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Resumen

La tuberculosis es una enfermedad infec-
to-contagiosa, causada por diversas especies
del Complejo Mycobacterium tuberculosis, ac-
tualmente se estima que un tercio de la pobla-
cién mundial se encuentra afectada por lo que
representa una amenaza para la salud publi-
ca, principalmente por el surgimiento de ce-
pas Multidrogorresistentes (MDR-TB) que pre-
sentan resistencia a Rifampicina e Isoniacida
simultaneamente, farmacos de primera linea
para el tratamiento de esta enfermedad. En la
actualidad se emplean métodos moleculares
para la deteccion de este agente infeccioso, en
nuestro medio existen muy pocos o ningun tra-
bajo acerca de la aplicacién de métodos mole-
culares para la deteccion precisa y efectiva de
cepas MDR-TB, es decir que ademas de identi-
ficar su presencia pueda darse un perfil de re-
sistencia por lo menos a farmacos de primera
linea. En este trabajo se estandarizé la técni-
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Abstract

Tuberculosis is an infectious-contagious
disease, caused by several species of the My-
cobacterium tuberculosis complex, today it is
estimated that one third of the world popu-
lation representing a threat to public health,
mainly by the emergence Multidrug-resistant
strains (MDR-TB) that express resistance to
Rifampicin and Isoniazid simultaneously. Al-
though currently molecular methods are used
for the detection of this infectious agent, in our
medium there are no studies about the appli-
cation of molecular methods for the accurate
and effective detection of MDR-TB strains.

The present study intends to standard-
ize the Real Time PCR technique by Melting
Curves Analysis for the detection of muta-
tions in specific genes that cause resistance
to these antituberculosis drugs.

Eleven strains of Mycobaterium tuber-
culosis phenotypically identified by culture
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ca PCR en Tiempo Real por Andlisis de Curvas
Melting para la deteccién mutaciones en ge-
nes especificos que otorgan resistencia a estos
antituberculosos utilizando un kit comercial.
Se utilizaron once cepas de Mycobaterium
tuberculosis fenotipicamente identificadas por
cultivo y cuatro controles primarios del méto-
do para la determinacion de resistencia Isonia-
cida y Rifampicina mediante cambios de tem-
peratura de disociacion. Los resultados de esta
estandarizacion reflejaron que el método utili-
zado puede ser optimizado en rendimiento de

and primary controls of the method for the
determination of resistance Isoniacida and
Rifampicina by changes of temperature of
dissociation were used.

The results of this standardization
showed that the method used can be op-
timized in reagent performance and corre-
lates more than 80% with phenotypic re-
sults. The standardized method improves
the time detection of tuberculosis and al-
lows to obtain resistance profiles to the
main first-line antituberculosis drugs.

reactivos y tiene una concordancia mayor al 80
% en el caso de Rifampicina, y mas de 90% en
el caso de Isoniacida en comparacion con los
datos fenotipicos. El método estandarizado dis-
minuye el tiempo de deteccion de tuberculosis
y permite obtener perfiles de resistencia a los
principales antituberculosos de primera linea.

PALABRAS CLAVE
Tuberculosis
multidrogoresistente, PCR en
tiempo real, Curvas melting.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa, causada por
diversas especies del Complejo Mycobacterium tuberculosis. Esta enferme-
dad es la segunda causa de muerte por enfermedades infecciosas alrededor
del mundo sélo después de la infeccion por VIH.

Se ha estimado que una tercera parte de la poblacion esta infectada, por
lo que continda siendo una amenaza grave para la salud publica, principal-
mente por el surgimiento de cepas Multidrogorresistentes (MDR-TB) que son
cepas que presentan resistencia a Rifampicina e Isoniacida, que constituyen
la columna vertebral del tratamiento antituberculoso, ya que en el tratamien-
to se estandariz6 cuatro drogas, Rifampicina (RIF), Isoniacida (INH), Etambu-
tol (EMB) y Pirazinamida (PZA), que se utilizan durante la primera fase de dos
meses (llamada intensiva), la cual se contintia con una segunda fase de cuatro
meses donde también se utiliza Isoniacida y Rifampicina. (Penata y cols., 2016)

Dado el valor terapéutico de ambos antibi6ticos, fueron las primeras dro-
gas cuyos mecanismos de accion y de resistencia fueron estudiados a nivel
molecular, esto ha permitido el estudio de los genes mas frecuentemente
afectados por mutaciones, los cuales han sido validados al ser detectadas en
cepas clinicas resistentes a estas drogas.

112



Estandarizacion de la PCR en tiempo real por analisis de curvas melting para la deteccion de tuberculosis drogoresistente

conciencia

Bolivia se ubica entre los 10 paises latinoamericanos con los indices mas
altos de tuberculosis (TB) y multidrogoresistencia (MDR) y aunque la TB es
una enfermedad infecciosa prevenible y curable, la lucha contra la resistencia
a los farmacos antituberculosos es un nuevo desafio a nivel mundial pero en
particular y de manera especialmente en paises como el nuestro donde los
ultimos estudios sobre TB-MDR tiene un aumento de 0,2% por afo, desde
el afo 2004 que se encontré un 1,5% de MDR, el aiio 2005 1,7%, para el afio
2012 3,1% de MDR. (Molina, 2011)

Si bien en la actualidad se aplican métodos moleculares como la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR) y sus variantes, para el diagnéstico de este
agente infeccioso, en nuestro medio no existen trabajos acerca de la aplica-
cion de estos métodos para la deteccion precisa y efectiva de cepas MDR-TB.
Esto se constituye en un problema ya que el disefio de estrategias de diagnos-
tico y estudios de susceptibilidad a drogas que permita tener resultados in-
mediatos es muy necesario para el control de esta enfermedad, ya que en la
actualidad el “Gold Standar” es el cultivo y la posterior determinacién de per-
files de resistencia que implican 60 dias o mas, tiempo en el cual el paciente
puede abandonar el tratamiento e incluso paciente puede fallecer.

El conocimiento de las bases moleculares de los mecanismos de resisten-
cia a los antituberculosos provee informacién de gran valor para el manejo del
paciente en varios aspectos. El Analisis genético de los microorganismos acor-
ta el periodo de reporte de susceptibilidad a drogas, particularmente las de
primera linea, con la finalidad de aportar un esquema terapéutico acertado y
oportuno logrando la cura del paciente, lo que se traduce en una disminucion
en la transmision del patégeno y la propagacion de cepas multidrogorresisten-
tes. Ademas puede brindar informacion sobre la capacidad de virulencia de
una cepa y representar una pauta para el disefio de nuevas drogas o vacunas.

La Rifampicina actua inhibiendo la sintesis de ARN mensajero, a cargo de
la ARN polimerasa. Asimismo, las cepas mutantes adquieren resistencia a RIF
mediante mutaciones en el gen rpoB, gen codificante para la subunidad beta
de la ARN polimerasa. Se describié que las mutaciones se debian puntual-
mente a inserciones y deleciones que afectan una regién de 100 pb esto casi
en el 95% de los casos estudiados. (Molina, 2011)

La Isoniacida es una pro droga que con la ayuda de la enzima catalasa
peroxidasa codificada por el gen katG, adquiere la forma hidracida del aci-
do isonicotinico que es la forma de esta droga de gran actividad sobre M.
tuberculosis, inhibe especificamente la sintesis de los acidos micélicos, que
constituyen uno de los componentes principales de la envoltura de la célula
micobacteriana y contribuyen, en gran medida, a suimpermeabilidad. La mu-
tacion mas observada en katG es en el cod6n 315, que causa el cambio del
aminodcido Serina 315 por Treonina y estas mutaciones son las responsables
de la resistencia en la gran mayoria de los casos. Sin embargo, existe otro gen
blanco de accién para la resistencia a la Isoniacida que es el gen inhA, gen que
participa activamente para la sintesis de dcidos grasos de cadena corta y ca-
dena larga de M. tuberculosis y otras Mycobacterias. Pero que segtn estudios
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realizados sobre cepas que presentan resistencia a este farmaco tiene mas de
una sola region en la que pueden existir mutaciones que conducen a la resis-
tencia. (De La Iglesia, 2006 y Molina, 2011)

La PCR en tiempo real (qQPCR) o también llamada PCR cuantitativa per-
mite realizar simultaneamente la amplificacion y la cuantificacién del ADN
amplificado, el fundamento es la utilizacién de primers marcados con fluo-
réforos que emiten fluorescencia al ser estimulados por un haz de luz a de-
terminada longitud de onda, que en el presente estudio permite el analisis de
mutaciones cromosomales en nuestro agente infecciosos en estudio. Una de
las aplicaciones de este es el andlisis de curvas Melting o curvas de disocia-
cion, el anadlisis de estas curvas se realiza en los productos ya amplificados, y
se basa en fijar distintas temperaturas a los amplicones para obtener una gra-
fica de la cinética de disociacion, con el fin de determinar el valor del “Tm”
(temperatura Melting) que expresa la temperatura a la cual el 50% de la molé-
cula de ADN esta desnaturalizada. El valor del Tm es caracteristico para cada
secuencia ya que esta en funcion de la composicion y el tamano de la molé-
cula. (Costa, 2004 y De Hoyos, 2009)

El presente estudio pretendio: Estandarizar la técnica PCR en Tiempo Real
por Analisis de Curvas Melting para la determinacién del perfil de susceptibi-
lidad a antituberculosos de primera linea de Mycobacterium tuberculosis, va-
liéndonos en hecho de que la resistencia a estos farmacos se da por mutacio-
nes en el cromosoma del bacilo.

MATERIALES Y METODOS

El componente practico del trabajo se realizé en el Laboratorio de Micro-
biologia Molecular del Instituto SELADIS.

1. Recoleccion de las muestras: Las cepas de Mycobacterium tuber-
culosis fueron obtenidas del laboratorio de Referencia Nacional de
Diagnéstico de Tuberculosis “INLASA’, previamente caracterizadas fe-
notipicamente en cultivo en medio sélido Lowestein Jensen, Strone-
brink, con determinacién del perfil de susceptibilidad a los antituber-
culosos de primera linea por el método de proporciones Cannetti Rist
y test de Nitrasa.

2. Tamano muestral: Para la estandarizacion de este método se traba-
jo con once cepas que expresar perfiles de susceptibilidad variados y
provienen de distintas regiones del pais. Ademas de trabajar también
con dos controles positivos y dos controles negativos de procedencia
interna al método.

3. Extraccion de material genético: Se utilizé el método de extrac-
cién por columnas de Silice, método que incluye extraccion y purifica-
cion de ADN cromosomal de la marca “Invitrogen lifetechnologies”.

4. Montaje de la PCR para el test de Mutacion: Para el andlisis del per-
files de susceptibilidad se utiliz6 el Kit comercial “Mycobacterium tuber-
culosis Resistance Mutation test de la linea QUANDX” (Quandx, 2018).
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Para cada cepa o control positivo se trabajé en ocho tubos diferentes,
de los cuales cuatro se utilizaron para la determinacion de resistencia a la
Isoniacida, y cuatro para determinar la resistencia a Rifampicina. El kit co-
mercial presenta dos Mix diferentes para cada uno de los antituberculosos, y
cada Mix se trabajoé con dos canales de fluoréforos diferentes. El canal FAM
(520nm) y el canal JOE (550nm).

En la determinacion de susceptibilidad se valoré6 el cambio o variacién en
el “Tm” (temperatura de disociacion) por 2 °C o mas, esto sobre las molécu-
las diana “targets”, en el caso de la Isonicida: en la region promotora del gen
ahpC, codon 94 del gen inhA, y el codén 315 del gen katG. En el caso de Ri-
fampicina: en los codones 507 y 533 del gen rpoB. En un termociclador “FAST-
7500” de AppliedBiosystem.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Todos los controles internos del kit comercial utilizado, cumplieron con
los parametros senalados por la bibliografia, los valor del Tm obtenidos se re-
flejan en la Tabla 1. En la cual se compara el valor obtenido en el experimento
junto al valor estandar establecido por el kit comercial. Los controles negati-
vos no figuran en la tabla ya que estos no amplificaron en la primera parte del
experimento, como se esperaba.

Tabla 1. Comparacion temperaturas Melting (Tm) esperadas segin
la bibliografia vs. Valores obtenidos en el laboratorio.
De cepas control, sensibles o wild type

o
()
=4 TM “WT” ™ ™
= MIX CANAL Ne PICOS
= ESPERADO | CONTROL 1 | CONTROL 2
(A8
57A59°C | 57,19 °C 57,5°C

< FAM 2
a8 A 68 A 70 °C 68 °C 68,02°C
(5]
<Eﬁ JOE 1 65 a 67 °C 65,71°C 66,74°C
g B FAM 1 63 A65°C | 63,08°C 63,24°C

JOE 1 67 A69 °C | 67,53°C 68,06°C
= A FAM 1 65 A 67 °C | 66,76°C 67,01°C
E JOE 1 73 A 75°C | 75°C 74,85°C
E FAM 1 64 A 66°C | 64,64°C 65,2°C
B B
~ JOE 1 66 A 68 °C | 66,08°C 66°C

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS, 2018.

En las siguientes graficas se observa las curvas obtenidas de los controles
positivos internos, que presentan el disefio caracteristico de la curva Melting,
para una cepa sensible o “wild type” a los diferentes farmacos y segtn los dis-
tintos fluoréforos utilizados
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Grafica 1. Curvas Melting para prueba de susceptibilidad a Isoniacida, de
cepas control (wild type) segiin floréforo utilizado, Mix A

Melt Curve
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-110000 0 \ \
\
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Temperature (*C)
Fuente: Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS, 2018.

Grafica 2. Curvas Melting para prueba de susceptibilidad a Isoniacida, de
cepas control (wild type) segin floréforo utilizad. Mix B
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Fuente: Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS, 2018.

Grafica 3. Curvas Melting para prueba de susceptibilidad a Rifampicina, de
cepas control (wild type) segiin floréforo utilizado. Mix A
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Fuente: Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS, 2018.
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Grafica 4. Curvas Melting para prueba de susceptibilidad a Rifampicina, de
cepas control (wild type) segiin flor6foro utilizado. Mix B
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Fuente: Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS, 2018.

En el trabajo con cepas, se evalué el método de extraccion, con el fin de
conocer si este permitiria que haya mayores inconvenientes o interferencias
en la amplificacion del material genético, ademas se realiz6 evaluacion sobre
una de la programacion de la corrida de PCR, en cuanto al niimero de ciclos y
tiempos de los mismos que sugeria el protocolo interno del kit comercial para
evidenciar si eran adecuados y se adaptaban a las condiciones del equipo uti-
lizado y nuestro medio ambiente. La tinica modificacion en el protocolo fue
el de ampliar el tiempo de lectura de amplificacion de 15 segundos (sugerido
por el kit) a 30 segundos esto por una condicion propia de equipo utilizado.

Al analizar los resultados se pudo observar que el protocolo y los métodos
utilizados permitieron un desarrollo correcto del experimento, en un porcen-
taje mayor al 90% ya que sélo una muestra de las once utilizadas, no amplifi-
6, la razén de dicho resultado no pudo ser evidenciada. Se observé que las
moléculas o genes blanco se adaptaban a Mycobacterias propias de nuestro
medio y con distintos perfiles de resistencia a antituberculosos.

En la Tabla 2 se observa los valores del Tm (expresados en grados centigra-
dos, obtenidos en el experimento, en relacion con los parametros estandar
que indica el kit comercial. Estableciendo el perfil de resistencia obtenido por
esta metodologia, en base al criterio de consideracién a una cepa como resis-
tente si esta presenta un Tm menor al del control positivo en 2°C o mas. Esto
no aplica a Tm superior al del control positivo ya que las principales mutacio-
nes en los genes relacionados a la resistencia a los antituberculosos se deben
a delecciones de bases en las secuencias de estos genes (Coscolla, 2014). Lo
cual lleva a que el valor del Tm descienda ya que se cuenta con una secuen-
cia de menor tamano. La comparacion de los resultados fenotipicos versus los
genotipicos obtenidos por PCR en tiempo real por andlisis de curvas Melting,
en cuanto al perfil de susceptibilidad a los antituberculosos de primera linea
se observan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Comparacion de los resultados fenotipicos obtenidos por cultivo
en medio Lowestein Jensen, Stronebrink versus resultados genotipicos
obtenidos por analisis de Curvas Melting

CONCEN-
MUESTRA Fﬁ:ﬁ%n TRACIGN CULTIVO CURV. MELT.
ng/ul INH RIF INH RIE
Cepa-1 SI 32 R R R R
Cepa-2 SI 52 R R R R
Cepa-3 NO 3 S R / /
Cepa-4 SI 18 S S S S
Cepa-5 SI 72 R S R R
Cepa-6 SI 114 S S S R
Cepa-7 SI 32 R R R R
Cepa-8 SI 29 R R R R
Cepa-9 SI 36 R S R S
Cepa-10 SI 22 R S S S
Cepa-11 SI 78 R R R R

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS, 2018.

Grafica 5. Concordancia del perfil de susceptibilidad a Isoniacida
entre método de Anilisis De Curvas Melting y el Gold Estandar (cultivo)
expresado en porcentaje

ISONIACIDA

m CONCORDANCIA DEL
PERFIL DE RECISTENCIA

= NO CONCORDANCIA DE
PERFIL DE RECISTENCIA

» INDETERMINADO

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS, 2018.

Grafica 6. Concordancia del perfil de susceptibilidad a
Rifampicina entre el método de anilisis de Curvas Melting
y el gold estandar (cultivo) expresado en porcentaje

RIFAMPICINA

m CONCORDANCIA DEL
PERFIL DE RECISTENCIA

= NO CONCORDANCIA DEL
PERFIL DE RECISTENCIA

W INDETERMINAD

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS, 2018.
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Como se puede observar en la Tabla 3 y las Gréficas 5 y 6 existe una con-
cordancia del 90% en los perfiles de resistencia fenotipicos y genotipicos para
la Isoniacida, mientras que una concordancia del 80% entre los perfiles feno-
tipicos y genotipicos de Rifampicina. Y ademas se puede observar que la con-
centracion de ADN no influyé en los resultados obtenidos.

En las siguientes graficas se observan ejemplos de curvas Melting tipicas
de una cepa sensible y otras de cepas resistentes. Los picos y los disefos de
las curvas de cepas sensibles presentan gran similitud en funcién de la cur-
va del control positivo o cepa wild type (Grafica 7), a diferencia de las cepas
resistentes que presentan curvas con picos diferentes al del control positivo
tanto en posicion del pico mas alto, como en la forma de la curva (Grafica 8).

En algiin momento se puede dar la presencia de cepas heterogéneas
(mezcla de mas de un tipo de colonia), que presentarian curvas atipicas, sin
embargo en esta etapa de estandarizacion no se presenté ninguna.

Grafica 7. Ejemplo de Curvas Melting caracteristicas de cepas sensibles (en
color verde y amarillo) en funcioén del control positivo (en color rojo

Melt Curve

50000 .0 7\

300000
10000.0

~10000.0 r_ \ I \ /-

Derivative Reporter (-fin)
\‘\

-30000.0 } f \ f \ f
—~ — \ "

T yi X
-50000.0 S |~

400 50.0 0.0 0.0 0.0 [

Temperature (C)

Fuente: Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS, 2018.

Grafica 8. Ejemplo de Curvas Melting caracteristicas de cepas resistentes
(violeta) en funcién del control positivo (rojo)
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Fuente: Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS, 2018.
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CONCLUSIONES

El método estandarizado es efectivo no solo para mejorar el tiempo de de-
teccion de tuberculosis sino ademas por la ventaja de obtener simultaneamen-
te el perfil de resistencia a los principales antituberculosos de primera linea.

Los resultados obtenidos de esta estandarizacion reflejaron que el méto-
do utilizado puede ser optimizado en un 100% ya que se comprob6 que se
puede utilizar la mitad de volumen de “MIX de PCR” y enzima del estableci-
do en el inserto adjunto al kit de reaccion utilizado.

En la actualidad se esta trabajando en la validacion de este método, como
parte del proyecto “Identificacion de perfiles genéticos de cepas de Mycobac-
terium tuberculosis aisladas en Bolivia para contribuir al control de la Tuber-
culosis” Financiados con recursos IDH de la Universidad Mayor de San Andrés.
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