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Las micobacterias constituyen un grupo de bacterias de
gran interés en medicina, ya que, junto a especies teluricas
y oportunistas, se hallan 2 especies (Mycobacterium
tuberculosis y Mycobacterium leprae) de gran importancia
en salud publica. A pesar de los esfuerzos realizados para
su control, la tuberculosis (TB) sigue siendo en la
actualidad uno de los problemas sanitarios de mas
trascendencia mundial.

En los ultimos anos, la micobacteriologia ha
experimentado importantes avances tecnologicos. A pesar
de ello, el diagnéstico temprano de la infeccion por
micobacterias y, especialmente de la TB, sigue recayendo
en el examen microscoépico de las muestras tenidas de
manera adecuada. En la actualidad, éste sigue siendo el
procedimiento mas simple, de mejor coste-efectividad y
rapidez para proporcionar al clinico una orientacion
diagnéstica preliminar.

El control efectivo de la TB se basa en la deteccion rapida
de M. tuberculosis, seguido por la inmediata
implementacién del tratamiento antituberculoso
adecuado. La emergencia de cepas resistentes a los
farmacos antituberculosos agudiza la necesidad de
disponer de métodos rapidos de deteccion de M.
tuberculosis y de resistencias. La disponibilidad de
métodos de epidemiologia molecular de facil
implementacion y estandarizacion, que nos permitan
identificar casos relacionados, es fundamental para
identificar brotes epidémicos que ayuden a controlar la
propagacion de la TB.

Aun reconociendo los evidentes progresos realizados en el
diagnéstico molecular de las infecciones micobacterianas,
las técnicas disponibles son todavia insuficientes. En esta
revision, describimos el estado actual de las principales
técnicas moleculares para la deteccion directa de
micobacterias en muestras clinicas, para su identificacion,
deteccion de resistencias a los principales farmacos
antituberculosos y de epidemiologia molecular. En cada
caso, destacamos las ventajas y las limitaciones de ellas.
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En un préximo futuro la micobacteriologia clinica
evolucionara, con bastante probabilidad, hacia la
universalizacion de las técnicas genéticas aplicadas al
diagnostico directo y la deteccion de resistencias. La
epidemiologia molecular de la TB se realizara, en sus
diferentes aplicaciones, con técnicas mas rapidas y
automatizadas que las actuales.
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Utility of molecular biology in the microbiological diagnosis
of mycobacterial infections

Species within the Mycobacterium genus are of major
medical interest, since, together with environmental and
opportunistic species, there are two species
(Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium leprae)
that remain an important public health challenge. Despite
efforts to control tuberculosis (TB), this disease remains
one of the most prominent health problems worldwide. In
the last few years, mycobacteriology has experienced
major technological advances. Nevertheless, the early
diagnosis of mycobacterial infection and, especially of TB,
is still based on microscopic examination of properly
stained samples. At present, this procedure is still the
simplest, fastest and most cost-effective method for
preliminary diagnostic guidance. Effective control of TB is
based on rapid detection of M. tuberculosis, followed by
immediate implementation of the appropriate
antituberculosis therapy. Because of the emergence of
multidrug resistant strains, the development of rapid
diagnostic methods, both for identification of M.
tuberculosis and susceptibility testing, has become a
pressing need. The availability of molecular epidemiology
methods that are easy to implement and standardized and
that would allow identification of related cases is of key
importance to identify epidemic outbreaks and control the
spread of TB. Despite the evident progress in the
molecular diagnosis of mycobacterial infections, the
available techniques are still inadequate. In this review, we
describe the state of the art of the main molecular
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techniques for direct detection of mycobacteria in clinical
samples, their identification, detection of resistance to the
most important antituberculosis agents, and molecular
epidemiology. In each case, we describe the advantages
and limitations of current techniques. In the near future,
clinical mycobacteriology will probably evolve to the
universal use of genetic techniques for direct diagnosis
and detection of resistance. The molecular epidemiology
of TB will be performed, in its various applications, by
faster and more automated techniques than those
currently available.

Key words: Mycobacteria. Direct detection. Identification.
Resistance detection. Molecular epidemiology.

Introduccion

Las infecciones por micobacterias contintian siendo
causa de una elevada morbilidad y mortalidad en todo el
mundo. Se estima que un tercio de la poblacién mundial
esta infectada por Mycobacterium tuberculosis, con 9 mi-
llones de casos de tuberculosis (TB) activa y mas de 1,7
millones de muertes cada afio!. Estas cifras, lejos de dis-
minuir, aumentan, asi como el nimero de cepas resisten-
tes a los farmacos antituberculosos de primera linea. El
problema de la TB es particularmente grave en los paises
en vias de desarrollo. Sin embargo, la incidencia de la en-
fermedad ha aumentado en nuestro medio en los dltimos
afios. Primero como consecuencia de la epidemia del vi-
rus de la inmunodeficiencia humana, y, posteriormente,
por el incremento de los nucleos de poblacién marginales
y las corrientes migratorias procedentes de paises con
una incidencia alta de la enfermedad. En Espana, se es-
tima que cada afio aparecen unos 10.000 casos nuevos de
TB, hecho que supone una tasa de incidencia global de 25
por 100.000 habitantes, de los cuales un 1% corresponde
a cepas multirresistentes. De estos casos, la mitad son
baciliferos, es decir, con capacidad de contagio.

Un factor esencial en el control de la expansién de la
TB radica en la capacidad de diagnosticar la enfermedad
en sus primeras fases. Los métodos microbiolégicos de re-
ferencia en el diagnéstico de la TB contintan siendo el
examen microscopico, el cultivo y el aislamiento de M. tu-
berculosis. Sin embargo, como es bien conocido, las técni-
cas actualmente disponibles son insuficientes para las
necesidades de la clinica. Las técnicas de examen micros-
copico presentan una sensibilidad baja y las técnicas de
cultivo en medio sé6lido son lentas, por lo que se requieren
periodos de incubacién de hasta 2 meses. Ademads, los
métodos de identificacién tradicionales son laboriosos y
lentos. La incorporacién de nuevos medios liquidos adap-
tados a equipos automatizados ha permitido reducir el
tiempo de aislamiento. Ademas, la utilizacion de siste-
mas automatizados en medio liquido para el estudio de la
sensibilidad a los antituberculosos permite disponer de
los resultados en 15-20 dias desde el aislamiento de la ce-
pa de M. tuberculosis®.

Desde su aparicion, las técnicas basadas en la biologia
molecular se han considerado como una alternativa a los
métodos convencionales. Por sus caracteristicas intrinse-
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cas, estas técnicas moleculares nos deberian ayudar a re-
ducir el tiempo de diagnéstico, a realizar la identificaciéon y
a detectar las resistencias mas frecuentes de forma rapida
y, ademads, a realizar estudios de epidemiologia molecular.
A continuacién, se detallan las principales técnicas dispo-
nibles para el diagnéstico microbiolégico de las infecciones
por micobacterias, y se presta una atencién especial a las
orientadas al diagndstico y tratamiento de la TB.

Deteccion directa de Mycobacterium
tuberculosis en muestras clinicas

En los dltimos anios, se han desarrollado y evaluado un
gran numero de técnicas para detectar micobacterias,
fundamentalmente M. tuberculosis, directamente de mues-
tras clinicas. En estas técnicas, tanto de desarrollo case-
ro como comercializadas, se amplifican diferentes dianas
genéticas y se utilizan distintos métodos de amplificacion
y de revelado del producto amplificado. Es necesario se-
nalar que la sensibilidad de estas técnicas es dependien-
te en gran medida de la utilizacién de métodos optimiza-
dos y correctamente estandarizados para extraer el ma-
terial genético, y que es recomendable emplear técnicas
que incluyan controles internos de amplificacién para de-
tectar las posibles inhibiciones.

Técnicas de amplificacion no comerciales

Se han descrito diferentes protocolos de técnicas no co-
merciales basadas en la amplificacién de diferentes se-
cuencias diana (IS6110, hsp65, MBP64 o rpoB) mediante
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o nested-PCR.
El revelado del producto amplificado se realiza mayorita-
riamente mediante electroforesis en gel de agarosa. Re-
cientemente, en un metaandlisis, en el que se comparaban
las técnicas no comerciales de amplificacién, se senalaba
que la amplificacién de IS6110 mediante nested-PCR era
la que presentaba un rendimiento mejor?.

Sistemas de amplificacion estandarizados
y disponibles comercialmente

Técnicas de amplificacion y revelado automatizado
o semiautomatizado

Las técnicas més ampliamente utilizadas son, por un
lado, el Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct As-
says—AMTD2 (Gen-Probe Incorporated, San Diego, Esta-
dos Unidos)*® y LCx Mycobacterium tuberculosis Assay
(Abbott Laboratories, Illinois, Estados Unidos)1%1, que
son técnicas semiautomatizadas; y, por otro lado, las téc-
nicas Amplicor Mycobacterium tuberculosis Test y CO-
BAS Amplicor Mycobacterium tuberculosis Test (Roche
Molecular Diagnostics, California, Estados Unidos)'*"* y
BD ProbeTec™ ET assay (BD Biosciencies, Sparks, Md.
Estados Unidos)'®15!7, que son técnicas totalmente auto-
matizadas. En la tabla 1 se muestra la diana que se ampli-
fica en cada sistema, el método de deteccién y los valores de
sensibilidad y especificidad para las diferentes técnicas,
tanto en muestras respiratorias como extrarrespirato-
rias. La mayoria de los estudios demuestra que la especi-
ficidad de estas técnicas es aceptable tanto en muestras
respiratorias como extrarrespiratorias, mientras que la
sensibilidad es variable, encontrando siempre la mayor
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TABLA 1. Diana de amplificacion, método de deteccion y valores de sensibilidad y especificidad tanto en muestras de origen
respiratorio como extrarrespiratorio de las técnicas de amplificacion comercializadas

Técnica Diana de Método de deteccion Sensibilidad Sensibilidad Especificidad
amplificacién en muestras en muestras global (%)
respiratorias (%) extrarrespiratorias (%)

AMTD2 16S rARN Quimioluminiscencia 80-100 60-90 95-100
LCx Proteina antigénica b Fluorométrica 80-90 65-80 90-100
AMPLICOR 16S rARN Colorimétrica 75-100 45-60 90-100
BD ProbeTec 1S6110 y 16S rARN Fluorométrica 55-100 30-80 45-100
INNO-LIPA v2 IR16S-23S Colorimétrica 50-95 60-80 90-100
GenoType Direct 23S rARN Colorimétrica 60-95 60-80 95-100
RT-PCR 16S rARN Fluorométrica 70-90 65-85 85

rARN: receptor del dcido ribonucleico; RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.

sensibilidad en muestras respiratorias con baciloscopia
positiva. En este sentido hay aun gran controversia sobre
su utilidad real en muestras con baciloscopia negativa.

Técnicas de amplificacion y revelado por hibridacion
en fase sélida

En estas técnicas, la deteccién del producto amplificado se
realiza mediante sondas de 4cido desoxirribonucleico (ADN)
especificas fijadas en tiras de nitrocelulosa. Fundamental-
mente, hay técnicas comercializadas, la primera de las cua-
les es el INNO-LIPA Mycobacteria v2 (Innogenetics N. V.,
Gante, Bélgica), que, a pesar de que se desarroll6 para iden-
tificar M. tuberculosis y otras especies micobacterianas a
partir de aislamientos, también ha demostrado ser tutil en la
deteccion directa de muestra clinica, especialmente en mues-
tras respiratorias con baciloscopia positival®. La segunda
técnica es el Genotype Mycobacteria Direct (Hain Lifes-
cience GmbH, Nehren, Alemania) que detecta la presencia
de Mycobacterium avium, M. intracellulare, M. kansasii, M.
malmoense y M. tuberculosis complex con una buena sensi-
bilidad®. Estas técnicas, a pesar de que son laboriosas y no
estan automatizadas, presentan la ventaja de que son ca-
paces de detectar en el mismo ensayo otras especies mico-
bacterianas, ademads de M. tuberculosis.

PCR en tiempo real

Estas técnicas se basan en la amplificacién y la detec-
cion del amplificado de forma simultédnea. Se utilizan
sondas complementarias a las secuencias de interés. Al ir
marcadas con fluorocromos, a medida que se amplifica el
fragmento seleccionado, se detecta la emision de fluores-
cencia. Las sondas més empleadas son las TagMan, Bea-
con y FRET. La deteccién de M. tuberculosis por PCR en
tiempo real directamente de muestra clinica puede dis-
minuir el tiempo de deteccién e identificacién a unas 3 h
en total, y es mas sencilla de realizar que las técnicas ci-
tadas anteriormente. En estas técnicas, al no ser necesa-
ria la manipulacién del producto amplificado, se minimi-
zan los problemas de contaminacion.

Por el momento, no hay estudios suficientes para poder
determinar la verdadera utilidad de las técnicas de PCR
en tiempo real comercializadas, como son Mycobacterium
tuberculosis TM PCR kit (Artus GmbH, Hamburgo, Ale-
mania)®, RealAccurate™ Mycobacterium tuberculosis
PCR Kit (Pathofinder, Maastricht, Paises Bajos), MTBC-
RealCycler (Ingenie Molecular, Progenie Molecular, Va-
lencia, Espafia) y COBAS TagMan MTB Test (Roche Mo-
lecular Diagnostics, Branchburg, Estados Unidos), aun-

que los datos disponibles parecen indicar que son técni-
cas sensibles y con una buena especificidad.

Identificacion

Sondas de acidos nucleicos

Las primeras sondas comerciales no radiactivas dispo-
nibles fueron las de AccuProbe (Gen-Probe Incorporated,
San Diego, Estados Unidos). El uso de estas sondas de
ADN complementarias al acido ribonucleico (ARN) ribo-
sémico micobacteriano, marcadas con quimioluminiscen-
cia, permite identificar M. tuberculosis, el complejo My-
cobacterium avium-intracellulare, M. kansasii y M. gor-
donae a partir de cultivo sélido y liquido, sin necesidad de
amplificacion genéomica. Esta técnica presenta una buena
sensibilidad y especificidad, pero el numero de especies
que identifica es limitado?!. Alternativamente, también
se han diseniado sondas fluorescentes de dcidos nucleicos
peptidicos (Dako Probe MTB Culture Confirmation Test.
Dako, Dinamarca) que permiten diferenciar entre mico-
bacterias del complejo M. tuberculosis del resto de mico-
bacterias?2.

Técnicas de amplificaciéon genémica

Las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos han
resultado de gran utilidad para identificar micobacterias,
y la mayoria de ellas permite realizar la identificacion en
unas pocas horas. Se pueden aplicar tanto a cepas aisla-
das en cultivo sélido, como a partir de medios liquidos. A
continuacién detallamos algunas de las técnicas mas uti-
lizadas en funcién del método de revelado.

Hibridacioén en fase sélida

Estas técnicas se basan en la amplificacién de una se-
cuencia diana, y su posterior hibridacién, en tiras de ni-
trocelulosa marcadas con sondas especificas para las di-
ferentes especies que se quiera identificar. Estas técnicas
son rapidas y de facil interpretacion. En estos momentos,
disponemos de 2 sistemas comercializados: INNO-LIPA
v2 (espacio intergénico 16S-23S)??* y Genotype (23S rR-
NA). INNO-LIPA v2 incluye 16 sondas diferentes y Ge-
notype se presenta en diferentes formatos: GenoType My-
cobacterium CM para la identificacion de 14 de las espe-
cies de micobacterias de més interés clinico; GenoType
Mycobacterium AS para la identificacion de 16 especies
micobacterianas adicionales, y GenoType MTBC para
identificar especies dentro del complejo M. tuberculosis
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(M. africanum, M. bovis BCG, M. bovis ssp. bovis, M. bovis
ssp. caprae, M. microti, y M. tuberculosis /| M. canettii)?>%.

Polymorphism Restriction Amplification (PRA)

Consiste en la amplificacion mediante PCR del gen
hsp65, seguida de una digestién del producto de ampli-
ficacion mediante 2 enzimas de restriccion (BstEIl y
Haelll)*?8, E] anélisis del polimorfismo de los fragmen-
tos de restriccion (RFLP) permite diferenciar entre las di-
ferentes especies micobacterianas. Los resultados se ba-
san en el andlisis de los patrones de restriccion obtenidos
en la electroforesis. La interpretacion de los patrones se
realiza de acuerdo con bases de datos internacionales
(http:// app.chuv.ch/prasite/). La utilizacion de un softwa-
re para el andlisis de las imégenes facilita la interpreta-
cién de los patrones de restriccion.

PCR en tiempo real

Las técnicas de identificacion mediante PCR en tiempo
real, ya comentadas en el apartado de deteccién, se pue-
den emplear también para la identificaciéon a partir de
cultivo sélido o liquido®.

Secuenciacion

Las técnicas de secuenciacién se pueden emplear para
la identificaciéon a partir de cultivo liquido o sélido. Las
secuencias mas empleadas para la identificacién son 16S
rADN y hsp65. Las secuencias obtenidas pueden anali-
zarse en diversas bases de datos internacionales. Estas
técnicas son laboriosas y requieren de un equipamiento
que no siempre se encuentra disponible en los laborato-
rios de microbiologia.

Deteccion de los mecanismos de resistencia

La mayoria de las técnicas moleculares desarrolladas
se han dirigido a detectar mutaciones relacionadas con la
resistencia a la rifampicina (RIF) y la isoniacida (INH).
La resistencia a la RIF esta relacionada con mutaciones
en la regién de 81 bp del gen rpoB (codones 507-533) que
codifica para la subunidad B de la ARN polimerasa de-
pendiente del ADN%. En maés del 95% de las cepas resis-
tentes, las mutaciones se encuentran en esta zona con-
creta, lo cual ha facilitado el desarrollo de métodos para
su deteccién. Sin embargo, las bases moleculares de la re-
sistencia a INH son més complejas, ya que las mutacio-
nes involucradas se encuentran en mas de un gen o com-
plejos genémicos como katG, inhA, KasA y la regién in-
tergénica del complejo oxyR-aphC?'. El gen KatG codifica
la enzima catalasa-peroxidasa, encargada de la activa-
cién de la INH. La mutacién maés frecuente se encuentra
en el codén 315 y se asocia a nivel de resistencia alto (> 1
ug/ml)3t32, Por su parte, el gen inhA codifica para la enzi-
ma enoil ACP reductasa que participa en el proceso de
sintesis de los acidos micélicos de la pared bacteriana.
Las mutaciones en la regién reguladora se traducen en
un aumento de la sintesis de la enzima, compensando la
accion inhibidora de la INH. Por eso, las mutaciones aso-
ciadas a este gen suelen conferir resistencia a INH de ba-
jo nivel (< 1 ug/ml)3133,

Actualmente hay distintas técnicas moleculares para
detectar resistencias de M. tuberculosis. Se basan en la
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amplificacién de la regién genémica de interés, es decir,
aquélla en la que se han descrito mutaciones asociadas a
la aparicién de resistencia a alguno de los farmacos y el
posterior analisis del producto amplificado. En funciéon
del sistema de revelado, los métodos moleculares se divi-
den en 4 categorias: electroforesis, hibridacién, PCR en
tiempo real y secuenciacion.

Revelado por electroforesis

Estas técnicas se basan en el estudio de los patrones de
movilidad electroforética que tienen los fragmentos de
ADN, en funcién de si son secuencias wild type o si presen-
tan mutaciones. Para facilitar la deteccién de los cambios
en la estructura terciaria del ADN, se seleccionan diferen-
tes condiciones electroforéticas y se usan geles de poliacri-
lamida de alta resolucién. Hay 2 variantes ampliamente
estudiadas, como son la PCR-SSCP (single-strand-confor-
mation-polymorphisms) y la técnica de heteroduplex®. Son
técnicas rapidas y faciles de realizar, aunque no todos los
cambios nucleotidicos son féciles de detectar.

Revelado por hibridacion en fase sélida

Hay 2 sistemas comercializados: INNO-Lipa Rif Th??,
que detecta resistencia a RIF, e y GenoType MTBDR-
plus®, que detecta resistencia a RIF e INH. Ambos en-
sayos se basan en el uso de unas membranas de nitro-
celulosa sobre las cuales estan fijadas unas sondas para
secuencias de los genes rpoB, katG e inhA, que son ca-
paces de identificar individualmente las mutaciones de
interés.

Estas técnicas tienen una buena sensibilidad analitica
cuando se utilizan a partir de cepas aisladas, que se co-
rrelacionan con los resultados fenotipicos de los antibio-
gramas convencionales y de secuenciacién. De todos mo-
dos, la sensibilidad de las técnicas también depende de
la frecuencia con que las mutaciones estudiadas se pre-
senten en el ambito epidemiolégico de estudio. También
se han usado para la detecciéon de resistencia directa-
mente en muestras clinicas. Para las muestras con baci-
loscopia positiva, los valores de sensibilidad obtenidos
son elevados, mientras que para las muestras con baci-
loscopia negativa estas técnicas no poseen suficiente
sensibilidad.

Una variante también basada en el principio de hibri-
dacién son los arrays de ADN. En este caso, las sondas se
encuentran inmovilizadas en un soporte de silice o vidrio.
Una de las ventajas es que permite incorporar un nime-
ro mayor de sondas, con lo que asi aumenta su capacidad
de deteccién. Tiene una buena sensibilidad en cepa y
muestra directa positiva®’.

Revelado por PCR en tiempo real

Estas técnicas se han implementado recientemente pa-
ra detectar las mutaciones causantes de resistencia a
RIF e INH, a partir de cepa y también de muestra direc-
ta, con resultados prometedores®$%°.

Revelado por secuenciacion

Es el método de referencia, ya que permite detectar di-
rectamente todas las mutaciones que sean predictivas de
resistencia. Se trata de una tecnologia mas compleja que
las detalladas anteriormente, aunque la automatizacién
ha permitido el desarrollo de multiples y variadas aplica-
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TABLA 2. Ventajas y limitaciones de las principales técnicas de tipificacion molecular

Ventajas Limitaciones
IS6110 RFLP Los patrones pueden ser informatizados Requiere subcultivos y extraccién de ADN
Reloj biolégico Laborioso
Alta diversidad en aislados > 6 IS6110 No util en aislados < 6 copias de IS6110
Las membranas se pueden rehibridar o sin IS6110
con otras sondas Dificil para realizar comparaciones
Detecta infecciones mixtas interlaboratorios
Epidemiologia molecular, evolucién y
filogenia, contaminaciones en el laboratorio
Spoligotyping Técnica sencilla Menor poder diferenciador que
Permite comparaciones intralaboratorios IS6110RFLP o MIRU-VNTR
e interlaboratorios No detecta infecciones mixtas
Permite la realizacién en lisados Menos informativa en regiones con
y bacterias no viables cepas predominantes o endémicas
Bases de datos disponibles
Ideal para un cribado de los aislados
Epidemiologia molecular, contaminaciones
en el laboratorio
MIRU-VNTR (12 locus) Rapida y con alto rendimiento Menor poder diferenciador que
Resultados digitalizados, faciles IS6110RFLP
. de comparar Patrones similares en linajes diferentes
Util para genotipar muchas cepas Reloj biolégico de 12 locus, muy lento
Permite la realizacion en lisados para el estudio de cepas endémicas
Analisis manual o automatico
Detecta infecciones mixtas
Aplicacién en epidemiologia molecular
MIRU-VNTR (15 locus) Igual que para 12 locus pero con mayor resolucién Igual que para 12 locus (faltan mas estudios)

Comparable con IS6110

Aplicacién en epidemiologia molecular

ciones. Por ahora, s6lo se han obteniendo buenos resulta-
dos en la deteccién de mutaciones en los genes rpoB, katG
e inhA cuando se ha empleado a partir de cepa.

Epidemiologia molecular

Las técnicas de epidemiologia molecular permiten es-
tudiar la clonalidad de las cepas de M. tuberculosis. De
esta forma podemos estudiar brotes de TB, la dindmica
de transmisién de esta enfermedad, casos de TB recu-
rrente y contaminaciones cruzadas en el laboratorio’. A
continuacion se detallan las técnicas utilizadas en los es-
tudios de epidemiologia molecular cuyas ventajas, limita-
ciones y aplicaciones se resumen en la tabla 2.

Anadlisis por RFLP del IS6110

Es la técnica de referencia en el estudio de la clonalidad
de las cepas de M. tuberculosis*'. La IS6110 es una se-
cuencia de insercién unica del complejo M. tuberculosis y
la variabilidad, tanto en el nimero de copias, como en la
localizacion en el cromosoma, genera un elevado polimor-
fismo entre cepas de diferentes origenes. Esta técnica per-
mite estudiar el nimero de copias y la distribucién de
IS6110 a lo largo del genoma (fig. 1). Consiste en una di-
gestion del genoma de la micobacteria con la enzima
Puoull, una electroforesis, transferencia a membrana de ni-
trocelulosa y posterior hibridacién y deteccién con una son-
da (IS6110) marcada. Es una técnica con un gran poder de
diferenciacién y reproducibilidad. Sin embargo, es muy la-
boriosa (3-4 dias de trabajo), requiere mucha cantidad de
ADN y, aunque hay bases de datos de los patrones de las
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Figura 1. Técnica de andlisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion
en la que se estudian los patrones de restriccién de 11 cepas de Mycobacterium
tuberculosis. Las cepas 3,5, 6,9 y 10 comparten un mismo patrén de bandas.
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diferentes cepas aisladas en todo el mundo, puede ser difi-
cil comparar los resultados entre laboratorios.

Spacer oligonucleotype typing (spoligotyping)

Las secuencias DR (direct repeat) son secuencias repeti-
das de 36 pb que se encuentran en un tnico locus del cro-
mosoma del complejo M. tuberculosis, separadas por se-
cuencias de 34 a 41 pb. La técnica consiste en la amplifi-
cacion de los locus donde se encuentran las secuencias
DR. Este producto se hibrida con oligonucleétidos sinteti-
zados de espacios inter-DR. La ausencia o presencia de los
diferentes DR permite obtener un patrén especifico para
cada cepa?. El spoligotyping es menos laborioso, requiere
trabajar con una menor cantidad inicial de ADN, y es de
facil interpretacion, cuyos resultados son comparables en-
tre laboratorios (fig. 2). Sin embargo, tiene un menor po-
der diferenciador que la RFLP o MIRU-VNTR. Dada su
simplicidad y rapidez, puede considerarse una técnica util
como método de cribado. También puede emplearse como
segunda técnica en cepas con escasas copias de IS6110.

Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit -
Variable Number Tandem Repeat (MIRU-VNTR)

E1 MIRU-VNTR clasico analiza 12 locus diferentes (MI-
RU-12) de unas secuencias genéticas denominadas myco-
bacterial interspersed repetitive units (MIRUs)*. Las re-
peticiones de estas secuencias se detectan por PCR multi-
plex mediante primers complementarios a las regiones
adyacentes a las secuencias repetitivas. El producto am-
plificado de cada cepa a estudiar se somete a electrofore-
sis 0 a secuenciacion, y se estima el tamano de los frag-
mentos amplificados y el nimero de unidades repetidas
en cada locus. De manera que se obtiene un c6digo numé-
rico para cada cepa que corresponde al namero de repeti-
ciones en los diferentes locus. A pesar de que se considera
que tiene un elevado poder de diferenciacion, en los ul-
timos anos se han descrito ciertas limitaciones y discre-
pancias con la RFLP, lo que ha supuesto que se analicen
15 locus (MIRU-15), en lugar de sélo 12 para aumentar su
poder diferenciadort. Las técnicas del MIRU-VNTR son
laboriosas y estdan atun poco estandarizadas.

Fluorescent Amplified Fragment Length
Polymorphism method (FAFLP)

Es una técnica que combina una restriccién del ADN
micobacteriano con enzimas especificas (EcoRI y Msel o
BamHI y Mspl), seguida de una amplificacién con oligo-
nucleétidos fluorescentes de IS6110 y revelado del name-
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ro de fragmentos y tamafio de los mismos o bien en ana-
lisis de gel de poliacrilamida o mediante secuenciacion.
Esta técnica se ha mostrado especialmente 1til en las ce-
pas con pocas copias del IS6710 y, aunque ha sido poco
evaluada, los resultados la muestran como una técnica
con un elevado poder diferenciador, similar a IS6110
RFLP#47,

Pirosecuenciacion

La pirosecuenciacién*® es una técnica semiautomati-
zada de secuenciacién que se basa en la deteccién cuan-
titativa del pirofosfato que se libera al incorporarse un
nucleétido durante la sintesis de ADN. El pirofosfato
producido entra en una cascada enzimatica, donde una
sulfurilasa lo utiliza para sintetizar trifosfato de ade-
nosina, lo que permite a la luciferasa producir luz al
metabolizar la luciferina a oxiluciferina. La luz emiti-
da, que es proporcional al nimero de nucleétidos que se
incorporan, se representa en forma de pirogramas (fig. 3).
Este método es 6ptimo para la secuenciacién de secuen-
cias cortas (20-30 bases de ADN). Esta tecnologia, que
se basa en el polimorfismo de un dnico nucleétido, se ha
utilizado para identificar, detectar resistencias a los anti-
bidticos y tipificar numerosos microorganismos. Hay al-
gunos estudios que demuestran la utilidad de la pirose-
cuenciacién para identificar diferentes especies de mi-
cobacterias®® y la deteccién de resistencia a RIF, INH,
etambutol y fluoroquinolonas, tanto a partir de cepas
de M. tuberculosis, como de muestras clinicas directas
(fig. 4)%-51,

La pirosecuenciacion puede ser una alternativa real a
las técnicas actuales, que nos permita detectar la presen-
cia de micobacterias, identificarlas y detectar en M. tu-
berculosis las mutaciones mas frecuentemente asociadas
a resistencia a los farmacos antituberculosos, a partir de
muestra directa. La pirosecuenciacién puede ayudarnos
a reducir los retrasos diagndsticos y a mejorar en el ma-
nejo y tratamiento de las TB multirresistentes.

Conclusiones

Las técnicas moleculares para la deteccion directa de
M. tuberculosis en muestra clinica se han mostrado de
gran ayuda en el diagnéstico de la TB, y hay reactivos
aprobados por diversos organismos internacionales; sin
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Figura 3. Esquema del fundamen-
to de la pirosecuenciacion. ATP: tri-
fosfato de adenosina. APS: fosfosul-
fato de adenosina; PPi: pirofosfato.

embargo, ain presentan algunas limitaciones, entre ellas
una sensibilidad baja en muestras paucibacilares y en
muestras extrarrespiratorias. Esto implica que los resul-
tados deben interpretarse con cierta cautela y que estas
técnicas no pueden todavia sustituir completamente a los
métodos convencionales. En estos momentos, la evalua-

cién previa del grado de riesgo clinico de TB es de gran
importancia en los valores predictivos de las técnicas. De
forma que, en pacientes con sospecha alta de TB o con ba-
ciloscopia positiva, un resultado positivo tiene un eleva-
do valor predictivo positivo, y un resultado negativo, sin
embargo, no excluye el diagnéstico de TB. Por el contra-

A Codon: katG 315
Muestra: 1
Resultado: TCACCAGCGG CAT

LA LA

200

B Codén: katG 315
Muestra: 2
Resultado: TCACCACCGG CAT

200 } k

Figura 4. A, pirograma de una
cepa wild type para el codon katG
Ser315. El codén se muestra subra-
yado en la secuencia y sombreado en
el pirograma. B, pirograma de una
cepa con una mutacion en el codén
katG Ser315 (AGC —» ACC) que le

confiere resistencia a la isoniacida.
El nucledtido afectado por la muta-
cién se marca en negrita en la se-
cuencia y sombreado en el pirogra-
ma,

B0l
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rio, en pacientes con una sospecha baja de TB y bacilos-
copia negativa, un resultado positivo tiene un valor diag-
nostico escaso y un resultado negativo practicamente ex-
cluye el diagnéstico de TB. Por el contrario, las técnicas
moleculares para identificar las micobacterias se encuen-
tran actualmente perfectamente estandarizadas y son
ampliamente empleadas por la mayoria de laboratorios.

Por lo que respecta a las técnicas moleculares de detec-
cion de resistencias, se ha de tener en cuenta que tnica-
mente se incluyen las mutaciones maés frecuentes rela-
cionadas con resistencia, principalmente a RIF e INH.
Por lo que la identificacién de una mutacién mediante
una técnica molecular es clinicamente informativa, mien-
tras que la ausencia de mutacién en la secuencia anali-
zada debe interpretarse con cautela. También hay la po-
sibilidad de que podamos estar detectando mutaciones
que no se relacionen con una resistencia fenotipica. Ade-
mas, no se conoce bien cudl es la proporcién de bacilos re-
sistentes, detectables por técnicas moleculares, que se
traduce en resistencia clinica.

Las técnicas de epidemiologia molecular convenciona-
les son extraordinariamente robustas y continuaran sien-
do consideradas de referencia en el futuro. Sin embargo,
seran necesarias nuevas técnicas que sean mas reprodu-
cibles, con un alto grado de diferenciacién, preferible-
mente automatizadas, y basadas en técnicas basadas en
PCR, que nos permitan establecer de forma mas rapida la
clonalidad de las cepas y que puedan implementarse de
forma amplia en los laboratorios de microbiologia.

En este momento, a pesar de las limitaciones que he-
mos comentado, disponemos de técnicas que nos permi-
ten reducir el tiempo de diagnéstico, con la deteccién de
la presencia de M. tuberculosis en muestra directa y la
identificacién, también en muestra directa, de las muta-
ciones que codifican para resistencia a los principales an-
tituberculosos. No cabe duda que el futuro del diagnésti-
co, el tratamiento y el control de la TB pasara por la uni-
versalizacion del uso de nuevas técnicas moleculares.
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