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CAPITULO|

1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Definicién de tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa que se
caracteriza por una destruccion tisular progresiva, circunscrita a las zonas
infectadas (Smith, 2003), su via de transmision es aérea (WHO, 2007) y la

forma pulmonar es la mas comun (CENAVE; WHO, 2006)

1.1.2 Etiologia

Esta enfermedad es causada por organismos del complejo
Mycobacterium tuberculosis, formado por M. tuberculosis M. africanum, M.
bovis, M. microti y M. canetti Aunque el principal agente causal es M.
tuberculosis. Es importante considerar que existen otras especies de
micobacterias, llamadas NTM por sus siglas en Inglés (Non Tuberculosis
Mycobacteria), que producen sintomas que son facilmente confundidos con TB,
pero que no reaccionan favorablemente al tratamiento anti-TB convencional.

Estas enfermedades se conocen como micobacteriosis (Nolte y Metchck, 1995).

M. tuberculosis es una bacteria de forma bacilar, inmdvil, no esporulada,

de crecimiento lento con un tiempo de generacion de 15 a 20 h. Mide de 2 a 4



um de longitud por 0.2 a 0.5 um de ancho. Es una bacteria aerobia estricta.
Esta ultima condicidon favorece su localizacién en los alvéolos pulmonares al

inicio de la enfermedad (Todar, 2005)

1.1.3 Formas clinicas de TB

La expresion clinica de la TB es muy variada y depende de ciertos
factores que participan en el desarrollo de la infeccion, entre los cuales se
encuentran la edad, el estado inmunoldgico y nutricional del hospedero asi
como otros relacionados con el microorganismo como su virulencia o
preferencia por tejidos especificos (Valone y Cols., 1988). Sin embargo, sin

duda la forma clinica mas frecuente es la pulmonar (TBP).

1.1.4 Importancia epidemiolégica de la TBP en el mundo

En 1993 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declar6é a la TB
como una emergencia mundial, al registrarse un repunte en la prevalencia de
TB en los paises industrializados; ademas de haberse documentado en el
mundo un total de ocho millones de casos nuevos anuales y dos y medio
millones de muertes (SSA, 2005). La TB afecta fundamentalmente a personas
que viven en paises en desarrollo, en los cuales se localizan el 95% de los

casos (Corbertt y Cols., 2003).

Se estima que un tercio de la poblacion mundial esta infectada con TB.

Entre el 5% y el 10% de estos individuos desarrollaran la enfermedad en el



curso de su vida (WHO, 2007) con un 90% de probabilidad de que la infeccion

permanezca latente (Cole y Cols., 2005).

1.1.5 Factores que favorecen la propagacion de la TB

Lejos de ser controlados, hay indicios de que los casos de TB, en
términos absolutos siguen aumentando en el mundo, aunque el ultimo informe
de la OMS indica que las tasas de mortalidad e incidencia han descendido
notoriamente (WHO, 2003; WHO, 2007). La propia OMS ha determinado que
existen factores que favorecen la propagacion de la TB. Los principales son la
expansion de la pobreza, la epidemia del SIDA y la aplicacién inadecuada de
las medidas de control de la transmision de la enfermedad que a su vez
favorece la aparicion de cepas de M. tuberculosis multifarmacorresistentes
(MTB-MFR), las cuales inciden negativamente en el prondstico clinico,
prolongan el tratamiento e incrementan la probabilidad de falla terapéutica (Cole

y cols., 2005).

1.1.6 Incidencia global y asociacion con el VIH/SIDA

La incidencia global de TB en 2004 fue de 8.9 millones de casos nuevos
(140/100,000 habitantes), de los cuales 3.9 millones (62/100,000) eran
baciliferos y 741,000 se presentaron en adultos infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). Se estima que 1.7 millones de personas
(27/100,000) murieron de TB en este mismo afio, incluidos los casos de

coinfeccion por el VIH (248 000) (WHO, 2007).


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs104/es/index.html
file:///G:/WHO,2003
http://www.who.int/tb/en/

1.1.7 Importancia epidemiolégica de la TBP en México

En ese mismo ano, México reporté a la OMS la existencia de 11,411
casos nuevos de TB pulmonar confirmados por laboratorio y 2,345 casos
extrapulmonares (WHO, 2006) mientras que el Sistema Unico de Informacién
para la Vigilancia Epidemiologica registro 14,443 casos nuevos de TB pulmonar
(TBP), de los cuales 917 corresponden al estado de Nuevo Ledn (SSA, 2004).
En el 2005 el nimero de casos nuevos en México fue de 15,249 de los cuales
862 corresponden a Nuevo Leodn (SSA, 2005). En el 2006 el numero de casos
nuevos reportados en México fue de 13,813. En ese afo Nuevo Ledn se
encontro entre los estados con mayor incidencia de TB respiratoria después de
Baja California, Tamaulipas, Guerrero, Nayarit, Baja California Sur, Sonora,
Sinaloa, Colima y Veracruz con 854 casos de TB pulmonar y una tasa de 19.83

por 100,000 habitantes, superior a la media nacional de 12.85 (SSA, 2006).

1.1.8 Diagnéstico

El diagndstico presuntivo de TB se basa en imagenes radioldgicas, la
historia de contacto con personas enfermas de TB y métodos indirectos como la
prueba de la tuberculina. ElI diagnostico definitivo se establece por la
confirmacioén de M. tuberculosis mediante su observacion en frotis de muestras
de expectoracion tefiidas con la técnica de Ziehl Neelsen y/o por su aislamiento
en cultivo a partir de muestras de tejido, fluidos o secreciones de pacientes con

sospecha de TB (NOM-006-SSA2-1993; Cole y Cols., 2005).



Recientemente se han utilizados técnicas indirectas de biologia
molecular para el diagndstico de TB, las cuales han resultado rapidas, sensibles
y especificas (The National Collaborating Centre for Chronic Conditions, 2006),
estas técnicas moleculares también se han utilizado para la diferenciacion de M.
tuberculosis de otras micobacterias (Campbell y Bah-Sow, 2006), pero pueden
generar resultados falsos negativos cuando hay un numero reducido de
microorganismos (The National Collaborating Centre for Chronic Conditions,

20086).

1.1.9 Ventajas de la genotipificacion en la vigilancia epidemiolégica de TB

Para lograr un control eficiente de la TB es indispensable contar con un
sistema eficiente de vigilancia epidemioldgica en el ambito mundial. Para tal
propoésito, la genotipificacion a gran escala de M. tuberculosis es una
herramienta muy util porque permite identificar brotes que no pueden ser
detectados mediante epidemiologia tradicional. Ademas, la genotipificacion
proporciona informacién sobre la dinamica de diseminacién de las diferentes
cepas de M. tuberculosis, permitiendo comparar aislados de regiones en donde
esta enfermedad se encuentra ampliamente diseminada, y permite analizar los
cambios evolutivos del patégeno (Supply y Cols., 2001). Sin embargo, una
limitacion de estos métodos de epidemiologia molecular es la dificultad para
cultivar las micobacterias de manera rutinaria, especialmente en paises en
desarrollo, porque se requiere una inversion econdémica en infraestructura y

capacidad técnica que esta fuera del alcance de la mayor parte de estos paises.



Afortunadamente en nuestra localidad, se cuenta con estos recursos lo cual

permitio la realizacion del presente trabajo.

1.1.10 Genotipificacion

Los estudios de epidemiologia molecular de la TB se han facilitado por la
aplicaciéon de marcadores genéticos especificos y con base en éstos, se han
desarrollado diversos meétodos, entre los cuales los mas utilizados son el
analisis del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP-
IS6110), analisis de las regiones espaciadoras del locus de repeticion directa
(spoligotyping) y analisis de regiones con numero variable de repeticiones en
tandem (MIRU-VNTR), por que con ellos se obtienen resultados reproducibles

que pueden ser comparados en el ambito global.

1.1.10.1 RFLP-IS6110

El descubrimiento y estudio de transposones en M. tuberculosis ha
revelado su gran potencial para la diferenciacion entre cepas (van Embden y

Cols., 1993).

Eisenach y Cols. (1988) identificaron tres elementos genéticos de M.
tuberculosis, que por su tamafio, numero de copias y su conservacion entre
cepas del complejo M. tuberculosis se caracterizaron como secuencias de
insercion. Estos elementos cromosdémicos fueron utilizados como sondas

especificas para la deteccion de M. tuberculosis, directamente en especimenes



clinicos, y se sugirid6 que podrian ser utilizadas en estudios epidemioldégicos

como marcadores

Thierry y Cols. (1990) identificaron una secuencia repetida de 1361
nucleodtidos; la cual presentaba caracteristicas de los elementos IS; con
repeticiones invertidas (28pb) y directas (3pb) en los extremos de sus
secuencias blanco. Esta secuencia, denominada 1S67170, se ha encontrado solo
en organismos correspondientes al complejo M. tuberculosis y no en otras
micobacterias. En un estudio realizado en ese mismo afo, Thierry utilizé el
segmento IS6770 como sonda y obtuvo diferentes patrones de hibridacion
utilizando DNA de M. tuberculosis, M. bovis y M. microti, lo que sugirid
diferencias en el numero de copias y localizacion genémica de este elemento.
Una busqueda de la presencia de 1S67170 en cepas de M. tuberculosis aisladas
de diferentes pacientes revelaron un arreglo particular en genomas de

diferentes especies

Soolingen y Cols. (1990) establecieron la utilidad de los patrones
especificos de restriccion para el estudio de la epidemiologia de la TB, porque
éstos presentaban un claro polimorfismo de DNA, generado por la secuencia de
insercion 1S689, la cual resultd ser idéntica a 1IS6770. Aunque los aislados
clinicos de M. tuberculosis presentaron un alto grado de polimorfismo, la
transposicion del elemento IS resultd ser un evento raro en cepas del complejo
M. tuberculosis. Los resultados obtenidos indicaron que en regiones donde la

TB es altamente prevalente, las cepas de M. tuberculosis se encuentran mas



relacionadas que en regiones en donde la tasa de transmision es baja y
sugirieron que en estos ultimos, la mayoria de los casos de TB son resultado de
reactivacion de infecciones previas con M. tuberculosis (van Soolingen y Cols.,

1991).

van Embden y Cols. (1993) propusieron el método de RFLP-/IS67110 como
una técnica estandarizada para la genotipificacion de M. tuberculosis. Este
método se basa en el analisis de aislados clinicos de M. tuberculosis de
polimorfismos generados por la variabilidad en el numero de copias vy la
posicion del elemento IS6770 en el genoma de las micobacterias. Utilizando
este criterio, se considera que las cepas aisladas de casos sin relacion
epidemioldgica producen patrones unicos de RFLP; mientras que los casos
relacionados producen patrones semejantes; formando de esta manera
conglomerados o clusters. van Embden y Cols. (1993) postularon que el uso de
esta técnica permitira la comparacion de resultados entre diferentes laboratorios
en la investigacion de la transmision internacional de TB y la identificacion de
cepas con propiedades unicas como alta infectividad o resistencia a farmacos,

lo cual ya ha sido ampliamente confirmado.

La tipificacion de cepas de M. tuberculosis por RFLP-IS671710 ha sido
utilizada en la identificacion de brotes de TB (van Embden y Cols., 1993) y se
ha considerado como el estandar de oro para la tipificacion de M. tuberculosis.

Sin embargo, su utilidad se ve limitada debido a la necesidad de una cantidad



importante de microorganismos, un prolongado tiempo de estudio y el uso de un
software especializado para el analisis de resultados. Otra importante limitacion
es que proporciona una pobre discriminacion de cepas que contienen 5 o
menos copias del elemento IS6770 (Frothingham, Hills y Wilson, 1998) lo cual

hace necesaria una tipificacion secundaria empleando un método adicional.

1.1.10.2 Spoligotyping

En 1993 Groenen y Cols. investigaron la naturaleza de los polimorfismos
del locus de repeticidn directa (DR) el cual contiene multiples elementos de
repeticion directa de 36 pb altamente conservados, separados por secuencias
alternas de espaciadores polimorficos de 34 a 41pb (Kamerbeek y Cols., 1997).
Estos polimorfismos se deben probablemente a una recombinacion homéloga
entre elementos DR adyacentes o distantes y a rearreglos dirigidos por la
insercion del elemento 1IS6770; que generalmente esta presente en el locus DR
de la mayoria de las cepas del complejo M. tuberculosis. Con base en la
naturaleza de los polimorfismos del locus DR, estos investigadores
desarrollaron un método para la tipificaciéon de cepas; DVR-PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa de repeticiones variables directas); el cual permite la
diferenciacion de cepas no relacionadas epidemiolégicamente (Groenen y
Cols., 1993). En 1997 Kamerbeek y Cols. desarrollaron el método conocido
como, spoligotyping (spacer oligotyping); mediante el cual, se amplifican las
regiones espaciadoras entre los elementos DR del /locus DR altamente
conservado. La variabilidad de los 43 espaciadores utilizados en este método

(presencia o ausencia de espaciadores particulares) se utiliza para obtener los



patrones de spoligotyping de las cepas analizadas. Este método es simple y
rapido para deteccion y tipificacion simultanea de M. tuberculosis en muestras
clinicas sin necesidad de la realizacién de un cultivo o purificacion de DNA

(Kamerbeek y Cols., 1997).

1.1.10.3 MIRU-VNTR

Frothingham y Cols. (1994) postularon que a pesar de que las cepas del
complejo M. tuberculosis varian en especificidad de hospedero, virulencia y
otras caracteristicas fenotipicas, éstas tienen secuencias de DNA altamente

conservadas.

En 1998, Frothingham y Meeker-O Conell identificaron 11 loci con un
numero variable de repeticiones en tandem (VNTR) en el genoma de la cepa de
referencia H37-Rv, seis de estos loci presentan caracteristicas de repeticiones
exactas en tandem (ETR, por sus siglas en inglés) que contienen repeticiones
de 53 a 79 pb con secuencias idénticas en repeticiones adyacentes y cinco
repeticiones mayores polimérficas en tandem (MPTR, por sus siglas en inglés),
las cuales contienen repeticiones de 15 pb con variacién en copias adyacentes.
Comparando los productos de la amplificacion por PCR de los 11 Joci con
VNTR, Frothingham y Meeker-O’conell (1998) tipificaron 48 cepas, dentro de
las cuales incluyeron 25 cepas silvestres de M. tuberculosis, M. bovis, M.
africanum y M. microti y 23 cepas de M. bovis BCG. Los resultados sugieren
que este método de tipificacion tiene diversas ventajas, ya que es rapido,

reproducible, permite una facil comparacién entre un gran numero de cepas y
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puede ser utilizado junto con el método de RFLP-IS67110 para aumentar el
poder de discriminacion cuando se estudian cepas con cinco 0 menos copias de

IS67110.

A partir del trabajo de Frothingham y Meeker-O conell se ha descrito un
gran numero de VNTRs para la tipificacion de M. tuberculosis, buscando un
sistema que provea la mayor discriminacion posible entre aislados de M.

tuberculosis. Esta cualidad es necesaria para la identificacién de brotes de TB.

En 2001 Supply y Cols. reportaron un analisis de 90 cepas de 30 paises
utilizando VNTRs de 12 elementos genéticos tipo minisatélite de M. tuberculosis
denominados Unidades de Repeticion Interdispersas Micobacterianas (MIRU,
por sus siglas en inglés). Estos autores realizaron este estudio utilizando PCR
multiplex con oligonucledtidos marcados con colorantes fluorescentes, lo cual
permite detectar el tamafo de los fragmentos con una secuenciacion capilar.
Este método mostré ser reproducible, sensible y especifico para tipificar
organismos del complejo M. tuberculosis y diferenciar las cepas con 5 o0 menos
copias de IS6770. En forma adicional, este método permite la genotipificacion
de un gran numero de cepas en un tiempo corto, por ser considerablemente
mas rapido que los métodos de RFLP-IS6770 y analisis manual de los VNTRs.
La tipificacion mediante este sistema de 12 Joci de MIRU-VNTRs en
combinacion con spoligotyping se utilizd como base para la genotipificacion a
gran escala de M. tuberculosis. Sin embargo, la combinacion de estos dos

métodos tiene una capacidad de discriminacién menor al de RFLP-IS61710. Por
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lo que, en diciembre del 2006, Supply y Cols. (2006) reportaron un sistema
optimizado de 24 MIRU-VNTR con un poder de discriminacion
significativamente mayor. Quince de estos MIRU-VNTR presentan una mayor
variabilidad asociados a procesos de cambios evolutivos recientes; por lo que
proponen este sistema de 15 loci como el nuevo estandar para estudios
epidemiologicos de rutina y el sistema de 24 loci como una herramienta de alta

resolucién para estudios filogenéticos.

En marzo de 2007 Cardoso y Cols. reportaron un estudio de
epidemiologia molecular de TB, en el cual utilizaron los sistemas de 15 y 24
MIRU-VNTR y obtuvieron valores de especificidad del 95.7% y 97.4%
respectivamente. Cuando emplearon estos sistemas en combinacion con
spoligotyping lograron obtener una especificidad y una sensibilidad del 100%.
Mediante el método de RFLP-IS67110 también obtuvieron una sensibilidad del

100% pero la especificidad fue del 95.8%.

De acuerdo con los hallazgos de Cardoso y Cols. (2007), el sistema de
genotipificacion de 15 6 24 MIRU-VNTR combinado con spoligotyping
representa el primer método basado en PCR con parametros de especificidad y
sensibilidad comparables con los del estandar de oro (RFLP-IS61710); por lo que
su utilizacién es recomendado como el método de eleccion para la tipificacion

en estudios de transmision de TB.
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1.2 JUSTIFICACION

Nuevo Leon tiene una tasa de TB superior a la media nacional con una
importante presencia de cepas con variada resistencia a los farmacos pero
hasta la fecha no se ha realizado ningun estudio en nuestra entidad que utilice,
combinados, los tres métodos de genotipificacion recomendados
universalmente. Estos métodos permiten identificar brotes de TB ocasionados

por una misma cepa y determinar su via de transmision.

El conocimiento de las vias de transmisiéon de M. tuberculosis es una
herramienta epidemioldgica de gran utilidad para el establecimiento de medidas

de prevencién y control efectivas.

La genaotipificacion de los microorganismos permite establecer posibles

asociaciones entre cepas como base para definir su relacion epidemiolégica.

En este trabajo identificamos el genotipo de cepas de M. tuberculosis
aisladas de pacientes con TB pulmonar en el AMM, utilizando, combinadas, las
técnicas de spoligotyping, RFLP-IS6110 y MIRU-VNTR para identificar posibles
asociaciones entre ellas y conocer la situacion actual de la epidemiologia de la
TB en nuestra entidad, al utilizar los métodos para analisis epidemiolégico mas

especificos y sensibles conocidos hasta ahora.
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CAPITULOIII

2.1 OBJETIVO GENERAL

Conocer la relacion epidemioldgica entre cepas de M. tuberculosis

aisladas de pacientes del AMM, atendidos en el IMSS, con base en su genotipo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer la similitud genética entre cepas de M. tuberculosis mediante la

técnica de spoligotyping.

2. Confirmar por RFLP-IS6770 el numero de conglomerados identificados

por spoligotyping.
3. Mediante la técnica de MIRU-VNTR, detectar los casos no relacionados
epidemiolégicamente, que no fueron discriminados por las dos técnicas

anteriores.

4. Crear una base de datos con los resultados obtenidos y un banco de

DNA de las cepas aisladas.
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CAPITULO Il

3.1 MATERIAL Y METODOS

3.1.1 EQUIPO

e Campana de bioseguridad clase Il B2 (NUAIRE). Stafford, Texas.E.E.U.U.

e Vortex (VX 100 Labnet). Edison, New Jersey, E.E.U.U.

e Bafo de agua (Terlab M40). El arenal, Jalisco. México.

¢ Campana de bioseguridad clase Il A (LABCONCO). Stafford, Texas.E.E.U.U.

e Incubadora (CO, Water-Jacketed Incubator NUAIRE). Stafford,
Texas.E.E.U.U.

e Termoblock (Thermolyne, dri-bath). Dubuque, lowa. E.E.U.U.

e Centrifuga (Centrifuge 5415C-eppendorf). Barkhausenweg, Hamburgo.
Alemania.

e Termociclador Master gradient eppendorf. Barkhausenweg, Hamburgo.
Alemania.

e Horno de hibridacion (Hyband). Franklin, Massachussets. E.E.U.U.

e Miniblotter 45. Immunetics. Cambridge, Massachusetts. E.E.U.U.

e Barfo de agua (VWR Scientific 1120). Batavia, lllinois. E.E.U.U.

e Camara de electroforesis (Maxicell primo EC340). Holbrook, New Cork.
E.E.U.U.

e Fuente de porder (Life technologies model 250). Gaithersburg, Maryland.

E.E.U.U.
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e Equipo de transferencia con presion negativa (BIO-RAD Model 785 Vaccum
blotter). Hercules, California. E.E.U.U.

e Crosslinker (CL-1000 Ultraviolet). UVP. Upland, California, E.E.U.U.

e Camara de electroforesis (Minicell primo EC320). Holbrook, New Cork.
E.E.U.U.

o Biofotometro (eppendorf Biophotometer). Barkhausenweg, Hamburgo.
Alemania.

e Placa térmica con agitador magnético (Fisher Stirring Hotplate, Fischer
Scientific). Pittsburgh Pennsylvania. E.E.U.U.

e Termociclador (T GRADIENT Biometra). Goettingen. Alemania.

e Camara de electroforesis (HORIZON modelo 11.14 GIBCO, BRL, Life
Technologies) Los Angeles, California. E.E.U.U.

o Fuente de poder (Consort modelo E132 Life Technologies, GIBCO BRL) Los

Angeles, California. E.E.U.U.

3.1.2 MATERIAL

¢ Asas bacterioldgicas, Bioloop. Newport Beach, California. E.E.U.U.

e Tubo de 13 x 100. Pyrex, Labware, Corning, New York, New York. E.E.U.U.

e Perlas de vidrio. Fischer Scientific. Pittsburgh Pennsylvania. E.E.U.U.

e Jeringa de 3 ml provista con aguja calibre 21 G y 32 mm de longitud.
Plastipak. Garland, Texas. E.E.U.U.

e Tubos conicos con tapa de 1.5 ml. Eppendorf. Barkhausenweg, Hamburgo,

Alemania.
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Tubos cénicos con tapa de 2 ml. Eppendorf. Barkhausenweg, Hamburgo,
Alemania.

Tapon de plastico. Heathrow, Scientific. Vernon Hills, Illinois. E.E.U.U.
Gradillas. Heathrow, Scientific. Vernon Hills, lllinois. E.E.U.U.

Flotadores. Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri. E.E.U.U.

Membrana de Nylon. Amersham, Bioscience. Buckinghamshire, Reino
Unido.

Soporte suave. Immunetics, Cambridge, Massachusetts. E.E.U.U.

Tubo de hibridacion. Hyband. Franklin, Massachussets. E.E.U.U.

Laminas de acetato. IBM. Guadalupe, Nuevo Ledn, México.

Hypercassette, Amersham, Bioscience. Buckinghamshire, Reino Unido
Pelicula radiografica hyperfilm ECL Amersham, Bioscience.
Buckinghamshire, Reino Unido.

Bolsas de plastico con cremallera. Ziploc. Wisconsin, E.E.U.U.

Sistema de purificacion de columnas. Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System Promega. Madison, Wisconsin. E.E.U.U.

Pelicula radiografica (KODAK TMG/RA). Rochester, New York. E.E.U.U.
Puntillas de 10 pl. Axygen. Union city, California. E.E.U.U.

Puntillas de 20 pl. Raining. Oakland, California. E.E.U.U.

Puntillas de 200 pl. Raining. Oakland, California. E.E.U.U.

Puntillas de 1000 pul. Axygen. Union city, California. E.E.U.U.

Respirador contra particulas 3M 8210. St. Paul, Minnesota. E.E.U.U.

Batas quirurgicas estériles. Thailandia.
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3.1.3 REACTIVOS

Medio Lowenstein-Jensen (base). Merck. Darmstadt, Alemania.

Tris. Amresco. Solon, Ohio, E.E.U.U.

Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB). Calbiochem. San Diego,

California .E.U.U.

Lisozima. Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri. E.E.U.U.

Dodecil sufato de sodio (SDS). Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri.

E.E.U.U.

Proteinasa K. Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri.E.E.U.U.

Cloruro de Sodio (NaCl). Promega. Madison, Wisconsin. E.E.U.U.

e Cloroformo. J.T. Baker. Estado de México. México.

e Alcohol isoamilico. Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri. E.E.U.U.

e |sopropanol. ICN. Biomedical Inc. Aurora, Ohio. E.E.U.U.

e Etanol. Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri. E.E.U.U.

e Kit de PCR (Buffer Tth, Enhancer, Tth polimerasa). Epicentre. Madison,

Wisconsin. E.E.U.U.

MgCl,. Fluka. Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri. E.E.U.U.

Conjugado estreptavidina-peroxidasa. Indianapolis. Indiana. E.E.U.U.

Liquido de deteccion ECL. Amersham, Bioscience. Buckinghamshire, Reino

Unido.

Productos GBX de KODAK. Rochester, New York. E.E.U.U.

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Promega. Madison, Wisconsin.

E.E.U.U.
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Endonucleasa de restriccion Pvull. Promega Madison, Wisconsin. E.E.U.U.
RNAsa Promega. Madison, Wisconsin. E.E.U.U.

Buffer B 1X. Promega Madison, Wisconsin. E.E.U.U.

Marcadores de peso molecular Lambda/Hind IlI-Phi X174/Hae 11l Sigma
Chemical Co. St. Louis, Missouri. E.E.U.U.

Hidréxido de sodio. Caledon. Georgetown, Ontario, Canada.

Buffer de hibridacion (ECL gold hybridization buffer). Amersham, Bioscience.
Buckinghamshire, Reino Unido.

Go Taq Green Master Mix. Promega. Madison, Wisconsin. E.E.U.U.
Reactivo de marcaje y glutaraldehido (ECL Direct Nucleic Acid Labelling and
Detection System, GE Healthcare). Amersham, Bioscience.
Buckinghamshire, Reino Unido.

Luminol. Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri. E.E.U.U.

Acido cumarico. Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri. E.E.U.U.

Kit de PCR de BIOTECSA. Biotecnologias Universitarias S.A. México.
Tlalnepantla Estado de México. México.

dNTPs. Invitrogen, Life Technologies. Carlsband. California, E.E.U.U.

Dimetil sulfoxido (DMSO). Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri. E.E.U.U.
Agarosa ultrapura. Invitrogen. Carlsband. California, E.E.U.U.

Marcador de molecular de 50 pb. Promega. Madison, Wisconsin. E.E.U.U.
Marcador de molecular de 50 pb. Biolabs, New England. Ipswich

Massachusetts, E.E.U.U.

19



e Citrato de sodio tribasico dihidratado. Fluka. Sigma Chemical Co. St. Louis,
Missouri. E.E.U.U.

¢ |niciadores. INS 1 e INS 2. MWG BIOTECH Inc. High Point, North Carolina.
E.E.U.U.

¢ Iniciadores. DRa y DRb. MWG BIOTECH Inc. High Point, North Carolina.

E.E.U.U.

3.1.4 SOLUCIONES

3.1.4.1 Extraccion de DNA

TE 10X (100 mM Tris/HCI, pH 8 + 10 mM EDTA) (100 ml)

1. Preparar Tris/HCI 0.5 M pH8
a. Disolver 7.88g de Tris/HCI en aproximadamente 80 ml de H,Od o
H,OmQ.
b. AjustarapH 8
c. Aforara 100 ml
2. Preparar EDTA0.5M
a. Disolver 16.61g de EDTA en aproximadamente 60 ml de H,Od o
H.OmQ, agregando unas perlas de NaOH para que se disuelva
con mayor facilidad.
b. AjustarapH 8
c. Aforara 100 ml

3. Colocar aproximadamente 50 ml de H,Od o H,OmQ.
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4. Agregar 20 ml de Tris/HCI 0.5 M pH 8 mas 2 ml EDTA 0.5 M

5. Aforar a 100 ml.

TE 1X: (250 ml)

1. Agregar 25 ml de TE 10X a un matraz de aforacion de 250 ml estéril.

2. Aforar con H,0d o H,OmQ estéril.
3. Realizar alicuotas de 50 ml y 1.5 ml en condiciones de esterilidad.

4. Almacenar a 4 °C.

Lisozima (10mg/ml) (15 ml)

1. Pesar 0.15g de lisozima
2. Disolver en 15 ml de H,Od o H,OmQ estéril.
3. Realizar alicuotas de 1.5 ml

4. Almacenar a -20 °C.

Proteinasa K (10mg/ml) (5 ml)

1. Pesar 0.05g de proteinasa K

2. Disolver en 5 ml de H,Od o H,OmQ estéril.
3. Realizar alicuotas de 200 pl.

4. Almacenar a 4 °C.

21



SDS 10% (50 ml)

1. Pesar 5g de SDS.

2. Vaciar el SDS a un matraz de aforacion de 50 ml completamente seco
con un embudo.

3. Agregar H,Od o H,OmQ poco a poco y disolver cuidadosamente el SDS
por inversion evitando la formacién de espuma, si esta se forma,
eliminarla agregando H,Od o H,OmQ por goteo sobre la espuma.

4. Aforar a 50 ml con H,Od o H,OmQ.

5. Almacenar a temperatura ambiente.

CTAB/NaCl (50 ml)

1. Pesar 2.05g de NaCl y 5g de CTAB.

2. Agregar el NaCl y el CTAB a un matraz de aforacion de 50 ml seco.

3. Agregar H,Od o H,OmQ poco a poco y calentar la soluciéon en un bafo
de agua hasta disolver o bien dejar disolver de un dia para otro.

4. Aforar a 50 ml, si el volumen disminuye al enfriar la solucion, volver a
aforar.

5. Calentar el reactivo en un bafio de agua, vaciarlo en un vaso de
precipitados y realizar alicuotas vaciando directamente 1.2 ml

aproximadamente.

Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) (50 ml)

1. Colocar en un frasco que selle herméticamente 48 ml de cloroformo
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2. Agregar 2 ml de alcohol isoamilico.

Etanol 70% (100 ml)

1. Colocar 70 ml de alcohol en un matraz de aforacion de 100 ml

2. Aforar a 100 ml con H,Od o Ho,OmAQ.

3.1.4.2 Spoligotyping

SSPE 20X (1L)

1. Disolver 175.3g de NaCl mas 27.6g de NaH,PO4.H,O y 74g de EDTA en
800 ml de H,Od o H,OmAQ.

2. Ajusar el pH a 7.4 con NaOH (aproximadamente 6.5 ml de NaOH 10N)

3. Aforar a 1L con H,Od o H,OmQ

4. Esterilizar en autoclave.

SDS 10% (50 ml)

1. Pesar 5g de SDS.

2. Vaciar el SDS a un matraz de aforacion de 50 ml completamente seco
con un embudo.

3. Agregar H,Od o H,OmQ poco a poco y disolver cuidadosamente el SDS
por inversion evitando la formacién de espuma, si esta se forma
eliminarla agregando H,Od o H,OmQ por goteo sobre la espuma.

4. Aforar a 50 ml con H,Od o H,OmQ.

5. Almacenar a temperatura por no mas de una semana.
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EDTAO05M

1. Disolver 16.61g de EDTA en aproximadamente 60 ml de en H,Od o
H,OmQ, agregando unas perlas de NaOH para que se disuelva con
mayor facilidad.

2. Ajustar a pH8

3. Aforar a 100 ml con H,Od o H,OmQ.

2XSSPE/0.1% SDS (200ml)

1. Colocar en un frasco 100 ml de H,Od o H,OmQ.
2. Agregar 20 ml de SSPE 20X mas 2 ml de SDS 10%.
3. Agregar 78 ml de H,Od o H,OmQ.

4. Mezclar perfectamente

2XSSPE/0.5% SDS (250ml)

1. Colocar 100 ml de H,Od o H,OmQ en un matraz de aforacién de 250 ml.
2. Agregar 25 ml de SSPE20X mas 12.5 ml de SDS 10%.

3. Aforar a 250 ml con H,Od o Ho,OmQ.

2XSSPE (150ml)

1. Colocar en un frasco 15 ml de SSPE 20X mas 135 ml de H,Od o
HgOmQ.

2. Mezclar perfectamente.
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SDS 1%

1. Colocar 100 ml de H,Od o HoOmQ en un matraz de aforacion de 250 ml.
2. Agregar 25 ml de SDS 10%.

3. Aforar a 250 ml H,Od o H,OmQ.

EDTA 20 mM

1. Colocar en un matraz de aforacion 200 ml de H,Od o H,OmQ.
2. Agregar 20 ml de EDTA 0.5M.

3. Aforar a 500 ml con H,Od o H,OmQ.

Estreptavidina-peroxidasa

1. Colocar 10 ml de buffer 2X SSPE/0.5% SDS en un tubo falcon de 15 ml

2. Agregar 2.5 pul del conjugado estreptavidina-peroxidasa (500 U/ml)

Liquido de detecciéon ECL (20 ml)

1. Mezclar volumenes iguales de los reactivos de deteccion 1y 2 del kit de

Amersham, Bioscience.

Reactivos de revelado y fijacion (GBX de KODAK)

1. Colocar 100ml del reactivo de revelado o fijacién en una probeta de 500
ml y llevar a un volumen de 475 ml con agua de la llave.

2. Colocar cada una de las mezclas en un recipiente.
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3.1.4.3 RFLP-1S6110

Buffer de hibridacién (ECL gold hybridization buffer, GE Healthcare)

1. Tomar el volumen del buffer de hibridacion requerido.

2. Agregar NaCl a una concentracion de 0.5 M.

3. Agregar agente bloqueador a una concentracion final de 5% (w/v).

4. Mezclar inmediatamente hasta que el agente bloqueador quede libre en
suspension.

5. Continuar mezclando a temperatura ambiente por 1 h con un agitador
magnético.

6. Calentar a 42 °C por 0.5 a 1 h mezclando ocasionalmente.

7. Realizar alicuotas de 10 ml en tubos falcon de 15 ml.

8. Almacenar a -20 °C hasta su uso.

SSC 20X (NaCl 3M + Tri-sodium citrate dihydrate 0.3M, pH 7.0)

1. Disolver 175.2g de NaCl mas 88.23g de Tri-sodium citrate dihydrate en
700ml de H,Od o H,OmAQ.
2. AjustarelpHa 7.0

3. Aforar a 1L con H,Od o H,OmQ.

NaOH 4M

1. Disolver 80g de NaOH en aproximadamente 400 ml de H,Od o H,OmQ.
2. Colocar en bafo de agua y en agitacion debido a que se produce calor

en esta reaccion.
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3. Aforar a 1L con H,Od o H,OmQ.

4. Almacenar a temperatura ambiente por no mas de 3 meses.

SDS 10%

1. Pesar 5g de SDS.

2. Colocar el SDS a un matraz de aforacion de 50 ml completamente
seco con un embudo.

3. Agregar H,Od o H,OmQ poco a poco y disolver cuidadosamente el
SDS por inversién evitando la formacién de espuma, si esta se forma
eliminarla agregando H,Od o H,OmQ por goteo sobre la espuma.

4. Aforar a 50 ml con H,Od o Ho,OmAQ.

NaCl 5M

1. Pesar 292g de NaCl (2 veces 146g en un vaso de precipitados)

2. Colocar aproximadamente 200 ml de H,Od o H,OmQ en un vaso de
precipitados de 2L y agregar el NaCl poco a poco.

3. Dejar en agitaciéon continua y seguir agregando H,Od o H,OmQ y NaCl
hasta un volumen aproximado de 900 ml.

4. Si es necesario calentar un poco hasta disolver completamente.

5. Aforara 1L.

6. Esterilizar en autoclave y almacenar a temperatura ambiente.
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EDTA 0.5M

1. Disolver 16.61g de EDTA en aproximadamente 60 ml de H,Od o
H,OmQ, agregando unas perlas de NaOH para que se disuelva con
mayor facilidad.

2. AjustarapH 8

3. Aforar a 100 ml con H,Od o H,OmQ.

TBE 10X

1. Disolver 108g de Tris base en 500 ml de H,Od o H,OmQ.

2. Agregar 40 ml de EDTA 0.5 M.

3. Agregar 55g de acido bodrico y H,Od o H,OmQ hasta un volumen de
aproximadamente 900 ml.

4. Disolver completamente en agitacion.

5. Aforar a 1L con H,Od o H,OmQ.

TBE 0.5X

1. Colocar 1L de H>Od o HoOmQ en un matraz de aforacion de 2L.
2. Agregar 100 ml de TBE10X.

3. Aforar a 2L con H,Od o H,OmQ.

Solucién de desnaturalizacion (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH)

1. Colocar 150 ml de NaCl 5M en un matraz de aforacién de 500 ml.

2. Agregar 62.5 ml de NaOH 4M.
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3. Aforar a 500 ml.

Solucién de neutralizacién (1.5 M NaCl, 1M Tris. pH 8)

1. Colocar en un vaso de precipitados 250 ml de H,Od o H,OmQ mas 150
ml de NaCl SM.

2. Agregar 60.7g de Tris base.

3. Disolver perfectamente.

4. Ajustar el pH a 8 (agregar aproximadamente 30 ml de HCI concentrado)

5. Aforar a 500 ml con H,Od o Ho,OmQ.

Buffer de lavado primario (SSC 0.5X, SDS 0.4%)

1. Colocar 300 ml de H,Od o HoOmQ en un matraz de aforacion de 500 ml.
2. Agregar 12.5 ml de SSC20X mas 20 ml de SDS 10%.

3. Aforar a 500 ml con H,Od o H,OmQ.

Buffer de lavado secundario (2X SSC)

1. Colocar 1L de H,Od o0 HoOmQ en un matraz de aforacion de 2L.
2. Agregar 200 ml de SSC 20X.

3. Aforar a 2L con H,Od o H,OmQ.

SSC 10X

1. Colocar 500 ml de SSC 20X en un matraz de aforacion de 1L.

2. Aforar a 1L con H>Od o Ho,OmAQ.
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Buffer de strip (SSC 0.1X + SDS 0.1%)

1. Colocar 400 ml H,Od o HoOmQ en un matraz de aforacion de 500 ml.
2. Agregar 2.5 ml de SSC 20X mas 5 ml de SDS 10%.

3. Aforar a 500 ml con H,Od o H,OmQ.

3.1.4.4 MIRU-VNTR

TBE 10X

1. Disolver 108g de Tris base en 500 ml de H,Od o H,OmQ.

2. Agregar 40 ml de EDTA 0.5 M.

3. Agregar 55g de acido bdrico y H,Od o H,OmQ hasta un volumen de
aproximadamente 900 ml.

4. Disolver completamente en agitacion.

5. Aforar a 1L con H,Od o H,OmQ.

TBE 0.5X

1. Colocar 1L de H,Od o0 HoOmQ en un matraz de aforacion de 2L.
2. Agregar 100 ml de TBE10X.

3. Aforar a 2L con H,Od o H,OmQ.

3.1.5 Origen de las cepas

En este estudio se incluyeron 120 cepas de M. tuberculosis aisladas de
pacientes con TBP radicados en el AMM, atendidos en el IMSS durante el afio

2006. Se incluyé una sola cepa aislada de cada paciente y se cuenta con una
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base de datos conteniendo informacion clinica y socioecondémica de cada
participante. Todos los participantes fueron voluntarios y firmaron una carta de

consentimiento informado para participar en el presente estudio.

3.1.6 Analisis de polimorfismo.

Se analizé el polimorfismo de la cepas de M. tuberculosis incluidas en
este estudio con base en el analisis molecular de los siguientes elementos
genéticos: regiones espaciadoras del locus DR (spoligotyping), el elemento
IS67110 en fragmentos generados por digestiéon enzimatica especifica (RFLP-
IS67110), Unidades Repetidas Interdispersas y regiones con numero variable de
repeticiones en tandem (MIRU-VNTR). Estos analisis se realizaron en forma

secuencial (figura 1).

ESTRATEGIA GENERAL

Totalidad de cepas
{120)
}

Spﬂllg-:ljtyping

Cepals con Gepa‘s en
patrones unicos  conglomerados

!
RFLP-1S6110

Cepas con Cepas en
patrones Unicos conglomerados

MIRU-WVMNTR

'
Cepas con Cepas en
patrones unicos  conglomerados

Figura 1. Estrategia general del estudio
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Como una estrategia para el desarrollo de este proyecto, todas las cepas
fueron analizadas mediante spoligotyping, pero en los analisis subsiguientes
solo se incluyeron aquellas que formaron grupos de dos o0 mas cepas con
patrones iguales mediante este primer analisis. Es decir, aquellas que formaron
conglomerados con posible relacion genética. Se excluyeron de los analisis

subsiguientes las cepas que mostraron patrones unicos.

3.1.7 Aislamiento de DNA genémico de cepas de M. tuberculosis

3.1.7.1 Procedimiento de inactivacion de cepas

La primera fase de la extraccién se realizé en un cuarto de contencion Il
dentro de una campana de bioseguridad clase Il B2. Se tomaron dos asadas de
un cultivo fresco de M. tuberculosis en medio Lowenstein-Jensen (2 a 3
semanas) y se resuspendieron en 2 ml de TE 1X, dentro de un tubo de 13 x
100 que contenia de cinco a seis perlas de vidrio. La suspension se agité en un
vortex por 4 a 5 min hasta homogeneizar 1.2 a 1.5 ml de esta suspension se
transfirieron con una jeringa provista con aguja a tubos conicos con tapa de 1.5
ml de capacidad, y a partir de ésta, se transfirié 0.5 ml a cada uno de 2 tubos
conicos con tapa de 2 ml. Los tubos se cerraron y sellaron con un tapén de
plastico para evitar que se abrieran. Se colocaron en una gradilla dentro de un
bafio de agua a 80 °C y se incubaron por 50 min. Los tubos se sacaron del
bafio, se dejaron enfriar y se inocularon cuando menos 2 suspensiones en

medio de Lowenstein-Jensen para realizar una prueba de viabilidad.
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3.1.7.2 Extraccion de DNA

Se realiz6 la extraccion de DNA a partir de las suspensiones bacterianas
inactivadas. Este proceso se efectué dentro de una campana de bioseguridad
clase Il A. De acuerdo al método CTAB utilizado a cada una de las
suspensiones inactivadas se les agregé 50 ul de lisozima (10 mg/ml); se
agitaron en vortex por 10 seg y se incubaron a 37°C toda la noche, transcurrido
este tiempo a cada tubo se agregaron 70 ul de SDS 10% y 6 ul de proteinasa K
(10 mg/ml), se agitaron en vortex por 10 seg y se incubaron 10 min a 65°C en
un termoblock. El paso siguiente fue agregar a cada suspensién 100 ul de NaCl
5M y 80 ul de CTAB/NaCl (0.274 M CTAB/0.68 M NaCl), este ultimo
precalentado a 65°C por 10 min, agitar en vortex por 10 seg, para luego
incubarlos a 65°C por 10 min; a continuacién se les agregé un volumen
aproximadamente igual (700 ul) de una mezcla de cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1), se agitaron en vortex por 10 seg, se centrifugaron a temperatura
ambiente por 5 min a 12,000 rpm, y el sobrenadante se transfiri6 a un tubo
nuevo. Se descartaron la interfase y la fase organica. A cada uno de los tubos
con el sobrenadante se les agregaron 0.6 volumenes de isopropanol
(aproximadamente 360 pl) para precipitar los acidos nucleicos. Se incubaron a -
20°C toda la noche, se centrifugaron a 12,000 rpm por 15 min a temperatura
ambiente, se lavaron con etanol frio al 70% y se centrifugaron nuevamente a
12,000 rpm por 2 min. El sobrenadante se descarto y el DNA obtenido se dejo a

temperatura ambiente para evaporar el etanol residual, el DNA se resuspendio
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entonces en 20 ul de TE 1X, se dejoé a temperatura ambiente por 1 h 30 min y

se almaceno a -20 °C hasta su utilizacion (van Soolingen, 1992).

3.1.8 Spoligotyping

Estos ensayos fueron realizados utilizando una membrana de Nylon
cargada positivamente. A partir del DNA bacteriano obtenido se realizé una
amplificacion por PCR del locus DR. La mezcla de PCR se prepard con las
siguientes concentraciones finales de los reactivos: 1X de Buffer Tth, 1.5mM de
MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 5 pmoles de los iniciadores DRa y DRb, 10% de
enhancer, 0.5U de Tth polimerasa ajustando con agua a un volumen final de 50
ul por reacciéon. Las condiciones para la PCR fueron las siguientes: 1 ciclo de
desnaturalizacién de 4 min a 96 °C, 30 ciclos de 1 min a 96 °C, 1 min a 55 °C,
30 seg a 72 °C y un ciclo final de 5 min a 72 °C. La prueba de PCR se realiz6

con un termociclador Master gradient Eppendorf.

Para la hibridacién se prepararon diluciones de los DNAs en las que se
depositaron 20 pL de los productos de PCR en 150 uL de buffer 2X SSPE/0.1%
SDS, los tubos se calentaron a 99 °C por 10 min y se colocaron inmediatamente
en hielo. La membrana se lavd por 5 min a 60 °C en buffer 2 X SSPE/0.1%
SDS, posteriormente se colocé sobre un soporte suave en la base de un
miniblotter, se coloco la placa superior y se apretaron los tornillos. El liquido se
retir6 de los carriles por aspiracion, empleando una bomba de vacio. Los

carriles vacios se llenaron con el producto de PCR diluido (evitando Ila
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formacion de burbujas) y el miniblotter se colocé en el horno de hibridacién a 60
°C por 60 min en una posicidbn horizontal sin agitacion para permitir la
hibridacion. Al término de este tiempo se retiraron las muestras del miniblotter
por aspiracion con ayuda de una bomba de vacio y la membrana se colocé
dentro de un tubo de hibridacion, ésta se lavo 2 veces con 50 ml de buffer 2X
SSPE/0.5 %SDS por 10 min a 60 °C. Después de cada lavado el buffer se
desechd y al final la membrana se dejé enfriar dentro del tubo de hibridacion
para luego agregarle 10 ml de solucidn del conjugado estreptavidina-peroxidasa
(10 ml de buffer 2X SSPE/0.5% SDS mas 2.5ul del conjugado con 500U/ml) y
se incubo a 42 °C por 60 min, enseguida la membrana se lavo con 50 ml de 2X
SSPE/0.5% SDS a 42 °C por 10 min 2 veces y luego 2 veces mas con 50 ml de
2X SSPE a 30 °C por 5 min. Para la deteccion de la quimioluminiscencia
generada por el DNA hibridado, la membrana se incubé por 1 min en 20 ml del
liquido de detecciéon ECL. Se elimin6 el exceso de solucidén y la membrana se
colocé entre dos laminas de acetato en un hypercasete. Se colocd una pelicula
radiografica hyperfilm ECL, sobre la membrana y se dejé exponer por 20 min.
Después de la exposicion la pelicula se retir6 del casete, se reveld y se fijo. Al
final se enjuagd y se dej6é secar al aire. Para la regeneracion de la membrana,
ésta se lavé con SDS 1% a 80 °C por 30 min 2 veces, luego 1 vez con EDTA 20
mM pH 8 a temperatura ambiente por 15 min y por ultimo se almacend en
EDTA 20 mM pHS8 a 4 °C en una bolsa de plastico con cremallera para evitar su

deshidratacion.
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Los patrones obtenidos en cédigo binario fueron convertidos a codigo

octal siguiendo las indicaciones de Dale y Cols. (2001) (figura 2). El analisis de

estos patrones se llevd a cabo mediante el programa SPSS version 10

(Chicago, ILL., E.E.U.U.). Un cluster fue definido como una serie de aislados

con 100% de identidad en sus patrones de spoligotyping. El cédigo de cada

cluster fue comparado con los de la base de datos internacional SpolDB4

(Institut Pasteur de la Guadaloupe, 2006) para la identificacion de la familia a la

cual pertenecen.

Analisis de datos

Patron oignzl | AN SESSSEEEER0AEASESEEEEROO0INEAEEAR

Patron binario [1111111111111111111001111111111100001111111

Blogue octal | 111

111

111 {411 (111 (100

11

111

111 410 | 000 111 [ 111

Codigoactal | 7

T T T 4

7

7

7 B ] T 7

| TEEETTATTTe07 7

| 1 = Positivo
0 = Megativo

Cddigo octal

(8 combinaciones)

000=0 100=4
001=1 101=5
010=2 110=6
011=3 111=7
Espaciadores 1-42

14 sets de 3 digitos + 1 digito adicional

+160
Espaciador 43

Figura 2. Analisis de datos de spoligotyping. Conversion de cddigo binario a codigo octal.

3.1.9 RFLP-IS6110.

Estos analisis se realizaron conforme al método descrito en 1993 por van

Embden y Cols. (van Emden, 1993) para lo cual se utilizaron 2 ug de DNA de
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cada una de las cepas en un volumen de 20 pl. Estos fueron digeridos con la
endonucleasa de restriccion Pvull utilizando una concentracion final de 8U, 1 ug
de RNAsa, Buffer B 1X, ajustando a un volumen final de 30 ul con agua, la
digestion se llevo a cabo a 37 °C por 4 h en un bafo de agua. Transcurrido ese
tiempo se verificd la accidn de la enzima por una electroforesis en un gel de
agarosa al 1% horizontal, se cargd 1 ul DNA digerido mas 5 ul de una mezcla
de marcadores de peso molecular Lambda/Hind 1l1I-Phi X174/Hae Il (1:100). El
gel se corrid por 1 hr 15 min a 90 V. Cuando se observo una digestion
completa, se ajusto el volumen de las digestiones y a cada una les adiciond 5
de una mezcla de marcadores de peso molecular Lambda/Hind IlI-Phi
X174/Hae 11l (1:100). Los fragmentos de DNA obtenidos se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% con bromuro de etidio, a una
concentracion final de 0.5 ug/ml. Esta separacion se llevé a cabo a 85 V por 10
min seguido de 17 h a 35V. El gel se lavd con 150 ml de buffer de
desnaturalizacion (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) por 20 min en agitacién constante,
se enjuagd con agua y se hizo otro lavado con 150 ml de buffer de
neutralizacion (1.5 M NaCl, 1 M Tris pH 8) por 20 min en agitacién constante y
se enjuagdé nuevamente con agua destilada. Los fragmentos de DNA separados
se transfirieron a una membrana de Nylon mediante un equipo de transferencia
con presion negativa utilizando 500 ml de buffer SSC 10X. La transferencia se
hizo aplicando 5” de mercurio por 2 h. Al finalizar este procedimiento, se
verificé la completa transferencia de los fragmentos a la membrana en un

transiluminador; y el gel se desech6. La membrana se retir6 del equipo de
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transferencia, se lavd por 5 min en buffer SSC 2X y se dej6 secar al aire. Para
fijar los fragmentos de DNA a la membrana, ésta se irradié con luz UV (1200 x
100 pJ/cmz) en un dispositivo especifico para este propésito. La membrana se
paso al tubo de hibridacion y se traté con 10 ml de buffer de hibridacién a 42 °C
por 1 h. Después de esta prehibridacion se realizé una hibridacion tipo southern
por 18 h con una sonda preparada a partir de un fragmento de 245 pb (800 ng)
correspondiente al brazo derecho de IS6770 o a una mezcla de los marcadores

de peso molecular Lambda/Hind Ill (62.5ng) y Phi X174/Hae 11l (412.5ng).
3.1.9.1 Preparacion de la sonda de I1IS6710

A partir de 100 ng de DNA total de M. tuberculosis H37-Rv se corrio una
PCR con una concentracion final de 1X de Go Taq Green Master Mix, 10
pmoles de los iniciadores INS 1 e INS 2, ajustando a un volumen final de
reaccion de 100 pl.

Tabla 1. Condiciones de PCR para la amplificaciéon de la sonda de 1IS67110

Tem%%';l U Tiempo No. ciclos
96 3min 1 ciclo
95 50 seg

71.7 1 min 3 ciclos
72 20 seg
95 50 seg

69.7 1 min 3 ciclos
72 20 seg
94 1 min

68.7 40 seg | 25 ciclos
72 20 seg
72 3 min 1 ciclo
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Para verificar el tamano de fragmento (245 pb) amplificado 5 pl del
producto se analizaron en una electroforesis en gel de agarosa al 2%. Esta se
realizé a 90 V por 1.5 h, utilizando una camara de electroforesis. El producto de

PCR restante se purificO mediante un sistema de purificacion de columnas.

3.1.9.2 Marcaje de las sondas

Se ajustd la concentracién de cada una de la sondas utilizadas en este
trabajo: para detectar el elemento 1S6770 se utilizaron 800 ng del producto
amplificado en un volumen de 40 ul y para obtener la sonda de los marcadores
se utiliz6 una mezcla de marcadores con pesos moleculares en el rango de 72 —
23,130pb (687.5ng de Lambda/Hind Il y 128ng de PhiX174/Hae Ill) en un
volumen final de 10 pl. Las sondas se incubaron en un bafio de agua a
ebullicion por 5 min e inmediatamente se colocaron en hielo por 5 min. A cada
preparacion se le agregé un volumen igual de reactivo de marcaje y
glutaraldehido y se incubaron a 37 °C por 15 min en un bafio de agua.
Transcurrido el tiempo de la hibridacion, la membrana se lavd 2 veces con 70
ml de buffer de lavado primario a 55 °C por 10 min y 2 veces mas con 70 ml de
buffer SSC 2X a 28 °C por 5 min. Para la deteccién de los fragmentos del
elemento 1S6770 obtenidos y de los marcadores de peso molecular, la
membrana se incubd por 2 min en 20 ml de una mezcla 1:1 de solucién 1 (8.8
mg de luminol, 1.32 mg de acido cumarico, 1M de Tris pH 8.5) y solucion 2
(18ul de HyO,, 1M de Tris pH 8.5). Se retir6 el exceso de la mezcla de

soluciones de la membrana y se colocé entre dos acetatos en un casete. Se
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colocé una pelicula radiografica KODAK sobre la membrana y ésta se expuso
por 5 min, se revelo utilizando los reactivos de revelado y fijacion y se enjuago y
se seco al aire. Para la regeneracion de la membrana, ésta se lavo con 100 ml
de buffer de Strip (SSC 0.1X, SDS 0.1%) a 65 °C por 30 min, se enjuagd con

SSC 2X, se dejo secar al aire y se almacend a 4 °C.

Los patrones de bandas obtenidos fueron analizados mediante el
programa Bionumerics (Applied Maths. Austin, E.E.U.U.), representados
graficamente por el método de grupos pareados usando promedios aritméticos
(UPGMA) vy el coeficiente Dice. La tolerancia de bandas fue ajustada al 1.9%.
Un cluster fue definido como una serie de aislados con un 100% de similitud en

los patrones de IS6770 obtenidos.

3.1.10 MIRU-VNTR

La genotipificacion de aislados de M. tuberculosis por MIRU-VNTR se
desarroll6 usando los oligonucledtidos correspondientes a los 15 loci descritos
como los mas polimérficos por Cardoso y Cols. en el 2007 (Tabla 2) (Cardoso,

2007).
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Tabla 2. Secuencia de iniciadores y longitud de las unidades de repeticion de
los 15 MIRU-VNTR utilizados

Longitud de
MIRU Iniciador Secuencia de iniciador la unld_ale,de
repeticion
(pb)
4 A 5' GTCAAACAGGTCACAACGAGAGGAA 77
B 5' CCTCCACAATCAACACACTGGTCAT
10 A 5" ACCGTCTTATCGGACTGCACTATCAA 53
B 5" CACCTTGGTGATCAGCTACCTCGAT
16 A 5" GGTCCAGTCCAAGTACCTCAATGCT 53
B 5" TGATTGCCCTGACCTACACCCGGTT
26 A 5" GGCGGATAGGTCTACCGTCGA 51
B 5" GCCGTCCGGGTCATACAGCA
31 A 5" CGTCGAAGAGAGCCTCATCAATCAT 53
B 5" AACCTGCTGACCGATGGCAATATC
40 A 5" GATTCCAACAAGACGCAGATCAAGA 52
B 5" TCAGGTCTTTCTCTCACGCTCTCG
Mtub04 A 5" CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT 51
B 5' GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC
ETRC A 5" CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT 58
B 5 AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
ETR A B 5" AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT 75
A 5' CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
QUB11b A 5" CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG 69
B 5" CGAAGTGAATGGTGGCAT
Mtub21 A 5" AGATCCCAGTTGTCGTCGTC 57
B 5' CAACATCGCCTGGTTCTGTA
QUB26 B 5" AACGCTCAGCTGTCGGAT 111
A 5" CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT
Mtub30 A 5" CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT 58
B 5" ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
Mtub39 A 5" CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC 58
B 5" TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG
QUB4156 A 5" TGACCACGGATTGCTCTAGT 59
B 5" GCCGGCGTCCATGTT

La amplificacion por PCR se llevd a cabo utilizando el kit de Taq
polimerasa de BIOTECSA. La mezcla de PCR se prepar6 utilizando una

concentracion final de 1X de buffer, 0.2 mM de dNTPs, 4% de DMSO, 1.25 U de
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Taq polimerasa, 3 ng de DNA de cada uno de los aislados de M. tuberculosis
analizados, la concentracion de iniciadores y MgCl, para cada MIRU-VNTR se
muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de iniciadores y MgCl, y temperatura de alineamiento
para cada MIRU-VNTR.

MIRU | MgCI2 (mM) | Iniciadores (uM)] T °C
MIRU 10 1 0,4 55
MIRU 31 1 0,08 55
Mtub 04 1 0,4 73
ETRC 1 0,4 68,6
ETRA 1 0.4 67
QUB 11b 1 0,4 63,2
QUB 26 1 0,08 55,6
Mtub 39 1 0,4 70
MIRU 4 1.5 0,08 55
MIRU 16 1,5 0,08 57
MIRU 40 1,5 0,08 55
Mtub 21 1,5 0,4 68,6
MIRU 26 3 0,4 68
Mtub 30 3 0,4 74,5
QUB 4156 3 0,4 68,6

Las condiciones de PCR utilizadas para los MIRU 4, 10, 16, 26, 31, 40
fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94 °C, 35 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min
a la temperatura de alineamiento indicada en la tabla 2 para cada uno de los
MIRU-VNTR, 30 seg a 72 °C y 1 ciclo de 5 min a 72 °C. Para los loci ETR A,
ETR C, Mtub 04, Mtub 21, Mtub 30, Mtub 39, QUB 11b, QUB 26, QUB 4156 las
condiciones de PCR fueron las siguientes: 1 ciclo de 15 min a 95 °C, 35 ciclos
de 1 min a 94 °C, 1 min a la temperatura de alineamiento indicada en la tabla 2

para cada uno de los MIRU-VNTR, 30 sega 72 °C y 1 ciclo de 10 mina 72 °C.
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Las amplificaciones se realizaron en un termociclador T GRADIENT. Los
fragmentos obtenidos fueron analizados en geles de agarosa al 2%
(peso/Vol.). La separacion de los productos amplificados se llevd a cabo a 100
V por 10 min, seguido de 2.5 h a 70 V y finalmente 10 min a 100 V. El analisis
de los fragmentos obtenidos se realizé mediante el programa Gene Snap,
obteniendo los valores de movilidad con base a los corrimientos de los
marcadores moleculares de 50 pb utilizando el programa Gene Tools Molecular

Biology Aplications (Syngene, USA).

Se analizaron todas las cepas (120) tipificadas como M. tuberculosis y
que fueron aisladas de pacientes con TBP, radicados en el AMM, atendidos en
la mayor parte de las Unidades de Medicina Familiar del IMSS (70%) en el afno
2006. En este estudio se incluyd una sola cepa aislada de cada paciente. Para
el presente estudio y ulteriores analisis se acopid una base de datos con la
informacion general de cada participante, y la respectiva informacién médica y

socio-economica suficiente y pertinente.
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CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS

4.1.1 Patrones Obtenidos por spoligotyping

Siguiendo la estrategia general propuesta originalmente, se analizo,
mediante spoligotyping la totalidad de cepas recuperadas durante 2006 (120).
De las 120 cepas, 84 (70%) formaron 16 clusters (tabla 7) y 36 (30%) mostraron
patrones unicos. De los 16 clusters formados destacan 2 que agrupan el mayor
numero de casos (26 y 17), los cuales pertenecen a las familias X1 y T1
respectivamente, el resto de los clusters obtenidos agruparon de dos a cinco
casos (Tabla 4). Las familias a las que pertenecen la mayoria de los clusters
formados tienen una distribucion mundial segun la base de datos SpolDB4

(Tabla 5).

Dentro de las cepas analizadas por spoligotyping se obtuvo una cepa
perteneciente a la familia Beijing, representada por la presencia de los ultimos 9
espaciadores (35 a 43), la cual fue confirmada por la obtencion de un fragmento
de 641pb al realizar la amplificacion por PCR del locus 26 utilizando la cepa
perteneciente a esta familia segun lo sugerido por Rajender Rao K. y Cols. en el

2006 (Figura 3) (Rajender, 2006).
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Tabla 4. Representacion de los codigos binario y octal de los clusters formados
por spoligotypig. Se indica ademas el numero de casos por cluster asi como la
familia a la que estos pertenecen segun la base de datos SpolDBA4.

Ha. Ha. Cadigo binario Cadigo octal Familia
Cluzter | Cazos

1 2E u oEEEm u w|7 PPV ETVVTEOTTA il

2 z u oEEEm u w|? PP TETVVTEOT 2N il

3 17 u I u w|7 PP R ARV TEOTTA T

4 z u I u w7 g FFTTTTT2OoT A Hz

5 5 u I u w7 FFFT TR0 H3

] 3 ] EEEEE ] w|? PR ITTTTTEOTEA T2-T3
1 4 [] EEEEE [] w|? P RETTTTTTTEOTEA T2

] 4 [] 0000 [] w|? P FTTRTTTTEOE DA e

3 2 [] EEEEE [] w|? FRTTTTT40207 7 Hi
10 H [] mEEO0 [] |6 7 FTITEOTTEOTTA LAME
1 2 n mEEOD n w7 FFTRTEOVTEEODTTA LAMS
12 3 n mEEOD n w7 FFFTTEOFNTEODTTA LANS
13 2 L] mEEOD L] w7 FE 1T TEODSIEDT T Mo asignado
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Tabla 5. Distribucion

geografica segun la base de datos SpolDB4 de los
clusters formados por spoligotyping.

CI::‘;.er C::;s Cadigo octal Famnilia Distribucion geografica

1 26 fYFTyYeE TV TEOTTNA *1 LsA ZAF, DAE.

E 2 |zlz[7]7l7]s]7]7]7|7]6]al7]3]4 %1 Dk, GBI, ITA., MDG, MEX, RUS, SWE, US4, TAF.

3 17 A AT A A A AT AL AN T1 USA WEM, WM, ZAF, ZWMB, DWE.

4 2 FEVI T T TIT207 71 H3 AUT WTG LSS,

B Bl TS T T Ty T209 T H3 FAF, ARG, AUS, AUT BEL, BRA, CHN, FXX, GBR, GLP, GUF, HTI ITA, ITAS,
£105, AUT, BEL, BRA, EGY, FIN, FX¥, GEO, GLP, GNB, GUF, HTI, IDH, [TA, MDG, MEX,

6 3 |rrlrlvsvrrvrE 0T 3 1213 MOZ, MTQ, MLD, PRT, SWE, USA, VEN, VNM, FWE.
TAF, ANT, ARG, ARM, 2US, AT, A7E, BEL, BGD, BRA, BRE, CAF, CAN, CHM, CIV, CMR,
COmM, CUB, CZE, DEU, Dk, DZ&, EAFR, EGY, ESP, EST, ETH, FIN, Fi, GBR, GEO, GLP,

7 4 TR TSI T T T TE QT I T2 GMB, GUF, HTI, HUM, DM, MDY IRM, ITA, TS, JPM, KAZ, KEN, LEY, LY A, MAR, MDG, MEX,
MNG, MOZ, MTG, My, MYS, MAM, NLD, NOR, NZL, PAK, PER, POL, PRT, REU, ROM, RUS,
SAL SDM, SEM, SUR, SWE, THA, TUR.

& 7 7 1 %2 MEX, MY'S, LD, PRT, SAL, SWE, US4, ZAF.
RUS, SAL, SEN, SWE, TUR, US4, VENM, 2AE, 8US, 80T, BEL, BGD, DMK, FXX, GBR, GUF,

q 2 FETITT T T40z2z07 TN H1 DI, IND, ITAS, JPI, KEN

10 2 6777376077607 Lan2 WS PAR, MLD, PHL, PRT, USA WER.

11 2 T TT3TEOTFSsSEOTTN LAMS BRA, CAF, GUF, USA,

12 3 Fy Ty VeEQYTEOVTA LAME INE.

13 2 TPE1TTED43607 71| Noasignado

14 3 776137 EODFTEOTTN LAMS ARG, A5, ESP, FRH, MDG, MEX, PRT, USA, ZAF.

15 3 Fooo¥EeTITTEOTTN ] MZL, USA, ZAF, OWE, ARG, AUS, BRA, DEU, ESP, FRX, GLP, GUF HTI ITA, ITAS, MLD,

16 2 E7 77774774157 71 EalZ-Manilla |PHL, SUR, SWE, THA, USA  WVRHNM.
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Ho. Cédigo binario Cédigo octal

oooooooo0oo0oooooooo0o0o0o00o0o0o0o0oooooooeeeeeemem|l 000000000037 71

1 2 3 4

872pb €

603pb < 641pb Orden de muestras
1. ®X174/Haelll
2.839
3. Control +
4. Control -

Amplificacién por PCR del locus 26.

Figura 3. Patrén de spoligotyping y amplificacion por PCR del locus 26 de la muestra
perteneciente a la familia Beijing.

4.1.2 RFLP-IS6110

Las 84 cepas que formaron clusters por spoligotyping fueron analizadas
por RLFLP-IS671710. Las cepas analizadas presentaron de dos a 13 copias del
elemento IS6110. Entre ellas, 47 (56%) presentaron seis 0 mas copias y 37
(44%) presentaron cinco o0 menos copias de este elemento. De las 84 cepas
analizadas 31 (37%) permanecieron agrupadas en 9 clusters (tabla 7) y 53

(63%) presentaron patrones unicos (figura 4).
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Figura 4. Analisis de los patrones de bandas de RFLP-IS61710 realizado con el software

Bionumerics version 2.0.
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4.1.3 MIRU-VNTR

Las 31 cepas que permanecieron en clusters se analizaron utilizando el
método de MIRU-VNTR, mediante el cual 15 (48%) de ellas permanecieron
agrupadas en seis clusters y 16 (52%) presentaron patrones unicos (figura 5 y

tablas 6y 7).

CDC 1551(3)

Control —
Std PM 50 pb

Std PM 50 pb

822(1)

Ke)
o
S
v
=
a8
e
-
w2

801(3)
803(2)
804(3)
806(2)
811(10)
813(10)
826(2)
H37-Rv(2)

Figura 5. Polimorfismos en el nimero de copias del locus M.tub 21 en diferentes cepas de M.
tuberculosis. Los polimorfismos corresponden a inserciones o deleciones de 57 pb. El nimero
de repeticiones en tandem del locus M.tub 21 para cada cepa se muestra entre paréntesis.
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Tabla 6. Analisis de los patrones MIRU-VNTR de las cepas agrupadas en
clusters por este método.
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Tabla 7. Casos agrupados en cluster utilizando la combinacién de los 3
métodos de genotipificacion (spoligotyping, RFLP-1IS6110 y MIRU-VNTR).

b
No. gt]aster No. CIus:er]s por Ne. illu;lf‘;'sﬂﬁ':’ Ne.
: : casos RFLP-IS67110 casos . casos
Spoligotyping a partir de (a) a partir de (b)

1 2 1 2
1 06 2 7 1 2

3 4

4 5 ! 2
2 2 - - - -
3 17 1 2 1 2
4 2 - - - -
5 5 - - - -
6 3 1 2 1 2
7 4 1 2 - -
8 4 1 2 - -
9 2 - - - -
10 2 - - - -
11 2 - - - -
12 3 - - - -
13 2 - - - -
14 3 - - - -
15 5 1 5 1 5
16 2 - - - -
16 a4 9 31 <3 15

4.1.4 Analisis por RFLP-1S6170

Se analizaron por RFLP-IS6770 las 84 cepas agrupadas por
spoligotyping pero sin tomar en cuenta los clusters formados por este ultimo.
Se agruparon, 34 cepas en 9 clusters, observando que el método de RFLP-
IS6710 incluye cepas con patrones de spoligotyping y MIRU-VNTR distintos.

Sobre todo en cepas con cinco o menos copias de 1IS6770 (figura 6).
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4.1.5 Analisis por spoligotyping en combinaciéon con MIRU-VNTR

Las 84 cepas agrupadas por spoligotyping fueron analizadas mediante la
técnica de MIRU-VNTR como segundo meétodo de genotipificacion. Se
agruparon 20 casos en ocho clusters. Las cepas agrupadas en cinco de estos
clusters compartieron patrones de RFLP-IS6770 mientras que las agrupadas en
los tres clusters restantes mostraron diferencias en el indice de similitud (cepas
agrupadas en el cluster 4), migracion (cepas agrupadas en cluster seis) y

numero de bandas (cepas agrupadas en cluster 8 (figura 7).
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Figura 7. Clusters formados por spoligotyping y MIRU-VNTR (arriba). Cepas agrupadas dentro
de un mismo cluster con diferencias en los patrones de RFLP-IS6170 (abajo).

4.1.6 Distribucion geografica de clusters verdaderos

Los casos considerados dentro clusters verdaderos fueron los 15

agrupados siguiendo la estrategia general de investigacion (spoligotyping,
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RFLP-IS6710 y MIRU-VNTR) ademas de los cinco casos adicionales agrupados
utilizando spoligotyping en combinacién con MIRU-VNTR, siendo estos un total
de 20 (16.7%) casos agrupados en ocho clusters (Tabla 7), logrando discriminar
asi 100 (83.3%) de los 120 casos analizados los cuales no presentan una
relacion epidemioldgica. Los casos agrupados en clusters verdaderos fueron
localizados en el AMM, sin observar una relacién geografica aparente entre

éstos (Figura 8).

Tabla 8. Casos agrupados en clusters verdaderos

Métodos

i Cluster MNo. casos
utilizados

Total | 8 __ 20
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Figura 8. Localizacién geografica de casos agrupados en clusters verdaderos.

4.1.7 Variantes clonales en aislados clinicos.

Algunos aislados clinicos presentaron variantes clonales, las cuales
pudieron ser visualizadas al utilizar el método de MIRU-VNTR y obtener mas de
un fragmento de amplificacion en un aislado clinico al analizar un locus en
particular. De las 84 cepas analizadas, siete presentaron dos fragmentos de
amplificaciéon para el MIRU 26, QUB 11b, QUB 26 (figura 9) o Mtub 30 y una
cepa presentd tres fragmentos de amplificacion distintos para el Mtub 39 (Tabla

9).
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Figura 9. Polimorfismos en el nimero de copias del locus QUB 26 en diferentes cepas de M.
tuberculosis. Los polimorfismos corresponden a inserciones o deleciones de 111 pb. El nUmero
de repeticiones en tandem del locus QUB 26 para cada cepa se muestra entre paréntesis, la
cepa 1022 presenta dos fragmentos de amplificacion para este locus que corresponden a dos y
cinco repeticiones en tandem.

Tabla 9. Patrones de MIRU-VNTR de las cepas que presentaron variantes

clonales.
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Por medio del método de RFLP-IS6110, las variantes clonales se pueden
distinguir mediante la presencia de bandas de baja intensidad. De las 8

muestras que presentaron variabilidad clonal por medio de MIRU-VNTR, solo
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una mostré bandas de baja intensidad en los patrones de RFLP-IS67710 (figura

10).
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Figura 10. Patrones de RFLP-IS6770 mostrando bandas de baja intensidad (recuadros) en una
muestra con variabilidad clonal.

4.1.8 Banco de DNAs y base de datos

Una vez realizados cada uno de los métodos de genotipificacion se
almacenaron los DNAs correspondientes a cada una de las cepas aisladas, asi
como a la cepa de referencia utilizada (H37-Rv) para la formacion de un banco

de DNAs.

Los datos y patrones obtenidos al analizar los resultados de cada uno de

los métodos de genatipificacion individuales y en combinacion fueron

respaldados para la formacién de una base de datos.
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CAPITULO V

5.1 DISCUSION

La genotipificacion de M. tuberculosis contribuye al control de la TB al
indicar posibles relaciones epidemiolédgicas entre casos de TB, detectar brotes
de la enfermedad y contaminacion cruzada en el laboratorio. Ademas, la
genotificacion de diferentes cepas aisladas de un mismo individuo que ha
sufrido recaidas permite distinguir entre cepas correspondientes a una

reinfeccién exdgena y a una reactivacién endogena (Supply y Cols., 2006).

La técnica de Spoligotyping es el método mas sencillo y econdmico de
todos los empleados actualmente. Ademas, produce resultados claros y
relativamente faciles de analizar. El método de spoligotyping resulta simple al
utilizar un kit comercial y requiere de poco tiempo para el analisis de resultados
que pueden ser comparados con una base de datos internacional existente
(SpolDB4). Sin embargo spoligotyping tiene un pobre poder de discriminacion;
entre otras razones, porque no permite detectar cambios recientes en las cepas
aisladas, pero nos permite distinguir en un primer analisis las cepas que no
tienen una relacién epidemioldgica. Se ha recomendado que spoligotyping se
combine con otro método de genotipificacion con un mayor poder de

discriminacion (Cowan y Cols. 2005).

57



El método de RFLP-/IS67110 es considerado el estandar de oro para la
genotipificacion de M. tuberculosis. Posiblemente porque es uno de los mas
utilizados en el mundo y porque se cuenta con bases de datos que pueden ser
compartidas por diversos laboratorios para trazar las rutas de transmision de
determinadas cepas a través de regiones de un mismo pais, de un continente o
incluso del mundo entero. Sin embargo, este método es muy laborioso, requiere
de un tiempo prolongado para cultivo de los aislados clinicos y una cantidad
importante de DNA de buena calidad. Ademas es necesario utilizar para su
analisis un software costoso y dificil de utilizar y son frecuentes los problemas
de reproducibilidad e interpretacidn de resultados cuando se obtienen patrones
de bandas muy complejos. Ademas, este método tiene un bajo poder de
discriminacion en cepas con cinco o menos copias del elemento IS6770 (Supply

y Cols., 2006; Cowan y Cols., 2005).

El método de MIRU-VNTR posee una especificidad mayor que el método
de RFLP-IS6110; permite detectar la presencia de mas de una cepa de M.
tuberculosis en la misma muestra, y obtener resultados reproducibles faciles de
interpretar y de analizar. Existen dos formas de analizar MIRU-VNTR, mediante
la utilizacién de geles de agarosa o mediante electroforesis capilar. El primer
método es relativamente econdmico, pero es extremadamente laborioso. En el
enfoque de analisis por medio de electroforesis capilar, es posible la realizacion
de amplificaciones de las regiones de interés mediante PCR multiplex pero
requiere un equipo muy costoso, que no es accesible a la mayor parte de los

laboratorios de paises en desarrollo.
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En conclusion, ninguna de las técnicas arriba discutidas, y ninguna otra
de las utilizadas actualmente para genotipificacion ofrece un poder de
discriminacion del 100% confiable por si sola. Considerando las debilidades y
fortalezas de cada método, arriba discutidas, nosotros incluimos en nuestro

estudio spoligotyping, RFLP-IS6110 y MIRU-VNTR, en ese orden.

Mediante spoligotyping identificamos dos grupos grandes, de 26 y 17
casos cada uno. Al comparar sus codigos binario y octal con los de la base de
datos SpolDB4 observamos que estos pertenecen a las familias X1 y T1
respectivamente, las cuales se encuentran distribuidas entre los paises con una
mayor incidencia de TB reportada (WHO, 2007). Ademas, identificamos un
nuevo genotipo el cual no ha sido reportado en la base de datos SpolDB4, por
lo que es importante investigar si este proviene de otro lugar del mundo o bien
es debido a la generacion de una nueva familia aqui en México, lo cual tendria
implicaciones epidemioldgicas importantes, porque seria indicio de que las

cepas de M. tuberculosis han seguido en México su propio camino evolutivo.

Entre las cepas analizadas mediante spoligotyping identificamos 36 (de
120) que presentaron patrones unicos. Por lo tanto éstas ya no fueron incluidas
en los analisis subsecuentes. Cabe destacar que dentro estas cepas una de
ellas present6 el patron caracteristico de la familia Beijing. Esta familia esta

asociada a multifarmacorresistencia y a una alta mortalidad. La cepa Beijing
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identificada en este estudio presenta resistencia a estreptomicina, uno de los

farmacos de primera linea en el tratamiento de TB.

Los patrones caracteristicos de la familia Beijing presentan unicamente los
ultimos 9 espaciadores (35 a 43). Esta familia resulta de gran importancia ya
que ha sido asociada a una alta mortalidad y resistencia a farmacos y existe
una gran preocupacion de que esta familia pudiera estarse diseminando
rapidamente alrededor del mundo debido a la alta movilizacion de personas y a
la pandemia del VIH. Recientemente se ha reportado esta familia en diversas
regiones alrededor del mundo (Glynn y Cols., 2002). Sin embargo, en muchos
paises de Africa, Asia y Latino América entre ellos México esta familia no ha
sido descrita. Esto puede deberse a que en muchos laboratorios la técnica de
spoligotyping no se realiza, a pesar de que esta técnica es considerada como el
estandar de oro para la identificacion de esta familia. Rajender y Cols. (2006)
propusieron la amplificacion por PCR del locus 26 como un método simple para
la deteccidn rapida de cepas de la familia Beijing. Este método amplifica
especificamente un fragmento de 641 pb que representa siete copias de 51 pb
mas la secuencia que flanquea estas repeticiones al utilizar oligonucleétidos
especificos para el locus 26 en el genoma de M. tuberculosis (Rajender y Cols.,
2006). Nosotros realizamos la amplificacion de este locus a la cepa Beijing
identificada en el presente trabajo y obtuvimos el fragmento caracteristico de

esta familia, de 641 pb; lo cual confirma nuestro hallazgo.
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Hasta donde nosotros sabemos, no se ha realizado en México un estudio
tan completo de epidemiologia de la TB basado en la genotipificacion de M.
tuberculosis como el que aqui se presenta. Los reportes han sido escasos y
en ninguno de estos trabajos se incluyeron los tres métodos de
genotipificacion que nosotros usamos. Entre estos estudios se encuentra
uno realizado por Yang y Cols. en Monterrey, N.L. (2001), en el que
informaron que 47 de las 166 cepas analizadas presentaron cinco 0 menos
copias de /IS67110 (Yang y Cols., 2001) y otro mas realizado en la frontera de
Estados Unidos con México por Quitugua y Cols. (2002) en el cual se
utilizaron como métodos de genotipificacion RFLP-IS6110 y spoligotyping.
Se report6é que 413 (45%) de los 919 casos estudiados se agruparon en 105
clusters; distribuidos en ambos lados de la frontera; lo que indica que la
diseminacion de cepas de M. tuberculosis ocurrio en ambos sentidos, de

México hacia Estados Unidos y viceversa (Quitugua y Cols., 2002).

Diversos autores han propuesto que ademas de RFLP-IS6770, los

métodos de spoligotyping y de MIRU-VNTR se requieren para lograr el mayor

poder de discriminacion, (Cowan y Cols., 2005; Cardoso y Cols., 2007). Acorde

con esto, el analisis de MIRU-VNTR (set de 15 loci) que utilizamos en este

trabajo como tercer método de genotipificacion de las cepas que permanecieron

agrupadas por los dos métodos anteriores (spoligotyping y RFLP-IS6110)

permiti® una agrupacion mas confiable de las 23 cepas con cinco 0 menos

copias del elemento /IS6770 que originalmente agrupamos mediante RFLP-

IS67110. De esta manera solo 11 cepas siguieron agrupadas en cuatro clusters.
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Dos de las seis cepas con seis 0 mas copias del elemento IS67170, que
originalmente fueron agrupadas en tres clusters pudieron ser discriminadas por
MIRU-VNTR vy solo cuatro de ellas quedaron finalmente agrupadas en dos

clusters.

Los métodos de spoligotyping y MIRU-VNTR por si solos no proveen un
alto poder de discriminacion; pero al combinarlos su poder de discriminacion es
similar al de RFLP-IS6770 (Cowan y Cols., 2005). Cardoso y Cols. (2007)
refieren que al utilizar el método de spoligotyping en combinacion con MIRU-
VNTR (set de 15 loci) obtuvieron una sensibilidad y una especificidad del 100%
en comparacion con el método de RFLP-IS6770; el cual mostré una sensibilidad
del 100% pero una especificidad del 95.8%. Por tales motivos, en este trabajo
se realizo el analisis por medio de spoligotyping y MIRU-VNTR de las 84 cepas
agrupadas inicialmente por spoligotyping, obteniendo dos clusters adicionales.
Uno de ellos estaba formado por dos cepas con patrones similares de RFLP-
IS67110 y que mostraban una diferencia entre si de tres bandas. El segundo
cluster también estaba formado por dos cepas que tenian el mismo numero de
bandas, pero con un indice de similitud de 93.3% entre si. Ademas, se observd
la adicidon de un caso mas a un cluster que inicialmente agrup6 dos cepas. Esta
cepa adicional presenté el mismo numero de bandas que las otras dos pero con
un retraso en la migracion de las mismas, por lo que su indice de similitud fue
de 90.3% y 93.3% al ser comparadas con los patrones de RFLP-IS6770 de las
cepas de ese cluster. Este hecho podria deberse a que los patrones de

spoligotyping y MIRU-VNTR son mas estables que los de RFLP-IS6770 (Cowan
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y Cols., 2005; Mazars y Cols., 2001); ya que estos ultimos presentan una
estabilidad de aproximadamente dos a cuatro anos (Cave y Cols., 1994,
Niemann y Cols., 2000), mientras que los patrones de MIRU-VNTR presentan
una estabilidad de aproximadamente seis anos (Savine y Cols., 2002). Por otro
lado, no se conoce con exactitud Ila estabilidad de los patrones de
spoligotyping, aunque se ha propuesto que para que ocurra un cambio en estos
patrones debe transcurrir un tiempo prolongado (Niemann y Cols., 1999; van
Embden y Cols., 2000; de la Salmonie’re y Cols., 1997). Por tal motivo al
considerar patrones idénticos de RFLP-IS6770 como unico criterio de inclusién
de aislados en el mismo cluster, algunos aislados relacionados
epidemiolégicamente podrian ser erroneamente excluidos (Savine y Cols.,

2002; Cowan y Cols., 2005).

En nuestro estudio logramos agrupar 15 casos en seis clusters por los
tres métodos de genotipificacion utilizados como estrategia general
(spoligotyping, RFLP-IS6110 y MIRU-VNTR). El numero de casos por cluster
varia de dos a cinco y al utilizar solamente spoligotyping y MIRU-VNTR se
lograron agrupar cinco casos mas y dos clusters adicionales, siendo éstos un

total de 20 casos agrupados en 8 clusters.

La agrupacion en ocho clusters de solamente 20 de los 120 casos
analizados indica una ausencia de grandes cadenas de transmision de la TBP
entre la poblacion derechohabiente del IMSS radicada en la ciudad de

Monterrey, N.L. y su area metropolitana.
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Los casos agrupados en clusters fueron localizados geograficamente
observado que estos no presentan una relacion geografica aparente, sin
embargo, es necesario la realizacion de un estudio de campo para descartar o

encontrar posible asociaciones entre estos.

En el presente estudio identificamos ocho cepas que presentaron
diversos fragmentos de amplificacion al analizar un locus en particular por
MIRU-VNTR; lo cual indica la presencia de casos de infeccién con diferentes
cepas. Garcia y Cols. (2005) postularon que el analisis de MIRU-VNTR es un
meétodo rapido, simple y sensible para describir la complejidad clonal de cultivos
de M. tuberculosis, porque este enfoque permite detectar mezclas de variantes
clonales cuando éstas se encuentran en proporciones similares; o incluso
cuando una de éstas se encuentra representando solamente el 1% de la
poblacion. En cambio, en el método de RFLP-IS671710 la presencia de mas de
una variante en una mezcla se observa mediante bandas cuya intensidad
depende de la proporcidon en que se encuentran estas variantes pero ésto
solamente ocurre cuando la clona en menor cantidad constituye del 10 al 30%
de la poblacion total (de Boer y Cols., 2000). De las ocho cepas que exhibieron
variantes clonales en este trabajo, y que nosotros identificamos mediante el
analisis de MIRU-VNTR solo una mostr6 algunas bandas de baja intensidad al
analizar los patrones de RFLP-IS67110, las cuales pueden estar representando
la variante de menor concentracion. En cambio, por medio de spoligotyping no

fue posible la identificacion de policlonalidad, Esto fue debido a que la presencia
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de ciertos espaciadores en unas cepas enmascara a las que carecen de éstos

(Garcia y Cols., 2005).

La presencia de variantes clonales en un mismo paciente puede deberse a
las situaciones complejas encontradas en TB como recurrencias causadas por
reinfecciones exdgenas (Bandera y Cols., 2001; Garcia y Cols., 2002)
coinfeccidbn simultanea por mas de wuna cepa de M. tuberculosis
compartamentalizacion de la infeccion con diferentes cepas infectando
diferentes tejidos y fendmenos de microevolucién generando la aparicion de
variantes clonales dentro de un mismo hospedero (de Boer y Cols., 2000;

Garcia y Cols., 2004; Garcia,2005).

La existencia de un banco de DNAs con cada una de las cepas analizadas
nos permitira la realizacion de estudios futuros sin la necesidad de aislar
nuevamente estas cepas, permitiéndonos de esta manera optimizar el tiempo

de los nuevos estudios.

La base de datos realizada al analizar nuestros resultados es un elemento
muy valioso ya que nos permitira ampliar nuestros estudios dentro de nuestra
region y de nuestro pais al permitirnos comparar resultados con los grupos de

otras regiones del mundo.
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CAPITULO VI

6.1 CONCLUSIONES

* Los resultados de spoligotyping indican la existencia de dos grandes grupos
pertenecientes a las familias X1 y T1 las cuales se encuentran distribuidas

entre los paises con una mayor incidencia de TB reportada.

» Spoligotyping nos permitié detectar la presencia de una cepa perteneciente a
la familia Beijing entre la poblacion derechohabiente del IMSS en el area
metropolitana de Monterrey; lo cual nosotros confirmamos utilizando criterios
adicionales, independientes de spoligotyping. La presencia en México de

cepas Beijing no habia sido reportada.

» Entre la poblacion estudiada detectamos, mediante spoligotyping un genotipo

nuevo no reportado en la base de datos SpolDB4.

» La combinacion de tres métodos de genotipificacion (spoligotyping, RFLP-

IS67110 y MIRU-VNTR) permitié la agrupacion de 15 cepas con una probable

relaciéon epidemioldgica.

« El analisis con spoligotyping en combinacion con MIRU-VNTR agrupé cinco

casos adicionales no agrupados por RFLP-IS671710 al presentar patrones
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similares pero con diferencias en la migracion y nimero de bandas (indice de

similitud menor al 100%)

Los tres métodos de genotipificacion utilizados en este trabajo (spoligotyping,
RFLP-IS671710 y MIRU-VNTR) permitieron discriminar 100 de los 120 (83.3%)
casos estudiados: Estos 100 casos, por tener patrones unicos con al menos
uno de los tres métodos de genotipificacion utilizados no presentan, por

definicidon una relacién genética, y por lo tanto tampoco epidemioldgica.

No existe una relacién geografica aparente entre los casos agrupados en

clusters.

Los resultados sugieren que la diversidad de genotipos representa la

confluencia de cepas de diferente origen con una lenta diseminacién en la

poblacion del estado y no brotes epidemiolégicos aparentes.
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CONTRIBUCION DE NUESTRO TRABAJO AL CAMPO DE ESTUDIO

I. Modificacién de la estrategia general de genotipificacion, basada en

nuestros resultados

Nuestros resultados indican que para realizar estudios de epidemiologia
molecular de TB debe utilizarse spoligotyping como primer método de tamizaje
para identificar, en un solo paso, el mayor porcentaje posible de cepas de M.

tuberculosis no relacionadas genotipicamente, por tener éstas patrones unicos.

Pensamos que spoligotyping debe ocupar el primer lugar en estudios de
genotipificacion porque es el método mas sencillo y rapido entre los disponibles
actualmente y porque permite analizar los patrones mas estables conocidos
hasta la fecha, lo cual es una ventaja para analizar la evolucién de las cepas,
cuando se combina con otros métodos y porque ofrece la oportunidad de
identificar cepas pertenecientes a la familia Beiing y de identificar nuevas

familias.

En segunda instancia debe ser colocado el analisis de MIRU-VNTR y no
el de RFLP-IS6110, como muchos otros autores han sugerido por las siguientes

razones:

1) Los patrones de MIRU-VNTR son varios afios mas estables que

los de RFLP-IS6110 pero menos que los de spoligotyping lo cual
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constituye una herramienta muy util para combinarla con los otros

dos métodos de genotipificacion para hacer estudios de evolucion.

2) El analisis de MIRU-VNTR es relativamente mas sencillo que el
analisis de RFLP-IS67110 y permite identificar otro porcentaje

importante de cepas no relacionadas genéticamente.

3) El andlisis de MIRU-VNTR es el mejor método para identificar la
presencia de mas de una cepa en un solo individuo, lo cual
permite descartar ambigledades al analizar los resultados

obtenidos mediante RFLP-IS67110.

RFLP-IS67110 debe utilizarse en tercer lugar, a pesar de estar

considerado actualmente como el estandar de oro.

Las razones son las siguientes:

1) Es el método mas laborioso y caro entre los tres mencionados
aqui. Ademas, se requiere utilizar un software costoso vy dificil de
operar. Por lo tanto, mientras mas reducido sea el numero de
cepas analizadas, mas facil, rapido y econémico sera el estudio.
De esta manera solo deberan analizarse las cepas no

discriminadas por los dos métodos anteriores.
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2) En este mismo orden de ideas, spoligotyping y MIRU-VNTR tienen
el poder de discriminar patrones unicos de cepas con cinco o

menos bandas del elemento IS6710.

3) Por otro lado, los patrones de RFLP-IS6770 son los menos
estables, por lo que ofrecen informacion muy valiosa sobre
transmisiones relativamente recientes (ocurridas 4 afnos o menos
antes de su aislamiento). Con estos resultados, combinados con
los de spoligotyping y MIRU-VNTR puede realizarse un estudio
muy completo e interesante sobre la evolucién de las cepas.
Tomando en cuenta que el criterio de “patrones unicos” obtenidos
con cualquiera de los métodos aqui mencionados depende del
porcentaje de divergencia entre cepas, pero evidentemente hay
una relacion epidemioldgica si las cepas comparten los mismos
patrones de spoligotyping y/o de de MIRU-VNTR, lo cual sugiere
que una poblacion dada desciende de una misma familia
clasificada por spoligotyping y que las cepas divergieron con el
paso del tiempo, lo cual puede manifestarse primero por poseer
diferentes patrones de MIRU-VNTR y luego por divergir en los

patrones del elemento 1IS6110.

Por ultimo, sugerimos que se comparen los resultados obtenidos con los
tres métodos de genotipificacion utilizados de manera secuencial (spoligotyping,

RFL-IS67110 y MIRU-VNTR) con los casos agrupados utilizando la combinacion
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de spoligotyping y MIRU-VNTR porque nosotros encontramos que de esta
manera pueden identificarse clusters verdaderos que incluyen casos que

pudieron haberse perdido usando la secuencia de analisis clasica.

ll. Ventajas que representa la existencia de la base de datos y el banco de

DNA.

1. Contar con una base de datos relativa a los resultados de spoligotyping,
RFLP-IS610 y MIRU-VNTR es muy valioso para ampliar nuestros
estudios dentro de nuestra region y de nuestro pais ya que nos
permitiran comparar resultados con los grupos de otras regiones del

mundo.

El banco de DNA de las aislados permitira hacer numerosos estudios en el
futuro relacionados con famacorresistencia y otras caracteristicas de las cepas

circulantes en nuestra region.
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PERSPECTIVAS

1.

Debido a que este proyecto es parte de un proyecto mayor denominado
“Epidemiologia molecular de la Tuberculosis en el AMM”, se pretende

aumentar el numero de casos en estudio.

Realizar el estudio de campo para confirmar la relacién epidemiolégica

de los casos agrupados mediante una encuesta.
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