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RESUMEN

INTRODUCCION: La tuberculosis es un problema de salud publica a nivei mundial con
una prevalencia estimada de 30 millones, con la aparicién de 8 millones de casos
nuevos y 3 millones de muertes al afio. Para el ailo 2000 se tiene estimado que
ocurrirdn 10.3 millones de muertes anuales por tuberculosis. En México se reportaron
en 1997 17000 casos al afo, lo que equivale a 47 casos diarios. Las cepas de M.
tuberculosis multirresistentes a los antibidticos de primera linea, constituyen una
amenaza para el control de Ja tuberculosis en el mundo, ya que afecta no solo a
pacientes con inmunodeficiencias sino también a trabajadores de la salud y pacientes
sin inmunocompromiso, presentando estos dltimos una alta letalidad. Las cepas de M.
tuberculosis resistentes a rifampicina presentan mutaciones en el gen rpo B que
codifica para la subunidad & de la RNA polimerasa. Estas mutaciones se han asociado
a resistencia a rifampicina.

OBJETIVO: Valorar la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa-hibridacién en linea (PCR-HLIN) para determinar
resistencia a rifampicina a partir de muestras de expectoraciones de pacientes con
diagnéstico clinico de tuberculosis pulmonar.

MATERIAL Y METODOS: Se estudiaron 80 muestras de expectoracién de pacientes
atendidos en el Hospital de Infectologia del CMN “La Raza". Los sedimentos de
expectoracién fueron descontaminados de acuerdo al método de Petroff y examinados
con la tincién de Ziehl Neelsen. Posteriormente los especimenes se cultivaron en
medio 12 B por el método radiométrico (BACTEC TB-460); se realizé identificacion de
especie por NAP y andlisis de susceptibilidad a estreptomicina, isoniacida, rifampicina
y etambutol. Para la técnica de PCR-HLIN, el DNA se obtuvo por extraccionesfendlicas
y se realizaron PCR-anidados utilizando los iniciadores externos OP1 y OP2 marcados
con biotina. Posteriormente se realizé una hibridacién en linea en una membrana
Biodyne C, donde previamente se colocaron oligonucledtidos correspondientes a la
zona de alta mutacién del gen rpo B de M. tuberculosis . Para observar los resultados
de la hibridacidn se realizé una reaccion de quimicluminiscencia.

RESULTADOS: De los 80 sedimentos estudiados por el método de PCR-HLIN para la
deteccion de resistencia a rifampicina, 41 (51.25%) presentaron patrén de resistencia
mientras que por el método radiométrico fueron 38 {47.5%), Asi mismo, el método de
PCR-HLIN detectd 39 (48.75%) cepas sensibles mientras que el método radiométrico
detecté 42 (52.5%). Con estos datos se obtuvieron los siguientes valores; una
sensibilidad de un 94.7% y una especificidad de un 88.1%, con un valor predictivo
positivo de 87.8% y un valor predictive negativo de 94.9%, con una exactitud total de la
prueba de un 91.25%.

CONCLUSIONES: El método de PCR-HLIN resulté mas ripido que el método
radiométrico. Existe una alta sensibilidad y especificidad por lo que representa un
método eficaz y rapido para la caracterizacion de sedimentos de pacientes con
diagnéstico probable de tuberculosis pulmonar para especimenes conM. tuberculosis
resistentes a rifampicina por lo que se podra utilizar en los laboratorios clinicos



INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad bacteriana infectocontagiosa,
crénica, causada por Mycobacterium tuberculosis, la cual se caracteriza por la
formaciéon de granulomas en los tejidos infectados y por producir
hipersensibilidad tardia mediada por inmunidad celular. La enfermedad
pulmonar es la presentacién clinica mas frecuente, no obstante, también
pueden ocurrir afecciones linfaticas, genitourinarias, osteomielitis y

diseminacién miliar, asi como meningitis, peritonitis y pericarditis .

La transmisién de Mycobacterium tuberculosis es de persona a persona
por via respiratoria, a través de las secreciones respiratorias, en las cuales los
bacilos tubarculosos forman los nacleos de las gotitas de liquidos expulsados
al toser, estornudar o hablar; estos aerosoles se evaporan a poca distancia de
la boca y seguidamente, los bacilos desecados persisten viables en el aire por

largo tiempo y asi pueden infoctar a otros individuos @,

El periodo de incubacién de este bacilo varia de 1 a 3 meses pero puede
ser mayor. Clinicamente, los signos de la enfermedad aparecen en los primeros
6 a 12 meses después de la infeccién y la mayoria de los enfermos dejan de ser
contagiosos a los 15 dias de iniciar la quimioterapia apropiada, al disminuir la

tos y por lo tanto, el nimero de microorganismos expulsados ©.



Los bacilos expulsados pueden producir tuberculosis mas
frecuentemente en los pacientes con desnutricion, inmunodepresion,
drogadiccién, extremos de la vida, diabetes, alcoholismo, etc. 7. Aunque estos
grupos son mas susceptibles a la infeccién por tuberculosis, esta enfermedad
sigue siendo un problema mundial de salud piblica, con una prevalencia
estimada de 30 millones de casos, en su mayoria de afeccién pulmonar ©.
Actualmente aparecen 8 millones de casos nuevos y 3 millones de personas
fallecen por afo, 1o que equivale al 6 por ciento del total de muertes en el
mundo entero. Se estima que para el afio 2000 habra 10.3 millones de muertes

anuales por tuberculosis ®'%,

En México existen problemas para el registro de datos epidemiolégicos y
ademas hay poca informacién clinica de los pacientes con tuberculosis . Esto
ocurre principalmente porque sélo son reportes de casos. También hay falta de
estudios con marcadores especificos de espacie de uso convencional, ya que

estos estudios sélo se realizan en laboratorios de referencia o de investigacidn.

La mortalidad por tuberculosis en todas sus formas en 1995 fue de 5.1
por 100 000 habitantes; sélo por tuberculosis pulmonar hubo 4023 defunciones,
lo que equivale a 11 muertes diarias y mas de 90 000 afios potenciales de vida
perdidos. La morbilidad por tuberculosis en todas sus formas mostré hasta

1994 una tendencia estable, pero en 1995 se inicié un incremento con 14 casos



por 100 000 habitantes a 17.5 en 1996. En los altimos dos afos, el promedio de

casos nuevos es de 17 000; es decir, 47 casos diarios "',

Aunado a las abundantes cifras de casos de tuberculosis a nivel mundial,
existe un problema creciente con el surgimiento de brotes de tuberculosis
ocasionados por cepas firmaco resistentes, lo cual se ha atribuido al
_tratamiento inadecuado o ‘ncompleto de la enfermedad, lo que trae consigo e)
desarrollo de cepas que afectan no unicamente a paci.entes con
inmunodeficiencias, sino también a trabajadores de la salud y pacientes sin

inmunocompromiso, casos en los cuales también existe una alta letalidad >,

La presencia de un alto nimero de cepas multidrogoresistentes ha sido
evidenciada en nuestro pais por el Instituto Nacional de Referencia
Epidemiolégica (INDRE); asi, de 1989 a 1993 se caracterizaron un total de 1637
cepas y se reportd resistencia primaria a los medicamentos antituberculosos
de primera linea en ol 8.2 por ciento y secundaria en el 63 por ciento. De éstas,
27 por ciento fueron resistentes a una droga, 31.2 por ciento a dos drogas y

mas del 30 por ciento fueron resistentes a tres drogas "".

Otro estudio realizado en el Instituto Nacional de la Nutricién, reporté que
de 84 pacientes, en el 70 por ciento se aislé M. tuberculosis sensible y en el 30
por ciento M. tuberculosis resistente, encontrandose una resistencia a

isoniacida de un 24 por ciento, a rifampicina de un 1% por ciento, a



estreptomicina en un 12 por ciento, a etambutol en 10 por ciento, a acido
paraaminosalicilico en un 9 por ciento, a etionamida en un 7 por ciento y a

kanamicina en un 6 por ciento ",

Debido a que Mycobacterium tuberculosis se distingue por sus lipidos
superficiales que los convierten en acido-alcohol resistente, el diagnoéstico de
tuberculosis pulmonar en la actualidad considera el estudio de especimenes de
esputo con tincién de Auromina Rodamina 6 de Ziehl Neelsen seguido por
cultivo en medio de Lowestein Jensen o Middlebrok, con la utilizacién de
técnicas bioquimicas para identificacién de especie. Sin embargo; la tincion de
Ziehl Neelsen requiere de una concentracion de bacilos de 10* Iml o mayor

para detectar una muestra positiva ‘™.

Para evaluar la susceptibilidad de M. tuberculosis a diferentes drogas, los
métodos mais utilizados son el de las concentraciones absolutas, el de la
relacién de resistencia y el de las proporciones; este Gltimo es el mas conocido
y mas difundido en América Latina y es el que practicamente se lleva en todos

los programas de control y diagnéstico de la tuberculosis ",

El cultivo de Mycobacterium tuberculosis es sensible y puede detectar
de 10-100 organismos viables por examen. El tiempo de generacion de las
micobacterias es de aproximadamente 18-24 hrs, lo gque hace que el método de

cultivo requiera de 2 a 8 semanas antes de que el resultado este disponible



para el médico. Ademas, el tiempo se prolonga al evaluar Ja susceptibilidad a
los medicamentos antituberculosos, ya que se requieren de otras 2-3 semanas.
Otro problema que se presenta en el laboratorio clinico es que existen mas de
25 especies del género Mycobacterium capaces de causar enfermedad en el
humano. Particularmente, M. tuberculosis es la especie que requiere una
pronta identificacién ya que es la mas contagiosa y patbgena de las especies

de Mycobacterium '),

Por lo anterior, el diagnéstico e identificacién de especie asi como la
evaluacion de los perfiles de susceptibilidad toman aproximadamente de 5 a 10
semanas, fo que compromete la vida del paciente con tuberculosis farmaco
resistente. Por otro lado, estos pacientes son ademdas una fuente potencial de
brotes con cepas de tuberculosis multirresistentes, los cuales se han
caracterizado por una tasa de mortalidad de un 50 hasta un 80 por ciento y en
un periodo de sélo 4 a 16 semanas desde el diagnostico hasta el fallecimiento
del paciente. La alta tasa de mortalidad y el curso rapido de esta enfermedad
implica la necesidad de métodos de deteccion de farmaco resistencia mas
rapidos y efectivos para la aplicacién de terapias antituberculosas mas
efectivag @2, Dentro de las mejores alternativas, se encuentra el ensayo
radiométrico automatizado con el sistema BACTEC TB-460 {Becton Dickinson
Diag Inst MD USA), el cual ha reducido el tiempo necesaric para la deteccidn
de cepas de M. tuberculosis, pero sigue dependiendo del crecimiento del

bacilo. Asi, usando este equipo algunos laboratorios han informado un tiempo



promedio para la identificacion de ocho a catorce dias. Este sistema tiene la
capacidad de diferenciar al complejo M. tuberculosis de otras micobacterias,
pero el resultado requiere de otros cinco a siete dias, ya que una vez que se ha
identificado un microorganismo acido-alcohol resistente con el sistema
BACTEC, es ademads necesario inocular las micobacterias en el medio BACTEC
7TH-12 (Becton .& Dickinson) que contiene p-nitro-a-acatilamino-p-
hidroxipropiofenu (NAP, Becton & Dickinson), para poder identificar con 3ste
inhibidor especifico a las micobacterias del complejo tuberculosis, ya gue esta
sustancia inhibe el crecimiento de el complejo de M. tuberculosis, mientras

que el resto de micobacterias sigue creciendo en presencia del compuesto #**%,

Asi también el sistema radiométrico BACTEC permite determinar la
susceptibilidad de diferentes cepas de M. tuberculosis a distintos
medicamentos antituberculosos de manera precisa y mas rapida comparado
con los métodos tradicionales en placa, ya que la susceptibilidad a los
farmacos en este equipo suelen obtenerse en cinco a siete dias, en
comparacion con los 21 dias utilizados para el caso de las pruebas ordinarias.
Asi, el método radiométrico permite no sélo identificar a las micobacterias sino
ademdis determinar mejor y mas ripidamente sus patrones de resistencia con
respecto a los métodos tradicionales. Sin embargo, a pesar de que se ha
observado que la sensibilidad para el cultivo es mayor con respecto a los
métodos tradicionales, las desventajas del sistema radiométrico BACTEC son

entre otras que utiliza substratos radioactivos y sus altos costos 2%,



Desde mediados de la década de los 1980s han surgido técnicas
moleculares en el diagnéstico de tuberculosis; entre otras, se utiliza la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), con lo que se ha acortado el tiempo de
diagnéstico de la enfermedad. Con este método se requieren de dos a tres dias
para el diagnéstico de tuberculosis pulmonar, cuando se utiliza la secuencia
de insercién IS6710 de M. tuberculosis se logra hasta un 100 por <iento de

sensibilidad y especificidad ****,

Estas técnicas moleculares también han sido usadas para definir el
mecanismo de farmaco resistencia asociadas a mutaciones gendmicas en los
sitios de resistencia para firmacos individuales. De esta manera, se investigé
una serie de mutaciones asociadas a resistencia para los diferentes
antituberculosos empleados en la actualidad. Estas técnicas moleculares han
sido aplicadas para definir el mecanismo de resistencia entre otras drogas, a
isoniacida y rifampicina. En el caso de isoniacida, se ha observado que la
resistencia esta ligada a mutaciones genomicas en 3 genes descritos como
KatG, inhA y ahpC, los cuales participan en la biosintesis de la pared
celular® , Por otro lado, se establecié con claridad que la rifampicina se fija
en la sub-unidad B de 1a RNA polimerasa. Los altos niveles de resistencia a la
rifampicina se asocia en cerca del 97 por ciento de casos a mutaciones que
ocurren de manera espontanea en una pequefa regién de aproximadamente 89

nucledtidos del gen rpo B, dentro de la secuencia que codifica para la sub-



unidad Beta de la RNA polimerasa. Estas mutaciones ocurren en forma
espontinea con una frecuencia de 1 en cada 107 - 10® organismos ™, Se ha
considerado que la resistencia a rifampicina es un buen marcador de
multidrogorresistencia porque se ha encontrado una alta asociacién de
resistencia a otras drogas. De hecho, la rifampicina ha tomado importancia
debido a que se ha considerade como un predictor de resistencia asociada a

isoniacida ¥ .

Dade que los eventos de mutacion en el gen rpo B son frecuentes y
ocurren en casi todas las cepas resistentas a rifampicina, Telenti y cols.
desarrollaron un método rapido para detectar cambios en [a regién rpo B a
través de técnicas de PCR, con el cual identificaron cambios en 64 de 66
aislados resistentes a rifampicina y en ninguno de 56 aislados susceptibles .
Un método similar al descrito por Telenti y cols. se encuentra disponible en el
mercado. Este método denominade “INNO-LiPa rifampicina test”, considera
para el andlisis de las cepas, solo 4 de las 7 mutaciones mas frecuentemente
encontradas en cepas resistentes a rifampicina. Si bien el método ha resuitado
ser eficiente, excluye 3 regiones de mutacién que pueden ser importantes en
aislados de diferente regidon geografica. Ademas el precio del ensayo “INNO-
LiPa” es ain muy alto, por lo tanto no se considera un método que puede ser

accesible en paises del 3er. mundo ***,



JUSTIFICACION

Debido a la importancia de la tuberculosis por su emergencia global a
nivel mundial, a la alta tasa de resistencia reportada en los aislados de M.
tuberculosis y a la alta tasa de letalidad en estos casos, es importante
desarrollar métodos confiables y rapidos para la deteccién e identificacién de
micobacterias; asi como la evaluacién de susceptibilidad anti tuberculosa.
Estos métodos ofrecerian un diagnéstico rapido de cepas resistentes de M.
tuberculosis y permitirian un inicio de tratamiento adecuado y oportuno de la
infeccion; disminuyendo ademas la probabilidad de que ocurra la seleccion de

cepas multirresistentes.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Cual sera la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de la técnica de PCR-Hibridacidn en linea (PCR-HLIN), para
determinar resistencia a rifampicina en muestras de expectoracién de
pacientes con diagnéstico de tuberculosis pulmonar comparado con el método

radiométrico 7



JUSTIFICACION

Debido a la importancia de la tuberculosis por su emergencia global a
nivel mundial, a la alta tasa de resistencia reportada en los aislados de M.
tuberculosis y a la alta tasa de letalidad en estos casos, es importante
desarrollar métodos confiables y rapidos para la deteccion e identificacién de
micobacterias; asi como la evaluacién de susceptibilidad anti tuberculosa.
Estos métodos ofrecerian un diagnéstico ripido de cepas resistentes de M.
tuberculosis y permitirian un inicio de tratamiento adecuado y oportunc de la
infeccion; disminuyendo ademas la probabilidad de que ocurra la seleccion de

cepas multirresistentes.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

4Cual sera la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de la técnica de PCR-Hibridacién en linea (PCR-HLIN), para
determinar resistencia a rifampicina en muestras de expectoracién de
pacientes con diagnéstico de tuberculosis pulmonar comparado con el método

radiométrico ?



HIPOTESIS

La técnica de PCR-HLIN, tiene una sensibilidad de un 97 por ciento y una
especificidad del 100 por ciento, asi como un valor predictivo positivo de un
100 por ciento y un valor predictivo negativo de un 97 por ciento para
determinar la resistencia a rifampicina en aislados de M. tuoerculosis, cuando
se parte de muestras de expectoracién de pacientes con diagnéstico de

tuberculosis pulmonar

OBJETIVO

Valorar la sensibilidad y especificidad, identificar el valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo de la técnica de PCR-HLIN para determinar
la resistencia a rifampicina de muestras de expectoracion de pacientes con

diagnostico de tuberculosis pulmonar comparado con el método radiométrico.



HIPOTESIS

La técnica de PCR-HLIN, tiene una sensibilidad de un 97 por ciento y una
especificidad del 100 por ciento, asi como un valor predictive positivo de un
100 por ciento y un valor predictivo negativo de un 97 por ciento para
determinar la resistencia a rifampicina en aislados de M. tuoerculosis, cuando

se parte de muestras de expectoracion de pacientes con diagndstico de

tuberculosis pulmonar

OBJETIVO

Valorar la sensibilidad y especificidad, identificar el valor predictivo
positivo y valor predictivo negativo de la técnica de PCR-HLIN para determinar
la resistencia a rifampicina de muestras de expectoracién de pacientes con

diagnéstico de tuberculosis pulmonar comparado con el método radiométrico.



MATERIAL Y METODOS:

UNIVERSO DE TRABAJO

Pacientes con diagnéstico probable de tuberculosis pulmonar en los que
se demostré en su expectoracién bacterias acido alcohol resistentes, que
acudieron al Hospital de Infectologia “Dr. Danief Méndez” del Centro Médico

Nacional “La Raza" a partir dei mes de Enero a Diciembre ¢.e 1997.

TIPO DE ESTUDIO

Validacion de prueba diagnéstica.

VARIABLES

La variable predictora fue la deteccién de resistencia a rifampicina en
muestras de expectoracién de pacientes con diagnéstico de tuberculosis

pulmonar por ta técnica de PCR-HLIN.

La variable de desenlace fue la deteccién en la resistencia a rifampicina
en muestras de expectoraciéon de pacientes con diagnéstico de tuberculosis

pulmonar por el método radiométrico de BACTEC TB-460.



DEFINICION OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

La variable predictora se midié con la amplificacién y deteccién de
mutacion del gen rpo B a través de la técnica PCR-HLIN. Fue desarrollada
segin los protocolos descritos por Kary Mullis ¥, y con las modificaciones

realizadas por Tellenti en cuanto al fundamento de la técnica de hibridacion ©®.

La variable de desenlace consideré que la poblacién era resistente a
rifampicina si el 1 por ciento o mas de la poblacién de micobacterias fue
resistente. La resistencia se determiné al comparar los indices de crecimiento
de las cepas en los medios de cultivo con respecto a la velocidad de

crecimiento en cepas control de resistencia ya definida.



DISENO DE LA MUESTRA:

CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION:

—

. Pacientes a quienes se les detecté BAAR ¢ en expectoracion.
2. Hombres o mujeres

3. Mayores de 16 afios

4. independiente de co- mérbilidades que presentaron

5. Que hubieran o no recibido tratamiento antituberculoso.

6. Si recibieron tratamiento independiente del mismo, dosis y tiempo recibido.

CRITERIOS DE NO INCLUSION:

1. Muestra insuficiente (menor de 10 ml) para el desarrollo de las técnicas.
2. Muestras que no cumplieron los criterios de Murray; del grupo 4 y 5 como es
la presencia de < de 10 células epiteliales por campo de bajo poder y la

presencia de 25 leucocitos en campo de bajo poder *7 .

CRITERIOS DE ELIMINACION:

1. Cuando existi6 pérdida de la informacién por fallas bicquimicas o
moleculares {(accidentes de laboratorio).
2. Caracterizacion incompleta del aislado.

3. Contaminacion de los cultivos y que fueron irrecuperables.



DESCRIPCION ESQUEMATICA DEL ESTUDIO

Pacientes con diagnoéstico clinico de tuberculosis
con y sin tratamiento previo

- ~

Hospital de Infectologia

Delegacion 2 Centro Médico “l.a Raza”

UMF y HGZ
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l

Cuestionario Clinico-Epidemioldgico
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Laboratorio de Micobacterias
HI CMR
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Microscopia positiva

/

Cultivo radiométrico Sedimento para PCR
positivo
Identificacién de especte y Hibridacién en linea

pruebas de susceptibilidad /

Sensibilidad y especificidad
valores predictivos.



DESCRIPCION OPERACIONAL DEL ESTUDIO:

A cada muestra de esputo de individuos con diagnéstico de probable
tuberculosis pulmonar por la presencia de sindrome febril, diaforesis,
acompaiado de ataque al estado general y con sintomas respiratorios como
tos, expectoracién mucosa, purulenta y/fo hemoptdica de evolucién subaguda o
cronica, que se consideraron candidatos para el estudio y si las muestras
cumplieron con los criterios de inclusién, se les colectaron en contenedores
estériles. Dentro de las primeras tres horas de recoleccién, las muestras se
incubaron a 37°C con N-acetil cisteina durante 10 min. Posteriormente se les
agregé NaOH {J.T. Baker México) al 4 por ciento y la mezcla se incubé a
temperatura ambiente durante 15 min; enseguida, las muestras se neutralizaron
con HCI (J.T. Baker México) a una concentracion final de 1.25 N. Una vez
descontaminadas las muestras se dividieron en dos alicuotas, una para cultivo
por el método radiométrico (BACTEC TB-460 Becton & Dickinson USA) y una
segunda alicuota de 250 i, que se guardé en ultracongelador a - 70°C (Hetofrig
CL 410, Scandinavia) hasta su uso para la realizacién de la técnica de PCR-

HLIN.



Método radiométrico para el cultivo de M. tuberculosis

El material de la primera alicuota se centrifugé a 3000 rpm durante 15-20
min a 4°C en una centrifuga Sorvall refrigerada (Dupont instruments USA) y el
sobrenadante se eliminé por decantacién. Las pastillas obtenidas se utilizaron
para cultivo siempre y cuando mostraran tincién positiva para bacilos acido
alcohol resistente (BAAR) por el método de Ziehl Neelsen . Con el objeto de
tener un grupo de cepas de referencia, se obtuvieron de la American Type
Culture Collection (ATCC, Washington USA) las cepas de M. tuberculosis
H37Rv (sensible a rifampicina) y M. tuberculosis H37Ra (resistente a

rifampicina).

El cultivo de las cepas y la identificacion de Mycobacterium tuberculosis
se realizé en el laboratorio de bacteriologia de la Unidad de Investigacion
Médica en Enfermedades Infecciosas y Parasitarias dependiente de Ia
Coordinacién de Investigacion del IMSS. Las cepas se crecieron a 37°C bajo
atmésfera de CO, al 5 por ciento, en medio de agar Middlebrook 7H12 (BACTEC
12B Becton & Dickinson USA), suplementado con solucién de polimixina B,
anfotericina B, acido nalidixico, trimetropim y azlocilina (PANTA Becton &
Dickinson). Las cepas de referencia fueron cultivadas de acuerdo a las

indicaciones de la ATCC. Los indices de crecimiente (Gl) fueron medidos con el

17



sistema radiométrico automatizado BACTEC TB-460 {Becton Dickinson
Diagnostic Instruments Systems, USA} en el que, su fundamento se basa en el
metabolismo del acido palmitico =1-'*C) con liberacién de “CO? por encima de
la fase liquida del cultivo en un sistema de camara i6nica automatizada; los
cultives se recuperaron cuando alcanzaron un indice de crecimiento de 50 a

100 en la escala del aparato {(Figura 1).

identificacién de M. tuberculosis

Para la identificacién de M. tuberculosis se tomé | ml. del cultivo de
crecimiento obtenido a partir del medio Middlebrook 7H12 y se mezclé con p-
nitro-alfa-acetil aminohidroxipropiofenona (NAP, Becton & Dickinson), al mismo
tiempo se incubd un contro! sin la presencia del NAP, ambos frascos se
incubarén a 37°C y los indices de crecimiento se compararon durante un
minimo de 4 dias. Dado que el NAP es un componente intermediario en la
sintesis de cloranfenicol, éste inhibe especificamente el crecimiento de las
micobacterias que componen el complejo tuberculosis (M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum y M. microti) y permite el crecimiento de las micobacterias
diferentes de! complejo tuberculosis, de tal forma que las micobacterias que
presentaron indices de crecimiento inferior a los cultivos control se

consideraron tuberculosas (figura 2).



FIGURA 1

PROCEDIMIENTO DE PRIMOAISLAMIENTO
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FIGURA 2

PROCEDIMIENTO DE DIFERENCIA(}IGN DEL COMPLEJO TUBERCULOSIS POR
EL METODO RADIOMETRICO SENSIBILIDAD AL NAP

A. Preparacion del inéculo

Vial de aislamiento 1. A partir de un cultivo puro con

primario positivo, y 100 Gl, si excede de 100 Gl,
realizar dilucion

2. Homogeneizar el cultivo.

3. Utilizar el cultivo o la dilucidn
para inocular a la prueba

El remanente de la 1mlde L
suspension suspension B. Procedimiento de diferenciacion
bacteriana como & bacteriana
control de
crecimiento 1. Transferir 1 ml del cultivo o
dilucién al vial con NAP.

2. Establecer una atmosfera
de 5-10 por ciento de CO,
en el vial control y de NAP.

3. Incubar a 37° C de 2-4 dias.

4~ NAP

4. Interpretar los resultados.
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Analisis de sensibilidad de M. tuberculosis.

El andlisis de sensibilidad a antibiéticos de los aislados de M.
tuberculosis se realizé por el método SIRE de BACTEC TB-460, el cual es
basado en medio de cultivo liquido y con monitoreo radiométrico del
crecimiento de cultivos positivos de micobacterias durante 4 a 5 dias. Para
dicha prueba se utilizé el Kit SIRE (Becton & Dickinson, cat. 44022), el cual
contiene una solucién de rifampicina, disuelta en el medio 12 A {Becton &
Dickinson), a una concentracion final de rifampicina de 2 ug/ml. £l cultivo fue
considerado resistente si el 1 por ciento o mas de la poblacién de
micobacterias crecié en este medio. La resistencia fue determinada al
comparar los indices de crecimiento de las cepas en los medios de cultivo, ¢on
respecto a la velocidad de crecimiento en cepas control de resistencia ya
definida. Todos los frascos en los que se detecté indices de crecimiento
mayores a los controles se cultivaron en agar sangre y agar chocolate por 96
hrs para identificar contaminacién. En caso de existir ésta, los cultivos fueron

eliminados { figura 3).
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FIGURA 3

ENSAYO DE SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS POR EL. METODO

RADIOMETRICO
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Método de PCR-Hibridacién en linea

Las alicuotas de expectoracion almacenadas a -70°C se procesaron al
mismo tiempo y en forma cegada para la extraccion del DNA de acuerdo al
método descrito por Telenti con algunas modificaciones®™. La amplificacion por

continuacion.

Extraccion de DNA de M. tuberculosis

La extraccién del DNA se realizé en muestras descontaminadas de la 2%
alicuota de expectoracion . Para ello los sedimentos de las expectoraciones se
colocaron en tubos eppendorf (Robbins Scientific, USA ) estériles y se
aforaron a 1.5 ml con TE1X (Anexo 1). Las micobacterias se inactivaron por
calentamiento en un bafo con agua a 80°C por 40 min. Posteriormente, el
sedimento se enfrio a temperatura ambiente y se centrifugé en una
microcentrifuga refrigerada Sorvall RMC 14 {DuPont, Newtonwn, Conn,, USA) a
14 000 rpm por 10 min y el sobrenadante se retiré. La pastilla obtenida se
resuspendié con 300 pul de TE 1Xy la lisis celular se inicié agregando 50 ul de

lisozima a 10 mg/ml (Gibco BRL, Gaithershurg, MD, USA). Las muestras se
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incubaron a 37°C toda la noche. Al dia siguiente se agregaron 75ul de una
solucién de SDS/Proteinasa K (Anexo 1) y ias muestras se agitaron
vigorosamente (Vortex, Lab-Line Instruments, Melrose Park, Illl} por 10 seg.
Posteriormente, las muestras se incubaron a 65° por 10 min agregando 100 pl
de NaCl 5 M {Merck, México) y se mezclaron con agitacion suave. Para
precipitar los complejos de glicoproteinas, lipoproteinas y carbohidratos se
agregaros.t 100 pl de solucién de CTAB/NaCl ( anexo 1), el cual previamente fue
calentado a 65°C. Las suspensiones se agitaron enérgicamente en vortex por
10 seg observandose una consistencia lechosa. Las muestras fueron
incubadas a 65°C en placa de calentamiento por 10 min y posteriormente se
realizaron las extracciones fendlicas agregando a cada muestra un volumen de
fenol saturado con Tris 10 mM (Gibco BRL, Gaithershurg, MD, USA). Las
muestras se agitaron nuevamente en vortex por 10 seg y posteriormente se
centrifugaron en una microcentrifuga refrigerada a 12000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente. Los sobrenadantes fueron transferidos a un tubo
eppendorf estéril y las muestras se extrajeron nuevamente con un volumen de
cloroformo al 100 por ciento (JT Baker, México). Esta nueva extraccion produjo
fases acuosas que fueron depositadas en tubos eppendorf estériles. Los
acidos nucléicos se precipitaron con un volumen de lsopropanol (Sigma, San
Louis, MO, USA), incubando en hielo por 30 min. La pastilla de DNA se obtuvo
por centrifugacion a 14 000 rpm a 4°C. Las pastillas de DNA fueron lavadas por

centrifugacion a 4°C a 14 000 rpm por 5 min con 300ul de etanol frio al 70 por
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ciento {(Merck, México ). Las pastillas se secaron a temperatura ambiente y se

resuspendieron con 20 ul de agua estéril desionizada, usando calentamiento a

65°C por 5 min. El DNA obtenido, se guardé a - 20°C hasta su uso.

Amplificacion del gen rpo B de M. tuberculosis

La amplificacion del gen rpo B de las muestras de DNA obtenido del
sedimento de las expectoraciones se realizé por PCR anidado en dos pasos

consecutivos. Los iniciadores externos e internos utilizados son mostrados en

la tabla |.

Iniciader Secuencia Marcado | Concentracién
oP1 GAGAATTCGGTCGGCGAGCTGATCCY - 50 pmol/ul
oP2 CGAAGCTTGACCCGCGCGTACACCY - 50 pmoliul
IP1 GGTCGGCATGTCGCGGATGG 37 Bictina 50 pmoliul
P2 GCACGTCGCGGACCTCCAGCY Biotina 50 pmolipl

Tabfa |. Secuencia de los iniciadores utilizados para amplificar los fragmentos
de 395 pares de bases (pb) y de 257 pb biotinilados, correspondientes ambos al
gen rpo B de los aislados de M. tuberculosis.

En una campana de flujo laminar clase Il tipo A/B3 (NUAIRE™ Francia)

se prepararon para los ensayos de PCR las siguientes mezclas de reaccion

mostradas en la tabla Il.
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REACTIVO CONCENTRACION STOCK ul POR CADA REACCION
DNA 1ul
DNTP's 5mM 8 p (2 clu)

Buffer PCR 10 x 5p
Iniciador OP1 50 pmol/pl 1pl
Iniciador OP2 50 pmol/ul 1ul

MgCl, 20X-30mM 3.2ul

Taq polimerasa * 5U/uL 0.5ul

H,0 30.3ul

Tabla Il. Reactivos utilizados en la mezcla de reacciéon de PCR.
* (Biotecnologias Universitarias S.A. México).

Las muestras de DNA se amplificaron en un tubo de PCR, se tomé6 49 pl

de la mezcla de reaccion y 14l de DNA de cada sedimento por separado. Las

mezclas se agitaron levemente y se centrifugaron por 5 seg a 14,000 rpm en

una microcentrifuga y se introdujeron en un termociclador Perkin Elmer

GeneAmp System 9600 (San José Cal, EUA). Las siguientes caracteristicas

fueron usadas parala amplificacién externa:

1) 94° C por 3 min

2) 35 ciclos de PCR en las siguientes condiciones:

a) desnaturalizacion del DNA a 94°C por 45 seg

b) alineamiento de los iniciadores a 58° C por 45 seg

¢} extensién del DNA a 72° C por 45 seg

4) Mantener a 4° C indefinidamente
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Para la amplificacion interna se tomé 1 ul del producto de la primera
amplificacion como DNA molde y se utilizaron los iniciadores internos (IP1 e
IP2), los cuales estaban marcados con biotina. Para el ensayo de PCR, se
prepard la misma mezcla de reaccion y ta amplificacion se Hevoé por 25 ciclos

bajo las siguientes condiciones:

1) 94° C por 3 min

2) 25 ciclos de PCR en las siguientes condiciones:
a) desnaturalizacion del DNA a 94°C por 45 seg
b} alineamiento de los iniciadores a 66° C por 45 seg
c) extension del DNA a 72° C por 45 seg

4) Mantener a 4° C indefinidamente

Para las mezclas de reaccién, se utilizaron puntas con filtro (Rainin,
USA) para evitar contaminacién con aerosoles que pudieran contener
moléculas de DNA exégeno. En tc:;dos los casos se incluyeron un control
positivo y uno negativo sin DNA y la mezcla de reaccion siempre se preparé en

exceso de 1 6 2 muestras.

En la primera amplificacién, se usaron los iniciadores externos OP1 y
OP2 y se obtuvo un producto de 395 pares de bases; en la segunda, para el

PCR anidado, se usaron los iniciadores internos IP1 e IP2 y se obtuvo un
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producto de 257 pares de bases del gen rpo B. Cabe resaltar que los productos
de PCR anidado estaban marcados en los extremos 5°OH con biotina, dado que
estos fueron los productos que se utilizaron posteriormente en la reaccién de

hibridacion en linea (Figura 4).

FIGURA 4

GEN rpo B de M. tuberculosis
| | ] ]

Producto inicial 395 pb 35 ciclos

] |

Producto anidade de 257 pb 25 ciclos

Producto de PCR biotinilado
utilizado para hibridacion

Hibridacidn a :
€—— SENSIBLES

€ RESISTENTES

FIGURA 4. Representacién esquematica del PCR anidado con lo que se obtiene
un producto especifico del gen rpo B de M. tuberculosis el cual es utilizado
como sonda de hibridacién.



Con la finalidad de observar y corroborar la amplificacién y los pesos
moleculares esperados de los productos amplificados de PCR se realizé una
electroforesis en geles de agarosa de la siguiente manera: se preparé un gel de
agarosa (BioRad California, EUA) al 2 por ciento usando como amortiguador
TAE IX { Anexo 1). La solucién de agarosa se obtuvo por calentamiento en un
horno de microondas {Packard buli®®) hasta ebullicion. Cuando la agarosa
disuelta en agua, alcanzé una temperatura aproximada de 55 °C fue mezclada
con 2 ml de buffer TAE 50 X (Anexo 1) y fue vertida en una camara de
electroforesis Horizon 11.14 {Gibco, Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA).
Ei peine para generar los pozos de corrida fue depositado en el gel y este se
dejé hasta que el gel solidificara. De cada muestra obtenida por PCR, se
tomaron 5 | de los productos de reaccion, tanto del producto obtenido de la
amplificacion externa (395 pb) como del producto obtenido de la amplificacion
interna (257 pb). Estos se mezclaron con 1 pl de buffer de muestra 6X; las
mezclas se aplicaron en el gel de agarosa, colocando 2ul del DNA de
pBR322/Msp1 (Biotecnologias Universitarias S.A, México) como marcador de
peso molecular de bajo rango. La corrida se llevé a cabo por un periodo de 1.5
hrs a 64 voltios con la ayuda de una fuente de poder modelo 14 (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD, USA). Después de la corrida, los geles se tifieron en una
solucion de bromuro de etidio [(Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA}, a una

concentraciéon de 0.5 pg/ml, por un periodo de 5 minutos. Posteriormente, los
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geles se enjuagaron por 1 min en agua desionizada. Enseguida el gel se
observé con un transiluminador de luz UV 2011 MACROUVE (UVP, inc, San
Gabriel, CA., USA) con el cual se observé ta amplificacion y la integridad de las
bandas de 395 pb y 257 pb. Los productos en los que se observé amplificacion

en el PCR anidado, se utilizaron posteriormente para la hibridacion en linea.

Hibridacién en linea reversa:

Para la preparacion de la membrana utilizada en la hibridacién en linea
se preparé una membrana que contenia tanto aligonucleétidos con mutaciones
asociadas a resistencia como secuencias silvestres. Las secuencias de los
oligonucleétidos fueron derivadas de la secuencia de DNA de 89 nucledtidos
del gen rpo B de cepas de M. tuberculosis, en donde se ha encontrado la zona
de alta mutacién relacionada a resistencia (figura B5). Todos los
oligonucleétidos fueron sintetizados con un grupe amino terminal en la
posicion 5' (Lakeside, México), lo que permitié unirlos covalentemente a un
grupo carboxil de una membrana Biodyne C (Pall biosupport USA ) con
grupos de carga negativa. La secuencia de los oligonucleétidos son enlistados

enla tablalil.



No. de Tipo Nombre del Secuencia Concentracion

Oligo oligo (5-3) (pmol/150 wul}
1 Silvestre Rif 1W AGCCAGAGCCAATTCAT 125
2  Silvestre Rif 2W TTCATGGACCAGAACAACCCG 12.5
3 Silvestre Rif 7W GCTGTCGGGGTTGACC 100
4  Silvestre  Rif 6W TTGACCCACAAGCGCCGA 50
5 Silvestre Rif 5SW CTGTTCGGCGCTGGGGC 100
6  Mutante Rif 2GGC TTCATGGGCCAGAACAACC 50
7 Mutante  Rif2TGG  CATGGTGGACCAGAACAACC 50
8 Mutante Rif 6GAC TTGACCGACAAGCGCCGA 100
9  Mutante Rif 6TAC TTGACCTACAAGCGCCG 200
10  Mutante Rif 4CAA CACAAGCGCCAACTGTCG 100
11 Mutante Rif 5TTG CTGTTGGCGCTGGGGC 100
12 Mutante Rif 5TGG CTGTGGGCGCTGGGGL 100

Tabla lll. Secuencia y concentracién de los oligonucleétidos fijados a la

membrana Byodyne C {Pall biosupport) del gen rpo B de M. tuberculosis
La membrana Biodyne C fue activada en un tubo de hibridacién (Robbins
Scientific ® Cal USA ) por incubacién durante 15 miﬁ en 10 mi de una solucion
recién preparada de EDAC {Sigma Chemical Mo, USA) ai 16 por ciento disuelta
en agua desmineralizada. Posteriormente, la membrana se colocé en un
contenedor de plastico y se lavé con agua desmineralizada por 2 min. La
membrana lavada fue entonces colocada sobre un soporte {Immunetics, 380
Green street, Cambridge, Mass. 02139, USA) y dentro de un sistema
miniblotter {(Immunetics, 380 Green street, Cambridge, Mass. 02139, USA). Los
13 oligonucledtidos mostrados en la tabla lil se diluyeron en 150 ul de 0.5 M de
NaHCO,, pH 8.4 (Merck, México), a las concentraciones enlistadaé en la tabla
. Los carriles del miniblotter se llenaron con 150 pl de la solucién de

oligonucleétidos diluidos, sin usar el primer carril del miniblotter y Illenando
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los carriles del 2 al 13 con los oligonucledtidos en el orden respectivo. Como
marcador se uso tinta china (Pelikan México), la cual se diluyé 1:100 en un
amortiguador 2xSSPE . Esta seo colocé en los carriles 1 y 14 del miniblotter,
con el objeto de marcar los extremos del sitio donde fueron aplicados los
oligonucledtidos con las secuencias silvestres y mutantes. Cuando todas las
muestras se aplicaron, [a membrana se dejo incubar por 1 min a temperatura
ambiente, permitiendo asi que los oligonucleétidos con el grupo terminal
amino se unieran covalentemente a el grupo carboxil de la membrana.
Posteriormente, la solucién de los oligonucledtidos se retiré por aspiracion en
el mismo orden en que se aplicaron las muestras en los carriles y la membrana
fue retirada del miniblotter usando pinzas. La membrana se incubd en 200 mi
de una solucién recién preparada de 0.1 M NaOH por 10 min a temperatura
amhiente. Para inactivar ia membrana, esta se enjuago con agua
desmineralizada y se incub6 posteriormente con 100 ml de 20 mM EDTA pH 8
por 15 min a temperatura ambiente. Para evitar la deshidratacion de la
membrana, ésta se colocd y se guardd hasta su uso a 4°C en una bolsa de

hibridacién ( Gibco BRL Bethesda Research Laboratories).

Una vez preparada la membrana y contando con los productos de PCR
marcados con biotina, se procedié a la hibridacién en linea de fase reversa, la
cual permitié que los productos de PCR marcados con biotina, obtenidos del

DNA amplificado de cada sedimento, fueran hibridados con los



oligonucledtidos que se encuentran fijados en la membrana. Debido a que el
DNA de doble cadena no puede hibridar con los oligonucledtidos, los
productos de PCR fueron previamente desnaturalizados por calentamiento a
100°C por 5 min. Posteriormente, se realizo la hibridacion a la membrana y en

sequida se lavé para remover los productos de PCR unidos inespecificamente,

Las condiciones de hibridacién y los lavados se hicieron du acuerdo a
las siguientes soluciones, fas cuales previamente se pre-calentaron a las

siguientes temperaturas;

1. 250 ml. 2xSSPE/0.1% SDS, 60°C
2. 500 ml. 2xSSPE/0.5% SDS, 60°C
3. 500 ml. 2xSSPE/0.5% SDS, 42°C
4. 500 ml. 2xSSPE a temperatura ambiente.

Para la hibridacién se tomaron 10 ul de cada producto de PCR, diluidos
en 150uf 2xSSPE/0.1% SDS (Anexo 1). Los productos se desnaturalizaron a
100°C por 10 min y se colocaron inmediatamente en hielo con la finalidad de
mantener las cadenas separadas. La membrana se lavé por 5 min a 50°C en
2xSSPE/0.1% SDS y se colocd sobre el miniblotter, de tal forma que los carrifes
quedaron en forma perpendicular al patron de lineas en que fueron aplicados
originalmente los oligonucledtidos (figura 6). El liquido residual de los carriles

fue retirado por aspiracién. Los 150 pl de los productos de PCR diluidos fueron
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depositados en los carriles del miniblotter evitando la formacién de burbujas.
La reaccion de hibridacién se efectué durante 45 min, a 50°C, en una base
horizontal, dentro de un horno de hibridacién (Robbins Scientific 4007 Cal.
USA) y sin agitacion. En los carriles vacios, se depositaron 150 yl de
2xSSPE/0.1% SDS. Las muestras del miniblotter fueron retiradas por aspiracion
y la membrana se retiré del minibiotter usando pinzas. La membrana se lavé
dos veces demro de un tubo de hibridacion con agitacién usando 25 ml.

2xSSPE/0.5% SDS durante 10 min a 55°C.

La deteccion de la sefial que identificd la hibridacion de los productos de
PCR biotinilados a los diferentes oligonucleétidos en la membrana, se efectué
por una reaccién de quimioluminiscencia. Para ello, la membrana se colocd en
un tubo de hibridacién a temperatura ambiente para evitar la inactivacién de la
fosfatasa alcalina. El conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina se diluyé en
10 mi de 2X SSPE/0.5%SDS a una concentracion final de 1 U/ml. La membrana
se incubo con esta solucién por 30 min a 42°C en un tubo de hibridacién. Antes
del revelado, la membrana fue lavada 2 veces con 250 ml de una solucién 2x
SSPE a temperatura ambiente, durante 5 min cada vez, para remover los

residuos de SDS.



l —

Los oligos son unidos covalentemente
en una linea horizontal a ]a membrana

Aplicacion de oligos en los
carriles usando un miniblotter

Incubar con el conjugado de
estreptavidina / fosfatasa alcalina y un
substrato y revelar exponiendo a una
Rotar la membrana 90°, aplicar el producto de placa de rayos X

PCR biotinilado e hibridar

FIGURA 6. Representacion esquemitica del patron de bandas en que fueron
colocados los oligonucledtidos que identificaron cepas susceptibles y
resistentes a rifampicina. Los productos de PCR biotinilados que fueron
utilizados como sondas se colocaron perpendicularmente para el ensayo de
hibridacion.
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Finalmente, para la deteccién la membrana fue colocada en una bolsa de
hibridacién y a ésta se le adicionaron 5 ml de reactivo CPD Start™ {Amersham
Life London, UK). La bolsa se sellé por calor y ia reaccién se dejo desarrollar
por 5 min. Posteriormente, la holsa se corté en un extremo y el exceso de
liquido fue eliminadoe, sellando nuevémente la bolsa por calor {figura 7). Los
resultados de hibridacién se obtuvieron al exponer por 30 min una placa de
Hiperfilm ECL {Amerham international). Los resultados en la placa cbtenida
fueron analizados y comparados con los resultados de BACTEC TB-450 (figura

9y 10).

Una vez obtenidos los patrones de hibridacién, la membrana fue
recuperada y lavada para su reutilizacion. En resumen; la membrana se lavd
dos veces en 1 por ciento SDS a 80°C por 30 min y una vez con 20 mM EDTA pH
8 (Anexo 1) por 5 min a temperatura ambiente. La membrana se guardé en una
bolsa de hibridacién sellada, que contenia un pequefio volumen de EDTA 20

¥
mM para evitar su deshidratacion,
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FIGURA 7

Deteccion de la sefal de hibridacion por quimioluminiscencia

CPD Start™ - -
Quimiotuminiscencia

N

Fosfatasa
alcalina

Streptavidina

Biotina

Sonda de DNA

2o 2

Membrana Biodyne C

FIGURA 7. Representacién esquematica de la hibridacién en linea asi como la
detecciéon de la reaccién por quimioluminiscencia.
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DISENO ESTADISTICO

Se realizaron tablas de 2X2 para obtener sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo y se calcularon para las mismas

su intervalo de confianza al 95 por ciento.

La asociacién entre rifampicina e isoniacida se calculé por X? y se obtuvo

su riesgo relativo para dicha asociacion.

Asi mismo se realizaron estadisticas descriptivas como son medidas de

tendencia central de dispersion y porcentajes

CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto fue sometido a evaluacién por el comité de investigacion del
Hospital de Infectologia “Dr. Daniel Méndez” del Centro Médico Nacional “La

Raza” con el nimero de registro 05-09-04-97 .

39



DISENO ESTADISTICO

Se realizaron tablas de 2X2 para obtener sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negative y se calcularon para las mismas

su intervalo de confianza al 95 por ciento.

La asociacién entre rifampicina e isoniacida se calculd por X? y se obtuvo

su riesgo relativo para dicha asociacion.

Asi mismo se realizaron estadisticas descriptivas como son medidas de

tendencia central de dispersion y porcentajes

CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto fue sometido a evaluacion por el comité de investigacién del
Hospital de Infectologia “Dr. Daniel Méndez" del Centro Médico Nacional “La

Raza” con el numero de registro 05-09-04-97 .
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RESULTADOS:

Se analizaron 80 sedimentos de expectoracién de pacientes con el
diagndstico probable de TB pulmonar, los cuales se procesaron para la técnica
de PCR-HLIN y por el método radiométrico BACTEC TB-460. Del total de 80
cultivos aislados de los pacientes, de ellos 37 (46.25 por ciento) , resultaron
sensibles a las 4 drogas probadas (isoniacida, rifampicina, estreptomicina y
etambutol); mientras que 43 (53.75 por ciento) de los pacientes presentaron
aislados resistentes a cuando menos una droga. De los aislados resistentes, 6
(13.9 por ciento) fueron monorresistentes, 37 (46.25 por ciento) resultaron
resistentes a dos drogas y 36 {45 por ciento) fueron resistentes a isoniacida y
rifampicina; en 9 casos {11.25 por ciento) se encontrd aislados resistentes a 3
drogas y solo se encontrd 1 {1.25 por ciento) aislado resistente a las 4 drogas

probadas,

Las sensibilidades obtenidas a los 4 antibiSticos por el método

radiométrico {BACTEC TB-460) de los 80 aislados cbtenidos de sedimentos de

expectoracion estudiados se resumen en la tabla IV:
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Farmmaco Cepa sensible Cepa resistente % resistencia

Estreptomicina 71 9 11.25
Isoniacida 38 42 52.50
Rifampicina 42 38 47.5
Etambutol 77 3 3.75

Tabla IV. Patrén de sensibilidad a los 4 antibioticos (SIRE) obtenido por
BACTEC TB-460, de los aislados de M. tuberculosis de muestras de
expectoracion.

De los 43 aislados en los gue se observo patrones de resistencia, sélo 6
fueron monorresistentes; de estos, 5 fueron resistentes a isoniacida y uno a
rifampicina, mientras que la distribucion de multirresistencia fue; Isoniacida,
rifampicina y otro farmaco en 37 (86 por ciento) , de estos 36 (83.7 por ciento)
presentaron resistencia a isoniacida y rifampicina y en solo caso se presento

resistencia a isoniacida y estreptomicina.

La resistencia a rifampicina y su asociacion con la resistencia a

isoniacida mostré una X? = 51.78 {p= < 0.0001) y un riesgo relativo de 16.29 {i.C.

al 95% de 4.2 - 63.5 por ciento).
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En los 80 sedimentos de expectoracién trabajados por la técnica de PCR-
HLIN se logré su amplificacion (figura 8) sin haber encontrado factores
inhibidores de la amplificacién, para posteriormente llevarse a la hibridacion

en linea reversa, con lo que se obtuvieron los siguientes resultados.

FIGURA 8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

622
527

a4
307

FIGURA 8. Electroforesis en gol de agarosa al 2% donde se observa la
amplificacion del gen rpo B de M. tuberculosis en 5 DNAs de sedimentos
tomados al azar. A la izquierda en el carril 1 se observa el marcador de peso
molecular de bajo rango y en seguida se muestra el fragmento largo (carriles 2-
6) producto de 395 pb, en el carril 7 se tiene el control negativo de la primera
amplificacién. A la derecha se observa el producto biotinilado de PCR de 257
pb {carriles 8-12) utilizado en el ensayo de PCR-HLIN y por iltimo en el carril 13
el control negative del PCR anidado.
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En una primera fase se estandarizé la técnica de PCR-HLIN en 39
aislados puros y bien identificados de M. tuberculosis; per el meétodo
radiométrico de BACTEC TB-460 resultaron 18 sensibles y 21 resistentes y por

el método de PCR-HLIN resultaron 17 sensibles y 22 resistentes.

Posteriormente en una segunda fase, una v2z estandarizada la técnica se
trabajaron las alicuotas de los sedimentos de expectoracién. Para ello en cada
membrana se colocaron los productos de PCR de 40 muestras. En la figura 9,
panel 1 se colocaron controles negativos en los carriles 1, 27 y 42, En la misma
figura pero en el panel 2 se colocaron controles negativos en los carriles 1, 42,

43,44 .

Como se muestra en la figura 9 (paneles 1 y 2) de los 80 sedimentos
estudiados por el método de PCR-Hibridacién en linea para la deteccion de
resistencia a rifampicina, 41 (51.25 por ciento) presentaron mutaciones
asociadas a resistencia, mientras que por el método radiométrico, solo 38
{47.5 por ciento) fueron resistentes. El resto de las muestras 39 (48.75 por
ciento) fueron identificadas con este método como sensibles, mientras que por
el método radiométrico fueron identificadas 42 (52.5 por ciento), con los datos
antes mencionados se realizd una tabla de 2X2 para e! andlisis estadistico

{tabla V).
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FIGURA 9 |

Ensayo tipico de hibridacion en linea
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FIGURA 9. Resultado de hibridacion en linea para 80 muestras de DNA de
sedimentos de expectoracién de pacientes con diagndstico clinico de
tuberculosis pulmonar. A la izquierda de la figura se presentan las
denominaciones de los oligonucledtidos que cubren la regién de 89 nucledtidos
de la zona de mutacién del gen rpo B y que se asocia a resistencia a
rifampicina. En la parte superior se sitian las secuencias silvestres (sin
mutacién) mientras que en la parte inferior, todas aquellas que se han asociado
a mutaciones que confieren resistencia al antibidtico. La colocacion de las
muestras se describe en el texto.
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FIGURA 10

REPRESENTACION ESQUEMATICA PCR-HLIN
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+ Oligonucleétidos correspondientes a la secuencia del gen rpo B sin mutacién

** Oligonucledtidos correspondientes a la secuencia del gen rpo 8 con mutacién

FIGURA 10. Representacion esquematica del panel 1. La numeracion de la parte
superior corresponde a cada una de las muestras en que se colocaron en el
blotter, a la izquierda de la figura se presentan las denominaciones de los
oligonucledtidos de la zona de alta mutacién del gen rpo B. Se observan los
sitios de hibridacién en linea en los sitios correspondientes a oligonucleétidos

de DNA de cepas sensibles y resistentes respectivamente.

RESULTADO DEL METODO
RADIOMETRICO
(+) (=)
RESULTADO (+) 36 5 41
DE PCR-HLIN (-} 2 37 39
38 42 80

Tabla V. Tabla de 2x2 donde se observan los resultados obtenidos por ambos métodos
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Bajo el analisis estadistico usado y los datos antes mencionados,
nuestra prueba diagnéstica; cuando se estandarizé a partir de aislados puros y
bien caracterizados se obtuvo una sensibilidad de un 100 por ciento y una
especificidad de 94 por ciento, con un valor predictivo positivo de 95 por ciento

y un valor predictivo negativo de 100 por ciento.

Cuando se realizé a partir de sedimentos de expector;cién, mostré una
sensibilidad de un 94.7 por ciento (1.C. 80.9 - 99.1), y una especificidad de un
88.1 por ciento (I.C. 73.6 - 95.5), con un valor predictivo positivo de 87.8 por
ciento (I.C. 73 - 95.4) y un valor predictivo negativo de 94.9 por ciento (I.C. 81.4
= 99,1) con una exactitud tota! de la prueba de un 91.25 por ciento, comparado

con el método radiométrico.

Para analizar las mutaciones identificadas por el métedo de PCR-HLIN,
se correlacioné el sitio de hibridacién de la sonda con respecto a los
oligonucledtidos resistentes y la substitucion del aminoacido correspondiente.

Los resultados son mostrados en la tabla V1.
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No. de sedimentos  Posicién de mutacién Substitucion

con mutacion Originat ——» Nuevo
28 531 SERINA LEUCINA
7 526 HISTIDINA ASPARTICO
2 526 HISTIDINA TIROSINA
5 ? DESCONOCIDO

Tabla VI. Frecuencia de mutaciones del gen rpo B asociadas a resistencia a
rifampicina de M. tuberculosis amplificado a partir de sedimentos de
expectoracion.

La mayor frecuencia de mutacion se encontré en el aminoacido 531,
siendo el reemplazo de serina por leucina el mas frecuente. En 5 casos no hubo
hibridaciéon con los oligonucledtidos resistentes pero hubo ausencias en

alguno de los 5 oligonucledtidos sensibles, por lo que fueron considerados

resistentes.
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DISCUSION

La finalidad del presente estudio fue obtener un método de diagnéstico
mas rapido y efectivo que los método tradicionales para determinar la
resistencia a rifampicina, a partir de sedimentos de expectoracion de pacientes

con diagnéstico clinico de tuberculosis pulmonar,

En los Gltimos afios se establecieron los mecanismos moleculares de la
resistencia a rifampicina. Asi, se ha establecido que mutaciones en el gen rpo
B que codifica para la subunidad 8 de la RNA polimerasa se ha asociado con su
resistencia, con lo que se han desarroliado nuevas técnicas para su
diagnéstico. Entre otros métodos tenemos a la secuenciacién del DNA, el cual
es considerado el mejor método molecular para detectar mutaciones. La
desventaja de este método es que se requieren de equipos complicados y de
alta tecnologia, ademas de los altos costos que esto implica. Por otro lado aste
método se ha considerado el estindar de oro para evaluar métodos que tratan

de detectar mutaciones en forma indirecta %<+,

Entre otros métodos descritos para determinar en forma indirecta las

mutaciones de! gen rpo B se encuentra el polimorfismo en la movilidad de
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cadena sencilla del DNA (SSCP ), el cual se basa en la diferencia de estructura
que presenta el gen rpo B debido a las mutaciones, éste cambio de estructura
influye en la velocidad de migracién en un gel de agarosa. A diferencia del
ensayo de PCR-HLIN, este método no es capaz de analizar muestras de
sedimentos ya que se requiere de aislados puros bien identificados. Por otro
lado, este método no diferencia entre mutaciones silenciosas ya reportadas
previamente y que no son asociadas a resistencia, con lo cual pudiera generar
falsos positivos, como ha sido demostrado por las bajas sensibilidades y
especificidades obtenidas hasta ahora. La principal causa de esto ha sido

sugerida que radica en la capacidad del personal que realiza esta técnica “**".

Otro de los métodos ampliamente descritos es el ensayo comercial INNO-
LiPA Rif. TB el cual, ya se encuentra en uso en algunos laboratorios de
diagndstico clinico, este método se basa en la hibridacion reversa y se ha
obtenido una buena sensibilidad y especificidad, pero su uso en los paises de
3er mundo es muy limitado debido a los altos costos del kit “***. En este
sentido el métodoe de PCR-HLIN descrito aqui, se propone como un método
alternativoe en los paises en desarrollo ya que se pueden realizar hasta 44
determinaciones de resistencia a rifampicina en un solo ensayo y la membrana
se reutiliza hasta por mas de 15 veces y probarta cada vez con diferentes DNA

de sedimentos de expectoracion .
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De lo anterior, es claro que el método de PCR-HLIN permite el
diagnéstico de resistencia a rifampicina en sedimentos de expectoracion de
pacientes mexicanos con una aita sensibilidad y egpecificidad, por lo que se
podria utilizar ampliamente en los laboratorios de referencia. No obstante que
presenta una disminucién en los valores de sensibilidad y especificidad cuando
se trabaja con DNA amplificado a partir de sedimentos de expectoracién, con
respecto al uso de DNA obtenido de cultivo {en donde se tiene 100% de
sensibilidad y especiﬁcidad de 97%), los valores son suficientemente altos
como para considerarla una buena prueba. Las razones por las cuales ocurre
esta disminucién pueden estar dadas por la posible coexistencia de dos o mas
micobacterias; de ahi que en nuestra membrana se observa en algunos
productos amplificados hibridacién con todos los oligonucledtidos sensibles y
en algunos de los resistentes, lo que hace suponer la existencia de diferentes
sensibilidades en un mismo paciente. Esta discrepancia también fue
observada por el método de INNO LiPA Rif Tb “%. Otra posible razon puede ser
la presencia de otras mutaciones asociadas a resistencia pero fuera de la
region analizada de 89 nucleétidos y que pudiera estar presente en aislados de
diferente 4rea geografica; esto podra asegurarse cuando se realice

secuenciacién en un mayor numero de aislados de origen mexicano.
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Una de las deficiencias de nuestro método es la falta de un marcador
especifico del complejo tuberculosis, ya que como se ha demostrado por otros
autores, el PCR anidado del gen rpo B no es completamente especifico para
dar una amplificacién, por lo que se pudieran amplificar DNA de otras
micobacterias™®. En nuestro caso, en todos los sedimentos que se trabajaron
hubo el aislamiento por cultivo e identificacién de micobacterias del complejo
tuberculosis, por lo que la especificidad se conservé alta. Este analisis podria
mejorarse si ademés se analizaran muestras de expectoraciones que

contengan micobacterias diferentes al complejo tuberculosis.

El ensayo de PCR-Hibridacién en linea permite la deteccion a partir de
sedimentos de expectoracién de M. tuberculosis resistentes a rifampicina en
72 horas a diferencia del método radiométrico que se requieren de 6-8
semanas y con un costo en reactivos inicial de $89,100.00 MN con lo que se
podran analizar 18 800 sedimentos, lo que da un costo por muestra de $4.50
MN en reactivos; comparade con el método radiométrico que requiere
aproximadamente de $1000.00 MN por muestra, el método de PCR-HLIN puede
ser de gran ayuda en los paises en desarrollo. La desventaja del método PCR-
HLIN es que sélo se evalda una droga comparada con las 4 determinadas por el
método radiométrico. Otra de las desventajas del método de PCR-HLIN es que
solo se reporta como sensible o resistente sin poder realizar la determinacion

de resistencia en funcién de su concentracién minima inhibitoria, aunque ésta
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misma deficiencia la tiene el método radiométrico. Hasta el momento, otros
autores han asociado el sitio de mutacion con el grado de resistencia; de esta
manera, han reportado que la mutacién en el aminoacido 531 se ha asociado
con una concentracién minima inhibitoria > 64 yg/ml, por lo que de acuerdo a

su tipificacién gendtipica se podra tener su perfil fenotipico 7.

El sitio de mayor frecuencia de mutacién en las cepas de M. tuberculosis
analizadas corresponde al aminoacido 531 (Ser-Leu), con un total de 28 de 42
cepas resistentes, lo que corresponde a un 66.6 por ciento. Este valor se
encuentra por arriba de los reportes internacionales que van de 35 a un 44 por
ciento. En algunos casos no hubo hibridacién por lo que probablemente
correspondié a mutacién fuera de la regién de 89 nucleétidos o a mutacion de
baja frecuencia que no son cubiertos por los oligonucledtidos usados por el
ensayo. Esto requiere por lo tanto de un estudio de secuenciacién de DNA a4
El hecho de que un gran porcentaje de aislados mexicanos de M. tuberculosis
presenta esta mutacién, puede facilitar la determinacién de resistencia a
rifampicina por el método de PCR-HLIN ®, Esto ultimo se refuerza ademas en
el hecho de que existe una gran asociacién entre la resistencia de M.
tuberculosis a rifampicina y la encontrada con isoniacida (37 aislados contra 35
respectivamente). Esto que se ha observado en nuestro estudio también ha
sido informado en otros paises, por lo que el método de PCR-HLIN podria
también considerarse como un método capaz de identificar

multidrogorresistencia "9,
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Es de llamar la atencién que en la mayoria de los aislados resistentes se
encontré esta asociacién entre la resistencia a isoniacida y rifampicina asi
como la poca presencia de monoresistencia a rifampicina o asociada con
otras drogas. Asi, de 43 aislados que se encontraron resistentes a algun
farmaco, 37 presentaron un patrén de multidrogorresistencia asociado a
rifampicina, por lo que el determinar la resistencia a rifampicina tiene un valor

predictivo alto de muitidrogorresistencia .
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ANEXO 1

SOLUCIONES Y AMORTIGUADORES UTILIZADOS

SOLUCIONES STOCK GENERALES

20X SSPE

0.2 M Na,HPO, 2H,0 35.6 g
3.6 M NaCl 210.24 g/
20 mM EDTA . 7490
Ajustar a pH de 7.4

Esterilizar en autoclave y guardar a temperatura
ambiente (TA) maximo 1 aiio.

10% SDS

10 g SDS / 100 ml agua desmineralizada
Disolver calentando a §5°C por 20 min.
No esterilizar en autoclave, guardar a TA
nc mas de 1 mes.

0.5 M EDTA, pH 8.0
186.12 EDTA/l de agua desmineralizada
Guardar a TA maximo 1 afio.

Amortiguador TE 10x

(100 mM Tris/HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA)
12.11 gril Tris

20 ml 0.5 M EDTA

Ajustar el pH a 8 con HCI concentrado y
agua destilada a volumen final de 1|
Esterilizar en autoclave y guardar a TA
maximo 1 afio.

5M NaCl ’
29.2 g NaCl/100 ml de agua destilada
Esterilizar en autoclave y guardar a
TA maximo 1 afo.
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Isopropanol .
Guardar a TA maximo 1 afio.

Etanol absoluto
Guardar a TA maximo 1 aiio.

Fenol buffer saturado
Guardar a TA maximo 1 afo.

SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION DE DNA

Amortiguador TE 1X
Tomar 1 volumen de TE 10X y 9 volimenes de ddH,0
Esterilizar en autoclave y guardar maximo 1 afio a TA.

Solucion de lisozima
10 mg lisozima/ml agua destilada
Guardar en alicuotas a -20°C maximo 1 aio.

Proteinasa K

Disolver 10 mg de proteinasa Ken 1 ml
de agua destilada estéril

Guardar en alicuotas a -20° maximo 1 afio.

Mezcla de SDS/Proteinasa K

Mezclar 5 i proteinasa K {10 mg/ml) con 70 ul 10% SDS
Mezclar antes de usar

Solucién de CTAB/NaCl

_ Disolver 4.1 gr de NaCl en 80 ml agua destilada, afiadir 10 gr CTAB (N-cetyl
N,N,N,-trimethyl bromuro amonio) y en caso necesario, calentar la solucion a
65°C, ajustar a un volumen de 100 ml con agua destilada.

Guardar a TA no mas de 6 meses.

Cloroformo
Guardar 4°C no mas de 1 afio.

Etanol al 70%

Mezclar7 volimenes de etanol con 3 volimenes de agua destilada
Guardar a TA no mas de 1 afio
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SOLUCIONES PARA LA AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN rpo B.

Buffer de PCR 10X

10 mM Tris-HCI, pH 9.0

1.5 mM MgCl,

50 mM KCI

0.1% Triton X-100

0.01% gelatina (wiv)

Guardar en alicuotas a -20° méaximo 1 afio.

Amplificasa
5U taq polimerasajul.

Guardar a -20°C maximo 1 aio.

dNTP's
Agregar 10 pul de cada dNTP {solucién 100 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) y 360
pl de agua desionizada. Guardar en alicuotas a -20°C méaximo 1 ano.

Agarosa 2%
Disolver 2 gr agarosa en 98 ml buffer de corrida TAE 1X

Preparar antes de su uso.

Amortiguador de corrida TAE 1X
Tris- Base 0.04 M
EDTA 0.001 M

SOLUCIONES PARA LA PREPARACION DE LA MEMBRANA E HIBRIDACION

0.5 M NaHCO,,pH8.4
10.5 g NaHCO3/250 ml agua desmineralizada
Guardar a TA maximo 1 afo.

16% (wiv) EDAC (1-ethyl-3-(3dimethylaminoproyl)carbodiimide)
1.6 g EDAC/M0 ml agua desmineralizada
Preparar antes de su uso.

2xSSPE
Diluir 20xSSPE 10 veces en agua desmineralizada
Preparar antes de su uso.
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Tinta china 1:100 en 2XSSPE
100 pl de tinta china /900 i 2xSSPE
Guardar a TA maximo 1 aiio.

0.1 M NaOH
0.8 g NaOH/200 m| agua desmineralizada
Preparar antes de su uso.

2xSSPE/0.1% SDS
100 mi 20xSSPE y 10 ml 10% SDS en 890 ml agua desmineralizada
Preparar antes de su uso.

20mM EDTA, pH 8.0
| volumen 0.5 M EDTA/24 volumenes de agua desmineralizada
Guardar a TA maximo 1 afo.

2xSSPE/0.1%SDS
100 mi 20xSSPE y 10 ml 10% SDS/ 890 m| agua desmineralizada
Preparar antes de su uso.

2xSSPEN.5% SDS
100 ml 20xSSPE y 50 ml 10%SDS/850 ml agua desmineralizada
Preparar antes de su uso.

Conjugado de streptavidina-fosfatasa alcalina
500 U/ml. Guardar a +4°C maximo 1 afio.

2x SSPE
Diluir 20xSSPE 10 veces en agua desmineralizada

CDP Start™
Guardar +4°C méaximo 6 meses.

SOLUCIONES PARA RE-USO DE LA MEMBRANA.

1% SDS
100 mi 10% SDS /900 ml agua desmineralizada
Guardar a TA maximo 1 mes

20 mM EDTA, pH 8.0
Mezclar 1 volumen de 0.5 M EDTA/24 volimenes de agua desmineralizada
Guardar a TA maximo 1 aiio.
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