW: Peso formula, del inglés Formula Weight

LAM: Linaje Latinoamericano-Mediterrdneo

MA: Acidos micolicos

MDR: Multidrogorresistente

MTC: Complejo Mycobacterium tuberculosis

NAG: N-acetilglucosamina

NAM: Acido N-acetilmuramico

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PG: Peptidoglucano

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

SEM: Scanning Electron Microscopy (Microscopia Electronica de Barrido)
TB: Tuberculosis (abreviatura del inglés)

TEM: Transmision Electron Microscopy (Microscopia Electrénica de Transmision)
XDR: Extremadamente drogorresistente

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana



|. RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa considerada como
emergencia mundial. La principal via de contagio es aérea, afecta principalmente
pulmones y también puede afectar otros oOrganos. Es causada por el bacilo
Mycobacterium tuberculosis. Se ha evidenciado su diversidad genética que se
traduce también en repercusiones clinicas y diagndsticas. Una de las
caracteristicas mejor estudiadas de esta bacteria es la composicion de su pared
celular que también confiere el principal factor de virulencia. Dentro de la misma
especie existen linajes que presentan diferentes caracteristicas clinicas una vez
que infecta al hospedero y es probable que existan algunas caracteristicas
morfolégicas aun no descritas. Este estudio pretende encontrar las principales
diferencias ultraestructurales de cuatro cepas de distinto linaje de la misma
especie de M. tuberculosis. Mediante microscopia electronica de transmision
(MET) se procesaron cuatro cepas de distinto linaje de la misma especie de M.
tuberculosis con las siguientes caracteristicas, una cepa virulenta estandar de
laboratorio utilizada como control (H37Rv), una cepa hipervirulenta (Suda27), una
cepa atenuada (H37Ra) y una cepa multidrogoresistente (MDR). Las cepas se
fijaron con glutaraldehido al 2.5% en buffer de cacodilatos a pH 7.2 al 0.15 M, se
post-fijaron con tetradxido de osmio (OsOa4) al 1%, fueron deshidratadas en alcohol
etilico en concentraciones graduales e incluidas en resina Spurr. Se realizaron
cortes ultrafinos de 70 nm de grosor los cuales fueron recogidos en rejillas de
cobre. El contraste se realiz6 con acetato de uranilo al 1% y citrato de plomo de
Reynolds. Se midi6 el grosor de la pared bacteriana de cortes transversales
(n=30) con el software ImageJ 1.51j y se analizaron los resultados mediante la
prueba estadistica ANOVA con el software Graphpad Prisma 4.0.

De las cuatro bacterias estudiadas la pared celular de la cepa MDR presento un
mayor grosor (18.5 nm + 3.9), contrastando con este resultado la cepa Suda27

presentd el menor grosor (6.7 nm x 2.0), se encontrd diferencia estadistica



significativa entre ambas bacterias frente a la cepa control H37Rv (p=<0.05). Por
otro lado, se encontraron algunas estructuras en el citoplasma aun no descritas.
Algunas cepas presentan vacuolas electron-lucidas de contenido desconocido y
granulos de composicion desconocida. La pared celular juega un papel importante
en el desarrollo de la enfermedad y también en el proceso de resistencia
bacteriana. Se desconoce el mecanismo exacto por el cual M. tuberculosis cambia
la conformacién no solo de su pared, si no de sus estructuras citoplasmaticas. La
ultraestructura de esta bacteria es variable entre cada cepa por lo que este trabajo
sugiere existan también variaciones intraindividuales dentro de la misma especie

bacteriana.



Il. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa que afecta
principalmente a los pulmones pero también puede afectar otros 6érganos lo que se
conoce como TB extrapulmonar (higado, bazo, médula ésea, entre otros) y es
causada por el bacilo &cido-alcohol resistente (BAAR) Mycobacterium
tuberculosis, que fue descrito por primera vez en 1882 por el médico aleman
Robert Koch?. Esta bacteria esta integrada en el complejo M. tuberculosis (MTC)
con otras diez especies las cuales son: M. africanum, M. bovis, M. microti, M.
canettii, M. caprae, M. pinnipedii, M. suricattae, M. mungi, M. dassie, and M.
oryx.214

El bacilo es un patdgeno intracelular obligado y desencadena respuesta inmune
celular, es aerobio pues tiene preferencia por tejidos bien oxigenados. Afecta a los
animales domésticos y salvajes, siendo los humanos el hospedador preferente.?
M. tuberculosis se divide lentamente cada 18-20 h, en comparacion a los 20 min
de la mayoria de las bacterias.® El bacilo se transmite de una persona a otra a
través de goticulas generadas en el aparato respiratorio de 1 a 5 ym de diametro
(gotitas de Fligge) de pacientes con enfermedad pulmonar activa. La infeccion
por M. tuberculosis suele ser asintomatica en personas sanas, dado que su
sistema inmunitario actia formando una barrera alrededor de la bacteria. Los
sintomas de la tuberculosis pulmonar activa son tos (hemoptisis en casos
avanzados), dolor toracico, debilidad, pérdida de peso, fiebre y sudoracion
nocturna. La tuberculosis se puede tratar mediante la administracion de
antibiéticos de alto espectro por tiempos prolongados que van de cuatro a seis
meses.* La tuberculosis es una de las diez principales causas de mortalidad en el
mundo. En 2016, 10,4 millones de personas enfermaron de tuberculosis y 1,7
millones murieron por esta enfermedad (entre ellos, 0,4 millones de personas con
VIH). Mas del 95% de las muertes por tuberculosis se producen en paises de

ingresos bajos y medianos.®



La tuberculosis es una de las causas principales de defuncidén en las personas
VIH-SIDA. En 2016, el 40% de las muertes asociadas al VIH se debieron a la
tuberculosis. Se estima que en 2016 enfermaron de tuberculosis un millon de
nifios y que 250 000 nifilos murieron debido a esta causa (incluidos los niflos con
tuberculosis asociada al VIH). Mas del 95% de las muertes por tuberculosis se
producen en paises en vias de desarrollo (Fig.1). Se estima que en 2016
desarrollaron tuberculosis multidrogorresistente (TB-MDR) unas 490 000 personas

a nivel mundial.®
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Figura 1. Tasa de incidencia estimada de la tuberculosis. Tomado de Global Tuberculosis

Report, OMS, 2017.%

En 2016 se presentd el mayor numero de nuevos casos de tuberculosis que
fueron registrados en Asia a lo que correspondi6 el 45%, seguida de Africa, con un
25%. En 2016 alrededor del 87% de nuevos casos de tuberculosis se registraron
en los 30 paises considerados de alta carga de morbilidad por esta enfermedad.
Siete de ellos acaparan el 64% de los nuevos casos de tuberculosis: la India,
Indonesia, China, Filipinas, el Pakistan, Nigeria y Sudéfrica.>® Son muchos los

paises que siguen dependiendo del diagndstico de la tuberculosis por medio de la



baciloscopia de esputo, una prueba que viene utilizdandose desde hace mucho
tiempo. Este método consiste en el examen microscépico de muestras de esputo
para detectar la presencia de la bacteria de la tuberculosis. Sin embargo, la
microscopia de luz sélo detecta la mitad de los casos de tuberculosis y es incapaz
de determinar si hay farmacorresistencia. Actualmente las pruebas diagnésticas

para TB incluyen:

Microscopia de frotis de esputo (BAAR). Fue desarrollada hace mas de cien
afos. Las muestras de esputo son examinadas bajo el microscopio compuesto
para observar si la bacteria estd presente. En la actualidad en los casos
definitivos, la OMS recomienda que para diagnosticar tuberculosis pulmonar, un
resultado debe ser positivo para este examen asi como también las pruebas
moleculares rapidas. La Unica prueba rapida para diagnostico de TB
recomendada actualmente por la OMS es la Xpert®.

El ensayo Xpert® MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale USA). Fue inicialmente
recomendado en 2010 para el diagnéstico de TB pulmonar en adultos. Desde
2013, también se ha recomendado para nifios y formas especificas de TB
extrapulmonar. Esta prueba ha sido mucho sensible y especifica que la
microscopia.

Los métodos de cultivo. Son actuales estandares de referencia pero
requieren mucho mas tiempo de desarrollo en el laboratorio y puede llevar mas
de 12 semanas para arrojar el resultado.® El cultivo primario de M. tuberculosis
en medio Lowestein-Jensen y el medio Coletsos usualmente resulta en colonias
caracteristicas con textura rugosa y el aspecto tipico de cordén bajo el
microscopio Optico. Estas caracteristicas permiten a los microbiélogos distinguir
M. tuberculosis de otras especies de micobacterias. Esto es particularmente
importante en paises en desarrollo, donde las técnicas bioquimicas o
moleculares no estan disponibles.’

Biopsias. El hallazgo en la histologia de la inflamacién granulomatosa con
necrosis caseosa se considera diagnostico suficiente para iniciar el tratamiento,
aunque la confirmacion microbiolégica es el diagnodstico definitivo y permite,

ademas, comprobar la sensibilidad a los farmacos.®



En la practica diagnostica los integrantes del MTC son dificiimente diferenciables
entre si por sus caracteristicas fenotipicas, por lo que se identifican como MTC sin
diferenciar, aunque en mas del 95% se trata de M. tuberculosis.?

En 1998 se publicé el genoma completo de M. tuberculosis y se ha evidenciado su
diversidad genética con siete linajes (Tabla 1), predominando cada uno de ellos en
distintos lugares del mundo (Fig. 2). Esta diversidad se traduciria también en
caracteristicas fenotipicas, con repercusiones clinicas y diagnosticas. Se han
observado diferencias entre linajes en el tropismo por localizaciones y en la
virulencia. Las cepas de las familias genéticas Beijing y las predominantes en

Asia, se asocian a mayor transmision y virulencia.®

Tabla 1. Principales linajes de la especie M. tuberculosis
1. Linaje Indo africano del Este (EAI).

Linaje Beijing

Linaje centroasiatico o Dehli (CAS)

Familia Harlem

Familia Latinoamericana y Mediterranea (LAM)

Familia X

Familias T y otras

N o g bdwbd

Tomado y modificado de Velayati & Farnia, 2017.14
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Figura 2. Arbol filogenético de las cepas del complejo M. tuberculosis. El color azul indica las
cepas que pertenecen al linaje LAM, rosa las cepas del linaje EAIl, rojo a aquellas cepas
pertenecientes al linaje Beijing, naraja al linaje Indo-Oceanico, purpura a las cepas del linaje del
Oeste africano las cuales son dos. Azul marino al linaje Etiopia y verde son las cepas adaptadas a
especies animales. Tomado y modificado de Zhu et al. 2016. #?

Antecedentes

La forma clasica del bacilo de la tuberculosis es de baston delgado que se observa
en los frotis tefiidos. Tiene un citoplasma liso y homogéneo en cortes claros y
bordes definidos. Las primeras imagenes de microscopio electrénico del bacilo de
la tuberculosis fueron obtenidas en 1939 en los laboratorios del Technische
Hochschule, Berlin. Von Borries y Ernst Ruska en 1939 publicaron micrografias

electronicas de la cepa aviar de micobacterias a 26,000X. El citoplasma de esos



bacilos contenia cuerpos obscuros de distintos tamafos. Mas tarde, Lembke y
Ruska en 1940, cultivaron el bacilo en medio Petragnani y observaron cerca de
ocho cuerpos grandes en el citoplasma del bacilo. Rosenblatt, Fullam y Gessler en
1942 en sus estudios de M. tuberculosis aportaron nuevos datos de la estructura
interna del bacilo. El tamafio del bacilo present6 variacion, el tamafio de la cepa
H37 subcultivada en la Universidad de Columbia mostro variaciones de 4.3 pm X
0.4 ym a 1.0 ym x 0.2 uym. La estructura interna presenta masas electron-densas
dentro del citoplasma granular. La densidad del citoplasma contenia mucho
granulos y vacuolas de diferentes tamafios. Mas tarde se confirmé que el
citoplasma de las bacterias jévenes es denso, contiene vacuolas y cuerpos muy

electron-densos.®

Patogénesis

La tuberculosis es la causa mas frecuente de granulomas y esta a su vez es la
caracteristica patoléogica mas sobresaliente, se desarrollan por la respuesta
inmune del hospedador y por las bacterias en los pulmones de los pacientes
infectados.® Un granuloma es un agregado compacto de macréfagos maduros,
estos se caracterizan por el incremento del tamafio del citoplasma (por el gran
namero de organelos) y la membrana plasmatica plegada. Se cree que esta
disposicion lo hace mas fagocitico y microbicida. Los macréfagos del granuloma
pueden sufrir cambios adicionales: se pueden fusionar en células multinucleadas
gigantes o diferenciarse en células espumosas, que se caracterizan por la
acumulacion de lipidos. También pueden transformarse a células epitelioides que
tienen interdigitaciones estrechas en la membrana celular asemejando un arreglo
de cierre unida a células adyacentes.

Otra caracteristica de la tuberculosis son las regiones de necrosis dentro de los
propios granulomas, la muerte de las células participantes, incluyendo
macrofagos. Las areas necroticas son conocidas como caseum O caseosas
cuando son vistas con técnicas de histopatologia convencional. Otros tipos de

células del granuloma son los neutrofilos, células dendriticas, linfocitos T y B,



células NK vy fibroblastos. Se piensa que las células epiteliales que rodean el
granuloma también participan en su formacion.!

El riesgo de desarrollar TB activa es mayor en pacientes con inmunidad celular
alterada. La infeccion inicia cuando el bacilo alcanza los alvéolos pulmonares, lo
invade y posteriormente es fagocitado por los macrofagos alveolares, donde se
replica intracelularmente. ElI macréfago interactia con los linfocitos T, lo que
resulta en la diferenciacion de los macréfagos en histiocitos epitelioides. El bacilo
no siempre es eliminado y permanece inactivo, causando una infeccion latente.

El sitio de infeccion primario es el pulmén, en donde existe la lesion conocida
como foco de Ghon que esta constituido por la lesién del parénquima pulmonar y
en ocasiones crece con la progresion de la enfermedad y se resuelve dejando una
cicatriz visible que puede ser densa y presentar focos de calcificacion.

Durante el estadio temprano de la infeccion, los microorganismos se diseminan
por la via linfatica a la region hiliar y mediastinal, y por via hematodgena a sitios
mas distantes. La TB en individuos inmunocomprometidos se desarrolla
clinicamente en enfermedad activa un afio después de la infeccion, lo que se
denomina como infeccion progresiva primaria. La TB primaria se ha considerado
en pacientes que desarrollan la enfermedad después de una exposicion inicial y
postprimaria o reactivacion en aquellos que la desarrollan de un foco previo de TB.
El paciente con inmunodeficiencia grave tiende a desarrollar TB primaria, mientras

que el paciente inmunocompetente tiende a la forma de reactivacién.?



Figura 3. Lesiones anatomopatoldgicas de la tuberculosis pulmonar. a) Macroscopicamente
los nédulos de mayor tamafio pueden tener necrosis caseosa central, que incluye elementos de
necrosis de licuacion y de coagulacion (flechas). Este patrén de afectacion de |6bulos superiores
es muy caracteristico de la tuberculosis secundaria (reactivacion o reinfeccion), que clasicamente
se ve en los adultos. b) Corte histoldgico de granuloma tuberculoso 400X. La respuesta
inflamatoria granulomatosa a la tuberculosis incluye principalmente células epitelioides (flecha
negra), linfocitos y fibroblastos (flecha discontinua). Los macréfagos epitelioides del granuloma son
alargados y tienen nucleos palidos y citoplasmas rosados. Tomado de Robbins & Cotran, 2007 0.
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Estructura y ultraestructura M. tuberculosis

M. tuberculosis generalmente tiene una morfologia colonial distintiva cuando se
cultiva en medios sélidos, pero la dificultad surge cuando se dispone solo de
microscopia de luz. Esta bacteria exhibe pleomorfismo (capacidad de cambiar de
forma) en ciertas circunstancias y puede existir, inclusive sin pared celular que son
llamadas formas L, que predominan y son cruciales para la supervivencia de
micobacterias, cuya ausencia de pared celular escapa a la destruccion por el
sistema inmune del hospedador.*?

Bajo el microscopio de luz, el bacilo de la tuberculosis aparece tipicamente recto o
ligeramente curveado. De acuerdo con las condiciones de crecimiento y edad del
cultivo, el bacilo puede variar en forma y tamafo, desde cocobacilo a bastones
largos. Se ha reportado que el bacilo puede llegar a medir de 1 a 10 ym de

longitud (usualmente 3 a 5 um)y 0.2 a 0.6 um de ancho (Fig. 4y 5).

| |3

Figura 4. Tincién de Ziehl Neelsen para blsqueda de BAAR en muestra de esputo. Tomado de
pagina web: Sociedade Brasileira de Imunologia. A Tuberculose e o Brasil.*3
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Figura 5. Micrografia de M. tuberculosis en microscopia electronica de barrido (SEM) Tomado y
modificado de Velayati & Farnia. 2017.14

La posibilidad de variaciones morfolégicas en el bacilo de la tuberculosis fue
sugerida por algunos investigadores como Malassez y Vignal (1883), Nocard y
Roux (1887), Metchnikoff (1888), Lubarsch (1899), Fischel (1893) y Vera y Rettger
(1939). Ellos demostraron que, bajo condiciones desfavorables como suplemento
limitado de nutrientes, privacion de oxigeno M. tuberculosis tomaba una apariencia
gruesa sin formar cuerpos vacuolares. Los bacilos se vuelven mas cortos en
cultivos mas viejos, filamentosos dentro de los macréfagos y ovoides durante
inanicion de las colonias. Pueden producir gemacién y ramificarse en cepas
resistentes a farmacos (MDR-TB). Estas variaciones son ventajosas en
condiciones de estrés del choque osmatico o desecacion y también atribuida a su
considerable resistencia a muchos farmacos.*

Todas las micobacterias comparten la propiedad de ser BAAR debido a la
presencia de acidos micélicos en su pared celular. Los acidos micoélicos permiten a
éstos organismos retener el colorante rojo fucsina basica fenicada incluso después

de lavados con acido clorhidrico con alcohol al 3% .*
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Pared celular de M. tuberculosis

La pared celular es el principal factor de virulencia de M. tuberculosis que
contribuye a la resistencia a farmacos y a la supervivencia en condiciones de
estrés.®

La bacteria tiene capacidad de entrar en un metabolismo latente cuando se ve
agredida, la pared celular le confiere una especificidad que explica el cuadro
clinico, la respuesta a las pruebas diagndsticas y al tratamiento.?

Béasicamente, la pared celular de M. tuberculosis consiste en tres polimeros unidos
covalentemente: la capa basal de peptidoglucano (PG), una capa intermediaria
electronltcida probablemente compuesta de un complejo de arabinogalactano-
micolatos y una capa externa densa que se revela por los depdsitos de metales
pesados en el contraste y bordean la capa electronltcida rica en lipidos (Fig.
6)_16,17

13



Figura 6. Envoltura de M. tuberculosis. A) seccién transversal de micobacteria. B) Diagrama de
la construccién de la envoltura: 1, posicién de los lipidos superficiales de la capsula. 2, capsula
principalmente de polisacéridos y proteina. 3, posicion de los lipidos de la capsula. 4, capa de
acidos micodlicos.5, peptidoglucano mas arabinogalactano. 6, capa trilaminar de la membrana
plasmética. Tomado de Cole et al. 2005.4!

El peptidoglucano (PG) y arabinogalactano (AG), y una capa gruesa de &cidos
micolicos (MA), que estan unidos covalentemente y forman el complejo MA-AG-
PG, el complejo comienza en el lado externo de la membrana plasmaética, que
comienza con el PG y AG, y termina con los MA y acidos grasos (Fig. 7). El PG
forma la “columna vertebral” del esqueleto de la pared celular.>® También se
encuentran glicolipidos y porinas en estas paredes como el lipidoarabinomanano

que esta anclado a la membrana celular por el diacilglicerol.
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El PG esta hecho de cadena de péptidos y glicanos. La gran cadena de glicano
consiste tipicamente en unidades repetidas de N-acetilglucosaminas (NAGS)
unidas a acido N-acetilmuramico (NAM). Estas cadenas estan unidas formando
redes con los péptidos unidos por el grupo lactil de los NAM’s. Estas cadenas
peptidicas normalmente estdn compuestas de &cido-L-alanil-D-iso-glutaminil-
meso-diaminopimélico (DAP). Esta red altamente organizada que rodea a la
bacteria es el principal componente que mantiene la forma de la bacteria. Esta

pared celular rodea la membrana de lipidos.*

Mycobacteria
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Figura 7. Estructura de la pared celular de las micobacterias. Tomado y modificado de Brown
et al, 2015.1°

Los PGs contribuyen a la forma resultante de la bacteria. Se han propuesto varios
modelos para explicar como su organizacion afecta la forma. Dos modelos (de
sitios de competicién) de ensamble del PG defienden esto, en los bacilos, la forma

depende de la actividad de dos reacciones quimicas que ocurren en los estadios
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terminales de la sintesis del PG; un sitio es responsable del alargamiento lateral
de la pared, y otra es responsable de la formacion del septo.

La forma normal de la bacteria estd determinada por el balance de estas dos
reacciones competitivas, la prevalencia anormal del sitio para el alargamiento
lateral de la pared termina en la formacion de cocobacilos o cocos. Otras bacterias
portan solo un sitio de ensamble del PG que puede formar solo un septo y crecen
solo como cocos.’” Notablemente la generacién del PG maduro ocurre fuera de la
membrana celular y es mediada por enzimas que incorporan las nuevas
subunidades de PG, que son polimerizadas en el citoplasma. PonAl y PonA2 son
las dos enzimas que se encargan de la polimerizacion de las cadenas de glicano y
péptidos reticulados. %

La organizacion de la membrana externa estd conformada por los &cidos
micdlicos. Las mutaciones en las micobacterias que afectan la organizacion de la
membrana o de la longitud de los acidos micdlicos resultan en fenotipos con la
morfologia colonial alterada o la persistencia en las células hospederas o en una
estructura labil de la membrana externa con cambios en las propiedades de la
permeabilidad. Algunos compuestos hidrofilicos requieren de proteinas formadoras
de poros para ingresar a la célula. Estas porinas han sido detectadas en la
membrana externa de M. tuberculosis (OmpAtb y Rv1698) y pueden jugar un
papel importante en la resistencia a farmacos, al igual que los procesos de reflujo
mediados por proteinas transportadoras como la ABC de la membrana interna.s

El bacilo de la tuberculosis es un organismo prototréfico (que puede sintetizar
todos sus componentes a partir de fuentes basicas de carbono y nitrdgeno) y
heterotréfico (que utiliza componentes organicos sintetizados como fuente de
carbono y energia). El éxito de este bacilo como patégeno puede ser atribuido a
su extraordinaria capacidad de adaptarse a los cambios intracitoplasmaticos en el
macréfago a través del curso de la infeccion. Estos cambios pueden incluir la
privacion de nutrientes, hipoxia, temperatura, pH, salinidad y varias condiciones
exdgenas de estrés. 222

Brevemente, la variacion morfologica reportada en M. tuberculosis esta clasificada

en dos categorias, aquella que se observa frecuentemente en la fase exponencial
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del crecimiento que es el bacilo, que es la forma V, Y, ramificada o de brote. Y
aguella que se observa ocasionalmente bajo condiciones ambientales de estrés
que es redonda, oval, como espora o formas L. La prevalencia con el estado de
transformacion a formas L es la que confiere resistencia los farmacos de varios
agentes microbianos.2 Los otros tipos de forma celular (V o Y) ocurren en menor
frecuencia. El bacilo en forma V es causada por los movimientos de postfision. El
término de “division por rotura” fue descrito por Kurth en 1898 y ha sido reportado
por muchos otros investigadores. El mecanismo exacto de este tipo de division
aun no es muy claro.®

En cuanto a la ultraestructura interna del bacilo, Koike et al. describieron un
organelo membranoso que nombraron tentativamente como “estructura lamelar”
que consiste en una unidad membranosa en un arreglo laminar y que tiene
continuidad con la membrana citoplasmatica.>> Mas tarde se denomind a esta
estructura mesosoma, y ahora se sabe que se encuentra en muchas otras
bacterias diferentes a M. tuberculosis y su funcién es desconocida.

Estudios de epidemiologia molecular han demostrado que ciertos genotipos de M.
tuberculosis son representativos en regiones geograficas definidas,?s sugiriendo
cada una, compatibilidad patégeno-hospedero especifica 0 que ciertos genotipos
tienen propiedades Unicas que potencian la patogenicidad y virulencia.?

La complejidad de la enfermedad en referencia a la presencia de cepas
resistentes obliga a realizar investigaciones en cuanto a cambios morfolégicos a
nivel ultraestructural. Por lo que en este trabajo se pretende realizar la
diferenciacion de la pared celular y relacionar la virulencia de cuatro cepas
distintas de M. tuberculosis, las cuales fueron seleccionadas por ser las cepas tipo
por su capacidad de producir o no enfermedad. Las cepas fueron obtenidas de la
colecciéon del Departamento de Patologia Experimental del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ), que desde hace 25
afnos se dedica a la investigacion activa de la inmunopatologia de la TB, siendo
este, el primer trabajo que aborda los aspectos ultraestructurales del bacilo de

Koch en el instituto. Las cepas utilizadas en este estudio fueron las siguientes:
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M. tuberculosis H37Rv cepa de virulencia estable, es la mas estudiada y se
utiliza como control, fue aislada por Edward R. Baldwin en 1905. La cepa
proviene del esputo de un paciente de 19 afios de edad con tuberculosis
pulmonar cronica del Instituto Trudeau en Saranac Lake, New York. Es
susceptible a todos los medicamentos de primera linea para el tratamiento

de la TB. Esta cepa pertenece al linaje LAM.?82°

M. tuberculosis H37Ra es una cepa atenuada originalmente deriva de la
cepa H37Rv, también del linaje LAM. Fue obtenida en 1935 por William
Steenken al envejecer un cultivo de la cepa H37Rv e inocularlo en cobayos

en el Instituto Trudeau, Saranac Lake, New York.30

M. tuberculosis suda27 cepa hipervirulenta del linaje Beijing. La
hipervirulencia se caracteriza por acortar la sobrevida de los animales
inoculados en modelo murino en comparacion a la cepa H37Rv. Proviene
de un aislado clinico de la Ciudad del Cabo, Sudéfrica y fue proporcionada
por la Universidad de Stellenbosch de la misma ciudad.

M. tuberculosis MDR (CIBIN/UMF15:99) proveniente de un aislado clinico
de un paciente con tuberculosis pulmonar avanzada de la Unidad de
Medicina Familiar No. 15 del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
de Monterrey, Nuevo Ledn, México. La cepa pertenece al linaje X1 fue
identificada y caracterizada en el Laboratorio de Micobacteriologia del
Centro de Investigacion Biomédica del Noroeste, IMSS de la misma ciudad.
La cepa es resistente a antibidticos de primera linea: isoniazida (Inh),
rifampicina (Rif) etambutol (Emb), estreptomicina (Str) y pirazinamida
(Pza).3t
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
¢ Existen diferencias ultraestructurales en la pared celular de las cepas de distinto

linaje H37Rv, H37Ra, Suda27 y MDR de M. tuberculosis que confieren distinto

grado de virulencia y resistencia a farmacos en el hospedero?
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IV. JUSTIFICACION

En la actualidad con los avances de las técnicas de microscopia electronica de
transmision (TEM), microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia de
fuerza atomica (AFM), algunos investigadores han sugerido que el bacilo de la
tuberculosis puede presentar variaciones en la ultraestructura. Avances recientes
han demostrado cambios adaptativos en tamafio y forma del bacilo bajo
condiciones de estrés. El conocimiento de la anatomia y fisiologia de M.
tuberculosis durante este proceso ha sido limitado por el crecimiento lento de las
bacterias. Desafortunadamente en muchos casos no se sabe si la forma es un
mecanismo de adaptacién por lo que pocos estudios han abordado este aspecto.
Se ha observado incluso dentro de la misma especie, variaciones morfologicas
macroscopicas y microscépicas que podrian explicar el comportamiento diferente
de cada cepa. Una de estas variaciones podria ser la pared celular que juega un
papel importante en la virulencia del bacilo y en la resistencia a antibiéticos. De ser
asi podrian encontrarse caracteristicas morfolégicas que ayuden a una
identificacion mas clara, y sistematica de los bacilos de la tuberculosis para
estudios epidemioldgicos, por lo que en el presente trabajo se pretende demostrar
las diferencias ultraestructurales de la pared celular y demostrar su correlacion con

la virulencia y la resistencia a farmacos en las cepas utilizadas en este estudio.
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V. HIPOTESIS

Dado que la pared celular de M. tuberculosis es el factor principal de virulencia, es
posible que las cepas mas virulentas tengan una pared celular mas compleja que
las cepas atenuadas que no producen enfermedad. También que los bacilos
presenten una ultraestructura diferente entre cada cepa, que aun siendo de

diferente linaje son de la misma especie.
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VI. OBJETIVOS

Objetivo general:
e Describir las principales caracteristicas ultraestructurales de las cepas
H37Rv, H37Ra, Suda27 y MDR de M. tuberculosis.

Objetivos especificos:
e Determinar las caracteristicas de la pared celular de las cepas estudiadas.
e Relacionar la ultraestructura con la patogenicidad y virulencia de las

micobacterias utilizadas.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron cepas de M. tuberculosis (H37Ra, H37Rv, Suda27 y MDR) de la
coleccion del Departamento de Patologia Experimental del INCMNSZ que
inicialmente fueron recolectados de aislados clinicos. Se utiliz6 como control la
cepa H37Rv debido a su virulencia estable que no ha cambiado desde el primer

aislamiento en 1905.

Las cepas fueron guardadas y congeladas a -70°C con criopreservadores
(glicerol) para su posterior resiembra en caldos de cultivo Middlebrock 7H9 (BD,
Difco) y se incubaron a 37 °C en atmosfera de CO:2 al 15% de 14 a 21 dias,
pasando este periodo se midié la densidad 6ptica (D.O.) para determinar si habia
fase exponencial. De esta fase se obtuvo 1 ml de alicuota de este cultivo del cual
se obtuvo un botdn de células por medio de centrifugaciéon a 2,500 rpm y luego se
resuspendié en 1 ml de mezcla de glutaraldehido al 2.5% en buffer de cacodilatos
apH7.20.15 M.

Las células se fijaron durante 24 horas colocando previamente los tubos
Eppendorf en lampara de luz ultravioleta durante 30 minutos como medida de
bioseguridad para asegurar la esterilizacion de la superficie de los tubos antes de
comenzar con el procesamiento para MET. El proceso consistié en centrifugar a
3000 rpm hasta obtener un boton blanquecino el cual se lavo dos veces con buffer
de cacodilatos, se colocaron 0.5 ml de tetradxido de osmio al 1% (OsOa),
resuspendiendo las bacterias. Se mantuvieron a temperatura ambiente durante
una hora con veinte minutos. Se centrifugaron nuevamente a 3000 rpm y se

realizaron dos lavados con buffer de cacodilatos.

La deshidratacion de la muestra se llevdé a cabo con alcohol etilico a distintos
grados de concentracion (30, 50, 70, 80, 96 y 100%), cada una de 15 minutos. Las

ultimas dos gradaciones se realizaron dos veces cada una. Enseguida las
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muestras se deshidrataron con o6xido de propileno absoluto (CsHeO). La
preinclusion se realizd con resina Spurr-0xido de propileno (1:1) durante toda la
noche. La inclusidon se hizo en tubos pequefios que fueron incubados en calor
durante una noche a 70 °C. Posteriormente se realizaron cortes semifinos de 350
nm utilizando un ultramicrétomo Leica EMUCY7, los cortes fueron tefiidos con azul
de toluidina y observados a microscopio de luz para evaluacion de la zona donde
las bacterias no estuviesen tan aglomeradas. Los cortes finos de 70 nm de grosor
fueron recogidos en rejillas de cobre de 200 mesh y contrastados con acetato de
uranilo al 1% y citrato de plomo Reynols (22 y 12 min respectivamente) para su
observacion al microscopio electronico de transmisién FEI, modelo Tecnai Spirit

BioTwin® operando a 80 kV y con spot size de 2.

Las imagenes obtenidas se analizaron con el programa para computadora ImageJ
1.51j con el cual se midieron las paredes bacterianas. Posteriormente se realizo
un analisis ANOVA. Las graficas y el andlisis estadistico se elaboraron con el

programa Graphpad Prisma 4.0.
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VIIl. RESULTADOS

Se examinaron al MET con la técnica convencional treinta células de cada cepa de
diferentes linajes de M. tuberculosis, H37Rv (virulenta) como control, H37Ra
(atenuada), Suda27 (hipervirulenta) y MDR (multidrogorresistente). Todas
presentaron distinta morfologia ultraestructural, desde el grosor de la pared, y
presencia de vacuolas de distinto tamafio. Todas las cepas presentaron
mesosoma en el citoplasma (Tabla 2).

El grosor de la pared celular es variable en las cuatro cepas (Tabla 3),
presentandose el mayor grosor en MDR (18.5 + 3.9 nm) y menor en Suda27 (6.7 +
2.0 nm). Se encontrd diferencia estadistica significativa en estas dos cepas en
comparacion con el control (p<0.05).

La cepa control H37Rv presentd zonas mas electrondensas en el citoplasma,
también presenta mesosomas, y poca vacuolizacion, el mesosoma se ubica en el
centro del citoplasma y estd rodeado de una pequefia zona electronlicida. El
citoplasma presenta granulaciones (Fig. 8).

H37Ra presenta varias zonas electronlicidas en el citoplasma, presentando
también una aparente reticula y mesosomas. Se observan algunos granulos
adyacentes a esta reticula (Fig. 9). Suda27 al tener el menor grosor de las cepas
de este estudio, no se observa capsula y se observan algunas vacuolas en el
citoplasma. El mesosoma también esta presente. También se encontro la “reticula
intracitoplasmatica” en el centro del citoplasma (Fig. 10). MDR presenté el mayor
grosor en pared, se distingue muy bien la capsula, y la pared celular muy
electrondensa, presenta vacuolas que ocupan gran parte del volumen

citoplasmatico y también presenta granulacion citoplasmatica muy fina (Fig. 11).
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TABLA 2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CEPAS ESTUDIADAS (n=120)

CEPA PARED MESOSOMA VACUOLAS  GRANULACION
CELULAR (T)

H37Rv (ctrl) T+ PRESENTE ESCASAS ABUNDANTE
H37Ra ++ PRESENTE ESCASAS ESCASA
Suda27 + ‘PRESENTE AUSENTES ABUNDANTE

MDR T+t PRESENTE ABUNDANTES  ABUNDANTE

DELGADO (+), MEDIO (++), GRUESO (+++)

TABLA 3. GROSOR (T) DE LA PARED CELULAR DE M. tuberculosis

CEPA T (nm) MEDIA + S.D.
H37Ra! 11.5 + 1.8 (n=30)
H37Rv 2 (ctrl) 10.4 + 3.2 (n=30)
Suda27? 6.7 + 2.0 (n=30)
MDR* 18.5 £ 3.9 (n=30)
Total n=120

1. Atenuada, 2. virulenta, 3. hipervirulenta, 4. multidrogorresistente
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PARED CELULAR DE CEPAS DE M. tuberculosis
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Grafica 1. Grosor de las paredes celulares. El andlisis mostré significancia estadistica (***) en

cepas Suda27 y MDR (p<0.05), ns (no significance), n=120
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Figura 8. Micrografia electrénica de M. tuberculosis H37Rv (ctrl); a) corte longitudinal b) corte
transversal, se observa el citoplasma con reticula electrondensa (flecha) con una zona clara
(delimitado con linea naranja), ¢) acercamiento a mayor aumento al citoplasma donde se observa
un mesosoma (circulo discontinuo) y d) corte transversal a mayor aumento de la pared celular.
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Figura 9. Micrografias electronicas de M. tuberculosis H37Ra. a) Corte longitudinal, se aprecia
un mesosoma (circulo discontinuo), b) corte transversal mostrando un mesosoma (linea
discontinua), c) corte longitudinal, se observa un mesosoma (circulo discontinuo) y también se
aprecia una “reticula citoplasmatica” (remarcada con las lineas naranjas) que da el aspecto de
vacuolar y d) corte transversal a mayor aumento de la pared celular donde se aprecia el grosor de

esta (linea naranja).
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Figura 10. Micrografias electrénicas de M. tuberculosis Suda27. a) Corte longitudinal, se
aprecia el citoplasma, mesosoma (lineas discontinuas) y vacuolas (flechas) b) a mayor aumento
corte transversal donde se observa una “reticula citoplasmatica” (linea naranja). ¢) Mesosoma en
plano longitudinal a mayor aumento (linea discontinua), se observa una zona electronlicida
rodeada de una zona granular y d) corte transversal a mayor aumento donde se aprecia la
membrana citoplasmética con poca pared celular.
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Figura 11. Micrografias electrénicas de M. tuberculosis MDR; a) corte longitudinal, donde se
observan vacuolas que ocupan gran parte del espacio citoplasmatico (flecha), b) corte transversal
donde se observa un mesosoma (circulo discontinuo), c) corte longitudinal donde se observan
algunas vesiculas de contenido desconocido, asi como una pared celular muy gruesa (flecha
delgada), un citoplasma electrondenso de aspecto reticular y d) corte transversal a mayor aumento,
se aprecia una pared celular muy gruesa junto con la capsula (flecha).
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X. DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran una variacién en el grosor de las paredes
celulares de cuatro cepas de distinto linaje siendo la misma especie: M.
tuberculosis. La pared de la cepa MDR es la mas gruesa (18.5 £ 3.9 nm)
comparadas con las demas micobacterias. Ademas, presentd la capsula situada
por encima de la pared, en contraste con la cepa hipervirulenta Suda27 (6.7 £ 2.0
nm) cuya pared es la mas delgada, ambas cepas presentaron diferencia
estadistica significativa frente al control H37Rv (p<0.05). Dado que la pared celular
es el principal factor de virulencial® esperdbamos que las cepas mas virulentas
tuvieran un mayor grosor de la pared celular, pero de acuerdo a los resultados
obtenidos esta virulencia es inversamente proporcional al grosor de la pared. En
nuestro estudio, las micobacterias MDR presentaron mayor grosor en la pared
algo similar a los estudios de Velayati et al.3> que demostraron que el grosor de las
paredes celulares en cepas de M. tuberculosis XDR y MDR son mas gruesas que
las paredes de cepas sensibles. La cepa MDR presenta una alta resistencia a
antibioticos de amplio espectro, por lo que esta estructura juega un papel
importante en el fenbmeno de adaptacion al microambiente, aunque Malhotra
también sefiala que las formas L que carecen de pared celular rigida también son
resistentes a varios agentes antimicrobianos.*3 14

Suda27 es una cepa hipervirulenta, que se caracteriza por el menor tiempo
de sobrevida de los animales inoculados en modelo murino y en los pacientes
infectados. La disminucion en el grosor de la pared celular podria jugar un papel
importante en la evasion del sistema inmune del hospedero, por lo que da lugar a
cuestionar cual es el factor de virulencia principal si la pared disminuye en este
tipo de cepas. Sin embargo, Borrero et al mencionan que ningun factor de
virulencia es en particular considerado esencial como tal, pues la patogenia del

bacilo parece ser un fenémeno multifactorial aun poco dilucidado.33
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El aspecto citoplasmatico de las bacterias demostré ser diferente, H37Ra presento
un citoplasma con aspecto reticulado fibrilar electrondenso que segun Velayati
podria ser el nucleoide agregado debido al efecto de la fijacion.3?

Esta cepa no produce dafio al hospedero es por eso que se le conoce por
ser atenuada. El citoplasma de las demas bacterias es distinto. H37Rv contiene
un citoplasma muy uniforme donde solo se observan granulos en la periferia
adyacente a la membrana celular. Algunos autores han determinado que la
composicién quimica de los granulos es de polifostato.?>!4 Otra caracteristica
morfolégica encontrada fueron las vacuolas, las cuales se observan de una a dos
en el citoplasma de las bacterias MDR. Las vacuolas son grandes y delimitadas
por una doble membrana, la composicién interior de estas se desconoce. Se ha
postulado que el contenido de las vacuolas es de origen lipidico.>'4 La cepa MDR
presentd vesiculas intracitoplasmaticas las cuales solo se presentaron en esta
cepa. Otro hallazgo sobresaliente fue la observacion de una estructura lamelar
conocida como mesosoma, del cual se desconoce su funcion exacta. Algunos
autores consideran que tiene una funciéon de oxidacion-reduccién34, acumulacion
de peréxido de hidrogeno (H202).14 Xin et al. indujeron la formacién de mesosomas
en Escherichia coli por efecto de la rifampicina, lo cual resulté con un exceso de
peroxido de hidrogeno (H202), cabe mencionar que la preparacion de las bacterias
fue mediante criofijacién.®® En contraste con otros autores que descartan la
posibilidad que el mesosoma sea un organelo como tal y es catalogado como un
artefacto producido por efecto del procesamiento de la muestras y atribuido
directamente a la fijacion por los aldehidos de los métodos tradicionales de
ME_36,37,38,39

La presencia del mesosoma estuvo en las cuatro cepas estudiadas, aunque
su frecuencia por campo microscopico fue variable, pues esto es proporcional a la
cantidad de bacterias por muestra y por la profundidad y orientacion la bacteria
ante el corte. La diversidad morfolégica en M. tuberculosis podria deberse a los
ambientes heterogéneos de los que originalmente se aislaron. También a las
distintas regiones geograficas en las que se encuentren, sin embargo, esta

bacteria es conocida por presentar pleomorfismo en ciertas circunstancias.
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Xl. CONCLUSIONES

Las diferentes cepas de M. tuberculosis presentan diferentes caracteristicas

ultraestructurales a pesar de ser de la misma especie.

La pared celular presenta distinto grosor entre cada cepa, proporcionando
mayor virulencia en aquellas con menor grosor mientras que la resistencia a

farmacos estéa determinada por las paredes celulares mas gruesas.

Las caracteristicas citoplasméaticas también presentan diferente disposicion

entre cada cepa, presentandose aspecto granular, vacuolas y mesosomas.

El mesosoma es una estructura de origen y funcion indeterminada que esta
presente en las micobacterias estudiadas con la técnica de microscopia

electrénica de transmisiéon convencional.
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XIl. APENDICE

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Glutaraldehido 2.5% (OCHCsHeHCO) FW 100.12 Electron Microscopy

Sciences.

Buffer de cacodilatos pH 7.2 a 0.15 M. cacodilato de sodio trihidratado
(sodio dimetil arsenato/acido cacodilico-sal de sodio) (C2HsAsNaO2¢3H20)
FW 214.02

Solucién de tetradxido de osmio al 1%. Ampollas de tetraéxido de osmio de
1 g (OsOa4). FW 254.2. Electron Microscopy Sciences.

Oxido de propileno (1,2 epoxipropano) (CsHeO) FW 58.08. Electron
Microscopy Sciences.

Soluciones porcentuales de alcohol etilico (C2HsOH) (30, 50, 70, 80, 96 y
100 %).

Resina de baja viscosidad (Spurr). Electron Microscopy Sciences.

NSA (anhidrido nonenil succinico) FW 227.0

ERL 4221 (7-Oxabicyclo[4.1.0]heptane-3-4cido carboxilico, 7-
oxabicycl[4.1.0]hept-3-ilmetil éster) EW 133.2 g/eq

DER 736 (polimero de poliglicol-epiclorohidrina) EW 184.6 g/eq

DMAE (2-dimetilaminoetanol) FW C4H11NO

Azul de Toluidina (cloruro de tolonio) C1sH1eN3SCI FW 305.84 Merck

35



Borato de sodio decahidratado Na2B4O7¢10H20 FW 381.422 J.T. Baker

Acetato de uranilo 3%. (CH3COO)2UO2:2H20 FW 424.15, Merck

Citrato de Plomo (Reynolds, 1963)

Nitrato de plomo Pb(NOs)2, FW 331.23.........cccoiiiiiiinnnen. 133 g
Mallinckrodt Chemicals Works

Citrato sodico Nas(CeHs07)*2H20, FW 294.10..........ccceinnenes 1.76 g
Mallinckrodt Chemicals Works

Solucion 1 N NaOH FW 40.0. ... 0.8 mi
Agua destilad (H20) ......oeiriii i 30 ml
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