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Mycobacterium tuberculosis es el microorganismo que por
si solo ha ocasionado el mayor nimero de muertes a escala
mundial. Se estima que la tercera parte de la poblacion
mundial presenta tuberculosis latente, y cada afio mueren
alrededor de 2 millones de personas en todo el mundo. Ade-
mas de la aplicacion rigurosa del tratamiento acortado y es-
trictamente supervisado, es imperativo el desarrollo y apli-
cacion de nuevas estrategias que permitan el diagndstico
oportuno de la enfermedad, particularmente de métodos de
bajo coste que permitan abordar la problematica de la tu-
berculosis desde una perspectiva poblacional. En el presente
trabajo se revisan los avances en las estrategias inmunologi-
cas y moleculares para el diagnostico y seguimiento epide-
mioldgico de los pacientes tuberculosos.
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Innovative Strategies to Diagnose and Monitor
Tuberculosis Patients

Mycobacterium tuberculosis is the single most deadly
microorganism worldwide. A third of the world population is
thought to have latent tuberculosis and approximately 2 million
people die of the disease each year. Short and closely supervised
treatment regimens are needed, but it is also essential to develop
new strategies to ensure prompt diagnosis of the disease. In
particular, cheap methods are needed to tackle tuberculosis
from a population perspective. The present article reviews
the advances in immunology and molecular strategies for
epidemiological diagnosis and monitoring of tuberculosis
patients.

Key words: Mycobacterium tuberculosis. Mimotopes. MIRU-VNTR.
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Introduccion

Las micobacterias (taxondmicamente referidas como
género Mycobacterium) incluyen un grupo de poco mas
de 100 especies de microorganismos débilmente gram-
positivos. Aunque la mayoria de estas especies son sa-
profitas, algunas son patdgenas para el ser humano y
otros animales. Todas las especies del género presentan
una pared celular compleja, extraordinariamente rica en
lipidos, que les confiere la propiedad de acidorresisten-
cia. Mientras que las especies no patégenas son de cre-
cimiento rdpido, las patégenas se caracterizan por su
lento crecimiento, con tiempos de generacién que vari-
ande 12 a 24 h.

Las especies que causan enfermedad natural en huma-
nos o animales pertenecen a los denominados: @) comple-
jo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M. bo-
vis, M. canetti, M. africanum 'y M. microti), y b) complejo
Mycobacterium avium-intracellulare (M. avium subsp.
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avium, M. avium subsp. paratuberculosis, M. avium
subsp. silvaticum y M. intracellulare). Entre dichas espe-
cies, sin duda M. tuberculosis es el principal patégeno es-
tricto que causa la tuberculosis en humanos, seguido de
M. bovis, mientras que M. avium subsp. avium y M. intra-
cellulare son causa de enfermedad pulmonar en personas
inmunodeprimidas; se estima que hasta el 70% de los pa-
cientes con infeccion por el virus de la inmunodeficien-
cia-sida (CD4+ < 50/ul) presentan infeccién por alguno
de estos oportunistas'.

La tuberculosis pulmonar es la forma méas comtn de
tuberculosis, asi como la forma mds importante en tér-
minos epidemioldgicos. Se trata de una enfermedad
pulmonar infectocontagiosa de naturaleza crénica, que
afecta a seres humanos de todas las edades. Se estima
que una tercera parte de la poblacién mundial se en-
cuentra infectada con el bacilo de Koch y, segtn cifras
oficiales de la Organizacién Mundial de Salud, hay
aproximadamente 8 millones de nuevos casos de tuber-
culosis cada afio y 2 millones de muertes por dicha en-
fermedad?®. A pesar de la amplia disponibilidad de la va-
cuna antituberculosa (BCG), la incidencia ha ido en
aumento. Ademas, se ha cuestionado la eficacia de di-
cha vacuna®*, aunque estd claro que las personas vacu-
nadas tienen menor riesgo de desarrollar las formas ex-
trapulmonares de la enfermedad, especialmente en el
caso de la tuberculosis meningea en los nifios>®.
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En México las cifras oficiales de la Secretarfa de Sa-
Iud indican que la tuberculosis ocupa el lugar 17 como
causa de muerte en la poblacién general en edad pro-
ductiva, pero, al igual que en el resto del mundo, M.
tuberculosis es el microorganismo que ocasiona el ma-
yor nimero de defunciones por si solo. Hasta la semana
28 del afio 2006 se notificaron 7.257 casos nuevos de
tuberculosis pulmonar y 76 casos nuevos de meningitis
tuberculosa en México’; la Organizacién Mundial de la
Salud informa de una prevalencia de 53 casos por cada
100.000 habitantes en las Américas en general®.

Tradicionalmente el diagndstico de sospecha de la tu-
berculosis pulmonar se establece en individuos con tos
crénica y evidencia radioldgica de lesiones pulmonares,
que con mayor frecuencia se presentan en la zona apical
del pulmén derecho. Una vez agotados los criterios cli-
nicos, el diagndstico por pruebas de laboratorio continda
con la baciloscopia en esputo para demostrar la presencia
de bacilos dcido-alcohol resistentes®, y para el diagnésti-
co definitivo se cultiva e identifica la especie infectante a
partir de las secreciones bronquiales del paciente®. Sin
embargo, a pesar de la variedad de estrategias disponi-
bles en la actualidad, su valor diagndstico es muy varia-
ble (tabla I). Aun sin considerar el tiempo necesario para
llevar a cabo las pruebas de sensibilidad a los antimicro-
bianos, el diagnéstico microbiolégico de la tuberculosis
requiere de 6 a 8 semanas, un tiempo considerablemente
largo para retrasar la instauracion del tratamiento con
antifimicos (o antituberculosos). Por otro lado, la pres-
cripcién de los farmacos sin esperar a los resultados de
sensibilidad in vitro, asi como la falta de cumplimiento
del tratamiento por parte de los pacientes, ha favorecido
el surgimiento de resistencia a multiples farmacos en ce-
pas de M. tuberculosis. También es importante puntualizar
que otros factores ajenos al diagnéstico de la infeccion,
como el acceso a los servicios de salud, la atencién mé-
dica oportuna, entre otros, también influyen negativa-
mente en el control de la pandemia'®.

Ademds de la rigurosa aplicacién del tratamiento
acortado y estrictamente supervisado, es imperativo el
desarrollo y aplicacién de nuevas estrategias que permi-
tan el diagndstico oportuno de la enfermedad, particular-
mente de métodos de bajo coste que permitan abordar la
problematica de la tuberculosis desde una perspectiva
poblacional. A continuacién se presentan las estrategias
en desarrollo que resultan mds prometedoras para el
diagnéstico y seguimiento epidemioldgico de la tubercu-
losis: a) los métodos inmunoldégicos para la deteccion de
anticuerpos circulantes en el paciente (diagndstico sero-
l6gico), y b) los métodos moleculares para la identifica-
cién y genotipificacién de aislamientos clinicos de M.
tuberculosis.

Métodos inmunologicos

Los métodos inmunolégicos en estudio mas comunes
para el diagnéstico de la tuberculosis se basan en la de-
teccién de anticuerpos séricos formados contra antige-
nos de Mycobacterium, los cuales pueden ser proteinas,
lipidos o hidratos de carbono, o bien en la identificacién
de antigenos especificos del bacilo en secreciones del
paciente mediante el uso de anticuerpos monoclonales
generados ex vivo.

Pruebas basadas en la deteccion de anticuerpos

Los andlisis basados en la deteccién de anticuerpos
contra M. tuberculosis constituyen una alternativa muy
importante a los métodos tradicionales para el diagnds-
tico de la tuberculosis activa, ya que detectan la res-
puesta inmunoldgica que se organiza ante la infeccion,
y que no existe o se encuentra disminuida en los indivi-
duos infectados asintomaticos (con tuberculosis laten-
te). Ademads, la clase de inmunoglobulina que se detecte
(IgG o IgM) podria indicar si el proceso infeccioso se
encuentra o no en curso. Otras ventajas de los métodos
seroldgicos es que son sencillos de realizar, de bajo cos-
te, no invasivos, etc. Sin embargo, una de las principales
limitaciones del diagndstico seroldgico es la carencia de
antigenos altamente especificos y sensibles, como se
describe a continuacion.

En el enzimoinmunoanalisis (ELISA), o en una sim-
plificacion de éste (Dot-ELISA), se adsorben antigenos
de M. tuberculosis en una fase sélida para llevar a cabo
la captura de anticuerpos especificos contra la micobac-
teria a partir del suero de los pacientes. La captura del
anticuerpo se pone de manifiesto mediante el empleo de
un segundo anticuerpo conjugado con una enzima (fre-
cuentemente peroxidasa), que al reaccionar con su sus-
trato (H,O,) permite revelar la reaccién antigeno-anti-
cuerpo. Desafortunadamente, para la realizacién de esta
prueba no es posible emplear un extracto total de las
proteinas del bacilo, ya que en las poblaciones que son
vacunadas sistemdaticamente (como en MéExico) se en-
cuentra reactividad cruzada contra antigenos de la cepa
vacunal (M. bovis-BCG) e incluso contra antigenos de
las micobacterias saprofitas que son abundantes en el
medio ambiente.

Anticuerpos antiproteinas. Una alternativa ha consis-
tido en emplear antigenos purificados de M. tuberculo-
sis para limitar la reactividad cruzada. Sin embargo,
para la mayoria de los antigenos inmunodominantes, la
respuesta humoral, aunque es muy intensa, resulta bas-
tante heterogénea entre los pacientes tuberculosos', de
modo que no hay un antigeno que sea reconocido siste-

TABLAT
Caracteristicas de los principales métodos de apoyo diagndstico en tuberculosis

Prueba Tiempo requerido Principales inconvenientes Valor diagnéstico
Baciloscopia 3 dias (3 muestras) Sensibilidad baja y ninguna especificidad No
Cultivo convencional 4-6 semanas El tiempo que requiere Si
Reaccion en cadena de la polimerasa 3-4h Coste elevado St
Inmunodiagndstico 4-6h No hay antigenos adecuados No
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TABLA I
Principales antigenos proteicos en el diagnéstico

Antigeno Sensibilidad Especificidad Aplicacién Estudio
ESAT-6 27% TB latente Silva et al'®
CFP-10 25% 97% TB BAAR- Dillon et al'’
16-kDa 57% TB VIH+ Uma Devi et al'®
30-kDA 61% 95% TB pulmonar Sada et al'
38-kDa 68% 96% TB pulmonar Espitia et al*

63% 90% TB VIH+ Ramalingam et al*!
Mtb48 44.4% 93% TB-VIH+ Lodes et al??
TB16.3 66% TB BAAR- Welding et al

88% TB VIH+ Welding et al??

98% TB VIH- Welding et al*
Mtb81 70% 99% TB VIH+ Hendrickson et al**
Ul (21-kDa) 87.2% TB VIH+ Mukherjee et al*

BAAR: bacilos 4cido-alcohol resistentes; TB: tuberculosis; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.

TABLA III
Antigenos lipidicos para el inmunodiagnéstico de la tuberculosis (TB)
Antigeno Sensibilidad Especificidad Aplicacién Estudio
DAT (diaciltrealosa) 81-88% 96-98% TB pulmonar y extrapulmonar Escamilla et al*!
TAT (triaciltrealosa) 91-93% 96-98% TB pulmonar Escamilla et al®!
DMT (dimicolato de trealosa) 66-74% 95-99% TB pulmonar Lépez-Marin et al®
SL-1 (sulfolipidos) 81% 77% TB pulmonar Julidn et al®?

maticamente por todos ellos. Empleando uno de los an-
tigenos mds prometedores para el serodiagndstico, la
proteina de 38 kDa, se alcanza una sensibilidad de alre-
dedor del 80% en pacientes con baciloscopias positivas,
pero s6lo de aproximadamente un 15% en el caso de
pacientes con baciloscopias negativas'>. Desde luego,
uno de los grandes retos es disponer de una estrategia
que permita diagnosticar rdpidamente los casos de tu-
berculosis pulmonar con bacilos dcido-alcohol resisten-
tes negativos, asi como los casos de tuberculosis extra-
pulmonar, en los que la baciloscopia carece de utilidad.
En la tabla II se recogen los principales antigenos pro-
teicos utilizados para el diagndstico!®%,

Para ampliar la sensibilidad y especificidad que se
alcanzan con los antigenos puros se ha propuesto utili-
zar una mezcla de varios antigenos inmunodominantes
a fin de cubrir toda la gama de respuestas que se dan
entre los individuos de una poblacién. En este sentido,
mediante un panel de 9 antigenos (ESAT-6, 14-kDa,
MPT63, 19-kDa, MPT64, MPT51, MTC28, 30-kDa,
38-kDa y KatG) se consigui6 una sensibilidad del
90%'*. Una de las ventajas de emplear antigenos pro-
teicos para el inmunodiagnéstico es que éstos pueden
producirse mediante la tecnologia del ADN recombi-
nante, lo que permite su expresion y purificacion a gran
escala, con el consiguiente abaratamiento de los costes
de la prueba. Entre los antigenos recombinantes mds
innovadores que se han probado para el inmunodiag-
néstico de la tuberculosis destaca una poliproteina re-
combinante multiepitope (TbF6), expresada en Esche-
richia coli como proteina de fusion, que incluye
regiones antigénicas de las proteinas Mtb8, 38-kDa,
Mtbl1 y Mtb48, y con la que se alcanzé una sensibili-
dad del 94%>.

Sin embargo, no solamente los antigenos proteicos
son candidatos a ser considerados para el inmunodiag-
néstico. La pared celular de M. tuberculosis es extraor-
dinariamente rica en lipidos, glucolipidos y aztcares
complejos para los que se ha demostrado que se organi-
za una respuesta inmunitaria humoral durante la infec-
cién?’28,

Anticuerpos antilipidos. Entre los lipidos y glucolipi-
dos de la pared celular de M. tuberculosis destaca el
grupo de los lipidos de trealosa —diaciltrealosa (DAT),
triaciltrealosa (TAT), monomicolato de trealosa (MMT),
dimicolato de trealosa (DMT) y los sulfolipidos (SL-1)-,
para los que se ha demostrado, tanto en individuos tu-
berculosos como en modelos murinos de infeccidn, que
se producen anticuerpos especificos de las clases IgM,
IgA e IgG*-3, Esto permite el disefio de métodos diag-
nodsticos en los que se utilizan antigenos lipidicos purifi-
cados adsorbidos en una matriz sélida para la bisqueda
de anticuerpos especificos en el suero de los pacientes.
Algunos de estos antigenos ya han demostrado su utili-
dad, como es el caso de la TAT, con la que se han alcan-
zando valores de sensibilidad y especificidad superiores
a los obtenidos con antigenos proteicos (tabla III)*!-,
Una ventaja adicional que representa la utilizacién de
antigenos lipidicos es que la respuesta humoral no es
tan heterogénea como con los antigenos proteicos.

Anticuerpos antiaziicares. El lipoarabinomanano (LAM)
y sus precursores biosintéticos, los fosfatidilinositolma-
nésidos (PIM), también se encuentran abundantemente
en la pared celular de M. tuberculosis, y asimismo se ha
demostrado que durante la infeccién activa se producen
anticuerpos de las clases IgM e IgG contra estos gluco-
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conjugados**3. Es de particular importancia destacar
que, aunque el LAM se encuentra ampliamente distri-
buido en las diferentes especies del género Mycobacte-
rium, la estructura fina de la molécula en su parte mas
externa es diferente en las especies patogenas y saprofi-
tas®®. Las especies patogenas de crecimiento lento (M.
tuberculosis, M. bovis, M. avium, M. leprae, etc.) pre-
sentan glucosilacién terminal con residuos de manosa
(manLAM), mientras que en las especies saprofitas de
crecimiento rapido (M. fortuitum, M. smegmatis, etc.) la
fina estructura de la parte mas externa estd formada por
residuos de arabinosa (araLAM) o no existe. Esto abre
la posibilidad de que la respuesta humoral dirigida con-
tra el LAM de las micobacterias patégenas pueda dife-
renciarse de la que se genera por el contacto con las es-
pecies saprofitas (no virulentas). Con el empleo del
LAM se han alcanzado valores de sensibilidad del 85 al
93%%. Otro de los azicares que se han probado como
antigenos para el inmunodiagndstico es el arabinomana-
no, con el que se ha tenido muy poco éxito porque es
estructuralmente muy similar entre las micobacterias,
aunque se ha demostrado que se desencadena una res-
puesta humoral durante la infeccién (tabla IV)*738, De-
safortunadamente, el uso de lipidos y azicares comple-
jos como antigenos para el serodiagndstico tiene el
inconveniente de requerir el cultivo de M. tuberculosis y
la purificacién de dichos antigenos, algunos de los cua-
les se encuentran en muy escasa cantidad en la pared
del bacilo.

Pruebas basadas en la deteccion de antigenos

Una estrategia mds dentro de los métodos inmunol6-
gicos para el diagnéstico de la tuberculosis es la detec-
cion de antigenos especificos del patégeno en el suero y
otras secreciones, particularmente en la orina, mediante
el uso de anticuerpos monoclonales muy especificos. El
antigeno mds utilizado en los inmunoandlisis es de nue-

TABLA IV
Azicares complejos como antigenos
para el inmunodiagnéstico de la tuberculosis (TB)

vo el LAM, seguido de algunas proteinas de secrecion
de la micobacteria. Como puede apreciarse en la tabla
V34 los métodos inmunolégicos de captura de antige-
no ofrecen los valores de sensibilidad y especificidad
mds altos para el diagndstico de la tuberculosis. Una
ventaja muy importante de los métodos basados en la
deteccion de antigeno es que pueden emplearse para el
diagnéstico de la tuberculosis extrapulmonar.

Mimédtopos peptidicos de antigenos
no proteicos

Aunque los glucolipidos y azicares complejos de la
pared celular de M. fuberculosis constituyen excelentes
alternativas como antigenos para el serodiagndstico,
presentan la limitacién de que no pueden producirse de
manera recombinante porque son productos genéticos
secundarios; ademds, para muchos de ellos alin no se
han caracterizado las rutas metabdlicas que les dan origen.
Sin embargo, desde hace mucho tiempo se ha demostrado
que pequefios péptidos de 7 a 15 residuos aminoacidicos
pueden mimetizar la estructura tridimensional de algunos
epitopes de hidratos de carbono complejos**. Lo ante-
rior permite que tales péptidos, conocidos como mimo-
topos porque mimetizan epitopes, puedan reemplazar el
uso de las moléculas complejas de lipidos y azicares,
imposibles de sintetizar quimicamente o de manera re-
combinante. Actualmente se comercializan diversos sis-
temas que, a partir de una biblioteca combinatoria de
péptidos expresados en fagos filamentosos (plage dis-
play), permiten el aislamiento de secuencias que puedan
mimetizar conformacionalmente los determinantes anti-
génicos de moléculas complejas. Entre los mimdtopos
que se han generado para estructuras complejas de la
pared celular de micobacterias destacan los producidos
para determinantes antigénicos en el LAM vy el glucoli-
pido fendlico (PGL-1) de M. tuberculosis y M. leprae,
respectivamente?®4’, citados en la tabla VI. La utilidad
de dichos mimétopos para el serodiagndstico estd atin
por explorar en cada uno de los casos.

Otras pruebas
Antigeno Parti . -z
articularmente en los paises donde la vacunacidén se
LAM AM aplica de manera sistemética, o donde la alta tasa de in-
(lipoarabi ) | (arabi ) feccidon con micobacterias saprofitas ambientales com-
Sensibilidad 85-93% 56% plica el serodiagndstico por el alto grado de reaccién
Especificidad 89-100% cruzada que se observa, ha comenzado a evaluarse la
Aplicacion TB pulmonar TB pulmonar respuesta inmunitaria celular in vitro al derivado protei-
Estudio Chan et al” Miller et al™ co purificado (PPD). En estos métodos las células mo-
TABLA V
Antigenos micobacterianos identificados en fluidos biologicos
Antigeno Sensibilidad Especificidad Aplicacioén Muestra Estudio
14-kDa 100% 100% TB meningea LCR Sumi et al*
43-kDa 96,7% 100% TB pulmonar Liquido pleural Wadee et al*
97,1% 100% TB peritoneal Liquido ascitico Wadee et al*
96% 100% TB meningea LCR Wadee et al*
LAM T74% 86,9% TB pulmonar Orina Tessema et al*!
LAM 67-88% 100% TB pulmonar Suero Sada et al®
LAM 94% 100% TB pulmonar Esputo Pereira et al*

LAM: lipoarabinomanano; LCR: liquido cefalorraquideo; TB: tuberculosis.
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TABLA VI
Mimétopos peptidicos de azicares de micobacterias
Antigeno
LAM PGL-1
(lipoarabinomanano) (glucolipido fenélico)

Especie M. tuberculosis M. leprae
Mimétopo QEPLMGTVPIRAGGGS WTLGPYV
Estudio Gevorkian et al¥’ Youn et al*®

nonucleares del paciente con diagndstico clinico de tu-
berculosis se estimulan con PPD, o con antigenos espe-
cificos (particularmente ESAT-6 y CFP-10), y se evalia
la proliferacién celular, asi como la produccién de inter-
feron gamma*>!. En esto se fundamenta el sistema
QuantiFERON-TB Test (Cellestis Ltd., Carnegie, Victo-
ria, Australia), recientemente aprobado por la Food and
Drug Administration estadounidense para el diagndstico
de la tuberculosis. Una variante a la cuantificacién de la
produccién de interferén gamma in vitro es la cuantifi-
cacion directa de las células que lo producen mediante
el andlisis inmunoenzimatico ELISPOT. Desafortunada-
mente la necesidad de cultivar in vitro las células de
cada paciente encarece los costes del diagndstico y li-
mita su utilidad a escala poblacional.

Métodos moleculares

Aunque los métodos inmunolégicos, particularmente
los seroldgicos, son bastante sencillos de realizar a esca-
la poblacional, no dan informacién alguna acerca de la
especie o cepa que causa la infeccién, por lo que para
propositos de vigilancia epidemioldgica la genotipifica-
cién de los aislamientos clinicos mediante técnicas de
biologia molecular ha constituido siempre la herramien-
ta de eleccién, y en fechas recientes dichas estrategias
moleculares han comenzado a aplicarse para identificar
micobacterias directamente en los fluidos bioldgicos de
los pacientes con fines de diagnéstico. Sin embargo, en
el caso de la identificacion de M. tuberculosis no se
cuenta con un gen Unico que permita hacer un diagnosti-
co fiable, y siempre es necesario llevar a cabo la amplifi-
cacién de al menos 3 genes o regiones gendmicas para
poder tener un diagndstico certero.

Meétodos que permiten la identificacion de especies

Tradicionalmente la identificacion de la especie a que
corresponde un aislamiento clinico se realiza mediante
una bateria de pruebas bioquimicas y fisiolégicas seria-
das, por lo que se tarda mucho tiempo en llegar a la
identificacion precisa del agente aislado a partir de las
secreciones del paciente. En los ltimos afios las tecno-
logias de hibridizacién de 4dcidos nucleicos, la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) y la disponibilidad de
los genomas completos de muchos de los microorganis-
mos de interés médico han revolucionado la forma de
encarar el diagndstico microbioldgico y la epidemiolo-
gia de las enfermedades infecciosas.

Las regiones de diferenciacion. Los métodos moder-
nos de biologia molecular, en particular los basados en
la PCR, ofrecen la posibilidad de identificar de manera
precisa a una gran diversidad de microorganismos, entre
ellos las micobacterias, mediante el uso de iniciadores
para PCR dirigidos contra secuencias gendémicas especi-
ficas de género y especie. La secuenciacion del genoma
de M. tuberculosis®* y los primeros hallazgos de la gend-
mica comparativa®*>> han permitido identificar grandes
pérdidas de material genético (deleciones) que caracteri-
zan a las diferentes especies de micobacterias. Algunas
de estas regiones de diferenciacién estdn restringidas a
las especies del complejo M. tuberculosis y permiten di-
ferenciarlas de las micobacterias no patégenas (mico-
bacterias no tuberculosas).

En el método descrito por Huard et al*®en 2003 se em-
plean 6 pares de iniciadores para PCR dirigidos contra los
loci Rv0577, Rv3349c, Rv1510, Rv1970, Rv3877/8
y Rv3120, que generan amplicones de 400-1.200 pares de
bases (tabla VII) que permiten la identificacion de M.
tuberculosis, M. africanum subtipo 1, M. africanum subtipo
I, M. bovis, M. bovis-BCG, M. caprae, M. microti y M.
canetti. Ademas, la carencia de productos de amplifica-
cién para estas regiones gendmicas permite catalogar a un
aislamiento clinico como micobacteria no tuberculosa.

PCR-RFLP (polimorfismo en el tamaiio de fragmentos
de restriccion) de hsp65

Para la diferenciaciéon de las micobacterias que no
pertenecen al complejo M. tuberculosis se ha hecho uso
de la variabilidad del gen hsp65, que codifica para una

TABLA VII
Iniciadores de la reaccion en cadena de la polimerasa para la identificacién de micobacterias de relevancia clinica

Regién diana Iniciadores Pf;:ffst?, :slf:sr;t)io
Rv0577 5’-ATG CCC AAG AGA AGC GAA TAC AGG CAA-3’

5’-CTA TTG CTG CGG TGC GGG CTT CAA-3’ 786
Rv3349¢ 5’-GCT GGG TGG GCC CTG GAA TAC GTG AAC TCT-3’

5’-AAC TGC TCA CCC TGG CCA CCA CCATTG ACT-3 943
Rv1510 5’-GTG CGC TCC ACC CAA ATA GTT GC-3’

5’-TGT CGA CCT GGG GCA CAA ATC AGT C-3’ 1.033
Rv1970 5’-GCG CAG CTG CCG GAT GTC AAC-3’

5’-CGC CGG CAG CCT CAC GAA ATG-3’ 1.116
Rv3877/8 5’-CGA CGG GTC TGA CGG CCA AAC TCA TC-3’

5’-CTT GCT CGG TGG CCG GTT TTT CAG C-3’ 999
Rv3120 5’-GTC GGC GAT AGA CCA TGA GTC CGT CTC CAT-3’

5’-GCG AAA AGT GGG CGG ATG CCA GAATAG T-3’ 404
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proteina de choque térmico que se halla presente en to-
das las micobacterias®’. En el método descrito original-
mente por Telenti et al’*® en 1993, se amplifica por PCR
una region de 439 pares de bases, que posteriormente es
digerida con las enzimas de restriccion BstEIl y Haelll,
cuyos patrones de restriccién para la secuencia amplifi-
cada de hsp65 pueden identificarse visualmente, o bien
puede emplearse un programa computacional para auto-
matizar el andlisis. El uso de otras enzimas de restric-
cién como Sau961, Cfol®, o Avall, Hphl, Hpall® ha
permitido la diferenciacion de hasta 62 especies de mi-
cobacterias no tuberculosas del género Mycobacterium.

Meétodos para la genotipificacion de aislamientos
clinicos de M. tuberculosis

Para la genotipificacion de aislamientos clinicos se
cuenta principalmente con métodos basados en la hibrida-
cién con sondas de ADN derivadas de elementos repetiti-
vos que caracterizan al complejo M. tuberculosis. Las 2
técnicas mas empleadas son la hibridacion tipo Southern
blot (RFLP-IS6110) y los espoligotipos, aunque reciente-
mente el uso del nimero variable de repeticiones en tan-
dem (VNTR) ha demostrado ser también de gran utilidad.

RFLP-1S6110. La genotipificacién por RFLP se basa
en que las diferentes cepas o aislamientos clinicos pre-
sentan variaciones discretas en su material genético que
pueden ponerse en evidencia al digerir el ADN con en-
zimas de restricciéon de corte frecuente, lo que genera
patrones de digestién que permiten diferenciarlas®. Las
enzimas de restriccién mas frecuentemente empleadas
(BstEIl y Bcll) generan multiples bandas que dificultan
el andlisis, por lo que se ha generalizado el uso de son-
das radiomarcadas derivadas de elementos repetitivos
—secuencias de insercién—, que varfan en cuanto al nu-
mero de copias y su distribucién en los genomas de las
micobacterias. Esta técnica requiere partir de cepas ais-
ladas por cultivo, extraer el ADN de las micobacterias,
digerirlo con una enzima de restriccién que corte el ele-
mento de insercién (generalmente Pvull para cortar
IS6110), resolver el ADN digerido en agarosa o polia-
crilamida, transferirlo a membranas de nitrocelulosa e
hibridizar con una sonda para IS6110 marcada radiacti-
vamente, aunque en la actualidad puede emplearse el
marcado no radiactivo, con biotina o digoxigenina. De-
bido a que M. tuberculosis contiene de 8 a 20 copias de
IS6110 (depende de la cepa), con este método se detec-
tan de 16-40 bandas, que permiten hacer la diferencia-
cién y clasificacién de los aislamientos clinicos®.

Otra de las secuencias de insercién que se utilizan
para la diferenciaciéon de cepas de micobacterias es la
IS1081 (1.324 pares de bases), que se encuentra en las
cepas del complejo M. tuberculosis, pero, debido a que
tiene un bajo niimero de copias, tiene un uso limitado
en estudios epidemioldgicos; también presenta el incon-
veniente de no poder diferenciar a M. bovis-BCG de
otros miembros del complejo M. tuberculosis®*.

Espologotipos (spoligotyping). En este método se
aprovecha el alto grado de polimorfismo del locus DR
de M. tuberculosis®. Dicho locus contiene repeticiones
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directas de 36 pares de bases, separadas por secuencias
no repetitivas de 34-41 pares de bases, y las cepas varian
tanto en el ndmero de repeticiones directas como en la
presencia o ausencia de algunos de los espaciadores. En
el método de espoligotipos las secuencias conservadas
de las repeticiones directas se emplean como diana para
la amplificacién por PCR, y se aprovecha la alta varia-
bilidad en las regiones espaciadoras para obtener dife-
rentes patrones de hibridiacién de dicho producto ampli-
ficado contra oligonucleétidos espaciadores sintéticos
que se fijan covalentemente a una membrana de nitroce-
lulosa. En el método descrito por Kamerbeek et al®
en 1997 se emplea un conjunto de 43 espaciadores que,
ademads de permitir la tipificacion de cepas de M. tubercu-
losis, las diferencia de las de M. bovis y M. bovis-BCG.
En 2002 Van der Zanden et al% introdujeron 51 nue-
vos espaciadores que aumentan de forma considerable la
capacidad de dicha estrategia para la genotipificacion.

Numero variable de repeticiones en tindem (VNTR). Al
igual que los minisatélites descritos en genomas euca-
ridticos, en M. tuberculosis se han encontrado 41 regio-
nes de 40-100 pares de bases de secuencias repetitivas
dispuestas en tdindem, llamadas MIRU (de Mycobacterial
interspersed repetitive units —unidades repetitivas inter-
génicas dispersas de micobacterias—). De éstas, 12 loci
son lo suficientemente polimérficos en cuanto a su nime-
ro de copias en los aislamientos clinicos de M. tuberculo-
sis 'y ya han comenzado a aplicarse con éxito en estudios
epidemiolégicos”’. Ademds, el uso de MIRU-VNTR para
la genotipificacién de aislamientos clinicos tiene la ven-
taja de poder automatizarse.

Conclusiones

Sin lugar a duda las estrategias moleculares constitu-
yen una herramienta insuperable en el campo de la mi-
crobiologia de la tuberculosis, ya que en cuestién de ho-
ras es posible determinar con precision la especie a que
pertenece un determinado aislamiento clinico. M4s atn,
mediante el andlisis de los espoligotipos o de VNTR es
posible llevar a cabo el seguimiento epidemiolégico ade-
cuado. Desafortunadamente, aunque las técnicas molecu-
lares son lo bastante sensibles para detectar ADN a partir
de s6lo 2 micobacterias, su aplicacién en el diagndstico
de la tuberculosis no ha tenido el éxito que se esperaba,
principalmente debido a la presencia de inhibidores de
la PCR en las muestras clinicas. Sin embargo, el uso de la
PCR, una vez que se ha aislado el agente etiolégico me-
diante el cultivo de las muestras clinicas en los medios
convencionales, reduce a s6lo unas horas la identifica-
cién de la especie. Otro de los motivos por los que el cul-
tivo dificilmente serd superado es que no tiene rival para
el estudio de la sensibilidad a los farmacos, aun cuando
se han descrito diversos métodos moleculares para el
andlisis de genes micobacterianos asociados a la resisten-
cia a farmacos®.

Por otro lado, las caracteristicas que hacen que los
métodos seroldgicos sean tan atractivos (sencillez, bajo
coste, etc.), una vez superado el problema de la disponi-
bilidad de antigenos especificos, permitirian sustituir la
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baciloscopia como método de apoyo al diagndstico y
disefar estudios de prevalencia de la tuberculosis a es-
cala poblacional.

El valor predictivo de los diversos métodos no es una
cuestion totalmente definida, sobre todo para los métodos
que aun se encuentran en estudio. La baciloscopia, por
ejemplo, tiene una sensibilidad muy baja (10%), por lo
que un valor negativo no descarta la presencia del bacilo;
sin embargo, un resultado positivo constituye una eviden-
cia fidedigna de la presencia de M. tuberculosis en un pa-
ciente que presenta las caracteristicas clinicas de la enfer-
medad. Por su parte, el cultivo tradicional tiene un valor
predictivo mas alto (95%) y, juntamente con las pruebas
bioquimicas, constituye la técnica de referencia en la
identificacién del bacilo de Koch; sin embargo, como es
bien conocido, el tiempo que se requiere para llegar a un
diagnéstico preciso es extraordinariamente largo®. Por su
parte, los innovadores métodos inmunolégicos para la
deteccién de anticuerpos presentan en general valores
muy bajos de sensibilidad y especificidad, y aunque la
captura de antigenos micobacterianos, particularmente la
deteccion de glucolipidos, parece muy prometedora, hoy
dia no se lleva a cabo de forma sistematica, sobre todo
por la falta de disponibilidad y/o comercializacién de an-
ticuerpos monoclonales especificos. Por dltimo, entre los
métodos moleculares en estudio, la PCR constituye la
mejor opcién para la identificacion directa de M. ruber-
culosis, aunque solo detecta la presencia de su material
genético, sin posibilidad de informar acerca de la viabili-
dad del bacilo. Por lo anterior, atin no es posible disponer
de una estrategia diagndstica rapida que presente todas
las ventajas requeridas para que su implementacién a
gran escala permita hacer frente al avance de la epidemia,
por lo que sigue siendo necesario el criterio clinico junto
a las pruebas de laboratorio y resulta preciso continuar en
la bisqueda de nuevas estrategias.
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