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RESUMEN

Objetivo: Detectar tempranamente la susceptibilidad a las drogas antituberculosas rifampicina e isoniacida mediante
PCR y electroforesis conformacional. Materiales y métodos: Se implementaron dos ensayos de amplificacion de los
genes rpoB y katG y mediante Heteroduplex y SSCP se determiné la susceptibilidad antituberculosa de 31 muestras
clinicas procedentes de pacientes con diagnostico de tuberculosis pulmonar baciloscopia positiva. La caracterizacion
fenotipica de la susceptibilidad, se realizo empleando el método de las proporciones. Resultados: Los ensayos de PCR
detectaron hasta 2,5 Bg de ADN gendmico de M. tuberculosis; no amplificando ADN de otras micobacterias y bacterias
comunes de la flora bucal. Se encontré una concordancia general entre la deteccién molecular y convencional de la
susceptibilidad a rifampicina e isoniacida de 96,7% y 83,9% (p<0,05), respectivamente. Sin embargo, sélo en pacientes
con antecedente de tratamiento se present6 una concordancia del 100% y 90,9% (p<0,05) para rifampicina e isoniacida,
respectivamente. Ademas, este sistema de deteccion de resistencia puede emitir resultados 48 horas después de la
recepcion de la muestra clinica. Conclusiones: Estos sistemas se presentan como una excelente alternativa para la
identificacion temprana de pacientes infectados con bacilos de M.tuberculosis drogoresistentes. Potencialmente, se podran
dirigir 6ptimos y oportunos esquemas terapéuticos que contribuirdn con el control y prevencién de la transmision de
cepas multidrogo-resistentes que afectan en gran medida a la salud publica de nuestro pais.
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ABSTRACT

Objective: Early detection of Mycobacterium tuberculosis susceptibility to two anti tuberculous drugs,rifampin and isoni-
azid using PCR and conformational electrophoresis. Material and methods: Two amplification assays were implemented
for the rpoB and katG genes and susceptibility to antituberculous agents was determined by heteroduplex and SSCP in 31
clinical samples obtained from patients with positive smear pulmonar tuberculosis.The phenotypical characterization of
susceptibility to antituberculous agents was Performed using proportion method. Results: PCR assays detected up to 2,5
pg of M. tuberculosis genomic DNA, no amplifications of DNA of other mycobacteria and common bacteria of buccal flora
was performed. The general concordance between the molecular and conventional detection of rifampin and isoniazid
susceptibility was 96, 7% and 83,9% (p<005) respectively. However, a 100% and 90,9% concordance (p<0,05) for rifampin
and isoniazid respectively was found only in patients who received previous treatment. Moreover, this resistance detection
system can give results 48 hours after the clinical sample is obtained. Conclusion: These systems showed to be an
excellent diagnosis alternative for the early identification of ,oatients infected with drug-resistant Mycobacterium tubercu-
losis. It will potentially allow the use of timely and optimal treatment schemes that may contribute to the control and
prevention of multidrug-resistant strains that affect public health in our country.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios, la tuberculosis (TB) ha reemergido
como una de las principales causas del incremento de las
tasas de morbi-mortalidad en el mundo, con cerca de tres
millones de muertes anuales?. Este hecho es debido a su
pobre manejo, regimenes incorrectos e incumplimiento de
los tratamientos? que vienen contribuyendo con la aparicion
de la resistencia a las drogas antituberculosas®. Otros
factores importantes en el desencadenamiento de la
enfermedad, lo constituyen la diseminacion del HIV-SIDA
y lainmigracion de personas desde areas de alta incidencia.
En el Per(, la TB es un verdadero problema de salud publica;
especialmente en Limay Callao, a pesar de laimplementacion
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del DOTS para el tratamiento contra la tuberculosis como uno
de los mejores esfuerzos del Programa Nacional de Control
de la Tuberculosis. Ello es exhibido por el estudio de vigilancia
de la resistencia a drogas antituberculosas realizado por el
Instituto Nacional de Salud en el afio 1999 donde muestra
que la resistencia y multidrogoresistencia afectan
significativamente®. La resistencia primaria fue 17,8% vy la
multidrogoresistencia (MDR) primaria del 3,0%. Por otra parte,
la resistencia adquirida fue 23,5%, mientras que la MDR
adquirida fue 12,3%.

Los pacientes infectados con Mycobacterium tuberculosis
(MTB) resistente a drogas presentan una menor efectividad
de curacion y la disponibilidad de un tratamiento
individualizado representa un elevado costo colocandose por
lo tanto inalcanzable para la poblacion infectada en los paises
en vias de desarrollo*, es asi que la identificacion temprana
de los pacientes resistentes se presenta como una gran meta,
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dado que los actuales métodos diagndsticos de resistencia
no son rapidos, sensibles y costo-efectivos.

Con el advenimiento de la tecnologia molecular, muchos
sistemas de deteccion de la drogoresistencia han sido
implementados, ofreciendo una mejor informacién que la
obtenida por métodos convencionales, y contribuyendo
con la investigacion sobre los mecanismos de transmision
de resistencia. Los principales mecanismos se definen por
la acumulacién secuencial de cambios, inserciones o
delecciones nucleotidicas denominadas mutaciones que
ocurren en los genes que codifican los elementos blanco
de las drogas producidas por una presion selectiva
generada por el incorrecto tratamiento*®. La resistencia a
rifampicina es debida a la aparicién de mutaciones en el
gen rpoB vy la resistencia a isoniacida es debida a la
existencia de mutaciones en los genes katG, ahpC, inhA,
kasA, furA'y oxyAS S,

Dado que la aparicion de mutaciones sigue un patron
caracteristico, mediante el presente trabajo se detect6
tempranamente la resistencia a rifampicina e isoniacida en
MTB a través del analisis de los genes relacionados. Para
ello se implementé un PCR y posteriormente un analisis
electroforético, realizado a partir de muestras clinicas de
esputo de pacientes con tuberculosis pulmonar baciloscopia
positiva (BK [+]).

MATERIALES Y METODOS

CEPAS BACTERIANAS, MATERIALES Y ENSAYOS
GENERALES

La cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC
27294) fue utilizada por su susceptibilidad antimicrobiana
atodas las drogas antituberculosas, cuyo fenotipo sensible
y su genotipo silvestre es considerado sin mutaciones.
Mycobacterium kansasii y Mycobacterium fortuitum fueron
cepas identificadas, caracterizadas en el Laboratorio de
Micobacterias del Instituto Nacional de Salud. Las cepas
de Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Brucella
sp. fueron identificadas y caracterizadas en la Division de
Bacteriologia del Instituto Nacional de Salud. A partir de
un nédulo de piel de un paciente multibacilar con
diagnéstico clinico e histopatoldgico de lepra, fue tomada
una biopsia para ser usada como fuente de ADN de
Mycobacterium leprae.

Una secuencia mutante del gen rpoB (SGH-rpoB:
secuencia generadora de heteroduplex para el gen rpoB)
conteniendo delecciones y substituciones nucleotidicas,
ha sido clonada en el vector pUC-18 en E. coli.

El ADN genémico de las cepas de las micobacterias no
tuberculosas fue obtenido usando el protocolo de
extraccion con tiocianato de guanidina®. Luego, el ADN
fue purificado mediante el uso de QIAMP® DNA Mini Kit
(QIAGEN Inc. USA) y se almacenaron a —20°C hasta su
utilizacion.

Los analisis electroforéticos fueron realizados en geles de
poliacrilamida (PAGE) al 10 y 15% usando buffer TBE 0,6X.
Los geles fueron fijados con 10% de acido acético durante
30 minutos. Luego fueron tratados con nitrato de plata
0,1% y formaldehido 0,56% durante 30 minutos y
finalmente revelados con carbonato de sodio 1% en
tiosulfato de sodio y formaldehido (0,56%) (Figura N°1).
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Figura N° 1. Esquema del PCR heteroduplex
Los productos de PCR procedentes de la cepa referencial y
las muestras problema son mezcladas individualmente con
una secuencia mutante del gen rpoB la cual contiene del 96-
98% de las mutaciones asociadas a la resistencia a rifampicina
en M. tuberculosis. Los perfiles distintos al patron sensible
son considerados resistentes a rifampicina

SELECCION DE PACIENTES

Se incluyeron 31 pacientes con diagndstico de tuberculosis
pulmonar con BK [+] y Cultivo [+] captados por el Programa
de Control de Tuberculosis (PCT) de un hospital nacional
perteneciente a la Direccion de Salud Lima Norte. Se
excluyeron a aquellos pacientes que se encontraban
recibiendo algin esquema de tratamiento antituberculoso
y con diagnostico de VIH/SIDA.

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio descriptivo analitico, en el que la resistencia a
drogas fue detectada por el analisis de mutaciones en el
gen katG en SSCP (para isoniacida) y en el gen rpoB en
heteroduplex (para rifampicina) a partir de muestras de
esputo BK [+]. La discriminacion entre el genotipo resistente
y el sensible fue realizada comparando los perfiles problema
frente al perfil susceptible del MTB H37RV. Luego se realizé
otra comparacion entre los genotipos encontrados y los
fenotipos obtenidos con el método de las proporciones.

Ademas se evalué la sensibilidad y especificidad del sistema.

Finalmente, los valores de concordancia se obtuvieron
usando el total de coincidencias determinadas por el
método molecular y el convencional, siendo expresados
en porcentajes. Los niveles de significancia estadistica
fueron determinados mediante el uso del programa SPSS
v. 10 para windows.

PROCEDIMIENTOS

Baciloscopia, cultivo y susceptibilidad antimicrobiana
Los procedimientos de baciloscopia y cultivo se realizaron
siguiendo el método de Ziehl-Nielsen y Ogawa,
respectivamente®. La determinacion de la susceptibilidad
antituberculosa fue realizada siguiendo el método de las
proporciones de Canetti variante econdémical®, para lo cual
se usaron las siguientes concentraciones: isoniacida (H) 0,2
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pg/mL, estreptomicina (S) 4 pg/mL, rifampicina (R) 40 pg/mL,
etambutol (E) 2 pg/mL y como limite de susceptibilidad se
utilizé un criterio de resistencia al 1% para todas las drogas.

Preparacion de muestras de esputo para PCR
Volimenes de 500 pL a 1mL de esputo se usaron para
realizar una digestion con dos volimenes de la solucion
decontaminante (NaOH 4%, N-acetil-L-cisteina 0,5%,
citrato de sodio 2,9%) por 20 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se neutralizé con buffer fosfato
0,067M pH 6,8 y centrifug6 a 5000 rpm por 20 minutos
a temperatura ambiente. El sedimento fue lavado y
resuspendido en 250 pL de buffer fosfato pH 6,8.
Posteriormente, se fijaron los sedimentos mediante la
adicion de 583 pL de etanol absoluto y se incubaron 1
hora a temperatura ambiente. Después, se centrifugo
a 10000 rpm por 10 minutos, el sedimento fue
resuspendido en agua y hervido a >95°C durante 10
minutos!!. Luego, los lisados celulares fueron
purificados mediante el uso de QIAMP® DNA Mini Kit
(QIAGEN Inc. USA), almacenandose a —20°C.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA
LA AMPLIFICACION DEL GEN RPOB

Una region de 195 pb del gen rpoB fue amplificada
mediante un Heminested-PCR asimétrico'? utilizando los
oligonucleotidos: rpo105, rpo273, rpo293 (Integrated DNA
Technologies Inc. lowa) cuyas secuencias son descritas
por Williams®. La mezcla de reaccion del primer PCR en
un volumen final de 25 pL por cada muestra de esputo de
cada paciente, estuvo constituida de la siguiente forma:
2,5 pL de buffer 10X; 2 pL de desoxinucleétidos fosfato
2,5mM; 1,5 pL de MgCl, 25 mM; 1 pmol del oligonucledtido
rpol05; 0,125 pmol del oligonucleétido rpo293y 0,5 U de
enzima Tag ADN polimerasa. Las temperaturas usadas para
la amplificacion fueron: 95°C por 5 minutos, veinticinco
ciclos de 95°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto y
posteriormente una extension final de 72°C por 10 minutos.

La mezcla de reaccion del segundo PCR fue constituida
en un volumen final de 100 pL por cada muestra problema:
7,5 pL de buffer 10X; 6 pL de desoxinucleétidos fosfato
2,5 mM; 4,5 uL de MgCl, 25 mM; 2 pmol de los
oligonucledtidos rpol105 y rpo273 y 1 U de enzima Taq
ADN polimerasa. Las temperaturas usadas para la
amplificacion fueron: 95°C por 5 minutos, treinta y cinco
ciclos de 95°C por 30 segundos y 75°C por 1 minuto y
posteriormente una extension final de 72°C por 10 minutos.

La amplificacion de la secuencia SGH-rpoB fue realizada
mediante la siguiente reaccion en un volumen final de 100 pL:
10 pL Buffer 10X; 8 pL de desoxinucleétidos fosfato 2,5
mM; 5,5 uL de MgCl, 25 mM; 2 pmol de cada
oligonucle6tido rpo105y rpo273y 1 U de enzima Taq ADN
polimerasa. Las temperaturas de amplificacion usadas
fueron similares a las del segundo PCR del heminested.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) PARA
LA AMPLIFICACION DEL GEN KATG

Una region de 209 pb del gen katG fue amplificada
mediante un PCR utilizando los oligonucleétidos: TB86 Y TB87
(Integrated DNA Technologies Inc. lowa) cuya secuencia
describe Telenti'*. La reaccion del PCR (volumen final 25 pL)
estuvo constituida por: 2,5 pL de buffer 10X; 2,0 pL de
desoxinucledtidos fosfato 2,5 mM; 1,5 pL de MgCl, 25 mM; 1
pmol de primer TB86 y TB87 y 1 U de enzima Taq ADN
polimerasa. Las temperaturas usadas para la amplificacion

fueron: 95°C por 5 minutos, treinta y cinco ciclos de 95°C por
30 segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto y
posteriormente una extension final de 72°C por 10 minutos*4.

DETECCION DE MUTACIONES MEDIANTE HETERODUPLEX
La formacion de heteroduplex se realizo por hibridacion
de los productos de PCR de cada muestra de esputo (15pL)
y el SGH-rpoB (5 pL) para un volumen final de 20 pL de
reaccion. Para ello se utilizé un programa del termociclador
gue consistié en: 5 minutos a 95°C y luego se disminuy6 la
temperatura hasta 25°C, haciendo que el descenso de cada
5°C tomase un tiempo de 2 minutos y permanezca 30
segundos en cada temperatura®®. Luego los heteroduplex
fueron separados en PAGE 10% no denaturante en TBE
0,6X usando minicamaras de electroforesis (BioRad Life
Technologies Inc.) a 150 V y durante 105 minutos.

DETECCION DE MUTACIONES MEDIANTE SSCP

La formacion de simples hebras para el SSCP se realiz6 por
la denaturacién de 10 pL de producto de PCR de cada
muestra, mezclando en buffer-SSCP (Formamida 95%, azul
de bromofenol y xilencyanol FF 25ug/mL, NaOH 10 mM y
EDTA 20 mM) en un volumen final de 20 pL. Luego se
incubaron a 95°C por 5 minutos y seguidamente se colocaron
en hielo por 5 minutos. Luego el andlisis de SSCP fue
realizado en geles de electroforesis de poliacrilamida al 15%
no denaturantes en TBE 0,6X usando minicamaras de
electroforesis (BioRad Life Technologies Inc). Las condiciones
de electroforesis fueron 50 V durante 840 minutos.

INTERPRETACION DE LOS PERFILES DE PCR-
HETERODUPLEX Y PCR-SSCP

Para determinar la susceptibilidad a rifampicina por PCR-
Heteroduplex e isoniacida por PCR-SSCP, se compararon
los perfiles de cada muestra frente al perfil de MTB H37Rv.
Aquellos perfiles que coincidieron en tamafio con el MTB
H37Rv (susceptible) correspondieron al genotipo
“susceptible”. En caso contrario, los perfiles que no
coincidieron fueron considerados “resistentes”.
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Figura N° 2 Esquema del PCR SSCP. Los productos de PCR
procedentes de la cepa referencial y las muestras problema son
denaturadas individualmente y las simples hebras son separadas
mediante electroforesis, generando perfiles de 3 bandas. Luego
se realiza una comparacion entre los perfiles del patrén sensible
y los problema, asociando que solamente los perfiles distintos
son resistentes a isoniacida en M. tuberculosis.
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RESULTADOS

DETECCION CONVENCIONAL DE LA SUSCEPTIBILIDAD
ANTITUBERCULOSA

De 31 pacientes con tuberculosis pulmonar, 20 nunca
fueron tratados y 11 tenian antecedentes de tratamiento
antituberculoso. Mediante el método de las proporciones
se encontrd que 8 cepas fueron resistentes a isoniacida
(24,1%) y 5 cepas fueron resistentes a rifampicina
(13,8%0). Al evaluar la resistencia primaria se encontré
que la resistencia a rifampicina se mostré en 1,5%,
mientras que a isoniacida se mostro en 2,4%. En cambio
la resistencia adquirida se mostré mayor que la anterior,
siendo 27,3% vy 18,2% para isoniacida y rifampicina
respectivamente (Tabla N°1).

Tabla N° 1. Caracteristicas de los pacientes provenientes de
la Direccion de Salud Lima Norte.

PACIENTES
Nunca tratados 20
Antes tratados 11
N 31

RESISTENCIA ANTITUBERCULOSA

Rifampicina Isoniacida
Primaria 1,5% 2,4%
Adquirida 18,2% 27,3%
TOTAL 13,8% 24,1%

AMPLIFICACION DE GENES ASOCIADOS A LA
RESISTENCIA A PARTIR DE MUESTRAS CLINICAS

Fueron suficientes 2 pL de ADN de cada muestra
de esputo BK [+] para obtener un resultado satisfactorio
en los sistemas de PCR descritos (genes rpoB y katG).

El resultado del PCR-Heteroduplex del gen rpoB en el caso
MTB H37Rv y en los aislamientos susceptibles estuvo
constituido por un perfil de 4 bandas, las cuales se
presentaron en los PAGE 10% en el siguiente orden
aproximadamente: 1 banda de 185 pb; 1 banda de 195
pb, 1 banda de 470 pb y una de 520 pb (Figura N° 3: Lineas
1, 4, 6 y 9). En cambio en los aislamientos resistentes se
observo que las bandas superiores aparecieron distintas
a 500 pb (Figura N° 3: Lineas 2, 3,5y 7).

El resultado del PCR SSCP del gen katG en el caso MTB
H37Rv y los aislamientos susceptibles estuvo constituido
por un perfil de 3 bandas, las cuales se presentaron en los
geles de poliacrilamida en el siguiente orden: 1 banda de
209 pb y 2 bandas cercanas, de 800-900pb aproxima-
damente (Figura N° 4: Lineas 1, 3, 6 y 8). En cambio en los
aislamientos resistentes se observo que las bandas de 800-
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FIGURA N° 3 Deteccién molecular de la resistencia a
rifampicina mediante PCR heteroduplex. Determinacion de
la susceptibilidad a rifampicina de M. tuberculosis mediante
PCR-Heteroduplex a partir de muestras clinicas de esputo
de pacientes con tuberculosis pulmonar BK[+]. Linea M: 100
pb Ladder. Linea N° 1 MTB H37Rv (S). Linea N° 2 MTB (R)
Linea N° 3 MTB (R) Linea N° 4 MTB (S). Linea N° 5 MTB (R)
Linea N° 6 MTB (S) Linea N° 7 MTB (R) Linea N° 8 Control
Negativo. Linea N° 9: MTB (S).

[ e = ol _I ] a5

Figura N° 4 Deteccion molecular de la resistencia a
isociacida mediante PCR-SSCP. Determinacion de la
susceptibilidad a isoniacida de M. tuberculosis mediante
PCR-SSCP a partir de muestras clinicas de esputo de
pacientes con tuberculosis pulmonar BKJ[+]. Linea N° 1
MTB H37Rv (S). Linea N° 2 MTB (R) Linea N° 3 MTB (S)
Linea N° 4 100 pb Ladder. Linea N° 5 MTB (R). Linea N° 6
MTB (S) Linea N° 7 MTB (R) Linea N° 8 MTB (S).

900 pb aparecieron menores a 700 pb (Figura N°4: Lineas
2,5y7).

ANALISIS MOLECULAR DE LA SUSCEPTIBILIDAD
ANTITUBERCULOSA

En el analisis de los genes rpoB y katG, los genotipos
sensibles y resistentes fueron facilmente discriminados,
mostrando perfiles completamente distinguibles (Figura
N° 3y N° 4). Asi, la metodologia de discriminacién entre
genotipos no requeriria ningln entrenamiento especial
para el analista.

La concordancia entre el método molecular y
convencional en la deteccién de susceptibilidad
antimicrobiana fue 96,7% (29/30, p<0,05), sin embargo,
al analizar s6lo los pacientes nunca tratados la
concordancia fue de 94,7% (18/19; p<0,05), mientras
que al analizar a los pacientes antes tratados la
concordancia fue de 100% (11/11; p<0,05) (Tabla N° 2).
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Tabla N° 2. Concordancia entre los métodos de evaluacion de
resistencia moleculares frente al método convencional.

DROGA Isoniacida Rifampicina
Método/ PCR Met. PCR Met.
Resultado SSCP  Proporc. Heteroduplex Proporc.
Resistente 3 8 4 5
Sensible 28 23 26 25
N 31 31 30 30
Concord.
R. Primaria 80,0 (p=0,083) 94,7 (p < 0,05)
Concord.
R. Adquirida 90,9 (p < 0,05) 100,0 (p < 0,05)

Concordancia

Total 83,9 (p < 0,05) 96,7 (p < 0,05)

Met. Proporc.: Método de las proporciones (método convencional estandar).
Concord R. Primaria: Concordancia Resistencia primaria, Concord R.
Adquirida: Concordancia R adquirida. P: Indice de significancia estadistica.

La concordancia entre el método molecular y convencional
en la deteccion de susceptibilidad antimicrobiana fue de
83,9% (26/31; p<0,05). Sin embargo, al analizar solamente
en los pacientes nunca tratados la concordancia fue de
80% (16/20; p<0,05), mientras que al analizar a los
pacientes antes tratados la concordancia fue de 90,9%
(10/11; p<0,05) (Tabla N°2).

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

Los sistemas de deteccion basados en la amplificacion
de los genes rpoB y katG fueron capaces de detectar 2,5 pg
y 50 pg de ADN gendémico de MTB H37Rv respectivamente
(FiguraN°5 Ay B).

El sistema de PCR para el gen rpoB no gener6 productos
de amplificacion usando ADN gendmico de bacterias no

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213
-

Figura N° 5. Sensibilidad y especificidad de la deteccion de
los genes rpoB y katG mediante PCR. Determinacion de la
sensibilidad de los sistemas de amplificacion de los genes
rpoB (A) y katG (B). Las flechas indican el limite de la deteccion.
Linea M: 100 bp Ladder. Linea N° 1: 10 ng. Linea N° 2: 5 ng.
Linea N° 3: 2,5 ng. Linea N° 4: 1 ng. Linea N° 5: 500 pg. Linea
N° 6: 250 pg. Linea N° 7: 100 pg Linea N° 8: 50 pg. Linea N°9: 5
pg. Linea N° 10: 2.5 pg. Linea N° 11: 1pg. Linea N° 12: 500 fg.
Linea N° 13: Control sin ADN. Determinacion de la especificidad
del sistema de amplificacién del gen rpoB (C) usando ADN
genomico de: K. pneumoniae (1), Staphylococcus aureus (2)
M. tuberculosis H37Rv (3) M. tuberculosis (4) Muestra de
esputo BK[+] (5) M. leprae en muestra de piel (6) Brucella sp.
(7) M. kansasii (8) M. fortuitum (9). Control de sistema (10).

tuberculosas procedentes de muestras clinicas y cultivo.
Asi, se utilizo ADN genémico de M. kansasii, M. fortuitum,
M. leprae, Brucella spp., Staphylococcus aureus y Klebsiella
pneumoniae resultando negativas a la reaccion de
amplificacion del gen rpoB (Figura N°5 C).

EMISION DE RESULTADOS

La caracterizacion de la resistencia antituberculosa realizada
mediante el método de las proporciones otorgo un resultado
satisfactorio en un promedio de 3-4 meses partiendo de la
obtencién de la muestra clinica. Sin embargo, la
caracterizacion molecular de la resistencia a rifampicina
emitio resultados satisfactorios en un promedio de 48 horas
después de la obtencién de la muestra. La preparacion de
la muestra de esputo y purificacion del ADN para PCR toma
en promedio 3 horas. Por su parte, el sistema de PCR para
la amplificacion del gen rpoB y katG tomaron 3,5 horas,
mientras que el heteroduplex y el SSCP tomaron entre 6 y
18 horas respectivamente.

DISCUSION

La informacién de la secuencia nucleotidica de los genes
rpoB y katG en MTB ha permitido establecer los
mecanismos de la resistencia a rifampicina e isoniacida
respectivamente. Nuestro sistema de PCR para el gen
rpoB, generd un producto de amplificacion de 195 pb que
contenia laregién de 81pb del gen rpoB, entre los codones
507 y 533, en donde la aparicion de las mutaciones
correlacionan en >95% con el fenotipo resistente a
rifampicina®.

En 1993, Telenti® identificé 8 mutaciones conservadas en
el gen rpoB, lo cual contribuyd considerablemente a la
implementacion de sistemas de deteccion rapida de la
resistencia a rifampicina en MTB. Posteriormente, los
autores implementaron un PCR-SSCP, cuya especificidad
fue del 100% y una sensibilidad poco mayor de 96%%.
De igual forma un novedoso sistema comercial de
identificacion rapida de resistencia a rifampicina, Inno LiPA
Rif TB, basado en hibridacién inversa, fue evaluado en
aislamientos tuberculosos?®?* encontrando una
concordancia del 90,2% - 98,5% frente a los examenes
convencionales de susceptibilidad a rifampicina. Nuestro
sistema de andlisis de la resistencia a rifampicina, la
estrategia de deteccion de mutaciones del gen rpoB
usando heteroduplex expone la existencia de uno o
muchos cambios nucleotidicos, los cuales son revelados
en geles de electroforesis en poliacrilamida. Con respecto
al secuenciamiento y al LiPA, el sistema presentado no
detecta mutaciones predeterminadas. El costo generado
por el uso del PCR-Heteroduplex para la deteccion de la
resistencia es mucho menor y tanto el entrenamiento como
la disponibilidad son inmediatos para la implementacién
en laboratorios en el ambito nacional.

Whelen'? report6 el sistema de PCR para la amplificacion
del gen rpoB de MTB, el cual fue utilizado por nosotros
para el mismo fin. La metodologia referencial y nuestra
experiencia muestran que no es posible la deteccién
usando ADN perteneciente a otras bacterias especialmente
las del género Mycobacterium, correspondiendo asi a un
sistema 100% especifico. Sin embargo, el limite de
deteccion del sistema descrito por Whelen*? es de 8 pg de
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ADN gendémico de MTB, mientras que nuestro sistema
pudo ser capaz de detectar aproximadamente 3 veces
menos de ADN gendmico de M. tuberculosis. Asi, el PCR
Heteroduplex se presenta un sistema altamente sensible,
detectando aproximadamente 25 x 10° bacilos por cada
mililitro de muestra.

Este ensayo pudo generar perfiles completamente
sencillos, en donde los genotipos resistentes facilmente
son discriminados del susceptible (Figura N° 3) por lo que
se presenta como una metodologia aplicable en la
deteccion de la resistencia a rifampicina con un nivel de
concordancia total muy elevado (96,7%; p<0,05). Muy
diferente a ello, un ensayo de PCR-ELISA también referido
en la bibliografia, dirigido a la deteccion de la resistencia a
rifampicina a partir de aislamientos y muestras clinicas de
esputo, mostrandose altamente sensible con una
concordancia menor al 100%. Sus autores indican que los
resultados deben ser analizados en forma muy objetiva
para eliminar la posibilidad de interpretaciones
incorrectas?.

Heep? report6 la aparicion de una mutacion relacionada
con la resistencia a rifampicina, la cual se encuentra fuera
de la region de analisis de 81pb. Ese trabajo muestra que
la frecuencia de esa mutacién es muy baja, pero revela
una alternativa al mecanismo de resistencia que no se habia
considerado en el presente trabajo, sugiriéndose por ello
la realizacion de investigacion en la que se muestre si este
nuevo cambio nucleotidico puede ser responsable de
resistencia en los aislamientos de MTB de nuestro pais.
Otras dos referencias claras sobre la necesidad de conocer
la secuencia de los genes relacionados con la
drogoresistencia en M. tuberculosis son mostrados en los
trabajos de Escalante?* y posteriormente Van Rie® quienes
describen hasta 6 cambios nucleotidicos que predicen la
resistencia antituberculosa; siendo clave para el desarrollo
de metodologias de deteccion temprana de pacientes
infectados con bacilos resistentes. Ademas de ello, debe
considerarse que Rattan? refiere que factores alternativos
como alteraciones en la permeabilidad a la rifampicina y
mutaciones en subunidades alternas de la ARN polimerasa
que pueden también involucrar al fenotipo resistente. Ello
requiere investigacion, para poder establecer ciertamente
las ventajas y desventajas que ofrece el uso de
metodologias moleculares en la deteccion de la resistencia
antituberculosa.

Es necesario resaltar que nuestro sistema de deteccién
de la resistencia a rifampicina predice perfectamente la
resistencia en los grupos de mas riesgo, como es el caso
de los pacientes antes tratados, presentando una
concordancia del 100% (p<0,05). Paralelamente a ello,
nuestro sistema presentado también se podria aplicar en
muestras clinicas de diverso origen, dado que el
procedimiento de extraccioén de ADN es altamente sensible
y factible!. El tratamiento del ADN mediante etanol,
convierte a esta metodologia en mas aplicable, puesto que
en el estado de fijacion etandlica las muestras pueden ser
mantenidas a temperatura ambiente. Ello nos podria
generar una ventaja en el transporte de regiones alejadas
a los laboratorios de procesamiento del PCR. Scarpellini?
usando PCR-SSCP para la deteccion de la resistencia a
rifampicina usando muestras de fluido cerebroespinal,
sugiere que la extraccion de ADN es altamente limitante.
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Por ello, la aplicabilidad de esta metodologia apunta a
poblaciones de pacientes cuyas caracteristicas
epidemiolégicas evidencien una elevada posibilidad de
resistencia antituberculosa.

La deteccion de la resistencia a isoniacida esta
ampliamente documentada, sobre todo el andlisis del gen
katG. El sistema de caracterizacion de la susceptibilidad a
isoniacida mediante SSCP de Telenti* ha sido empleado
como patron en este trabajo. Dado que los mecanismos
de resistencia a isoniacida involucran a mas de un gen, es
entendible que la prediccién de la susceptibilidad a esta
droga mediante este analisis de mutaciones en el gen katG
sea menor a 100% (87,7%; p=0,083). Es importante anotar
que la resistencia a isoniacida encontrada por nuestro
sistema en pacientes antes tratados mostré una
concordancia de 90,9% (p<0,05) con el anélisis
convencional. Ello sugiere que este procedimiento podria
contribuir con la prediccién de la resistencia y
multidrogoresistencia en pacientes con riesgo, al igual que
el PCR-Heteroduplex, anteriormente descrito en este
trabajo.

Uno de los principales problemas que pueden presentar
estos sistemas de PCR es la contaminacion cruzada de
las muestras clinicas. Sin embargo, con un buen control
en el flujograma de trabajo y evaluando exhaustivamente
los controles negativos y de sistema del PCR, se podra
asegurar la calidad de los ensayos diagndsticos.

En resumen, los andlisis moleculares de deteccion de
la susceptibilidad a rifampicina e isoniacida son una
atractiva alternativa a los exdmenes convencionales de
evaluacion de la susceptibilidad antituberculosa, debido
a su capacidad de emitir resultados en forma rapida
(48 horas), sensible y especifica. Este sistema puede
contribuir al control de la tuberculosis, identificando
tempranamente y en un alto porcentaje de confianza a
aquellos individuos que potencialmente fracasen a los
tratamientos antituberculosos y dirigiendo terapias
efectivas y a tiempo.

Si bien existen muchos sistemas implementados para el
diagnéstico de resistencia, el nuestro intenta ser evaluado
en pacientes del pais, por lo que se realizaron algunas
modificaciones que son descritas en este articulo,
esperando sea de utilidad para la salud publica del pais.
Asi proyecta la aplicabilidad de estos ensayos en pacientes
con baciloscopia negativa y con tuberculosis
extrapulmonar. El PCR en la deteccion de la resistencia
antituberculosa debe estar dirigido a pacientes con alta
sospecha de tuberculosis resistente, entre los cuales se
pueden tener a los pacientes antes tratados y contactos
de pacientes con tuberculosis resistente.
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