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Argumentacion tedrica:

La tuberculosis (TB), anualmente causa afectaciones a 9 millones
de personas y la muerte de casi 3 millones y se considera que
1 de cada 3 seres humanos padece algin grado de infeccidn®.
Por lo que la TB se considera como una de las enfermedades
infecciosas mas importantes para la salud publica global.?
Desafortunadamente el futuro epidemiolégico de la TB no es muy
alentador, de acuerdo a la oms la aparicion de tuberculosis en
pacientes con VIH y diabéticos, esta conformando un escenario
gris el cual se agrava considerablemente con los fendmenos de
drogo (DR), multi (MDR) y drogoresistencia extrema (XDR), los
cuales estan adquiriendo signos de emergencia para la salud
publica en paises de Africa, Europa del Este, Unidn Soviética,
China, Irdn e India. 3*°

Argumentacién empirica:

Las pruebas tradicionales para el diagndstico de drogoresistencia
parten de un cultivo positivo de Mycobacterium, seguido
de subcultivos que se exponen a la droga para evaluar su
susceptibilidad, lo cual requiere en total de 6 a 9 semanas,
o0 5 a 8 si se emplean métodos radiométricos (BACTEC) o
fluorométricos (MGIT), contribuyendo con este tiempo a
la transmisién de la TB MDR.* Es por lo anterior que en los
ultimos afios se han venido desarrollando un gran nimero de
metodologias moleculares basadas en el analisis de los genes
causantes de la drogoresistencia, buscando las mutaciones que
expliquen dicho comportamiento.®” Asi tenemos el analisis
de polimorfismos conformacionales de hebra sencilla (sscp),
Migracion heteroduplex, Hibridacion con fagos, secuenciacion
de genes, y mas recientemente la reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (PCR-TR), la cual permite identificar

las mutaciones causantes de la drogoresistencia.®*® En general
estas técnicas tienen la ventaja de ser especificas y rapidas,
generando diagndstico en cuestion de horas, sin embargo
presentan limitantes que impiden su directa aplicacion en el
campo, por lo que requieren evaluarse en las muestras clinicas a
fin de evaluar su sensibilidad y especificidad.*

Planteamiento del problema:

A nivel mundial se estima que un 3.2% de las personas con TB son
portadores de una cepa TB-DR*?; la Organizaciéon Panamericana
de la Salud (ops) notificé que México se ubica dentro de los 5
paises con mayor incidencia en América Latina.’? De acuerdo
a la Secretaria de Salud para el 2005 se reportaron 450 casos
de TB-DR y Veracruz aportd 150 casos (33%), colocandose como
uno de los tres estados del pais con mayores aportaciones.?
Estos datos ubican a la TB-DR como una de las problematica
mas importantes a atender dentro de los programas de salud
nacional'* y estatal.’® Adicionalmente es claro que los métodos
tradicionales para el diagndstico de TB-DR no son viables para
establecer a un mediano y largo plazo procedimientos de
control y futura erradicacion, por lo que es necesario desarrollar
y evaluar la utilidad de nuevas tecnologias moleculares, mas
rapidas, exactas, confiables, sensibles y especificas.

Objetivo General:
Desarrollar un sistema de deteccion de drogoresistencia en
tuberculosis por PCR-TR.

Metodologia:
1- Colecta de cepas TB-DR de referencia. Muestras de
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expectoracion de paciente con cuadro clinico presuntivo de
drogoresistencia (TB-DR) se descontaminaron y cultivaron en
medio LJ, el perfil de drogoresistencia se determind mediante
BACTEC. Adicionalmente se recolectaron expectoraciones con
basciloscopia positiva (BA+). La extraccién de ADN geondmico se
realizé empleando métodos tradicionales.

2.- Estandarizacion de la técnica de PCR-TR. Se disefiaron los
primeros y las sondas de hibridacion responsables de reconocer
las mutaciones que confieren resistencia a rifampicina, gene rpos
(mutacién c/G en el codén 531) eisoniacida, gene katG (mutacion
G/c en el coddn 315). Se estandarizaron la concentracién de
ADN, los reactivos y condiciones de reaccién. La amplificacion
y evaluacién post-corrida se realizaron mediante el programa
de Discriminacion Alelica en el equipo de PCR-TR 7500 (Applied
Biosys.). Una vez estandarizado, se aplicé a las muestras TB-DR
y BA +.

3.- Secuenciacion de rpoB y katG en las cepas TB-DR. En las
cepas TB-DR se establecieron las condiciones de PCR para
obtener un producto de 280pb del gene rpoB y de 580 pb de
katG conteniendo el sNP 531 y 315 respectivamente. Estos se
aplicaron a un secuenciador capilar, “ABI Prism 7500” (Applied
Biosys.). El anadlisis de cada secuencia se realizdé mediante
el programa Chromas V.2.3 vy la comparacién de los genes
fue mediante un alineamiento multiple empleando ClustalV,
empleando las secuencias de referencia rpoB (888164) vy katG
(X68801), obtenidas a través del GenBank.

Resultados:

Se recolectaron 110 BA+ y 25 cepas TB-DR, 15 presentaron
drogoresistencia a rifampicina (rif+) y 17 a isoniacida (iso+),
15 fueron resistentes a ambas drogas (TB-MDR). El ensayo de
discriminacion alélica permitio, en un lapso de 24 hrs, identificar
enlas 15 cepasrif+, a5 como portadoras del SNP G/c 531, 8 (53%)
no lo son y 2 (13%) no dieron sefial de amplificacion. En las 17
cepas iso+, 8 (47%) presentaron el SNP 315, en 8 (47%) ausente
y en 1 (6%) sin sefial. Las cepas rif- e iso- y M. tuberculosis se
ubicaron sin la mutacién. 3 BA+ mostraron la mutacién 531 de
rpoB (3%) y 3 la mutacion 315 en katG (3%), 1 (0.9%) mostré
mutaciones para ambos genes (MDR). La secuenciacién de katG
y rpoB confirmaron la presencia o ausencia de las mutaciones,
lo cual permitié establecer una sensibilidad y especificidad de la
prueba de PCR-TR cercano al 80%.

Discusion:

Este es el primer reporte donde se describe un método
estandarizado de diagndstico multiple de drogoresistencia
a isoniacida y rifampicina a partir de la identificacién rapida
y especifica de los SNPS rpoB-531 y katG-315 por PCR-TR, su
aplicacién en la clinica y su empleo en el diagndstico se aprecian

como atractivos. Adicionalmente también se describen por
vez primera las caracteristicas moleculares de cepas de TB-
DR provenientes de la region sur del pais.’*?° Es de llamar la
atencidn el comportamiento de las mutaciones identificadas, el
cual coincide poco con lo reportado en la literatura?*2*y muestra
ademds una alta heterogeneidad de cepas circulando en la
poblacién, lo que establece un comportamiento muy particular
para el estado, y obliga a considerar medidas de intervencion
especificas.
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