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OBJETIVOS

Objetivo General

Comparar la técnica de amplificacion mediante PCR de las regiones inter-ERIC
(ERIC-PCR) y el anélisis de elementos repetitivos en el genoma de M.
tuberculosis (MIRU-VNTR), para la diferenciacion de aislamientos clinicos

pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis.

Objetivos Especificos

1. Aplicar la técnica de ERIC-PCR para la diferenciacion, a nivel de cepa,
de aislamientos clinicos humanos, asi como de cepas Tipo de
micobacterias preservadas en el Laboratorio Estatal de Salud Publica en
Hermosillo, Sonora.

2. Estandarizar y aplicar la técnica de MIRU-VNTR para la diferenciacion, a
nivel de cepa, de aislamientos clinicos humanos, asi como de cepas Tipo
de micobacterias preservadas en el Laboratorio Estatal de Salud Publica
en Hermosillo, Sonora.

3. Identificar los perfiles de MIRU-VNTR mas frecuentes, en los
aislamientos clinicos obtenidos en el Laboratorio Estatal de Salud
Publica en Hermosillo, Sonora, asi como en otras regiones del pais.

4. Comparar las técnicas de ERIC-PCR y MIRU-VNTR, utilizando el indice
de discriminacién de Hunter-Gaston, con el fin de establecer la
metodologia que presente mayor poder de resolucidn, en la
caracterizacion genotipica de aislamientos clinicos del complejo

Mycobacterium tuberculosis.
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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad causada por un grupo de microorganismos
pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis, que incluye a siete
especies, entre las cuales existe una muy estrecha relacion gendémica. Las
regiones consenso intergénicas repetitivas de las enterobacterias (ERIC, por
sus siglas en inglés), fueron primeramente descritas en la familia
Enterobacteriaceae y también estan presentes en M. tuberculosis. La
variabilidad de las regiones inter-ERIC (ERIC-PCR) ha permitido obtener un
buen nivel de diferenciacién genotipica, sin embargo, este procedimiento no ha
sido comparado con las técnicas de genotipificacién de referencia. En la
actualidad una nueva herramienta de genotipificacion: MIRU-VNTR
(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units-Variable Number of Tandem
Repeats) se perfila como la mejor herramienta para la genotipificacion de
micobacterias pertenecientes al complejo M. tuberculosis. En el presente
trabajo se compararon las técnicas de ERIC-PCR y MIRU-VNTR, para la
genotipificacion de aislamientos clinicos pertenecientes al complejo M.
tuberculosis. Se realizd la extraccion de ADN de 27 aislamientos clinicos
humanos, previamente identificados mediante pruebas fenotipicas, en el
Laboratorio Estatal de Salud Publica de Sonora. Adicionalmente se incluyeron
20 aislamientos clinicos humanos provenientes del Estado de México y 18
aislamientos provenientes del Estado de Veracruz. Se confirmé la identificacion
de 63 de los 65 aislamientos mediante técnicas genotipicas. Posteriormente se
amplificaron, mediante PCR, 24 elementos MIRU para todos los aislamientos.
Una vez formados los cédigos numéricos, éstos fueron ingresados al programa
BioNumerics, para formar agrupamientos, de acuerdo al grado de similitud,
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson y el método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). De igual manera, se
obtuvieron los patrones de bandas mediante ERIC-PCR y los perfiles de
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similitud se calcularon mediante el algoritmo Dice y el método UPGMA. Se
evaluaron tres paneles de MIRU-VNTR (con 12, 15y 24 loci). El panel de 12
MIRU-VNTR permiti6é diferenciar la mayoria de los aislamientos, a excepcién de
dos. Sin embargo al utilizar MIRU-VNTR de 15 loci, se logré diferenciar la
totalidad de los aislamientos, de igual forma ocurrié con MIRU 24. Al contrario
de lo que se esperaba, no se observo la formacion de grupos especificos por
region geografica, en ninguno de los paneles. Se selecciond un panel con los 5
MIRU-VNTR mas discriminatorios, los cuales permitieron la diferenciacion de
todos los aislamientos y la formacion de grupos especificos por regidn
geografica. Se determind el poder de diferenciacion de cada uno de los paneles
de genotipificacion utilizando el indice de discriminacion de Hunter-Gaston
(HGDI). Se encontré6 que MIRU-VNTR de 12 Joci obtuvo un HGDI=0.999,
mientras que MIRU-VNTR de 15y 24 Joci, asi como también el panel de 5 loci
obtuvieron un HGDI=1, es decir, la puntuacion mas alta para este indice.
Mediante la técnica de ERIC-PCR, se logrd la diferenciacion de algunos
aislamientos, a pesar de que obtuvo el poder de diferenciacion mas bajo
comparado con los diferentes paneles MIRU-VNTR aqui analizados, presenté
un alto indice de discriminaciéon (HGDI=0.992), por lo que representa una buena
eleccion para la genotipificacion preliminar de Mycobacterium tuberculosis.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB), es wuna enfermedad crénica, causada
principalmente por Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) (Caminero,
2007). Sin embargo cada especie y subespecie del complejo M. tuberculosis
tiene la capacidad potencial de infectar al humano (Donoghue, 2009).
Actualmente la tuberculosis es una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. La situacion ha empeorado aun mas, debido a la
creciente prevalencia de casos de tuberculosis en personas inmunodeficientes
(principalmente personas con VIH) (Vadwai y col., 2012).

Un factor esencial en el control de la expansién de la TB radica en la
capacidad de detectar la enfermedad en sus primeras fases (Dominguez y col.,
2008). Los métodos tradicionalmente utilizados son el examen microscopico
directo de las muestras clinicas y el cultivo. La observacién microscépica,
mediante técnicas especificas de tincién (baciloscopia), es la técnica menos
sensible pero la mas rapida, mientras que el cultivo es mas sensible pero
requiere mas tiempo (hasta dos meses). Adicionalmente, los métodos rutinarios
requieren suficiente crecimiento bacteriano y no permiten una identificacion
especifica de las especies micobacterianas (Metchok y col., 1999; Dominguez y
col., 2008).

Los métodos convencionales utilizados, son muy tardados, laboriosos y
no permiten una caracterizacion adecuada, por lo que es de suma importancia
el desarrollo de nuevas técnicas que permitan una identificacién rapida y
precisa de M. tuberculosis (Dorronsoro y Torroba, 2007; Dominguez y col.,2008;
Herrera-Ledn y col., 2009). Desde su introduccion, las técnicas basadas en la
biologia molecular se han considerado como una alternativa a los métodos
convencionales (Dominguez y col., 2008). En las ultimas décadas, para los
estudios de epidemiologia se han utilizado marcadores moleculares para la



diferenciacién de aislamientos del complejo M. tuberculosis (Donoghue, 2009;
Mulenga, 2010).

Adicionalmente, hoy en dia se cuenta con técnicas moleculares de
genotipificacion, que permiten la diferenciacion de cepas de una misma
especie. La genotipificacidon es una importante herramienta que contribuye
significativamente al entendimiento de la epidemiologia y control de la TB, ya
que permite realizar el seguimiento de casos, diferenciar recaidas o
reinfecciones por distintas cepas del mismo microorganismo, asi como la
identificacion de brotes epidémicos y cadenas de transmision, y es
especialmente importante cuando no se tienen datos epidemioldgicos o se
tienen datos inadecuados (Christianson y col., 2010; Shamputa y col., 2010).

Por mas de una década, el estdndar de oro para la genotipificacién de M.
tuberculosis ha sido el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion de la secuencia de insercion 6110 (IS6110-RFLP), sin embargo, este
método es muy laborioso, requiere el cultivo de los aislamientos por varias
semanas, en ocasiones los resultados son dificiles de interpretar y, ademas,
presenta bajo poder de discriminacion en aislamientos con bajo numero de
copias del IS6110 (Jiang y col., 2012).

Ultimamente, para la genotipificaciéon de M. tuberculosis, se ha utilizado
una nueva técnica basada en el niumero variable de repeticiones en tdndem de
diferentes secuencias que se encuentran interdispersas en el genoma
micobacteriano, denominada MIRU-VNTR. Esta técnica requiere la
amplificacion de 12 a 24 loci, dependiendo del nivel de discriminacién deseado.
Se puede realizar en mucho menor tiempo que el estandar de oro, los
resultados se expresan en codigos numéricos y son, por tanto, muy faciles de
comparar entre laboratorios (Supply y col., 2006; Cerezo y col., 2011; Vadwai y
col, 2012).

Finalmente, los procedimientos utilizados para la genotipificacion de

micobacterias, son costosos, laboriosos y en algunos casos muestran baja



reproducibilidad, por lo que se considera necesario la busqueda o disefio de
técnicas alternativas para la genotipificacion de aislamientos. Entre las técnicas
de genotipificacibn que han sido poco evaluadas en micobacterias, se
encuentra la técnica de ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus), que presenta varias ventajas, sobre las anteriormente
mencionadas, como requerir un so6lo par de iniciadores y un so6lo proceso de
amplificacion, por lo que también es menos laboriosa y costosa (Sechi y col.,
1998).



ANTECEDENTES

Tuberculosis

La tuberculosis (TB), es la enfermedad de origen infeccioso que mas
dafno ha causado a la especie humana, en niumero de enfermos y en nimero de
muertes, a lo largo de toda su historia (Bloom y Murray, 1992; Caminero, 2007).
La TB es una infeccion bacteriana crénica, que afecta particularmente los
pulmones, pero puede afectar también otros 6rganos del cuerpo (Donoghue,
2009). Se denomina TB a la enfermedad producida por cada una de las siete
especies que integran el complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), aunque
la especie mas representativa es M. tuberculosis, debido a que es la principal
causante de esta enfermedad (Caminero, 2007).

Las especies pertenecientes al CMTB, se encuentran estrechamente
relacionadas genéticamente, ya que presentan mas de 95% de similitud en su
ADN. Este complejo incluye, ademas de M. tuberculosis, a M. bovis, M. bovis
BCG, M. africanum (subtipos | y II), M. microtiy M. canetti. Recientemente se
incluyeron a M. caprae 'y M. pinnipedii dentro de este complejo (Niemann y col.,
2000; Caminero, 2007).

Situacion Actual de la Tuberculosis

En el afio de 1993, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré a
la tuberculosis como una emergencia global, y hasta el dia de hoy representa
un problema de salud publica a nivel mundial. El impacto causado por la
tuberculosis puede ser medido en términos de incidencia (se define como el
namero de casos nuevos Yy recaidas de tuberculosis procedentes de un
determinado periodo de tiempo, por lo general un afo), prevalencia (se define
como el numero de casos de tuberculosis en un punto dado en el tiempo y con

relacibn a un numero poblacional especifico, por ejemplo, 100 000 hab.) y



mortalidad (se define como el nimero de muertes causadas por la tuberculosis
en un periodo de tiempo determinado, por lo general un afio y con relaciéon a un
namero poblacional especifico, por ejemplo, 100 000 hab.) (World Health
Organization, 2011).

En el 2011, la OMS reporté que un tercio de la poblacién se encuentra
infectada por M. tuberculosis. Se estima que se presentan alrededor de 8.8
millones de casos nuevos de tuberculosis al afo, lo que equivale a 128 casos
por cada 100 000 habitantes. Entre los paises con las més altas incidencias se
encuentran India (2 — 2.5 millones), China (0.9 — 1.2 millones), Africa del Sur
(0.4 — 0.59 millones), Indonesia (0.37 — 0.54 millones) y Pakistan (0.33 — 0.48
millones). Solamente en India se concentra el 26% de todos los casos de
tuberculosis a nivel mundial, mientras que, en conjunto con China, representan
el 38% (World Health Organization, 2011).

En el afno 2010, la tuberculosis fue responsable de 1.4 millones de
muertes a nivel mundial, de las cuales, 1.1 millones de muertes ocurrieron en
pacientes VIH negativos y 0.35 millones de muertes se presentaron en
pacientes seropositivos para el VIH. Estas estimaciones son considerablemente
mas bajas, comparadas con las publicadas el afo anterior (World Health
Organization, 2011).

Segun cifras de la OMS para el 2011, México se encuentra entre las
regiones de mas baja incidencia de tuberculosis a nivel mundial (World Health
Organization, 2011). Sin embargo, en nuestro pais la TB también representa un
problema prioritario de salud publica. Segun el registro y notificacién del sistema
de vigilancia epidemiolégica de tuberculosis, en el afio 2010 se reportaron, en
todo el pais, un total de 18,848 casos nuevos de tuberculosis en todas sus
formas, lo que corresponde a una tasa de incidencia de 16.8 casos por cada
100 000 habitantes (Castellanos, 2010).

La zona norte del pais es la zona més desarrollada, sin embargo en ésta
se encuentran algunos de los Estados con mayores tasas de incidencia de



tuberculosis, como Baja California, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leén y
Tamaulipas. La tasa mas elevada se ubico en Baja California con 54.1 casos, el
resto de la tendencia por entidad federativa se demuestra en la figura 1
(SINAVE, 2012). De acuerdo con los registros nacionales, durante el afio 2009,
en México se registraron 2,225 defunciones por tuberculosis en todas las
formas. Esto representa una importante pérdida de arnos potenciales de vida
saludable y, por consiguiente, un obstaculo para el desarrollo socioeconémico
del pais, ya que el promedio de edad de muerte por este padecimiento es de 54
anos (SINAVE, 2012).

Mycobacterium tuberculosis
Taxonomia

El orden de los Actinomycetales incluye la familia Mycobacteriaceae,
Actinomycetaceae, Streptomycetaceae y Nocardiaceae. La familia
Mycobacteriaceae contiene un solo género, el género Mycobacterium, del que
en sus origenes soOlo se conocian dos especies: el bacilo de la lepra o
Mycobacterium leprae y el bacilo tuberculoso o Mycobacterium tuberculosis.
Hoy en dia, dentro del género Mycobacterium se han descrito mas de 120
especies diferentes Dorronsoro y Torroba, 2007).

A pesar de la gran diversidad de especies de micobacterias que existen,
solamente un pequefio grupo de especies, estrechamente relacionadas
genéticamente, tiene la capacidad de causar tuberculosis, este grupo de
bacterias es conocido como el CMTB (Donoghue, 2009). Las especies del
CMTB, presentan mas de 95% de similitud en su ADN. No obstante, a pesar de
presentar importantes similitudes gendémicas, los miembros del CMTB difieren
en su epidemiologia y su importancia clinica como agentes causales de la TB
humana. M. tuberculosis es la principal causa de tuberculosis en el humano, sin

embargo, el espectro de hospederos de M. bovis es mas amplio y por lo tanto
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puede causar TB en distintas especies animales, como bovinos, caprinos y
también en el humano. Mycobacterium  africanum es aislado
predominantemente en Africa y en ciertas regiones representa mas del 60% de
los aislamientos obtenidos de pacientes con TB pulmonar. Por otro lado, M.
microti causa tuberculosis principalmente en roedores (Niemann y col., 2000).

Caracteristicas Generales de Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis es una bacteria aerobia estricta en forma de bacilo, cuyo
tamano puede variar desde 0.3 hasta 0.6 um de ancho y de 1 a 4 um de largo
(Ducati, 2006). Este microorganismo presenta multiples caracteristicas que la
diferencian del resto de las bacterias. Por ejemplo, su tasa de replicacion
extremadamente lenta, que aun bajo las condiciones ideales (pH 7.40 y presion
de oxigeno 100 — 140 mm de Hg) requiere entre 14 y 24 horas. Otro aspecto
importante de las micobacterias consiste en su compleja pared celular, que
presenta caracteristicas unicas, lo que le otorga una importante resistencia a las
agresiones externas, incluida su resistencia natural a la gran mayoria de los
antimicrobianos (Caminero, 2007).

Las micobacterias son capaces de sobrevivir durante semanas o0 meses
sobre objetos inanimados, siempre que estén protegidas de la luz solar.
Adicionalmente, son mas resistentes a los acidos, alcalis y desinfectantes que
el resto de las bacterias no formadoras de esporas. Por otro lado, las
micobacterias resisten la desecacién y la congelacién, pero la luz ultravioleta y
el calor (mas de 65°C durante 30 minutos) las inactiva (Dorronsoro y Torroba,
2007).



Estructura de la Pared Celular de M. tuberculosis

La envoltura de Mycobacterium tuberculosis es una estructura compleja,
constituida por capsula, pared celular y membrana plasmatica. La capsula es la
capa externa de la envoltura de las micobacterias y sirve de proteccion contra
multiples factores externos (Gorocica y col., 2005).

La pared micobacteriana, que se localiza por debajo de la capsula
separada por un espacio periplasmico, posee un elevado contenido en lipidos
(50-60%). Estos lipidos le confieren un caracter hidrofobico e impiden que los
colorantes de anilina penetren, por lo que no se aprecian facilmente en la
tincion de Gram y para poder visualizarlas se requieren colorantes especiales
(arilmetanos) (Gorocica y col., 2005; Dorronsoro y Torroba, 2007).

La pared celular se compone de una capa externa y una capa interna
que rodea a la membrana plasmatica. ElI compartimiento exterior esta
constituido por fosfolipidos altamente glicosilados, dando lugar a moléculas
como el lipoarabinomanano (LAM), que tiene un papel fundamental en la
patogénesis de la tuberculosis (Hett y Rubin, 2008). EI compartimiento interior
conforma el nucleo esencial de la pared celular y estd constituido por el
complejo macromolecular formado por arabinogalactano, peptidoglucano y
acidos micolicos; estos ultimos le confieren las caracteristicas de su tincién
acido-alcohol resistente (Figura 2) (Gorocica y col., 2005; Caminero, 2007; Hett
y Rubin, 2008).

Aislamiento e Identificacion de M. tuberculosis

Procedimientos Convencionales

El diagnéstico microbioldégico de la tuberculosis exige la deteccion,
aislamiento e identificacion de M. tuberculosis, asi como la determinacién de su

sensibilidad frente a los farmacos antituberculosos, proceso que puede requerir
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Figura 2. Representacién de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis.

Fuente: Brennan y Crick, 2007.
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de dos a tres meses (Dorronsoro y Torroba, 2007; Cho y col., 2009). En
general, el examen microscopico directo de las muestras clinicas, mediante
técnicas especificas de tincion (baciloscopia), es la técnica menos sensible pero
la mas rapida (Dorronsoro y Torroba, 2007).

La baciloscopia tiene por objeto, visualizar al microscopio la presencia de
bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) en las muestras. Esto se logra
mediante protocolos de tincidon especificos, disenados en base a las
caracteristicas, de la capa externa de las micobacterias anteriormente
mencionadas. La busqueda al microscopio sigue considerandose la forma mas
rapida y econdémica para diagnosticar la TB. No obstante, dado que su
sensibilidad (40-70% en muestras respiratorias) y su especificidad no son
absolutas, es necesario realizar el cultivo para un diagndstico certero
(Dominguez y col., 2008).

El aislamiento del microorganismo en medio de cultivo sigue
considerandose el estandar de oro para la identificacion y para ello existen
desde los medios de cultivo tradicionales como el Léwenstein-Jensen o el
Middlebrook 7H10 hasta los medios liquidos que incluyen acidos grasos
marcados con radiois6topos (BACTEC) o indicadores fluorescentes de éxido-
reduccién (MGIT) (Metchock y col., 1999; Alcaide y Coll, 2011).

Tradicionalmente la identificacion se realizaba en base a una serie de
caracteristicas fenotipicas, tales como la velocidad de crecimiento en los
cultivos, la morfologia de la colonia y su pigmentacion. Estas caracteristicas
orientan preliminarmente hacia el grupo de micobacterias y posteriormente se
realizan pruebas bioquimicas, a partir del desarrollo colonial, para lograr la
identificacion de especie (Dorronsoro y Torroba, 2007).

Las principales pruebas bioquimicas utilizadas en la identificacién de las
micobacterias son las pruebas de acumulacion de niacina, reduccién de
nitratos, hidrélisis del Tween, catalasa, captacion de hierro, pirazinamidasa,

deteccion de las enzimas ureasa y arilsulfatasa. Estos métodos clasicos,
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basados en pruebas bioquimicas, son muy lentos, laboriosos y de gran riesgo
para el personal, ya que se requiere trabajar con in6culos densos de
micobacterias vivas (Dorronsoro y Torroba, 2007).

Técnicas Moleculares

Debido a las limitaciones que presentan los métodos tradicionales, se
han buscado alternativas para la identificacion de M. tuberculosis. Desde su
apariciéon, las técnicas basadas en la biologia molecular se han considerado
como una alternativa a los métodos convencionales (Alcaide y Coll, 2011).

Las pruebas de amplificacion de acidos nucleicos especificas para M.
tuberculosis, realizadas sobre muestras broncopulmonares son las pruebas
mas utilizadas para el diagnéstico de tuberculosis pulmonar, los resultados
pueden obtenerse un dia después de la recepcion de la muestra. Sin embargo,
este tipo de pruebas no estan estandarizadas y su precision diagnostica es muy
variable (Lange y Mori, 2010).

Por otra parte estan las sondas comerciales no radiactivas de ADN,
complementarias al acido ribonucleico (ARN) ribosémico micobacteriano,
marcadas con quimioluminiscencia, que permiten identificar M. tuberculosis, el
complejo Mycobacterium avium-intracellulare, M. kansasii y M. gordonae, a
partir de cultivos en medio sélido o liquido y sin necesidad de amplificacion
genomica. Esta técnica presenta una buena sensibilidad y especificidad, pero el
namero de especies que identifica es limitado (Dominguez y col., 2008).
Alternativamente, también se han disefiado sondas fluorescentes de acidos
nucleicos peptidicos que permiten diferenciar entre micobacterias del complejo
M. tuberculosis del resto de micobacterias (Dominguez y col., 2008).

Lo ideal seria disefiar un método que tuviese la capacidad de
diagnosticar al paciente con TB el primer dia en que apareciesen sus sintomas,
pudiendo conseguir, de esta forma, cortar la cadena de transmision
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rapidamente. De esta forma, los tratamientos adecuados presentarian un mayor
impacto en el descenso de la endemia. Pero, en la TB existe el gran problema
de su presentacion clinica; muy lenta instauracién y muy inespecifica, 1o que
conlleva retardo en la asistencia del paciente al médico (Caminero, 2007).

De todos los avances en el diagndstico que se han producido en las
Ultimas décadas, los mas prometedores siguen siendo las técnicas de
amplificacion gendémica. A pesar de que estos procedimientos son mas
complejos y costosos, pueden mejorar la sensibilidad nosografica de la
baciloscopia. En cualquier caso, las técnicas que utilizan ARN, que son las mas
sensibles, no consiguen una sensibilidad superior del 85% en los casos de TB
pulmonar con baciloscopia negativa, y del 75% en los casos de TB

extrapulmonar (Caminero, 2007).

Epidemiologia Molecular

La epidemiologia es una rama de la ciencia que se dedica al estudio de
las enfermedades y los factores de riesgo que afectan a una poblacion humana,
asi como su distribucién y control. ElI conocimiento derivado de los estudios
epidemioldgicos permite determinar la historia natural de las enfermedades, es
decir, su etiologia, frecuencia de aparicidn, distribucidén, vias y patron de
diseminacion, reservorios o factores que incrementen el riesgo de contraerla.
Adicionalmente, ofrece una alternativa para establecer mecanismos que
permitan prevenir o controlar la enfermedad, asi como la eficacia de dichas
medidas y la magnitud del beneficio al aplicarlas sobre la poblacion (Vilchez y
Alonso, 2009).

La epidemiologia molecular es un campo que ha surgido, en gran parte,
debido a la integracion de la biologia molecular, la medicina clinica, la
estadistica y la epidemiologia. La epidemiologia molecular intenta utilizar un
enfoque multidisciplinario para identificar con mayor precision los factores que
determinan la causa de la enfermedad, |la propagacion, difusién y la distribucion
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(en tiempo y espacio), ademas de brindar la posibilidad de diagnosticar la
enfermedad con mayor rapidez y ofrecer un mejor tratamiento (Mathema y col.,
2006; Vilchez y Alonso, 2009).

Desde 1993, cuando la OMS declara la tuberculosis una emergencia
mundial, se han realizado importantes esfuerzos para hacer frente a epidemias
de tuberculosis. Anteriormente, la comprensién de la propagacién de la
tuberculosis era imprecisa y se basaba en datos de observacién o
correlaciones/comunicaciones verbales (Mathema y col., 2006). Estas medidas
no son suficientes, ya que para un control eficiente de esta enfermedad es
importante contar con sistemas de vigilancia epidemiolégica capaces de
monitorear con precisiéon las tendencias de esta enfermedad a nivel mundial
(Supply y col., 2001). Es por ello, que hoy en dia se han utilizado ampliamente
diversos métodos moleculares de tipificacion, lo que ha permitido comparar las
huellas genéticas de los distintos aislamientos, es decir, genotipificar a los
microorganismos y establecer diferencias entre diversas cepas. Al diferenciar
las cepas aisladas, ha sido posible obtener nueva informacién sobre la
epidemiologia de la enfermedad (Dorronsoro y Torroba, 2007).

La genotipificacién de M. tuberculosis es una herramienta muy Gtil en el
estudio de la epidemiologia molecular de la tuberculosis, permite identificar
brotes que permanecieron sin ser detectados mediante la Vvigilancia
epidemioldgica tradicional y por lo tanto puede ser utilizada como una base y no
s6lo como una ayuda para la vigilancia epidemiolégica (Supply y col., 2001;
Kwara y col., 2003).

Genotipificacion

En los estudios epidemioldgicos, la identificacién y caracterizacidén de los
microorganismos es indispensable. La suma de estos procedimientos se
denomina tipificacion, y permite establecer la identidad de los microrganismos
causantes de un brote infeccioso (Vilchez y Alonso, 2009).
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Los métodos para tipificacién de microorganismos pueden clasificarse en
dos grandes grupos: fenotipicos y genotipicos. Los métodos fenotipicos se
basan en la determinacion de caracteristicas bioquimicas y/o fisiologicas
(Vilchez y Alonso, 2009). Durante algun tiempo, para el estudio de brotes
epidémicos, se han utilizado marcadores fenotipicos que no presentan
suficiente capacidad discriminatoria entre cepas, por lo que los métodos de
genotipificacion son una herramienta adicional que extiende los alcances en las
investigaciones epidemioldgicas (Caminero, 2007).

La genotipificacion permite, ademas de una identificacion precisa de los
microorganismos, identificar brotes epidémicos, identificar factores de riesgo
asociados a la transmisién de TB, discriminar entre reactivacion y reinfecciones
por distintas cepas del mismo microorganismo, evaluar la eficiencia de
programas de control, observar la dinamica de casos relacionados y detectar o
descartar contaminacion cruzada en el laboratorio (Allix-Béguec y col., 2008;
Alonso-Rodriguez y col., 2009; Cerezo y col., 2011).

Técnicas Moleculares Para Genotipificacion

IS6110 RFLP

La IS6110 es una secuencia de insercién de 1,335 pares de bases que,
en caso de estar presente, puede encontrarse hasta en 25 ubicaciones
diferentes dentro del cromosoma de cada cepa de las especies pertenecientes
al CMTB (Mathema y col., 2006). El andlisis de los polimorfismos en la longitud
de los fragmentos de restriccién (RFLP), utilizando como secuencia diana la
IS6110, es el método mas utilizado y el que se considera de referencia para la
genotipificacion de los miembros del CMTB (Supply y col., 2006).

El 1IS6110 RFLP es una técnica reproducible y util para distinguir entre los
aislamientos relacionados epidemiolégicamente de los no relacionados. No
obstante, este procedimiento presenta algunas limitaciones, ya que no puede
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utilizarse si la micobacteria contiene menos de seis copias de este elemento en
SuU cromosoma, en cuyo caso es preciso la utilizacién de otros procedimientos.
Ademas, requiere grandes cantidades de ADN (lo que implica la realizacién de
subcultivos que requieren varias semanas), por lo que actualmente se
considera técnicamente compleja y costosa (Dorronsoro y Torroba, 2007).
Respecto al poder de discriminacién del IS6110 RFLP, se ha detectado
que los aislamientos de M. tuberculosis, obtenidos de un brote epidémico,
frecuentemente muestran patrones de I1S6110-RFLP idénticos y se agrupan por
factores de riesgo de transmisién bien identificados (Oelemann y col., 2007).

Espoligotipado

M. tuberculosis contiene de 10 a 50 copias de un segmento de 36 pb
denominado DR (direct repeat), los cuales estan separados por espaciadores,
que presentan diferentes secuencias; no obstante estas secuencias son
conservadas entre cepas (Dorronsoro y Torroba, 2007). Debido a que las cepas
se diferencian en términos de la presencia o ausencia de estos espaciadores,
los patrones obtenidos pueden utilizarse para genotipificaciéon. A este
procedimiento se le conoce como espoligotipado y permite estudiar la presencia
0 ausencia de 43 espaciadores (Barnes y Cave, 2003).

El espoligotipado presenta dos ventajas sobre el 1S6110-RFLP: primero
se requiere menor cantidad de ADN, ademdas se puede realizar a partir de
muestras clinicas o a partir de cepas con poco desarrollo, después de la
inoculacién en medio de cultivo liquido; segundo, los resultados se expresan
como negativo o positivo para cada espaciador, lo que permite su conversién a
un formato digital. No obstante, esta técnica presenta menor poder de
diferenciacién que el IS6110-RFLP (Barnes y Cave, 2003).
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MIRU-VNTR

El descubrimiento de elementos repetitivos y de variabilidad interespecie
dentro del genoma de M. tuberculosis, ha permitido el desarrollo de una nueva
herramienta para la genotipificacion de micobacterias, misma que ha sido
denominada: Analisis de elementos repetitivos interdispersos en el genoma
micobacteriano basado en un numero variable de repeticiones en tandem
(Mycobacterial Interspersed Repetitive Units-Variable Number of Tandem
Repeats: MIRU-VNTR) (Supply y col., 2000). Esta técnica tiene un poder de
discriminacién similar al observado para la técnica de IS6110-RFLP y permite la
obtencidén de resultados reproducibles en cepas con menos de seis copias del
elemento de insercion 1S6110 (Supply y col., 2006).

La genotipificacion con MIRU-VNTR se basa en la amplificacién por PCR
de multiples loci con iniciadores especificos para las regiones que flanquean el
locus de cada repeticion. Al determinar el tamafo de los amplicones
resultantes, mediante PCR, es posible determinar el nimero de copias de cada
elemento repetitivo. Este procedimiento es considerablemente mas rapido que
el andlisis de IS6110-RFLP y se puede aplicar a los extractos crudos de ADN
hasta cultivos de micobacterias con poco crecimiento. Por otra parte, los
resultados se expresan en codigos numéricos y por lo tanto los resultados se
pueden comparar facilmente, incluso con aislamientos de otras regiones
geograficas (Supply y col., 2000).

Recientemente, se ha propuesto un panel de tipificacion para MIRU-
VNTR que incluye 24 Joci, lo que permite mejorar significativamente la
resolucion entre grupos de diferenciacion y genera mayor informacion para los
estudios de epidemiologia molecular, cuando se compara con el conjunto
original de 12 loci MIRU-VNTR (Supply y col., 2000; Allix-Béguec y col., 2008).

Actualmente existe una base de datos, disponible en la red, que permite
correlacionar genotipos y establecer agrupamientos filogenéticos de
aislamientos obtenidos en distintas partes del planeta (Allix-Béguec y col.,
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2008). En la opinion de distintos autores la técnica de MIRU-VNTR se perfila
como la mejor herramienta para la genotipificacion de micobacterias
pertenecientes al complejo M. tuberculosis (Allix-Béguec y col., 2008; Shamputa
y col., 2010; Vadwai y col., 2012).

ERIC-PCR

Las regiones consenso intergénicas repetitivas de las enterobacterias
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus: ERIC), que fueron
primeramente descritas en miembros de la familia Enterobacteriaceae, también
estan presentes en M. tuberculosis (Sechi y col., 1998). Las ERIC poseen una
longitud de 126 pb y parecen estar tanto en regiones del genoma que son
transcritas (regiones intergénicas de operones policistronicos) como en
regiones que no son transcritas (regiones arriba o debajo de los marcos de
lectura abierta) (Sechi y col., 1998).

Las secuencias ERIC son altamente conservadas a nivel de secuencia
de nucleétidos pero sus localizaciones cromosdémicas difieren entre especies
(Hulton y col., 1991). Ademas, con la amplificacion mediante PCR de las
regiones inter-ERIC (ERIC-PCR), se han obtenido bandas de diferente tamafio,
que representan polimorfismos en las distancias entre los elementos repetitivos
(Shuhaimi y col., 2001), lo que ha permitido la diferenciacion a nivel de especie
en bifidobacterias (Ventura y col.,, 2003) y a nivel de cepa en lactobacilos
(Bolado-Martinez y Acedo-Félix, 2009).

En aislamientos de M. tuberculosis se encontré que los niveles de
diferenciacién obtenidos mediante ERIC-PCR son mayores a los obtenidos
mediante el analisis de la region 1S6110 (Sechi y col., 1998). Otra de las
ventajas de la técnica ERIC-PCR es que requiere s6lo un par de iniciadores
universales y puede realizarse en un solo dia de trabajo, permitiendo asi la

diferenciacién de cepas a partir de muestras clinicas en un periodo muy corto

18



de tiempo y a un bajo costo, en comparacién con otras técnicas moleculares

anteriormente mencionadas.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos Utilizados

Se utilizaron un total de 65 aislamientos obtenidos de muestras clinicas
humanas, provenientes de tres regiones geograficas del pais; 27 aislamientos
pertenecen al Estado de Sonora, 20 al Estado de México y los 18 restantes
pertenecen al Estado de Veracruz. Todos los aislamientos fueron identificados
como M. tuberculosis, de acuerdo a sus caracteristicas fenotipicas y
genotipicas. Adicionalmente se utilizé la cepa de referencia Mycobacterium
tuberculosis H37Rv. Los aislamientos obtenidos en el Estado de Sonora y la
cepa H37Rv se mantienen en congelacion a -70°C en el Laboratorio Estatal de
Salud Publica de Hermosillo, Sonora (LESP). Todos los procedimientos que
involucraron la manipulacién de la cepa, desde el cultivo hasta la obtencion del
ADN bacteriano, se llevaron a cabo en el Laboratorio de Agentes Patdégenos del
LESP del Estado de Sonora, el cual cuenta con un laboratorio independiente,

con categoria de bioseguridad nivel 3 (BSL3).

Aislamiento de ADN

Para los aislamientos obtenidos de pacientes del Estado de Sonora,
primeramente se cultivaron los microorganismos en el medio purpura de
bromocresol, a partir de aislamientos preservados en leche descremada (skim
milk, Sigma, USA), los cuales se incubaron a 37°C hasta observar un desarrollo
adecuado de los microorganismos (3-4 semanas).

Una vez que se observo el desarrollo confluente del cultivo, una muestra
de 3 a 4 asadas del cultivo fue suspendida en TE 1X (Tris 10 mM, EDTA 1 mM),
posteriormente la alicuota se centrifugé a 4,000 g por 5 minutos, y se descartd
el sobrenadante. El pellet fue resuspendido agregando 100 pL de resina Chelex
100 (Sigma, USA) 10% P/V, e incubando a 56°C por 30 minutos; pasado este
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tiempo se volvié a incubar a 95°C por 30 minutos. Por ultimo, la suspensién se
centrifugdé a 10,000 g por 5 minutos para luego transferir el sobrenadante a otro
tubo y guardarlo en congelacion hasta su uso (Iralu y col., 1993; Sampaio y col.,
2006; Yang y col., 2008). Adicionalmente, se preservaron alicuotas en el medio
skim milk, de los aislamientos desarrollados en el medio purpura de
bromocresol. Estas se conservan a temperatura de ultracongelacién (-70°C)
para estudios posteriores.

Por otra parte, la extraccion de ADN de los aislamientos clinicos
provenientes del Estado de México y Veracruz, se llevé a cabo en la
Universidad Veracruzana, mediante un procedimiento con bromuro de

cetiltrimetilamonio (CTAB) (Van Soolingen y col., 1994).

Identificacion de Especie

La identificacion de especie se determin6é de acuerdo a una taxonomia
polifasica que incluyé la caracterizacion fenotipica y genotipica. La
caracterizacion fenotipica se realizé por personal del Laboratorio de Agentes
Patogenos del Laboratorio Estatal de Salud Publica. Por otra parte la
caracterizacion genotipica se realizd en el Laboratorio de Bioquimica Clinica del
Departamento de Medicina y Ciencias de la Salud de la Universidad de Sonora.

Para la caracterizacion genotipica, primeramente se llevé a cabo el
analisis del polimorfismo en los fragmentos de restriccion del producto
amplificado por PCR del gen gyrB (gyrB-RFLP). La amplificacion de un
segmento del gen gyrB se realizd utilizando los iniciadores sentido MTUB-F (5°-
TCGGACGCGTATGCGATATC-3") y antisentido MTUB-R (5"
ACATACAGTTCGGACTTGCG- 37), en una mezcla de reaccién con un volumen
final de 25 pL, la cual contenia 200 uM de cada desoxirribonucleétido trifosfato
(dNTP) (Promega, USA), 1.5 mM de MgCl,, GoTaq Flexi Buffer 5X (Promega,
USA), 800 nM de cada iniciador, 1 U de Taqg ADN polimerasa (Promega, USA) y
2.5 yL de ADN (Niemann y col., 2000; Chimara y col., 2004).
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Para la amplificaciéon se utiliz6 un termociclador i-Cycler (BioRad, USA),
en el cual se programaron las siguientes condiciones: una incubacion inicial
para desnaturalizacion a 95°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos de
amplificacion a 94°C por 60 segundos, 65°C por 60 segundos, y 72°C por 90
segundos, finalizando con una extensién a 72°C por 10 minutos (Niemann y
col., 2000; Chimara y col., 2004). Los amplicones fueron visualizados en geles
de agarosa (Sigma, USA) al 2% P/V con Sybr safe (Invitrogen, USA). Se utilizd
un marcador de 100 bp DNA ladder (Promega, USA) para evaluar los tamarnos
de bandas y posteriormente el gel fue fotodocumentado en un equipo WGD-30S
(DAIHAN Scientific Co. Ltd., Korea) para su posterior andlisis.

El producto amplificado fue sometido a digestion con las enzimas de
restriccion Rsal, Sacll y Tagl (NE Biolabs, USA), en reacciones individuales
para cada enzima, en un volumen final de 10 puL que contenia 4 uL del producto
amplificado, amortiguador NEbuffer 4 y la enzima correspondiente (25 U de
Rsal, 15 U Sacl o 60 U Taql). La digestién enzimatica se llevé a cabo por 60
minutos a 37°C para Rsal y Sacll, y 60 minutos a 65°C para Tagl (Chimara y
col., 2004). Una vez transcurrido el tiempo de digestion, los fragmentos
obtenidos fueron visualizados en geles de agarosa al 2% P/V con Sybr safe. Se
utilizé el marcador de tamafo 100 bp DNA Ladder, posteriormente los patrones
obtenidos fueron fotodocumentados. La identificacion se realizd al comparar los
patrones obtenidos en cada caso con patrones descritos por Chimara y
colaboradores (Figura 3).

Por otra lado, como parte de la identificacion, se realizd la amplificacion
del locus Rv3120 (RD12). La reaccién se llevd a cabo en un volumen final de 25
UL que contenia 200 uM de cada desoxirribonucledétido trifosfato, 3 mM de
MgClz, DMSO al 5% (v/v), Green GoTaq Flexi Buffer 1X, 2 uM de cada uno de
los iniciadores Rv3120F (5-GTCGGCGATAGACCATGAGTCCGTCTCCAT-3)
y Rv3120R (5"-GCGAAAAGTGGGCGGATGCCAGAATAGT-3"), 1 U de Taq
ADN polimerasa y 5 yL de ADN (Huard y col., 2003).
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Rsal Tag | Sacll

660-385 — 440-160-130-105-100-80 — no digestion
440-270-130-100-80 — no digestion

560-385-100
440-160-130-105-100-80 — no digestion
no digestion

480-385-100-80 — 440-160-130-105-100-80

740-280

-

M. microti
M. tuberculosis
M. africanum 11

"M. canetti"

M. africanum |
M. pinnipedii

M. bovis subsp. bovis
M. bovis BCG

M. bovis subsp. caprae

Figura 3. Patrones de bandas utilizados como referencia en la identificacion de

especies del complejo Mycobacterium tuberculosis.

Fuente: Chimara y col., 2004.
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Para la amplificacibn se utiliz6 wuna incubacion inicial para
desnaturalizaciéon a 94°C por 2 minutos, seguida de 25 ciclos de 94°C por 60
segundos, 60°C por 60 segundos, y 72°C por 60 segundos, para finalizar con
una extension a 72°C por 10 minutos (Huard y col., 2003). El amplicén fue
visualizado y posteriormente documentado, a partir de geles de agarosa al 2%
P/V con Sybr safe; se utiliz6 el marcador 100 bp DNA ladder.

ERIC-PCR

A partir del ADN purificado se procedié a la amplificacion mediante PCR
de las regiones inter-ERIC (ERIC-PCR), utilizando la siguiente mezcla de
reaccion: 1 uM de los iniciadores ERIC1 (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-
3") y ERIC2 (5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3"), 200 uM de cada dNTP,
3 mM de MgCl,, Buffer de reaccién 1X y 2.5 U de Tag ADN polimerasa, en un
volumen final de 25 pL. Para la amplificacién se utilizd una incubacién inicial
para desnaturalizacion a 94°C por 2 minutos, 35 ciclos de 94°C por 45
segundos, 52°C por 60 segundos, y una extension final a 70°C por 10 minutos,
para finalizar con una extensién a 70°C por 20 minutos (Sechi y col., 1998).

Posteriormente los patrones de bandas se visualizaron mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2% P/V con SYBR Green, los carriles de
los extremos fueron reservados para los marcadores 100 bp DNA ladder y
Lambda DNA/Hindlll (Promega, USA). Los patrones de bandas obtenidos

fueron fotodocumentados para su posterior analisis.

Analisis de Patrones Obtenidos para ERIC-PCR

Una vez obtenidos los perfiles de Bandas de las regiones inter-ERIC, las
imagenes fueron capturadas en el programa TotalLab TL100 (Nonlinear

Dynamics, Ltd., United Kingdom) y se procedi6 al analisis de imagenes para la
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identificacion tanto del numero de bandas presentes, asi como de los tamafos
de cada una de ellas, para lo cual se utiliz6 como referencia el marcador 100 pb
Ladder. Posteriormente las imagenes fueron analizadas nuevamente con el
programa BioNumerics version 6.5 (Applied Maths, Belgium), la formacion de
agrupamientos se realizd6 por el método de apareamiento sin ponderacion
utilizando medias aritméticas (UPGMA) y un andlisis de agrupamientos de
bandas utilizando el algoritmo DICE (Carrigo y col., 2005).

MIRU-VNTR

A partir del ADN purificado se procedio a la amplificacién mediante PCR
de 24 Joci MIRU-VNTR, utilizando los iniciadores cuyas secuencias se muestran
en la tabla | (Supply y col., 2006; SLAMTB, 2010). Para todas las mezclas de
reaccion se utilizdé la misma concentracion de los siguientes componentes: 0.4
UM de cada iniciador (F y R), 200 uM de cada dNTP, Buffer de reaccion 1Xy
0.5 U de Tag ADN polimerasa, en un volumen final de 25 uL. En la tabla Il se
muestran las concentraciones de MgCl, asi como la utilizacion de
dimetilsulfoxido en algunas mezclas de reaccién (Supply y col., 2006).

Para la amplificacion de MIRU 4 y MIRU 26 se utilizd una incubacién
inicial para la desnaturalizacion a 94 °C por 2 minutos, 40 ciclos de 94 °C por 60
segundos, 65°C por 60 segundos, y 72°C por 90 segundos, para finalizar con
un tiempo de extension de 10 minutos a 72°C. Para la amplificacion de ETR Ay
QUB 26 se utilizd una temperatura inicial de 94°C por 2 minutos, 40 ciclos de
94°C por 60 segundos, 62°C por 60 segundos, y 72°C por 90 segundos, asi
como una extensidn final a 72°C por 10 minutos (modificado de Supply y col.,
2006; Oelemann y col., 2007).

Para los MIRU’s restantes, se utilizé una temperatura inicial de 94 °C por
2 minutos, 40 ciclos de 94°C por 60 segundos, 59°C por 60 segundos, y 72°C
por 90 segundos, asi como una extension final a 72°C por 10 minutos
(modificado de Supply y col., 2006; Oelemann y col., 2007).

25



Tabla l. Iniciadores utilizados en las mezclas de reacciéon para MIRU-VNTR 24.

MIRU Secuencia del iniciador

MIRU 2F 5-TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT-3'
MIRU 2R 5TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT-3'
MIRU 4 F 5-GTCAAACAGGTCACAACGAGAGGAA -3'
MIRU 4 R 5'- CCTCCACCATCAACACACTGGTCAT -3'
MIRU 10 F 5-ACCGTCTTATCGGACTGCACTATCAA -3'
MIRU 10 R 5'-CCTCCACAATCAACACACTGGTCAT -3'
MIRU 16 F 5-GGTCCAGTCCAAGTACCTCAATGCT-3'
MIRU 16 R 5-TGATTGCCCTGAACCTACACCCGGTT -3'
MIRU 20 F 5-TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG -3'
MIRU 20 R 5-GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA -3'
MIRU 23 F 5-CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG -3'
MIRU 23 R 5-AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC -3'
MIRU 24 F 5'-CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT -3'
MIRU 24 R 5-GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA -3'
MIRU 26 F 5-GGCGGATAGGTCTACCGTCGA -3'
MIRU 26 R 5-GCCGTCCGGGTCATACAGCA -3'
MIRU 27 5-TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA -3'
MIRU 27 5-GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA -3'
MIRU 31 F 5'- CGTCGAAGAGAGCCTCATCAATCAT-3'
MIRU 31 R 5- AACCTGCTGACCGATGGCAATATC-3'
MIRU 39F 5'-CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC-3'
MIRU 39R 5-CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT-3'
MIRU 40 F 5'- GATTCCAACAAGACGCAGATCAAGA-3'
MIRU 40 R 5-TCAGGTCTTTCTCTCACGCTCTCG-3'
ETR- AF 5-AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT-3'
ETR-AR 5-CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT-3'
ETR-BF 5-ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT-3'
ERT-BR 5-CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC-3'
ETR-CF 5-CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT-3'
ETR-CR 5-AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA-3'
MTUB-04 F 5-CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT-3'
MTUB-04 R 5-GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC-3'
MTUB-21R 5-CAACATCGCCTGGTTCTGTA-3'
MTUB-21F 5-AGATCCCAGTTGTCGTCGTC-3'
MTUB 29F 5-GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT-3'
MTUB 29 R 5-AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC-3'
MTUB-30F 5-CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT-3'
MTUB-30R 5-CCTCCACAATCAACACACTGGTCAT-3'
MTUB 34 F 5-GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA-3'
MTUB 34 R 5-GGCTCTCATTGCTGGAGGGGTTGTAC-3'
MTUB-39F 5-CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC-3'
MTUB-39R 5-TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG-3'
QUB-11BF 5-CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG-3'
QUB-11BR 5-CGAAGTGAATGGTGGCAT-3'

QUB 26 F 5-AACGCTCAGCTGTCGGAT-3'

QUB 26 R 5'- CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT-3'
QUB4156 F 5-TGACCACGGATTGCTCTAGT-3'
QUB4156 R 5-GCCGGCGTCCATGTT-3'

Fuente: Supply y col., 2006; SLAMTB, 2010.
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Tabla Il. Iniciadores y componentes empleados en las mezclas de reaccion
para MIRU-VNTR 24.

MIRU MgCl, DMSO
ETRA 1.5 mM 0.007 mM
ETRB 2mM 0.007 mM
ETRC 1.5 mM NA
MIRU 2 2.5mM NA
MIRU 4 3 mM NA
MIRU 10 2mM NA
MIRU 16 2mM NA
MIRU 20 1.5mM NA
MIRU 23 2.5mM NA
MIRU 24 3 mM NA
MIRU 26 2mM NA
MIRU 27 1.5 mM NA
MIRU 31 2mM NA
MIRU 39 2.5mM NA
MIRU 40 3mM NA
Mtub 04 1.5mM 0.007 mM
Mtub 21 1.5 mM 0.007 mM
Mtub 29 2mM 0.007 mM
Mtub 30 3mM 0.007 mM
Mtub 34 2mM 0.007 mM
Mtub 39 3mM 0.007 mM
QUB 11b 1.5 mM 0.007 mM
QUB 26 1.5 mM 0.007 mM
QUB 4156 3 mM 0.007 mM

NA: no aplica; DMSO: dimetilsulféxido
Fuente: Modificado de Supply y col., 2006; Oelemann y col., 2007.
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Los amplicones fueron visualizados en geles de agarosa al 2% P/V con
SYBR safe, se utilizaron los carriles de los extremos para colocar el marcador
de tamano 100 bp DNA Ladder, las bandas obtenidas fueron fotodocumentadas

para su posterior analisis.

Analisis de Patrones Obtenidos para MIRU-VNTR

En este estudio se utilizd el panel completo de 24 loci MIRU-VNTR. Para
ello, primeramente se llevo a cabo un analisis in silico de la secuencia de la
cepa H37Rv para los 24 loci, esto con el fin de identificar el tamafno del
segmento por amplificar con cada par de iniciadores, el tamafo de las regiones
flanqueantes y el numero de repeticiones de cada elemento MIRU. Los datos
obtenidos de este andlisis (Tabla Ill), fueron utilizados como referencia durante
todo el estudio.

El numero de repeticiones se estimd, utilizando los datos obtenidos para
generar la tabla lll, de la siguiente manera: al tamafno de banda (obtenido con el
programa TotalLab) se le restdé el tamano de las regiones flanqueantes
(obtenidas con el andlisis in silico), y el resultado fue dividido entre la longitud
en nucleodtidos del elemento MIRU correspondiente (Supply y col. 2006).

Posteriormente se obtuvieron los cdédigos numéricos de 24 digitos para
cada uno de los aislamientos. Una vez obtenidos los cédigos, éstos fueron
ingresados al programa Bionumerics para la generacién de agrupamientos
mediante el método UPGMA vy el coeficiente de correlacion de Pearson (Kremer
y col., 2005; Oelemann y col., 2007; Allix-Béguec y col., 2008).

Con el fin de identificar los loci MIRU-VNTR mas variables entre los
aislamientos utilizados en este estudio, se calcul6 el indice de diversidad alélica
(h) para cada locus como: 1-3 XF, donde Xi es la frecuencia del alelo i en cada
locus (Sun y col., 2004).
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Tabla lll. Informacién sobre elementos MIRU, obtenidos mediante el analisis in

silico de la secuencia genoémica de la cepa M. tuberculosis H37Rv.

MIRU No. Copias Tamaio Tamaiio del MIRU Suma ambos
H37Rv del segmento (pb) (pb) extremos
MIRU 2 2 508 53 402
MIRU 4 3 292 77 61
MIRU 10 3 381 53 222
MIRU 16 2 465 53 359
MIRU 20 2 591 77 437
MIRU 23 6 465 53 147
MIRU 24 1 447 54 393
MIRU 26 3 404 51 249
MIRU 27 3 657 53 498
MIRU 31 3 268 53 109
MIRU 39 2 646 53 540
MIRU 40 1 284 54 230
Mtub 04 2 639 51 489
ETRC 4 384 58 152
Mtub21 2 206 57 92
QUB11b 5 412 69 67
ETRA 3 420 75 195
Mtub29 3 563 57 392
Mtub30 2 363 58 247
ETRB 3 518 57 347
Mtub34 2 488 54 380
Mtub39 2 388 58 272
QUB26 5 718 111 163
QUB4156 2 681 59 563

pb: pares de bases

Fuente: Supply y col., 2006; Datos originales del presente trabajo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamientos Utilizados

Como se menciond anteriormente se utilizaron un total de 65
aislamientos clinicos, provenientes de tres regiones geograficas de México, asi
como la cepa M. tuberculosis H37Rv. Sonora, ubicada en la region noroeste del
pais, presenta una de las tasas de incidencia de tuberculosis mas altas a nivel
nacional, colinda con los Estados Unidos de América al norte y al noroeste con
el Estado de Baja California (Estado con la tasa de incidencia méas alta a nivel
nacional). Veracruz se encuentra ubicado en el sureste del pais y ocupa el
séptimo lugar en incidencia de tuberculosis, sélo dos lugares por debajo de
Sonora. Finalmente el Estado de México se localiza en el centro del pais y se
ubica en el penultimo lugar de incidencia de TB (Castellanos, 2010).

Aislamiento de ADN

Actualmente, para la extraccibn de ADN, existen un gran numero de
procedimientos, no obstante, el método mas comunmente utilizado en los
laboratorios de referencia para la extraccion de ADN de micobacterias es el
método con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (De Armas y col., 2006), el cual
utiliza solventes organicos toxicos (fenol, cloroformo, etanol), y requiere de
largas jornadas de trabajo. Otros métodos utilizados para la extraccién de ADN,
son equipos comerciales, tales como DNAzol, basado en el uso de una solucion
de lisis a base de un detergente derivado de la guanidina que hidroliza el ARN y
permite la precipitacion del ADN (Chomczynski y col.,1997).

Por otra parte, también se ha utilizado la extraccion con Chelex-100. Esta
resina quelante permite la obtencion rapida de ADN y reduce las manipulacion
de reactivos tbxicos, asi como la generacion de residuos contaminantes.

Adicionalmente, la extraccion con Chelex-100 es menos costosa que otros
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métodos tradicionalmente empleados y todavia menos costosa que los equipos
comerciales (De Armas y col., 2006; Yang y col., 2008). El Chelex-100 es una
resina que captura iones metdlicos polivalentes en solucion. El mecanismo de
accion de esta resina consiste en prevenir, a través de su accién quelante, la
digestion enzimatica del ADN a altas temperaturas. Este efecto se logra ya que
dichas digestiones son catalizadas por los iones presentes en las muestras de
trabajo y al ser retirados se pierde la actividad de las nucleasas, lo que permite
proteger el ADN (Buttler 2001; Zhang y col., 2005).

Cabe mencionar que en un estudio, llevado a cabo simultdneamente en
conjunto con el LESP, se evaluaron parametros como rendimiento, pureza,
integridad del ADN al utilizar tres procedimientos de extraccion. Los resultados
de este trabajo permitieron demostrar que la extraccion de ADN utilizando el
método Chelex-100 permitié obtener mayor concentracion de ADN con niveles
de pureza adecuados, pero con bajos niveles de integridad, en un tiempo
reducido y permitié evitar la utilizacion de compuestos toxicos. Por otro lado, a
pesar de que la integridad observada no fue adecuada, los ensayos de PCR
mostraron que este factor no influy6 en los resultados esperados (Hernandez,
2011).

ERIC-PCR

Se utilizé la técnica de ERIC-PCR en un total de 59 aislamientos, de los
cuales 23 corresponden a aislamientos de Sonora, 20 al Estado de México y los
16 restantes pertenecen al Estado de Veracruz. Para cada aislamiento se
realizaron de dos a tres repeticiones en dias diferentes.

Todos los datos obtenidos con el programa TotalLab, fueron depositados
en una base de datos en el programa Excel, la cual contenia el niumero de
bandas obtenido y el tamario de cada una de ellas para cada repeticion. Una

vez que se confirmaron los patrones de banda, las imagenes fueron importadas
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al programa BioNumerics, donde se analizaron de nuevo, para posteriormente
asignar los perfiles de banda a las cepas correspondientes y finalmente crear
los dendrogramas.

En la figura 4, se observan los patrones de bandas obtenidos para los
aislamientos del Estado de Sonora. En esta se puede observar que se
obtuvieron 19 perfiles diferentes para los 23 aislamientos; esto es, se pudieron
diferenciar 15 aislamientos que presentaron perfiles Unicos, sin embargo se
identificaron cuatro perfiles que eran compartidos por dos aislamientos cada
uno.

Para el Estado de México, el nivel de diferenciacién fue similar al
obtenido para Sonora, ya que se obtuvieron 15 perfiles para los 20 aislamientos
de este Estado, en esta ocasion se pudieron diferenciar 11 aislamientos
mediante este procedimiento, mientras que los nueve aislamientos restantes se
integraron en cuatro grupos, tres con dos aislamientos cada uno y el dltimo con
3 aislamientos (Figura 5). Por ultimo, para los aislamientos provenientes de
Veracruz, solamente dos aislamientos presentaron un mismo patrén de bandas,
los 14 aislamientos restantes presentaron perfiles Unicos (Figura 6).

Un dendrograma generado utilizando los perfiles de bandas de los 59
aislamientos pertenecientes a los tres Estados, permitié dilucidar que un
aislamiento proveniente de Veracruz presentd el mismo patron de bandas que
dos aislamientos provenientes de Sonora (Figura 7). Estos resultados muestran
la utilidad de la técnica de ERIC-PCR para la caracterizacion de aislamientos de
M. tuberculosis, si bien, no fue posible obtener perfiles Unicos para todos los
aislamientos, si se obtuvo la diferenciacién de la mayoria de ellos.

Sechi y colaboradores, evaluaron esta técnica para la caracterizacion de
cepas del CMTB vy sus resultados demostraron la utilidad de ERIC-PCR, ya que
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Figura 4. Dendrograma generado con los perfiles de bandas, obtenidos

mediante ERIC-PCR, para los aislamientos clinicos del Estado de

Sonora.
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Figura 5. Dendrograma generado con los perfiles de bandas, obtenidos

mediante ERIC-PCR, para los aislamientos clinicos del Estado de

México.
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Figura 7. Dendrograma generado con los perfiles de bandas, obtenidos
mediante ERIC-PCR, para todos los aislamientos clinicos utilizados

en este estudio.
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con esta técnica pudieron diferenciar 3 aislamientos que fueron indistinguibles
mediante la técnica de 1S6110-RFLP (Sechi y col., 1998).En algunos estudios
se ha enfatizado la utilidad de ERIC-PCR en la caracterizaciéon genotipica de
otras especies del género Mycobacterium, tal es el caso de un estudio donde se
utilizé este procedimiento para el seguimiento de un brote de infeccion por M.
abscessus, en Venezuela (Da Mata-Jardin y col., 2010).

Recientemente la técnica de ERIC-PCR ha sido utilizada en la
genotipificacion de varios microorganismos. Ferreira y colaboradores utilizaron
esta técnica para genotipificar aislados de Acinetobacter y sus resultados
sugieren que ERIC-PCR es una técnica rapida que ofrece buenos resultados
para la caracterizacion genotipica de este microrganismo (Ferreira 'y col., 2011).

Shuan Ju Teh y colaboradores (2011), realizaron una comparacién entre
varios métodos para la caracterizacion de Vibrio, entre los métodos utilizados
incluian RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA), REP-PCR
(Repetitive Extragenic Palindromic), VCR-PCR (Vibrio cholerae Repeats) y
ERIC-PCR. En este estudio ERIC-PCR present6 el mayor poder de
discriminacion.

En el 2008, se realizd un estudio similar, para evaluar la eficacia de
varios métodos en la caracterizacion de Proteus mirabilis. Los resultados
mostraron que utilizando la técnica de ERIC-PCR en conjunto con otra técnica
similar, resulta en una buena alternativa para la diferenciacion de aislados
clinicos de P. mirabilis (Michelim y col., 2008).

A pesar de que diversos estudios han demostrado que el analisis por
ERIC-PCR es adecuado para la tipificacién de diferentes géneros bacterianos,
este procedimiento ha sido escasamente evaluado en aislamientos de M.
tuberculosis. En el presente trabajo se observé que ERIC-PCR presenta un alto
poder de discriminacion, sin embargo, como se menciond anteriormente, se
encontraron aislamientos con perfiles de bandas idénticos, incluso entre

aislamientos provenientes de diferentes Estados. Es comun encontrar
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aislamientos que presentan un mismo patrén para un método de
genotipificacion, no obstante, al emplear métodos alternativos pueden
diferenciarse. Por ello se ha recomendado el uso de diferentes marcadores
genéticos que permitan diferenciar los aislamientos o confirmar que

efectivamente se trata de una misma cepa (Sechi y col., 1998).

MIRU-VNTR

Se analizaron un total de 65 aislamientos clinicos y la cepa de referencia
M. tuberculosis H37Rv, mediante un panel MIRU-VNTR de 24 /loci. En la tabla
IV se muestran los cddigos numéricos para los 28 aislamientos provenientes de
muestras clinicas de pacientes de Sonora. Los codigos numéricos obtenidos
por MIRU 24 para los 20 aislamientos pertenecientes a pacientes del Estado de
México se muestran en la tabla V y los correspondientes a los 18 aislamientos
provenientes de Veracruz se muestran en la tabla VI.

En la base de datos generada, se pudo observar que algunos
aislamientos coinciden en el numero de repeticiones en uno o varios MIRU-
VNTR, sin embargo existen diferencias en otros. Un ejemplo de lo descrito
anteriormente se muestra en la tabla IV. La variabilidad en el numero de
repeticiones, en conjunto con el numero de loci utilizados, permite la formacion
de un gran numero de combinaciones, lo que brinda la posibilidad de obtener
codigos numeéricos diferentes para aislamientos diferentes, y por ende, un gran
nivel de diferenciacion, como ha sido observado previamente (Supply y col.,
2001).

El primer dendrograma generado con el programa Bionumerics, para los
perfiles MIRU-VNTR, incluyé el andlisis de los 65 aislamientos clinicos y la cepa
M. tuberculosis H37Rv, con un panel de 12 loci (Supply y col., 2000). En este
analisis se pudo apreciar, contrario a lo que se esperaba, que no se formaron

grupos especificos por regidén geografica (Figura 8). En los tres Estados se
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Tabla IV. Cédigo numérico, obtenido mediante MIRU-VNTR de 24 loci, de los

aislamientos del Estado de Sonora. Se muestran en color rosa las

diferencias entre los aislamientos H3810 y H4010.
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H10407 M.tubercu
H7709 M.tubercu
H2409 M.tubercu
H8306 M.tubercu
H3109 M.tubercu
H14208 M.tubercu
H52910 M.tubercu
H83092 M.tubercu
H7509 M.tubercu
H8708 M.tubercu
H13006 M.tubercu
H44610 M.tubercu
H43210 M.tubercu
H3409 M.tubercu
H1709 M.tubercu
H5109 M.tubercu
H10507 M.tubercu
H15410 M.tubercu
H5410 M.tubercu
H4510 M.tubercu
H5909 M.tubercu
H26710 M.tubercu
H13210 M.tubercu
H1410 M.tubercu
H35092 M.tubercu
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Tabla V. Codigo numérico, obtenido mediante MIRU-VNTR de 24 loci, de los

aislamientos del Estado de México.
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C-70 M.tubercu
C-86 M.tubercu
C-87 M.tubercu
C-98 M.tubercu

C-100 M.tubercu
C-102 M.tubercu
C-110 M.tubercu
C-113 M.tubercu
C-120 M.tubercu
C-129 M.tubercu
C-130 M.tubercu
C-144 M.tubercu
C-166 M.tubercu
C-175 M.tubercu
C-177 M.tubercu
C-178 M.tubercu
C-180 M.tubercu
C-195 M.tubercu
C-196 M.tubercu
C-213 M.tubercu
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Tabla VI. Cédigo numérico, obtenido mediante MIRU-VNTR de 24 loci, de los

aislamientos del Estado de Veracruz.

MOt O W oo M T e k@ . 4 ]

SEEFEETEEEEE RO EEEEEE G
V-02 M.tuberculosis(u) 1453251533 2341333 3423887
V-03 M.tuberculosis(u) 2424251643 1251433 421340606
V-04 M.tuberculosis(u) 242325183543 42476 45144293
V-06 M.tuberculosig(u) 3354251433333 2342 3514245
V-08 M.tuberculosis(u) 4 33337 242332222063 352540104
V-10 M.tuberculosis(u) 4323272523345 2253 3525314
V-12 M.tuberculosis(u) 3 3232636234442 354 35253014
V-15 M.tuberculosis(u) 3323262833232 1365 45233073
V-16 M.tuberculosig(u) 3353262833233 1355 3523214
V-17 M.tuberculosig(u) 4 352233932333 3355 4524517
V-18 M.tuberculosis(u) 133328152127 11435 3222273
V-19 M.tuberculosis(u) 1343181732212 1433 32221273
V-20 M.tuberculosis(u) 2453141732243 1313 152354373
V-21 M.tuberculosig(u) 2453282632263 2343 2523374
V-22 M.tuberculosig(u) 15432923333 327311023226¢61
V-23 M.tuberculosis(u) 13532817 322342322 36214063
V-24 M.tuberculosis(u) 13532318222642323 1623544
V-25 M.tuberculosis(u) 1343131733 3532333 1613484
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Figura 8. Dendrograma generado con MIRU-VNTR de 12 Joci, para todos los

aislamientos clinicos utilizados en el presente estudio.
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identificaron grupos formados por diferentes combinaciones, sin embargo, se
observa cierta tendencia de agrupamientos por entidad federativa.

Resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo, se
obtuvieron en un estudio realizado en Espana, donde se evaluaron aislamientos
obtenidos de una poblacién con un alta proporcién de inmigrantes (59%) y se
pudo apreciar la formacion de grupos integrados principalmente por
aislamientos de una sola region geografica (Alonso-Rodriguez y col., 2009).

En el presente trabajo, se pudo apreciar que la mayoria de los
aislamientos presentaron cédigos numéricos diferentes, a excepcion de los
aislamientos clinicos H3810 y H4010 que presentaron un codigo numérico de
12 digitos idéntico. En estudios previos se ha observado el poder de este panel
para diferenciar entre aislamientos distintos, sin embargo, al igual que en el
presente trabajo, se han encontrado un nimero importante de aislamientos con
el mismo codigo numérico (Supply y col., 2001; Alexander y col., 2009).

La aparente incapacidad del panel de 12 loci, para diferenciar a todos los
aislamientos, podria deberse al hecho de que esta formado por seis MIRU-
VNTR altamente polimérficos y seis elementos con bajo polimorfismo. Este tipo
de resultados llevaron a proponer que en estudios posteriores se utilice un
panel nuevo con elementos MIRU que presenten un mayor grado de
polimorfismo. El panel resultante, de 15 MIRU-VNTR, incluye los seis MIRU con
mayor polimorfismo del panel inicial de 12 loci, y nueve loci adicionales (Alonso-
Rodriguez y col., 2008).

En el presente estudio, al realizar el andlisis utilizando el panel de 15
MIRU-VNTR (Figura 9), se observo la formacién de grupos que contienen
aislamientos provenientes de distintas regiones geograficas, solo que en esta
ocasion el numero de grupos generado fue mayor. Adicionalmente, en las
figuras 8 y 9, se puede observar que para algunos aislamientos, como H44610
y H5410, el porcentaje de similitud fue similar en ambos andlisis (MIRU-12 y
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Figura 9. Dendrograma, generado con MIRU-VNTR de 15 loci, para todos los

aislamientos clinicos utilizados en el presente estudio.
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MIRU-15). Por el contrario, los aislamientos H3810 y H4010, que habian sido
clasificados como la misma cepa, ya que presentaron una similitud del 100%
con MIRU-12, ahora, no solamente se diferenciaron, sino que también, el
porcentaje de similitud disminuyo considerablemente, hasta un 50%.

Previamente se han reportado algunas diferencias entre los resultados
obtenidos con MIRU-VNTR de 12 o 15 /loci. En un estudio realizado en Espafia,
donde se comparan ambos paneles, se observé que el panel de 15 loci
presenté un mayor poder de diferenciacion, ademas, al comparar los resultados
obtenidos por RFLP-1IS6110 y los resultados obtenidos por MIRU-VNTR 15, se
encontré que este ultimo panel, presenté una mayor correlacién, que utilizando
el panel de 12 loci (Alonso-Rodriguez y col., 2008).

La aplicacién de MIRU-VNTR de 15 loci, ha sido ampliamente utilizada
para la genotipificacion de aislamientos en diferentes lugares del mundo, donde
se han obtenido resultados satisfactorios. En Brasil, se realizé6 un estudio de
genotipificacion con este panel, donde se pudieron diferenciar casi todos los
aislamientos y sélo dos aislamientos presentaron el mismo cédigo numérico y
no pudieron ser diferenciados, lo que puede ser explicado por el hecho de que
ambas muestras provenian del mismo paciente (Alves y col., 2011). Por otra
parte, Nabyonga y colaboradores, genotipificaron mediante MIRU-VNTR de 15
loci, aislamientos obtenidos en la regién de Kampala, Uganda y sus resultados
muestran que el método tiene un gran poder de diferenciacién (Nabyonga y col.,
2011).

El panel mas completo de MIRU-VNTR, que incluye 24 loci; se considera
el panel mas discriminatorio y por lo tanto se ha propuesto como el panel
internacional para la estandarizacién de este método (Supply y col., 2006). En
la figura 10 se muestra el dendrograma obtenido utilizando el panel completo
(24 loci), donde se puede observar la diferenciacién de todos los aislamientos
utilizados en el presente trabajo.
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Figura 10. Dendrograma, generado con MIRU-VNTR de 24 Joci, para todos los

aislamientos clinicos utilizados en el presente estudio.
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En los dltimos afios, numerosos estudios han evaluado el poder de
discriminacion de este panel. Oelemann, en el 2007, realizé una comparacion
entre RFLP-1IS6110 y MIRU-VNTR de 24 loci, este ultimo método presentd un
poder de discriminacion ligeramente més alto (115 perfiles unicos y 117 perfiles
anicos, respectivamente) (Oelemann y col., 2007). Resultados similares fueron
encontrados en un estudio realizado en Venezuela, utilizando MIRU-VNTR de
24 loci, donde se obtuvieron 11 perfiles Unicos para 41 aislamientos, a
diferencia de los resultados generados por 1S6110-RFLP, procedimiento que
s6lo permitié distinguir nueve perfiles Unicos (Maes y col., 2008).

En un estudio mas reciente, con 258 aislamientos, se obtuvieron 167
perfiles Unicos utilizando el método de referencia, mientras que utilizando
MIRU-VNTR de 24 loci se obtuvo una mayor diferenciacion, con 180 perfiles
unicos. Adicionalmente, en este estudio, se observo que al utilizar MIRU-VNTR
de 15 loci, en estos mismos aislamientos, se obtenia el mismo poder de
diferenciacién que utilizando el panel completo (Allix-Béguec y col., 2008).

Hoy en dia, la genotipificacién utilizando MIRU-VNTR es ampliamente
aplicada a nivel mundial, debido a que presenta un nivel de diferenciacion
genotipica similar al estdndar de oro, incluso en algunas ocasiones puede llegar
a presentar mayor nivel de diferenciacion (principalmente en aislamientos con
bajo numero de copias de 1S6110). Adicionalmente, es menos compleja y se
pueden obtener resultados en menor tiempo (Valcheva y col., 2008; Liu y col.,
2011).

A partir de la informacién anterior, es posible concluir que la mayoria de
los estudios han utilizado el panel convencional de 12 loci (Cerezo y col., 2011;
Mendes y col., 2011), no obstante, este panel en ocasiones puede presentar
bajo poder de discriminacién. Por otro lado el panel de 15 loci, presenta un
mayor poder de discriminacién y se ha utilizado ampliamente para estudios
epidemiologicos (Supply y col., 2006; Alonso-Rodriguez y col., 2008; Maes y
col., 2008, Cerezo y col., 2011). Finalmente el panel de 24 loci, es el que
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presenta el mejor poder de discriminacién y adicionalmente permite realizar
estudios filogenéticos (Valcheva y col., 2008; Comas y col., 2009).

Ademas de evaluar el poder de discriminacion de los diferentes paneles
de MIRU-VNTR, también se ha evaluado el poder de discriminacion de cada
uno de los elementos MIRU. Esto ha permitido detectar, una gran variabilidad
en la diversidad alélica bacteriana en diferentes regiones del mundo. Sin
embargo, actualmente se recomienda la evaluacién y seleccion de aquellos loci
MIRU-VNTR méas adecuados para la discriminacién de aislamientos de M.
tuberculosis, en diferentes regiones geograficas (Valcheva y col., 2008).

En el presente trabajo, se observé que la variabilidad alélica de cada
locus fue significativamente diferente entre los aislamientos de los diferentes
Estados. Asimismo, se observé un indice de diversidad alélica elevado en cada
uno de los loci (Tabla VII). Los loci MIRU 31, MIRU 39, ETRC, MIRU 20 y MIRU
24 presentaron niveles bajos de diversidad alélica, por lo que al omitir estos
MIRU-VNTR en nuestro estudio, no se afecté la diferenciacion de los
aislamientos.

El bajo polimorfismo que presentan los MIRU’s 20, 24 y 39, ha sido
reportado anteriormente (Supply y col., 2001), de hecho, son tres de los seis
elementos MIRU-VNTR que fueron descartados al crear el panel de 15 loci
(Alonso-Rodriguez y col., 2008). En el presente estudio, los loci QUB 26, Mtub
04, QUB 11b, MIRU 26 y MIRU 40 fueron los mas altamente discriminatorios
para las tres regiones geograficas evaluadas, con indices de diversidad alélica
(h) entre 0.74 y 0.87.

Es importante mencionar, que el poder de discriminacién de cada locus
puede variar en distintas regiones geograficas. Por ejemplo, en un estudio con
66 aislamientos de Camboya, se encontré que los loci MIRU-VNTR con mayor
poder de discriminacién fueron: ETRD, Mtub39, ETRA, Mtub21, ETRB, QuB26,
MIRU40 y QuB11b; estos loci en combinacion con los resultados de
espoligotipado, permitieron obtener el mismo poder de discriminacion que
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Tabla VII. indice de diversidad alélica correspondiente a los 24 loci, para las

tres regiones geograficas incluidas en el presente estudio.

indice de diversidad alélica

Veracruz Estado de México Sonora

MIRU Jocus
MIRU 2 0.72 0.67 0.60
MIRU 4 0.47 0.41 0.55
MIRU 10 0.68 0.63 0.79
MIRU 16 0.29 0.74 0.73
MIRU 20 0.27 0.58 0.63
MIRU 23 0.82 0.64 0.69
MIRU 24 0.55 0.61 0.50
MIRU 26 0.82 0.69 0.76
MIRU 27 0.47 0.6 0.64
MIRU 31 0.57 0.39 0.53
MIRU 39 0.62 0.55 0.61
MIRU 40 0.74 0.76 0.79
Mtub 4 0.82 0.79 0.82
Mtub 21 0.67 0.68 0.71
Mtub 29 0.66 0.64 0.31
Mtub 30 0.62 0.62 0.73
Mtub 34 0.34 0.66 0.60
Mtub 39 0.71 0.58 0.63
ETR A 0.74 0.57 0.58
ETRB 0.59 0.59 0.5
ETRC 0.49 0.56 0.66
QUB 11b 0.79 0.76 0.76
QUB 26 0.84 0.85 0.82
QUB 4156 0.71 0.65 0.66
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MIRU-VNTR de 24 loci (Zhang y col., 2011).

Por otro lado, en un estudio reciente, se observo que los MIRU-VNTR
que presentaban mayor diversidad alélica en Moscu, Rusia, fueron QUB 26,
MIRU 26 MIRU 31, QUB 11b y ETRA, mientras que siete loci (MIRU 04, MIRU
20, MIRU 23, MIRU 27, ETRB, Mtub 29, y Mtub 34) fueron casi monomorficos
(Afanas'ev y col., 2011). Se puede observar que existen algunos MIRU-VNTR
que presentan elevada diversidad alélica en las tres regiones geograficas
estudiadas en el presente trabajo. También se ha observado que regiones
geograficas, relativamente cercanas, pueden compartir la variabilidad alélica de
varios elementos MIRU-VNTR.

En Colombia en el 2011, utilizando el panel de 12 loci se reporté que los
loci que contribuian mas al poder de discriminacion eran MIRU 10, 16, 23, 26 y
40 (Cerezo y col., 2011). Recientemente se obtuvieron resultados similares en
diferentes regiones de América: Mendes y colaboradores (2011) encontraron
que los MIRU 10, 23, 26 y 40 también fueron los mas discriminatorios en Brasil,
mientras que Taype y colegas, en el 2012 reportaron los MIRU 40, 10, 23, 31 y
26, como los elementos mas discriminatorios en Peru.

En un esfuerzo por reducir el niumero de MIRU-VNTR necesarios para
una adecuada diferenciacién, se han realizado numerosos estudios en diversas
partes del mundo. Es por ello que en un analisis adicional, realizado en el
presente trabajo, se utilizaron solamente los loci que mostraron ser mas
altamente discriminatorios (QUB 26, Mtub 04, QUB 11b, MIRU 26 y MIRU 40).
El dendrograma generado permitio identificar y diferenciar los 65 aislamientos
clinicos, asi como la cepa M. tuberculosis H37Rv, ya que todos presentaron
patrones diferentes (Figura 11). Por otro lado, a diferencia de los agrupamientos
obtenidos con los paneles anteriores, donde se observan grupos formados por
aislamientos de diferentes regiones, en este dendrograma podemos observar
que los porcentajes de similitud son mas altos en aislamientos de una misma

region geografica.
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Figura 11. Dendrograma, generado con los 5 loci que presentaron los indices

de diversidad alélica mas elevados, para todos los aislamientos

clinicos utilizados en el presente estudio.
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Anteriormente se ha reportado el alto poder de discriminacion de un
namero reducido de elementos MIRU. Valcheva y colaboradores, realizaron una
evaluaciéon de MIRU-VNTR de 24 Joci, donde detectaron cinco loci, que en
conjunto, obtuvieron el suficiente poder de discriminacién para diferenciar todos
sus aislamientos (Valcheva y col., 2008). En Corea del sur, se evalud el panel
completo de 24 loci, con el fin de determinar el panel con el menor numero de
loci que pudiera discriminar el mayor numero de aislamientos. Los resultados
mostraron que un panel de ocho /oci permitia la diferenciacién de la mayoria de
sus aislamientos (Shamputa y col., 2010).

Por otra parte, Cerezo y colaboradores seleccionaron los cinco /oci que
obtuvieron los mas altos indices de diversidad alélica y compararon el poder de
diferenciacién obtenido, mediante el panel propuesto y el panel tradicional de 12
loci en combinacion con un analisis de espoligotipo; los resultados mostraron
una gran similitud entre ambos paneles (Cerezo y col., 2011).

Recientemente, se evaluaron cuatro nuevos elementos MIRU’s en
aislamientos provenientes de China, los resultados de este estudio fueron
satisfactorios, ya que este panel obtuvo un alto poder discriminatorio (Jiang y
col., 2012). Asi como se ha observado que la amplificacion de los 24 locino es
necesaria en todos los casos, se ha demostrado que se pueden y deben
seleccionar los loci que permitan la diferenciacion de los aislamientos

prevalentes en un area determinada (Liu y col., 2011).

Comparacion entre Procedimientos de Genotipificacion

Para evaluar cual método de tipificacion es mas eficiente, es necesario
tomar en cuenta varios factores: capacidad de tipificacion, reproducibilidad y
poder de discriminacion. La tipificacidén y la reproducibilidad son relativamente
sencillas de cuantificar, ya que pueden expresarse en porcentajes. Pero el

poder de discriminacién de un método de tipificacion es la capacidad de
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distinguir entre dos cepas no relacionadas que no puede ser expresado de la
misma forma (Hunter y Gaston, 1988).

El indice mas comunmente utilizado para evaluar el poder de
discriminacién de un método de tipificacion, es el indice de discriminacion de
Hunter-Gaston (HGDI, por sus siglas en inglés) (Maes y col., 2008; Christianson
y col., 2010; Cerezo y col., 2011; Vadwai y col., 2012). Este indice, es el
resultado de un modelo matematico basado en la probabilidad de que dos
cepas no relacionadas de una poblacién de prueba sean caracterizadas como
diferentes por el método utilizado (Barlow y col., 2001).

Con el fin de determinar el poder de discriminacion de los procedimientos
utilizados en este trabajo (MIRU-VNTR y ERIC-PCR), se utilizé el HGDI
empleando la ecuacion que se muestra en la figura 12. Para el procedimiento
de tipificacion de MIRU-VNTR de 12 loci se obtuvo un indice de discriminacion
de 0.999, mientras que para MIRU-VNTR de 15 y 24 oci, se obtuvo un indice
de discriminacion igual a 1, el resultado mas alto que puede obtenerse. Este
mismo resultado se obtuvo utilizando el panel con los 5 Jloci mas
discriminatorios, lo que respalda la gran utilidad de este Ultimo panel. Sin
embargo, cabe mencionar que para utilizar un panel con un bajo numero de
loci, es importante determinar primero los loci mas discriminatorios para cada
region, ya que de esto depende obtener un panel con un alto indice de
discriminacion (Valcheva y col., 2008).

Este alto poder de discriminacién de MIRU-VNTR ha sido previamente
reportado por una gran cantidad de autores (Supply y col., 2006; Oelemann y
col.,, 2007; Jiao y col., 2008; Mulenga y col., 2010; Mendes y col., 2011;
Nabyonga y col., 2011; Zhang y col., 2011).

Vadwai y colaboradores, en su estudio obtuvieron un HGDI=1 para
MIRU-VNTR, mientras que para 1S6110 se obtuvo un HGDI=0.998; en este
trabajo se muestra que en algunas ocasiones MIRU-VNTR presenta mayor
poder de discriminacion que el estandar de oro (Vadwai y col., 2012).
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Donde:

N= numero total de cepas en el estudio

S= numero total de tipos descritos

nj= numero de cepas pertenecientes al tipo jth

Figura 12. Ecuacién utilizada para obtener el indice de discriminacion de

Hunter-Gaston.

Fuente: Hunter y Gaston, 1988.

54



Desde afios atrds se han realizado numerosos estudios donde se ha
comparado el poder de discriminacién del método de referencia contra MIRU-
VNTR vy los resultados han sido sumamente satisfactorios. Jiao vy
colaboradores, al realizar una comparacién entre estos dos métodos, obtuvieron
un HGDI=0.992 para MIRU-VNTR de 24 loci y un HGDI=0.999 para 1S6110-
RFLP, un indice ligeramente mas alto (Jiao y col., 2008). En el 2010, Maes y
colaboradores mostraron que al utilizar MIRU-VNTR de 24 Joci se obtenia un
mayor poder de diferenciacion, que al utilizar 1IS6110-RFLP (HGDI de 0.95 y
0.93, respectivamente).

Por otra parte, también se ha evaluado el poder de discriminacién de los
diferentes paneles MIRU-VNTR. Se ha observado que entre mayor niumero de
loci se utilice, mayor sera el poder de diferenciacion del método (Alonso-
Rodriguez y col., 2008; Christianson y col., 2010; Afanas’ev y col., 2011). Se ha
sugerido el uso combinado de MIRU-VNTR con espoligotipado, debido a que en
conjunto (incluso utilizando panel de 12 Joc) se obtienen indices de
discriminacioén similares a los que se obtienen con 1S6110-RFLP. Un ejemplo de
esto se muestra en un estudio realizado en Peru, donde MIRU-VNTR de 12 loci
present6 un HGDI=0.969, mientras que al combinar este método con
espoligotipado se obtuvo un HGDI=0.988 (Taype y col., 2012).

Por otra parte, para el procedimiento de ERIC-PCR se obtuvo un indice
de discriminacion de 0.992, ligeramente menor a MIRU-VNTR. Hunter y Gaston
en su trabajo sugieren que un indice mayor 0.90 es aceptable, por lo que
podemos concluir que aun cuando no se hayan diferenciado todos los
aislamientos con esta técnica, continia siendo una buena opcién para la
genotipificacion, en primera instancia, de aislamientos de M. tuberculosis.

Como se ha mencionado antes, el espoligotipo presenta un bajo poder
de discriminacion, ademas de indices de discriminacion muy variables, que
pueden ser tan bajos como menores de 0.8, o pueden llegar hasta un indice de
discriminacién cercano al 0.9 (Valcheva y col., 2008; Mulenga y col., 2010;
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Cerezo y col., 2011; Zhang y col., 2011). Es por esto que el espoligotipo se
utiliza como complemento a otros métodos de tipificacion (Christianson y col.,
2010; Bidovec-Stojkovic y col., 2011).

En este trabajo ERIC-PCR presenté un poder de diferenciacion mayor a
los reportados para espoligotipado, adicionalmente, requiere de menor tiempo,
es menos costoso, y solamente requiere del equipo basico que se utiliza para
biologia molecular, por lo que podria ser utilizado como un método preliminar

para la genotipificacion de tuberculosis.
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CONCLUSIONES

Existe una mejor discriminacion al utilizar un mayor niumero de loci (24 6
15 vs 12). No obstante, en algunos aislamientos, se detectdé una gran
variabilidad en el porcentaje de similitud dependiendo del numero de loci
utilizados para el analisis, mientras que en otros se mantuvo dicho porcentaje.

Al utilizar MIRU-VNTR 15 6 24, no se observé la diferenciacion de
aislamientos en grupos especificos para cada regién geografica, sin embargo,
para ambos métodos, si se observo cierta tendencia a formar agrupamientos
con aislamientos de una region.

Al hacer una evaluacién de los MIRU-VNTR con mayor poder de
discriminacioén, se pudo generar un panel con 5 MIRU-VNTR, que presenta el
poder para diferenciar todos los aislamientos utilizados y permite obtener
agrupamientos por regién geografica.

La diferenciacién de aislamientos mediante MIRU-VNTR, fue mayor que
la diferenciacion que presenté ERIC-PCR, sin embargo, de acuerdo a Hunter y
Gaston, esta técnica presenta un alto poder de discriminacion, por lo que puede
representar un buen método de genotipificacion complementario, el cual puede

realizarse en menor tiempo y con sélo un evento de amplificacion.
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