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BIOLOGIA MOLECULAR Y MEDICINA

Coordinador: Dr. Fabio Salamanca Gomez

El papel de las técnicas de biologia molecular en el
diagnoéstico y control de tuberculosis

Verdnica Loera-Castafieda,* José Sanchez-Corona,* Maria Cristina Moran-Moguel*

Contexto histérico

A la tuberculosis (TB) se le conoce como una de las
enfermedades mas antiguas que han afectado a la
humanidad. Se han encontrado datos de TB espinal en
momias de Egipto que datan desde 2,400 afios a.C.
Alrededor del afio 460 a.C, Hipdcrates identifica a la
“phtisis” (término acufiado por los griegos) como enfer-
medad contagiosa de consecuencia porlo general fatal.
Sylvius en 1702, identifico las lesiones pulmonares o
“tubérculos” como cambios consistentes y caracteristi-
cos en pulmones y otros érganos de los pacientes con
TB. En 1720 el fisico Inglés Benjamin Marten fue el
primero en aseverar en su publicacion “A New Theory of
Consumption”, que la TB puede ser causada por “dimi-
nutas criaturas vivientes”, las cuales pueden introducir-
se en el cuerpo generando las lesiones y los sintomas
de la enfermedad. El botanico Hermann Brehmer, en
1854 concluye su tesis doctoral titulada “ Tuberculosis is
a Curable Disease”, producto de estudios que realizd
después de padecer la enfermedad y haber sanado. La
etiologia de la TB fue discutida hasta el descubrimiento
del bacilo tuberculoso por Robert Koch en 1852, que
aunado a la mejora en las condiciones socioeconémi-
casy el aislamiento del paciente tuberculoso en hospi-
tales, representd unimpacto importante en la epidemio-
logia mundial de la TB en la primera mitad del siglo XX.
En 1895 otro gran avance fue el descubrimiento de la
radiacion por Wilhelm-Konrad von Réntgen, herramien-
ta importante para el seguimiento de los pacientes con
TB y posteriormente el descubrimiento de las bases
para la vacuna a partir del Bacilo de Calmette y Guerin
(BCG) por parte de Calmette y Guerin, la cual se
distribuye ampliamente en nuestros dias.!

La secuencia gendmica completa de Mycobacterium
tuberculosisfue descritaen Junio de 1998 por Coley cols.
en la cepa H37Rv,2 suceso que proporcioné una nueva
direccion a las diversas técnicas de ADN recombinante
en la deteccion e identificacion de micobacterias y en la
identificacion molecular de resistencia. Estas técnicas
aungue rapidas y exactas, son susceptibles a modifica-
cién tratando de disminuir sus limitaciones y aumentar
sus ventajas. Las versiones simplificadas cada vez son
mas asequibles paralos laboratorios clinicos. Sinembar-
go, las placas para analisis en microscopio, y los proce-
dimientos de cultivo, contintan siendo los estandares de
oro para el diagndstico micobacteriano.

Deteccion molecular de Mycobacterium tuberculosis

Algunos de los métodos moleculares para la deteccion
de Mycobacterium tuberculosis se basan en la amplifi-
cacion de secuencias repetidas de ADN mediante reac-
cion en cadenade la polimerasa o PCR (de las siglas en
inglés Polymerase Chain Reaction) obteniendo un re-
sultadoen24 a48horas. LaPCR es capaz de demostrar
la presencia de fragmentos de ADN micobacterianos en
muestras bioldgicas de pacientes con sospecha clinica
detuberculosis, en muestras conresultado negativoala
tincion de Ziehl-Neelsen o en el cultivo, lo cual resulta
particularmente Gtil en infecciones no baciliferas de
pacientes con cuadros atipicos asociados a infeccién
por VIH.2 Sin embargo, se han reconocido dos grandes
obstaculos al éxito de latécnica: las dificultades relacio-
nadas con la ruptura de la pared celular micobacteriana
y la extraccion de ADN y la presencia de inhibidores de
la PCR. Otros factores que pueden influir en la sensibi-
lidad y especificidad de la técnica son la variabilidad
biolégicay laamplificacién inespecifica. La sensibilidad
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de la PCR en muestras pulmonares se ha reportado
entre 74 y 100%.2 Una variedad de la PCR es la PCR
“nested” 0 “anidada” que consiste en dos reacciones de
PCR con el fin de hacer méas especifica la amplificacién
y aumentar el rendimiento.*

Las primeras sondas disponibles comercialmente
fueron las sondas isotopicas para el complejo M. tuber-
culosis y las especies M. avium, M. intracellulare y M.
gordonae, marcadas con 1'% y que hibridan con ARNr
que permitian la identificacion rapida (2 h aproximada-
mente) de las micobacterias mas comunes en ADN
extraido de cultivo o tejido. Esto permiti6 acortar el
tiempo de identificacion de 4-6 semanas a 2-4h, crean-
do unaventajatangible entre el uso de técnicas molecu-
lares y las técnicas de identificacion tradicionales.

Resistencia a antifimicos y mecanismos moleculares
de resistencia

Desde 1946 cuando se administraba estreptomicina
como monoterapia, se reportan pacientes con resisten-
ciaclinicaalfarmacoydesde 1973 setiene antecedente
de pacientes infectados con cepas resistentes a malti-
ples antifimicos.* Los mecanismos moleculares de re-
sistencia a farmacos son: inactivacion del farmaco,
dificultad para acceder al blanco y alteracién del blanco
por mutacién. De estos tres solamente el tercero se ha
descrito como mecanismo de resistencia en Mycobac-
terium tuberculosis. Esta resistencia es el resultado de
mutaciones génicas espontaneas que ocurren con una
frecuencia aproximada de 10° a 108.# Actualmente se
conocen diez genes y sus productos proteicos involu-
crados en dicha resistencia: Cuatro genes cuyas muta-
ciones condicionanresistenciaaisoniazida (KatG, inhA,
kasA y oxyR-ahpc); se ha identificado un gen en la
resistencia a etambutol (embB); uno en la resistencia a
fluoroquinolonas (gyrA), uno en la resistencia a pirazi-
namida (pncA),; dos genes (rpsL, rrs) en laresistencia a
estreptomicina y un gen (rpoB) en la resistencia a
rifampicina; en este dltimo, se ha descrito una regién
gue contiene los puntos calientes para mutacién deno-
minada regién Rif. Todas la mutaciones que en ella se
han identificado confieren resistencia a rifampicina, la
mayoria son mutaciones de sentido equivocado, es
decir, cambia un aminoéacido por otro; ademas se ha
descrito que aproximadamente el 66.8% de estas cepas
desarrollan resistencia a otras drogas.*

Estrategias moleculares para identificar mutaciones
que confieren resistencia

Para la identificacion de mutaciones pueden utilizarse
diversas técnicas moleculares, ya sea en forma directa
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(en la muestra remitida al laboratorio) o en cultivo. De
acuerdo con el grado (de menor a mayor) de especifici-
dady costo o requerimiento de equipo especial, las mas
utilizadas son: PCR heteroduplex, técnica que permite
analizar cambios hasta de una sola base dentro de la
secuencia especifica de un fragmento de ADN de doble
cadena, evidente como un cambio en el patrén electro-
forético, debido al mal apareamiento en la doble cadena
de ADN. PCCS (Polimorfismo conformacional de cade-
na sencilla) técnica para detectar diferentes conforma-
ciones de unasolacadenade ADN dadas por la presen-
cia de mutaciones. Estas dos técnicas proporcionan
una manera facil y rapida de detectar presencia pero no
el tipo y sitio especifico de la mutacion, lo que es una
limitante para su aplicacién en estudios epidemiol6gi-
cos de prevalencia y caracterizacion de las cepas
resistentes a antifimicos, sin embargo, son una opcién
rapida y de menor costo. La hibridacién con sondas
actualmente utiliza membranas de diferente material y
es posible cargarlas con sondas de interés, como aque-
llas que contienen mutaciones conocidas responsables
de resistencia a diversos farmacos, lo cual favorece el
diagnéstico temprano y especifico de resistencia en
pacientes en control con antifimicos de primera linea.
PLH (del inglés; PCR-reverse Line Blot Hybridization),
técnica que consiste en hibridacion reversa de una
region de interés, que es amplificada por PCR con un
iniciador biotinilado. El producto de PCR es hibridado en
una membrana cargada con sondas de secuencias
silvestresy mutantes, las cuales se unenalamembrana
covalentemente. El resultado positivo indica una hibri-
dacion exitosa y se detecta mediante una sefal que
emite el conjugado de estreptavidina-peroxidasa.® INNO-
LiPA-RIf TB (del inglés; INNOGenetics Line Probe As-
say), prueba de hibridacion reversa que permite la
identificacion rapida de la mutacién causante de resis-
tencia en cepas de Mycobacterium tuberculosis. Otorga
una correlacion del 100% con el analisis convencional
de susceptibilidad a drogas y se ha validado con una
sensibilidad y especificidad del 100%. La hibridacién
reversase realizaentre unfragmento de ADN de interés
(producto de un sistemade PCR nested) yunasondade
ADN con una mutacion conocida biotinilada en su extre-
mo 5'. Estas dos técnicas ofrecen una deteccién rapida,
facil y especifica de mutaciones conocidas, pero sus
limitaciones incluyen costos elevados, la incapacidad
para detectar mutaciones desconocidas, el nimero
limitado de sondas y en ocasiones la necesidad de un
granindculo.® Secuenciacion. Técnica mediante la cual
se puede determinar el orden de nucleétidos en regio-
nes especificas del genoma. Ha permitido la asignacién
e identificacion clara de nuevas especies de micobacte-
rias, asi como de mutaciones asociadas con laresisten-
ciaamultiples antifimicos. El costoy el requerimiento de
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equipo especializado para secuenciacion limitan su uso
en la mayoria de los laboratorios.®

La especificidad y larapidez de las técnicas molecu-
lares actuales, representan unaventaja plausible frente
a las técnicas tradicionales, esto motiva a la busqueda
de versiones con mayor sensibilidad, especificidad y
con menores costos, que sean asequibles para su
aplicacion en el diagnéstico de infeccion y la identifica-
cion de mutaciones que confieren resistencia, lo que
representaria unimpacto importante en el control epide-
miologico de la tuberculosis en el mundo.
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