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Introducción  

La tuberculosis (TB) es una enfermedad crónica-infecciosa causada por los 

miembros del Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT) el cual está integrado 

por M. tuberculosis, M. bovis, M. caprae, M. africanum, M. canetti , M. pinnipedii y 

M. microti. En 2014, 9.6 millones de personas enfermaron de tuberculosis y 1.5 

millones murieron por esta enfermedad. 

El desarrollo de métodos moleculares para la caracterización genética de M. 

tuberculosis ha contribuido para el entendimiento de la distribución y patogénesis 

de la enfermedad. El descubrimiento de secuencias de DNA (ácido 

desoxirribonucleico) repetitivas en el cromosoma de M. tuberculosis como es la 

secuencia IS6110 y la variación en los números de copias de estas secuencias 

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), ha permitido desarrollar 

técnicas moleculares confiables en la diferenciación de cepas de esta especie.  

Sin embargo, debido a la complejidad y costos para realizar esta técnica, no es 

muy viable en los laboratorios de diagnóstico. Por tal razón es necesaria la 

aplicación de nuevas técnicas moleculares que permitan llevar a cabo un mejor 

control de TB en México. La tipificación molecular de M. tuberculosis basada en la 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) proporciona información útil para el 

control epidemiológico y prevención de nuevos casos, así como aspectos 

filogeográficos. Existen dos técnicas que son altamente discriminatorias y muy 

reproducibles en cualquier laboratorio de diagnóstico: MIRUs (Mycobacterial 

interspersed repetitive units) y VNTR (Variable Number of DNA Tandem Repeats).  



9 
 

En conjunto MIRU-VNTR, son pequeñas  secuencias de DNA (entre 40 y 100 pb) 

a lo largo del genoma de M. tuberculosis. Esta técnica se basa en la detección y 

cuantificación del número de repeticiones de esos fragmentos. Así mismo está la 

técnica de tipificación espoligotipificación, basada en la ausencia o presencia de 

43 secuencias de DNA, llamados espaciadores y repeticiones directas. Estas 

técnicas tienen la ventaja de que sus resultados son expresados en un código 

digital fácil de interpretar. Sin embargo estos estudios son escasos en México.  

Por lo que el objetivo de este trabajo fue por una parte realizar una investigación 

bibliográfica exhaustiva sobre el tema en diferentes artículos científicos y por otra 

llevar a cabo un protocolo de investigación para hacer el análisis molecular de 

cepas multidrogo-resistentes  de M. tuberculosis aisladas de diferentes hospitales 

y clínicas del ISSSTE en el Distrito Federal.   
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Antecedentes  

La tuberculosis es una enfermedad re-emergente causada por los miembros del 

CMT (1). Es una de las enfermedades infecciosas más prevalentes en el mundo 

y una de las principales causas de mortalidad por infección. La tuberculosis es 

la causa principal de muerte de las personas infectadas por el HIV; en 2015, fue 

la causa de una de cada tres defunciones en este grupo. 

Se calcula que 480 000 personas desarrollaron tuberculosis multirresistente a 

nivel mundial en 2014. 

Se estima que cerca de dos billones de personas están infectadas por 

tuberculosis, lo que correspondería a un tercio de la población mundial y se ha 

convertido en un serio problema de salud pública, por lo cual la OMS 

(Organización Mundial de la Salud) la declaró como emergencia mundial. Menos 

del 10% de las personas infectadas desarrollará la enfermedad activa a lo largo de 

su vida. Esto dependerá de las condiciones genéticas, del estado nutricional e 

inmune de cada individuo y de la cepa de M. tuberculosis con las que se tiene 

contacto (2).  

Uno de los factores que dificultan el manejo y control clínico de la TB a nivel 

mundial es la fármaco resistencia. La OMS estima que el 20% de los casos de TB 

son resistentes a un antibiótico, TB fármaco resistente (TB-FR) y la resistencia de 

mayor importancia clínica se presenta en los dos principales fármacos de primera 

línea, rifampicina e isoniacida, definida como multifármaco resistencia ( TB-MFR) 

la cual se presenta en el 5.3% de los casos  (3,4).  
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Mycobacterium tuberculosis es el principal agente causal de la TB,  enfermedad 

infecciosa y una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. En los 

últimos años se ha observado en diferentes países un aumento en el número de 

casos de TB causados por cepas resistentes a los fármacos antituberculosos (5). 

La OMS, en 2008, estimó que se han reportado 440,000 casos de TB-MFR y 

150,000 muertes a causa de esta resistencia. En algunos países, más de un 

cuarto de los casos nuevos de TB son causados por este tipo de cepas (5). 

La OMS ha alertado que si no se toman medidas urgentes de control, para el 

periodo comprendido entre el año 2002 y 2020, se podrían alcanzar cifras de 1000 

millones de nuevos casos de personas infectadas con M. tuberculosis, de los 

cuales 150 millones desarrollarían la enfermedad y 36 millones morirían por esta 

causa (6).  

La duración prolongada del tratamiento, las cepas resistentes a múltiples fármacos 

y una mortal asociación con el HIV hacen que su control sea un desafío para los 

países en vía de desarrollo (7) 

Por lo anterior es necesario contar con la disponibilidad de métodos para 

evidenciar la infección por TB-MFR, brindando un tratamiento adecuado y rápido 

para evitar la propagación de la enfermedad a la comunidad; identificando así los 

genes responsables de la resistencia a los fármacos antituberculosos. (5). 

La aparición de epidemias de TB con cepas multirresistentes en los países 

desarrollados, sobre todo asociado con la epidemia VIH/SIDA es sin duda, uno de 

los principales riesgos para la salud pública en todo el mundo. (8). 
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La emergencia de cepas resistentes a fármacos, especialmente cepas TB-MFR, 

ha planteado una amenaza a los programas de control de la tuberculosis (9). 

 La resistencia a fármacos en M. tuberculosis se debe predominantemente a 

alteraciones en genes que codifican blancos de antibióticos y hasta el presente se 

han identificado múltiples mutaciones cromosomales asociadas al desarrollo de 

resistencia a antibióticos de primera línea. La caracterización de estas mutaciones 

ha conducido al desarrollo de nuevas estrategias de diagnóstico molecular que 

podrían acortar el periodo de reporte del patrón de resistencia a fármacos en M. 

tuberculosis. La detección temprana de cepas resistentes a fármacos  de primera 

línea, contribuiría a un mejor manejo terapéutico del paciente con drogas de 

segunda línea y disminución del riesgo de propagación de cepas de TB-MFR (10) 

La especificidad y la rapidez de las técnicas moleculares actuales, representan 

una ventaja plausible frente a las técnicas tradicionales, esto motiva a la búsqueda 

de versiones con mayor sensibilidad, especificidad y con menores costos, que 

sean asequibles para su aplicación en el diagnóstico de infección y la 

identificación de mutaciones que confieren resistencia, lo que representaría un 

impacto importante en el control epidemiológico de la tuberculosis en el mundo 

(11). 

La TB es una de las enfermedades infecciosas que carece de un diagnóstico 

rápido, dado que el estándar de oro es el cultivo y éste puede tardar semanas o 

incluso meses en crecer y brindar un resultado. Se han desarrollado nuevas 
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pruebas para detectar infección activa, reactivación, latencia y resistencia a los 

medicamentos (12) 

De los 218 mil casos incidentes de TB reportados por los países de las Américas 

en el año 2011, México aportó 19,857 de ellos, que corresponde al 9.1% de todos 

los casos de la región (lo que lo ubica en el tercer lugar de los países que más 

casos reportan, después de Brasil y Perú). El país reportó una incidencia de 16,8 

casos por 100,000 habitantes en el año 2012, que correspondió a 19,697 casos de 

TB notificados. De estos casos 15,858 (81%) fueron formas pulmonares, 17.8% 

extrapulmonares y 1.5% meníngeas; 11% de los casos fueron pediátricos (menor 

19 años). 

La incidencia tuvo grandes variaciones internas desde 4,0 casos por cada 100,000 

habitantes en Tlaxcala hasta 58,5 casos por 100 mil habitantes en Baja California. 

Los estados con mayor incidencia correspondieron a las rutas migratorias 

identificadas “sur-norte” del país. En el año 2011 el país reportó una mortalidad de 

2,2 muertes por cada 100,000 habitantes, con un total de 2,531 personas 

fallecidas por TB. La tasa más baja, al igual que la incidencia se observó en 

Tlaxcala y la más alta en Baja California. Tanto la incidencia como la mortalidad 

notificada muestran una leve tendencia al aumento en los últimos años. 

De acuerdo con los estimados de la OMS México muestra una disminución 

sostenida de la incidencia de TB en todas sus formas a partir de 1990 y hasta el 

año 2005 cuando se estabiliza alrededor de los 22 casos por 100.000 habitantes. 

Al contrastar estos estimados con los datos notificados por el país (Figura 1), se 
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evidencia que la incidencia reportada por el país desde 1990 hasta el 2012 

permanece casi constante, con algunas variaciones en los años 1995 a 1997, que 

coinciden con el inicio de la estrategia TAES (Tratamiento Acortado Estrictamente 

Supervisado) en el país. A partir de 2005 la incidencia notificada presenta una leve 

tendencia al aumento, aunque no significativa. Pero en todo caso, lo notificado no 

alcanza a lo estimado por OMS. 

Para el año 2012 el país reportó un total de 19 697 casos de TB en todas sus 

formas, incidencia de 16.8 casos por 105 habitantes, de los cuales 15 858 fueron 

casos de TB pulmonar (80.5%), un 17.8 % de casos extrapulmonares y un 1.5 % 

de TB meníngea. 

Los Estados con mayores incidencias notificadas en el año 2012 son en su orden: 

Baja California, Guerrero, Tamaulipas, Sonora y Sinaloa, que muestran tasas 

superiores a 30 casos por 100,000 habitantes, siendo extremo el caso de Baja 

California con 58,5 casos por cada 100.000 habitantes (Fig. 2).  
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Fig. 1. Incidencia Estimada y Notificada de TB  de todas las formas. México 1990-

2011  (13) 
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*Tasa por 100, 000 habitantes  

Fig. 2  Incidencia Notificada de TB en todas sus formas. México 2012 (13) 
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1.  Género Mycobacterium  

Los microorganismos pertenecientes al género Mycobacterium son bacilos 

inmóviles muy delgados (0.2-0.4 x 2-10 micrómetros). Este género pertenece a la 

familia Mycobacteriaceae (de la que es el único género), al orden Actinomycetales 

y a la clase Actinomycetes. Entre los géneros estrechamente relacionados con los 

miembros del género figuran Nocardia, Rhodococcus y Corynebacterium.  

Las especies de Mycobacterium poseen una pared celular de estructura poco 

común (Fig.3) que contiene ácido N-glucolilmuramico en lugar de ácido N-

acetilmuramico y una cantidad muy elevada de lípidos. 

Debido a esta estructura de la pared celular es difícil teñir micobacterias con los 

colorantes básicos de anilina de uso habitual como los que se emplean en la 

tinción de Gram, pero estos microorganismos resisten la decoloración con alcohol 

acidificado (3% de ácido clorhídrico) tras la exposición controlada a un colorante 

de fucsina básica o con el calentamiento posterior al agregado del colorante. Esta 

propiedad importante de las micobacterias, que depende de su pared celular se 

denomina resistencia {acido alcohol y permite distinguirlas de otros géneros. Estos 

microorganismos también se caracterizan por crecer con mayor lentitud que la 

mayoría de las demás bacterias patógenas humanas debido a la superficie celular 

hidrófoba que los induce a formar grumos, por lo que los nutrientes ingresan con 

dificultad en la célula. El crecimiento es lento o muy lento y las colonias se toman 

visibles en 2 a 60 días a temperatura óptima. 
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Figura 3. Esquema de la pared celular micobacteriana (14) 

 

En la actualidad hay más de 100 especies reconocidas o propuestas dentro del 

género Mycobacterium. Estas especies causan amplio espectro de infecciones 

humanas y animales que varían desde lesiones localizadas hasta enfermedad 

diseminada. Si bien algunas especies solo causan infecciones humanas, otras se 

han aislado de una gran variedad de animales. Muchas especies se encuentran en 

el agua y en el suelo. (11) 
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La clasificación más intuitiva y de más fácil aplicación es aquella que divide a las 

micobacterias en dos grupos: micobacterias no cultivables (M. leprae y M. 

lepraemurium) y cultivables. Dentro de esta última se establece una subdivisión en 

micobacterias de crecimiento rápido (aquellas que dan lugar a colonias visibles en 

medios de cultivo sólidos en menos de 7 días), y las de crecimiento lento (las que 

tardan más de 7 días en producir colonias visibles en medio sólido).  

Según la segunda edición del Bergey¨s Manual of Systematic Bacteriology, las 

micobacterias de rápido y lento crecimiento, están muy relacionadas en términos 

de homología del DNA. Mediante la secuenciación del gen que codifica la 

subunidad 16S del ácido ribonucleico ribosómico (RNA r), se ha determinado que 

casi la totalidad de las micobacterias de crecimiento lento (excepto M. terrae  y M. 

celatum) poseen una copia de este gen, mientras que las crecedoras rápidas, 

excepto M. chelanoe y M. abscesus presentan al menos dos. El análisis de la 

secuencia de este gen, así como la conformación de su estructura secundaria, ha 

sido la herramienta más utilizada para realizar estudios taxonómicos y 

filogenéticos del género (16).  
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Figura 4. Árbol filogenético basado en el gen RNAr  16s del grupo de 

micobacterias de crecimiento lento (17) 
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1.1 Complejo Mycobacterium tuberculosis  

El CMT se encuentra formado por M. tuberculosis, M. bovis, M. caprae, M. 

africanum, M. canetti, M. pinnipedii y M. microti Genéticamente todos los 

miembros de este complejo son muy similares, teniendo un 99.9 % de similitud a 

nivel de nucleótidos, además de poseer secuencias idénticas para el DNAr 16S 

(18).  

Tradicionalmente, la identificación de estas especies se ha realizado basándose 

en sus características fenotípicas, existiendo una amplia lista de pruebas 

bioquímicas, tales como la reducción de nitratos, la producción de niacida, o la 

resistencia a la piracinamida y las propiedades de cultivo que ayudan a discernir 

entre varias especies de micobacterias (19). Sin embargo, debido a que las 

características fenotípicas no permiten una identificación precisa, rápida y segura 

de todas las especies, la identificación actual se basa principalmente en la 

presencia o ausencia de ciertas regiones del genoma (regions of difference, RDs) 

(20) o la presencia de mutaciones puntuales (single nucleotide polimorphism, 

SNP). Éstas se han detectado gracias al desarrollo de técnicas moleculares y al 

conocimiento de los genomas de algunas especies incluidas en este complejo 

(21,22). 
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1.1.1 Características estructurales y fisiológicas 

Un aspecto característico del  CMT es la presencia de un componente especial de 

la capa superficial de la pared celular, la trehalosa 6,6-dimicolato, también 

denominado “cord factor”. Esta molécula confiere al CMT la capacidad de 

agregación en forma de “cuerdas” conformadas por agrupaciones de bacilos 

visibles en la observación microscópica y fenómeno asociado con características 

de virulencia del bacilo (23). 

Al igual que el resto de las especies del género Mycobacterium, las especies del 

CMT son aerobias. Sin embargo en determinadas circunstancias puede 

comportarse como microaerofila y utilizar lípidos como fuente de carbono (24).  

 

1.1.2 Genómica  

En 1998 se hizo pública la secuencia completa del genoma de la cepa M. 

tuberculosis H37Rv (25), que ha sido la base para establecer su relación con otros 

miembros del CMT, así como para realizar los estudios posteriores sobre la 

evolución de este complejo. 

El genoma de M. tuberculosis H37Rv está compuesto por DNA circular de 4 411 

532 pb, un tamaño similar al de Escherichia coli. Mediante la bioinformática se ha 

podido inferir los ORFs (Open Reading Frames) y se ha estimado la existencia de 

4 043 genes que codifican para 3 995 proteínas y 50 RNAs estables. Sin embargo, 
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tan solo la mitad de todos estos ORFs tienen una función biológica asignada; la 

del resto permanece desconocida (26).  

 

1.2 Patogénesis de la tuberculosis 

La infección de M. tuberculosis se adquiere en el hombre por vía aérea, mediante 

la aspiración de partículas muy finas que contienen de 1 a 3 bacilos al entrar a los 

espacios alveolares. Una vez que los bacilos han entrado en contacto con los 

alveolos pulmonares la enfermedad puede presentar 5 estadíos (Figura 5). 

 En el primer estadío, los bacilos usualmente son destruidos o inhibidos por lo 

macrófagos alveolares residentes. Si los bacilos no son destruidos, éstos 

eventualmente se multiplican y destruyen a los macrófagos.  

En el estadío 2 aparece un estado de simbiosis, en el que el bacilo crece en forma 

logarítmica dentro de macrófagos inmaduros (no activados) de la lesión en 

desarrollo, que ya se llama tubérculo. Estos macrófagos provienen de la corriente 

sanguínea. Este estadío se conoce como simbiótico por dos razones, 1) los 

bacilos se multiplican dentro de los macrófagos sin causar un daño aparente al 

hospedero y 2) los macrófagos se acumulan y se dividen.  

En el estadío 3, ocurre por primera vez la necrosis caseosa; el número de bacilos 

viables se estabiliza, porque su crecimiento es inhibido por la respuesta inmune a 

los antígenos parecidos a tuberculina (tuberculin-like antigen). En este estadío la 

respuesta inmune es principalmente del tipo de hipersensibilidad retardada. Los 
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macrófagos cargados con bacilos son destruidos. La lesión ahora tiene un centro 

caseoso sólido, dentro del cual los bacilos, ahora libres (extracelulares), no se 

multiplican. Rodeando a este centro caseoso se encuentran macrófagos 

inmaduros (no activados) que permiten la multiplicación intracelular de los bacilos 

y macrófagos parcialmente activados. 

 El estadío 4 es el que determina si la enfermedad se hará aparente desde el 

punto de vista clínico. En este caso la respuesta inmune celular juega un papel 

determinante: Si se desarrolla una respuesta celular pobre los bacilos escapan del 

borde del foco caseoso y de nuevo se multiplican en macrófagos no-activados y 

en los parcialmente activados que se encuentran en la periferia del foco caseoso. 

De nuevo, los macrófagos conteniendo a los bacilos son destruidos por el sistema 

inmune, lo que causa el crecimiento del centro caseoso y la progresión de la 

enfermedad. Por otro lado, si se desarrolla una buena respuesta inmune celular el 

centro caseoso es rodeado por macrófagos activados, y esos macrófagos ingieren 

y destruyen o inactivan a los bacilos libres, lo cual detiene la evolución de la 

lesión, dejándola en un estado subclínico. 

 En el estadío 5 se observa licuefacción del centro caseoso. Este estadío ocurre 

cuando el bacilo evade la respuesta inmune del hospedero, y cuando esto ocurre, 

los bacilos se  multiplican en el medio extracelular y suelen alcanzar un enorme 

número, a tal grado que a pesar de que se desarrolle una adecuada respuesta 

inmune celular ésta no es suficiente para controlar la infección. Además, la alta 

concentración de productos tuberculin-like producidos por estos bacilos causa una 

respuesta del tipo de hipersensibilidad tardía que erosiona la pared bronquial y 
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forma una cavidad. Entonces, las micobacterias invaden el árbol bronquial y se 

dispersan por otras partes del pulmón, tracto respiratorio inferior (TRI) y también 

en el medio ambiente, principalmente expedidas por la tos del paciente (27). 

 

Figura N.5 Representación esquemática de los cinco estadíos de la tuberculosis 

pulmonar causada por la infección de Mycobacterium tuberculosis (28). 
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1.3. Respuesta inmune en la tuberculosis humana  

1.3.1 Respuesta inmune innata  

Las principales características de la respuesta inmune innata incluyen el 

reconocimiento de diversas estructuras moleculares ampliamente distribuidas 

entre patógenos por receptores como los Toll Like Receptors (TLR) los cuales 

inducen moléculas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF–α) y óxido nítrico 

(NO) que directa o indirectamente contribuyen a la muerte de los 

microorganismos, además de inducir la activación y orientación de la respuesta 

adaptativa a través del reclutamiento de linfocitos T al sitio de lesión, activación de 

células dendríticas y producción de citocinas y quimiocinas (29,30). 

En el espacio alveolar los mecanismos innatos de defensa involucran a diferentes 

tipos celulares como macrófagos alveolares (MA), células dendríticas, neutrófilos, 

linfocitos B, células epiteliales, células alveolares tipo I y tipo II y factores solubles 

como mucina, lisosima, lactoferrina, surfactantes, defensinas, catelicidinas, 

fosfolipasa A2, inmunoglobulinas y proteínas del complemento, cuya función es 

mantener la homeostasis pulmonar y eliminar partículas o bacterias que entren por 

el tracto respiratorio (31,32). 

M. tuberculosis llega a los alvéolos donde entra en contacto con los MA que 

constituyen la primera línea de defensa en el pulmón. Este contacto inicial es 

crucial y definirá el control de la infección, o bien, el desarrollo de la enfermedad. 
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Los componentes de la micobacteria como el lipoarabinomano (LAM), lipoproteína 

de 19kDa y glicoproteínas, al unirse al receptor tipo toll 2 (TLR2) de los MA 

inducen la producción de moléculas como interleucina–1 (IL–1), TNF–α y NO que 

activan señales intracelulares para la producción de proteínas involucradas en la 

respuesta inmune (33). 

El mecanismo de señalización intracelular que se activa tras la unión de LAM, 

19kDa y otras glicoproteínas con TLR2 y la unión de citocinas como IL–1 y TNF–

α con sus respectivos receptores, activan diferentes vías de señalización que 

tienen en común el factor nuclear κB (NF–kB), induciéndose la expresión de 

citocinas y moléculas involucradas en la respuesta inmune (34).  

 

1.3.2 Respuesta inmune celular  

M. tuberculosis utiliza diferentes vías de entrada a los MA, ya que promueve su 

propia fagocitosis a través de diferentes receptores presentes en la superficie de 

los MA como, 1) receptores para hierro (Fe) , 2) receptores de complemento como 

CR1 y CR3/CR4, 3) receptores de manosa, 4) receptores 

carroñeros (scavenger) y 5) receptores para la proteína surfactante A (35).  

Se ha propuesto que la vía de entrada de la micobacteria determina su destino 

dentro de los MA; por ejemplo, la internalización a través de los receptores Fc de 

la micobacteria opsonizada induce la producción de intermediarios de oxígeno y 
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favorece la fusión fagosoma–lisosoma, mientras que su entrada a través de CR3 

inhibe el estallido respiratorio y no hay maduración de los fagosomas (36).  

Posterior a la fagocitosis, M. tuberculosis es incluida en un fagosoma para formar 

el fagolisosoma donde, en un proceso dinámico, es destruida por los mecanismos 

bactericidas y proteolíticos de los macrófagos con la consecuente generación de 

péptidos y otros antígenos. Los antígenos micobacterianos de naturaleza proteíca 

son acoplados a moléculas del complejo de histocompatibilidad tipo I (MCH I) y 

presentados por los macrófagos a linfocitos T CD8+, o bien, acoplados a 

moléculas del complejo de histocompatibilidad tipo II (MCH II) y presentados a los 

linfocitos T CD4+, mientras que los antígenos de naturaleza glicolipídica (fosfatidil 

manósidos, lipoarabinomananas, ácidos micólicos y hexosil–1–fofoisoprenoides) 

son acoplados con moléculas CD1 y presentados a los linfocitos CD8+ y dobles 

negativos (CD4–CD8–) (37).  El proceso de presentación de antígenos constituye 

un paso importante en la transición de la respuesta inmune innata a la respuesta 

inmune adaptativa, que se basa en el reconocimiento específico de antígenos por 

los diferentes tipos celulares que se activan y producen factores solubles como 

citocinas y quimiocinas. 

El control inmunológico de la infección con M. tuberculosis está basado en una 

respuesta inmune de tipo celular caracterizada por la producción de citocinas y 

quimiocinas como: IL–2, IFN–γ, IL –12, IL–18, TNF–α, cofactor proteico de 

membrana  (MCP–1), proteína inflamatoria de macrófagos 1α (MIP–1α) e IL–8 

(38). La respuesta no protectora en T β se caracteriza por la producción de 

citocinas como: IL–4, IL–5, IL–6, IL–10, IL–13 y Factor de crecimiento 
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transformante β (TGF–β) que antagonizan la respuesta inmune celular y, como 

consecuencia, no hay control de la infección y se desarrolla la enfermedad. Las 

diferentes poblaciones celulares y mediadores solubles en su conjunto forman una 

compleja red de señales que participa en el control de esta enfermedad. 

La fagocitosis y el reconocimiento de antígenos micobacterianos por TLR induce la 

producción, tanto de metabolitos, como el Oxido Nítrico que intervienen en la 

muerte de M. tuberculosis como de citocinas y quimiocinas importantes en el 

reclutamiento celular al sitio de lesión. El procesamiento y presentación de 

antígenos micobacterianos por los macrófagos alveolares con los linfocitos 

constituyen la fase inicial para la generación de la respuesta adquirida específica  

(35).  

 

1.4 Diagnóstico microbiológico de la tuberculosis 

Para la salud pública es de suma importancia la disponibilidad de pruebas 

diagnósticas, operativas y confiables para la detección oportuna que permita 

iniciar el control del padecimiento. La confirmación de la presencia de M. 

tuberculosis se lleva a cabo mediante bacteriología, principalmente por 

baciloscopía o cultivo, mediante cultivo de biopsias de tejidos, fluidos o 

secreciones de órganos de pacientes con manifestaciones clínicas, radiológicas y 

datos epidemiológicos compatibles con la enfermedad. De toda muestra de tejido 

u órgano de pacientes para exámen histopatológico, además de someterse a este 
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estudio, una fracción deberá enviarse al servicio de bacteriología para el 

aislamiento e identificación de M. tuberculosis mediante el cultivo (40). 

 

1.4.1 Baciloscopía  

El método para realizar las baciloscopía ha variado muy poco desde su aparición 

en el siglo XIX, y consiste en la tinción de una muestra de esputo previamente 

adherida en un portaobjetos mediante el método de Ziehl-Nelsen, ya que la 

presencia de abundantes ácidos grasos en la pared celular de M. tuberculosis lo 

hace ser un bacilo ácido-alcohol-resistente (BAAR) tiñéndolo de color rojo y el cual 

es identificado durante la observación microscópica  (Figura 6). 

La baciloscopía ha sido el único método de amplia cobertura para el diagnóstico 

masivo de la TB. A pesar de que es un procedimiento relativamente sencillo, 

requiere de la obtención de una muestra adecuada, personal capacitado y equipo 

de diagnóstico en buenas condiciones, disponible en áreas primarias de atención 

medica.  Sin embargo es una  prueba de baja sensibilidad, ya que se requieren de 

aproximadamente 10 000 BAAR/ml para que la prueba sea positiva en esputo. La 

baciloscopía debe realizarse en cualquier muestra clínica, excepto en orina. En 

caso de expectoración se debe realizar en tres muestras sucesivas (40). 

Otra de las desventajas de la baciloscopía es la falta de especificidad en la 

diferenciación de aislados de M. tuberculosis de otras micobacterias ambientales. 
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Figura 6. Tinción de Ziehl-Neelsen de una muestra de expectoración positiva para 

BAAR. 

 

1.4.2 Cultivo  

El método más utilizado para el aislamiento de M. tuberculosis es el cultivo en 

medio Lowenstein Jensen cuya base es orgánica (huevo) y tiene incorporados 

inhibidores del crecimiento, como el verde de malaquita, que impide la 

proliferación de microorganismos contaminantes de la muestra (Figura 7). 

En estas dos últimas décadas se ha considerado al cultivo en medio Lowenstein 

Jensen como el “estándar de oro” para la detección de micobacterias, siendo una 

herramienta bacteriológica indispensable para el diagnóstico de la tuberculosis 

cuando se presentan muestras paucibacilares (con bajo número de bacilos). En 

México de acuerdo a la NOM -006-SSA2-1993, el cultivo se debe solicitar en las 

siguientes situaciones: 
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 Para el diagnóstico en caso de sospecha clínica y radiológica de TB 

pulmonar con resultado negativo de seis baciloscopías de expectoración 

 Para el diagnóstico, en los casos de sospecha de TB de localización 

extrapulmonar 

 En todo caso en el que se sospeche TB renal o genitourinaria 

 Para el diagnóstico en caso de TB y HIV  

 En caso de TB en niños  

 En pacientes sujetos al tratamiento estrictamente supervisado, en quienes 

al cuarto mes persiste la baciloscopía positiva  

 Para confirmar el fracaso del tratamiento  

 Para el diagnóstico, en los casos de sospecha de TB farmacorresistente o 

con motivo de investigaciones epidemiológicas, terapéuticas y 

bacteriológicas  

El diagnóstico definitivo de la TB solo puede establecerse cuando se cultiva M. 

tuberculosis. El hecho de que M. tuberculosis necesite 5-20 horas para duplicarse 

explica que el cultivo de esta micobacteria exija un tiempo muy prolongado, entre 

6 y 8 semanas, en los medios de cultivo convencionales; sin embargo, en la última 

década se han desarrollado avances en el diagnóstico que dependen del empleo 

de medios líquidos incorporados a equipos automatizados de monitoreo 

permanente y de detección a través de rayos láser. El resultado de estos sistemas 

impacta por la rapidez de la recuperación de micobacteria (41). 
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Figura 7. Cultivo positivo de un aislamiento de M. tuberculosis en el medio 

Lowenstein Jensen (41). 

 

1.5Diagnóstico molecular de la tuberculosis 

1.5.1 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), es una reacción enzimática in vitro 

que amplifica millones de veces una secuencia específica de DNA durante varios 

ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada fielmente. 

Los elementos importantes en la reacción son el templado o molde (DNA o DNAc), 

la enzima, los oligonucleótidos o primers, los desoxirribonucleótidos trifosfatados 

(dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el ión magnesio (Mg +), una solución 

amortiguadora o buffer y H2O. Todos estos elementos interactúan en tres etapas 

principales de las que se compone la PCR: desnaturalización, hibridación y 

extensión. Los equipos en donde se realiza la reacción son llamados 

termocicladores, los cuales están diseñados para establecer un sistema 

homogéneo en donde las condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se 
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modifiquen en cada uno de los ciclos. Al final de la reacción, para corroborar si se 

amplificó la secuencia blanco de interés, los productos de la PCR o también 

llamados amplicones son analizados en geles de agarosa para confirmar si la 

reacción fue exitosa (42).  

El elemento principal en la PCR es el DNA, cuya naturaleza química ofrece 

ventajas para su manipulación. Es importante recordar que la molécula de DNA 

está formada por tres componentes: un azúcar (desoxirribosa), un grupo fosfato y 

una base nitrogenada (adenina, timina, guanina o citosina) que es complementaria 

con la base de otra cadena (Figura 8), de tal forma, que el DNA se estructura en 

una doble hélice.  

 

Figura 8. Molécula de DNA de doble cadena. Cada cadena está formada por un 

azúcar, un grupo fosfato y una base nitrogenada que es complementaria con otra 

cadena: A = adenina, T = timina, C = citosina y G = guanina (42).  
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La complementariedad entre las bases está dada por puentes de hidrógeno e 

interacciones hidrofóbicas, generando estabilidad a la doble hélice, la carga 

eléctrica del DNA es negativa y está dada por los grupos fosfato.   

En la PCR, el templado son las cadenas de DNA que se separan y funcionan 

como molde para que la enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la 

secuencia blanco de interés. Por su parte, la DNA polimerasa se encarga de la 

catálisis de la reacción, sintetizando las nuevas cadenas de DNA que llevan la 

secuencia blanco. La enzima más usada con frecuencia se llama Taq DNA 

polimerasa, que proviene de una bacteria termófila llamada Thermus aquaticus, la 

cual vive en condiciones de temperatura muy altas y por eso su DNA polimerasa 

es capaz de soportar ese tipo de temperaturas. El rasgo que distingue a esta 

enzima bacteriana de otras DNA polimerasas de otros organismos es su 

capacidad para mantener su funcionalidad a temperaturas altas, por lo que se le 

considera una enzima termoestable (42). 

Para que la enzima funcione con alta especificidad y la reacción transcurra 

exitosamente, también se necesita de los  elementos ya mencionados como 

primers, dNTPs, Mg +, buffer y H2O. 

Los primers son secuencias de oligonucleótidos que flanquean y delimitan la 

secuencia blanco que se desea amplificar y son complementarios a ésta. 

Generalmente su tamaño oscila entre 15-25 pares de bases, Son dos secuencias 

diferentes de primers las que se utilizan en la PCR, una denominada «forward» o 

sentido y otra «reward» o antisentido; ambas deben estar diseñadas para que 
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hibriden con el templado y las cadenas de DNA puedan ser extendidas por la Taq 

polimerasa en dirección 5’-3 (como sucede endógenamente). Con la finalidad de 

garantizar la formación de un complejo estable entre el templado y los primers, 

hoy en día existen programas informáticos para diseñar primers con alta 

especificidad, por lo que se evita la formación de productos inesperados.  

Los deoxinucleotidos trifosfato (dNTPs) son cuatro: Deoxiadenosina trifosfato 

(dATP), deoxicitidina trifosfato (dCTP), deoxiguanosina trifosfato (dGTP) y 

deoxitidimina trifosfato (dTTP), estos son los ladrillos o bases nitrogenadas con los 

que la Taq polimerasa construye las nuevas cadenas de ADN (43). Normalmente, 

se utilizan a una concentración que oscila entre 0.2 a 1.0 mM (42).  

El buffer es la solución amortiguadora que se usa en la reacción y generalmente 

está compuesta de Tris-HCl (pH = 8) cuya concentración final de trabajo debe ser 

1X (42). Algunos autores recomiendan el uso de adyuvantes, los cuales ayudarían 

en la práctica a aumentar la especificidad y fidelidad de la reacción en cadena de 

la polimerasa. El dimetilsulfoxido (DMSO), añadido al buffer de la reacción en un 

10% contribuye a la disminución de la estructura secundaria del DNA (44).  

El magnesio es un cofactor enzimático que influye en la especificidad de la 

reacción, por eso se debe tener una concentración adecuada para que no afecte 

el rendimiento de la Taq polimerasa; regularmente su concentración oscila entre 

0.5 y 2.5 mM. En ocasiones ya viene incluido en el buffer, pero en otras se le tiene 

que agregar. El agua es el disolvente en la reacción y se usa en su forma 

destilada libre de nucleasas, enzimas que degradan a los ácidos nucleicos (42). 
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La PCR se basa en la repetición de un ciclo formado por tres etapas: 

desnaturalización, hibridación y extensión (Figura 9).  

Desnaturalización: separación de las dos cadenas complementarias de DNA por  

la acción del calor (93-97°C) (45). El tiempo depende de la secuencia del 

templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, será necesario más tiempo para 

romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases está formado 

por tres enlaces, uno más que las bases de A-T (42).  

Hibridación: En esta etapa, los primers se alinean al extremo 3’ del templado 

previamente separado e hibridan con su secuencia complementaria. Para que se 

forme el complejo templado-primers, es importante que la temperatura de 

hibridación o temperatura melting (Tm) sea la óptima; ésta generalmente oscila 

entre 50-60 °C. 

Extensión: En esta etapa, la Taq polimerasa actúa sobre el complejo templado-

primers y empieza su función catalítica a una velocidad muy rápida; agrega 

dNTP’s complementarios para crear las cadenas completas de DNA. La extensión 

de las cadenas es en dirección de la síntesis del ADN, es decir, de 5’ a 3’. La 

temperatura óptima para la reacción es de 72 °C (43),  ya que a esa temperatura 

la enzima es funcional. Al final del ciclo, se habrán formado los amplicones con un 

tamaño dictado por el número total de pares de bases (pb) que deberá ser 

conocido por el investigador. 
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Figura 9. Pasos de un ciclo de la PCR (43) 

 

Al final de la PCR, para saber si la reacción transcurrió eficientemente, los 

amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa 

(46), La electroforesis consiste en la separación de grandes moléculas como los 

ácidos nucleicos a través de una matriz sólida que funciona como un filtro para 

separar las moléculas en un campo eléctrico de acuerdo a su tamaño y carga 

eléctrica. Esta separación se hace bajo un buffer o tampón que puede ser TAE o 

Paso 1. 
Desnaturalización 

Paso 2. 
Hibridación 

Paso 3. 
Extensión 
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TBE. En el caso de los ácidos nucleicos, el grupo fosfato les proporciona la carga 

negativa, por lo que durante la electroforesis migran hacia el polo positivo. Para 

ello, se prepara un gel diluyendo una cantidad de agarosa en el buffer, se calienta 

hasta que la agarosa hierva lo suficiente y posteriormente se vacía a un recipiente 

que sirve de base para que solidifique. Generalmente el porcentaje al que se 

prepara el gel es al 1.2% aunque, dependiendo del tamaño de las moléculas, 

puede ser de hasta el 2%.  

Otro ingrediente que se agrega al gel es un compuesto conocido como bromuro de 

etidio, una molécula intercalante capaz de unirse al ADN de doble cadena. 

Cuando es excitado con luz UV emite una señal que permite la visualización de los 

amplicones en forma de bandas. Es importante manipular con mucho cuidado este 

compuesto porque se sabe que es mutagénico y teratógeno. Cuando los 

amplicones son corridos en el gel, éstos deben ser cargados junto con un 

marcador molecular que contenga un número determinado de segmentos de ADN 

conocidos, lo que facilita la identificación de los amplicones y si su tamaño 

corresponde con el esperado. El tamaño está dado por el número de pares de 

pases del amplicón. El marcador de peso molecular es fácilmente adquirido en el 

mercado, ya que se ofrece una gama de marcadores con distintos pesos 

moleculares para elegir el de nuestro interés. Finalmente, la visualización de los 

amplicones se lleva a cabo tomando una foto digital al gel de agarosa expuesto a 

luz UV (Figura 10); adicionalmente un procesador de imágenes se encarga de 

analizar las bandas observadas. 
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Figura 10. Gel de agarosa. Los productos de la PCR o amplicones están 

representados  mediante bandas de un tamaño especifico y se comparan con un  

marcador de peso molecular conocido para determina la especificidad de la 

reacción. PB= número de pares de bases (42).  

 

La técnica de PCR IS6110 es la que presenta mayor sensibilidad y especificidad 

para el diagnóstico de Mycobacterium tuberculosis. IS6110 es un elemento 

genético de inserción, se le denomina IS, del inglés insertion sequence; ésta 

representa secuencias de DNA dispersas en los genomas bacterianos con 

actividad de transposición. La secuencia IS6110 solo es detectable en genomas 

bacterianos del complejo Mycobacterium tuberculosis y tiene la estabilidad 

necesaria para ser utilizada como herramienta de diagnóstico (47).  
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1.5.2 Ensayo de sonda en línea: Genotype® MTBDRplus 

La prueba Genotype®MDRTBPlus utiliza tiras reactivas de nitrocelulosa que 

contienen regiones parciales de los genes rpoβ, katG e inhA fijadas sobre ella. La 

prueba está basada en un PCR múltiple que genera múltiples productos de 

amplificación (sondas) los cuales, mediante una hibridación reversa, reconocen las 

mutaciones génicas (en forma de bandas sobre la tira) más frecuentes asociadas 

con la resistencia a isoniacida y rifampicina. Esta prueba es novedosa, útil y rápida 

para la detección de la resistencia a drogas antituberculosas (48).  

Una tira de Genotype®MTBDRplus contiene 27 bandas de reacción: 21 bandas 

que señalan las mutaciones (once bandas wild type (WT) es decir no presenta 

mutaciones y diez bandas de resistencia a antibióticos (MUT)) y seis bandas 

control (CC: control de conjugado, AC: control de amplificación, TUB: control de 

complejo M. tuberculosis y controles de amplificación para los locus (genes) rpoβ, 

katG e inhA). Las once bandas WT incluyen ocho bandas para el gen rpoβ, una 

banda WT para el gen katG y dos bandas WT para el gen inhA, mientras que las 

diez bandas MUT incluyen cuatro bandas con mutaciones para el gen rpoβ, dos 

bandas con mutaciones para el gen katG y cuatro bandas con mutaciones para el 

gen inhA (Figura 11) (48). 

La presencia de una o más bandas MUT, la ausencia de una o más bandas WT o 

la combinación de ambas en cada zona de la droga, será señal de la existencia de 

cepas resistentes a una droga o a ambas. 
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Figura 11. Patrón representativo de las zonas de reacción en cada tira de 

reacción del sistema Genotype® MTBDRplus (49) 

CC: control de conjugado, AC: control de amplificación, TUB: control de complejo 

M. tuberculosis y controles de amplificación para los locus (genes) rpoβ, katG e 

inhA, WT: wild type, es decir no presenta mutaciones, MUT: bandas de resistencia 

a antibióticos.  

Zona Control  

Zona para resistencia a rifampicina  

Zona para resistencia a isoniacida  
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1.5.3 PCR en tiempo real 

La PCR en tiempo real (qPCR) es una variante de la PCR convencional, sin 

embargo la qPCR es más sensible, altamente específica, analiza en tiempo real el 

producto de amplificación obtenido y no requiere de un análisis post-PCR. Para la 

detección del CMT mediante qPCR se utiliza la misma secuencia de inserción 

IS6110 que en el método de detección por PCR convencional como gen blanco. 

Además de los iniciadores, se diseñó una sonda tipo TaqMan marcada con un 

fluoróforo (reportero) y un apagador (quencher). Durante la qPCR la 

sonda TaqMan hibrida con su secuencia complementaria, posteriormente los 

iniciadores se unen a su cadena complementaria y la enzima DNA polimerasa 

comienza la polimerización; al llegar la enzima al sitio donde está unida la sonda, 

la degrada y libera al fluoróforo de su apagador, emitiendo una señal que es 

captada por el termociclador para tiempo real. Dicha señal permite saber que el 

fragmento de interés está siendo amplificado y da como resultado una muestra 

positiva al CMT, en caso de que la muestra fuera negativa no se observa ninguna 

señal ya que ni la sonda ni los iniciadores se unirían a sus secuencias 

complementarias (50).  
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1.5.4 Microarreglos de DNA 

Son  un conjunto de sondas moleculares fijadas de manera ordenada sobre un 

soporte sólido. Estas sondas pueden ser clones de DNA, productos de reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) o bien oligonucleótidos sintéticos. 

Los microarreglos son en la actualidad una poderosa herramienta de análisis de 

expresión de genes debido al mayor número de secuencias que se pueden 

analizar por prueba y tienen grandes ventajas sobre otras técnicas como la PCR 

convencional  y la PCR en tiempo real, en las cuales sólo se pueden analizar un 

número muy limitado de genes de manera simultánea, debido a que en la mayoría 

de los casos que se requiere montar un ensayo por cada gen a analizar (51).  

En términos generales, un microarreglo se encuentra integrado por dos partes, el 

material biológico o sintético denominado como prueba y el soporte sólido en el 

cual se inmovilizan o adsorbe el material biológico; este material puede ser de 

distintas naturalezas; entre los materiales más usados encontramos plástico, 

vidrio, gel, silicón, membranas porosas (52).  

El trabajo con microarreglos podemos dividirlo en cuatro etapas (Figura 11): 

 1. Selección del tipo de microarreglo y de las secuencias que se colocarán en el 

soporte.  

2. Obtención de la muestra biológica.  

      2.1 Purificación del DNA o RNA.  

3. Amplificación del material genético (PCR).  
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      3.1 Marcaje de la muestra problema.  

4. Hibridación del microarreglo.  

      4.1 Captura de resultados.  

      4.2 Análisis de resultados 

 

Figura 12.Esquema general de trabajo con microarreglos de DNA (51). 
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En un estudio realizado por Kato-Maeda (53)  en el que se pretendía obtener 

información sobre las bases moleculares de la diversidad bacteriana y de la 

evolución de Mycobacterium tuberculosis se utilizaron microarreglos de DNA que 

contienen los genes que constituyen el genoma de este microorganismo. Se 

analizaron 19 cepas de M. tuberculosis de 16 clones diferentes y tras purificación 

del genoma, digestión con DNAsa y marcado terminal con biotina se procedió a la 

hibridación con los microarreglos, revelando posteriormente con estreptavidina-

ficoeritrina. Los resultados demostraban deleciones importantes en el genoma de 

algunas de las cepas y que estas deleciones se asociaban con una menor 

patogenicidad. 

 

1.5.5 Pirosecuenciación 

La secuenciación genética representa el patrón de referencia tanto para identificar 

el microorganismo como para conocer la presencia de mutaciones de resistencia. 

Hasta ahora era un método caro y laborioso, sin embargo recientemente se han 

producido avances tecnológicos sobresalientes en este campo con el desarrollo de 

una nueva metodología denominada pirosecuenciación. Se trata de una técnica 

semiautomatizada, de alto rendimiento y que puede convertirse en una alternativa 

real a las técnicas actuales. Los estudios realizados hasta la fecha demuestran 

que puede ser útil en la identificación de las distintas especies de micobacterias, 

así como en la determinación de mutaciones de resistencias a fármacos de 

primera y segunda línea. 
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El  fundamento de esta técnica consiste en la detección del pirofosfato (PPi) que 

se libera durante la incorporación de un dNTP al DNA, reacción catalizada por la 

polimerasa. Posteriormente, la ATP sulfirasa convierte el PPi liberado en ATP. El 

cual provee la energía a la luciferasa para oxidar luciferina y generar luz visible 

que es proporcional al número de dNTP que se han incorporado a la nueva 

molécula de de DNA durante su síntesis. 

 La combinación de este  principio con el PCR en emulsión  de una sola  molécula 

fue aprovechado para  generar un secuenciador automatizado que funciona de la 

siguiente manera: 

Un fragmento grande de DNA se fragmenta mediante  sonicación o nebulización, 

generando varios fragmentos de cientos  de pares de bases  (librería de DNA) que 

son ligados a un oligonucleótido adaptador. La librería se diluye a una 

concentración de una molécula, se desnaturaliza y se hibridiza a perlas 

individuales que contienen secuencias complementarias  a los oligonucleótidos 

adaptadores. Las esferas se colocan en diferentes compartimentos 

(microvesícula) de agua en aceite y aquí se efectúa una reacción de PCR con lo 

que logra varias copias de la molécula de DNA que fue colocada en la 

microvesícula. Las perlas que contienen el DNA amplificado se diluyen y se 

colocan en una microplaca con enzimas de secuenciación. La reacción de 

pirosecuenciación se efectúa de manera paralela en todos los pozos de la 

microplaca mediante la adición sucesiva de los cuatro dNTP.  La incorporación de 

nucleótidos en cada pozo que contiene el molde clonalmente amplificado produce 

la liberación de pirofosfatos que finalmente se detecta en forma de luz y es 
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registrado en una cámara acoplada a carga. Con esta técnica en una sola corrida 

se pueden obtener  1 x 10 6 lecturas con fragmentos de DNA de 400 pb, es decir, 

hasta 500 millones de pares de bases (54).  

 

1.5.6 Amplificación isotérmica mediada por LOOP (LAMP) de ácidos 

nucleicos  

El método LAMP está basado en el principio de síntesis de ADN por 

desplazamiento de cadena, el cual es llevado a cabo por una polimerasa con alta 

actividad de desplazamiento de cadena y un sistema de dos cebadores internos y 

dos cebadores externos para reconocer un total de seis secuencias distintas en el 

DNA  blanco.  

En los pasos iniciales de la reacción de LAMP, se utilizan los cuatro cebadores, 

pero cuando se completa un ciclo de la reacción solo los cebadores internos son 

usados para la síntesis de DNA. Los cebadores internos se denominan Forward 

Inner Primer (FIP) y Backward Inner Primer (BIP), respectivamente, y cada uno 

contiene dos secuencias distintas que corresponden a las secuencias sentido y 

antisentido del DNA blanco, uno para cebar en la primera etapa y el otro para 

auto-cebarse en etapas posteriores. Las secuencias (23-24 nucleótidos 

típicamente) dentro de ambos extremos de la región blanco para la amplificación 

en un DNA son denominadas F2c y B2, respectivamente. Dos secuencias internas 

(23-24 nucleótidos típicamente) a 40 nucleótidos de los extremos de F2c y B2 son 

designadas F1c y B1 y dos secuencias (17-21 nucleótidos) externas a los 
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extremos de F2c y B2 son denominadas F3c y B3. Las secuencias de FIP y BIP 

son diseñadas así: FIP contiene F1c, un espaciador de TTTT y la secuencia F2 

complementaria a F2c. BIP contiene la secuencia B1c complementaria a B1, un 

espaciador de TTTT y a B2. Los dos cebadores externos consisten en B3 y la 

secuencia F3 complementaria a F3c (55).  

Una muestra de DNA que contiene la secuencia blanco y los cuatro cebadores se 

desnaturaliza con calor y rápidamente se enfría en hielo. La reacción de LAMP se 

inicia después por la adición de un fragmento considerable de DNA polimerasa Bst 

(Bacillus stearothermophylus) y es llevada a 65ºC durante una hora (56).  

El cebador interno FIP se une a F2c en el ADN blanco e inicia la síntesis de la 

hebra complementaria. El cebador externo F3, que es unas pocas bases más 

cortas y está en menor concentración que FIP, lentamente se une a F3c en el 

DNA blanco e inicia la síntesis de DNA por desplazamiento de la hebra. Al liberar 

una cadena complementaria unida a FIP, puede formar una estructura enrollada 

(en bucle, crespo o asa; del inglés, loop) en un extremo. Esta hebra sencilla de 

DNA sirve como molde para la síntesis de DNA iniciada por BIP y la subsiguiente 

síntesis de DNA por desplazamiento de la hebra a partir del cebador B3 originando 

la producción de un DNA en forma de doble asa (dumb-bell), que es rápidamente 

convertida a una forma de bucle en tallo (stem loop) por la síntesis de DNA del 

autocebador. A continuación, esta forma  sirve de inicio para los ciclos de LAMP, 

la segunda etapa de la reacción de LAMP (56).  
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Para iniciar los ciclos de LAMP, FIP se une a la estructura en herradura de DNA y 

se inicia la síntesis por desplazamiento de la hebra, lo que genera una separación 

intermedia en la estructura en herradura de DNA con una copia invertida adicional 

de la secuencia blanco en la base y un asa o bucle formada en el extremo opuesto 

a través de la secuencia BIP. Posteriormente, la síntesis de DNA por 

desplazamiento de la hebra produce una estructura complementaria a la herradura 

de DNA original y un DNA en herradura reparado con una base elongada dos 

veces (hasta el doble de copias de la secuencia blanco) y un bucle en el extremo 

opuesto. Ambos productos sirven luego como molde para un cebador BIP en los 

ciclos siguientes de la reacción por desplazamiento de la hebra, de los cuales, una 

parte es denominada elongación y reciclaje. Así, la secuencia original de LAMP es 

amplificada tres veces cada medio ciclo. Los productos finales son una mezcla de 

DNA en herradura con diferentes longitudes en su tallo y con estructuras similares 

a una coliflor con múltiples bucles formados por la unión entre repeticiones 

invertidas alternativas de la secuencia blanco en la misma cadena (56). 

El uso de cuatro cebadores (reconocimiento de seis secuencias diferentes) en las 

etapas iniciales de LAMP y dos cebadores (reconocimiento de las cuatro 

secuencias) durante los siguientes pasos garantiza alta especificidad para la 

amplificación. Por lo tanto, se espera que la selectividad del blanco sea superior a 

las obtenidas por PCR. 

Los métodos de detección del producto amplificada pueden ser detección visual 

por turbidez, detección visual por fluorescencia, detección visual por sustancias 

que se integran al producto (55). 
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1.6 Tratamiento de la tuberculosis 

El tratamiento se prescribe por el personal médico. Se distingue en primario 

acortado que es el tratamiento que comprende la administración de cuatro 

fármacos en 60 dosis durante la fase intensiva y dos fármacos en 45 dosis durante 

la fase de sostén; y retratamiento, el cual, es el tratamiento que instituye el médico 

especialista a un enfermo de tuberculosis farmacorresistente, basado en el 

resultado del estudio de susceptibilidad antimicrobiana y avalado por el Comité 

Estatal correspondiente. Se administra en cualquier localización de la enfermedad. 

Los tratamientos deben ser estrictamente supervisados (por personal de salud o 

personal comunitario capacitado por personal de salud), ya que la supervisión 

respecto a la ingestión de fármacos es el único procedimiento que ofrece completa 

seguridad y asegura la curación. 

Los fármacos que se utilizan en el tratamiento primario acortado estrictamente 

supervisado (TAES) de la tuberculosis, son: Isoniacida (H), Rifampicina (R), 

Pirazinamida (Z), Estreptomicina (S) y Etambutol (E), cuyas presentaciones, dosis 

y reacciones adversas se señalan en la tabla 1. 

El esquema de tratamiento primario acortado se debe administrar 

aproximadamente durante 25 semanas, hasta completar 105 dosis, dividido en 

dos etapas: fase intensiva, 60 dosis (diario de lunes a sábado con HRZE); y fase 

de sostén, 45 dosis (intermitente, 3 veces a la semana, con HR), con fármacos en 

combinación fija y etambutol separado, o separados si el paciente pesa menos de 

50 kg según se indica en la tabla 2.  
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Fármacos   Clave Presentación   Niños 
mg/Kg 
Peso  

Adultos 
mg/Kg 
peso  

Dosis 
máxima
/día 

Niños 
mg/K
g 
peso 

Adultos 
mg/Kg 
peso 

Reacciones 
adversas 

isoniacida  

(H) 

2404 Comp. 
100mg 

10-15 
mg 

5-10 
mg 

300 mg 15-20 
mg 

600-
800 mg 

Neoropatia 
periférica 

Hepatitis 

Rifampicina 

(R) 

2409 

2410 

Caps. 
300mg 

Jarabe 100 
mg/5 ml 

15 mg 10 mg 600 mg 15-20 
mg 

600 mg Hepatitis 

Hipersensibilidad 

Interacciones 
medicamentosas 

 

Pirazinamida  

(Z) 

2413 Comp. 500 
mg 

25-30 
mg 

20-30 
mg 

1.5-2 g 50 
mg 

2.5 g Gota 

Hepatitis  

Estreptomicina 

 (S) 

(b)  (c) 

2403 Fco. Amp. 1 
g 

20-30 
mg 

15 mg 1  g 18 
mg 

1 g Vértigo 

Hipoacusia 

Dermatosis  

Etambutol  

(E) (d) 

2405 Comp. 400 
mg 

20-30 
mg 

15-25 
mg 

1200  
mg 

50 
mg 

2400 
mg 

Alteración de la 
visión  

 

 

Tabla 1. Fármacos antituberculosos (57) 

(a) 3 veces por semana, según la tabla de referencia.(b) Enfermos con menos de 

50 kg de peso y mayores de 50 años, mitad de la dosis.(c) No utilizar durante el 

embarazo.(d) No usarlo en niñas y niños menores de 8 años. 

Dosis diaria Dosis intermitentes (a) 
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 Tabla 2. Tratamiento acortado primario estrictamente supervisado (57) 

Fase intensiva  

 

  

Fármacos 

 

Rifampicina 

Isoniacida 

Pirazinamida 

 

 

 

Etambutol (a) 

Separados 

(dosis) 

600 mg 

300 mg 

1 500 a 2 000 mg 

 

 

 

1 200 mg 

Combinación fija clave 2414  

   (presentación) 4 grageas de: 

150 mg 

75 mg 

400 mg 

 

Clave 2405 (presentación) 3 

 tabletas de : 

400 mg 

 

Fase de sostén 

 

  

Fármacos  

 

 

Isoniacida 

Rifampicina  

Separados  

(dosis) 

 

800 mg 

600 mg 

Combinación fija clave 2415 

 (presentación) 4 capsulas de : 

 

200 mg 

150 mg 

Intermitente, 3 veces por semana, lunes, miércoles y viernes, hasta 
completar 45 dosis 
Administración en una toma. 

Diario, de lunes a sábado, hasta completar 60 dosis 
Administración en una toma 
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Combinación fija: Clave 2414 gragea RHZ (R 150 mg, H 75 mg y Z 400 mg) y 

clave 2415 cápsula HR (H 200 mg y R 150 mg), en niñas y niños se debe 

administrar fármacos en presentación separada, de acuerdo con las dosis 

indicadas en la tabla 1. (a) Usar sólo en mayores de 8 años. Puede ser 

reemplazado por estreptomicina, a dosis como se indica en la Tabla 1. 

 

En todos los pacientes con tuberculosis del sistema nervioso central, miliar 

(diseminada), u ósea, el tratamiento debe ser administrado durante un año 

aproximadamente, dividido en dos etapas: fase intensiva, 2 meses (diario de lunes 

a sábado con HRZE); y fase de sostén, 10 meses aproximadamente (intermitente, 

3 veces a la semana, con HR). 

En los enfermos multitratados, los que hayan fracasado en un tratamiento 

estrictamente supervisado, aquéllos con baciloscopía positiva al cuarto mes de 

tratamiento o con dos baciloscopías positivas de meses consecutivos después de 

un periodo de negativización y recaídas, se debe confirmar la presencia de 

Mycobacterium tuberculosis por cultivo, y realizar en su caso estudios de 

susceptibilidad a fármacos. Estos pacientes deben ser evaluados por el Comité 

Estatal correspondiente, quien debe definir el esquema de tratamiento. 

El control y evaluación del tratamiento se llevará a cabo cada mes, o en menor 

lapso cuando la evolución del enfermo lo requiera, de la siguiente manera: 
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Clínico: control con revisión del estado general del enfermo, evolución de los 

síntomas, sobre todo en niñas y niños, verificación de ingesta y deglución del 

fármaco. 

Bacteriológico: control con una baciloscopía mensual. Será favorable cuando la 

baciloscopía sea negativa desde el tercer mes de tratamiento, o antes, y persista 

negativa hasta terminar las dosis requeridas para cada esquema; y desfavorable, 

cuando persista positiva desde el cuarto mes de tratamiento (sospecha de fracaso 

o farmacorresistencia) o presente bacilos copias positivas en meses consecutivos, 

confirmadas por cultivo después de un periodo de negativización. 

Radiológico: se efectuará en adultos como estudio complementario, cuando exista 

el recurso; en niñas y niños es indispensable al inicio y al final, si es posible cada 

dos meses. La curación del enfermo ocurre muy frecuentemente con persistencia 

de lesiones cicatriciales, evidentes en la radiografía de tórax, por lo que el control 

debe basarse en la evaluación clínica y bacteriológica. 

Al completar el esquema de tratamiento, el caso debe clasificarse como: curado, 

término de tratamiento o fracaso. Los casos que no terminan tratamiento deben 

clasificarse como: defunciones, traslados o abandonos. 

La infección por HIV es un factor de riesgo para tuberculosis. La tuberculosis, en 

cualquiera de sus formas, es criterio para que un paciente infectado por el VIH sea 

considerado como caso de síndrome de la inmunodeficiencia adquirida conforme a 

lo establecido en la NOM-010-SSA2-1993, Para la Prevención y Control de la 

Infección por Virus de la Inmunodeficiencia Humana. Todos los pacientes con HIV 
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positivo, sin datos clínicos de tuberculosis, deben recibir quimioprofilaxis con 

Isoniacida (57). 

 

1.7 Farmacorresistencia de M. tuberculosis 

Se entiende como farmacorresistencia cuando una población bacilar de M. 

tuberculosis aislada de un enfermo, es resistente a la acción de uno o varios 

fármacos antituberculosos. En los pacientes que no han recibido ningún 

tratamiento previo con medicamentos antituberculosos, la resistencia bacteriana 

se denomina resistencia primaria, para los casos de pacientes en los que hay 

constancia de un tratamiento anterior (de más de un mes de duración) la 

resistencia bacteriana se denomina resistencia adquirida (58).  

La resistencia a los antimicrobianos usados en el tratamiento de las enfermedades 

infecciosas es un mecanismo natural de defensa de los microorganismos que 

generalmente es desencadenado por el hombre. El uso de monoterapia en el 

tratamiento de la tuberculosis, la falta de apego del paciente al tratamiento por 

diversos factores, el empleo de regímenes de tratamiento inadecuados, el 

abastecimiento incompleto de los medicamentos antituberculosos, así como el 

empleo de medicamentos de mala calidad, si bien evita el crecimiento del bacilo, 

permite la multiplicación de cepas resistentes (59). 

La resistencia a fármacos en M. tuberculosis se debe principalmente a la 

acumulación de alteraciones en la secuencia de nucleótidos de los genes que 
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codifican para los sitios de acción de los antibióticos empleados para el 

tratamiento de la tuberculosis.   

Se han hecho estudios en México sobre cepas del linaje Indo-Este- Africano (EAI), 

el más prevalente en el sureste de Asia identificando el subtipo EAI2-Manila el 

cual se caracteriza por su alta virulencia y farmacorresistencia a todos los 

medicamentos de primera línea, detectándose en pacientes de los estados de 

Guerrero, Jalisco, Tamaulipas y Tabasco. Así mismo se ha detectado el linaje 

Beijing de alta virulencia en pacientes de los estados de Baja California, Sinaloa y 

Veracruz (estados de alta incidencia en tuberculosis). Ambos linajes pertenecen a 

estados de alta migración tanto por el área del Pacífico como del Golfo de México 

a Estados Unidos de América (60). Si bien la mayoría de casos de tuberculosis 

son sensibles a medicamentos, la tuberculosis multifármaco resistente (TB-MFR) 

representa una amenaza emergente para el control mundial de la enfermedad  

(61). 

La magnitud global de la farmacorresistencia según estima la OMS, es que los 

pacientes con TB de algunas zona de Europa Oriental y Asia Central tienen una 

probabilidad 10 veces mayor de presentar alguna cepa resistente que el resto del 

mundo; esto coincide con el aumento de infección por el HIV. Otros países 

afectados son Ecuador, Israel, Sudáfrica, Estonia, Kazajstán, Letonia, Lituania y 

algunas federaciones de la región Rusa donde la farmacorresistencia en nuevos 

casos de TB alcanza el 14%. (62-64). 
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En México, entre 1986 y 1990, como parte de una encuesta realizada en países 

de Latinoamérica promovida por la OMS y por la  Organización Panamericana de 

Salud (OPS), se encontró 19.1% de resistencia primaria (65). Entre 1989 y 1993, 

el INDRE evaluó la susceptibilidad de  811 aislamientos de diversos estados, 

encontrando una resistencia primaria de 8.3% (66). 

Sifuentes y col. en 1995, reportaron que en el Instituto Nacional de Nutrición, los 

resultados mostraron tasas de resistencia primaria a isoniacida de 9%, rifampicina 

del 6% y de MFR del 6%, así como tasas elevadas de resistencia secundaria: 

isoniacida 44%, rifampicina (35%) y MFR (35%) (67).  

En 1997, en una encuesta realizada en tres estados de la república, se 

encontraron niveles de resistencia de 12.9% y en casos de TB con tratamiento 

anterior se encontró una tasa de resistencia del 50%, a uno o más medicamentos 

de primera línea como isoniacida, rifampicina y piracinamida y niveles de MFR de 

2.4% en casos sin historia de tratamiento previo y de 22.4% en casos con 

tratamiento previo (68). En 1998, en 427 aislamientos hechos en Baja California, 

México, se encontró el 17% de MFR (69).  

En Febrero de 2009 la Secretaria de Salud de México finalizó la primera encuesta 

nacional de farmacorresistencia en donde se analizaron 2500 aislados de 

M.tuberculosis: encontrando 2.4% de aislados MFR, lo que indica la continua 

diseminación de aislados farmacorresistentes en la población (70). 

 México reportó para el año 2012 un total de 161 casos de TB con resistencia a 

medicamentos de los 470 estimados por OMS (34%). La proporción de TB-MFR 
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entre casos nuevos fue del 3,1% para ese mismo año. 15 de los 32 estados 

concentran el 90% de los casos en tratamiento, siendo los más afectados: Baja 

California, Guerrero, Puebla y Chihuahua (Figura 12) (71).  

 

 

Figura 13. Casos de TB-FR en México 2012 (71).  
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1.7.1 Marcadores genéticos para determinar resistencia en M. tuberculosis 

Las micobacterias poseen características únicas que les confieren resistencia 

natural a los fármacos antibacterianos más utilizados. Su pared hidrofóbica es una 

barrera para muchos fármacos y poseen mecanismos transportadores que 

expulsan a los fármacos fuera de los bacilos. También hidrolizan o modifican 

fármacos sintetizando enzimas para dicho fin, lo cual explica por qué solo unos 

cuantos medicamentos son efectivos contra M. tuberculosis (72). 

La resistencia a los fármacos antituberculosos surge como resultado de 

mutaciones espontáneas en el genoma de M. tuberculosis. Estas mutaciones 

aparecen en una población bacilar dada, con una probabilidad esperada para cada 

fármaco; por ejemplo, en el caso de la isoniacida la tasa es de 10-6 y en el caso de 

la rifampicina es de 10-8. Por lo tanto, en pacientes con TB activa, pueden 

seleccionarse estas subpoblaciones resistentes, debido a la presión provocada por 

los fármacos que le son administrados (73).  

En la última década se han identificado varias regiones genómicas de M. 

tuberculosis relacionadas con el desarrollo de resistencia a isoniacida y 

rifampicina. Aunque se considera que la isoniacida y la rifampicina representan la 

parte total de la quimioterapia acortada, la mayor parte de las pruebas moleculares 

están dirigidas a la detección de la resistencia a rifampicina ya que se considera 

un buen marcador para TB-MFR, sobre todo en regiones con alta prevalencia  

(74). Para evaluar la resistencia hacia isoniacida se analizan principalmente 
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mutaciones en los genes katG e inhA y para la resistencia a rifampicina las 

mutaciones en el gen rpoβ (75). 

 

1.7.2 Resistencia a isoniacida  

La isoniacida es un potente fármaco antituberculoso y bactericida que se utiliza 

contra la TB desde 1952 (76), actúa específicamente contra bacterias que se 

encuentran en fase de replicación activa (77).  

La mayoría de los reportes sobre resistencia a isoniacida sugieren que las 

mutaciones katG Ser315Thr, conjuntamente con la mutación del promotor del 

gen inhA, explican la mayor parte de la resistencia, aun cuando en un pequeño 

porcentaje de cepas, la resistencia no puede atribuirse a alteraciones en la 

secuencia de estos genes. 

Los estudios realizados por Zhang y colaboradores en 1992, sobre el mecanismo 

de acción de la isoniacida demostraron que es un profármaco que es activado por 

la enzima catalasa-peroxidasa codificada por el gen katG (78). 

El gen katG tiene un tamaño de 1.771 pares de bases;  no obstante, las 

mutaciones se concentran dentro de la región codificante que  comprende los 

codones 300 al 507, siendo las más reportadas las sustituciones de la serina 315 

por treonina (Ser315Thr) y el residuo de arginina 463 por leucina (Arg463Leu). 

Otras mutaciones de menor frecuencia se han reportado en los codones 300, 321, 

418, 463, 501, 525, 587 y 700 (79) 
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En 2011 Araya Pamela y col. detectaron mutaciones en el gen katG, estas  

mutaciones fueron detectadas en 23 de las 26 cepas resistentes a isoniacida 

(88,5%), pero en ninguna de las 10 cepas susceptibles. En 20 cepas se encontró 

una mutación puntual y en 2 cepas se detectó una deleción de 3 bases. La 

mutación más común correspondió al codón 315 de katG, en 18 cepas se 

identificó la mutación AGC→ACC y 1 cepa la mutación AGC→ACG. Ambas 

mutaciones producen la sustitución de serina por treonina en este codón 

(Ser315Thr) (80). 

En 2012, Bolado Martínez y col. analizaron 22 cepas clínicas de M. tuberculosis 

aisladas e identificadas en el Laboratorio Estatal de Salud Pública (LESP) en 

Hermosillo, Sonora, México. De las 16 cepas con resultados previos de 

farmacorresistencia, seis mostraron  resistencia exclusiva a isoniacida, siete 

fueron MFR y tres fueron susceptibles a ambos fármacos. La mutación S315T se 

presentó en 27.3% (81) 

En Monterrey, México, esta mutación se observó en 67.6% de 25 aislamientos 

clínicos resistentes a isoniacida (82), mientras que en el Sureste de México se 

demostró que 52% de 17 aislamientos presentaban esta mutación (83). En el 

mismo codón (katG 315) se detectó una mutación poco frecuente en el nucleótido 

945, que produjo la sustitución Ser315Arg. Esta mutación sólo se ha observado 

en una cepa recuperada de un paciente en China (84). 

En un estudio realizado en 2012 por  Zolay Romayy col.  la mutación Ser315Thr 

fue detectada en 88,2% de las cepas resistentes a isoniacida (85), una frecuencia 
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ligeramente superior a la reportada en diversos estudios (Tabla 3), demostrando la 

importante contribución de la mutación  Ser315Thr en la resistencia a isoniacida 

en los aislados clínicos de M. tuberculosis.  

 

 

Tabla 3. Contribución de las mutaciones en el gen katG a la expresión de 

resistencia a isoniacida en M. tuberculosis. 

Autores Población, año de 

publicación 

Numero de cepas 

resistentes a 

isoniacida 

Porcentaje 

Caws Maxime y 

cols 

Vietman, 2007 47 80.0 

Mathuria J y cols India, 2009 121 72.7 

Ahmad S y cols Kuwait, 2009 60 78.7 

Yao C y cols China, 2010 50 82.0 

Zhang L y cols China, 2010 26 84.6 

Perizzolo y cols Brasil, 2011 97 80.2 

Tukvadze Georgia, 2012 159 78.0 

Zolay R Venezuela, 2012 19 88.2 
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Otro blanco del derivado activo de la isoniacida es la enzima inhA, la cual es una 

enoil reductasa específica de NADH que participa en el alargamiento de los ácidos 

grasos de la pared micobacteriana. La región promotora de su gen codificante 

(inhA), regula la expresión de la proteína. Las mutaciones en esta región puede 

disminuir el nivel de expresión de la proteína acarreadora enoil-acil reductasa y 

una que se ha analizado para detectar resistencia a isoniacida es la sustitución de 

cisteína por treonina   en el codón (Cys15Thr) en el promotor del operón mabA-

inhA (86).  

Se ha observado que un 15% de cepas resistentes a isoniacida presentan 

mutaciones en el locus kasA  lo cual implica que otro posible objetivo de isoniacida 

es la proteína kasA, involucrada en el mecanismo de elongación de los ácidos 

grasos. También se han reportado con menor frecuencia mutaciones involucradas 

en la adquisición de resistencia a isoniacida en el genoxyR-ahpC (87). 

 

1.7.3 Resistencia a rifampicina  

La rifampicina impide el inicio de la transcripción, inhibiendo la síntesis de RNAm 

al unirse a la subunidad β de la RNA polimerasa donde radica el sitio activo de 

dicha enzima. El mecanismo de resistencia consiste en la presencia de 

mutaciones en el gen rpoβ, el cual codifica para la subunidad β de la RNA 

polimerasa; las modificaciones que ocasiona a nivel estructural en esta subunidad 

impiden que el fármaco interactúe adecuadamente, con el sitio activo de la RNA 

polimerasa, la mutación más común ocurre en el codón 531 (Ser531Leu) en el 
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90% de los casos. También se presenta el cambio Ser-Gln o Trp que se encuentra 

en el 50% de las cepas resistentes y la mutación en el codón 526 (His-Tyr, Asp o 

Arg) que se observa en el 30% de los casos (88). 

En total, el 95% de las cepas resistentes a rifampicina, comprenden estas 

mutaciones dentro de una región de 81 pb (codones 507 a 533) del gen rpoβ, 

también llamada región determinadora de resistencia a rifampicina  (89). Las 

mutaciones en esta región incluyen deleciones, inserciones, sustituciones, siendo 

las más frecuentes las deleciones y las inserciones en las poblaciones de aislados 

que se han reportado a la fecha, en codones para asparagina 516, histidina 526 y 

serina 531(88).  

En 2002 Agapito J y col. de las 62 cepas de M. tuberculosis utilizadas en su 

estudio, 52 cepas que corresponden a un  84% fueron resistentes a rifampicina  y 

10 cepas que corresponden al 16% presentaron sensibilidad a dicho fármaco. De 

las cepas resistentes, 27 (52%) tuvieron resistencia primaria y 25 (48%) 

adquirida. Todos los productos de amplificación obtenidos por PCR mostraron un 

mismo tamaño (350 pb) para la región del gen rpoβ en todas las cepas aisladas. El 

secuenciamiento de los productos de amplificación de 62 cepas de M. tuberculosis 

(52 resistentes y 10 sensibles a rifampicina) mostraron las siguientes mutaciones 

en una región corta de 81pb del gen rpoβ: 62.7% de las mutaciones ocurrió en el 

codón 531(58.8% cambió Ser-Leu y 3.9% de Ser-Trp). El 15.7% de las mutaciones 

ocurrió en el codón 526 (7.9% cambió His-Leu, 5.9% de His-Tyr y 1.9% cambió 

His-Asp). 11.8% de las mutaciones ocurrió en el codón 516 (5.9% cambió Asp-Val, 

1.9% Asp-Tyr, 1.9% Asp-His y 1.9% cambió Asp-Ala). 5.9% de las mutaciones 
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ocurrió en el codón 513(1.9% cambió Gln-Pro, 1.9% Gln-Lys y 1.9% cambió Gln-

Leu). Otras mutaciones con menores frecuencias se observaron en los codones 

522, 527, 533, 520, 511 y 512 (90).  

En 2011, Araya Pamela y col. realizaron un estudio acerca de la detección de 

mutaciones asociadas a multifármaco resistencia en Chile; en 22 (88%) de las 25 

cepas resistentes a rifampicina se identificaron mutaciones en los codones: 516 (4 

cepas), 526 (4 cepas) y 531 (14 cepas). En el codón 531 se encontraron las 

mutaciones Ser531Leu y Ser531Trp. Las mutaciones en los codones 516 y 526 

produjeron la sustitución Asp516Val e His526Tyr, respectivamente. En ninguna de 

las cepas susceptibles se encontraron mutaciones. (91). 

En  Sonora, México, Bolado Martínez y col. en  2012 encontraron en el gen rpoβ 

dos mutaciones; 50% de las ocho cepas resistentes a rifampicina tuvieron 

una mutación Ser456Leu, un porcentaje menor al reportado por Heep y 

colaboradores (65%) en aislamientos clínicos de Alemania (92). La mutación 

His451Tyr  del gen rpoβ, no descrita previamente, fue detectada en dos cepas. 

 

1.8 Epidemiologia molecular de la tuberculosis  

La epidemiología molecular de la TB ha aportado información de gran utilidad 

respecto de la transmisión de la enfermedad, utilizándose como un complemento a 

la epidemiología clásica. El conocimiento de los distintos genotipos del CMT ha 

permitido conocer los tipos más prevalentes en determinadas localizaciones 

geográficas (93), ha permitido identificar diferentes factores de riesgo para la 
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transmisión de TB en la población, la expansión de clonas de importancia clínica, 

la dinámica de transmisión y la patogénesis de la TB (94), las asociaciones entre 

los perfiles genéticos y su origen geográfico (95), la discriminación entre cepas 

relacionadas y no relacionadas clonalmente (96). Así mismo, ha permitido 

responder más adecuadamente a la pregunta de cuantos casos se deben a 

reactivación y cuantos a infecciones recientes e identificar patrones de transmisión 

en distintos subgrupos poblacionales (97). 

Hoy se sabe que ciertos genotipos se diseminan con mayor rapidez (mayor 

transmisibilidad) o que causan enfermedad de mayor gravedad, asociado a la 

multi-resistencia; también se ha establecido relaciones entre los genotipos y la 

respuesta inmunológica del hospedero (98), lo que justifica la necesidad de 

identificar aquellos prevalentes en cada país o región. 

Se han descrito como prevalentes en el mundo los genotipos Haarlem, Latino 

América-Mediterráneo, T, Este de África-India, Central-Asia, X y Beijing. El 

genotipo Haarlem (H), descrito en el año 1999 (99), en pacientes holandeses, es 

prevalente en los Países Bajos y el norte de África donde ha causado brotes de 

TB-MFR. El genotipo Latino América-Mediterráneo (LAM), es prevalente en 

Latinoamérica y España, sugiriendo orígenes comunes relacionados a la 

colonización hispana (100,101).  

El genotipo T está localizado en países de varios continentes como Etiopía, Rusia, 

Madrid y Europa Central (100); el genotipo Este de Africa-India (EAI),  muy 

frecuente en áreas del lejano Oriente, Asia y Oceanía (102); el genotipo Central- 
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Asia (CAS) o Delhi, localizado en el Medio Oriente, Asia Central, Europa y 

Australia, lo que lo vincula con los inmigrantes del sur de Asia (100). 

El genotipo X es prevalente en América del Norte y regiones de América Central 

sugiriendo una ascendencia anglosajona o incluso afro-americana(103) y por 

último el genotipo Beijing, endémico y con un claro predominio en ciertas regiones 

del extremo Oriente, Asia y Oceanía, exceptuando India subcontinental y 

Sudáfrica (104,105) se ha asociado a alta transmisibilidad, multi-resistencia (106) 

y mayor poder patógeno asociado a la baja inducción de citoquinas inflamatorias, 

lo que permitiría un mayor crecimiento intracelular del CMT (107). 

En los Estados Unidos de América, específicamente en Nueva York, en el año 

1991, durante un brote que afectó a ocho pacientes con TB resistente a isoniacida, 

rifampicina, etambutol, estreptomicina, kanamicina, etionamida y rifabutina, se 

identificó el genotipo "W", que fue posteriormente asociado a otros cinco brotes en 

hospitales del área de Nueva York. Este genotipo se relacionó estrechamente con 

el genotipo Beijing (Beijing W) (108). 

En América Latina, a pesar del bajo reporte de genotipo Beijing, éste ha sido 

detectado en forma significativa en cepas peruanas, tanto susceptibles como 

resistentes, lo cual podría explicarse por la migración asiática (103,104). 
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1.8.1 Espoligotipos 

La técnica de espoligotipificación, basada en la presencia o ausencia de alguna de 

las 43 secuencias espaciadoras localizadas en la región de las repeticiones 

directas (DR) de M. tuberculosis, es utilizada en el mundo como herramienta en 

investigaciones epidemiológicas y desarrollo de programas de prevención. Este 

procedimiento es ventajoso por cuanto permite rastrear y comparar rápidamente el 

genotipo con los existentes en la base de datos internacional SpolDB3 (109).  

Los espaciadores son amplificados juntos e hibridizados contra 43 

oligonucleótidos específicos fijados a un soporte de membrana. Los patrones 

revelan los espaciadores presentes en cada cepa. Esto permite discriminar entre 

cepas diferentes e identificar cepas iguales; de esta manera se categorizan las 

cepas en clusters (grupo de dos o más aislados con el mismo patrón) y cepas 

únicas que no tienen un patrón compartido (existente y no descritos); además, se 

analizan contrastando con la base de datos disponible para verificar sí el patrón ha 

sido reportado anteriormente. De esta manera, los espoligotipos sirven como 

herramientas de apoyo en estudios sobre la dinámica de transmisión poblacional 

en correlación con variables clínico-epidemiológicas (110). La presencia de 

secuencias espaciadoras es diferente en cada cepa y es visualizado por medio de 

una banda en un sitio fijo de la membrana de hibridación  (111). 

En la figura 14 se observan los resultados binarios de distintos miembros del CMT 

donde se observa la ausencia o presencia de las secuencias espaciadoras. Por 

ejemplo, en el caso de M. bovis BCG se observa una ausencia característica de 
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las secuencias espaciadoras de la 39 a la 43 (representado por los cuadros en 

blanco). 

 

 

Figura 14. Espoligotipos de diferentes cepas del complejo M. tuberculosis donde 

se muestran los patrones específicos de distintas susbespecies de este complejo 

(112).  

 

1.8.2  MIRUs-VNTR Unidades Repetitivas Micobacterianas Interespaciadas- 

Número Variable de Repeticiones en Tándem.  

Son elementos entre 40 y 100 pb de DNA que a menudo se encuentra como 

repeticiones en tándem y dispersas a lo largo del genoma del complejo de M. 

tuberculosis. Se han identificado 41 secuencias repetitivas de este tipo, sin 

embargo 12 de estas secuencias o loci son lo suficientemente polimórficos en 

cuanto a su número de copias en los aislamientos clínicos de M. tuberculosis 

(figura 14) (113). El método se basa en la detección del número de veces que se 

Cepas Espoligotipo  
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repiten de forma adyacente estas secuencias dentro del genoma de M. 

tuberculosis a través de la amplificación de las secuencias por la técnica molecular 

de PCR. 

 

 

Figura 15. Número de locus MIRUs identificados en el cromosoma de 

Mycobacterium tuberculosis con su nomenclatura (113).  

 

Es una técnica fácil de realizar, muy rápida, pues no requiere la purificación de 

DNA y puede ser llevada a cabo directamente sobre los cultivos, los resultados 

pueden ser observados en un gel de electroforesis con una resolución de 50 pb o 

por medio de análisis automatizados más sofisticados, y puede ser representado 

en formato digital facilitando su interpretación y comparabilidad, haciendo que sea 
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aplicado directamente sobre estudios poblacionales permitiendo caracterizar 

rápidamente los brotes. 

Los MIRUs son secuencias análogas a los minisatélites variables en humanos los 

cuales confieren variabilidad a las especies, estas regiones son útiles y poderosos 

marcadores a nivel epidemiológico y pueden ser utilizados para la realización de 

estudios de genética de poblaciones de este patógeno, ya que los patrones MIRUs 

son estables por largos periodos de tiempo lo cual permite establecer 

asociaciones de transmisión reciente, reactivaciones endógenas e infecciones 

crónicas (113).  
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II. Justificación 

El aumento creciente y mayor diseminación de cepas de M. tuberculosis MFR es 

un motivo de preocupación muy seria por sus repercusiones en la salud individual 

de los pacientes aquejados y en la eficiencia terminal de los programas de salud 

pública encaminados al control de la TB. 

El análisis molecular (MIRU-VNTR y espoligotipos) y la detección molecular de 

mutaciones de las cepas de M. tuberculosis MFR identificadas resultará de 

enorme importancia porque permitirá conocer los genotipos circulantes y las 

mutaciones más frecuentes en este tipo de cepas .Con esta información, se 

proveerá de datos reelevantes para mejorar la información sobre la epidemiologia 

molecular de M. tuberculosis en México. 

 

III.Objetivos 

Realizar un protocolo de investigación para caracterizar a nivel molecular las 

mutaciones que confieren resistencia a  isoniacida y la rifampicina, así como 

conocer el genotipo de diferentes cepas de M. tuberculosis MFR aisladas de 

pacientes de clínicas y hospitales del ISSSTE en el Distrito Federal mediante 

espoligotipificación y MIRUs-VNTR . 
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IV Material y Métodos  

4.1Esquema general de trabajo 

 

 

 

El presente estudio involucrará a las cepas de M. tuberculosis  MFR  aisladas en 

diferentes clínicas y hospitales del  ISSSTE en el Distrito Federal  durante 2014-

2015 
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4.2 Extracción de DNA genómico  

La extracción de DNA genómico de M. tuberculosis, se realiza centrifugando 5 ml 

de cultivo a 4500 g por 15 minutos. La pastilla se resuspende en 400µl de TE (1X), 

se transfiere a un microtubo y se calienta a ebullición por 10 minutos, se deja 

enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionan 50 µl  de lizosima  

(100 mg/ml, resuspendida en agua), se agita en vórtex por 30 segundos y se 

incuba a 37°C toda la noche. Al día siguiente se adicionan 70 µl de una mezcla de 

SDS al 10% y 6 µl  de proteinasa K (10mg /ml, resuspendida en agua). Se agita en 

vórtex y se incuba a 65°C 10 min; se adicionan 100 µl de NaCl 5M y 100 µl  de 

solución de CTAB/NaCl (precalentada a 65°C). Se homogeniza en vórtex hasta 

que el liquido se torna lechoso y se incuba a 65°C 10 min. Apartir de aquí se 

conserva la cadena fría.  

Se añaden 750 µl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Se agita en vórtex 10 

segundos y se centrifuga a temperatura ambiente a 8000 x g durante 10 min. 

El sobrenadante se transfiere a un tubo limpio sin tomar la interfase; 

posteriormente se adicionan 0.6 volúmenes de isopropanol y se colocan durante 

30 min a -20°C.  La muestra se centrifuga a temperatura ambiente a 8100 x g por 

15 minutos y el sobrenadante se desecha. La pastilla se resuspende en 500 µl de 

etanol al 70% frío, se agita suavemente y se centrifuga nuevamente  a 8100 x g 

por 10 min; el sobrenadante se desecha. Se añaden 500µl de alcohol absoluto y 

se centrifuga nuevamente  a 8100 x g por 10 min.  
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Finalmente la pastilla se seca a temperatura ambiente por 10 min y se resuspende 

en 20 µl de amortiguador TE 1X (TRIS 10Mm, EDTA 1 mM). 

La calidad de DNA obtenido se comprueba mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1%, teñido con bromuro de etido (0.83 µg/ml). Pare ello, se colocan en 

cada pozo 5 µl  de DNA y 1 µl de colorante de corrimiento (glicerol 20%, EDTA 

100Mm, Tris 10 Mm, azul de bromofenol al 0.25%) utilizando como marcador de 

peso  molecular  DNA de 100pb y TBE 1x (Tris 1 Mm, acido bórico 10Mm, EDTA 

10Mm) como regulador de corrimiento a 96 V durante 1 hora. El DNA se visualiza 

en un transiluminador de luz UV a una longitud de onda de 302 nm, digitalizando 

la imagen obtenida. Por último, el DNA se almacena a  -20°C hasta su uso.  

 

4.3  Detección molecular de resistencia a isoniacida 

Para detectar mutaciones que confieren resistencia a isoniacida, se realiza una 

PCR múltiple descrita por Herrera-León y colaboradores en el 2005. Por este 

método se determinan las mutaciones más frecuentes presentes tanto en katG 

como en la región Promotora del operón mabA-inhA. Es decir, si existe la 

mutación (Ser315Thr) en katG se amplifica un fragmento de 296 pb, mientras que 

si existe la mutación en la región promotora del operón mabA-inhA (Cys-15Thr) se 

amplifica un fragmento de 146 pb. En ausencia de la mutación en cualquiera de 

los genes, no se obtiene producto de amplificación. La reacción utiliza un tercer 

par de iniciadores, los cuales amplifican una banda de 1020 pb que corresponde al 

gen que codifica para la girasa β de M. tuberculosis. Este producto de 
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amplificación se emplea como testigo de reacción, lo que significa que la ausencia 

de este producto invalida el análisis de la PCR. Las secuencias de estos 

iniciadores se encuentran en la tabla 4. 

 

 

Tabla 4. Secuencias de los iniciadores utilizados para detectar resistencia a 

isoniacida (86). 

 

 Para la reacción de amplificación se utiliza el estuche comercial “PCR PuRe Taq 

Ready-To-Go” (GE Healthcare, Reino Unido); cada perla contiene para un 

volumen final de 25 µL: Tris HCl 10mM, pH9; MgCl2 1.5 mM; KCl 50 mM; dNTP’s 

200 µM y PuReTaq DNA polimerasa 2.5 U. Se emplea una concentración de 20 

µM para el iniciador KatG0F y 40 µM para el resto de los iniciadores. Se utiliza una 

desnaturalización inicial a 95°C por 5 min, seguida de 30 ciclos de 

desnaturalización a 95°C por 1 min, alineamiento a 68°C por 1 min y extensión a 

72°C por 45 s, seguida de una extensión final a 72°C por 10 min.  
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Una vez concluida la PCR, los fragmentos amplificados se separaran por 

electroforesis en gel de agarosa al 2% durante dos horas a 100 V, para 

posteriormente teñir el gel con bromuro de etidio. Los productos de amplificación 

se visualizan en un transiluminador UV digitalizando la imagen obtenida.  

Adicionalmente se amplifica una región de 620 pb del gen katG; para esta PCR se 

utilizaran los iniciadores katG904 y katG1523 reportados por Nachamkin y 

colaboradores (114). 

Para la detección de mutaciones en los codones 315 y 463 se utiliza la 

endonucleasa de restricción MspI (MBI Fermentas, Vilnius, Lituania). Esta enzima 

genera un patrón de bandas diferencial entre aislados que contengan o no 

mutaciones para los codones 315 y 463. Si existe mutación en el codón 315, el 

patrón de bandas es de 228,137 y 65 pb. Si existe mutación en el codón 463 el 

patrón de bandas es de 228, 202 y 153 pb. Por último, si no existe mutación en 

ese fragmento para los dos codones, el patrón de bandas es de 228, 153, 137 y 

65 pb. Para la reacción de amplificación se utiliza el estuche comercial “PCR PuRe 

Taq Ready-To-Go” con una desnaturalización inicial a 94°C por 5 min, seguida de 

30 ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 s, alineamiento a 60°C por 30 s y 

extensión a 72°C por 30 s, seguida de una extensión final a 72°C por 10 min. Las 

digestiones se realizan de acuerdo a las condiciones descritas en los insertos del 

fabricante y se analizan por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida al 

12% a 100V y se tiñen con bromuro de etidio para visualizarlos en el 

fotodocumentador. 
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4.4 Detección molecular de resistencia a rifampicina. 

 Para la detección de las mutaciones que confieren resistencia a rifampicina se 

utiliza el método reportado por Fan y colaboradores (115) denominado ARMS, 

“Amplification Refractory Mutation System”, que se refiere a un método de PCR 

alelo específico que básicamente consiste en el uso de tres iniciadores, un par de 

ellos que amplifica una banda de 537 pb como control interno, que incluye la 

región “core” de 81pb y un tercer iniciador que no hibrida si existe mutación para 

cada uno de los codones: 516, 526 y 531; estas reacciones se realizan por 

separado para cada cepa. Las secuencias de estos iniciadores se encuentran en 

la tabla 5.  

 

Tabla 5. Secuencia de los iniciadores utilizados para detectar resistencia a 

rifampicina (115) 

Para la reacción de amplificación se utilizaran las perlas del estuche de “PCR 

PuRe Taq Ready-To-Go” (GE Healthcare). Se empleó una concentración de 20 

µM de cada iniciador y se utiliza una desnaturalización inicial a 95°C por 3 min, 

seguida de 30 ciclos de desnaturalización a 95°C por 30 s, alineamiento a 68°C 

por 30 s y extensión a 72°C por 45 s, seguida de una extensión final de 10 min a 
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72°C. Los productos de PCR se visualizan en geles de agarosa al 2% teñido con 

bromuro de etidio. 

 

4.5 Caracterización de aislados de M. tuberculosis por la amplificación de los 

MIRU-VNTR. 

La caracterización por MIRU-VNTR se realiza conforme a la técnica reportada por 

Supply y colaboradores (116); esta técnica utiliza 12 pares de iniciadores que 

amplifican cada uno de los 12 loci génicos MIRU de mayor variabilidad; sus 

secuencias se señalan en la tabla 6.  

 

Tabla 6. Secuencia de iniciadores para amplificar cada MIRU-VNTR de M. 

tuberculosis (116) 
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Cada reacción se lleva a cabo en un volumen final de 50 µL utilizando diferentes 

concentraciones de magnesio de acuerdo al locus MIRU del que se trate, según 

se observa en la tabla 7. De esta manera se llevaran a cabo 12 reacciones de 

PCR para cada cepa con una desnaturalización inicial a 95°C por 15 min, seguida 

de 40 ciclos: desnaturalización a 94°C por 1 min, alineamiento de 59°C por 1 min y 

extensión a 72°C por 1.5 min, seguida de una extensión final a 72°C por 10 min.  

 

 

Tabla. 7. Preparación de las mezclas de reacción para la PCR de cada MIRU-

VNTR de M. tuberculosis (116).  

 

Una vez concluida la PCR, los fragmentos amplificados serán separados  por 

electroforesis en gel de agarosa al 2% durante 1.5horas a 100 V utilizando los 
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marcadores de peso molecular 1 kb ladder o Gene Ruler 100 pb ladder plus (MBI 

Fermentas, Vilnius, Lithuania), para posteriormente teñir el gel con bromuro de 

etidio a una concentración de 0.7 µg/mL. Posteriormente el gel se visualiza en un 

transiluminador de luz UV a una longitud de onda de 302 nm, digitalizando la 

imagen obtenida. Adicionalmente, los fragmentos obtenidos se separan mediante 

el uso de bioanalizador marca Aglient Tecnologies utilizando el chip “DNA 1000” y 

por electroforesis en geles de agarosa al 2%. 

Con las imágenes obtenidas tanto de electroforesis en gel como en el 

bioanalizador, se calcula el tamaño de cada una de las bandas para 

posteriormente realizar la asignación del código del MIRUs correspondiente de 

acuerdo al número de copias encontradas para cada uno de los MIRUs, tabla 8.  

 

Tabla 8. Asignación del código numérico de acuerdo al número de copias 

encontradas en cada locus de M. tuberculosis (116).  
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4.6 Caracterización de aislados de M. tuberculosis  mediante 

espoligotipificación. 

Las pruebas de espoligotipificación se realiza utilizando el sistema comercial de 

Isogen Biosience BV (Maarssen, Países Bajos) de la siguiente manera: se realiza 

la amplificación de los productos utilizando los iniciadores DRa (5´CCGAGA GGG 

GAC GGA AAA3´) Y DRb (5´GGT TTT GGG TCT GAC GAC3´) que amplifican las 

regiones espaciadoras dentro de la región DR; el iniciador DRb está marcado con 

biotina. Las condiciones para la amplificación son las siguientes: un ciclo inicial a 

96ºC/3min, seguido de 30 ciclos, a 96ºC/1min, 55/1min; 72ºC/5 min y un ciclo final 

de 72/0.05. Se utiliza un volumen de la mezcla de reacción de 50 µl conteniendo 

MgCl2 1.5 mM, 0.4 M de cada iniciador, 200 M de la mezcla de dNTPs, 2.0 U de 

Taq polimerasa (Life Technologies, Gaithersburg, MD, EUA) y 10 µl de DNA. 

Posteriormente, a cada tubo con el producto de PCR se le añade 150 µl de SSPE 

(2X) (Na2HPO42H2O 0.2 M, NaCl 3.6 M y EDTA 20 mM)/SDS 0.1%, después se 

neutraliza a 94ºC durante 10 min. Inmediatamente se coloca en hielo. En cada 

canal de un miniblotter (ver figura 16) se colocan 150 µl del producto diluido y 

desnaturalizado de PCR, sin permitir que se formaran burbujas. En los canales 

que no contenían muestra se coloca SSPE (2X)/SDS 0.1%. Por otro lado, la 

membrana conteniendo los oligonucleótidos derivados de los espaciadores 

conocidos en los DR, se lava con 250 ml de SSPE (2X)/SDS 0.1% a 55ºC durante 

5 min, con agitación leve y posteriormente se coloca en forma perpendicular a los 

canales del miniblotter. Finalmente, el miniblotter se coloca en un horno a 55ºC 

durante 60 min para llevar a cabo la hibridación. 



84 
 

El producto residual de la PCR se remueve por aspiración y la membrana se lava 

dos veces con 250 mL de SSPE (2X)/SDS 0.5% a 55ºC durante 10 min. 

Posteriormente, la membrana se deja enfriar entre 5-10 min y se coloca en una 

botella de hibridación, se añade una mezcla de 7.5 mL de estreptavidina-

peroxidasa conjugada del “ECL Amersham kit” en 30 mL de SSPE (2X)/SDS 0.5% 

y se incuba a 42ºC en un horno de hibridación durante 40-60 min. A continuación, 

la membrana se lava dos veces con 250 mL de SSPE (2X)/SDS 0.5% a 42ºC en 

agitación suave durante 10 min y dos veces con 250 mL de SSPE (2X) a 

temperatura ambiente con agitación suave, durante 5 min. Para la detección de 

señal se colocan en un recipiente 10 mL de reactivo de detección AMR y 10 mL de 

reactivo de detección BMR (“ECL, Amersham kit”), se mezclan durante 2 min y se 

ponen en contacto con la membrana durante 2 min. La membrana se seca en 

papel filtro, se cubre con kleen-pack y se coloca en un casete, se cubre con una 

placa fotográfica y se expone durante 10 min, finalmente se lleva a cabo el 

revelado de la placa. Debido a que la membrana se utiliza varias veces, la 

regeneración de la misma se lleva a cabo de la siguiente forma: se lava con 250 

mL de EDTA 20 mM a temperatura ambiente durante 15 min con agitación leve y 

se almacena a 4ºC con una pequeña cantidad de EDTA 20 mM en una bolsa de 

plástico sellada. El programa de computación que se utilizó como software para el 

análisis de los datos de la espoligotipificaciòn  y la agrupación de las cepas fue: 

VNTRplus.  
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Figura 16. Proceso de espoligotipificacion. A) Sitio donde se alinean los 

iniciadores DRa y DRb. B) Membrana conteniendo los oligonucleòtidos derivados 

de los 43 espaciadores conocidos de los DR. C) Colocacion de la membrana en 

forma perpendicular al mnibloter conteniendo los productos de PCR. D) 

Autoradiografia revelada.  
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V Resultados 

Fármaco resistencia México (2001-2013) 

En el periodo de 2001-2013 las tasas de cepas FR y MFR en México  fueron 37,5 

% y 20,6 %, respectivamente.  Los estados con las tasas más altas de  FR fueron  

Chiapas (72.2 %) (117), el Distrito Federal, el Estado de México (68,3 %) (118), y 

Nuevo León col (53.5%) (119).  

Las tasas más altas de MFR se presentaron en Chiapas (66.7 %) (120) y Nuevo 

León con el 53.5% (119). Por otra parte, las tasas más bajas de FR se reportaron 

en Baja California, Oaxaca y Sinaloa (21 %) (120), Tamaulipas (19.08%) (121) y 

San Luis Potosí con el 9.7 % (122). 

Los estados que presentan niveles más bajos de MFR en el país son Coahuila con 

un 4.5% (123), San Luis Potosí con un 4.2% (122) y Tamaulipas con un 

2.1%(124).  

Las mutaciones más frecuentes para resistencia a rifampicina de encuentran en el 

gen rpoβ 531 (53.1%), rpoβ 526 (36.3%) y rpoβ 516 (19.5%).  

En las cepas que presentan resistencia a isoniacida se identificaron mutaciones en 

el gen katG en un 50.6% y en el gen inhA con una frecuencia de 14.8%.  
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Tabla 9 Mutaciones asociadas con resistencia a isoniacida y rifampicina en cepas 

de M. tuberculosis en diferentes estados de México desde 2001 a 2013 
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En México diversos estudios han utilizado la técnica de espoligoipificación para 

realizar el análisis de diversidad genética. En la tabla 10 se muestran los 

diferentes espoligotipos obtenidos para diferentes cepas aisladas de distintos 

estados de la República.  

 

Tabla 10. Genotipo de los aislados de M. tuberculosis de diferentes estados de 

México 
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Las familias más predominantes hasta la fecha incluyen Harlem. H, LAM, X y T 

que se detectaron casi en todos los estados analizados. Los sublinajes asociados 

incluyen T1, LAM9, H3 y H1. Específicamente,  los tipos compartidos más 

predominantes son SIT53 (T1, 3.9%), SIT119 (X1, 6.9%), SIT19 (EAI2-Manila, 

6.3%) y SIT42 (LAM9, 3.0%). 

El genotipo Beijing ha sido reportado en Puebla (125), Jalisco (126), Baja 

California, Sinaloa, Veracruz (127) y San Luis Potosí (122). 
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VI Discusión  

La TB continúa siendo un importante problema de salud pública a nivel mundial. 

La reciente selección de cepas de M. tuberculosis MFR lo ha agravado aún más, 

debido a que la diseminación de estas cepas implicaría un tratamiento más 

costoso y menos efectivo que el ya existente contra cepas de M. tuberculosis 

sensibles a todos los medicamentos de primera línea. 

Dentro de los programas Nacionales de Control de la Tuberculosis es de vital 

importancia conocer el perfil de resistencia y el tipo de cepa con el fin de poder 

identificar los principales focos de infección, para desarrollar mejores estrategias 

de control y manejo de los pacientes MFR con el objetivo de romper la cadena de 

transmisión de la enfermedad y de esta forma abatir el índice de contagio. A nivel 

epidemiológico al tener conocimiento de los diferentes subtipos de micobacterias 

que están presentes en un país les permite a los programas Nacionales de Control 

de la TB desarrollar planes de acción estratégicos con el fin de proteger a la 

población susceptible de adquirir la enfermedad.  

Desafortunadamente una limitación para México es que existen pocos estudios 

relacionados con la epidemiologia molecular de la TB.  

La finalidad del presente trabajo fue realizar una búsqueda en artículos científicos 

acerca de los estudios realizados para  la detección molecular de la resistencia 

para isoniacida y rifampicina y la genotipificación de aislados de M. tuberculosis 

MFR, asimismo la elaboración de un protocolo de investigación para poder realizar 

a futuro, el análisis molecular de cepas de Mycobacterium tuberculosis MFR 
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aisladas de hospitales y clínicas del ISSSTE en el Distrito Federal, ya que hasta el 

momento no se cuenta con ningún estudio de caracterización molecular en esta 

institución de salud.  

Las técnicas moleculares utilizadas para la genotipificación fueron la 

determinación de 12 MIRU-VNTR y la determinación de espoligotipos. Ambas 

técnicas proveen en conjunto una buena discriminación entre aislados de M. 

tuberculosis y determinan de manera confiable el genotipo de cada cepa (128). 

La epidemiología molecular considera que aislamientos con genotipos idénticos 

conforman agrupamientos genéticos y los pacientes involucrados son fuertes 

candidatos a pertenecer a una misma cadena de transmisión, lo que implicaría 

una infección reciente. Por otra parte, los aislamientos con genotipos únicos están 

más relacionados con reactivaciones de infecciones latentes (129). Por tanto, el 

agrupamiento de aislamientos indistinguibles por tipificación molecular, se ha 

usado para inferir rangos de transmisión reciente de la enfermedad en una 

población definida (130). 

Se ha  reportado la presencia de cepas de M. tuberculosis Beijing  en varios 

estados de México, esta cepa tiene una mayor capacidad para extenderse y 

causar enfermedad; en consecuencia, se consideran cepas hipervirulentas y 

aunque estas cepas son altamente prevalentes de Asia, también se han detectado 

en todo el mundo . 

Estos datos de genotipificación pueden indicar una tendencia de distribución de 

ciertos genotipos frecuentes en México como T1, Haarlem y LAM 
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independientemente del diseño del estudio o del tamaño de muestra. Esto puede 

verificarse cuando se comparan determinados espoligotipos con aquellos 

reportados en estudios multicéntricos a nivel internacional donde se analiza un 

gran número de aislados de M. tuberculosis, como fue el caso del estudio de 

Brudey y colaboradores (2006). Adicionalmente, en dicho estudio, Brudey y 

colaboradores reportaron una distribución de los linajes del complejo M. 

tuberculosis en varias regiones del mundo. En el caso del continente americano 

los linajes más comunes son LAM, T, Haarlem y X. El linaje Beijing es más común 

en América del Norte que en Centroamérica y es poco común en América del Sur.  

La familia T es la más común, esta familia se encuentra ampliamente distribuida 

en todos los continentes, sin embargo las frecuencias varían de una región 

geográfica a otra. En Pakista, Tanveer y col (2008) encontraron un 2% de esta 

familia en 926 aislados de M.tuberculosis, en contraste con el linaje CAS (Cepas 

centroasiáticas) que alcanzo un 61% de frecuencia. En Venezuela, Aristimuño y 

col en el 2006 solo identificaron el 10% de sus cepas como la familia T y el más 

frecuente fue la familia LAM con un 74%.  Estos resultados apuntan a una 

condición particular en la población mexicana donde el linaje T es muy frecuente y 

puede indicar que es muy particular terreno genético del mestizo mexicano lo que 

hace que sea más susceptible a adquirir y mantener a este fenotipo, a diferencia 

de las demás poblaciones estudiadas.  

Los códigos obtenidos por MIRU-VNTR mostraron un mayor polimorfismo en los 

MIRUs 10, 16, 23, 26,31 y 40, obteniendo un número variable de copias para cada 

uno de ellos entre las distintas cepas. Por otro lado los MIRUs 2, 4, 20, 24, 27 y 39 
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presentaron un polimorfismo más bajo tal y como lo mostraron los estudios 

realizados por Supply y col en  2001 y Mazar y col, 2001 

En cuando a la resistencia a isoniacida de las cepas MFR se puede comentar que 

las mutaciones más importantes se presentaron de manera general en el gen 

katG, dentro del cual la mutación presentada con mayor frecuencia fue la 

sustitución Ser315Thr  y Arg463Leu, aunque esta mutación también se puede 

presentar en aislados de M. tuberculosis sensibles a isoniacida, en la mayor parte 

de los casos las cepas que presentan esta mutación exhiben resistencia fenotípica 

a isoniacida; esta misma mutación   también se ha encontrado en cepas de  M. 

tuberculosis Beijing . En un estudio reciente realizado por Zenteno y colaboradores 

(2009) se ha reportado en cepas aisladas en el sureste de México la mutación 315 

como una de las más comunes en aislados MFR (67%). 

Con respecto a la detección de mutaciones en el gen rpoβ se aplicó un método 

propuesto por Fan y colaboradores para detectar mutaciones en los codones 516, 

526 y 531. 

En estudios realizados en México para el análisis de mutaciones en el gen rpoβ 

para aislados de M. tuberculosis MFR; López Álvarez y colaboradores en el 2010 

reportan una mutación previamente no reportada en el codón 469. 
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VII. Conclusiones  

La mayoría de los reportes sobre resistencia a isoniacida sugieren que las 

mutaciones katG Ser315Thr, conjuntamente con la mutación del promotor del 

gen inhA, explican la mayor parte de la resistencia a isoniacida. 

 

En el caso de rifampicina las mutaciones más frecuentes en el gen rpoβ fueron en 

los codones 531 y 526. 

 

El linaje Beijing se disemina dentro de los estados de Guerrero, Sinaloa y 

Veracruz  

 

Los genotipos frecuentes en México son T1, Haarlem y LAM 

 

Los MIRUs que muestran mayor polimorfismo son 10, 16, 23, 26,31 y 40. Por otro 

lado los MIRUs 2, 4, 20, 24, 27 y 39 presentaron un polimorfismo más bajo 

 

Perspectivas  

Realizar la caracterización molecular de cepas de Mycobacterium tuberculosis 

MFR que se han aislado durante 2014-2015 en las diferentes clínicas y hospitales 

del ISSTE en el Distrito Federal, identificando los genes que confieren resistencia 

así como conocer el genotipo de las diferentes cepas mediante el análisis de 

espoligotipo y MIRUs-VNTR . 
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