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SDS
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B
TDR-TB

TEM
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VIH
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Pares de bases

Solucién salina amortiguada con fosfatos.

Reaccion en cadena de la polimerasa
Derivado proteico purificado

Residuo Peligroso Bioldgico Infeccioso
Revoluciones por minuto

Svedberg

Dodecil sulfato de sodio
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida

Tuberculosis

Tuberculosis Totalmente Drogorresiste

Microscopia electrénica de transmision

Espectroscopia Ultravioleta-Visible
Virus de la Inmunodeficiencia Humana

Tuberculosis Extensivamente Drogorresitente
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IV. RESUMEN

Las infecciones por Mycobacterium tuberculosis siguen siendo una de las
enfermedades transmisibles que mayor problema causa a nivel mundial, segun los
datos reportados en el 2015 por la OMS(1). En nuestro pais de acuerdo al “Perfil
Epidemiolégico de la Tuberculosis en México” en el afio 2015 se presentd una tasa
de incidencia del 16.7 de tuberculosis en todas sus formas, mientras que en el
Estado de Baja California se reportd una tasa de 54.1, tres veces mayor a la media
nacional(2). Los atributos fisicoquimicos Unicos de las nanoparticulas de
plata(NPs-Ag), hacen que éstas puedan producir condiciones quimicas que
inducen a un ambiente pro-oxidante causando un desequilibrio en el sistema
energético dependiendo del potencial redox, provocando efectos sobre
Mycobaterium tuberculosis, que van desde la produccion de procesos
inflamatorios y la destruccion de las micobacterias. Como primer objetivo en esta
tesis de Maestria, se realizaron pruebas para caracterizar las diferentes
concentraciones de las NPs-Ag por espectroscopia UV-Visible(UV-Vis) y por
espectroscopia electrénica de transmision(TEM). A continuacién, se realizé un
estudio analitico de tipo descriptivo de corte transversal observacional entre agosto
del 2014 a agosto del 2016, para obtener y caracterizar 70 cepas diferentes con la
amplificacion de laregion IS6110 por PCR, obtenidas tras su crecimiento en medio
de cultivo Loweinstein Jensen obtenidas del Laboratorio Estatal de Salud Publica
de Baja California. La Extraccion del material genético se realizd utilizando
Lisozima, SDS, proteinasa K y Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico 25:24:1. La
estandarizacion de las PCR punto final se realizé con cebadores que amplifican la
region 1S6110(3). Los resultados obtenidos demostraron que la caracterizacion de
las diferentes concentraciones de las NPs-Ag por UV-Vis, encontrando la banda
caracteristica a 420nm con una variacion de absorbancia dependiente de la
concentracion de NPs-Ag. A través de la caracterizacién por TEM, se obtuvieron
imagenes de las NPs-Ag que fueron analizadas con el proposito de determinar el

tamafo promedio de 35nm £15nm, con una forma esferoidal. Para determinar la
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efectividad de estas nanoparticulas, y su viabilidad como agentes en el tratamiento
de infecciones causadas por Mycobacterium tuberculosis, las NPs-Ag fueron
dispersadas en muestras de cultivo Middlebrook con la cepa de referencia H37Ryv,
después de una semana en exposicion a las NPs-Ag, se resembraron los controles
de crecimiento sin exposicion a NPs-Ag y los cultivos expuestos en medio
Loweinstein-Jensen para observar la viabilidad celular. Se determiné que las
nanoparticulas de plata Argovit™ presentan actividad antimicrobiana frente a
Mycobacterium tuberculosis H37Rv determinando que la concentracion minima
bactericida (CMB) es de 100 mg/mL y la concentracion minima inhibitoria (CMI) de
0.1 mg/mL. Se estandarizo la técnica para el diagnéstico por PCR punto final con
amplificacion de la secuencia 1S6110 de Mycobacterium tuberculosis con 68

cepas, obteniendo un resultado de sensibilidad de 98.59% por nuestro método.
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CAPITULO |

1.1 Introduccién

Mycobacterium tuberculosis es una bacteria de interés clinico debido a su
papel infeccioso en el desarrollo de la enfermedad conocida como tuberculosis
pulmonar y extra pulmonar. Esta enfermedad infecciosa ha acompafiado al ser
humano a lo largo de su historia y hasta la fecha se nos presenta como una las
enfermedades bacterianas de mayor importancia e interés, sobre todo en paises
en vias de desarrollo donde las condiciones higiénicas favorecen la transmision
de este agente patdgeno. A nivel mundial de acuerdo al reporte de 2016 de la
Organizacion Mundial de la Salud de los alrededor de 7.3 billones de seres
humanos que forman la poblacién mundial alrededor de 10,400,000 forman parte
de los casos incidentes de tuberculosis reportados en el afio 2015(4). Para
nuestro pais el mismo reporte nos dice que en el afio 2015 de los alrededor de
127 millones de mexicanos, su estimacion dice que aproximadamente 27,000
serian casos incidentes para esta enfermedad de los cuales 3,000 son personas
qgue presentan tuberculosis en confeccion el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana(4). Tuberculosis al igual que otras bacterias que son expuestas
constantemente a agentes antimicrobianos como forma quimioterapéutica de
combatir la infeccidon que provocan tienen el potencial de desarrollar resistencia
a los farmacos utilizados de primera linea, en tuberculosis para el reporte 2016
se reporta la incidencia para las cepas multidrogoresistentes en conjunto con
aguellas cepas que son resistentes a rifampicina(4). A nivel mundial se reporta
qgue de los casos nuevos con tuberculosis presentados en el afio alrededor del
3.9% presentan resistencia a estos farmacos, esto nos habla de una incidencia
de 580,000 casos a nivel mundial. Mientras que en nuestro pais el estimado
presentado por el reporte nos dice que en 2015 se tuvo una incidencia de 910
casos estimados de tuberculosis multidrogoresistente o resistente a

rifampicina(4).
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Como opcion al tratamiento establecido con los antifimicos clasicos
buscamos en este trabajo explorar el potencial que presentan las nanoparticulas
de plata en su papel de antimicrobiano como posibles agentes utiles en el
tratamiento de la tuberculosis. Sobre todo, en paciente que presentan una forma
de farmacoresistencia lo que dificulta el tratamiento habitual. Con este trabajo de
tesis buscamos determinar la concentracion minima inhibitoria de nanoparticulas
de plata sobre una cepa de referencia de Mycobacterium tuberculosis, la cepa
H37Rv. Adicional a esto se determinara la sensibilidad y especificidad de un
método de deteccion del complejo Mycobacterium tuberculosis por via de la
biologia molecular, utilizando una reaccion en cadena de la polimerasa,

amplificando la secuencia de insercién 6110.
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CAPITULO Il

2.1. Antecedentes bibliogréaficos

2.1.1 Generalidades del complejo Mycobacterium tuberculosis

Pertenecientes a la familia Mycobacteriaceae, las alrededor de 120

especies de bacterias del género Mycobacterium, tienen en comudn la

caracteristica de presentar acidos micolicos en su pared celular. Estos acidos

grasos contienen de 70 a 90 carbonos en su cadena alifatica. Esto le da una

caracteristica altamente hidrofobia a la pared celular. En la figura 1 se muestra

de forma general la estructura de la pared celular de estas bacterias, con su capa

de péptidoglucano similar a bacterias Gram positivas, pero con una capa

adicional de &acidos micdlicos. Tienen la propiedad de ser resistentes a la

decoloracion con alcohol-4cido, esto se aprovecha en diferentes técnicas de

tincion, para visualizar estas células en muestras clinicas (5,6).
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Figura 1. Estructura general de la pared celular de micobacterias. Tomada de Kieser y
colaboradores (6).

Son bacterias aerobias, es decir, se desarrollan mejor en presencia del

oxigeno. Tienen forma bacilar, cuando se observan al microscopio. Tienen un
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tamafio de 0.2 a 0.6 um por 1 a 10 um. En el medio a base de huevo Loweinstein-
Jensen, se observan colonias rugosas, opacas, de borde irregular, de color
blanco a amarillento(5). EI complejo Mycobaterium tuberculosis es un taxén
donde se agrupan las bacterias de dicho género que tienen la capacidad de
provocar tuberculosis en animales y humanos. Las diferentes especies y
subespecies que integran dicho taxon forman un grupo homogéneo. Entre estas
bacterias se observa una homologia en mas del 95% al 99.9% a nivel nucledtidos
en sus genomas y comparten secuencias casi idénticas en la unidad 16s de su
ARN (&cido ribonucleico) ribosomal. Debido a esta similitud tan alta entre bases
nucleotidicas, se han desarrollado diversas técnicas basadas en distintos
marcadores moleculares para distinguir entre diferentes cepas del mismo
complejo, inclusive en la misma especie(5,7,8). En la siguiente tabla se muestran
las diferentes especies de bacterias del género Mycobacterium. Todas ellas

integran el complejo Mycobacterium tuberculosis.

Tabla |. Especies del genero Mycobacterium que integran el complejo Mycobacterium
tuberculosis. (7)

Especie Descubierta Hospedero
Mycobacterium tuberculosis 1882-Koch Humano
Mycobacterium bovis 1970-Karlson y Lessel Bovinos
Mycobacterium bovis BCG 1957-Guérin y Rosenthal Desarrollado como vacuna
Mycobacterium africanum 1969-Castets y Sarrat Humano
Mycobacterium microti 1957-Reed Roedores
Mycobacterium canettii 1997-van Soolingen y Humano

colaboradores.

Mycobacterium pinnipeddii 2003-Cousins y colaboradores. Focas y leones marinos
Mycobacterium caprae 2003-Aranaz y colaboradores. Cabras
Mycobacterium orygis 2012-van Ingen Oryx

En la tabla se muestran las diferentes especies de bacterias del género Mycobacterium que
integran el complejo Mycobacterium tuberculosis.

24

—~—
'



2.1.2 Mycobacterium tuberculosis

Esta especie es la principal responsable de la tuberculosis en los seres
humanos, aunque también se tienen reportados casos en distintos animales,
entre ellos bovinos, porcinos, felinos, caninos, aves. En la actualidad, gracias a
los avances en medicina de los ultimos dos siglos, esta enfermedad ha quedado
en gran medida relegada a los estratos inferiores de la sociedad, personas sin
acceso a servicios médicos, personas en los extremos de la vida, nifios y
ancianos, y personas inmunosuprimidas, especialmente los infectados con
VIH(5,7). Esta ultima condicidn se tiene reportada en la literatura como una de
las principales responsables de la evolucion de tener la infeccion latente en el
organismo a pasar a una infeccion activa, donde se tiene el mayor potencial para
infectar a las personas que se encuentran en contacto con el enfermo. De esta
misma especie se han caracterizado distintas cepas, de estas, una de las mas
importantes es la asiatica o Beijing(5).

2.1.3 Mycobacterium bovis

M. bovis se tiene reportado como la causa mas comun de tuberculosis en
el ganado, en especial a los pertenecientes a la familia Bovidae, aunque también
se sabe puede provocar esta enfermedad en gatos, perros, puercos, aves,
ademas de primates y seres humanos. Cuando se presenta en humanos la
tuberculosis, con M. bovis como agente etiolégico, la evolucion clinica es muy
similar a la infeccién por M. tuberculosis con la diferencia que la pirazinamida no
funciona como antibidtico contra ella. Esta especie tiene la particularidad de
crecer en el medio L-J si reemplaza el glicerol que se le afiade cuando se prepara

con piruvato como fuente de carbono.
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Tiene la capacidad de desarrollarse en una atmosfera con concentracion
disminuida de oxigeno. Con la secuenciacion del genoma de esta especie, y
comparandola con la de M. tuberculosis, se encontré6 que es mas pequefia, lo

que sugiere que M. bovis evolucioné a partir de M. tuberculosis(5,7).

2.1.4 Mycobacterium bovis BCG

EI BCG se comenzé a distribuir en 1924 a laboratorios a nivel mundial para
desarrollarse como vacuna contra la tuberculosis. Comparte las caracteristicas
descritas para M. bovis, excepto que se encuentra atenuado, es decir, su
virulencia o capacidad para infectar y desarrollar la enfermedad tuberculosis en
el hospedero esta disminuida. Se administra normalmente en recién nacidos, en
areas donde se considera endémica la tuberculosis y principalmente protege de

contraer tuberculosis extrapulmonar(5,7).

2.1.5 Mycobacterium africanum

Descrita por primera vez en 1968 en Senegal, esta especie de
micobacteria provoca tuberculosis en humanos en las regiones tropicales de
Africa, donde se tiene reportado que es responsable hasta de la mitad de los
casos de tuberculosis, se cree esto debido a una adaptacién entre el patégeno y
su hospedero. Sus caracteristicas fisioldgicas y las reacciones observadas en
diferentes pruebas bioquimicas posicionan a esta especie evolutivamente entre
M. tuberculosis y M. bovis. Esta desviacidbn genética se ha confirmado por
distintos patrones observados en diferentes pruebas de genotipado que seran
descritas mas adelante. De esta especie se han descrito dos subtipos, | y Il. El
subtipo 1l se ha clasificado como una cepa de M. tuberculosis, mientras que el
subtipo | es mas heterogéneo y se reconoce como una rama evolutiva separada
dentro del complejo. Este subtipo fue dividido aiin més en Africa Occidental 1 y II,

de acuerdo a su prevalencia en dos zonas geograficamente distintas(5,7).
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2.1.6 Mycobacterium microti

Se aislo6 por primera vez en ratones de campo y musarafas, por lo que se
considera principalmente un patégeno de roedores. Se ha encontrado también
en gatos, puercos, camellos, entre otros. Esta especie causa tuberculosis en
especies pequefias de roedores y lagomorfos. Mas alarmante es que se tiene
reportada esta tuberculosis en humanos inmunocompetentes, asi como
inmunosuprimidos. Se le han encontrado aplicaciones como vacuna en ganado,

protegiendo también de M. bovis(5,7).

2.1.7 Mycobacterium canettii

Descrito por primera vez en Africa por el microbidlogo francés Georges
Canetti de quien procede su nombre. En cultivo se diferencia mucho del resto de
los miembros del complejo M. tuberculosis, esta especie presenta colonias lisas
y lustrosas. De acuerdo a diversos analisis genotipicos se ha determinado que
es una de las especies que mas han divergido evolutivamente y dependiendo de
la fuente, se dice que pudo haberse distanciado evolutivamente de M.
tubercuslosis(7), o haber sido la especie que origin6 a todo el complejo M.
tuberculosis(5). Se le ha encontrado causando linfadenitis y tuberculosis
generalizada en individuos inmunocomprometidos. Y pareceria ser un agente

etiolégico emergente en el cuerno de Africa (5,7).

2.1.8 Mycobaterium pinnipedii
Es una especie recientemente descubierta que parece tener una

preferencia por infectar pinnipedos, se aisl6 por primera vez en focas. Para tener
presencia ubicua, principalmente en el hemisferio sur, ya que se tienen
reportados aislamientos en Australia, Sudameérica y Gran Bretafia. Aunque tiene
cierta predileccién por los mamiferos marinos, se ha encontrado en mamiferos

terrestres, con aislamientos en animales como el tapir, conejos y ganado. Su
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infeccion se manifiesta como lesiones granulomatosas en los nddulos linfaticos,

aparato respiratorio y bazo(5,7).

2.1.9 Mycobacterium caprae

Conocido inicialmente como M. bovis subespecie caprae, se le atribuyen
alrededor del 31% de las infecciones tuberculosas en humanos atribuidas a M.
bovis. Es susceptible a pirazinamida, caracteristica por la que puede ser
identificado fenotipicamente. Las diferentes cepas de esta especie han sido
encontradas en su mayoria en paises europeos, principalmente en Espafia. Se
diferencia de otras especies del complejo en diversos polimorfismos en diversos
genes comunes. Se ha aislado en diferentes especies de capridos, asi como
animales en zooldgicos y granjas(5,7). Por esta caracteristica de encontrarse
también en ganado, esta bacteria no es solo de interés medico sino también

veterinario y en especifico para la industria ganadera.

2.1.10 Antecedentes historicos

De acuerdo a Moreno Altamirano, <<Se conoce como enfermedad
transmisible a aquella causada por un agente infeccioso especifico>>(9). Como
ya se menciono, la tuberculosis es causada por una diversidad de bacterias
relacionadas genética y fenotipicamente. Se cree que la tuberculosis ha
acompafiado al hombre desde tiempos prehistéricos. Se creia que se origind con
el desarrollo de la agricultura hace unos 9000 afios; de acuerdo a esta creencia,
la tuberculosis habria estado con la humanidad desde que esta empezé a emigrar
de Africa hacia partes de Asia y Europa(10). Los datos histéricos méas antiguos
gue hablan sobre enfermedades transmisibles como la tuberculosis datan del afio
400 a. C., aungque sus manifestaciones clinicas y la manera en que se transmite
se conocen desde el afio 1000 a. C., durante la era hipocrética se le conocio

como tisis. Mientras que alrededor del afio 20 d. C. se le conocia como
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tuberculum al ndédulo pulmonar caracteristico de esta enfermedad(9). El
conocimiento que se tenia sobre esta enfermedad en el siglo XIX era virtualmente
el mismo que en la época antigua, mientras los doctores recetaban el consumo
de comida nutritiva y reposo a los pacientes infectados. No fue hasta el afio de
1882 cuando el célebre microbidlogo aleméan llamado Robert Koch, conocido por
su trabajo con el carbunco y la identificacion de Bacillus anthracis, que lo llevo a
enunciar sus famosos postulados. Este cientifico asocié un microorganismo a
esta enfermedad, que se comenz0 a tener avances cientificos en su tratamiento
(11).

A partir del descubrimiento del agente etiolégico, se continud investigando
por esta linea arribando al desarrollo de la tuberculina en 1890, que se utiliza en
forma de derivado proteico purificado o PPD como prueba de tamizaje. Otro
importante desarrollo durante esta época, especificamente en el afio 1908, fue la
vacuna del Bacillus Calmette-Guérin (BCG), del cual ya se habl6 en la seccion
anterior. Durante este mismo periodo de tiempo, en 1943, se comenzaron a
emplear antifimicos, los cuales son antibiéticos especificos para el tratamiento de
la tuberculosis(11).

Con estos avances, la humanidad comenzé a hacer frente a una
enfermedad que la acosaba y que estuvo presente desde sus origenes, debido a
la disminucion en tasas de mortalidad durante el siglo siguiente a esta época de
descubrimientos cientificos, se comenzd a perder interés por seguir investigando
sobre ella. No fue hasta la década de los noventa del siglo XX cuando se desat6
la pandemia del SIDA (Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida) y las
coinfecciones con tuberculosis resistente en pacientes VIH (Virus de la
Inmunodeficiencia Humana) positivos que se recuperé el interés en la
investigacion de la tuberculosis(11). Aungue al principio se tenia la creencia que
el M. tuberculosis se originé a partir de M. bovis, estudios mas recientes ligan

estas dos especies a un ancestro comun, lo que implica que el ganado
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originalmente pudo haber sido contagiado por la especie que infecta a los
humanos y haber evolucionado a partir de alli, o se trata de una evolucion en
paralelo desde un ancestro comun. Este ancestro pudo haber evolucionado de
otras especies del complejo Mycobacterium, posiblemente en la parte central del

continente africano (10).

Esta teoria se sustenta aun mas con el hecho de que las bacterias dentro
del complejo M. tuberculosis, presentan muy poca recombinacién genética, o
intercambio de informacion cromosomal entre sus distintas cepas, por lo tanto, el
ancestro comun mas reciente deberia tener un cromosoma mas grande que M.
tuberculosis, debido a que es un organismo clonal, es decir, su progenie tiene la
misma informacion genética, este no puede reparar deleciones en su genoma por

recombinacién de ADN (&cido desoxirribonucleico)(8).

2.1.11 Mecanismo de transmision y patogénesis de la Tuberculosis

El agente etiologico de la tuberculosis, se puede transmitir entre diferentes
hospederos, siendo la mas habitual para M. tuberculosis la transmision entre
humanos, pero como ya mencionamos no solamente esta bacteria forma parte
del complejo que puede provocar la tuberculosis en humanos, entonces también
animales de diferentes especies pueden transmitir diferentes especies de
micobaterias a seres humanos. Esta bacteria se puede transmitir de manera
directa o indirecta, por medio de aerosoles emitidos por el hospedero infectado,
estos aerosoles se encuentran cargados de la bacteria tuberculosa y pueden
permanecer suspendidos en el ambiente, al ser inhalados por un hospedero sano
son depositados en los alveolos pulmonares distales(12). M. tuberculosis se
puede considerar una bacteria intracelular facultativa, ya que puede vivir en forma
independiente, por ejemplo en diferentes medios de cultivo, pero puede y prefiere
infectar células del organismo hospedero, teniendo preferencia por los

macrofagos residentes de los alveolos pulmonares(12).
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Como ocurre en la mayoria de las infecciones primero se observa una
respuesta del sistema inmune innato, que involucra el reclutamiento de glébulos
blancos al sitio de infeccidn. La respuesta adaptiva ocurre cuando se ponen en
contacto células dendriticas con los antigenos bacterianos en los ndédulos
linfaticos locales. Esto lleva a la activacion de linfocitos T efectores ingenuos, los
cuales una vez activados desempefiaran sus funciones en el sitio de infeccién
original. Estas células son las responsables de estimular a otros glébulos blancos

a ensamblar y formar parte del granuloma.

Este granuloma es una estructura altamente organiza y estratificada,
compuesta de globulos blancos y fibroblastos. Una vez que los macrofagos son
infectados estos comienzan a producir quimosinas y FNT-a, este proceso
comienza a estimular la migracién y reclutamiento de neutrdfilos, linfocitos NK,
linfocitos T CD4* y CD8*. Estas células amplificaran la respuesta inflamatoria
local. Llevando a una respuesta celular especifica que se liga a la produccion de
interferon gamma, que culmina con la formacion del granuloma estable, este
granuloma formara una especie de “prision” donde sera contenida la bacteria
tuberculosa (10,12).

En la mayoria de los hospederos, mientras estos se mantengan
inmunocompetentes estos granulomas permaneceran integros y la persona
presentara una infeccion latente o subclinica, mientras un individuo tenga esta
forma de la infeccion no sera contagioso a otras personas ya que las baterias se
encuentran en el granuloma y no son expulsadas en aerosoles, que como ya

mencionamos es necesario para la transmision(10,12).
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Figura 2. Patogénesis de Mycobacterium tuberculosis.

La infeccion se inicia por la inhalacion de aerosoles que contienen a la
bacteria. Los estadios iniciales de la infeccion se caracterizan por la respuesta de
la inmunidad innata involucrada en el reclutamiento de células inflamatorias al
pulmon. Seguido de la diseminacion de bacterias a los nédulos linfaticos que se
encuentran drenando, la presentacion de antigenos bacterianos por células
dendriticas lleva al cebado de células T y lleva a una expansion en células T
antigeno especificas las cuales son reclutadas al pulmon. El reclutamiento de
células T, B y macrofagos activados lleva a la creacién de granulomas los cuales
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pueden contener Mycobacterium tuberculosis. La mayoria de los individuos
infectados permaneceran en el estadio de la infeccién latente, en la cual no se
observan sintomas clinicos. Un porcentaje pequefio de estas personas
progresaran a desarrollar la forma activa de la enfermedad, lo cual lleva a la
liberacion de M. tuberculosis de los granulomas que se erosionado en las vias
aéreas. Cuando el individuo con infeccién activa tose liberard aerosoles que

pueden transmitir la enfermedad. Tomada de Nunes-Alvez y colaboradores (12).

2.1.12 Epidemiologia de la Tuberculosis

A nivel mundial el organismo encargado del monitoreo en materia de salud
es la Organizacion Mundial de la Salud (OMS por sus siglas). Este organismo
tiene la funcion de recopilar informacion en materia de salud de los diferentes
institutos y dependencias gubernamentales de cada pais, asi como brindar ayuda
en caso de emergencias en materia de salud. Cada afio este organismo saca un

reporte del estado epidemiolégico de la tuberculosis a nivel mundial.

El reporte de 2015 nos dice que la tuberculosis sigue siendo una de las
enfermedades transmisibles que causa un problema de salud a nivel global. De
acuerdo a sus cifras de 2014, un total de 9.6 millones de personas adquirieron
tuberculosis (5.4 millones de hombres, 3.2 millones de mujeres, y 1 millon de
nifios), mientras que un millon y medio de personas murieron de esta
enfermedad, de los cuales cuatrocientos mil eran VIH positivos. Estos datos, en
la opinidn de la OMS, siguen siendo inaceptables puesto que la mayoria de las
muertes atribuidas a esta enfermedad pueden ser prevenidas con el diagndstico
y el tratamiento adecuado. La tuberculosis es una enfermedad ubicua, y los datos

gue integran este reporte provienen de 202 paises(1).

Globalmente se estima que el 3.5% de los casos incidentes y el 20.5% de
los casos de reincidentes se debe a infeccién con una cepa multidrogorresistente,

esto se estima en que se tuvieron cuatrocientos ochenta mil casos de tuberculosis
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multirresistente para el afio 2013. Del total de pacientes anteriores se estima que
el 9% se encuentran infectados con una cepa drogoresistente(13).

Debido a estas cifras, la OMS considera que la confirmacién con el
laboratorio clinico es la clave para asegurar que los individuos que presentan
signos y sintomas de tuberculosis puedan ser diagnosticados de manera correcta
y, por lo tanto, su tratamiento sea el 6ptimo para intentar minimizar los casos
reincidentes y las fallas terapéuticas por estar infectado con cepas resistentes a
los antifimicos de primera linea(13). Otro punto epidemiolégicamente relevante
ya mencionado es el caso de las infecciones concomitantes de VIH y TB,
mientras que a nivel mundial ya se describid la prevalencia de estos casos, a
nivel local desconocemos las cifras; pero se tienen identificadas zonas donde
este tipo de pacientes se congregan. De acuerdo al reporte de la OMS el primer
paso para reducir la carga de TB asociada a VIH es realizando pruebas de
tamizaje para identificar dentro de los pacientes con TB, los que pudieran estar

infectados con VIH.

Afadido a esto, la OMS recomienda que los pacientes que resulten
positivos procedan a recibir terapia antiretrovial y, mientras que en el 2013 el 70%
de los pacientes recibié este tratamiento, para el 2015 se espera que sea el
100%. (13) Se mejor0 esta cifra para el reporte de 2015 a 77% aunque no se
alcanzé el 100% esperado(l). En nuestro pais, de acuerdo al Perfil
Epidemiolégico de la Tuberculosis en México, el reporte publicado en 2012 nos
dice en su introduccién que <<se registra un avance significativo al haber logrado
disminuir la mortalidad en 72.6 por ciento con relaciéon a la tasa registrada en
1990 y reducir la incidencia en 33.2 por ciento con respecto a la mas alta
registrada en 1997, asi como haber alcanzado 85.3 por ciento de éxito de
tratamiento...>>(2), esto Ultimo se menciona para dar un sentido retrospectivo al

analisis epidemiologico de estado en que se encuentra México.
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2.1.13 Diagnéstico clasico de la tuberculosis

La organizacion Panamericana de la Salud, oficina regional de la
Organizacion Mundial de la Salud, publica un manual en dos partes, para el
diagnéstico bacteriolégico de la tuberculosis (14,15). Estos manuales dictan la
pauta para el diagnostico clasico de la tuberculosis. La primera parte nos habla
sobre las normas y la guia técnica para realizar la baciloscopia, la segunda parte
con las mismas caracteristicas, pero para realizar el cultivo de M. tuberculosis.

Estos métodos son el estandar de oro para el diagnéstico de tuberculosis(16).

En estos manuales se encuentran estandarizados los procesos para
realizar ambas partes del diagnostico de tuberculosis, asi como, los
procedimientos y formulas para las distintas soluciones y medios de cultivo
utilizados para identificar y cultivar a nuestra bacteria. El diagndstico de la
tuberculosis sea pulmonar o extrapulmonar se puede realizar con los dos
métodos mencionados anteriormente, la baciloscopia resulta econémicay de facil
acceso sobre todo en localidades con dificultades econémicas y dependera de la
habilidad que el analista tenga para leer e interpretar la muestra tefiida. Mientras
que el cultivo en medios liquidos o base de huevo resulta mas complejo debido
al procedimiento que se debe seguir para preparar el medio de cultivo y

mantenerlo en las condiciones adecuadas durante el periodo de incubacion.

A esto le sumamos el potencial que tiene este procedimiento de
contaminar el area de laboratorio, por lo que requiere un area especial dentro del
laboratorio para realizar los cultivos de Mycobacterium tuberculosis y nos aleja
un poco de la posibilidad de realizarlo en lugar con poco acceso a recursos. Aun
asi este cultivo se considera el estandar de oro para el diagnostico de la
tuberculosis en paciente (14,15).Tradicionalmente el cultivo se realiza en un
medio a base de huevo de gallina, verde de malaquita y distintas sales, conocido

comunmente como medio Loweinstein-Jensen, este medio de color verde es el
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indicado para observar la morfologia colonial de nuestra bacteria tuberculosa, ya

gue se ven como colonias secas arenosas de color amarillo.

Pero también existen medios de cultivo liquido que se pueden utilizar para
diagnosticar tuberculosis. Estos se basan en la turbidez del medio de cultivo con
el crecimiento de la bacteria, uno de estos es el caldo Middlebrook 7H9 uno de
los utilizado mas comunmente(15). Se han hecho modificaciones a estas técnicas
clasicas, buscando detectar el crecimiento mas rapidamente, acortando el tiempo
de diagnéstico, uno de estos el medio fabricado por la compafiia BBL conocido
como medio MGIT consiste en tubos con medio de cultivo Middlebrook 7H9 y
peptona, suplementado con acido oleico, albumina bovina, dextrosa, catalasa y
estearato de polioxietileno(17). Este tubo tiene en un su base silicén con cloruro
pentahidratado de Tris-4,7-difenil-1,10-fenantrolina rutenio, este compuesto en
contacto con el oxigeno no emite fluorescencia, pero una vez que el oxigeno va
siendo utilizado por el microorganismo en crecimiento el compuesto comienza a
emitir fluorescencia cuando se expone a radiacién de un transiluminador a una

longitud de onda de 365 nm o una lampara de Woods(17).

2.1.14 Diagnostico molecular de la tuberculosis

Como ya lo escribimos en la seccion anterior, aunque el cultivo en medios
de huevo o liquidos se considera el estandar de oro para la deteccion y
diagnéstico de M. tuberculosis de muestras clinicas, inclusive aquellas que nos
dan una baciloscopia negativa, este método diagnostico puede tomar de dos
semanas a meses en darnos resultados. Gracias a los avances en las Ultimas
décadas en el desarrollo de tecnologias basadas en los principios y procesos de
la biologia molecular es que se han podido ir desarrollando métodos diagndésticos
mas rapidos, sensibles y especificos para una detecciéon mas temprana del bacilo

tuberculoso.
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La primera de estas tecnologias que revisaremos sera la PCR o reaccion
en cadena de la polimerasa que es de utilidad cuando conocemos la secuencia
del genoma y podemos disefiar sondas dirigidas a secuencias especificas en el
material genético bacteriano que solo se encuentre presente en el género o
especie de interés, en el caso de Mycobacterium tuberculosis se pueden disefiar
sondas para la secuencia de insercion 6110 (1IS6110), y genes diversos como
devR, mtp40, rpo B, asi como el gen que codifica para el ARNr 16s. Se tiene
reportado que algunas cepas en el sureste de Asia no presentan la secuencia de
insercién 6110, aunque en promedio las demas cepas, se estima tienen de 10 a
16 copias de esta secuencia en el genoma bacteriano, esto debido a que es un
elemento genético mdévil. Para estas cepas se tiene reportado el rpoB como

blanco alterno (16).

2.1.15 Tratamiento de la tuberculosis y farmacoresistencia

Habitualmente los tratamientos para las infecciones bacterianas
provocadas por bacterias que no son resistentes al tratamiento con antibioticos
duran en promedio de una a dos semanas en paciente ambulatorios y son
tratamientos con un solo farmaco antibiético. Desde la década de los afios 90 el
régimen de tratamiento para la tuberculosis pulmonar se ha mantenido igual.
Utilizando farmacos llamados de primera linea en régimen de tratamiento que
dura alrededor de seis meses, los primeros dos meses del tratamiento al paciente
se le administra isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol. Los cuatro
meses restantes al paciente se le quita la pirazinamida del régimen. Este
esquema es el idoneo y da bueno resultados mientras sea un paciente que se
adhiere a su tratamiento y asumiendo que el microorganismo infectandolo es

susceptible a los farmacos administrados (18,19).

37

—~—
'



Tabla Il. Grupo de farmacos antifimicos.

i . i i Rifampicina, Rifabutina, Isoniazida, Etambutol y
Grupo 1: Farmacos de primera linea via p.o. o ]
Pirazinamida.

) Estreptomicina, Kanamicina, Amikacina y
Grupo 2: Agentes inyectables. o
Capreomicina.

Grupo 3: Flouroquinolonas. Levofloxacino, Moxifloxacino, y Ofloxacino.

i i i Acido paraaminosalicilico, cicloserina, terizidona y
Grupo 4: Farmacos de segunda linea via p.o. . ]
protionamida.

Representacién de los diferentes grupos de farmacos utilizados como antifimicos,
tomada de Monedero y colaboradores (20).

Se sabe que las bacterias por diversos mecanismos desarrollan
resistencia a los agentes antimicrobianos que se utilizan en el tratamiento de las
infecciones que provocan y Mycobacterium tuberculosis no es la excepcion. Esto
comenzd con la aparicion de los medicamentos antifimicos que son los
antibioticos con efecto sobre la bacteria que provoca la tuberculosis, primero se
identifico resistencia contra estreptomicina y el acido paraaminosalicico, con la
introduccion de la isoniazida se comenz0 a observar resistencia a este farmaco
asociada a resistencia a los primeros dos farmacos mencionados (20). En el afio
1963 se introduce un nuevo farmaco en la guerra contra la tuberculosis la
rifampicina, y no fue la excepcién a este fenbmeno del desarrollo de resistencia
y con el uso de este farmaco en la terapia de paciente. Al igual que como fue
mencionado en el parrado anterior se comenzaron a identificar cepas de M.
tuberculosis resistentes a ambos medicamentos y se designaron como cepas
multidrogorresistentes (MDR-TB). Actualmente esta designacién se usa para
cepas que son resistentes a por lo menos a estos dos farmacos pero pudiendo

ser resistentes a mas de estos dos (4,19-22).
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Anadiendo a la existencia de las cepas de M. tuberculosis
multridrogorresistentes, si una cepa bacteriana exhibe resistencia a cuatro tipos
de antibidticos diferentes, aqui incluido ya rifampicina e isonizaida que componen
a la MDR-TB mas flouroquinolonas y por lo menos un farmaco del grupo 4.
Recibe la designacién de extensivamente drogorresistente o XDR.(20,23) En el
afo 2003 se observd por primera vez en dos pacientes una cepa de tuberculosis
resistente a todos los farmacos de primera y segunda linea, en ambos casos los
pacientes murieron. Se probo6 la sensibilidad a los farmacos in vitro y la aplicacién
de estos farmacos en el régimen farmacologico llevo a fallo terapéutico, esta
nueva forma de tuberculosis resistente a los farmacos utilizados habitualmente
recibio la designacion de tuberculosis totalmente drogorresistente (TDR-TB).
(24,25). La existencia de la MDR-TB, XDR-TB y TDR-TB, lleva a la busqueda de
agentes farmacoldgicos que puedan ser utilizados en el tratamiento de esta
enfermedad y donde creemos que es de importancia utilizar una forma
farmacoldgica novedosa para determinar su efectividad ante este agente
infeccioso y su potencial uso para combatir las infecciones provocadas por esta

bacteria.

2.1.16 Medidas de bioseguridad en la manipulacion de las cepas de
Mycobacterium tuberculosis y material genético extraido

De acuerdo a la descripcion del manual de bioseguridad emitido por la
OMS en su tercera edicion, Mycobacterium tuberculosis entraria en la descripcion
del grupo de riesgo 3, alto riesgo al individuo bajo riesgo a la comunidad, ya que
es un patdgeno que puede causar una enfermedad seria en el individuo pero no
se transmite entre individuos tan facilmente debido a las caracteristicas de su
proceso infectivo y existe un tratamiento efectivo y medidas preventivas para él
manejo que se les dio a las cepas de Mycobacterium tuberculosis, incluyendo el

mantenimiento de cepas y la extraccion de material genético que incluye el uso
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de un aparato para vortex y el potencial para generar aerosoles potencialmente
infecciosos de estos procedimientos se necesitan las caracteristicas de un
laboratorio de bioseguridad nivel 3. Que incluyen buenas practicas de
microbiologia, uso de equipo de proteccion personal, acceso controlado y el uso
de una campana de flujo laminar para todas las actividades realizadas. Y aunque
el manual establece que el grupo de riesgo no es necesariamente igual al nivel
de seguridad en el laboratorio en el caso de Mycobacterium tuberculosis si

concuerdan (26).

Como equipo de proteccion personal para el patbgeno manejado se utilizo
un traje entero con gorro cerrado con cierre por la parte delantera, lentes de
proteccién, guantes en todo momento que se esté dentro del area donde se
maneja TB y mascara cubre bocas N95 que cumple con los estandares del
Centro para Control de Enfermedades (CDC por sus siglas en ingles) de los
Estados Unidos de América. Para la desinfeccion de las areas de trabajo
incluyendo la parte interna de la campana de flujo laminar se utilizan soluciones
acuosas de alcohol al 70%, el producto comercial “Lysol” segun las indicaciones
del fabricante y en el caso de la campana de flujo laminar se deja prendida su

lampara de luz ultravioleta (27).

De acuerdo a las actividades realizadas dentro del laboratorio el manual
de la OMS para laboratorios de tuberculosis, nuestro laboratorio estaria dentro
del grupo de alto riesgo. Ya que se manejan cultivos de M. tuberculosis y se
manipulan para ensayos de resistencia y susceptibilidad a antimicrobianos, asi
como, para ensayos moleculares. Se siguen los lineamientos de esta guia ya que
todo cultivo de TB y los ensayos moleculares previos al manejo del material
genético extraido se hacen dentro de una campana de flujo laminar. Se hace
notar que el material genético extraido ya por si solo no es infeccioso(27).
Nuestro laboratorio cuenta con las puertas dobles para la entrada al area de

manejo de tuberculosis creando una antesala donde le personal puede ponerse
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el material de proteccion personal previo al ingreso y posible contacto con el
agente patdgeno. En cuanto a la campana de flujo laminar en el area se cuenta
con una campana de clase Il tipo B lo que la hace ideal para este tipo de

aplicacion (27).

2.1.17 Nanociencia y Nanotecnologia

El término “nanotecnologia” fue usado por primera vez en 1974 por Norio
Taniguchi, quien sefiala asi la capacidad de manejar materiales a nivel
manomeétrico. El rango de tamafio de mayor interés para la nanociencia y las
nanotecnologias es de 100 nm o menos debido a que los materiales pueden
realzar sus propiedades o adquirir otras formas diferentes. El ser humano ha
usado las nanotecnologias durante siglos, por ejemplo, hanoparticulas de plata
Dependiendo de su tamafio, las nanoparticulas pueden parecer rojas, azules o
doradas(28). La Nanotecnologia es el disefio, caracterizacién y aplicacion de
estructuras, dispositivos y sistemas complejos mediante el control de la forma, el
tamafio y las propiedades de la materia a escala manométrica(28). Las
aplicaciones de la nanotecnologia van en aumento en distintos campos como la
ingenieria, quimica, mecanica, electronica, médica, etc., favorecen todas las
actividades humanas. Una de ellas es la salud, que se presenta como un

mercado potencial(29).

2.1.18 Antecedentes histéricos de las nanoparticulas de plata

De acuerdo a la revision en la literatura, aun antes de conocerse la
existencia de las bacterias, virus y demas microorganismos, y su papel como
agentes etiolégicos de enfermedades, la plata se utilizaba como agente
desinfectante y para el almacenamiento de agua(30). Alejandro Magno en el afio
335 a.C. utilizaba instrumentos de plata para almacenar y en las tomas de agua

cuando sus ejércitos estaban en expediciones y conquistas. Asi como Alejandro
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Magno las civilizaciones del mediterraneo y Asia, también utilizaban
contenedores de plata para evitar la putrefaccion de liquidos, ademas del uso de

hojas de plata para prevenir infecciones en heridas (30).

Las nanoparticulas han existido por siglos, algunos ejemplos son las
particulas de humo. En algunas civilizaciones antiguas ya se utilizaban por sus
propiedades 6pticas y medicinales. Las nanoparticulas metalicas en particular se
pueden citar en la cultura egipcia, la cual empleaba las nanoparticulas de oro
como coloides medicinales para conservar la juventud y mantener la salud. La
civilizacion china, ademas de emplearlas con fines curativos las utilizaba como
colorantes inorganicos en porcelana. Un caso de gran interés es el vaso de
Lycurgs, creado por los romanos en el siglo IV d.C. tiene una caracteristica
interesante, su color es verde si la luz es reflejada y cambia a rojo si la luz es
transmitida a través de él. El andlisis de este vaso muestra que esta compuesto
de una matriz de vidrio que contiene una pequefia cantidad de nanopatrticulas de

oro y plata las cuales son responsables de éste fenbmeno.

Aun cuando se tenian antecedentes del uso de nanoparticulas, no fue sino
hasta 1857 cuando se realiza un estudio sistematico de la sintesis y propiedades
de coloides de oro. Y desde esa época hasta la fecha se han logrado grandes
avances en el conocimiento de las nanoparticulas y se han desarrollado métodos
para su sintesis con la finalidad de poder disefiar la forma, tamafio, cubierta,
composicién, entre otras propiedades y con esto controlar su comportamiento. La
modificacién del tamafio de los materiales en nanoparticulas les confiere un
cambio de propiedades segun se reduce el tamafio, es decir algunos incrementan
su actividad eléctrica y calorica, mejorandola; otros incrementan su resistencia y
también pueden presentar diferentes propiedades magnéticas e incluso pueden

cambiar de color y reflejo de la luz cuando se modifica su tamaiio.

Ademas presentan una mayor superficie en relacion a su masa, propiedad

gue les confiere una mayor capacidad de interaccién con otros materiales y una
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mayor reactividad (31). La teoria del germen, gracias a grandes cientificos como
John Snow, Louis Pasteur, Robert Koch y sus postulados, se demostré esta
teoria postuld que eran microorganismos los responsables de algunas
enfermedades, Karl Crede, obstetra aleman encontré que al aplicar diluciones
de nitrato de plata en forma ocular disminuia la incidencia de infecciones
oftdlmicas en neonatos de 10.8% a 2%. Debido a esto la aplicacion de esta
solucion de plata se volvio obligatorio a nivel mundial desde Estados Unidos de
América, como Europa incluyendo México. También William Halstead,
contemporaneo de Karl Creed en el afio 1889, que fue el primer jefe de cirugia
del hospital John Hopkins utilizo hilo de plata para suturar hernias, esto debido a
gue encontrd que era util para controlar infecciones postoperacion(30). La plata
tiene muchas formas farmacéuticas diferentes en las que puede ser aplicada con
el mismo fin terapéutico, especialmente ha sido utilizado para el tratamiento de

guemaduras.

Moyer y colaboradores en 1965 fueron de los primeros en promover el uso
tépico de preparaciones de nitrato de plata al 0.5% en quemaduras. Una de sus
principales aportaciones fue que en los primeros 7 meses posteriores al uso de
esta solucién de plata no se encontrd resistencia nueva en 1300 cultivos de
heridas(30). Del afio 1980 en adelante, se comenzaron a desarrollar telas y

tejidos a base de plata para apositos a utilizarse en heridas y quemaduras.

En este tiempo se comenzod a investigar las propiedades antimicrobianas
del nylon cubierto de plata, y se demostré su efectividad contra Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida albicans. Ya para el siglo XXI, el
uso de la plata en medicina ha visto sus horizontes extendidos mas alla de las
guemaduras y heridas, se ha comenzado a utilizar en cateres, tubos
endotraqueales y sondas recubiertas con plata para evitar infecciones
nosocomiales, ya que en los catéteres se ha encontrado una disminucion hasta

5 veces menor comparados con los de uso habitual(30).
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2.1.19 Nanoparticulas

Gracias al gran desarrollo cientifico que se vio en el siglo pasado y que ha
continuado hasta nuestros dias, se han podido desarrollar nuevas técnicas de
fabricacion y manufactura, y por lo tanto se han descubierto e ingeniado nuevas
aplicaciones que se le pueden dar a materiales ya conocidos desde tiempos
inmemorables. Por ejemplo, la plata se utilizaba desde el afio 1000 a.C. para
potabilizar el agua y el nitrato de plata en forma sélida ya era utilizado para tratar
diversas afecciones. Se tienen datos de que en el siglo XIX se utilizaba la plata

para remover el tejido de granulacion y estimular cicatrizacién del tejido(32).

Producto de este avance tecnologico es el desarrollo de una nueva
disciplina cientifica conocida como Nanotecnologia, que se ocupa de estudiar lo
gue se encuentra a escala nano, es decir, en una escala de 1x10°m, para poner
esto en contexto un nandémetro seria lo mismo que dividir un metro en mil millones
de segmentos iguales. Por lo tanto, cuando hablamos de nanoparticulas nos
referimos a entidades que tienen un tamafio en este orden dimensional, se
pueden encontrar muchas definiciones de lo que es una nanoparticula
dependiendo del autor consultado, la mayoria coinciden en que para clasificar
una particula como nanoparticula una de sus dimensiones tiene que ser menor a
100 nandémetros, si bien en lo que varian puede ser en el nUmero de dimensiones
gue tienen que oscilar entre 1 y 100 nandémetros para ser clasificadas como tal,
pudiendo ser una dimension (32-34), o tres(35), las que se encuentren en este
intervalo de tamario. Sin tomar en cuenta la variedad de compuestos y elementos
de los cuales pueden estar elaboradas las particulas y debido a la gran diversidad
en (dimensiones y formas de fabricar cada una se debe caracterizar o tomar en
cuenta como una entidad diferente, para su andlisis y caracterizacion
fisicoquimica, ya que potencialmente pudiera alterar sus propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas. Con los cambios en tu tamafio y

composicién (35,36).
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Varias formas quimicas de plata (sulfadiazina argéntica, nitrato de plata,
acetato de plata y otras sales) fueron utilizadas en el tratamiento de
enfermedades mentales, epilepsia, adiccion a la nicotina, gastroenteritis y
enfermedades venéreas como la gonorrea y sifilis(37). La mayoria de los
métodos de sintesis quimica de nanoparticulas de plata se basan en reacciones
de reduccion de sales metalicas de plata(38).

NUCLEACION CRECIMIENTO

AgNO agente reductor | ‘ ( |
3 disolvente : AA

atomos de plata libres nanoparticu as de plata

Figura 3. Produccion de nanoparticulas de plata.

Se presenta el mecanismo de formacién para la produccion de
nanoparticulas de plata a partir de la reduccion quimica de la disolucion de la sal

AgNO3. Tomada de Gomez y colaboradores (39).

2.1.20 Mecanismos de accion antibacteriana de las NPs-Ag

La plata ha sido utilizada desde la antigiiedad, principalmente para la
desinfeccién del agua. A partir del siglo XVII se describe como producto medicinal
y a finales del siglo XIX se introduce la solucion de nitrato de plata para uso en
gotas oculares en el recién nacido. En la década de los 20’s la Food and Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos aprueba soluciones de plata idnica
como agentes antibacterianos. Las nanopatrticulas de plata se pueden adherir a
la membrana celular, alterando la permeabilidad celular y funciones respiratorias

de la célula, no solo interacttan con la superficie de la membrana, si no que
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penetran al interior de la bacteria. El efecto bactericida de las NPs-Ag puede ser
un sinergismo de los siguientes mecanismos: 1) el material estabilizante y las
NPs-Ag desestabilizan la membrana bacteriana y alteran su permeabilidad,
provocando un dafio irreversible. 2) Las NPs-Ag se internalizan en la bacteria con
facilidad debido a su tamafio diminuto. 3) Las NPs-Ag en su trayecto van
liberando iones de plata que funcionan como un reservorio del agente bactericida
alterando el citoplasma. 4) Los iones de plata enlazan con grupos sulfhidrilos de
biomoleculas y con compuestos fosforosulfurados como el ADN inactivando a la

bacteria. Estos mecanismos pueden darse simultaneamente (39).

® Membrana celular ég g ¥ & n

-
NP

Figura 4. Mecanismos de accién antibacteriana de las nanoparticulas de plata.
Tomada de Elechiguerra y colaboradores (40).

En el 2005, Morones y colaboradores demostraron el efecto bactericida de
las NPs-Ag (1 y 10 nm) sobre Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Vibrio
cholerae y Salmonella typhi(19). En ese mismo afo, Elechiguerra y
colaboradores evaluaron el efecto de las NPs-Ag contra el virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y demostraron su interaccion con el
virus posiblemente por interaccion con los residuos de sulfuro de las
glicoproteinas presentes en la envoltura viral, lo que impide su unién con la célula
huésped (40).
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En el afio 2010 Lara y colaboradores investigaron el posible mecanismo
de accion de las NPs-Ag en contra del VIH-1, y sus resultados fueron similares a
los obtenidos por Elechiguerra y ademas concluyeron que debido a que las
nanoparticulas actian en contra del virus en una etapa temprana del ciclo de
replicacion podrian evitar el desarrollo de resistencia del virus(40). El efecto
bactericida de las NPs-Ag ha sido demostrado en diversos microorganismos
como Pseudomona aeruginosa, Staphylococus aureus, Escherichia coli,
Salmonella typhi y Vibrio colerae observando una inhibicién en la reproduccion
bacteriana penetracion de las nanoparticulas al nucleo y donde destruyen el
ADN(41).

En el 2009 Asha Rani y colaboradores expusieron fibroblastos de pulmon
humano y células de gioblastoma de origen humano a NPs-Ag, y observaron
endocitosis de las nanoparticulas y su presencia dentro de los nudcleos y
citoplasma de ambos tipos celulares en los cuales se observo inestabilidad
cromosomica y mitética, sin embargo las células de pulmén se recuperaron
mientras que las células de glioblastoma cesaron su proliferacion. Por lo anterior
sugirieron que las células cancerosas podian ser susceptibles al dafio por el
estrés producido por las NPs-Ag(28). En el 2009 Ruden S. y colaboradores
expusieron cultivos de diversos microorganismos a combinaciones de
antimicrobianos con NPs-Ag y observaron efectos sinérgicos en la actividad
antimicrobiana, en algunos casos la combinacion mejoré la actividad intrinseca
del antimicrobiano y en otros mejor6 la permeabilidad hacia la membrana del

microorganismo(42).

En un estudio realizado en el 2009 por Sheikpranbabu y colaboradores en
células epiteliales de retina porcina expuestas a NPs-Ag, se demostré la
inhibicion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de la interleucina
1-beta que inducen la permeabilidad por la activacion de la via de cinasas. Por lo

anterior sugieren su potencial terapéutico para enfermedades oculares como la
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retinopatia diabética(43). Colleen M y colaboradores evaluaron el efecto de las
NPs-Ag en contra de Pseudomona aeruginosa y la toxicidad en células de
epiteliales de cornea, los resultados mostraron que las nanoparticulas tuvieron
actividad antimicrobiana y que pueden ser una estrategia para evitar la
colonizacion de bacterias que puede ocurrir con el uso prolongado de lentes de
contacto (44).

2.1.21 Aplicaciones y uso de las nanoparticulas

Aungue las particulas de plata son el objeto de estudio en esta tesis y las
mas utilizadas en medicina en nuestros dias, teniendo la mayor diversidad de
aplicaciones, no son las Unicas nanoparticulas que existen actualmente en
investigacion y en el mercado. Actualmente uno de los usos que mas ha tenido
impacto en el area del diagndstico clinico, es la aplicacion de las nanoparticulas
de oro, para realizar inmunodiagnéstico a través de su acoplamiento con
anticuerpos especificos para diferentes antigenos; otra de sus aplicaciones es
como un agente denso en electrones en microscopia electronica que facilite la
observaciéon de blancos especificos. También se pueden utilizar también como
vehiculos para medicamentos que potencialmente pudieran causar dafio si se
distribuyeran a otras partes del organismo, como es el caso del uso de agente
citotoxicos empleados en el tratamiento del cancer. Otro uso es en la terapia
fototérmica, en donde nanoparticulas con especificidad para un tejido absorben
luz, liberando energia térmica calentando el area y destruyendo tumores. Se han
utilizado también nanoparticulas con propiedades magnéticas, como las
elaboradas a partir de Manganeso u otros elementos, como agentes de contraste
en las resonancias magnéticas nucleares en imagenologia por su caracter no

invasivo(36).
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2.1.22 Importancia de las nanoparticulas de plata en la medicina moderna
Como ya se menciond anteriormente, uno de los principales usos de la
plata en el ambito de la salud fue como agente potabilizador, por sus propiedades
antimicrobianas. Aunque hasta hoy no se conoce bien del todo el mecanismo,
se sabe que tiene que ver con la interaccién entre las particulas de plata y
enzimas respiratorias inhibiendo este proceso. Otra posible explicacion es la
manera en que la plata interactta con el ADN, se sabe que para que la replicacion
se lleve a cabo el ADN debe estar relajado pero la plata actia sobre esta
biomolécula regresandola a un estado de condensacion y llevando a la muerte
celular, por lo tanto la plata actia como agente antimicrobiano sobre las células
procariotas, y se sabe que es altamente toxico en bacterias tanto Gram positivas
como negativas. Por ellos el uso de particulas de plata resulta de utilidad para el
tratamiento de alguna infeccion que represente un problema de salud publica.
Desde el descubrimiento de la penicilina, se han introducido al mercado una gran
variedad de familias de compuestos bioguimicos con actividad antimicrobiana

para el tratamiento de enfermedades infecciosas.

Una de las consecuencias de esto es el desarrollo de mecanismos de
resistencia por parte de los agentes etioldgicos de estas enfermedades, situacion
gue se ha convertido en una preocupacion grande para la comunidad médica
actualmente. De aqui una de las aplicaciones mas conocidas de las
nanoparticulas de plata, en su uso como antimicrobiano, ya que al ser un
medicamento que ha tenido una aplicacion clinica muy limitada hasta el
momento, la diseminacion de un mecanismo de resistencia a su efecto
microbicida no es tan amplia como la resistencia que se ha identificado para la
mayoria de los antibioticos que existen actualmente en el mercado (32,45). Una
aplicaciébn importante de las nanoparticulas de plata es como agente
desinfectante, como ya se expuso estas tienen un efecto téxico sobre las células
bacterianas, de ahi su importancia como desinfectante en superficies o

ambientes donde se manejen alimentos, dado a que aparte de tener efecto sobre

49

—~—
'



las bacterias presentes en las superficies y ambiente, se ha descrito también un
efecto antimicético de los iones de plata, que se sabe se liberan de las
nanoparticulas de plata cuando se encuentran en solucion(46). Posiblemente las
nanoparticulas de plata sean uno de los pocos agentes antimicrobianos de
amplio espectro, ya se menciond su efecto antibacteriano en los dos tipos de
bacterias mas amplios que se conocen, en donde caen la mayoria de los
patdgenos bacterianos para los seres humanos, asi como un efecto antifingico,
pero dependiendo del tamafio de la nanoparticula de plata que se esté utilizando
se ha observado que también tienen actividad sobre una gran variedad de

viriones, confiriéndole también un efecto antiviral.

La accion de las particulas de plata sobre la particula viral, depende del
contenido de aminoacidos con los que pueda interactuar, esto por la capacidad
de la plata de unirse covalentemente a los grupos tiol de la cisteina y metionina
en las proteinas de capside o proteinas de superficie del viridn, impidiendo por
diversos mecanismos su interaccion con las células del hospedero y su
proliferacion una vez que han infectado las células del organismo. Bloqueando
asi el ciclo litico de la infeccion viral. Este efecto ha sido demostrado y se ha
utilizado en contra de virus como el de la inmunodeficiencia humana, el de la
hepatitis B, influenza, herpes simple, entre otros(32). Una aplicacibn mas de
estas nanoparticulas de relevancia para la medicina moderna es su inclusién en
apositos para heridas, estas particulas ejercen acciones diferentes sobre tejidos
sanos y tejidos con algun trauma mecanico o térmico. Una ventaja de usar
nanoparticulas en lugar de los tratamientos con plata mas habituales, como el de
sulfadiazina de plata para el tratamiento de quemaduras, es la disminucion del
tiempo que le toma para sanar, a una herida en la cual fue aplicada la plata en
forma de nanoparticulas, esto se explica por la capacidad que tienen estas
particulas de regular la liberacion de citocinas y por ende regulando la respuesta

inflamatoria del organismo hacia el trauma sufrido (47-49).
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La desventaja del uso sistémico o topico de la plata en pacientes que se
ha observado cuando se les administra una forma farmacéutica de plata, es la
aparicion de un fenémeno conocido como argiria, que es transicional y depende
de la dosis, esta desventaja es en su mayoria cosmetica, caracterizada por la
aparicién de una coloracion azul grishcea en su mayoria en labios y en la piel

expuestas a la luz solar(50).

2.1.23 Antecedentes de Nanoparticulas de plata y Mycobacterium
tuberculosis

Algunos investigadores como Kreytsberg y colaboradores, sugieren que
uno de los mecanismos de accion de las nanoparticulas de plata es la adsorcién
a la superficie bacteriana de carga negativa, ya que los iones liberados de las
nanoparticulas de plata tendrian una carga positiva. La plata tiene propiedades
cataliticas y es capaz de activar la cascada de oxigeno que conlleva la
destruccion del citoplasma bacteriano. Los datos disponibles a este grupo de
autores les sugieren que uno de estos mecanismos se debe a interaccién con
proteoglicanos, interrumpiendo la manera en que el oxigeno difunde al interior de
la célula bacteriana. Recordemos que Mycobacterium tuberculosis es una
bacteria aerobia estricta y requiere de oxigeno para sus actividades metabdlicas
(51).

De acuerdo a los resultados de este grupo de investigacion se encontrd
que a una concentracion de 5 mg/L se observa inhibicibn completa del
crecimiento micobacteriano tres y media veces mas que cuando se exponen a
una de 25 mg/L y siete veces mas que cuando son expuestas a una
concentracion de 50 mg/L. Observando que la concentracion optima para inhibir
el crecimiento de M. tuberculosis oscila entre 2.5y 5 mg/L(51).

Uno de los experimentos realizados por este grupo utilizo preparaciones

de nanoparticulas de plata en combinacion con algunos de los farmacos
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administrados como de primera linea a pacientes con la forma pulmonar de
tuberculosis. Estas preparaciones fueron administradas en ratas previamente
infectadas con la bacteria. Se encontr6 que 100% del grupo control fallecio
mientras que sobrevivieron un 95% de las ratas a las que se les administraron
nanoparticulas de plata con isoniazida y un 35% a las que se les administraron
nanoparticulas de plata solas(51). El utilizar nanoparticulas de plata como una
alternativa terapéutica toma importancia en el tratamiento de cepas de M.
tuberculosis MDR-TB y XDR-TB.

Debido a los mecanismos propuestos en los parrafos anteriores no solo
podrian ser aprovechadas por sus propiedades antibacteriales por si solas, si no
que por su accion debilitan la pared celular que como se sabe es mucho mas
gruesa en este género bacteriano y facilitarian la entrada de los medicamentos

antifimicos teniendo un efecto sinérgico con estos(52).

En el afio 2014 Larimer y colaboradores reportaron el aislamiento de una
cepa de Mycobacterium smegmatis con la capacidad de resistir los efector
antimicobacterianos de las nanoparticulas de plata. Estas cepas resistentes
también demostraron resistencia al farmaco isoniazida, proponiendo que la
mutacion responsable de la resistencia a las nanoparticulas esta ligada a
cambios en el transporte a través de la membrana. Hace hincapié en que
introducir estas nanoparticulas en cantidad suficiente al medio ambiente pudiera
en teoria inducir fendmenos de resistencia que pudieran extrapolarse a

resistencia a antibioticos comunes(53).

En el afio 2010 Seth y colaboradores realizaron ensayos de inhibicion
utilizando cepas multidrogorresistentes de pacientes en la India. Donde
expusieron a estas bacterias en concentraciones crecientes de nanoparticulas de
plata, agregando 8, 20 y 40 ug en 5 mL (1.6, 5y 8 pg/mL) de caldo Middlebrook.
Encontrando inhibiciébn completa a una concentracién de 8 pg/mL en las 4 cepas

utilizadas, con inhibicion parcial en la cepa de referencia H37Rv. Reportaron
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inhibicidn a esta concentracion en cepas que resultaron resistentes a rifampicina
e isoniazida a 2 pg/mL y 5 pg/mL respectivamente. Mediante microscopia
electronica mostraron el efecto de las nanoparticulas de plata sobre la célula

bacteriana ilustradas aqui en la figura 4(54).

Figura 5. Mecanismos de accién antifimico de las nanopatrticulas de plata. Se muestra
en el ejemplo A, el control de TB no expuesto a Ag-NPs y en el ejemplo B, se muestra
la TB expuesta a Ag-NPs. Tomada de Sekar y colaboradores (54).
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2.2 Justificacion y uso de los resultados

Esta investigacion busca evaluar la viabilidad de un método de diagnéstico
molecular para la identificacion de Mycobacterium tuberculosis, el cual hace
mucho mas rapida la identificacion del patégeno, ya que en 6 horas
potencialmente pudiera tener el paciente un resultado, comparado con el tiempo
de semanas que puede demorar el resultado de un cultivo. Afladido a esto se
planted el fendbmeno de farmacoresistencia el cual esta presente y es cada dia
mas habitual encontrar, por lo que buscamos con esta investigacion determinar
la concentracion minima inhibitoria que presentan las NPs-Ag por su potencial a
ser utilizadas en el tratamiento de pacientes que presenten esta enfermedad. Por
lo anterior, existe una gran necesidad de la industria farmacéutica en mejorar los
tratamientos farmacolégicos como la modificacion de moléculas o compuestos
para reducir la toxicidad, el costo y la seguridad en el tratamiento. La
nanotecnologia sugiere una posible solucion al problema del desarrollo de
nuevos farmacos debido a las caracteristicas relacionadas con el tamafio, la
estructura y el recubrimiento de las NPs-Ag, de esta forma realizar un uso clinico
para mitigar el problema de tuberculosis. La valoracion preliminar del efecto de
las nanoparticulas de plata contra la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis
pueden tener actividad farmacoldgica para la generacion de beneficios sociales
y econdmicos para la comunidad a través del acercamiento a nuevas alternativas

terapéuticas y diagnosticas en nuestra comunidad.
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2.3 Planteamiento del problema

El reporte de la OMS del 2015 nos dice que la tuberculosis sigue siendo
una de las enfermedades transmisibles que causa un problema de salud a nivel
global. De acuerdo a sus cifras de 2014, un total de 9.6 millones de personas
adquirieron tuberculosis (5.4 millones de hombres, 3.2 millones de mujeres, y 1
millon de nifios), mientras que un millon y medio de personas murieron de esta
enfermedad, de los cuales cuatrocientos mil eran VIH positivos. Estos datos, en
la opinion de la OMS, siguen siendo inaceptables puesto que la mayoria de las
muertes atribuidas a esta enfermedad pueden ser prevenidas con el diagndstico
y el tratamiento adecuado. La utilidad por seguir obteniendo conocimiento acerca
del diagnostico molecular y de las propiedades anti-tuberculosis de las NPs-Ag
es de gran importancia, por la aparicion de nuevas y mas agresivas cepas de
Mycobaterium tuberculosis, asi como por la resistencia a los antibioticos que

presenta.

2.4 Hipotesis
Hipotesis 1
Nuestro método diagnostico molecular resultara efectivo en la deteccion

de Mycobacterium tuberculosis.

Hipétesis 2
Las nanoparticulas de plata presentan propiedades anti-tuberculosis
frente a la cepa de referencia H37Rv de Mycobacterium tuberculosis.
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2.5 Objetivos

2.5.1 Objetivos Generales
-Estandarizar la reaccion de PCR utilizada para amplificar la secuencia 1S6110

de Mycobacterium tuberculosis.

-Determinar si las NPs-Ag presentan actividad antituberculosis.

2.5.2 Objetivos Especificos

-Caracterizar por espectroscopia UV-Visible y TEM las diferentes
concentraciones de las nanoparticulas de plata.

-Estandarizar la técnica para realizar los medios L.J. y cultivar las diferentes

cepas de Mycobacterium tuberculosis.

-Estandarizar las diferentes técnicas de biologia molecular para la extraccion de
ADN y amplificacién por PCR de la secuencia de 1S6110 de las diferentes cepas

de Mycobacterium tuberculosis.

-Determinar la potencial actividad antituberculosis de las nanoparticulas de plata
poniéndolas en contacto con la cepa de referencia H37Rv de Mycobacterium

tuberculosis a diferentes concentraciones.
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Capitulo Il
3.1 Metodologia

3.1.1 Descontaminacion Petroff

En primera instancia se revisd que los frascos o contenedores con las
muestras biolégicas se encontraran debidamente rotulados con el nombre del
paciente, apellido paterno y materno. Posterior a esto se corroboré, en el caso
de la muestra de esputo, que dicha muestra fuera realmente flema o esputo y no
saliva, y en las muestras de aspiracion de ganglio linfatico, que se encontraran
en condiciones 6ptimas. Cuando hubo muestras seriadas se descontaminaron en
un solo tubo cénico debidamente rotulado con el nombre del paciente. Teniendo
esto en cuenta, se centrifugd solo la cantidad de muestras para las que tiene
capacidad el equipo con el que se cuenta en el laboratorio, ya que el tiempo de

contacto con el descontaminante debe ser minimo (30 minutos).

El siguiente procedimiento se realiz6 dentro de una campana de flujo
laminar y con el equipo de proteccion personal. Se abrieron los envases con el
esputo, se agregd aproximadamente el mismo volumen de NaOH 4% y mezclé
con un movimiento suave Yy rotatorio; en caso de ser muestras multiples del
mismo paciente y del mismo tipo, fue necesario transvasar lo contenido en el
primer vaso al segundo y subsecuentemente al tercero, dependiendo del nimero
de muestras. Se siguié agitando por movimiento rotario en cada pase buscando
gue el esputo se disgregara de las paredes del contenedor. Las muestras con el
NaOH se pasaron a un tubo cénico de 15 mL y en caso de que el volumen fuera
inferior a los 15 mL se termind de llenar con la solucién de NaOH 4%, se cerraron

bien y se mezclaron por inversion.
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Este procedimiento se realiz6 muestra por muestra y asegurandose que
no se abrieran al mismo tiempo contenedores de muestras que provinieran de
pacientes distintos al mismo tiempo. Después se debiéo dejar actuar el
descontaminante por lo menos 5 minutos, tomando en cuenta el tiempo maximo
y que el primer tubo preparado no pasara del limite de tiempo. Los tubos se
pasaron a la centrifuga, verificando que los pares de tubo tuvieran un volumen
similar y, en caso de haber estado trabajando con un nimero impar de muestras,
se puso un tubo cénico con el mismo volumen de agua para balancear el tubo
que queda como impar. Se centrifugd a 3000 RPM (revoluciones por minuto)
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se retiraron los tubos verificando
gue no hubiera ocurrido algun derrame; en el caso de que se hubiera presentado
uno, el material debi6 ser autoclavado, los tubos pasados de nuevo a la campana
de flujo laminar con ayuda de una gradilla, con mucho cuidado de no resuspender

el sedimento.

Se descart6 el sobrenadante de los tubos centrifugados para evitar que se
perdiera el sedimento, y posteriormente se retiré el sobrenadante con una pipeta
desechable de plastico. Se agregd a los tubos con el sobrenadante solucion
amortiguadora de fosfatos hasta la marca de 15 mL, se cerrd bien y mezcld por
inversion. Una vez que se realizé este procedimiento para todas las muestras, se
agitaron en vortex. Se centrifug6 durante 15 minutos a 3000 RPM a temperatura
ambiente. Se dej6é que se detuviera completamente la centrifuga y que los tubos
reposaran durante 5 minutos para evitar la liberacion de aerosoles. El siguiente
paso consisti6 en separar el sobrenadante de igual manera que se realizé
anteriormente. Se agregd amortiguador de fosfatos hasta 5 mL o cubrir la
muestra. Se cerr0 el tubo y resuspendio el sedimento por inversién o golpeteo
cuidadosamente. En caso de realizar otro procedimiento inmediatamente
después, la muestra ya descontaminada se debi6 mantener a temperatura
ambiente; en caso de que se fuera a procesar otro dia, fue necesario mantenerla

dentro el tubo conico en refrigeracion.
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3.1.2 Tincion de Ziehl-Neelsen en frio y conteo de BAAR

Se realiz6 un frotis con la muestra obtenida por descontaminacion, se dejo
secar dentro de la campana y se fijo con metanol para evitar la formaciéon de
aerosoles. Una vez seco el frotis, se coloco sobre el dispositivo para tinciones
conectado a un contenedor rigido de color rojo para RPBI. Con una pipeta de
plastico desechable se cubrié el frotis con carbol fuscina fenicada y se reposo
durante 20 minutos. Se enjuags6 con agua destilada con ayuda de una piseta. A
continuacion se paso a la decoloracion con alcohol acido agregando por goteo,
tratando de que el tiempo de contacto no rebasara 15 segundos, para frotis muy
gruesos se puede extender un poco este tiempo hasta que el alcohol acido se
dejara de pintar del color de la carbol fucsina. Se lavdé de nuevo con agua
destilada con un flujo que cayera en la parte esmerilada del portaobjetos para
evitar que se dafara el frotis con un flujo directo a la muestra. Después se tifid
con el azul de metileno como colorante de contraste dejando en contacto dos
minutos y lavando de igual manera con agua destilada. Se coloc6 en posicién
vertical para permitir que fuera mas facil que se secara. Una vez que se seco el
frotis, se observd al microscopio éptico, primero a x40 para buscar las zonas con
mayor de densidad de material y se paso6 a revisar 100 campos a x100 con el
objetivo de inmersion, reportando la cantidad de BAAR (Bacilos acido-alcohol
resistentes) en el frotis como negativo, escaso, moderado y abundante
dependiendo de la apreciacion del analista. Los BAAR se visualizan como

bastoncillos rojo magenta sobre un campo azul.

3.1.3 Elaboracion de Medio de cultivo Loweinstein-Jensen

Se le elaboro el medio a base de huevo Loweinstein-Jensen de acuerdo a
las instrucciones del fabricante de la base. Se suspendieron 37.4 gramos del
polvo base en 600 mL de agua purificada con 12 mL de glicerol. Se mezcl6 con

agitador magnético hasta homogenizar al mismo tiempo que se calentd hasta
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ebullicién. Se esterilizo en autoclave por 15 minutos a 121°C y dejo enfriar. Se
preparo un litro de suspension de huevo de gallina, libre de antibiotico, con el
cascaron previamente limpiado con etanol. La suspension se homogeniza
evitando la formacion de burbujas de aire. Se mezcla el medio preparado
previamente con la suspension de huevo evitando la formacion de burbujas. Esta
mezcla se distribuye en tubos de ensayo de fondo plano con tapa de rosca
previamente esterilizados en condiciones asépticas. Se coagularon los tubos a

85°C durante 45 minutos en posicion inclinada formando un pico de flauta.

3.1.4 Cultivo de Mycobacterium spp. en medio Loweinstein-Jensen

Las muestras de esputo que salieron positivas en la busqueda de BAAR
asi como las muestras con sospecha de tuberculosis extrapulmonar se cultivaron.
Se tomo una asada de la muestra descontaminada, en caso de haber estado
refrigerada se espero hasta que la muestra haya llegado a temperatura ambiente,
entonces se mezcld por inversion y dejé reposar, se inocul6 la muestra sobre el
pico de flauta del tubo con medio Loweinstein-Jensen, el cual ya debia haber
estado a temperatura ambiente y debidamente rotulado con los datos del
paciente. Se metid en la incubadora a temperatura de 37° C, dejandolo de 2 a 4
semanas, revisando los cultivos semanalmente buscando crecimiento.
Generalmente se presentod crecimiento a las 2 semanas en el caso de los cultivos
positivos, pero se descarté crecimiento hasta las 4 semanas de incubacién. Las
colonias, dependiendo de la especie, varian en su morfologia, ya sean rugosas

con pigmentaciones amarillentas o butirosas y lisas con pigmentacion amarilla.

3.1.5 Extraccion de ADN de Mycobacterium spp.
Una vez que se tuvo el cultivo de Mycobacterium spp., se tomaron las
colonias de la superficie del tubo con un asa, tratando en mayor medida de evitar

traer consigo el medio de cultivo y cosechar unicamente las colonias presentes

60

—~—
'



en el medio. Estas se colocaron en un tubo de tapon hermético debidamente
rotulado con los datos del paciente, este recipiente ya debe tener 500 pL de
solucion PBS, en caso de que no se hubiera realizado la extraccion el mismo dia
de la cosecha, se congelaron las muestras. Para realizar la extraccion se
comenzd por poner nuestras células de tuberculosis a 95°C en un termobloque
durante 5 minutos, una vez concluido este tiempo se pasé a centrifugar en
ultracentrifuga durante 2 minutos a 12,220 RPM, cuidando colocar los tubos
conicos pequefios con su par en volumen para balancear. El sobrenadante de
este centrifugado se decantd con la ayuda de una micropipeta de 1000uL. Se
resuspendioé el precipitado celular o <<pellet>> en 500uL de solucién PBS.
Posteriormente se agregd 50uL de Lisozima y resuspendié el pellet con ayuda
de un vortex. Estos resuspendidos celulares se incubaron durante una hora a 37°
C. Pasada la hora se les agreg6 a los tubos 70uL de SDS al 10% y se les paso
por el vortex durante 10 segundos, a continuacion se les agrego proteinasa K 3pL
y se pasaron de nuevo por el vortex durante otros 10 segundos, estos tubos se
incubaron en termobloque a 65°C durante 15 minutos. Para realizar la extraccidon
del ADN se comenz6 agregando 600pL de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico
25:24:1 a cada tubo con su respectiva muestra y poniendo en vortex
aproximadamente 10 segundos en dos ocasiones, en esta mezcla se observé
coémo se realiza un cambio entre ser transparente e incolora a ser una solucion
blanca opaca; un vez que se logré esto, se centrifug6é a 13,000 RPM durante 2
minutos. Después de la centrifugacion se pasaron nuevamente los tubos a la

campana con mucho cuidado de no agitarlos para que no se mezclaran las fases.

Se observo una interface blanca entre la fase organica inferior y la fase
acuosa superior, se tomo con mucho cuidado la fase acuosa superior con una
micropipeta y se vertié en otro tubo rotulado, sin tocar la interface blanca. Se
repitié el procedimiento de este parrafo para realizar una reextraccion. A los tubos
con la fase acuosa se les agregd 400uL de cloroformo, posteriormente se

pasaron por vortex igual que en el paso anterior y se centrifugd durante 2 minutos
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a 13,000 RPMy se separo de nuevo la fase acuosa superior de la misma manera.
Se resuspendio el pellet en 700uL de alcohol etilico absoluto, el cual debe estar
a -20°C; se paso a centrifugar el tubo durante 8 minutos a 14,000 RPM, de igual
manera se retir0 el sobrenadante con una micropipeta para posteriormente
repetir el paso anterior con las mismas cantidades, solo que con alcohol etilico al
75%. Una vez terminada la centrifugacion y que se retir6 el sobrenadante, se
resuspendio el pellet en 100uL de agua esterilizada y filtrada o agua grado

biologia molecular.

3.1.6 PCR punto final para amplificacion de la secuencia 1S6110
Por muestra se prepardé una reaccibn de PCR con los reactivos y

cantidades que aparecen en la siguiente tabla:

Tabla lll. Mezcla de reaccién para la amplificacion por PCR.

Reactivo Cantidad (uL)
Agua grado molecular 7
dNTPs 0.5
Oligonucleotido Sentido (1:20) 0.5
Oligonucleotido Antisentido (1:20) 0.5
Amortiguador con Mg 20x 2
Muestra de ADN (aproximadamente 50ng) 1
ADNpol 1

Representacion de las diferentes concentraciones para realizar la amplificaciéon de la
secuencia 1S6110.
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Asi se obtuvo un volumen final de reaccion de 12.5uL. El olinucleotido sentido
tiene la secuencia 5-CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG-3' y el olinucleotido
antisentido tiene la secuencia 5-CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG-3’(16,55).
Estas mezclas de reaccion tanto la cepa de referencia, como las cepas problema

se sometieron a los siguientes ciclos de PCR.

Tabla IV. Protocolo de PCR utilizada para la amplificacion de la secuencia 1S6110.

Ciclo Temperatura | Tiempo (s) | Numero de ciclos
(°C)
Desnaturalizacion 95 300 1 Ciclo
Desnaturalizacion 95 30 35 Ciclos
Hibridacién 58 30
Extension 72 30
Extension 72 300 1 Ciclo

Se presentan las diferentes de fase temperatura de desnaturalizacién, hibridacion y
extension para la reaccién de PCR. *Termociclador utilizado fue el equipo MultiGeneMini

Los productos de PCR se revelaron en gel de Agarosa buscando la
presencia de una banda de 125pb.

3.1.7 Determinacion de actividad antituberculosis de NPs-Ag

Se prepararon los tubos indicadores de 4 mL, se les afiadid 0.5 mL del
OADC de manera aséptica en una campana de flujo laminar. A los cuales se las
afiadié 0.5 mL de suspension bacteriana de la cepa de M. tuberculosis H37Rv al
0.5 de la escala de McFarland. La cual se prepar6 tomando colonias de la
bacteria de medio Loweinstein-Jensen pasandolas a tubo cénico de 50 mL, el

cual tiene 20 mL de PBS filtrado y perlas para desfibrinar. Esta suspension se
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homogenizo utilizando el vortex entre 2 a 5 minutos. Se corroboré y ajusté al 0.5
de la escala McFarland utilizando el estandar del nefelometro. Esta suspension
se resembro en un tubo con el mismo medio de cultivo. Los tubos problema se
prepararon como en el primer procedimiento con diferentes concentraciones de
nanoparticulas de plata. Teniendo un volumen final de 5mL para esto se ajusta
la concentracion de los tubos preparados quitando el equivalente de medio a lo

gue se agreg6 de nanoparticulas de plata de acuerdo a la siguiente tabla.

Tabla V. Determinacion de la CMI y CMB para evaluar el efecto antituberculosis de

NPs-Ag.
Nomenclatura | Concentracion Volumen mL | Volumen pL de | Concentracion
en tubos final de solucion solucion stock final de Nano
stock (20% (20% Nano particulas de
Nano particulas) plata (mg/ml)
particulas)
x.1 10% 2.5 2500 100
X.2 1% 0.25 250 10
x.3 0.1% 0.025 25 1
x.4 0.01% 0.0025 25 0.1
x.5 0.001% 0.00025 0.25 0.01

Se presentan las diferentes concentraciones con las que se determiné el efecto de CIM
de Mycobacterium tuberculosis H37Rv a las nanopatrticulas de plata.

Los tubos se prepararon en tres series, la primera se prepar6 como un
control de crecimiento en el cual las nanoparticulas de plata fueron sustituidas
por PBS y solo se agrego el inoculo de M. tuberculosis. La siguiente serie fue de
tubos problema en los cuales se inoculo con la cepa de M. tuberculosis y las

nanoparticulas de plata a las diferentes concentraciones. La siguiente serie fue
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de solamente de las nanoparticulas de plata a las diferentes diluciones con el
inoculo de M. tuberculosis reemplazado por PBS con la finalidad de tener un
punto de referencia para la turbidez que presenten los tubos con crecimiento
positivo. Se determinara la CMI basandonos en la concentracion de
nanoparticulas de plata mas pequefia a la cual no se observe desarrollo de M.
tuberculosis. A la semana de estar expuestas las bacterias a las diferentes
concentraciones de nanoparticulas de plata se resembraron en medio de cultivo
Loweinstein-Jensen para determinar la CMB de estas nanoparticulas sobre la
bacteria. Como controles adicionales a los de nanoparticulas de plata, se prepar6
un tubo control de nuestra cepa sin nanoparticulas de plata, y un tubo control
negativo, que es un tubo indicador sin abrir. Se tomara como CMB a la
concentracion en la cual la cepa de M. tuberculosis no pueda volver a desarrollar
colonias en el medio Loweinstein-Jensen después de estar expuestas una

semana a las nanoparticulas de plata.

3.1.8. Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

La caracterizacion de las nanoparticulas de plata, técnicas de
espectroscopia en el rango de ultravioleta y espectro visible, asi como la
microscopia electrénica fue llevada a cabo en el Centro de Nanociencias y
Nanotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México con sede en la

ciudad de Ensenada, Baja California.

65

—~—
'



CAPITULO IV

4. Resultados
4.1. Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Espectro UV-vis para las nanoparticulas de plata Argovit™ a diferentes
concentraciones, en la figura 6 se observan picos caracteristicos a 420 nm.

0.8+
AgNPs (ug/mL)
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0.6- — 5
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o
'

o
n
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Figura 6. Caracterizacion de nanoparticulas de plata por espectrofotometria UV-VIS.
Espectro de absorcion para las nanoparticulas de plata Argovit™ diluidas en agua
desionizada. Las concentraciones de plata metéalica se dan en pug/ml. Tomada de Juarez-
Moreno y colaboradores (56).
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Figura 7. (A) Determinacion del tamafio de las nanoparticulas de plata mediante
microscopia electrénica de transmision. (B) Distribucién de tamafio de las nanoparticulas
de plata en la formulacion de Argovit™. Tomada de Juarez-Moreno y colaboradores (55).

Las nanoparticulas de plata Argovit™ se sometieron a analisis mediante
microscopia electronica de transmision. En la Figura 7 en la parte A se observan
las nanoparticulas que presentan una forma predominantemente esferoidal con
un diametro de alrededor de 35nm + 15. En la parte B se muestra un histograma
con el ancho de distribucion de los didmetros de las nanoparticulas de plata

medidas para determinar el diametro promedio.
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Figura 8. Caracterizacion de nanoparticulas de plata mediante FTIR. Espectro de ATR-
FTIR de las nanoparticulas de plata Argovit™(verde). Comparandolas con un estandar
de polivilinpirrolidona (en rojo). Tomada de Juarez-Moreno y colaboradores. (55).

En la figura 8 Se muestra la espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier (FTIR) utilizando reflectancia total atenuada (ATR). De las
nanoparticulas de plata Argovit™ y un estandar de polivinilpirrolidona, esto con
la intencién de demostrar que las particulas cumplen con las especificaciones del
fabricante en cuanto a su descubrimiento. Se observan los mismos picos del
heterociclo de la PVP entre el estandar y las nanoparticulas. Este recubrimiento
es importante para mantener constante el tamafo de la nanoparticula, la PVP es
un polimero con compatibilidad biol6gica permitiéndoles tener su actividad

antimicrobiana.
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4.2. Optimizacion de lareaccién de PCR para amplificar la 1S6110

En la figura 9 se muestra el gel revelado de una corrida de la reaccion de
PCR para determinar el rango de concentracion de ADN al cual se puede correr
la reaccion sin observarse inhibicion, asi como determinar si hay amplificacion de
genoma humano en caso de que pudieran arrastrarse en muestras clinicas
celular epiteliales en el esputo. Se espera de la amplificacion de nuestra reaccion
una banda de 123 pb lo que la coloca en la parte inferior del gel de agarosa entre
las ultimas dos bandas del marcador de peso molecular que corresponden a 100

y 200 pb respectivamente.

Figura 9. Se presenta el gel de agarosa al 1% con los controles de M. tuberculosis
H37Rv a 20 ng/uL y 2 ng/pL con las bandas observadas siendo entre las bandas 200pb
y 100pb del marcador de peso molecular, correspondientes con las bandas esperadas
de la amplificacion. El tercer carril es una muestra de ADN humano.

En el primer carril se observa el marcador de peso molecular siendo las
dos bandas inferiores las correspondientes a 200 y 100 pares de bases, la primer
banda que se observa se realiz6 la reaccién con ADN a una concentracién de
20ng/pL en la parte superior de la primera banda se observa una delgada banda
que corresponde al ADN gendémico de M. tuberculosis, en la segunda
observamos una concentracion de 2ng/uL y en el tercero se observa la ausencia
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de banda cuando se corre la reaccion con ADN genomico humano. En la figura
10 se muestra el gel revelado de la corrida previa a iniciar con los aislados con
un gradiente de temperatura en la temperatura de hibridacién que nos diera un
mejor rendimiento, se realizo la corrida utilizando la misma muestra de ADN de
M. tuberculosis H37Rv de 20 ng/uL, 2ng/pL y 0.2 ng/uL. Las letras en las
muestras corresponden a las temperaturas en el gradiente en el termociclador. A
64°C, B 63°C, E 60.4°C, F 59.2°C y H 58°C.

o et

Figura 10. Se presenta gel de agarosa al 1% con las muestras de H37Rv a diferentes
concentraciones de ADN gendmico bacteriano y a un gradiente de temperatura, no se
observa amplificacion en el control negativo carril 1. En los carriles 2 al 12 se presentan
las amplificaciones de la regién 1S6110.

Se observa amplificacién a las tres concentraciones a las que se sometio
nuestra muestra y a lo largo de todo el gradiente de concentracion, elegimos en
nuestro protocolo de PCR para las cepas experimentales establecer como
temperatura de hibridacion 58°C tratando de evitar amplificaciones inespecificas

que pudieran darse corriendo la muestra a temperaturas mas grandes.

4.2.1. Resultados de amplificacion de muestras de cepas de Mycobacterium
tuberculosis

A continuacion, se presentan los resultados del revelado de los geles de
agarosa al 1% con transiluminador. Se utiliz6 ADN gendémico de cepas de M.

tuberculosis obtenidas del Laboratorio Estatal de Salud Publica de Baja California
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provenientes de muestras clinicas. Resembradas en medio Loweinstein-Jensen

durante dos semanas, a las cuales se les extrajo el material genético de acuerdo

a la metodologia establecida y conservado en agua destilada a -20°C.

Posteriormente se sometieron a una reaccion de amplificacion utilizando la

técnica de PCR amplificando la secuencia de 1S6110 especifica para el género

Mycobacterium.

Tabla VI. Relacién entre carriles en gel de agarosa y muestra correspondiente.
MP=Marcador de peso moléculas, CN=Control Negativo, CP=Control positivo.

Carril 1ER CORRIDA | 2DA CORRIDA | 3ER CORRIDA | 4TA CORRIDA 5TA CORRIDA

1 MP MP MP MP MP

2 CN CN CN CN CN

3 CP CP CP CP CP

4 Aislado 1 Aislado 17 Aislado 33 Aislado 43 Aislado 59

5 Aislado 2 Aislado 18 Aislado 34 Aislado 44 Aislado 60

6 Aislado 3 Aislado 19 Aislado 35 Aislado 45 Aislado 61

7 Aislado 4 Aislado 20 Aislado 36 Aislado 46 Aislado 62

8 Aislado 5 Aislado 21 Aislado 37 Aislado 47 Aislado 63

9 Aislado 6 Aislado 22 Aislado 38 Aislado 48 Aislado 64

10 Aislado 7 Aislado 23 Aislado 39 Aislado 49 Aislado 65

11 Aislado 8 Aislado 24 Aislado 40 Aislado 50 Aislado 66

12 Aislado 9 Aislado 25 Aislado 41 Aislado 51 Aislado 67

13 Aislado 10 Aislado 26 Aislado 42 Aislado 52 Aislado 68

14 Aislado 11 Aislado 27 Aislado 43 Aislado 53 Aislado 69

15 Aislado 12 Aislado 28 Aislado 44 Aislado 54 Aislado 70

16 Aislado 13 Aislado 29 Aislado 45 Aislado 55 Aislado 71

17 Aislado 14 Aislado 30 Aislado 46 Aislado 56 M. intracellulare |
18 Aislado 15 Aislado 31 Aislado 47 Aislado 57 M. intracellulare Il
19 Aislado 16 Aislado 32 Aislado 48 Aislado 58 M. intracellulare Ill
20 cp cp (o cp cp

En la tabla VI se muestra los diferentes aislados de las cepas que se

amplificaron por PCR, en donde se ordenan por grupos de 16 muestras, en

presencia del controles positivo y negativo, en el control negativo se reemplaz6
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el volumen de muestra de ADN bacteriano con agua grado molecular, y como

control positivo se utilizo la cepa de M. tuberculosis H37Rv.

12 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 11. Se presenta gel de agarosa al 1% correspondiente a la primera corrida
descrita en la tabla VI.

En la figura 11 se observan los resultados de la primera corrida de PCR
utilizando las cepas problema, se observa amplificacion y bandas del mismo
tamafio en todas cepas problema, llevandonos a inferir que se trata de

amplificacion de la 1S6110.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 12. Se presenta gel de agarosa al 1% correspondiente a la segunda corrida
descrita en la tabla VI.

En la figura 12 se observa el gel de agarosa al 1% correspondiente a las

cepas probadas en la segunda corrida de amplificacion por PCR, se observa de
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igual manera que en el primer gel de agarosa una banda similar en todas las
cepas, asi como en los controles positivos a los extremos de nuestras muestras.
En la parte superior en los carriles 6, 17 y 18 se pude observar que hay
fluorescencia por encima del marcador de peso molecular esto corresponde a
ADN gendmico de la bacteria y se debe a que en esas muestras la concentracion

del acido nucleico es alta. Pero aun asi se lleva a cabo nuestra reaccion sin

problemas.

Figura 13. Se presenta gel de agarosa al 1% correspondiente a la tercera corrida
descrita en la tabla IV.

En la figrira 13 se observa el gel de agarosa al 1% correspondiente a la
tercera corrida de aislados en donde no se amplificaron las bandas después del
carril 14, por los anteriores resultados obtenidos se volvieron a correr los mismos

productos de la reaccién de PCR.
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Figura 14. Se presenta gel de agarosa al 1% correspondiente a la tercera corrida
(muestra 11-16) descrita en la tabla IV.

En la figura 14 se observa el resultado del segundo gel de agarosa en el

que se revelaron de nuevo las muestras repetidas de la tercera corrida.

Figura 15. Se presenta gel de agarosa al 1% correspondiente a la cuarta corrida descrita
en la tabla IV.

En la figura 15 se observa el resultado de la cuarta corrida de las cepas
problema de nuevo se observa el producto de PCR esperado de una reaccion
positiva a la amplificaciéon de la 1S6110, en esta reaccién se observa en la
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muestra 13 y 14 una banda en la parte superior correspondiente a ADN

gendmico.

§§7i2345678910Q1213 14 15 16 17 18 19 20

Figura 16. Se presenta gel de agarosa al 1% correspondiente a la quinta corrida descrita
en la tabla IV.

En la figura 16 se observa el revelado del gel de agarosa correspondiente
a las muestras de la quinta corrida de PCR, en este gel se observa que en el
carril once que corresponde al Aislado 66 no hubo amplificacion de la secuencia
de insercion por lo que el paciente sera repetido en la sexta corrida de reacciones

de PCR junto con los controles negativos.
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Figura 17. Se presenta el gel de agarosa al 1% donde se observa en el carril 1, el
marcador de peso molecular, en el carril 2 la cepa de referencia Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, en los carriles dl 3 al 8 se presenta como control de reaccién la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y en el carril 9 el aislado 66.

En la figura 17 se muestran el revelado del gel de agarosa correspondiente
a la sexta y ultima corrida de reacciones de PCR en el que se incluye como
controles negativos para descartar amplificacion inespecifica en otros
organismos procariotas la amplificacion de la I1S6110 en seis muestras de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. En el ultimo carril se observa la banda de
amplificacion correspondiente al Aislado 66 negativa en la primera reaccion de
PCR que se le practicb.
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Tabla VII. Resultado del cultivo de Lowestein-Jensen y la reaccion de PCR.

Cepa C“L'E'J"o 1S6110 | Cepa Cultivo L-J 1S6110
Aislado 1 Positivo Positivo Aislado 21 Positivo Positivo
Aislado 2 Positivo Positivo Aislado 22 Positivo Positivo
Aislado 3 Positivo Positivo Aislado 23 Positivo Positivo
Aislado 4 Positivo Positivo Aislado 24 Positivo Positivo
Aislado 5 Positivo Positivo Aislado 25 Positivo Positivo
Aislado 6 Positivo Positivo Aislado 26 Positivo Positivo
Aislado 7 Positivo Positivo Aislado 27 Positivo Positivo
Aislado 8 Positivo Positivo Aislado 28 Positivo Positivo
Aislado 9 Positivo Positivo Aislado 29 Positivo Positivo
Aislado 10 Positivo Positivo Aislado 30 Positivo Positivo
Aislado 11 Positivo Positivo Aislado 31 Positivo Positivo
Aislado 12 Positivo Positivo Aislado 32 Positivo Positivo
Aislado 13 Positivo Positivo Aislado 33 Positivo Positivo
Aislado 14 Positivo Positivo Aislado 34 Positivo Positivo
Aislado 15 Positivo Positivo Aislado 35 Positivo Positivo
Aislado 16 Positivo Positivo Aislado 36 Positivo Positivo
Aislado 17 Positivo Positivo Aislado 37 Positivo Positivo
Aislado 18 Positivo Positivo Aislado 38 Positivo Positivo
Aislado 19 Positivo Positivo Aislado 39 Positivo Positivo
Aislado 20 Positivo Positivo Aislado 40 Positivo Positivo

Resultado comparativo entre Cultivo de Lowestein-Jensen y reaccion de PCR para
amplificacién de 1S6110. * Indica aislados que dieron un resultado dudoso en su primera
corrida, pero se decidié confirmar su estado como positivos con un segundo analisis.

77

—~—
'



Tabla VIII. Resultado del cultivo de Loweistein-Jensen y la reaccion de PCR.

Cepa Cultivo L-J | 1S6110 Cepa Cultivo 1S6110
Aislado 41 Positivo Positivo Aislado 61 Poljsigvo Positivo
Aislado 42 Positivo Positivo Aislado 62 Positivo Positivo
Aislado 43 Positivo Positivo* Aislado 63 Positivo Positivo
Aislado 44 Positivo Positivo* Aislado 64 Positivo Positivo
Aislado 45 Positivo Positivo Aislado 65 Positivo Positivo
Aislado 46 Positivo Positivo* Aislado 66 Positivo Falso o negativo
Aislado 47 Positivo Positivo* Aislado 67 Positivo Positivo
Aislado 48 Positivo Positivo* Aislado 68 Positivo Positivo
Aislado 49 Positivo Positivo Aislado 69 Positivo Positivo
Aislado 50 Positivo Positivo Aislado 70 Positivo Positivo
Aislado 51 Positivo Positivo Aislado 71 Positivo Positivo
Aislado 52 Positivo Positivo M. intracellulare | Positivo Positivo
Aislado 53 Positivo Positivo M. intracellulare Il Positivo Positivo
Aislado 54 Positivo Positivo | M. intracellulare llI Positivo Positivo
Aislado 55 Positivo Positivo S. aureus N/A Negativo
Aislado 56 Positivo Positivo S. aureus N/A Negativo
Aislado 57 Positivo Positivo S. aureus N/A Negativo
Aislado 58 Positivo Positivo S. aureus N/A Negativo
Aislado 59 Positivo Positivo S. aureus N/A Negativo
Aislado 60 Positivo Positivo S. aureus N/A Negativo

Resultado comparativo entre Cultivo de Lowestein-Jensen y reaccién de PCR para
amplificacién de 1S6110. * Indica aislados que dieron un resultado dudoso en su primera
corrida, pero se decidié confirmar su estado como positivos con un segundo analisis.

De acuerdo a los resultados obtenidos, desglosados en la tabla VI, se
reportaron 71 muestras positivas en su primera reaccion de PCR, repitiendo 6 de
estas debido al error que se comento en el andlisis de resultados correspondiente
a la tercera corrida y en la segunda reaccion de PCR se observa una reaccion
positiva. En el aislado 66 se encuentra que en la primera reaccion se observa
una ausencia total de la banda correspondiente con esta muestra reportada como

falso negativo.
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La sensibilidad de nuestra reaccion de acuerdo a los resultados obtenidos
y obedeciendo a la formula para sensibilidad.

VP

Sensibilidad = VP-}-—FN

Donde VP serian los verdaderos positivos y FN los falsos negativos.
Insertando los valores obtenidos de nuestros resultados.

Sensibilidad =

70+ 1

Tenemos como resultado una sensibilidad del 98.59%.

4.3. Determinacion de la actividad antituberculosis de las nanoparticulas de
plata

Se cultivé en medio Middlebrook suplementado la cepa de referencia M.
tuberculosis H37Rv durante 7 dias en presencia de diferentes concentraciones
de nanoparticulas de plata, posteriormente se tomé un inoculo de estos medios
y se resembro en medio Loweinstein-Jensen para determinar la viabilidad de las

células bacterianas después de la exposicion al agente antimicrobiano.

Tabla IX. Determinacion de la CMI para evaluar el efecto antituberculosis de NPs-Ag.

Tubo Resultado Tubo Resultado Tubo Resultado Tubo Resultado
1.1 C 21 SC 3.1 SC C.1l SC
1.2 C 2.2 SC 3.2 SC C.2 SC
1.3 C 2.3 SC 3.3 SC C.3 SC
1.4 C 24 SC 3.4 SC c4 SC
15 C 25 C 35 SC C.5 SC

En la tabla IX se muestran los resultados del experimento para determinar

la concentracion minima inhibitoria de las NPs-Ag sobre Mycobacterium
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tuberculosis. Donde la letra C significa crecimiento y SC sin crecimiento. De
acuerdo a estos resultados se determina que la concentracién minima inhibitoria
para nuestras NPs-Ag es de 0.1 mg/mL. Correspondiente al tubo 2.4 el ultimo

tubo donde se observa inhibicion del crecimiento bacteriano (véase Anexo II).

Tabla X. Determinacion de CMB para evaluar efecto antituberculosis de NPs-Ag.

Tubo Resultado Tubo Resultado Tubo Resultado
1.1 C 21 SC 3.1 SC
1.2 C 2.2 C 3.2 SC
1.3 C 2.3 C 3.3 SC
1.4 C 2.4 C 3.4 SC
1.5 C 2.5 C 3.5 SC

Después de estar expuestas siete dias a nanopatrticulas de plata se realizo
una resiembra del medio liquido de cultivo en medio Loweinstein-Jensen, esto
con el fin de determinar a qué concentracion las NPs-Ag no solo detienen el
crecimiento si no que logren matar a las células de M. tuberculosis. Observamos
gue solo a la concentracidbn mas alta se observa una total muerte de nuestra
bacteria. Por lo que la concentracibn minima bactericida seria de 100 mg/mL
(Véase Anexo II).
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CAPITULO V

5.1 Discusion

5.1.1 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata Argovit™ utilizadas para realizar
nuestros ensayos de inhibiciobn microbiolégicos presentaron un diametro
promedio de 35 nm y una morfologia predominantemente esférica, encontrando
que contienen por cada 200mg, 188 mg de PVP y 12 mg de plata metalica (56).
De acuerdo a Kreytsberg y colaboradores en sus experimentos reportaron la
utilizacién de nanoparticulas de plata con un didmetro entre 5y 50 nm (con una
media muy parecida a las NPs-Ag con la que experimentamos), utilizando
también la mezcla de NPs-Ag e isoniacida, concluyendo que su efecto
antituberculoso fue dosis dependiente (51). Seth y colaboradores utilizaron
nanoparticulas de plata recubiertas con albumina de suero bovino y PVP
respectivamente en ensayos para determinar su actividad antituberculosa. Al
momento de caracterizar sus nanoparticulas de plata recubiertas con PVP
encontraron un tamafio promedio de 28.33 nm y la caracterizacion por
espectrofotometria UV-VIS mostro un pico a 423nm (54), estas caracteristicas
fueron muy similares a las mostradas por las NPs-Ag Argovit™ que presentaron
un tamafio promedio de 35 nm vy el pico por espectrofotometria UV-VIS a los
420nm (56) y se demuestra que las diferentes NPs-Ag presentan actividad

antituberculosis.

5.1.2 Optimizacién de la Reaccion de PCR

En su articulo de revision sobre la estandarizacion y control de calidad en
analisis por PCR Hans-Joachim Burkardt, menciona algunas medidas para
asegurar la integridad de un resultado positivo de una amplificacion de PCR. Los
resultados falsos positivos se deben a errores en técnica por parte del personal

que labora en el laboratorio, en nuestro caso esto se minimiza debido a que la
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variabilidad inter-operador es nula debido a que una sola persona llevo a cabo
todas las metodologias en la fase experimental, si se quisiera entrenar personal
nuevo deberian establecerse procedimientos normalizados de operacion para
minimizar esta fuente de error asegurandose que el entrenamiento sea el
adecuado. Sefiala que otro problema es la amplificacion inespecifica en
protocolos de PCR no optimizados, para nuestro procedimiento buscamos la
temperatura de hibridacion tedrica, pero se corrio un gradiente de temperatura a
diferentes concentraciones de ADN de referencia para evitar esta fuente de error
determinando que en un rango de temperatura de 64 a 58 °C como temperatura
de hibridacion en el protocolo no se veia amplificacion inespecifica ya que todas
las reacciones realizadas en este rango mostraron amplificacion. Para evitar
problemas de amplificacion inespecifica o falsos positivos por amplificacion se
sugiere trabajar en areas diferentes, por lo que nuestros reactivos y muestras se
almacenan a temperatura de -20°C alejados del area donde se realiza la
preparacion de muestras para amplificacion, se esterilizan las micropipetas y se
utilizan puntillas con filtro para evitar contaminacién cruzada entre el control

positivo y los aislados (57).

Se utilizé la forma mas simple de control negativo sugerido, agua grado
molecular sirviendo dos propésitos, asegurandonos que el agua grado molecular
que se utilizé no estuviera contaminada con material genético ya que en volumen
ocupa la proporcién mas grande de la mezcla de reaccién, asegurarnos que el
resto de los reactivos no se hayan contaminado por corridas anteriores y
asegurarnos que no estan hibridando entre los cebadores y produciendo
productos inespecificos por si solos (57). Una vez pasado por este proceso y
mostrando una amplificacién constante de nuestro control positivo, y ausencia de
amplificacion en controles negativos de agua y ADN humano se procedi6 al

procesamiento de los aislados de Mycobacterium tuberculosis.
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5.1.3 Resultados de amplificacion de aislados de Mycobacterium
tuberculosis

Después de realizar las resiembras de los aislados cedidos por el
Laboratorio Estatal de Salud Publica de Baja California, procedimos a realizar la
extraccion del material genético de los aislados recibidos, esto con el propdsito
de amplificar la cantidad de celular y por lo tanto de material genético obtenido y
asegurar la calidad de nuestra optimizacion inicial de la reaccion de PCR. La
extraccion del ADN se realiza en un tiempo promedio de dos horas,
posteriormente se somete al proceso de PCR que dura alrededor de una hora 'y
el revelado del gel de agarosa, obtenemos un resultado entre 4 a 5 horas. La
estandarizacion de la reaccion de PCR se utilizara para apoyar el diagndstico de

tuberculosis que se realiza por medio de baciloscopia de forma rutinaria.

Con este trabajo experimental se estandarizo la reaccion de PCR,
utilizando la cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, de acuerdo a las
muestras aisladas solo se report6 un resultado falso negativo. Por lo que se
propone como forma de control de calidad, cuando se quiera correr esta marcha
analitica para determinar la presencia de Mycobacterium tuberculosis en una
muestra clinica de esputo o algun fluido biolégico, es importante la cuantificacion
del ADN (longitud de onda de 260 y 280 nm). Cada reaccién de PCR debera ser
procesada con un duplicado que contenga como testigo positivo ADN de la cepa
de referencia H37Rv y el ADN problema proveniente de la muestra biol6gica
(como control positivo de la reaccion), asi como un control negativo de reaccién

(agua destilada).
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De acuerdo a nuestros resultados la sensibilidad de nuestra prueba fue de
98.59%, se esperaria que esto pudiera aumentar, al aumentar el tamafio de
muestra, dentro de las recomendaciones para investigaciones futuras se
recomienda realizar un estudio ciego como lo realizaron Noordhoek vy
colaboradores con 30 laboratorios en Europa, en el que se envian muestras de
fluidos bioldgicos contaminados artificialmente con M. tuberculosis como forma
de control de calidad externo, posiblemente esto podria poner a prueba nuestra
reaccion de PCR para comprobar la sensibilidad y la especificidad del método de

reaccion(58).

Una ventaja de nuestra reaccion de PCR es que al estar dirigida a la
secuencia de insercion 6110, esta secuencia se presenta de forma repetida a lo
largo del género Mycobacterium, no solamente detectamos a nivel de especie,
también detectamos el género bacteriano que puede correlacionarse con la
clinica del paciente y se puede determinar si tiene tuberculosis
independientemente de la especie, como ejemplo se logré la amplificacion de
tres cepas de Mycobacterium intracellulare. La secuencia de insercion se
encuentra reportada en la literatura por diferentes grupos como McHugh y

colaboradores y Kent y colaboradores (59,60).

Se propone esta metodologia diagnostica en apoyo al estandar de oro que
es el cultivo L-J, debido a que acorta el tiempo de diagnostico del género
Mycobacterium, ayudando al médico a tomar una decision en cuando al
tratamiento del paciente e iniciarlo la terapia tres semanas antes de la
confirmacion por el cultivo. Una desventaja del método de diagnostico molecular
es que por su mecanismo no se puede detectar o diferenciar entre la presencia
de microorganismos vivos 0 muertos esto solamente no lo podria indicar el

cultivo.
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5.1.4 Determinacion de la actividad antituberculosis de las nanoparticulas
de plata
En estos experimentos se utiliz6 a la cepa de referencia H37Rv de

Mycobacterium tuberculosis para determinar la concentracion minima inhibitoria
y concentracion minima bactericida de las nanoparticulas de plata Argovit™. Se
realiz6 en conjunto utilizando el medio liquido de cultivo para la determinacion del
CMI, para obtener las cepas expuestas siete dias a las nanoparticulas de plata 'y
realizar la resiembra en el medio solido Loweinstein-Jensen. Al momento de
realizar los cultivos liquidos para determinacion de CMI se utiliz6 un control
positivo de H37Rv de acuerdo a la metodologia del fabricante y se observé
crecimiento en el fondo en forma de escamas puntiformes de color blanco, el tubo
se observd turbio en comparacién con el control negativo que fue un medio
procesado de igual manera sin inoculo, una caracteristica interesante y particular
es que al momento de agitar el medio se observa la formacioén de un vortice de

color blanco.

En los tubos con las bacterias solas, del 1.1 al 1.5, se observo el
crecimiento caracteristico descrito en el parrafo anterior. En todos los tubos,
recordando que en estos tubos se reemplaz6 parte del medio de cultivo por el
mismo volumen de PBS para igualar las condiciones de los tubos que se les
quito medio de cultivo para ser reemplazado por nanoparticulas de plata y
obtener las diluciones adecuadas. En los tubos problema en los que se
sembraron bacterias y se expusieron a distintas concentraciones de
nanoparticulas de plata, en el 2.1 debido a la concentracién de nanoparticulas de
plata no ser pudo determinar crecimiento por enturbiamiento del medio, pero no
ser observo el crecimiento caracteristico al fondo del tubo. En el tubo 2.2 se
observd la misma situacion que en el tubo anterior. En el tubo 2.3 se sigue
observando el medio turbio el cual se compard con su par 3.3 que solo tenia

nanoparticulas de plata y la turbidez se observé igual sin crecimiento en el fondo.
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El tubo 2.4 presento la misma situacion con la diferencia de que la turbidez
es menor, pero de igual manera se comparo con su par y se determiné junto con
el fondo que no habia crecimiento. En el tubo 2.5 se observd crecimiento
caracteristico en el fondo del tubo y la formacion del vortice blanco cuando se
agito el medio se determiné que en este tubo presento crecimiento, por lo anterior
la concentracion minima inhibitoria (CMI) es de 0.1 mg/mL o 0.006 mg/mL de
plata metalica lo correspondiente la concentracion en el tubo 2.4. De acuerdo a
Kreytsberg y colaboradores cuando ellos realizaron experimentos para
determinar la inhibiciobn del crecimiento de M. tuberculosis obtuvieron como
resultado que la maxima eficacia en inhibicion la obtuvieron en un rango de
0.0025 a 0.005 mg/mL, resultado que coincide con el obtenido por nosotros si
tomamos en cuenta solo la concentracién de plata metalica, esto debido a que
en su articulo no mencionan si sus nanoparticulas de plata tenian recubrimiento

alguno (61).

En los ensayos para determinar la concentracion minima bactericida
(CMB), las cepas de Mycobacterium tuberculosis se resembraron del caldo de
cultivo del ensayo de concentracibn minima inhibitoria en medio solido
Loweinsten-Jensen después de 7 dias de exposicion con las nanoparticulas de
plata a las diferentes concentraciones. En los tubos de 1.1 a 1.5 se observé
después de dos semanas en cultivo a 35°C colonias caracteristicas de M.
tuberculosis, observandose colonias de color amarillo de morfologia tipica de la
cepa H37Rv, con un diametro de alrededor de 2-3 milimetros, algunas colonias
presentaron formas puntiformes de morfologia similar en cuanto a color y
caracteristicas a lo largo de todo el pico de flauta del tubo de cultivo. En el tubo
2.1 no se observaron colonias en todo el pico de flauta del tubo. En el 2.2 se
observan escasas colonias, solo se observan alrededor de 5 colonias puntiformes
en todo el tubo, en los tubos 1.2 se observa inhibicion considerable del

crecimiento, aunque con una pequefa parte de bacterias que lograron sobrevivir.
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En los tubos 2.3 se observa crecimiento con la misma morfologia que el
tubo 2.2. En los tubos 2.4 se observan alrededor de 10 colonias con diametro
menor a 1 milimetro. En los tubos 2.5 se observan colonias muy similares en
morfologia colonial al tubo 2.4, pequefias comparadas con el crecimiento que se
observa en los tubos 1.5, en mayor cantidad y creciendo a lo largo de todo el pico
de flauta. Con estos resultados determinamos que la concentracion minima
bactericida es de 100 mg/mL, correspondiente la primera dilucién (se observo
gue no hubo crecimiento de las bacterias), esto corresponde a 6 mg/mL de plata
metélica.

87

—~—
'



CAPITULO VI

6.1 Conclusiones

-Los resultados de la caracterizacion por espectroscopia UV-Vis y microscopia
electronica de transmision pudieron correlacionarse adecuadamente en relacion
al tamafo y morfologia de las diferentes concentraciones de las nanoparticulas

de plata.

-Las nanoparticulas de plata utilizadas en esta investigacion presentaban un
rango de diametro promedio de 35 nm, con una forma esferoidal en las diferentes
concentraciones y las de mayor tamafio tuvieron un diametro promedio de
35+£15nm (20%).

-Se logré estandarizar la técnica de cultivo de Loweinsten-Jensen para el

crecimiento de Mycobacterium tuberculosis.

-Se estandarizo la técnica para el diagnéstico por PCR punto final de
Mycobacterium tuberculosis amplificando la 1S6110 logrando un resultado de
sensibilidad del 98.59%.

-Se determind que las nanoparticulas de plata Argovit™ presentan actividad
antimicrobiana frente a Mycobacterium tuberculosis H37Rv determinando que la
concentracion minima bactericida (CMB) es de 100 mg/mL y una concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 0.1 mg/mL.
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CAPITULO VI

Anexo |. Caracterizacién de Nanoparticulas de Plata

Identificacién por Espectroscopia UV-Visible de las nanoparticulas de
plata

Con el fin de observar la absorcion en la regién ultravioleta-visible (UV-Vis)
del espectro electromagnético de las nanoparticulas de plata al 0.3%, 3%, 5%,
20% y 40% de Argovit producidas por Vector —Vita Ltd, se realiz6 con un
espectrofotometro Varian, modelo CARY-300, utilizando como blanco una
solucién de nitrato de plata 1.0 % p/v a pH 7.0. En la figura 18 se muestra la
caracterizacion de la estabilidad de los materiales con nanoparticulas de plata
por espectroscopia UV-Visible en diferentes concentraciones. En donde se
presentan los espectros de UV-Visible de las diferentes concentraciones de las

nanoparticulas de plata (Argovit) producidas por Vector —Vita Ltd.
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Figura 18. Espectros de UV-Visible de Argovit de diferentes concentraciones de las
nanoparticulas de plata producidas por Vector —Vita Ltd.
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Los picos se presentaron en intervalos de energia alrededor de 25,000 cm-
! corresponden a nanoparticulas de plata con didmetro mas de 1 nmy < 26,000
cm? corresponden a cimulos de plata con didmetro < 1nm (neutrales, o
cargadas positivamente), que contienen alrededor de 2- 30 atomos de plata. Las
bandas con maximo de absorcién alrededor de 40,000 cm corresponden a los

cationes de plata Ag*'.

Resultados de la caracterizacion de las nanoparticulas de plata (Argovit) al
0.3%, 3%, 5% y 20% por espectroscopia UV-Visible.

En la figura 19 se presentan los espectros de UV-Visible de las
nanoparticulas de plata (Argovit) al 0.3%, 3%, 5% y 20%. En el espectros de
Argovit se observan la banda més intensa a 24,800 es (la banda tipica para
nanoparticulas de plata con diametro > 1 nm); un hombro a 23,000 cm, (se
interpreta como nanoparticulas de plata con diametro > 1 nm), el hombro
ligeramente notable a 28,000 cm™* (cumulos de plata de con diametro < 1nm

neutrales, o cargadas positivamente).
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Figura 19. Espectros de UV-Visible de Argovit de las nanoparticulas de plata al 0.3%,
3%, 5% y 20%.
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El aumento de concentracion de las nanoparticulas de plata de 0.3% hasta

20% de plata metalica de Argovit, aumenta la intensidad del espectro, pero no

resulto al cambio considerablemente la forma del espectro e intensidad relativa

de los 3 tipos de bandas. Esto indica que el estado electronico de nanoparticulas

y cumulos de plata no se cambid con la variacién de concentracién de Argovit en

los intervalos estudiados.

Resultados de la caracterizacion de las nanoparticulas de plata (Argovit) al
0.3%, 3%, 5% y 20% por espectroscopia UV-Visible.

En la figura 20 se presentan los espectros de UV-Visible de las
nanoparticulas de plata (Argovit) al 0.3%, 3%, 5% y 20%. En los espectros de

Argovit se observan la banda mas intensiva a 24,800 y un hombro a 23,000 cm-

1, el hombro ligeramente notable a 28,000 cm™.
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Figura 20. Espectros de UV-Visible de Argovit de las nanoparticulas de plata (Argovit)
al 0.3%, 3%, 5% y 20%.
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El aumento de concentracion de las nanoparticulas de plata de 0.3% hasta 20%,
aumenta la intensidad del espectro, pero no resulto al cambio considerablemente

la forma del espectro e intensidad relativa de los 3 tipos de bandas.

Resultados de la caracterizacion de las nanoparticulas de plata (Argovit) al
0.3%, 3%, 5%, 10% y 20% por espectroscopia electronica de transmision
(TEM).

En la figura 21 se presenta la distribucion del nUumero de nanoparticulas
de plata por tamafio para la concentracién 0.03% de Argovit con el lote BO01077.
Totalmente se conté 263 particulas. El valor promedio del tamafio es:
38.3+11.5nm.
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Figura 21. Se presenta una imagen de TEM para las nanoparticulas de plata al 0.3%
del lote BO01077.

En la gréfica 21 se presenta la distribucién del numero de nanoparticulas de plata
por tamafio para la concentracién 0.3% de Argovit. Totalmente se conté 263

particulas. El valor promedio del tamafio es: 38.3+11.5nm.
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Nanoparticulas de plata Ag 0.03
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Grafica 1. Distribucion del nimero de nanoparticulas de plata por tamafio para la
concentracion 0.3% de Argovit con el lote BO01077.

En la figura 22 se presenta la distribucion del numero de nanoparticulas de plata
por tamafo para la concentracién 3% de Argovit con el lote BO01078. Totalmente

se cont6 244 particulas. El valor promedio del tamafio es: 36.0+12nm.

.&1' - E ™Y -

Figura 22. Se presenta una imagen de TEM para las nanoparticulas de plata al 3% del
lote BO01078.
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En la gréfica 2 se presenta la distribucion del nimero de nanoparticulas de plata
por tamafio para la concentracion 3% de Argovit. Totalmente se contdé 244

particulas. El valor promedio del tamafio es: 36.0+12nm.

Nanoparticulas de plata al 3%
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Grafica 2. Distribucion del nimero de nanoparticulas de plata por tamafio para la
concentracion 3% de Argovit con el lote B0O01078.

En la figura 23 se presenta la distribucion del numero de nanoparticulas de plata
por tamafio para la concentracion 5% de Argovit con el lote BO01079. Totalmente

se cont6 223 particulas. El valor promedio del tamafio es: 34.0+12.5nm.
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Figura 23. Se presenta una imagen de TEM para las nanoparticulas de plata al 5% del lote
B001079.

En la gréfica 3 se presenta la distribucion del nimero de nanoparticulas de plata
por tamafio para la concentracion 5% de Argovit. Totalmente se conté 223

particulas. El valor promedio del tamafio es: 34.0£12.5nm.
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Grafica 3. Distribucion del nimero de nanoparticulas de plata por tamafio para la
concentracion 5% de Argovit con el lote BO01079.
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En la figura 24 se presenta la distribucion del nUmero de nanoparticulas de plata
por tamafo para la concentracion 10% de Argovit. Totalmente se contd 561

particulas. El valor promedio del tamafio es: 40.0+15.3nm.

Figura 24. Se presenta una imagen de TEM para las nanoparticulas de plata al 10% del
lote BO01066.

En la grafica 4 se presenta la distribucion del nimero de nanoparticulas de plata
por tamafio para la concentracion 10% de Argovit. Totalmente se contdé 561
particulas. El valor promedio del tamafio es: 40.0+15.3nm.
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Nanoparticulas de plata al 10%
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Gréfica 4. Distribucién del numero de nanoparticulas de plata por tamafio para la
concentracién 10% de Argovit con el lote BO01066.

En la figura 25 se presenta la distribucion del nUmero de nanoparticulas de plata
por tamafo para la concentracion 20% de Argovit. Totalmente se conto 422

particulas. El valor promedio del tamafio es: 44.4+17.8nm.
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Figura 25. Se presenta una imagen de TEM para las nanoparticulas de plata al 20%
del lote BO01067.
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En la grafica 5 se presenta la distribucion del nimero de nanoparticulas de plata
por tamafio para la concentracién 20% de Argovit. Totalmente se cont6 422

particulas. El valor promedio del tamafio es: 44.4+17.8nm.
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Gréfica 5. Distribucién del nUmero de nanoparticulas de plata por tamafio para la
concentracién 20% de Argovit con el lote BO01067.
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Figura 26 Tubos de cultivo liquido 1.1-1.5 después de tres semanas de incubaciéon. CMI.
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Figura 27 Tubos de cultivo liquido 2.1-2.5 después de tres semanas de incubacion. CMI.
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Figura 28. Tubos de cultivo liquido 3.1-3.5 después de tres semanas de incubacion. CMI.
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Figura 29 Tubos de cultivo liquido C.1-C.5 después de tres semanas de incubacion.

CMIL.
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Figura 30 Control positivo con cepa de referencia y control negativo sin inocular.
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Figura 32. Cultivos CMB tubos 2.1-2.5. Mycobacterium tuberculosis H37Rv y

nanoparticulas de plata.
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Figura 33. Cultivos CMB tubos 3.1-3.5. Control solamente nanoparticulas de plata.
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