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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa de problemaética global causada por el
patdgeno M. tuberculosis (M. tuberculosis). Se considera como una enfermedad de alta prioridad por
su capacidad patogénica, facilidad de propagacion y diseminacion; asi como causar alta morbilidad y
mortalidad en algunos entornos a nivel global (McArthur DB.,2019).

En Panam4, la TB supone un reto y desafio a nivel de salud publica, sobre todo en las provincias y
comarcas donde los nimeros de casos Y la tasa de incidencia de TB son elevados. Como es el caso de
la provincia de Chiriqui, Colén, Panama y Comarcas Guna Yala y Ngéabe-Buglé. En la provincia de
Chiriqui, EI Hospital Materno Infantil José Domingo de Obaldia apoya el diagnéstico de los casos de
TB provenientes de la Comarca Ngéabe-Buglé y Bocas del toro, siendo el hospital central mas
capacitado para recibir los pacientes con sintomas, darles el diagnéstico mediante pruebas
microbioldgicas y tratamiento antituberculoso. EI HMIJDO facilita el aislamiento microbioldgico de
la cepa bacteriana M. tuberculosis, lo que supone una ventaja para realizar caracterizacion y
genotipado de cepas implicados en los casos de TB. La metodologia utilizada para este tipo de estudio
se baso en aplicar la ASO-PCR, un método especifico basada en andlisis molecular y genémica
disefiadas para rastrear cepas de mayor transmision o problematica implicados en los casos de TB,
atil  y sencillo para realizar un analisis de cepas de M. tuberculosis tanto retrospectivo y
prospectivamente.

Los resultados obtenidos constaron de un andlisis sencillo y discriminativo para las 85 cepas de M.
tuberculosis, donde se encontraron cepas A del linaje 2, genotipo Beijing (3.5 %), cepas B (2.4%)
linaje 4, genotipo Haarlem y cepas C (5.8 %) del linaje 4, genotipo LAM. De estas cepas se hallaron
resistencia farmacos como a Rifampicina e Isoniacida y cepas MDR. En este estudio también
describi6 la presencia de posibles cepas mixtas, lo que representa un desafio para su analisis, ya que
es necesario realizar un subcultivo de la cepa en placas de cultivo y posterior de conteo y analisis de
las colonias individuales para separar las colonias y realizar genotipado de las cepas individuales
(Acosta, F., et al., 2022).

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a globally problematic infectious disease caused by the pathogen M. tuberculosis
(M. tuberculosis). It is considered a high priority disease because of its pathogenic capacity, ease of
spread and dissemination; as well as causing high morbidity and mortality in some settings globally
(McArthur DB.,2019). In Panama, TB poses a challenge and challenge at the public health level,
especially in provinces and counties where the number of cases and the incidence rate of TB are high.
This is the case of the provinces of Chiriqui, Colon, Panama and the Guna Yala and Ngabe-Bugle
Comarcas. In the province of Chiriqui, the José Domingo de Obaldia Maternity and Children's
Hospital supports the diagnosis of TB cases from the Ngébe-Buglé and Bocas del Toro Comarca,
being the central hospital best able to receive patients with symptoms, diagnose them through
microbiological tests and provide anti-TB treatment. The HMIJDO facilitates the microbiological
isolation of the bacterial strain M. tuberculosis, which is an advantage for the characterization and
genotyping of strains implicated in TB cases. The methodology used for this type of study was based
on the application of ASO-PCR, a specific method based on molecular analysis and genomics
designed to track strains of higher transmission or problematic involved in TB cases, useful and
simple to perform an analysis of M. tuberculosis strains both retrospectively and prospectively. The
results obtained consisted of a simple and discriminative analysis for the 85 strains of M. tuberculosis,
where strains A of lineage 2, Beijing genotype (3.5 %), strains B (2.4 %) lineage 4, Haarlem genotype
and strains C (5.8 %) of lineage 4, LAM genotype were found. Of these strains, drug resistance to
Rifampicin and Isoniazid and MDR strains were found. This study also described the presence of
possible mixed strains, which represents a challenge for its analysis, since it is necessary to perform
a subculture of the strain in culture plates and subsequent counting and analysis of individual colonies
to separate the colonies and perform genotyping of individual strains (Acosta, F., et al., 2022).
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis), agente causal de la TB en humanos, siendo en la actualidad la principal causa
de muerte en el mundo, cobrandose cerca de 4000 vidas al dia (OMS,2020). En las ultimas
décadas, los estudios evolutivos han mejorado mucho nuestro conocimiento sobre la historia del
complejo de M. tuberculosis y han destacado su larga evolucion conjunta con los humanos por
tener capacidad para permanecer latente dentro de este huésped. El éxito que tiene esta bacteria
para provocar la enfermedad se debe a su mecanismo de infeccion y el desarrollo de su patologia
en la forma pulmonar de la TB, puesto que los pulmones son el principal objetivo de esta
bacteria; dependen de cuatro pasos sucesivos: la fagocitosis de los bacilos, su multiplicacion
intracelular, la fase latente contenida de la infeccion y finalmente la infeccion pulmonar activa
(Bariuls, A. L., Sanou, A., et al. 2015).

Panama es uno de los paises que representa altas tasas de incidencia (39.9 casos /100.000 habts.)
de TB, y que su epidemiologia varia entre las provincias y comarcas. La provincia de Chiriqui
se ve afectada por los casos de TB en cuanto al reto y limitaciones en el diagnostico, seguimiento
de casos, tecnologia y equipos para brindar la debida atencion en a los pacientes. La limitada
informacidn respecto a los genotipos de cepas circulante en la provincia de Chiriqui y de las
regiones proximas como Bocas del Toro y la Comarca Ngabe-Buglé. Por tanto, fue propicia
realizar un estudio de caracterizacion genotipica de las cepas M. tuberculosis obtenidas en la
provincia de Chiriqui, y poder caracterizar dichas cepas, generar informacion util para tratar los
casos de TB y las cepas implicadas. encuentra en la lista de provincias con mayor tasa de

incidencia de TB, con un 25.3% de incidencia sobre la Tasa por 100,000 habitantes de Panama.
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Nuestro objetivo fue caracterizar las cepas aisladas de M. tuberculosis del Hospital Materno
Infantil José Domingo de Obaldia en la provincia de Chiriqui del 2017, 2019 y 2021 mediante
técnicas moleculares/gendmica. Esto supuso la aplicar técnicas moleculares para la extraccion
de ADN basada en solventes organicos/CTAB y posterior caracterizacion de M. tuberculosis
mediante la ASO-PCRs especificas a partir de las muestras de los cultivos microbioldgicos. En
esta investigacion se conto con 85cepas de M. tuberculosis aisladas en los afios 2017, 2019 y
2021 provenientes del HMIJDO de Chiriqui.

Las cepas provenientes del HMIJD fueron inactivadas mediante métodos estandares de nivel de
bioseguridad 3y fueron preparadas y enviadas al laboratorio de Centro de Bilogia Molecular y
Celular del INDICASAT-AIP, para realizar el proceso de extraccion de ADN vy
genotipificacion.

Uno de los objetivos principales es aplicar las tres ASO-PCR especificas (PCR A, By C)
disefiadas previamente para rastrear cepas de mayor transmision con es la cepa A, By C de M.
tuberculosis en la provincia de Panama y Coldn con la finalidad de encontrar la persistencia de
la circulacion estas cepas a partir del andlisis de retrospectiva de una coleccién de cepas del

HMIJDO en la provincia de Chiriqui.
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CAPITULO |
MARCO INTRODUCTORIO
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

HO: Si algunas cepas de M. tuberculosis son més eficientemente transmitidas,
entonces debera haber una diferencia en el nimero de muestras con cepas en las
diferentes regiones.

H1: Si algunas cepas de M. tuberculosis no son mas eficientemente transmitidas,
entonces debera haber una diferencia en el nimero de muestras con cepas en las

diferentes regiones.

OBJETIVO GENERAL
Caracterizar aislados del Complejo Mycobacterium tuberculosis del Hospital
Materno Infantil José Domingo de Obaldia en la provincia de Chiriqui del 2017,
2019 y 2021 mediante técnicas moleculares y de genotipificacion.
OBJETIVO ESPECIFICO
1. Determinar las diferentes cepas de M. tuberculosis en la provincia de Chiriqui
mediante analisis molecular y genomico.
2. ldentificar cepas de alta transmision en la provincia de Chiriqui mediante el usode

ASO-PCRs especifica.
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JUSTIFICACION

Esta tesis se dirige al estudio retrospectivo mediante el analisis de una coleccion de cepasdel complejo
M. tuberculosis, colectados en el HMIJDO de la provincia de Chiriqui conla finalidad de identificar
cepas con mayor prevalencia y problematica en la provincia deChiriqui, son las mismas cepas que se
encuentran en el resto del pais, con el fin de actualizar la informacion sobre la situacién problematica
de los casos de TB en la provincia con datos de incidencia en torno a 25.3 por 100,000 habitantes..
El estudio pretende poner el manifiesto las cepas circulantes, investigar y desarrollar conocimientos
sobre la problematica de la TB en Chiriqui. En este caso, a través de esta tesis de grado se busca
abordar los casos de TB colectados en la provincia de Chiriqui aplicando las técnicas de ASO-PCR
previamente establecida en Panam4, que ayudara a identificar la transmision de cepas de mayor riesgo
y 0 transmision descrita previamenteen otras provincias de Panama (Panamay Coldn). (Dominguez,
J., Acosta, F., Pérez- Lago, et al. 2019). Los resultados de cada actividad sirven como linea de bases
sobre las principales cepas circulantes en la provincia de Chiriqui y su relacion de transmision en otros
entornos. Porlo que este estudio tiene el objetivo de disminuir todos estos problemas mediante la
aplicacién de técnicas eficaces utilizando PCR especifica para comprender el origen y diseminacién
del complejo M. tuberculosis, causante de la TB, en la provincia de Chiriqui. Los resultados obtenidos
seran de gran importancia para ser utilizados en posteriores estudios en nuestro pais que puedan
contribuir al mejoramiento de la salud enla poblacion de la provincia de Chiriqui y en el resto del
pais. Las técnicas que serdn empleadas en este estudio representan un bajo costo de
aplicacion, que resulta facil en comparacion con otras técnicas. Estos puntos mencionados
son importantes puesto que es la metodologia que se utilizara para ejecutar este estudio,

ademas que representa la Unica opcion para caracterizar la genética del complejo M.

tuberculosis en Chiriqui y posteriormente mantener la vigilancia ya que la herramienta es
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flexible y dinamica la cual se modifica y se adapta a la realidad de cada momento en las
necesidades del entorno poblacional. Una vez que se identifican estas cepas, sus “huellas
digitales” se pueden utilizar como referencia para monitorear de cerca su aparicion en
poblaciones donde permanecen sin ser detectadas (Kremer, K., Glynn, J. R., Lillebaek, T., et

al. 2004).
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CAPITULO I
MARCO TEORICO
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1- IMPORTANCIA DE LA MICROBIOLOGIA

GENERALIDADES

La microbiologia es una de las ciencias (rama que integra la biologia) que ha aportado en
gran manera en entendimiento y al desarrollo de las enfermedades infecciosas.
Histéricamente, la microbiologia ha ayudado al desarrollo de la medicina, descubrimientos
de patdgenos o agentes causales de la enfermedad, ya sea de bacteria, virus u hongos siendo
relevantes para entender el origen de la enfermedad. Como, por ejemplo, la enfermedad de
la TB causada por M. tuberculosis descrito por Robert Koch en 1882, han contribuido a
mejorar el diagnostico, control y al desarrollo de farmacos para el tratamiento (Borrego J.,
2018).

En este sentido, en los ultimos afios se ha dado a conocer la importancia de la Microbiologia,
a pesar de que ya era una ciencia existente, finalmente ha emergido el amplio conocimiento
que puede abordar y las innumerables aplicaciones que se le puede dar, entre ellas se destaca
el poder que tiene de minimizar muchas enfermedades mortales y contagiosas (St-res, B. y
Kronegger, L., 2019).

Para seguir siendo una ciencia fuerte, de gran demanda en la identificacion y diagnéstico de
enfermedades infectocontagiosas causada por Microorganismos como los Virus, hongos,
mohos, parasitos y bacterias, la Microbiologia ha introducido en su metodologia técnicas
moleculares para abarcar mas variedad de campos y mantener argumentos completamente
sensibles y confiables (Stres, B. y Kronegger, L., 2019). Surgiendo la denominada,
microbiologia molecular. Aplicada para la hibridacion de la deteccion identificacion de

microorganismos y caracterizacién epidemioldgica de microorganismos previamente
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identificados por métodos tradicionales, ademas de la caracterizacion de microrganismos,

relaciones existentes entre genotipos y estudios de factores de virulencia (Angarita, 2017).

1.1 TIPOS DE MICROORGANISMOS

Los microorganismos se clasifican en dos categorias: procariotas y eucariotas. En la primera
estan las Archaeas y las bacterias, mientras que en la segunda se encuentran hongos, algas y
protozoarios, en esta clasificacién no se encuentran los virus, viroides y priones a pesar de
que son también microorganismos puesto que no se asemejan a las caracteristicas de vida

como el resto de los microorganismos (G.J. Olsen y C. R. Woese)

Bacterias Archaea Eucarya

Protecbacterias Espiroquetas halobacterias Animales
Methanosarcina

Bacterias
Grampositivas

Methanobacterium

Cianobacterias

Flavobacterias no azufradas
Thermoproteus

Thermotoga

Figura 1. Arbol filogenético universal enraizado que muestra los tres dominios de la vida. Adaptado de G.J.

Olseny C. R. Woese. “Ribosomal RNA: A key to Phylogeny”.

1.2 ENFERMEDADES INFECCIOSAS CAUSADA POR

MICOORGANISMOS

Los microorganismos mencionados anteriormente como Bacterias, virus, hongos, parasitos,

entre otros, son los encargados de provocar diversas enfermedades en el ser humano directa
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e indirectamente, pero cabe descalcar que existe una relacion entre humanos y
microorganismos, tanto benéfica como perjudicial. Este ultimo caso se le atribuye al entorno
ambiental (ambiente exterior e interior) y a las diferentes formas de interaccion entre los
microorganismos y el hospedero susceptible.

Dentro de dichos aspectos que favorecen la susceptibilidad del huésped son los aspectos
sociales de los cuales se destacan la falta de educacion, vivienda y empleo, nivel
socioeconémico bajo, poca higiene personal y ambiental, escasez de agua, entre muchos mas
que posibilitan la accion patogénica de microorganismos y vectores (Martinez Abreu J. 2014)
Como consecuencia, en los ultimos afios ha surgido la aparicion de enfermedades emergentes
y reemergentes (COVID-19, influenza, tuberculosis) lo que conlleva a la circulacion de
nuevos patdgenos que favorece la propagacion transmision de las infecciones lo que su vez,
desencadena epidemias o0 pandemias a nivel mundial.

De acuerdo a la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), actualmente las
enfermedades de mayor problematica a nivel global son la TB (Mycobacterium tuberculosis),
Coronavirus (Sars-CoV-2), VIH/SIDA, siendo, éstas altamente transmisibles, implicada en
la aparicion de casos o brotes, lo que supone un reto para su control y erradicacion a nivel
global (OPS, 2022). Por tanto, generar conocimientos en el abordaje de alguno de estas
enfermedades infecciosas es de gran interés para mitigar la transmision y propagacion de

Casos.
2. TUBERCULOSIS

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa de problematica global causada
por el patdgeno Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). La tuberculosis se considera
como una enfermedad de alta prioridad por su capacidad patogénica, facilidad de

propagacion y
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diseminacion; asi como causar alta morbilidad y mortalidad en algunos entornos a nivel
global (McArthur DB.,2019). La tuberculosis es un patdégeno obligado en humanos debido a
que su interdependencia surge por los factores bioldgicos, sociales y ambientales en que se
relaciona al humano. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), esta
enfermedad ataca a mas de 4, 000 personas, perdiendo la vida a causa de esta enfermedad y
cerca de 30, 000 personas a nivel mundial enferman. Se estima que una cuarta parte de la
poblacion mundial esta infectada y son portadores del microorganismo infeccioso que causa

la TB (OMS, 2021).

2.1. AGENTE CAUSAL

La bacteria Mycobacterium tuberculosis es el microorganismo causal de la enfermedad de la
TB. Una bacteria que forma parte del grupo de Complejo M. tuberculosis, entre los que
podemos encontrar diferentes especies segin huésped de infeccién: Mycobacterium bovis
(ganados bovinos), Mycobacterium caprae (cabras), Mycobacterium microti (roedores),

entre otros (Dorronsoro, I., & Torroba, L., 2007).

2.2. ORIGEN E HISTORIA DE LA TUBERCULOSIS

La existencia de la bacteria M. tuberculosis se data aproximadamente de mas de 70, 000 afios,
existen registros del origen del género Mycobacterium desde la época a.C. (Barberis, 1.,
Bragazzi, NL, et al., 2017). Sin embargo, hasta la edad media donde se tiene certeza del
agente infeccioso y la enfermedad que produce, este gran conocimiento para la ciencia fue

gracias al cientifico aleman Robert Koch.
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Durante el XVII1-X1X, Robert Koch, pudo aislar el bacilo de la TB, la teoria afirma que,
durante sus experimentos, aplico técnicas microbioldgicas como el uso de la tincion, en aquel
tiempo utilizé la tincion de azul de metileno; que ain es actualmente usada en los laboratorios
de microbiologia para identificar la bacteria, morfologicamente la caracterizd como largos y
cortos “Bacteridien” que parecian moverse “en un movimiento independiente, lentamente
oscilante”. Posteriormente utiliz6 suero animal para cultivar y asilar la bacteria, siendo este
método el principio de las técnicas mas importantes en la historia de la bacteriologia: los
medios sélidos (agar) para aislar bacterias y la forma de tefirlas (Moreno Altamirano, 1.,
2004).

Debido a este impresionante descubrimiento surge la investigacion por esta bacteria a tal
grado que existe una rama de la bacteriologia denominada micobacteriologia, encargada del
estudio las Micobacterias, especificamente M. tuberculosis o del “Bacilo de Koch” (BK)

haciendo referencia al cientifico Robert Koch quien lo describid por primera vez.

2.3 TRANSMISION E INFECCION DE LA TUBERCULOSIS

El mecanismo de infeccion de M. tuberculosis es por la via respiratoria, al ser un patégeno
respiratorio su via de transmisién ocurre de persona a persona mediante la inhalacion de
nucleos de gotas en aerosoles que contienen las bacterias.

Estos nucleos infecciosos expulsados por el reservorio humano pueden generarse en
aerosol de saliva 0 mucosidad, clasificandose en dos tipos: Fligge o nucleos de Wells,
implicadas en la transmision de la infeccion micobacteriana. Su tamafio varia ente (0.5-
10 um) y su carga bacilar va a depender si el reservorio presenta una TB activa o

tuberculosis pulmonar grave, con una unidad bacilar caracteristica, es decir, cada gota
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Ileva en si de uno (1) a tres (3) bacilos TB infecciosos (Murillo-Godinez, G., 2009).

La infeccion de la TB puede desencadenar de acuerdo al sistema inmunoldgico, de tal
manera que la unidad bacilar (2 a 3 bacilos por nucleo de gota) puede afectar rapidamente
al humano si este presenta un bajo sistema inmunolégico o padece de otras
comorbilidades degenerativas o infecciosas como el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), primera causa de muerte en las Américas. La coinfeccion VIH/TB,
diabetes u otras infecciones adquiridas por transplante de hospitalarios, conlleva a la
predisposicion de los pacientes aumentando la progresion de la enfermedad TB. (Plata-
Casas, L., et al., 2018).

Por otro lado, las personas sanas no estan exento de contagiarse, es mas con una dosis
infectiva minima (DIM) con 10 o <10 de bacilos por inhalacion pueden adquirir TB
(DataBio, 2012). La progresién de la enfermedad va a depender de los factores de riesgos.
Reportes indican que del total de las personas que adquieren la TB, un 5% a 10% podrian
desarrollar la TB, en algunos casos son eliminados por el huésped o permanecen latente
(Rodriguez D, Juan C., 2012). Esto sugiere que el desarrollo de la enfermedad va a
depender de los factores de riesgo y la predisposicion de la persona frente al agente.

El modo de transmision de la TB, puede darse por factores que favorecen la infeccion y
propagacion de las bacterias, factores bioldgicos como el hablar, toser, estornudar y
respirar, siendo mas rapidamente el contagio de TB, puesto que resiste y se mantiene en
perfecto estado en el medio ambiente, aproximadamente 30 minutos en el aire en
suspension (Murillo-Godinez, G., 2009). Ademas de factores bioldgicos de riesgo como
coinfecciones con otros Microorganismos, por ejemplo, personas con TB y VIH/SIDA, y
actualmente como consecuencia de la Pandemia existen casos de TB con COVID-19 (TB-

COVID) (Song, W. M., et al., 2021). También son factores de riesgo las comorbilidades
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como diabetes mellitus y adicciones como el consumo de drogas y alcoholismo. Los
factores fisicos y ambientales facilitan la transmision de la TB, como, por ejemplo, el
modo de transmision, el nimero y la susceptibilidad de las personas (coinfecciones,
comorbilidades, sistema inmunoldgico), la frecuencia y la proximidad de las
interacciones entre las personas infecciosas y susceptibles (contacto estrecho, cercano o
lejano); haciendo que la infeccion sea o no exitosa (Mathema, B., et al, 2017).

Se sabe que la pobreza impulsa el aumento en las tasas de TB, de acuerdo al informe del
2021 del Panorama Social de Ameérica Latina, la pobreza y la pobreza extrema aument6
por sexto afio consecutivo, de forma mas detallada, el aumento representa el 13,1% de la
poblacién en 2020 al 13,8% en 2021, lo que representa a 86 millones de personas en
pobreza extrema (CEPAL, 2022). La desigualdad social conduce a que las zonas que se
caracterizan por la pobreza, acceso a sistemas de salud limitada conduce aparicién y
aumento de casos de TB (Turner, RD., et al., 2017).

En los paises de alta carga de TB, el porcentaje de los casos de reinfeccion y coinfeccién
son elevados (poner porcentajes, cuan elevado es), la razon se debe al mayor riesgo de
exposicion, aungue también estan asociado la falta del tratamiento o tratamientos empiricos,
la resistencia a los medicamentos, la vulnerabilidad e inmunidad del huésped, el riesgo social

de la poblacion. ((Afshar, B.,2019). Gadoev, J., 2017).

2.4 ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DE LA TB

2.4.1. CARACTERISTICAS DEL AGENTE CAUSAL

La bacteria M. tuberculosis, es una bacteria resistente, aerobios estrictos sin motilidad
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que no producen endosporas, toxinas, ni capsulas (DataBio, 2012). El tamafio de M.
tuberculosis varia aproximadamente entre 0.2-0.7 x 1-10 micras (um) (Figura 2.)
(DataBio, 2012). Con una morfologia de bacilos delgados, comdnmente Ilamados
bastones, rectos o semi curvos. En otras formas se puede presentar la forma de
ramificaciones con un crecimientofilamentoso conocido como cordones (Figura 7.).

Esta caracteristica se debe a la formacion o agrupacion de la bacteria, y puede atribuirse
a diferentes aspectos, como el crecimiento en etapas tempranas, una relacion entre la

virulencia y el fenotipo de M. tuberculosis (Rojas J., et al., 2018).

Accl Spot Magn  Del WD Bxp ] 2pm

300kV-30 1554%x SE 74 0 jhe  F7

Figura 2. Micrografia electrénica de barrido de M. tuberculosis. (Fuente; CDC)

2.4.2. PARED CELULAR DE LA MICOBACTERIA

Las micobacterias se destacan por su alto contenido de compuestos de lipidos, polisacaridos
(Lipoarabinomanano y arabinogalactano) y acidos micolicos en su pared celular. Esta
caracteristica le confiere la denominacion como bacilos acido alcohol resistentes (BAAR),
ya que, esta capa de lipidos y acidos micolicos le aportan impermeabilidad y resistencia
durante la decoloracion con agentes quimicos como Alcohol-Acido.

Durante la ejecucion de dicho proceso quimico, la caracteristica BAAR se pone en accion
al momento de tefiir la micobacteria, donde solo se puede utilizar sustancias penetrantes

para poder observarla y caracterizarla. Las caracteristicas particulares de la bacteria no

consideran ni Gram-positiva ni Gram-negativa (Fu, L. M., & Fu-Liu, C. S., 2002).
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Se tiene certeza de la diferencia de la pared celular que tiene M. tuberculosis con el resto de
las bacterias, Puesto que es mas gruesa, hidrofobica, cerosa, y rica en acidos
micolicos/micolatos (Figura 3). La caracteristica hidrofobica se les atribuye a los altos
contenidos lipidos, que le confiere esa impermeabilidad y resistencia frente a muchas
condiciones fisicas y quimicas, ademas que en su conjunto dan origen al grosor de la
micomembrana (Maitra, A., et al., 2019).

La envoltura principal de M. tuberculosis y el resto de las bacterias, es la capa de
peptidoglicano. Brinda la funcion de rigidéz y estabilidad osmética de forma dptima y
constante. Ademas, aporta funcion de unidn covalente con el arabinogalactano a la
membrana bacteriana (Vincent AT., et al., 2018). Estudios indican que en la membrana
externa se encuentras la tercera capa compuesta por los acidos micélicos (Vincent AT.,

et al., 2018). Son acidos grasos de cadena larga propia de las micobacterias y que le
aportan vitalidad para la supervivencia a los miembros del género Mycobacterium

(Marrakchi, H., et al., 2014).

Mycobacterium tuberculosis Cell Walls

extractable
outer lipids
leaflet
inner mycolates
leaflet
arabinanglactan

.............................................. (AG)

=

cytoplasmic
membrane

Figura 3. Modelo de la pared celular micobacteriana. En la figura se describe las caracteristicas de la doble

capa de la membrana (externa e interna) y las moléculas presentes en la pared celular de M. tuberculosis.
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La capa de la membrana externa esta compuesta principalmente de glucano y proteinas,
con solo una pequefia cantidad de lipidos. La micomembrana corresponde a la barrera de
permeabilidad. La pared celular es extraordinariamente gruesa y hermética, constituida
por estructuras unidas de peptidoglicano, arabinogalactano (AG) y acidos micdlicos,
formando una micomembrana hidrofébica de bicapa lipidica (Fuente: Hong, X., &
Hopfinger, A. J, 2004).

Finalmente, la cuarta capa de la pared celular externa de las micobacterias, esta formada
por lipidos, es decir, que en su membrana externa contiene una amplia variedad de lipidos,
lipoglicanos y proteinas; ademéas contiene monomicolato de trehalosa, dimicolato de
trehalosa,, dimicocerosato de ftiocerol, glicolipidos fendlicos, glicolipidos a base de
fenolftiocerol, todos ellos forman un conjugado de resistencia gracias a la micomembrana

externa que forma un esqueleto de acidos grasos (Vincent AT., et al., 2018).

2.5. CARACTERISTICAS GENETICAS Y GENOMICAS DE

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

2.5.1. TAMANO GENOMICO

El andlisis de la secuencia del genoma completo de M. tuberculosis se realizo en el afio 1905,
a partir de la cepa H37RV. Desde entonces, hasta la actualidad, es la cepa mejor
caracterizada, con un genoma de 4.411.529 pares de bases (pb) (Figura 4.) Su genoma se
caracteriza por tener alrededor de 4.000 genes, ademas de un contenido muy alto de guanina

y citosina (65.6%) que se ven reflejados en el contenido sesgado de amino&cidos de las
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proteinas. (Cole, S., Brosch, R., Parkhill, J. et al., 1998).

Las caracteristicas genéticas de las M. tuberculosis se diferencian del resto de las bacterias,
debido a su tamafio genético que representa. Por ejemplo, después de la Escherichia coli con
4.639.221 pb es la segunda secuencia genémica bacteriana mas grande descrita actualmente.
Las M. tuberculosis tienen la capacidad de codificacion genética para la produccion de
enzimas involucradas en la lipogénesis y la lipdlisis, ademas de proteinas ricas en glicina con
estructuras repetitivas que funcionan como fuente de variacion antigénica que esta
involucrada en la adquisicion de patogenicidad y resistencia a antibiéticos (Fontalvo Rivera,

etal., 2015).

M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Figura 4. Mapa circular del genoma de M. tuberculosis H37Rv. El circulo exterior muestra la escala en Mega
base (Mb), con O representando el origen de la replicacion. El primer anillo desde el exterior indica las
posiciones de los genes de ARN estables (los ARNt son azules, otros son rosas) y la region de repeticion directa
(cubo rosa); el segundo anillo hacia adentro muestra la secuencia de codificacion por cadena (sentido horario,
verde oscuro; sentido antihorario, verde claro); el tercer anillo representa ADN repetitivo (secuencias de
insercion, naranja; familia 13E12 REP, rosa oscuro; profago, azul); el cuarto anillo muestra las posiciones de
los miembros de la familia EPI (verde); el quinto anillo muestra los miembros de la familia PE (pUrpura,
excluyendo PGRS); y el sexto anillo muestra las posiciones de las secuencias PGRS (rojo oscuro). El histograma
(centro) representa el contenido de G + C, con <65 % de G + C en amarillo y >65 % de G + C en rojo. La figura

fue generada con software de DNASTAR. (Cole, S., Brosch, R., Parkhill, J. et al., 1998).
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2.5.2 TAXONOMIA Y LINAJES

A nivel de taxonomia, M. tuberculosis pertenece a las bacterias del orden Actinomicetales,
de la familia de Mycobacteriaceae, ademas de la M. tuberculosis se ubican en esta taxonomia
otras 7 especies de Micobacterias: (M. bovis, M. africanum, M. microti, M. caprae, M.
pinnipeddi, Mcanneti y M. mungi), que en conjunto se denominan el complejo

M. tuberculosis (MTBC) (Sanou, et al., 2015).

Tabla N° 1. Taxonomia y clasificacion de las M. tuberculosis. Descripcién de acuerdo al

grupoy nombre cientifico. Bergey’s Manual (1984).

Taxonomia Clasificacién

Dominio Bacteria

Phyllum BXIV Actinobacteria
Clase Actinobacteria
Subclase Actinobacteridae
Orden Actinomycetales

Suborden Corynebacterineae

Familia Mycobacteriaceae
Geénero Mycobacterium
Especie M. tuberculosis

M. tuberculosis, es el microorganismo mas extendido a nivel mundial que comprende una
gran diversidad de linajes cuyas cepas estan extendidas globalmente demostrando la
variabilidad y estructura de la genética de la poblacion de M. tuberculosis (Gagneux, S.,

2006).
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En total existen sietes linajes bien caracterizados de esta bacteria: Linaje 1 (Indo Oceéanico),
linaje 2 (Este de Asia), linaje 3 (India y Africa Oriental), linaje 4(Euroamericano), linaje 5
(Africa Occidental 1), linaje 6 (Africa Occidental 2), linaje 7. Cada linaje esta denominado
acorde a su primer reporte y distribucion geografica, sin embargo, esta bacteria tiene alta
transmisibilidad y pueden distribuirse a nivel mundial y variar considerablemente entre

poblaciones y regiones (Chimusa, E., 2014).

En los Gltimos afios, algunos linajes han evolucionado significativamente, de tal manera que
por sus caracteristicas gendmicas se han clasificado en linajes antiguos o ancestrales y linajes
modernos, por ejemplo, cepas de linaje Beijing ancestral y moderna.

En América, el linaje de mayor distribucion geogréfica es el linaje 4 (Euro Americano) siendo
representativos en mayor frecuencia de casos de TB reportados (, Harleem, LAM,) (Gagneux,
S., 2006). En Asia del Este, el linaje 2 (Beijing) es el genotipo mas reportado actualmente en
esta region, donde se ha llegado a reportar hasta un 50 a 70% de los casos. Estudios indican
que las cepas de linaje Beijing, poseen caracteristicas de mayor transmision, virulencia y
resistencia, 1o que supone un reto en el control y vigilancia de los casos de TB. A pesar de
que su origen geografico es Asia donde representa alrededor del 50% de los casos reportados,
a nivel global llega a representar hasta el 13% de los casos de TB a nivel global (Parwati, .,

van Crevel, R., & van Soolingen, D., 2010).

31



{Numerous polymorphisms in housekeeping genes } }M canettii

M. tuberculosis, ancestral
® M. tuberculosis, modern
M. africanum WA-1

M. africanum WA-2

N—RDzs“"} J] RD1mun LI M. mungi

Dassie bacillus
RD12°7 || 1/2042%3GGC |t
RD1Mmk M. microti
[RO™=¥ ’l M. pinnipedii
M. caprae
M. bovis
B8CG]
[Ro15%5] M. bovis BCG Tokyo

M. bovis BCG Pasteur

Figura 5. Filogenia actualizada del complejo M. tuberculosis. Agrupacion de las principales especies de

micobacterias basadas de acuerdo a sus genes o regiones conservadas (Van Ingen, et al., 2012).

La filogenia de M. tuberculosis se caracteriza por la formacion del grupo de especies de
micobacterias denominadas “el complejo Mycobacterium tuberculosis”; que provocan
enfermedades infecciosas tanto en los humanos como en animales, siendo esta, una de sus
principales diferencias, la patogenicidad del hospedador y por sus tropismos y fenotipos
distinguibles. Se han descrito que las caracteristicas que tienen todas las especies de este
complejo se deben a la similitud del 99,9 % a nivel de nucledtidos y secuencias idénticas de
ARNr 16S presentes en todas las micobacterias lo que las hace estar filogenéticamente en

este complejo (Bouakaze, C., et al., 2010).

2.6 PATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS

Entre los cuadros clinicos mas comunes de la TB pulmonar ocurre cuando con la emanacién
e inflamacion granulomatosa con dafio tisular, caseificacién, vasculitis y fibrosis (Bloom, B,

2017). Ademas, se puede tener una combinacion de cavitacion, fibrosis o infiltrados
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nodulares. Hunter R. L. (2011).

Segun lo anterior, como consecuencia de la enfermedad, aungue la persona se recupere tendra
complicaciones y ciertos factores de riesgo, como la insuficiencia respiratoria a largo plazo,
disfuncion pulmonar y hasta reducir la calidad de vida si la persona no mantiene una vida
saludable (Ravimohan, S., 2018).

Por lo general la TB se puede manifestar o desarrollar en dos maneras, como TB pulmonar
(mas comun) o extrapulmonar y que de acuerdo a sus caracteristicas o signos clinicos se

pueden diferenciar:

TB pulmonar: Afecta solamente a los pulmones y es la forma méas frecuente infeccion a
nivel mundial. Este tipo de TB se caracteriza por la formacion de granulomas tuberculosos
que tras al avanzar la enfermedad forma un un ndcleo de necrosis caseosa que puede
clasificarse dando por terminado el crecimiento bacteriano o bien puede crecer y aumentar la
lesion granulomatosa y dar origen a una diseminacién bacteriana a érganos y tejidos (Kumate,
et al., 2008)

TB extrapulmonar: Afecta otras partes del cuerpo, como el cerebro, los rifiones y lacolumna
vertebral, entre otras zonas del cuerpo, desarrollando la TB ganglionar, pleural, urogenital,
osteoarticular, meningea y miliar; estas dos Gltimas son consideradas las de mayor gravedad.

2.6.1 SINTOMATOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS

Los sintomas de la TB se clasifican en dos tipos, asintomatico y sintomatico. En el caso de
los asintomaticos, va a depender del sistema inmunoldgico del paciente, puesto que entra en
accion la inmunidad innata y adquirida para bloquear y eliminar la infeccién causada por la
M. tuberculosis (Bloom, B, 2017). Las células del sistema inmunoldgico se desarrollan de
dos a ocho semanas después de la infeccion para evitar la replicacion y propagacion de dicho

microrganismo, pero no asegura una total proteccion debido a que la bacteria puede
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permanecer latente y/o progresar de manera silenciosa

En los casos de pacientes sintomaticos, la sintomatologia inicia con sintomas ligeros, signos
de fatiga, astenia y pérdida de peso, a medida que avanza la enfermedad los sintomas son
mas severos, como la tos constante, expectoraciones sanguinolentas, dolores en el pecho,
fiebre vespertina y nocturna y anorexia; de tal manera que ya las pruebas microbioldgicas
salen positivas como la baciloscopia (Bloom, B, 2017) (Moran L., 2001). Cuando los
sintomas son visibles la enfermedad progresa, las micobacterias se replican y se propagan en
un 6rgano en especifico (pulmonar) o se dispersan por todo el cuerpo lo que se conoce como

TB extrapulmonar.

2.7. METODOS DE DIAGNOSTICO

2.7.1. MICROBIOLOGICOS

Las técnicas microbioldgicas forman parte de uno de los principales métodos para evaluar la
presencia de M. tuberculosis, diagnostico, asi como, sirve de apoyo para evaluar el resultado
del tratamiento de la TB.

2.7.2 BACILOSCOPIA

La baciloscopia es una técnica microbioldgico especifica para detectar bacterias con
morfologia bacilar, ampliamente utilizada en la deteccion del complejo M. tuberculosis.
En otras palabras, esta técnica revela la presencia de bacilos del género Mycobacterium
para conocer la presencia de la bacteria, mas no para identificar la especie. Sin embargo,
es la tecnica més utilizada en la mayoria de los laboratorios microbioldgicos para los
pacientes sospechosos de TB para conocer si son bacilos positivos (ORAS — CONHU,

2018).
Esta técnica consiste en obtener el esputo del paciente ya sea por induccién de esputo,
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lavado gastrico, lavado bronquial u otras muestras, que son procesadas para luego
realizar la técnica, iniciando con la técnica de Zielh Neelsen (ZN), utilizando colorante
Fucsina fenicada al 0,3%, decolorante Acido clorhidrico al 3% en alcohol etilico o 4cido
sulfarico al 25%, el colorante de contraste azul de metileno al 0,1%, éstas son las
coloraciones estandar por su valor econdémico y resultado factible. Los resultados de este
procedimiento evidencian las caracteristicas morfologicas del bacilo de la TB. Al
colocar la muestra en el microscopio es posible reconocer a los bacilos &cido-alcohol
resistentes (BAAR) como un bastoncito rojo fucsia o fluorescente sobre una coloracion
de fondo azul que facilita su visualizacion, mas las medidas del bacilo, con un tamafio
entre 0.2-0.7 x 1-10 micras (um).

Para poder ver claramente esta micobacteria en el microscopio se debe tener técnica,
aparte de los materiales: portaobjetos y aceite de inmersion basicamente. La técnica se
basa en colocar la gota del aceite de inmersién adecuadamente y juego poder enfocar
hasta 100X cuidadosamente para no dafiar la muestra. Los resultados se observan
claramente al microscopio con 5.000 bacilos/ml por campo, por lo que se considera
positiva considera positiva la baciloscopia con mas de 5 bacilos por 100 campos (ORAS
— CONHU, 2018). La lectura se realiza de la siguiente manera:

Tabla N°2. Lectura de BAAR

+++ MAS DE 10 BAAR X CAMPO
++ 1-10 BAAR x campo
+ 1-10 BAAR x 10 campos
Numero de BAAR en 100 campos (1-10)
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Figura 6. Tincion de Ziehl-Neelsen de M. tuberculosis en forma de bastones (Fuente: Patel P., Laboratorio

Regional de TB de la Provincia de Col6n., Panama, 2022).

Figura 7. Tincidn de Ziehl-Neelsen de M. tuberculosis en forma de cordones (Cordon factor) (Fuente: Patel P.,

Laboratorio Regional de TB de la Provincia de Colon., Panama, 2022).

2.7.3. CULTIVO BACTERIOLOGICO

Esta prueba microbiologica de caracteristica diagndstica, conocida como el “estandar
de oro”; es ampliamente utilizada por ser mas sensible y catalogada como la prueba de
referencia (PARISACA MAMANI, et al., 2015).

El grado de positividad esta en un rango entre 100-1,000 bacterias/ml, de 50-100 veces
mas sensible que la microscopia. Esto se debe al hecho de M. tuberculosis forma
colonias claramente visibles y distinguibles en un periodo de 7 dias (cultivo rapido) y
mas de 7 dias son las que requieren mas tiempo (cultivo lento).

Lo factible del cultivo bacteriologico de muchas especies de Mycobacterium es por su

adaptacion. Resulta facilmente al crecimiento en sustratos muy simples, utilizando
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amoniaco 0 aminoacidos como fuentes de nitrégeno y glicerol como fuente de carbono
en presencia de sales minerales.

La temperatura éptima de crecimiento varia ampliamente segun la especie desde 25 °C
a mas de 40 °C, permitiendo favorablemente el crecimiento de la micobacteria. Las
micobacterias suelen ser bastante exigentes y requirieren medios ricos y fresco los
medios mas utilizados son:

Lowenstein-Jensen: basado en un medio sélido con huevo que depende tan solo de la
concentracion de verde de malaquita. se caracteriza por tener un color verde opaco y
palido, es especialmente préctico para el aislamiento, cultivo y diferenciacion de
micobacterias. Se considera positivo una vez crezcan un minimo de 10 a 100

bacilos/ml,brindando un 90% de probabilidad + en el diagnostico,

-Vl JENSE%
ol 3

¥

!

Figura 8. Cultivo de M. tuberculosis en medio Léwenstein-Jensen (LJ). (Fuente: Patel P., Laboratorio Regional
de TB de la Provincia de Coldn., Panama, 2022). Crecimiento de colonias micobacterianas en condiciones de

temperatura de 37°C, aproximadamente con un crecimiento denso de 4 semanas en el medio solido LJ.

e 7H10 medio so6lidos con agar: Contiene varias sales inorganicas que proporcionan
sustancias esenciales para el crecimiento de micobacterias, también contiene
albumina, su funcion es la proteccion de los bacilos tuberculosos contra agentes

toxicos y, por consiguiente, mejora su recuperacion en el aislamiento primario. La
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inhibicion parcial de bacterias contaminantes se logra mediante la presencia del
colorante verde malaquita.

e MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube): Es un medio de cultivo
fluorométrico basado en un 7H9 de Middlebrook con un componente fluorescente
(pentahidrato de rutenio) embebido en silicona. Bajo la luz ultravioleta el
crecimiento se aprecia mediante la visualizacion de un brillo fluorescente
anaranjado en la superficie y en el fondo del tubo como consecuencia de una
deplecion de O2. Es un medio sencillo que permite la lectura manual simultanea
del cultivo, aunque actualmenteexiste el método completamente automatizado
capaz de detectar el crecimiento demicobacterias en el cultivo.

Ademaés, permite realizar una evaluacién automatizado para identificar la resistencia, por
ejemplo, el BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson Diagnostic Instrument System, Inc.)
permite obtener resultados rapidos de pruebas de susceptibilidad a drogas antituberculosas
que se caracteriza por tiempos de deteccion incluso cortos. Todos los medios son incubados en
la temperatura estandar de 35-37°C debido a que la mayoria de las especies tienen un buen
crecimiento en dicha temperatura. Seguidamente, la lectura general como seguimiento del
crecimiento es a los 3-5 dias de la siembra y posteriormente, 2 veces a la semana durante las 4
primeras semanas, seguida de una lectura semanal hasta el final de la incubacion. Este Gltimo paso
resulta facil una vez que se observanlas colonias, aparte del crecimiento caracteristico, éstas,
producen pigmentos carotenoides enrelacion con la exposicion a la luz: fotocromégenas si la
produccion depende de la luz o escotocromdgenas si es independiente de la misma. (Fernandez de

Vega, F. et al., 2005).
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2.8 TECNICAS MOLECULARES DE EXTRACCION DE ADN

o Extraccién por columna
Este tipo de extraccion de ADN se efectla en presencia de ciertas sales haciendo que los
acidos nucleicos quedan retenidos por adsorcion en columnas de silice, ante la presencia
de altas concentraciones de sales caotropicas.
Posteriormente, las columnas se lavan con soluciones salinas que eliminan las particulas
gue no se han unido y finalmente los acidos nucleicos son diluidos y resuspendidos con
agua o una solucién con una baja concentracién de sales.
Este método de extraccion es utilizado ya que las columnas giratorias a base de silice
pueden extraer el ADN purificado de forma dptima y sencilla ya que comercialmente
existen kits con esta metodologia de extraccion como los de las empresas de QIAGEN
DNeasy, Kit de purificacién de ADN de microbioma PureLink o el paguete RTPPhatogen
KIT (Invitek 1040500300, Alemania) ambos utilizados para la purificacion del ADN
micobacteriano (Thompson Bonilla MR, et al., 2014)
Sin embargo, esta metodologia cuenta con ciertas problematicas. Una de ellas es el tiempo
de extraccion de ADN, dura aproximadamente dos horas lo que resulta costoso al
momento de extraer gran cantidad de ADN de muchas muestras de cualquier organismo
(Gomez, D. I, et al 2011), (Mantzana-Oikonomaki, V., Maan, M. y Sabino-Pinto, J.,
2021).

e Solventes

Existe una gran cantidad de solventes para la extraccion de ADN, como lo es Bromuro
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de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, por sus siglas en inglés), fenol, cloroformo y alcohol
isoamilico, ente otros.
Al ver el potencial de los solventes para la extraccion del ADN, se elabor6 el método
CTAB por Doyle & Doyle (1987) y Doyle & Doyle (1990), que en un principio se aplico
en la extraccion de ADN para plantas y que ahora es ampliamente utilizado en la
extraccion de ADN de diversos microorganismos.
El método consiste en agregar el solvente para dar lugar a dos fases

1- Fase acuosa: Ubicada en la parte superior que contiene los acidos nucleicos

2- Fase organica: Contiene las proteinas y lipidos disueltos.
Para mayor funcionalidad se utiliza este solvente, CTAB, precalentado a una temperatura
de 65°C actuando como Buffer en el proceso de extraccion del ADN. Dando como
resultado final mayor concentracion y pureza que los Kits comerciales, de acuerdo a
diversas comparaciones que se realizan en los métodos de extraccion, el método por
CTAB muestra significativamente mejores resultados (Iglesias. et al., 2003).
o Automatizado.
En este método los equipos automatizados se basan en un proceso mas sencillo, consiste en
colocar las muestras lisadas se mezclan con esferas magnéticas con capacidad de unirse a los
acidos nucleicos. Tras una serie de lavados para conseguir la maxima purificacion del
material genético las esferas son retiradas de la solucion mediante un separador magnético.
Un ejemplo de equipo automatizado es el Sistema de extraccion y purificacion automatizado
KingFisher, MagCore Plus Il RBC BIOSCIENCE (Taiwan), TACO, entre otros.
o Chelex
Este método de extraccion consiste en utilizar Chelex-100 (resina quelante), para obtener

ADN en bloques de parafina. Su empelo en la extraccion de ADN gendmico se debe al
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relativo éxito que ha tenido en la deteccion molecular de diferentes especies de bacterias

y en estudios viroldgicos (De Armas, 2006).

2.9 HERRAMIENTAS MOLECULARES Y GENOMICAS

El estudio de la TB resulta actualmente mas facil debido a la aplicacion de la
epidemiologia, especificamente, la epidemiologia molecular y genémica para entender la
bacteria a nivel de genotipos y de estructura genes. Estas técnicas favorecen la
comparacion de secuencias de &cidos nucleicos de 2 0 més aislamientos respecto a una
referencia o grupo clonal ancestral permitiendo detectar la taxonomia del microorganismo
problema (P. Coll, D. Garcia de Viedma, 2018). Las herramientas de epidemiologia
molecular basadas en espoligotipos, RFLP o MIRU han evolucionado y que de acuerdo
a su capacidad de discriminacion nos han ayudado a mejorar nuestro entendimiento en la
compresion de la TB. Es por ello que actualmente se consideran estas herramientas de
epidemiologia molecular como una gran llave capaz de abrir grandes descubrimientos y
que han permitido progresar en nuevas investigaciones conocimientos de la transmisién
y mecanismos de este patdgeno tubérculo, en entornos socio-epidemioldgicos cada vez
mas complejos P. Coll, D. Garcia de Viedma, 2018).

2.9.1. MIRU-VNTR

Las “Unidades repetidas intercaladas micobacterianas-repeticiones en tindem de nimero
variable” (MIRU-VNTR), una técnica que se basa en PCR dirigidas a 24 locis.
Actualmente es la técnica de referencia para de la epidemiologia molecular aplicada por
ser rapida, relativamente sencilla desde un punto de vista técnico, muy reproducible y

discriminativa.
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MIRU-VNTR presenta la caracteristica de funcionar como minisatélite utilizando las
repeticiones en tdndem de 46 a 101 bp de la bacteria, encontrandose unos 41 MIRU
dispersas por el cromosoma. La genotipificacion de esta bacteria ocurre cuando los 24
loci de M. tuberculosis son sefialados con los marcadores especificos durante el proceso de
la PCR. Estos marcadores son de conocimiento publico y facilmente exportables de las
bases de datos globales que permiten comparar cepas a nivel mundial, de tal manera que
el genotipado se realiza de forma especifica para cada locus de M. tuberculosis (Supply P,

et al., 2006).

Una vez se cuenten con la cepa de M. tuberculosis, los iniciadores utilizados son marcados
con un fluorocromo, permitiendo detectar cadenas de transmision, de igual manera se
determina el tamafio del fragmento amplificado mediante electroforesis capilar. Los
resultados obtenidos destacan las hipétesis filogenéticas y la discriminacion a nivel de
cepa especifica de M. tuberculosis (P. Coll, D. Garcia de Viedma, 2018).

2.9.2. ASO-PCR

La PCR alelos especificos (ASO-PCR) es una técnica que pretende simplificar la
vigilancia epidemioldgica de los casos de TB. Su disefio se caracteriza por ser una
herramienta sencilla y facil manejo e interpretacion de resultados siendo muy util en la
vigilancia epidemioldgica de la TB.

El disefio de la metodologia consiste en la deteccion de polimorfismos es especificos
(SNPs)de la cepa que se quieren vigilar y que han sido identificados mediante analisis de
secuenciacion de genoma completo (WGS), luego filtrar en la base de datos universales
de SNPs funcionando como marcadores de la cepa (Pérez-Lago, L., et al., 2014). De tal
manera, que, son altamente discriminativos; su identificacion mediante PCRs sencillas

implica la deteccion inequivoca de la cepa vigilada. Ofreciendo precision eficiencia en el
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tiempo; la respuesta para el analisis completo incluye el analisis de las muestras, tomar
las alicuotas, PCR, electroforesis y analisis de patrones. (Pérez-Lago, L., Herranz, M., et
al. 2016).

La ASO-PCR, es aplicada gracias a su simplicidad, es facilmente transferible, pudiéndose
aplicar directamente in situ en el entorno clinico donde las cepas se transmiten
activamente. La utilidad y versatilidad de este tipo de PCRs, ha sido demostrada mediante
andlisis de colecciones de forma retrospectiva para la actualizar la situacion decepas
problemaéticas que se transmiten eficientemente en una poblacion (Perez-Lago L, Comas
I, etal., 2014).

En definitiva, la ASO-PCR al ser tan especifica permite identificar cepa problema de M.
tuberculosis, dando como resultado la deteccion y vigilancia epidemioldgica de la
propagacion de las cepas altamente transmisibles especificas.

La aplicacion de esta metodologia en dos provincias de Panaméa (Panamé y Coldn) ha
resultado de gran ayuda para estudios de cepas Cepa A, B y C prevalentes descritas en
estas dos provincias y permitiendo hacer estudio prospectivo de TB. Un modelo de
vigilancia epidemioldgica que pretende seguir la transmision de cepas méas problematica
o de alto riesgo y conocer la circulacion de las cepas a nivel poblacional (Acosta, F., et
al., 2021).

La utilidad de la ASO-PCR ha permitido realizar analisis de coleccion de cepas
retrospectivos en paises de alta caga de TB como Guinea Ecuatorial. Entornos que supone
un reto de diagnostico, y, falta de capacidad en los laboratorios, falta de programas y
estudios retrospectivos y prospectivos de la epidemiologia de la TB La utilidad de la
herramienta revelo nuevos datos en la identificacion de cepas prevalentes y de mayor

riesgo de TB. Alerto de la presencia de cepas de M. tuberculosis de mayor transmision y
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éxito en la poblacion.
En definitiva, los resultados permitieron rastrear las cepas problematicas, determinar la
presencia de una cepa de brote, incluso permitid ilustrar el predominio de cepas MDR

(Pérez-Lago, et al. 2017).

3 TRATAMIENTO

La resistencia de las bacterias a los antimicrobianos es unacomplicacion sumada al momento
de tratarlos casos de TB, esto supone un reto en el diagndstico y tratamiento a nivel de salud
publica. (ONU, 2016).

Se considera TB resistente a maltiples farmacos o multidrogorresistentes (MDR), a aquellas
cepas resistentes al menos a isoniazida y la rifampicina (OMS, 2020). La gran problematica
se debe a que estos antimicrobianos son de primera linea, los principales y ampliamente
utilizados para tratar la TB.

El tratamiento microbioldgico de la enfermedad de TB requiere multiples medicamentos; de
forma general estos antibidticos son sensibles, eficaces y en la mayoria de los casos se
reportan exitosos. Cumpliendo con sus bases bacterioldgicas de la asociacion de farmacos
evitando la seleccion de M. tuberculosis resistentes y la necesidad de tratamientos
prolongados para eliminar todos los bacilos en sus diferentes fases de crecimiento metabdlico
(Boldu, J., 2007).

La variedad de farmacos antituberculosos de primera y segunda linea estan propuestos para
adaptarse al paciente, el tipo de cepa resistente y el nimero determinado de poblacion bacilar.
Los medicamentos de primera linea lo conforman la Rifampicina y la Isoniacida que son los

de mas alto espectro bactericida, posteriormente la pirazinamida, etambutol y estreptomicina.
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En panamd, el programa antituberculoso realiza el tratamiento de acuerdo a la norma entre

el MINSA y la OPAT:

Tabla N°3. Medicamentos de primera linea, modo de accién, potencia y dosis (MINSA-

OMS, 2017).
Medicamento de Modo de Potencia Dosis recomendada
primera linea accion (ma/kg peso)
Diaria Méaxima (mg)

Isoniacida (H) Bactericida Alta 5(4-6) 300
Rifampicina (R) Bactericida Alta 10 (8 - 12) 600
Pirazinamida (Z)  Bactericida Alta 25 (20 - 30) 2000
Etambutol (E) Bacteriostatico  Alta 15 (15 - 20) 1600
Estreptomicina (S) Bactericida Alta 15 (12 - 18) 1000

3.1 DROGORESISTENCIA

La drogoresistencia o resistencia a los antimicrobianos (RAM) se define como la capacidad

de que tienen los microorganismos, a soportar los efectos antimicrobianos (antibiéticos,

antifangicos, antiviricos, antipalidicos o antihelminticos) (OPS, 2021).

Los antimicrobianos cumplen la funcién de eliminar o controlar el microorganismo, pero,

dichos microorganismos como las bacterias, virus, hongos y los parasitos cambian y se

adaptan a lo largo del tiempo; como consecuencia dejan de responder a los medicamentos los

cuales se vuelven ineficaces contra el microorganismo dando origen a la drogoresistencia

(OMS, 2020).

La drogoresistencia es una problematica de la salud publica que atenta con el bienestar del

paciente. Es una de las 10 principales amenazas que afectan a la humanidad causando
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muertes, ademas de otras complicaciones

enfermedad, altos costos financieros en otro

como discapacidad, prolongacion de la

s medicamentos y largas estancias en los

hospitales. Todos estos factores favorecen la propagacion del patdgeno, pero aun, determina

la aparicion de patdgenos farmacorresistentes (OMS, 2020).

La aparicion de M. tuberculosis resistentes a farmacos es un problema gue va en aumento.

En el afio 2018, se reportd medio millon de cas
(TB-RR) y TB multirresistente (TB-MDR) qu

isoniacida (OMS, 2020).

os de casos de TB resistente a la rifampicina

e comprende la resistencia de rifampicina e

Tabla N°4. Clasificacion de la TB Drogoresistente (TB-DR) para el manejo clinico del

paciente con diagndstico de TB drogoresistente, MINSA, Panama. Fuente: (MINSA y OPS,

2021).

CLASIFICACION
Mono Resistencia (TB-MR)

Multidrogoresistente (TB-MDR)

Pre-Extensamente Resistente (Pre-XDR)

Extensamente Resistente (TB-XDR)

Poli Resistencia (TB-PR)

Pansensible

DESCRIPCION

Presencia de cepas infectantes de M. tuberculosis
resistente  in  vitro a un medicamento
antituberculoso de primera linea (MPL). *

Es la presencia de cepas infectantes de M.
tuberculosis resistentes in

vitro al menos a Isoniacida y Rifampicina.

Es la presencia de cepas infectantes de M.
tuberculosis resistente in vitro a Isoniacida y
Rifampicina (TB-MDR) con resistencia adicional a
una Fluoroquinolona

Cepas infectantes de M. tuberculosis resistentes in
vitro a Isoniacida y Rifampicina (MDR); a una
Fluoroquinolona (FQ) y adicional al menos a un
medicamento del Grupo A como Bedaquilina y
Linezolid.

Cepas infectantes de M. tuberculosis resistente in
vitro a més de un medicamento antituberculoso de
primera linea y que no presentan resistencia

a Isoniacida y a Rifampicina simultaneamente.

No tiene resistencia a ningn farmaco

*Los farmacos de primera linea son la Isoniacida, Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol, Estreptomicina.
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La problematica de aparicion de las cepas de M. tuberculosis resistentes es notable, la OMS
junto con las directrices de Enfermedades Tropicales han lanzado el programa ShORRT
(regimenes cortos totalmente orales para la TB resistente a la rifampicina) con el objetivo de
promover la investigacion y evaluar parametros de eficacia, seguridad, viabilidad,
aceptabilidad, costo y el impacto de la calidad de vida relacionada con la salud de aquellos
pacientes con TB-MDR (TDR, 2020).

En este sentido, las nuevas actualizaciones de la OMS en el afio 2020, sobre las pautas de
tratamiento de la TB resistente a los medicamentos, también promueve la investigacion
cientifica, operativa y de ensayos controlados aleatorios que se dirijan al bienestar del
paciente y cumplir con el proposito de “Fin a la TB, salvemos vidas” (OMS, 2022). Para
lograrlo se necesita el compromiso de los gobiernos nacionales, el sector privado, los socios

técnicos, la sociedad civil y las agencias de financiacion (Mirzayev, F., 2021)

3.2 PREVENCION

La vacuna antituberculosa ha ayudado de cierto modo a la prevencion de la TB en menores
de edad. Una vacuna que se denomina vacuna de Bacillus Calmette-Guerin (BCG) que, desde
su fabricacion, en 1921, hasta la actualidad sigue siendo la Gnica vacuna autorizada por la
OMS que tiene una eficacia (Fatima, S., et al., 2020).

Esta vacuna forma parte del Programa Ampliado de Inmunizacién (PAI) de la Organizacion
Mundial de la Salud y se ubica en la lista de medicamentos esenciales de la OMS. Sin

embargo, tras multiples estudios se busca un nuevo remplazo de esta vacuna, ya que solo es
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eficaz para TB pediétrica, pero, su proteccion es altamente variable y deficiente en todas las

edades contra la TB pulmonar (Mangtani, P., et al., 2014).

4- EPIDEMIOLOGIA Y CASUISTICA DE LA TUBERCULOSIS

4.1. TUBERCULOSIS A NIVEL GLOBAL

El informe de la OMS del afio 2019, estiman que 10 millones de personas se enfermaron
de TB, con un estimado de 1.4 millones de muertes por esta infeccién. Las cifras de la
estratificadas indican mayor nimero de casos de TB respecto a otras regiones. En este
sentido las américas representa un alto nimero casos infecciosos por TB, con cifras de
289.000 casos de TB y 22.900 casos de muertes. En el tiempo, las tasas de notificacion
de casos no han variado en los Gltimos ocho afios: en el 2019, se notificaron 23,4 casos
de TB por cada 100 000 habitantes, comparado con 23,5en el 2011. Los datos preliminares
del 2020 apuntan a una disminucion en la notificacion de casos debido a la COVID-19 y

van a requerir un analisis diferente al realizado en afios anteriores (OPS, 2020).

Estimacion de las tasas de incidencia de TB, 2020
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Incidencia por 100.000
habitantes/afio
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Figura 9. Estimacion de la tasa de incidencia de TB a nivel mundial (OPS, 2020)
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4.2. PANAMA

REPUBLICA DE PANAMA, PROVINCIA DE CHIRIQUI
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Figura 10. Mapa de Panama, con sus provincias y Comarcas. La repdblica de Panama esta constituida por 10
provincias y seis comarcas indigenas que dan origen a una poblacion de 4, 279, 0002 habitantes. Panama cuenta
con una ubicacidn geogréfica favorable a nivel mundial, manteniéndose en el centro de América funcionando

como punto de unién para América del Sur y América Central, limitando con los paises vecinos; al este con

Colombia y al oeste con Costa Rica.

La epidemiologia del pais Colombiano, actualmente, presenta el doble desafio de tener una
mortalidad por esta enfermedad infecciosa siendo relativamente alta, presentando
desigualdades altas y crecientes debido a la distribucion social de los factores de riesgo de
TB y las comorbilidades, especialmente, con el VIH, ademas de esto, en Colombia también
se factores que contribuyen a la adquisicion de la TB como la distribucién rural/urbana entre

las poblaciones indigenas (Valencia-Aguirre, et al., 2022).
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Por otro lado, Costa Rica, es uno de los paises de América central que tiene casos de TB
relativamente bajos. Desde el afio 2016 hasta la actualidad sus reportes por TB son escasos,
con una tasa de incidencia de 0,57 / 100 000 habitantes, dando como resultado una baja
mortalidad por esta enfermedad infecciosa. Dentro de los pocos casos reportados, la
mortalidad por TB en Costa Rica es atribuido a los casos de coinfeccion por TB 'y VIH/SIDA,
lo que demuestra que esta problemética de coinfeccion sucede en todos los paises a nivel
mundial, hasta en los paises con mayor control de esta enfermedad infecciosa (Mata-
Azofeifa, et al., 2020).

En el caso de Panama, la TB es una problematica de salud publica, aunque en los Gltimos
afios las tasas de incidencia han bajado en la region seguirnos entre los paises con una
incidencia de media a alta (20.0-39.9 por 100, 000 habitantes) (Figura 9.) comparado con
otros paises de la region, por ejemplo, Costa Rica, previamente mencionado.

Panama se encuentra en constante crecimiento en la region. De acuerdo al instituto
Nacional de Estadisticas (INEC), en el segundo trimestre de 2021, Producto Interno Bruto
Trimestral (PIBT), presentd un incremento de 40.4%. Aunque el pais se encuentra en
constante mejora como el la industrias o comercial, el sector de Salud supone un reto en

el abordaje de diferentes enfermedades infeccionases que aquejan la salud publica, debido

a la falta de atencion en insumos, tecnologia y equipos para brindar la debida atencion en

cuanto a consultas y hospitalizacién (Tarajia, M., & Goodridge, A., 2014).
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Gréfica N° 1. Incidencia de TB en las provincias y Comarcas de Panama.
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El abordaje de la TB supone un reto en Panaméa, una minoria de organizaciones son las
que se unen para evaluar, divulgar y tomar medidas contra esta problematica. De las
cuales se destacan instituciones como Instituto de Investigaciones Cientificas y Servicios
de Alta Tecnologia de Panamd (INDICASAT-AIP), Organizacién Panamefia
Antituberculosa (OPAT), Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud, la
Caja De Seguro Social y Ministerio de Salud de Panama.

Actualmente, el Ministerio de Salud en Panama avanza con Control de la TB, en grandes
ciudades con el apoyo de OPS/OMS. Esta estrategia consiste en abarcar las principales
ciudades mas transitables y con mayor flujo social (OPS, 2017). En el caso de Panama,
aquellas ciudades son la provincia de Panama, Coldon y Chiriqui.

El objetivo de esta iniciativa es brindar asesoria técnica en cuanto al analisis de
informacidn de la salud, tanto a nivel central como local; debido a que en Panama aln no

se cuenta con un manejo establecido contra la TB, ni mucho menos se cuenta con el
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personal de salud suficiente y capacitado para tratar los casos de infecciones y casos de
diagnostico. (OPS, 2021). Y es que desde la construccion del canal se incrementaron las
enfermedades infecciosas, que posteriormente fueron tratadas y erradicadas, pero, la TB

no fue una de ellas, puesto que los casos nunca dejaron de sumarse.

De acuerdo a la historia epidemioldgica, en Panama, el nimero de muertes causadas por

la TB en el periodo de 1920 a 1930 ha fluctuado entre 375 y 280 anualmente, con un
promedio de 338 muertes en aquellos afios (OPS, 1933). Haciendo una comparacion,
actualmente las cifras han aumentado, en el afio 2019 se detectaron més de 1,800 casos
nuevos de TB para una tasa general de 42.9/100,000 habitantes (MINSA, 2017).
Enlamisma literatura del MINSA, justifica que, en Panama4, la mayor incidencia de TBse
encuentra en las areas menos favorecidas, con las peores viviendas, la peor nutricion y el
mayor grado de analfabetismo (MINSA, 2017).

Tabla N°5. Linajes de M. tuberculosis reportados en Panama.

Afio de Provincia N° de Resistencia (%) Linaje (%) Genotipos

aislados aislados

Rosas S., et al Nacional RI1 (29,0) LAM-LA4 (68)
2013 2004 RR (30,7)
SM (22,1)
EMB (8,2)
PAS
(0.9)
MDR
0
Lanzas F, et al 2001 Nacional 97 MDR (68) L2 LAM-L4 (58)
2013 2010 L4 Haarlem-L4
(13)Beijing
Sambrano D., etal 2005 Panamé 62 L2 LAM-L4
2014 L4 Haarle
m-L4
Beijing
Dominguez J., etal 2015 Panamay 94 RI (2,1%) L2 (7,4) Beijing (25,5)
2019 Colén RR (4,3%) L4 (87%) Haarlem (1,9)
MDR (1,1%) LAM
3.9)
H37R
\%
Acosta F. et al 2018-2020 Colon 110 RR (4,8) L2 Beijing (44.1)
2020
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4.3.PROVINCIA DE CHIRIQUI
La provincia de Chiriqui presenta importantes desafios en el control de la TB en la region.
En el afio 2021 presentd una incidencia elevada, considerable, con un 31. 35% de
incidencia sobre la Tasa por 100,000 habitantes de Panama (MINSA).
Chiriqui, actualmente cuenta con 466. 957 habitantes, convirtiéndose en una de las
provincias mas desarrolladas de Panamd y que estd en un creciente aumento y
movimiento migratorio, tanto nacional como internacional. Esto se debe a que Chiriqui
cuenta con el segundo punto de entrada al pais mas importante, ubicado en paso canoas,
frontera de Panamé con Costa Rica.
Por otro lado, los movimientos nacionales son realizados por los miembros de las
comunidades comarcales y zonas retiradas de dificil acceso que tienen ciertas
caracteristicas que la hacen susceptible a la TB. Es decir que tienen altos niveles de
pobreza, bajos recursos e ingresos, zonas de dificil acceso y por lo tanto no tienen acceso
a centros de salud cercanos y como consecuencia tampoco tienen acceso al diagnostico
clinico, microbioldgico y molecular de la TB y mucho menos al tratamiento
antituberculoso.
El Hospital Materno Infantil José Domingo de Obaldia de Chiriqui es el que recibe los
casos de TB provenientes de la Comarca Ngéabe-Buglé y Bocas del Toro, siendo el
hospital central mas capacitado para recibir los pacientes con sintomas, darles el

diagnostico mediante pruebas microbiolégicas y tratamiento antituberculoso.

De acuerdo a los registros de incidencia de TB, en la provincia, desde el afio 2015
consecutivamente hasta el afio 2021 se mantuvo una tendencia de aproximadamente 100

pacientes por media, de cada afio, reportados con TB. En el 2021, se confirmd que
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aproximadamente existen 2 casos nuevos de contagios por cada semana epidemioldgica

en la provincia de Chiriqui.

Grafica N2° Incidencia de tuberculosis en los distritos de la provincia de Chiriqui 2021,

tasa por 100, 000 habitantes.
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Las zonas con gran cantidad de reportes, son aquellas que estan cera del distrito de David, que comprenden
San feliz, San lorenzo (por su cercania con las comarcas), Tierras altas, Dolega, David, Alanje, Bugaba,
Tolé y Renacimiento, y con menor porcentaje de incidencia se encuentra Boquerdn, Barl y Boquete

(Grafica N°2.) (Castillo, R., 2022).

La region més afectada la liderizan las comarcas, donde el hospital recibe la mayoria de
los casos. Sin embargo, no solo en Panama se ve esta condicion de pobreza y
vulnerabilidad en los pueblos indigenas, sino en toda América donde los pueblos
indigenas tienen tasas de pobreza considerablemente mayores que el resto de la
poblacion. (CEPAL, 2022).

En los ultimos afios la region de Bocas del toro a tenido tasas de incidencia de TB més
altas. Esto se debe a la falta de atencion de salud publica que recibe esta provincia no

solamente en temas de enfermedades infecciosas sino en todas las condiciones

54



socioecondémicas poco desarrolladas y dificil acceso que caracteriza a esta provincia
(Grafica N°3).

Grafica N 3° Tasa de incidencia de Tuberculosis por afio en la poblacion de estudio.
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Tasa de incidencia de la TB durante los Gltimos cuatro afios (2018, 2019, 2020 y 2021) de la poblacién de
estudio en esta investigacion, que comprende la provincia de Chiriqui, Bocas del Toro y la Comarca Ngébe

Buglé.

En Chiriqui, el porcentaje de casos de 60% representa nivel de pediatria en llamativo por el
numero de casos reportados (Tabla N°6) lo que representan el grupo de riesgo considerable
en la region. Esto se debe a que los determinantes sociales, como las condiciones
socioecondmicas de la poblacion, y por los factores de riesgo individuales lo hacen mas
susceptible.

En el 2021, el Hospital Materno Infantil José Domingo de Obaldia (HMIJDO) registré en su
boletin de vigilancia epidemioldgica las enfermedades inmunoprevenibles, donde se notificd
que la TB es la enfermedad infectocontagiosa mas frecuente y con mayores casos positivos

de TB en menores de edad (HMIJDO, 2021).
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Tabla N°6. Enfermedades inmunoprevenibles pediatricas en el HMIJDO. Actualizado hasta

el 30 de septiembre 2021.

Enfermedades inmunoprevenibles y vigilancias del programa ampliado de
Inmunizaciones confirmados

15 (60 %) Comarcas
Tuberculosis 26 8 (32%) Chiriqui
2 (8%) Bocas del toro

Hepatitis B congénita 18
Hepatitis B 11
Tosferina 2

Existen registro de otras enfermedades infecciosas que empeoran la situacion de la TB en
la provincia Chiricana, como es el caso doble infeccion por paciente de TB junto con
VIH. Se ha visto que desde el afio 2014 existe una tendencia con una media del 20% de
los casos de TB con esta coinfeccidn que ha ido en aumento al pasar los afios, tanto asi
que, para el afio 2021 se registraron 20 casos de coinfeccion en la provincia de Chiriqui,
desglosando los datos, 18 casos son de las zonas urbanas, uno en San Félix y uno en

Boquete (Castillo, R., 2022).
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS
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METODOLOGIA

DESCRIPCION DE ESTUDIO:

DISENO

Este estudio se basé en un disefio experimental retrospectivo aplicado en la provincia de
Chiriqui, donde hace falta mucho por hacer para entender la transmision de TB y los
genotipos existentes en la provincia. Este estudio se basé en identificar las cepas de M.
tuberculosis mas prevalentes o problematicas, utilizando la metodologia de basada PCR alelo
especificas (ASO-PCR), disefiada especificamente para identificar y vigilar cepas con mayor
riesgo de TB. Una herramienta que una vez disefiada, simplifica su aplicacion y analisis de
resultados en la identificacion de cepas.

La ASO-PCR fue disefia para rastrear cepas de mayor prevalencia en la provincia de Panama
y Colén, un método alternativo sencillo adaptado a nuestro pais que no posee un programa
de epidemiologia molecular y gendémica sistematico. (Dominguez, J., Acosta, F., et al, 2019).
Por altimo, se aplicd un disefio de andlisis descriptivo para la interpretacion y discusion de
los resultados obtenidos de la extraccion del ADN y la amplificacion de dicho ADN mediante
la ASO-PCR.

POBLACION DE ESTUDIO Y MUESTRA

El Hospital Materno Infantil José Domingo de Obaldia (HMIJDO) ubicada en la ciudad de
David, Chiriqui, recibe la mayoria de los casos de pacientes con sintomas y complicaciones
de TB de toda la poblacion chiricana, incluyendo otras regiones como Bocas del Toro y la
comarca Ngabe-Buglé. Como se indica en la grafica N°3 en el afio 2021, las tres regiones

mencionadas reportaron una tasa de incidencia de 19.04 por 100, 000 habitantes en Chiriqui,
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98.63 en Bocas del toro y 37.47 en la comarca Ngédbe Buglé. Haciendo referencia que por
cada afio se estima un aumento de casos nuevos, por ejemplo, en el 2021 se reporto en
Chiriqui 89 casos, 180 en Bocas del toro y 88 casos nuevos en la Comarca Ngabe Buglé.

En el marco de nuestro estudio retrospectivo, las cepas del complejo M. tuberculosis, fueron
obtenidas gracias la colaboracion entre las instituciones el INDICASAT y el HMIJDO para
el estudio investigativo para entender la circulacién de cepas de MTB en la region occidental.
Nuestro estudio abordo el andlisis de 85 cepas del Complejo M. tuberculosis recolectados y
archivados durante un periodo de tres afios: 2017, 2019 y 2021. La coleccion de cepas forma
parte del procedimiento estdndar de cultivo y almacenamiento de aislados en el Laboratorio

de Microbiologia del Hospital Materno Infantil José Domingo de Obaldia.

REPUBLICA DE PANAMA, PROVINCIA DE CHIRIQUI

LAGUNA DE CHIRIQUI

COMARCA
NGABE BUGLE

PROVINCIA DE
BOCAS DEL TORO MAR CARIBE
GOLFO DELOS
MOSQUITOS'

COSTA RICA

PROVINCIA DE
VERAGUAS

’{ Escala Grafica @ I NEE

Figura 11. Mapa de la provincia de Chiriqui con las zonas incluidas en el estudio: Bocas del toro y la Comarca
Ngébe-Buglé.
Microorganismo de estudio: Mycobacterium tuberculosis

Criterio de inclusién: El criterio de inclusion consistio en integrar los aislados

identificados previamente por método molecular (GeneXpert, Genotype) como Complejo
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M. tuberculosis aisladas en los casos de TB provenientes de la provincia de Chiriqui,

Bocas del toro y la Comarca Ngébe-Buglé.

FLUJO DE TRABAJO

2

£ Post PCR
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Figura 12. Diagrama de flujo para el procesamiento de muestras donde indica el flujo de trabajo llevado a cabo
en las distintas fases y analisis de resultados. El procesamiento de las muestras para su analisis da inicio con la

identificacion de cepas de M. tuberculosis en el HMIJDO.

1- Cepas del Complejo Mycobacterium tuberculosis provenientes del Hospital
Materno Infantil José Domingo de Obaldia.

De acuerdo al nivel de Bioseguridad 3, la coleccion de cepas de M. tuberculosis, fueron

desarchivadas e inactivadas en buffer de lisis, incubadas a 95°C por 20 minutos por el

personal técnico del laboratorio del HMIJDO. Las muestras inactivadas fueron enviadas al

INDICASAT-AIP para su posterior analisis en al area de Bioseguridad 2. EI nimero de

aislados y las pruebas de sensibilidad fueron realizadas (en su momento) mediante método

Genotype Hain.
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2- Genotipificacion
La genotipificacion completa de las cepas de M. tuberculosis se llevé a cabo en el Centro de
biologia celular y molecular de enfermedades (CBCME) del INDICASAT-AIP, que incluye
los siguientes espacios
1- Extraccion de ADN vy cuantificacion del material genético en nivel de
Bioseguridad 2.
2- PRE-PCR y POST-PCR= Implementacion de las mezclas de reactivos para las tres
ASO-PCRs (clusteres A, B y C) y posterior analisis de productos de PCR por

electroforesis en area de post PCR.

A. EXTRACCION DE ADN
Se utilizd la técnica de extraccion de ADN Ethylhexadecyldimethylammonium bromide
(CTAB) que consiste en el agregado de solventes organicos.
La metodologia consta de realizar toda la extraccion en el mismo tubo de tapa rosca
La extraccion de DNA fue realizada mediante los siguientes procedimientos que constaban
de 2 dias:
| Fase

1. Descongelar muestras

N

Hacer spin por 30 segundos a 1000 rpm

3. Poner en el termobloque las muestras a 95° X 15 minutos

4. Afadir 50 pl de solucion de Lisozima (Sigma- Aldrich, Estados Unidos) a cada tubo.
5. Hacer vortex para que los pellets queden completamente resuspendidos.

6. Incubar 1 h. a 37°C en termobloque de Area 2.

61



10.

11.

12.

13.

14.

Anadir 70 pl de Dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% + Afiadir 3 pl de Proteinasa K
(Sigma- Aldrich, Estados Unidos) Realizar vortex brevemente.

Incubar en termobloque por 10 min. a 65°.
Anadir 100 pl de Cloruro de sodio (NaCl) SM (molar) y mezclar bien invirtiendo los

tubos.

Afadir 80 ul de Bromuro de cetiltrimetilamonio CTAB/NaCl, precalentado a 65°C (se
calientan alicuotas en el termobloque). Hacer vortex hasta obtener una solucion lechosa
e incubar por 10 min. a 65°C.

Afiadir 800 pul de cloroformo/isoamilico. Realizar vortex por 10 seg. cada tubo.
Marcar los tubos con una sefial hacia fuera para poder luego recuperar el pellet y

centrifugar por 5 min. a 13, 000 rpm a 25°C.

Transferir cuidadosamente el sobrenadante (sin tocar la capa intermedia) a un nuevo
tubo. Si se mueve el tubo o si el sobrenadante es turbio, hacer una nueva extraccién
desde el cloroformo/isoamilico. Rotular bien los tubos y evitar que sean borradas
durante el proceso.

Afiadir 500 pl de la solucién de isopropanol. Realizar vortex a los tubos e incubar a

—70°C durante 2h 0 a —20°C toda la noche

Il Fase

Retirar los tubos del congelador e inmediatamente centrifugar 15 min. a 13,000 g.
Retirar cuidadosamente el sobrenadante. Invertir los tubos sobre papel de filtro hasta
quese sequen y lavar con 1ml de etanol 70% frio. Centrifugar por 5 min. a 13,000
rpm.

Decantar el sobrenadante y secar los tubos, invirtiéndolos sobre papel de filtro, hasta
gue estén secos.

Resuspender el pellet de ADN en 100 ul de AGUA e incubar 1h a 37°C en
termobloque.
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B. CUANTIFICACION DE ADN
La cuantificacién del ADN de M. tuberculosis se determind evaluando la calidad y la

cantidad del ADN utilizando el equipo NanoDrop™ 2000, Thermo fisher Scientific,
utilizando los estandares y manual del fabricante (Thermo fisher Scientific, 2010) como se
describe la tabla N°7.

La metodologia consta de tomar 1 pl de la muestra de ADN y colocarla a en la celda de
lectura para pedir la concentracion en ng/ ul y la absorbancia 260/280.

Tabla N°7. Valores indicativos de concentracion y pureza del material de ADN.

Caracteristicas Concentracion (ng/ul) Absorbancia (260/280 nm)
Maximo 15,000 3.0

Aceptable 2 1.6

Minimo 0.01 0.01

C. INTEGRIDAD DEL ADN
La integridad del ADN fue verificada mediante electroforesis en gel de agarosa con una

concentracion al 1% y tincién con bromuro de etidio. Para cargar la muestra de ADN con un
volumen de 2 pl en cada uno de los pocillos del gel de agarosa; estas se mezclaron con 3 pl
de Buffer o tinte de carga: Blue/Orange Loading Dye, 6X de Promega y para la escalera se
utilizé un patrén marcador de peso molecular de 1 KB DNA Ladder de Promega. Finalmente,
las electroforesis, corrieron a 100V durante una hora y fueron visualizadas en un
Transiluminador ultravioleta de CHEMIDOC.

Férmula utilizada para la preparacion de la agarosa:

Agarosa al 1%: Pesar 1g de agarosa y este se disuelve en 100 mL de buffer TBE 1X
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D. PCR-ALELO ESPECIFICA (ASO-PCR)
La caracterizacion genotipica de aislados de M. tuberculosis se realizo utilizando la

metodologia de la ASO-PCR, la cual se llevo a cabo siguiendo las condiciones descritos por

Dominguez, J., Acosta, F., et al, 2019).

Tabla N°8. Alelos SNP especificos y disefio de la PCR para la identificacion de cepas M.

tuberculosis de alta transmision.

Tamafio del
fragment
. SNP por . Vo con. o Cepa 0 de
Claster . Posicion SNP Gen Secuencia del cebador (5’ a 3") mezcla e
claster objetivo PCR
(bp)
Gé‘e‘f;?ng' SNP1 204386  G>A RV0173  Fw-Rv0173: GCTACCGAAAAATGCCACCG 2 Ce‘f No 400
Rv-RV0173: GAGCACCCGATTGAGGACT 2
SNP2 518748  G>A RV0430  Fw-Rv0430: CGATATGGACAGCGCCATGA 6 CepaA 308
Rv-Rv0430: TCACCTCGAAGCCAAGGC 6
SNP3 3479530  G>A Rv3111  Fw-Rv3111: TGGAAATGGAAGCGTTGACC 5 Cefﬁ no 208
Rv-Rv3111: ACGAACGGCACCGAAGTAA 5
?_'r;aprfea' SNP1 261991  G>A RV0218 Fw-Rv0218: CACCTGGAGCGGCGTA 2 CepaB 297
Rv-Rv0218: GCGTTGCAATGTCGAACATT 2
SNP2 825060  C>T RV0732 Fw-Rv0732: TGCCCTACATCACCGCC 2 Cer No 209
Rv-RV0732: GATGTCCAGCGAGCAACC 2
SNP3 2425513  G>T RV2163c  Fw-RV2163: CATCGAGCACGGGTTGAG 2 Ce%a No 406
RV-RV2163: GGCCTTGATAATGCGTGGG 2
SNP4 568395  G>T RV0479¢ FW-RV0479: GCATCCTTCGGTGTGGC 2 CepaB 127
Rv-Rv0479: 2
GGATCGTGAGCTTTATCTGCATT
G'BKRAC’ SNP1 516278  G>T RV0427¢ Fw-Rv0427: CGCACGTTTCCGAACCC 2 Ce%‘ N0 o7
Rv-Rv0427: CGATCTGGGCGTCCATCA 2
SNP2 781859  T>C RV0682  Fw-Rv0682: ACAACCTGCAGGAGCACTC 6 Ce'“g N0 103
Rv-Rv0682: CCCTGCGTATCCAGCGAA 6
SNP3 1802486  G>T RV1601 Fw-Rv1601: ACGCCAGCTTCGACCTC 2 CepaC 307
Rv-Rv1601: AACGATTCGAACACGTGCA 2
SNP4 4403893  T>C RV3915 Fw-Rv3915: AAGGACGGATGGCAGCC 6 CepaC 413
Rv-Rv3915: GAGAATGCCTTCGGCGATG 6
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Tabla 9. Mezclas de reaccion y condiciones para cada PCR (A, By C)

Volumen por

reaccion, pL
Reactivo Cepa Cepa Cepa

A B C

HotStarTaq polimerasa, 5 U/pL diluido 1:10 1.25 1.25 1.25
MgCl2, 25 mM 0.4 0.3 0.4
Buffer de PCR, 10ucon 15 mM MgCI2 2.5 25 2.5
Solucioén Q, 5u 5.0 5.0 5.0
Mezcla de cebadores, 10u 2.5 2.5 2.5
dNTP, 10 mM 0.2 0.2 0.2
H20 10.65 10.75 10.7
Diana de ADN 2.5 pL para cada

uno

Volumen de reaccion final de 25 pL

Nota: *dNTPs, desoxinucleétidos; MgCl2, Cloruro de magnesio de magnesio. Las condiciones de PCR para
cada cepa fueron las siguientes: 95° C durante 15 min, seguido de 27 ciclos de 95°C durante 1 min, recocido

(64°C para Cluster A'y 60 °C tanto para Cluster B como C durante 1 min) y 72°C durante 10 min.

E. POST-PCR
La Post-PCR consiste del procedimiento de la electroforesis:

Los amplicones obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 3 % en
100 ml de Buffer TBE, con tincion de bromuro de etidio (6 ul). Una vez el gel solidificado
se carga la muestra de ADN con un volumen de 12 pl en cada uno de los pocillos del gel de
agarosa; estas se mezclaron con 4 pl de Buffer o tinte de carga: Blue/Orange Loading Dye,
6X de Promega. Los tamafios de los amplicones se estimaron por comparacion con
marcadores de peso molecular de la escalera de ADN de 100 pb, PROMEGA

Finalmente, las electroforesis, corrieron a 95V durante una hora y media y fueron

visualizadas en un Transiluminador ultravioleta de CHEMIDOC.

3. ANALISIS DE FRAGMENTOS

El anélisis de fragmentos se realiz6 después de la electroforesis, constaba de tomar el gel de
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agarosa y colocarlo en el Transiluminador (CHEMIDOC), en la bandeja lectora del gel #2
que tiene la especificidad para revelar gel de garosa con tinte de Bromuro de etidio. Una vez
realizada la lectura se muestra en la pantalla el gel con las bandas reflejadas.

El andlisis se lleva a cabo comparando el tamafio de la banda con el control positivo de cada
Cluster (Cluster A, Cluster B y Cluster C) ademas del control negativo la cepa H37RV vy asi
determinar el tipo de cepa. El tamafio de la banda se corroboraba con la escalera de 100 bp

(Promega).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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Coleccion de cepas del complejo M. tuberculosis analizadas por afio
En este estudio tuvimos acceso a una coleccion de 85 cepas de M. tuberculosis, las cuales
se desglosan en tres afos: Obtuvimos 22 cepas del afio 2017, 55 cepas del 2019 y por
ultimo 8 cepas del afio 2021, (Gréfica N° 4)
Gréfica N°4. Numero de aislamientos de cepas de M. tuberculosis analizadas por afio.
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A todas estas cepas, de los tres afios mencionados se le realiz6 el examen microbiol6gico de
susceptibilidad a farmacos dando como resultados:

Determinacion de la presencia de drogoresistencia de las 85 cepas de M. tuberculosis.

Se encontrd que de los 85 aislados, 2 corresponden a cepas Monoresistente, que se desglosan
de la siguiente manera:

» 1 cepa Monoresistente a Rifampicina

» 1 cepa Monoresistente a Isoniacida
Estas dos cepas son aisladas y obtenidas de la Provincia de Chiriqui.
De los 12 aislados de la Comarca Ngabe-Buglé y los 9 aislados de Bocas del toro no se
encontraron cepas monoresistente, lo que quiere decir que estos nimeros dependientes de la
region corresponden a cepas sensibles a los farmacos antituberculosos.
Por otro lado, la identificacion de cepas multidrogoresistente dio como resultado que de los

85 aislados, solo 3 cepas corresponden a MDR (resistentes tanto a rifampicina como
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isoniacida) que estan distribuidas en los 58 aislados de la provincia de Chiriqui. Mientras que
en la Comarca Ngéabe-Buglé y Bocas del toro no se identificaron cepas.

Finalmente, de estos 85 aliados totales, se destiné una categoria denominada “Datos no
disponibles”. En este apartado se sefialan 6 aislamientos obtenidos que se le hicieron las
pruebas de resistencia a farmacos, pero, por motivos de problemas técnicos en el formulario
de inscripcion no se ve reflejado la provincia a la que pertenece el paciente.

Tabla N°10. Resistencia de los aislados M. tuberculosis obtenidas en el Hospital materno

infantil José domingo de Obaldia, Chiriqui (N°85).

Region N° de aislados Monoresistente MDR  Sensible
Chiriqui 58 2 (R-R, R-I) 3 53
Comarca Ngabe-Buglé 12 0 0 12
Bocas del toro 9 0 0 9

Datos no disponibles 6 0 0 5

Nota: R-R (resistente Rifampicina), R-1 (resistente Isoniacida), MDR (Multidrogoresistente)

* Datos no disponible: Datos no llenados en el formulario del paciente, por ejemplo, la regién donde reside.

Obtencion de ADN bacteriano
Los resultados de la extraccion de ADN bacteriano mediante método de extraccion
CTAB fue evaluado mediante Nanodrop 200 con la cuantificacion y concentracion

del material genético, como se indica en la tabla N°11.

69



Tabla N°11. Cuantificacién de ADN de M. tuberculosis extraida mediante el método CTAB.

Concentracion de | Absorbancia 260/280 nm
ADN ng/ul
PROMEDIO 30.5 1.66
MAXIMO 180.2 3.0
MINIMO 0.01 0.01

Resultados de las tres ASO-PCR

En esta seccion se presenta los resultados de las tres PCR aplicadas, ASO-PCR A, By C. La
coleccion de los 85 aislados fueron interrogados con las tres PCRs para identificar y
caracterizar los genotipos mas prevalentes (linaje 2 y 4) descrito previamente como
problematicas en Panama y Colon. De los 85 asilamientos recibidos en los 3 afios
anteriormente mencionados, se pudieron caracterizar genotipicamente 10 de estas cepas,

clasificadas como Cluster.

Resultados de cepas A de M. tuberculosis genotipo Beijing (linaje 2)

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la identificacion de la cepa de Cluster A (linaje2
genotipo Beijing). El pocillo 1 representa la escalera/marcador de peso molecular de 100 pp PROMEGA, el
pocillo 2 al 18 representan las muestras de ADN amplificadas, la flecha del pocillo 9 indica la presencia de
la cepa A, el pocillo 19 y 20 representan los controles utilizados (Pocillo 19: control positivo y pocillo 20 el

control negativo).
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Resultados de cepas B y C de M. tuberculosis linaje 4

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la identificacion de la cepa de Cluster B (linaje 4 genotipo
Haarlem). El pocillo 1 representa la escalera de peso molecular de 100 pb PROMEGA, el pocillo 2 al 17
representan las muestras de ADN amplificadas, la flecha del pocillo 7 indica la presencia de la cepa B, el pocillo 18
y 19 representan los controles utilizados (Pocillo 18: control positivo y pocillo 19 el control negativo). Por

ultimo, el pocillo 20 se le agregé agua como control de contaminacion.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la identificacion de la cepa de Cluster B (linaje 4 genotipo
Haarlem). El pocillo 1 representa la escalera de peso molecular de 100 pb PROMEGA, el pocillo 2 al 18
representan las muestras de ADN amplificadas, la flecha del pocillo 13 indica la presencia de la cepa B, el
pocillo 19 y 20 representan los controles utilizados (Pocillo 19: control positivo y pocillo 20 el control negativo).
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Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la identificacion de la cepa de Cluster C (linaje 4 genotipo
LAM). El pocillo 1 representa la escalera de peso molecular de 100 pb PROMEGA, el pocillo 2 al 18
representan las muestras de ADN amplificadas, la flecha del pocillo 9 indica la presencia de la cepa B, el pocillo

19 y 20 representan los controles utilizados (Pocillo 19: control positivo y pocillo 20 el control negativo).
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para la identificacion de la cepa de Cluster C (linaje 4 genotipo
LAM). El pocillo 1 representa la escalera de peso molecular de 100 pp PROMEGA, el pocillo 2 al 18 representan
las muestras de ADN amplificadas, la flecha del pocillo 9 indica la presencia de la cepa B, el pocillo 19 y 20

representan los controles utilizados (Pocillo 19: control positivo y pocillo 20 el control negativo).

Resumen de los resultados de la ASO-PCR obtenidos
Tabla N°12. Resumen de resultados de las tres ASO-PCRs aplicadas sobre la coleccion de

8baislados de del complejo M. tuberculosis.

ASO-PCR Cepa, N° (%) No Cepa N°, (%) Procedencia

Cepa-A 3(35)* 82 (96.4) 2 (Chiriqui)
(Beijing) 1 (Bocas del toro)
Cepa-B 2(2.3) 83 (97.6) Chiriqui
(Haarlem)

Cepa-C 5(5.8) ** 80 (94.1) Chiriqui

(LAM)

LAM: Latin America Mediterraneo, *Dentro del total de estas tres CEPAS A identificadas, dos muestras son

mixtas. ** Del total de las CEPA C, dos muestras son mixtas.
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La transmision de la TB es un tema global que requiere ser atendido en todo su aspecto. El
abordaje de los distintos genotipos implicadas en los casos de TB ayuda a conocer la
transmision de las cepas mas prevalente o activas. En este sentido, la aplicacion de las
herramientas de epidemiologia molecular ha resultado Gtil para tales escenarios. Por ejemplo,
la aplicacion de la MIRU-VNTR, Espoligotipado o RFLP que permite caracterizar Cluster y
genotipos de cepas implicado en los casos de TB (Coll, P., & Garcia de Viedma, D., 2018).
Estas herramientas que desde su aplicacién a finales de 1990 han ayudado en gran manera
identificar brote de cepas, caracterizar cepas de alto riesgo, MDR o cepas de alta transicion
(van Embden JD., et al., 1993), (Kamerbeek J., etal al., 1997), (van Soolingen D., et al 1999).
En Panama, la limitada informacion sobre epidemiologia molecular y gendmica sobre la
transmision de cepas de M. tuberculosis es de interés en el abordaje. El uso de herramientas
de vigilancia epidemiolégica como la PCR alelo especificas, ASO-PCR simplifica los pasos
en la identificacion de cepas de alta transmision o de mayor riesgo.

La provincia de Chiriqui tiene ciertas caracteristicas notables como la migracion constante
por ser una provincia con muchos sitios turisticos lo que aumenta el flujo migratorio, aparte
de eso cuenta con regiones de bajos recursos socioeconémicas, zona de dificil acceso que la
hacen susceptible a los casos de infeccidn por TB y otros patdgenos de importancia de salud
publica como por ejemplo malaria 'y VIH/SIDA.

Al tener en cuenta estas problematicas de salud publica, los pacientes con sintomas de TB
son referidos al hospital pablico mas cercano que cuenta con los insumos basicos 0 necesarios
para atenderlos. En este escenario el HMIJDO, tiene la capacidad de realizar diagndsticos,
pruebas moleculares y abordar tratamiento de los pacientes con TB. La aplicacién de pruebas
moleculares y diagnostico mediante cultivo bacteriano permite el aislamiento de las cepas M.

tuberculosis implicadas en los casos de TB. Este procedimiento facilita generar colecciones
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de cepas de importancia epidemioldgica y genémicos al momento de realizar anélisis en
mayor profundidad.

Con la necesidad de conocer la transmision de cepas problematicas o prevalentes del
complejo M. tuberculosis dirigimos nuestro enfoque en el abordaje de analisis retrospectivo
de una coleccion cepas colectadas en el HMIJDO, provincia de Chiriqui. La coleccion de 85
cepas del HMIJDO representa aproximadamente el 10% del total de los casos entre las tres
regiones nivel del total de los casos de TB que recibe el hospital HMIJDO entre las 3 regiones
(Bocas del Toro, Comarca Ngébe-Buglé y Chiriqui).

De todos los casos reportados de TB durante los afios 2017, 2019 y 2021, tuvimos acceso a
85 aislados repartidos entre las tres regiones como la provincia de Chiriqui Bocas del toro y

la Comarca Ngébe Buglé:

1- ANALISIS DE LA CALIDAD DE ADN DE BACTERIANO

Analisis de moleculares basadas en ADN requiere de maxima calidad e integridad del ADN
al momento de aplicar algiin método de extraccién para este fin. La cantidad y calidad de
ADN influye en los posteriores resultados (Downstream) durante el analisis de los resultados.
En esta primera etapa nuestro punto de partida fue obtener la mayor cantidad de ADN posible
utilizando método de extraccion de CTAB. Se sabe que las técnicas de extraccion de ADN
son muy diversas y sobre todo adaptadas al tipo de microorganismos (bacterias, hongos o
virus) que se deseé estudiar.

Se aplico el método de extraccion de ADN CTAB basado en solventes organicos, debido a
que ofrece excelentes resultados y bajo costo (Huang, X., et al., 2018). Tiene la capacidad de
analizar Micobacterias que se caracterizan por su resistencia a nivel de membrana, proteinas

y lipidos, (Wilson K., (2001).
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El método de extraccion aplicada en este estudio, permitio completar el objetivo en la
extraccion de ADN genomico de alta calidad en un tiempo estimado de 2 dias, ya que
decidimos dejar precipitando las muestras toda la noche para obtener mejor resultado, se
analizaron un total de 85 cepas bacterianas, un numero relativamente alto, es por ello que a
pesar de ser una buena técnica para la extraccion de ADN de micobacterias es remplazada
por técnicas automatizadas (Tan, SCy Yiap, BC, 2009).

Por lo general las técnicas automatizadas tienen costo elevados y al tener esta caracteristica
decidimos utilizar una metodologia mas econdmica, de alto rendimiento y capaz de extraer
el ADN micobacteriano que es lo que nos ofrece CTAB, por lo que fue aplicada en nuestra
metodologia.

Nuestro analisis de cuantitativo de ADN arroj6 un promedio aproximado de 30 ng/ml y una
absorbancia de 1.60 nm. Estos valores fueron aceptables durante la medicion de acuerdo a
los valores 6ptimos indicadas en el manual del equipo (Thermo Scientific NanoDrop
Spectrophotometers, 2010). Ademas, contrasta con estudio realizado por Amaro, A., et al,
2008 destaca una comparacién entre diversas técnicas de extraccion y que el método de
extraccion por CTAB demostrd tener mejor rendimiento durante el analisis de ADN

En nuestro estudio, el valor minimo durante la cuantificacion de ADN fue de 0.01 ng/ml,
estos valores bajos se debieron a la poca cantidad de cultivo o colonias de bacterias
procesadas durante la extraccion. Es notorio mencionar que la cantidad de ADN a extraer
dependera de la cantidad del material inicial de trabajo, por lo que es necesario almacenar
una cantidad de material necesario de cultivos que pudieran ser de potencial estudio en
posteriores estudios como es el caso de subcultivo, extraccion de DNA, analisis de genoma
completo y otros ensayos que pudieran ser de interés. Se sabe que mediante la PCR se puede
obtener resultados con bajo nimero de copias (aproximadamente desde un minimo de 1 ng/ul
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ADN) por lo que su nivel de rendimiento dependera la técnica utilizada (Serrato A., et al.,
SF).

Es de resaltar que las relaciones Absorbancias inferiores (260/280 nm) o menores a 1.0
indican probablemente la presencia de residuos organicos presentes, remocion inadecuada de
agentes quimicos utilizados durante la extraccion por solventes. Ademas, resultado de
muestras almacenadas por largos periodos de tiempo lo que disminuye el rendimiento a la
integridad y el rendimiento de ADN (Chen, W. et al., 2018). En nuestro estudio, es indicativo
que las muestras con baja cantidad o calidad de ADN fueron una limitante para el analisis de
integridad gendmico de ADN a nivel de electroforesis, un factor que era de esperarse por la
baja cantidad del material y de cepas archivadas/almacenadas por largos periodos (Baoutina,

A, etal., 2019)

Panama no cuenta con un sistema de genotipado sistematico de casos de TB para caracterizar
cepas de M. tuberculosis implicadas en la transmisién. En este sentido, analisis de genotipos
de cepas de M. tuberculosis ofrece una oportunidad y desafio para generar nuevos
conocimientos sobre este tema en la Provincia de Chiriqui. Estudios previos descritos en
Panamé ha ayudado a generar datos Utiles para los estudios sobre la transmisién y circulacion
de cepas en la poblacion panamefia. Se han aplicado herramientas y/o métodos capaces de
genotipificar cepas de M. tuberculosis, por ejemplo, el uso de PCR de doble elemento
repetitivo (DRE-PCR), (GTG)5-PCR (Rosas, S., et al., 2013), Secuenciacion del genoma
completo (Lanzas, F., et al.,2013), la aplicacion de MIRU-VNTR y Spoligotyping
(Sambrano, D., et al., 2014) y finalmente el disefio y aplicacion de ASO-PCR (Dominguez
J, Acosta F, et al. 2019) que es la herramienta mas actual aplicada de forma eficaz, rapida,
sencilla y de bajo costo.
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Con el interés de implementar o utilizar una herramienta con caracteristicas sencillas y que
aporte informacion durante el analisis de genotipificacion, nuestro analisis se basé en la
aplicacion de ASO-PCR especificas sobre las cepas archivadas en el HMIJDO. Una
estrategia de analisis que ha sido util para el analisis de muestras prospectivas implementada
en la provincia de Panamay Colon (Dominguez J, Acosta F, et al. 2019). Los datos sobre la
transmision y distribucion de cepas M. tuberculosis y TB-MDR dentro de Panama siguen
siendo escasos, por lo que la herramienta ASO-PC puede cubrir esta limitacidn existente a
nivel de estudios epidemiologia de la TB. Ademas, en inducir al diagnostico, abordar
regiones o zonas especificas de Panama, para mejorar el programa de vigilancia
epidemioldgica (Dominguez, J., Acosta, F., et al., 2019) (Pérez-lago, et al. 2015).

Al tener el conocimiento de lo anteriormente mencionado es que decidimos aplicar una
metodologia innovadora y disefiada especificamente para el analisis genotipico de M.

tuberculosis.

2- IDENTIFICACION DE CEPAS PREVALENTE MEDIANTE PCR ALELO
ESPECIFICAS

La PCR alelos especificos (ASO-PCR) es una técnica que pretende simplificar la vigilancia
epidemioldgica de los casos de TB. En este caso, dirigimos esfuerzos en su aplicacion a los
aislados de M. tuberculosis obtenidas en la provincia de Chiriqui (Panamd) con la finalidad
de abordar otros entornos del pais, proveer nuevos datos para mejorar la compresion de la
transmision de la TB mediante el uso del método evaluado y disefiado previamente en
Panaméa y Coldn (Dominguez, J., Acosta, F., et al., 2019). Con el objetivo de identificar la
presencia de cepas de M. tuberculosis prevalentes y activa en la provincia de Chiriqui,
aplicamos tres PCR especificas para identificar Cluster A (cepa linaje2, Beijing prevalente),
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Cepa B (linaje4, Haarlem prevalente) y C (linaje4, LAM cepa de transmision activa). Este
estudio retrospectivo basada en PCR especificas se adapta a condiciones con recursos
limitados de biologia molecular y gendémica, sin sistemas de vigilancia epidemioldgicas,
escasas condiciones de insumos y equipos en los laboratorios de centros de salud y hospitales
como los que se ubican en la provincia de Chiriqui, por lo cual decidimos utilizar la ASO-

PCR, disefiada para condiciones basicas de biologia molecular y genética.

2.1. TRANSMISION DE CEPAS A DE M. TUBERCULOSIS GENOTIPO
BEIJING (LINAJE 2)

La primera ASO-PCR aplicada tiene la capacidad de caracterizar genotipicamente cepas de
M. tuberculosis del Linaje 2 genotipo Beijing. Este linaje geogréaficamente se distribuye por
toda Asia, pero caracteristicamente el genotipo bacteriano Beijing es considerado
actualmente uno de los linajes mas prevalentes de M. tuberculosis siendo reportado en
diversos paises en todo el mundo (Mokrousov I, 2016). Es de interés de estudio debido a que
su prevalencia se debe a su alta trasmisibilidad y virulencia hasta el punto dispersarse por
toda Latino América con gran adaptacion a dicha poblacion (Mokrousov I, 2016).

De acuerdo con Cerezo-Cortés, este genotipo Beijing tiene la capacidad de introducirse en
un pais de forma rapida, establecerse y adaptarse a la poblacion a tal grado de coevolucionar
con la poblacion que infecta. En consecuencia, de este mecanismo, el genotipo se transmite

con el tiempo a las poblaciones vecinas de cualquier pais (Cerezo-Cortes, et al., 2019).
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Existen diversos paises de latino América, con multiples reportes de este genotipo bacteriano.
Un estudio realizado en Peru brinda informacion de la prevalencia de esta cepa Beijing siendo
la cepa de transmision activa dentro de Per( y muestran su preocupacion tal como
(Mokrousov I, 2016) sobre la transmision transnacional (Ilwamoto, T., et al., 2012).

En nuestro estudio pudimos destacar la presencia de 3 cepas correspondiente al genotipo
Beijing, que representado el 3.5% del total de las muestras analizadas (n: 85). Un bajo
porcentaje de genotipos en la coleccidn si lo comparamos con la provincia de Colén, donde
el genotipo Beijing llega a representar hasta 44.1% de los casos de TB en la provincia.
Estudio realizado en San Luis Potosi (México) describen hallazgos similares de genotipo
Beijing con una baja frecuencia del 1,3%, sugiriendo que los eventos de transmision
ocurrieron de forma independientes limita al area metropolitana de la capital (Lopez-Rocha,
etal.,).

En nuestro estudio pudimos destacar la presencia de 3 cepas correspondiente al genotipo
Beijing, que representado el 3.5% del total de las muestras analizadas (n: 85). Un bajo
porcentaje de genotipos en la coleccidn si lo comparamos con la provincia de Colén, donde
el genotipo Beijing llega a representar hasta 44.1% de los casos de TB en la provincia.
Estudio realizado en San Luis Potosi (México) describen hallazgos similares de genotipo
Beijing con una baja frecuencia del 1,3%, sugiriendo que los eventos de transmision
ocurrieron de forma independientes limita al area metropolitana de la capital (Lopez-Rocha,
etal.,).

En el caso de la provincia de Colon, la provincia es catalogada como una region de lento
crecimiento a pesar de poseer un puertos y zonas de interconexion maritimo que atrae y
atrae los migrantes de diferentes partes del mundo. A diferencia de Colon, la provincia de

Chiriqui se ubica en el otro extremo, considerandose una “provincia del interior” que se
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caracteriza por las condiciones de vida socio-econémicas marcadamente distintas como las
actividades de agricultura, agronomia y turismo, siendo un punto importante que destaca el
por qué esta cepa no es predominante en Chiriqui. Aun asi, sigue siendo una alarma para
evaluar la epidemiologia de la TB en Chiriqui, investigar a estos pacientes de genotipo
Beijing y conocer su contacto con la poblacion de Panamay Colén y, evaluar si es un caso
de transmision independiente como ha ocurrido en otros entornos (Lopez-Rocha, et al.,)

La importancia de realizar este analisis epidemioldgico dirigido a los pocos pacientes
identificados genotipicamente con la cepa Beijing en la provincia de Chiriqui romper cadenas
de transmision de TB (persistente), reducir la aparicion de casos y proveer datos que sirvan
de base en la mejora y fortalecimiento de diagnéstico de TB en la region. La aparicion de los
genotipos Beijing predispone al aumento de casos de TB cuando la transmision es persistente.
Estudio realizado por Pérez-Lago y colaboradores, describen el aumento extensivo/rapido de
la cepa Beijing en isla de Gran Canaria, Espafa, luego de ser reportada por primera vez
(1992),después de la aparicion del primer caso, la cepa Beijing se extendio por las islas
vecinas alcanzando una alta representatividad en ellas (11-32%) y que actualmente representa
el 21% de todos los aislados en la isla de Gran Canarias .A demas, dada a la ventaje que
ofrece la ASO-PCR, permitié realizar andlisis prospectivo y retrospectivo para el

seguimiento de la transmisién de cepas de M. tuberculosis Beijing( Pérez-Lago, et al., 2019).

2.2 TRANSMISION DE CEPAS B Y C DE M. TUBERCULOSIS LINAJE 4

La segunda ASO-PCRs aplicada tiene la capacidad de caracterizar genotipicamente cepas B
de transmision prevalente y cepa C de M. tuberculosis de transmision activa del Linaje 4.
Nuestro estudio permitio identificar 2 cepa B (Haarlem), representado el 2.3 %, mientras
que la cepa C (LAM)fue del el 5.8 % del total de 85 muestras analizadas. Estos resultados
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demuestran que los genotipos de las cepas B y C se trasmiten en baja frecuencia en la zona
occidental. Esto sugiere la presencia de otra cepas y genotipos que pudieran estar implicadas
en los casos de TB. La aplicacion de técnicas epidemioldgicas como la MIRU-VNTR provee
informacidn precisa para identificar Cluster dominante en la poblacién por lo que, seria util
aplicar para descifrar la proporcion de Cluster y genotipos dominantes lo que facilitaria
determinar cepas de transmision prevalentes y activas de los aislados proveniente en la
provincia de Chiriqui.

En otros paises se confirma la amplia distribucién de estos dos genotipos en Latino América,
por ejemplo, en Colombia se destacan el genotipo Haarlem (25,8 %) y LAM (54,8 %) (Garcia
D, Astudillo M., 2019). En otros paises como Brasil estos dos genotipos son encontrados con

mayor porcentaje de prevalencia, la proporcién es distribuida de tal manera que LAM

(60,3%) y Haarlem (7,9%) son considerados los genotipos mas comunes identificadas en
Brasil y toda Latino América (Verza, M., et al., 2020).

Por otro lado, en Chile el Linaje 4 representa el 88,21% de todos los genotipos desglosados
en LAM (40,61%), T (34,06%) y Haarlem (13,54%). Algo parecido a la estructura
epidemioldgica de M. tuberculosis del resto de paises Latinoamericanos Lagos, J., et al.,
2016). De acuerdo a lo mencionado por Demay C., confirma que los genotipos Haarlem y
LAM del Linaje 4 son los miembros mas cominmente observados en América del Sur,
América Central y el Caribe aparte de estar distribuidos en Europa y Africa Central (Demay
C., etal., 2012) Teniendo en cuenta esto es 16gico a ver encontrado en mayor proporcion el
genotipo Haarlem y LAM en este estudio, por lo que se puede tener certeza de que el linaje
4 esta distribuido en toda América y nivel mundial; y que todos los aislados analizados en

diversos estudios incluyendo este se van a detectar los genotipos Haarlem y LAM.
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3. NO IDENTIFICACION DE LAS CEPAS PREVALENTE DELA,BYC

En cuanto al resto de las muestras que no se clasificaron en Cluster A, Cluster B y Cluster C,
la razon es atribuida a que los amplicones visualizados en el gel eran distintos al control
positivo del Cluster A para identificar cepas de dicho Cluster del L2-genotipo Beijing, y asi
mismo, los amplicones eran diferentes a cepas del Cluster B para identificar L4-genotipo
Haarlem y cepas del Cluster C para L4-genotipo LAM por lo que no se pudieron identificar
el genotipo de M. tuberculosis, por lo tanto, tampoco se conoce el linaje, Pero existe la
seguridad que son cepas de la especie de M. tuberculosis ya que sus amplificaciones eran
iguales a la cepas modelo H37Rv.

No se pudo determinar la identidad genotipica de estas cepas ya que el analisis se hizo

especialmente para 3 cepas de mayor prevalencia descrito previamente en Colén y Panama,

responsables de los casos de TB (Dominguez J., Acosta F., et al., 2019). Dando como
resultado que la provincia de Chiriqui posee poca informacidn genotipos de casos de TB, al
igual que el resto de las provincias de Panama. Por lo que, importante realizar genotipado
basadas en MIRU-VNTR y descifrar la epidemiologia de la TB en Chiriqui.

Haciendo un analisis descriptivo y una comparativa con los resultados obtenidos, éstos
concuerdan con los datos epidemiolégicos a nivel mundial, pues encontramos cepas
pertenecientes al linaje 4 Euro-Americano distribuido ampliamente en América, y reportado
en américa latina como en México, Brasil, Pert, Ecuador, etc. Y en América central como
Colombia, Costa Rica etc. Y reportado en Panama y ahora, en la provincia de Chiriqui Pero,
de acuerdo a la hipétesis planteada, con los resultados obtenidos rechazamos lahipotesis
nula de que la epidemiologia de la TB de la provincia de Chiriqui es igual que elresto de la

Republica de Panama, por el contrario se acepta la hip6tesis alterna, puesto quecon los
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resultados obtenidos se demuestra que la epidemiologia de la provincia de Chiriquies
diferente que el resto de las provincias de Panamd, dichos resultados, indican que no
tenemos las mismas cantidades de cepas de linajes reportados como para considerar que la
epidemiologia es igual, como lo es el registro de la cepa Beijing en la provincia de Panamé
y Colon.

Sin embargo, los resultados plasmados en esta investigacion son de gran interés ya que
permite: 1) identificar la transmision de cepas de M. tuberculosis implicados en los casos de
TB Chiriqui con el resto de las provincias de Panama4, 2), que sienta las bases para futuras
investigaciones de genotipos y analisis fe genomas de las cepas en mayor profundidad y 3),
nuestro hallazgo provee nuevos conocimiento para entender la epidemiologia de la TB en la

provincia de Chiriqui y el resto de las provincias de Panaméa . Ademas, proporcionales datos

para las instituciones tomadores de decisiones con la finalidad de mejorar y fortalecer la el
diagndstico, tratamiento y vigilancia de la TB en la region.

En esta investigacion se refleja notablemente la importancia de realizar genotipado de cepas,
de realizar coleccion de aislados de cepas para estudio presentes y futuras para realizar
estudios sistematico de casos de TB debido a que permite seguir en el tiempo la fortalezas y
debilidades en el programa de control de los casos de TB de alta transmision, sin la
microbiologia no hubiéramos podido ejecutar tal investigacion, ya que de las metodologias
y técnicas microbioldgicas pudimos adquirir la bacteria mediante cultivo M. tuberculosis y
biobanco de cepas.

La razon de la presencia de TB en Panama y sus provincias , aln no concreta, sin embargo,
existen muchas razones logicas, si retomamos el principio de la Republica de Panama, nos
daremos cuenta que con la construccion del canal de Panamé se desencadend principalmente

por el flujo migratorio mas grande de nuestro pais, con la llegada de trabajadores extranjeros,
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aparte de eso, la desencadenante ola de enfermedades infecciosas como el dengue, fiebre
amarilla, etc., (Rosas, S., et al., 2013). Una de las enfermedades méas mortiferas registradas
desde esa época fue la TB. Desde aquel entonces no se ha podido control esta enfermedad
infecciosa prevenible y curable. Por periodos se ha mantenido controlada, pero en los Gltimos
afos, hasta la actualidad se ha visto el aumento de esta enfermedad, durante el afio 2019 y
2020 por inicio y perduracion de la pandemia se vio opacada, pero gracias a las
investigaciones realizadas por diversas entidades como INDICASAT-AIP, OPAT, MINSA,
CSS, Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud; dieron a conocer la gravedad
y problematica que esta pasando el pais con los altos casos de infecciones por TB, nuevos
casos de TB, y sobre todo los casos de MDR que de manera complicada llevan a la muerte si
no es tratable el paciente.

En cuanto a las razones actuales, la principal causa de la prevalencia de la TB, se les atribuye
a las condiciones socio-ambientales y la calidad de vida de las personas. En el caso de
Chiriqui, esta provincia cuenta con zonas desatendida, la causa es por el dificil acceso a estas
regiones, como compilacion se limitan los estudios, los suministros basicos de alimentacion
probando desnutricidn, la limitacion del agua potable que le impiden tener una buena higiene
personal y ambiental puede predisponer al aumento de otras micobacterias que son aquellas
especies de Mycobacterium no tuberculosas causantes de tuberculosis pulmonar (L6pez, A.,
Acosta, F., 2021).

La zona mas caracteristica con los puntos previamente mencionados, son la Comarca y las
zonas aledafas a esta. La Comarca Ngébe Buglé cuenta con una poblacion de 213, 860
habitantes, toda esta poblacion no recibe los beneficios de salud necesario, no se cuenta con
un complejo médico moderno, el centro de salud de esta zona no cuenta con los

equipamientos necesarios para diagnosticar la TB, no cuentan con pruebas microbioldgicas
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ni diagnostico por PCR, es por ellos que solo unos cuantos de esta poblacion tiene las
facilidades de viajar al HMIJDO para recibir la atencion médica y diagnostico confiable.
Nuestro estudio demuestra que, de las 85 muestras analizadas, solo 12 correspondian a la
Comarca, pero esto no indica que hay unos pocos casos de TB en esa poblacidn, si hacemos
una comparacion con la informacién actualizada por parte del HMIJDO, nos damos cuenta
que la TB es la principal causa de ingresos al Hospital por parte de todas las edades. Pero, si
nos enfocamos en la poblacion infantil, estos son los mas afectados.

También existe otra problemética, que es la falta de medicamentos o farmacos especificos
para cada paciente, lo cual corresponde un tema de gran importancia, tanto que es
considerado una problematica en Chiriqui, el resto del Pais panamefio y el mundo entero
debido a que la falta de tratamiento o el mal uso de ellos aumentan las posibilidades de cepas
drogoresistente.

En nuestro estudio pudimos identificar de 5 cepas con drogoresistencia que se desglosan en
2 cepas Monoresistente a Rifampicina e Isoniacida, y 3 cepas MDR. La casuistica se divide
en dos partes, 1- la falta de medicamentos condicionados a cada paciente, 2-la discontinuidad
que le da el paciente al programa antituberculoso. Como es notable, esto se suma a las
dificultades presentes para erradicar los casos de TB, por lo que es de suma importancia

abordar esta problematica y asi conocer cuéles cepas de M. tuberculosis son MDR.

Anteriormente la provincia de Chiriqui no habia sido objeto de estudio como otras provincias
de Panamaé con respeto al analisis epidemiologico de la TB, es por ello que la informacién
brindada en esta investigacion es de gran importancia tanto para la provincia , el pais como
a nivel nacional ya que aporta conocimiento actualizada de la bacteria y sus caracteristicas

microbiologicas y las mediad en que se debe diagnosticar haciendo un Ilamado sobre las
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instalaciones de salud que ain no tenemos, aparte, sabemos de forma preliminar los linajes
y genotipos que circulan y que aun falta por conocer.

Finalmente, como es parte del proceso investigativo, surgieron ciertas limitaciones en el
trascurso de este estudio como las cepas limitadas proporcionadas por el HMIJDO a causa
de la pandemia por COVID-19 que detuvo el flujo de trabajo en el &rea de microbiologia para
la deteccion de TB y complicar la logistica de envio de cepas. Ademas, durante la
investigacion nos percatamos el bajo contenido de muestras que limitaban repetir tanto el
analisis molecular como el genémico.

Para finalizar, durante el andlisis de la ASO-PCR detectamos cepas mixtas, es decir que un
paciente contiene una infeccion que involucran mas de una cepa o la coexistencia de variantes
por mas de un genotipo y como consecuencia pueden tener un alto riesgo y malos resultados
del tratamiento antituberculoso (Kargarpour Kamakaoli, et al., 2020).

Al detectar estas cepas mixtas ocasiond una problematica en la caracterizacion genotipica,
puesto que para poder resolver el problema se debia de contar con el medio de cultivo
bacteriano lo cual no teniamos, por ende, no pudimos realizar el analisis de colonias
individuales ni realizar diluciones en serie del in6culo en agar 7H11 y mucho menos pudimos

realizar el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC).
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CAPITULO V

CONSIDERACIONES FINALES
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CONCLUSIONES

Este estudio permitié evidenciar la distribucion de los linajes de aislamientos del
complejo bacteriano de M. tuberculosis donde se lograron identificar 10 cepas de M.
tuberculosis distribuidas en la poblacion de la provincia de Chiriqui y regiones cercanas
de Bocas del Toro y Comarca Ngabe Bugle; cepas encontradas de mayor transmision
descrita previamente en Panama y Colon.

Con la informacién obtenida de los resultados de esta investigacion se puede evidenciar
que el Linaje 4 de M. tuberculosis es el de mayor transmisibilidad en la provincia de
Chiriqui, donde se destaca la presencia del genotipo LAM.

Finalmente, no encontramos en la coleccion analizada de la provincia de Chiriqui la
misma proporcion de cepas problematicas que en el caso de la provincia de Panama y
Colon, posiblemente por la diferencia de entornos, diversas condiciones de vida, zona

ambiental y cultural que lo hace limitante a que esa cepa se disperse.

RECOMENDACIONES

Es necesario la continuidad de este estudio utilizando otras herramientas de biologia
molecular y gendmica que permita la genotipificacion del resto de las cepas. Por ejemplo,
en la siguiente etapa se podria aplicar método de epidemiologia molecular basada en
MIRU-VNTR para caracterizar genotipos y Cluster de cepas que no forman parte de la

cepa analizada de la Provincia de Chiriqui.
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Se debe invertir mas conocimiento, esfuerzo y dinero para realizar un analisis a nivel de
genoma completo realizado en los laboratorios locales para conocer a fondo cepas o
Cluster de mayor riesgo o transmision en Chiriqui y en la comarca Ngabe-Buglé y asi

tener una base sélida sobre la epidemiologia de la TB de estas regiones.

Finalmente, también es recomendable implementar estrategias de diagndstico
microbioldgico, junto con las herramientas de vigilancia epidemioldgica de cepas de

mayor transmisién de M. tuberculosis en Chiriqui y la Comarca Ngébe-Buglé.
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ABREVIATURAS
BAAR
BK
OMS
OPS
B
TB-MDR
TB-XDR
VIH/SIDA

COVID-19
DNTP
ADN

LJ

MINSA
MIRU

PB

SNP

SPOLIGOTYPING

B
VNTR

GLOSARIO
CEPA
CLUSTER
GENOTIPO

LINAJE

ANEXO

Bacilo Acido Alcohol Resistente
Bacilo de Koch

Organizacion Mundial de la Salud
Organizacion Panamericana de la Salud
Tuberculosis

Tuberculosis Multidrogoresistente
Tuberculosis extensamente resistentes
Virus de la Inmunodeficiencia
Inmunodeficiencia Humana
Enfermedad de coronavirus 2019
Desoxrribonucleétido

Acido desoxirribonucleico
Lowenstein-Jensen

Ministerio de Salud

Unidades repetitivas interespaciadas de micobacterias
Pares de bases

Polimorfismo de nucleétido

simple

Tipificacion de oligonucleétido

espaciador

Tuberculosis

Ndmero variable de

repeticiones en tdndem

Humana/  Sindrome

de

Grupo de microorganismos, como bacterias o virus, que pertenecen a

la misma especie.

Conjunto o agrupacién de mas de una cepa de cualquier

microrganismo.

Coleccion de genes de un individuo o alelos especificos de un

organismo.
Linea evolutiva de descendencia bioldgica
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PREPARACION DE REACTIVOS UTILIZADOS EN LA
EXTRACCION DE ADN:

AN

v

v' Tampon TE (1X)
Formula Ci. Vi= Cf. VT:
(1o X) (Vi)= (1 X) (200 ml)

= Vi -é—"l‘%’-zomldem
Lisozima 10 mg/ml

3.1. Primero se preparar TRIS HCL 10 mM:

Formula Ci. Vi= Cf. Vf:
(1,000) (Vi)= (10 mM) (250 ml)

_ i = 10mM)250 mi)

1000 mM
Vi =25mlTRIS HCL concentrado en 247.5 ml de agua ultra pura.

3.2. Luego se preparar Lisozima y se disolverla en TRIS HCL previamente preparado.
Formula Ci. Vi= Cf. Vf:

(200 mg/ml) (Vi)= (10 mg/ml) (10 ml)
=Vi (10 mg/ml)(10 ml)

100 mg/ml
=1ml Lisozima + 9ml TRIS HCL al 10 mM pH8

SDS 10 %
Para 100ml: 10g en 100ml de agua ultrapura.
Para 250ml: 25g en 250ml de agua ultrapura

Proteinasa K (Comercial)

NaCl 5M
Para preparar un volumen final de 250ml: Diluir 73.05g en 250ml agua ultrapura

CTAB/NaCl:

1- Disolver en agitacion 4,1 gr. de NaCl en 80 ml de agua (H20) destilada.
2- Afadir 10 gramos de CTAB (Bromuro de N-acetil-trimetil-amonio).

3- Si no se disuelve bien calentar a 65°C.

4- Ajustar el volumen a 100 ml.

5- Almacenar a Temperatura ambiente (No mas de 6 meses).

6- Antes de usar precalentar

Fenol Cloroformo Alcohol isoamilico 25:24:1 (Comercial)
Isopropanol

Etanol 70%
Férmula Ci. Vi= Cf. Vf:
(95 %) (200 ml) = (70 %) (Vf.)
= pf = (95 %)(200 ml)
70 %
Vf =271.42 ml Etanol +71.42 Agua

Agua desionizada ultrapura (grado molecular)

Formulas utilizadas para la preparacion de reactivos de la electroforesis

v

v

Agarosa: 3 g de agarosa + 100 ml de Buffer TBE (Tris, borato y EDTA) + 6 ul de Bromuro
de Etidio
Buffer de gel y corrida TBE: TBE 10X comercial (pasar a 1X) en un volumen de 1000 ml.
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Ci Vi= Cf Vf
Conl g oo

V1=———————=100ml TBE + 900 ml de H20
10 x

v" Preparacion de TBE 10X en laboratorio
TRIZMA BASE (Nombre sin6nimo Tris Base o Trometanol): 54.0 gramos
e ACIDO BORICO: 27.5 gramos
e EDTA: 3.75 gramos
Procedimiento:

1. Agitar (utilizar magneto) en un vaso quimico con 200 a 250 ml de agua destilada a
una temperatura entorno a 60° C a 70 °C a una velocidad en el equipo 300rpm.

2. Afadir poco a poco el Trizma base, una vez esté todo homogenizado, se empiezan a
agregar los otros reactivos uno a uno, dejando que cada uno se torne
homogéneamente en la solucion.

3. Filtrar (paso opcional si se observan precipitados en la solucion luego de
homogenizar

4. Medir el pH, ajustar que la solucién este a un pH8.3

5. Autoclavar la solucion en modo liquido en el autoclave (desenroscar la botella)

Preparacion de desinfectante VESPHENE
e Medir 30ml del concentrado VESPHENE (comercial) en un tubo falcon
e Agregar a un galén de agua destilada (El agua debe estar previamente en el galon

EVIDENCIAS

Cuantificacion de ADN utilizando
espectrofotometro (NanoDrop™ 2000)

Conservacion de ADN (-20°) Electroforesis
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