
RESUMEN

Argumentación teórica:
La tuberculosis (��), 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 algún grado de infección1. 
Por lo que la �� se considera como una de las enfermedades 
infecciosas más importantes para la salud publica global.2 

Desafortunadamente el futuro epidemiológico de la �� no es muy 
alentador, de acuerdo a la ��� la aparición de tuberculosis en 
pacientes con ��� y diabé� cos, está conformando un escenario 
gris el cual se agrava considerablemente con los fenómenos de 
drogo (��), mul�  (���) y drogoresistencia extrema (���), los 
cuales están adquiriendo signos de emergencia para la salud 
pública en países de África, Europa del Este, Unión Sovié� ca, 
China, Irán e India. 3-5

Argumentación empírica:
Las pruebas tradicionales para el diagnós� co de drogoresistencia 
parten de un cul� vo posi� vo de Mycobacterium, seguido 
de subcul� vos que se exponen a la droga para evaluar su 
suscep� bilidad, lo cual requiere en total de 6 a 9 semanas, 
o 5 a 8 si se emplean métodos radiométricos (������) o 
fl uorométricos (����), contribuyendo con este � empo a 
la transmisión de la �� ���.4  Es por lo anterior que en los 
úl� mos años se han venido desarrollando un gran número de 
metodologías moleculares basadas en el análisis de los genes 
causantes de la drogoresistencia, buscando las mutaciones que 
expliquen dicho comportamiento.6-7 Así tenemos el análisis 
de polimorfi smos conformacionales de hebra sencilla (����), 
Migración heteroduplex, Hibridación con fagos, secuenciación 
de genes, y mas recientemente la reacción en cadena de la 
polimerasa en � empo real (���-��), la cual  permite iden� fi car 
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las mutaciones causantes de la drogoresistencia.8-10 En general 
estas técnicas � enen la ventaja de ser especifi cas y rápidas, 
generando diagnós� co en cues� ón de horas, sin embargo 
presentan limitantes que impiden su directa aplicación en el 
campo, por lo que requieren evaluarse en las muestras clínicas a 
fi n de evaluar su sensibilidad y especifi cidad.11

Planteamiento del problema:
A nivel mundial se es� ma que un 3.2% de las personas con �� son 
portadores de una cepa ��-��12; la Organización Panamericana 
de la Salud (���) no� fi có que México se ubica dentro de los 5 
países con mayor incidencia  en América La� na.12 De acuerdo 
a la Secretaría de Salud para el 2005 se reportaron 450 casos 
de ��-�� y Veracruz aportó 150 casos (33%), colocándose como 
uno de los tres estados del país con mayores aportaciones.13

Estos datos ubican a la ��-�� como una de las problemá� ca 
más importantes a atender dentro de los programas de salud 
nacional14 y estatal.15 Adicionalmente es claro que los métodos 
tradicionales para el diagnós� co de ��-�� no son viables para 
establecer a un mediano y largo plazo procedimientos de 
control y futura erradicación, por lo que es necesario desarrollar 
y evaluar la u� lidad de nuevas tecnologías moleculares, más 
rápidas, exactas, confi ables, sensibles y especifi cas.

Obje� vo General:
Desarrollar un sistema de detección de drogoresistencia en 
tuberculosis por ���-��.

Metodología:
1.- Colecta de cepas ��-�� de referencia. Muestras de 
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expectoración de paciente con cuadro clínico presun�vo de 
drogoresistencia (��-��) se descontaminaron y cul�varon en 
medio LJ, el perfil de drogoresistencia se determinó mediante 
������. Adicionalmente se recolectaron expectoraciones con 
basciloscopia posi�va (��+).  La extracción de ��� geonómico se 
realizó empleando métodos tradicionales.
2.- Estandarización de la técnica de ���-��. Se diseñaron los 
primeros y las sondas de hibridación responsables de reconocer 
las mutaciones que confieren resistencia a rifampicina, gene rpo� 
(mutación �/� en el codón 531) e isoniacida, gene kat� (mutación 
�/� en el codón 315). Se estandarizaron la concentración de 
���, los reac�vos y condiciones de reacción. La amplificación 
y evaluación post-corrida se realizaron mediante el programa 
de Discriminación Alelica en el equipo de ���-�� 7500 (Applied 
Biosys.). Una vez estandarizado, se aplicó a las muestras ��-�� 
y �� +.
3.- Secuenciación de rpo� y kat� en las cepas ��-��. En las 
cepas ��-�� se establecieron las condiciones de ��� para 
obtener un producto de 280pb del gene rpo� y de 580 pb de 
kat� conteniendo el ��� 531 y 315  respec�vamente. Estos se 
aplicaron a un secuenciador capilar, “��� Prism 7500” (Applied 
Biosys.). El análisis de cada secuencia se realizó mediante 
el programa  Chromas V.2.3  y la comparación de los genes 
fue mediante un alineamiento múl�ple empleando ClustalV,  
empleando las secuencias de referencia rpo� (888164)  y kat� 
(X68801), obtenidas a través del GenBank. 

Resultados:
Se recolectaron 110 ��+ y 25 cepas ��-��, 15 presentaron 
drogoresistencia a rifampicina (rif+) y 17 a isoniacida (iso+), 
15 fueron resistentes  a ambas drogas (��-���). El ensayo de 
discriminación alélica permi�ó,  en un lapso de 24 hrs, iden�ficar 
en las 15 cepas rif+, a 5 como portadoras del ��� �/� 531,  8 (53%)  
no lo son y 2 (13%) no dieron señal de amplificación. En las 17 
cepas iso+, 8 (47%) presentaron el ��� 315, en 8 (47%) ausente 
y en 1 (6%) sin señal. Las cepas rif- e iso- y M. tuberculosis se 
ubicaron sin la mutación.  3 ��+ mostraron la  mutación 531 de 
rpo� (3%) y 3 la mutación 315 en kat� (3%), 1 (0.9%) mostró 
mutaciones para ambos genes (���). La secuenciación de kat� 
y rpo� confirmaron la presencia o ausencia de las mutaciones, 
lo cual permi�ó establecer una sensibilidad y especificidad de la 
prueba de ���-�� cercano al 80%. 

Discusión:
Este es el primer reporte donde se describe un método 
estandarizado de diagnós�co múl�ple de drogoresistencia 
a isoniacida y rifampicina a par�r de la iden�ficación rápida 
y específica de los ���� rpo�-531 y kat�-315 por ���-��,  su 
aplicación en la clínica y su empleo en el diagnós�co se aprecian 

como atrac�vos. Adicionalmente también se describen por 
vez primera las caracterís�cas moleculares de cepas de ��-
�� provenientes de la región sur del país.16-20 Es de llamar la 
atención el comportamiento de las mutaciones iden�ficadas, el 
cual coincide poco con lo reportado en la literatura22-24 y muestra 
además una alta heterogeneidad de cepas circulando en la 
población, lo que establece un comportamiento muy par�cular 
para el estado, y obliga a considerar medidas de intervención 
especificas. 
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