SECCION TUBERCULOSIS &=

Aplicaciones de la biologia molecular en el programa
nacional de tuberculosis de Chile: ;Lujo o necesidad?

PABLO MARCONE E.#

Aplications of the molecular biology in the national program of tuberculosis of Chile:

Luxury or need?

Las politicas de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) sefialan que para superar el um-
bral de la etapa de eliminacién de la tuberculosis
(20 casos anuales por 100.000 habitantes), es
necesario ampliar la cobertura en la localizacién
de casos y mejorar la eficiencia del tratamiento.
Se excluyen dentro de esta estrategia las técni-
cas de biologia molecular, por su escaso impac-
to en la disminucién del nimero de enfermos
baciliferos, que son las fuentes de transmisién,
y por su alto costo.

El Programa Nacional de Control de la Tu-
berculosis de Chile (PCT), en concordancia con
las politicas de la OMS, ha logrado reducir re-
cientemente la tasa de incidencia de la tubercu-
losis a 16,5 casos/100.000 habitantes (hbtes),
una de las mds bajas de Sudamérica.

En la situacién actual de Chile un 23,5% de la
poblacién vive en zonas donde la incidencia es
menor a 10 casos/100.000 hbtes y el 50% en
zonas con tasas entre 10 y 19 casos /100.000
hbtes. Sin duda que en este contexto no deben
descuidarse las estrategias actuales, con las cua-
les las mdis beneficiadas serdn las zonas con
mayores tasas, que actualmente comprenden un
segmento minoritario de la poblacién!.

Para lograr nuevas reducciones en la tasa de
tuberculosis es necesario implementar nuevas
estrategias que permitan caracterizar la transmi-
sion del bacilo en nuestro medio, detectar
precozmente la resistencia bacteriana, evitar el
desarrollo de la enfermedad en los portadores
de infecciones latentes y mejorar el diagndstico,
reduciendo los tratamientos empiricos mediante
la obtencién de confirmaciones bacteriolégicas
mas oportunas.

En este sentido, una mirada critica de los
resultados obtenidos con las nuevas técnicas de
laboratorio incorporadas por los pafses que se
asemejan a Chile en su epidemiologia, podria
orientarnos a su aplicacién racional en nuestro
pais.

Por el mayor costo que implica implementar
estos nuevos procedimientos, basados en el es-
tudio molecular de los genes del bacilo tubercu-
loso, es inevitable preguntarse sobre el costo-
beneficio de estos métodos o, simplemente pre-
guntarse: ;la aplicacién de técnicas de biologia
molecular es un lujo o una necesidad?

Con el objeto de evaluar el beneficio que po-
drfan aportar éstas técnicas en nuestro pafs, se
hace una revisién de la literatura orientada a
cuatro dreas del accionar médico en tuberculo-
sis: diagndéstico, prevencién secundaria, trata-
miento y epidemiologia.

Diagnéstico

Si consideramos al cultivo de Koch como el
“gold standard” en la confirmacién bacteriologica
de la tuberculosis, cualquier método diagnéstico
debe ser comparado con éste, que como sabe-
mos demora en ser informado entre 30 y 60
dias en medios sélidos y 15 a 30 dfas en medios
liquidos. Goessens? estudié 824 muestras pro-
venientes de esputo, lavado bronco-alveolar, as-
pirado bronquial y traqueal. Todas fueron culti-
vadas en medio liquido y sometidas a estudio
con dos métodos basados en técnicas mole-
culares disponibles en el comercio: BDProbeTec
ET (Becton Dickinson) que emplea “strand dis-
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placement amplification” y COBAS AMPLICOR
MTB (Roche) que usa la técnica de reaccion de
la polimerasa en cadena (PCR). Los resultados
obtenidos en este estudio se describen en la
Tabla 1, donde se estima la sensibilidad y espe-
cificidad de cada método.

En la segunda columna se aprecia que de 109
muestras positivas en el cultivo, la baciloscopia
logra detectar 67, siendo menos sensible que
COBAS AMPLICOR (85) y éste a su vez me-
nos sensible que BDProbeTec (94). La bacilos-
copia fue positiva en 17 casos con cultivos ne-
gativos, probablemente debido a bacilos muer-
tos, los que fueron detectados por uno de los
dos métodos moleculares en 11 casos y por
ambos en 6. Estos casos correspondian a pa-
cientes con sospecha clinica de tuberculosis que
recibieron tratamiento por al menos 6 meses 0
habfan sido tratados hace menos de 6 meses.
De esto se desprende que los métodos mole-
culares son tan sensibles como la baciloscopia
en detectar bacilos no viables (escapes bacilares)
y que las muestras de esputo pueden ser positi-
vas mas de 12 meses después de iniciado un
tratamiento y mas de 6 meses después de la

conversién de una baciloscopfa positiva a nega-
tiva®. De ahi la necesidad de proceder a una
cuidadosa interpretacién de los resultados.

Las baciloscopfas positivas con cultivo posi-
tivo fueron detectadas en su totalidad por
BDProbeTec ET (67/67) y en un 95,5% por
COBAS AMPLICOR MTB (64/67). En los ca-
sos con baciloscopia negativa y cultivo positi-
vo, BDProbeTec ET detecté 27/42 (64,3%) y
COBAS AMPLICOR MTB detect6 21/42 (50%).
Esto demuestra la mayor sensibilidad de las téc-
nicas moleculares en este estudio, similar a lo
publicado por Ichiyama y cols?, que informa
cifras de sensibilidad de 89,5% y 94,7% para
COBAS AMPLICOR MTB y BDProbeTec ET,
respectivamente. Pero esta afirmacién ha sido
muy controvertida. La limitacién de los méto-
dos moleculares en detectar casos con bacilos-
copias negativas fue sefialada por Piersimoni®.

Por lo mencionado, los Centros para el Con-
trol y Prevencién de las Enfermedades (CDC)*
recomiendan para el diagnéstico de tuberculosis
pulmonar activa emplear los criterios descritos
en la Tabla 2. Pero, los autores recalcan que
siempre debe imperar el criterio clinico.

Tabla 1. Resultados de las Baciloscopias, Amplicor y BDProbeTec ET en muestras respiratorias
correlacionadas con el resultado de los cultivos®

Pruebas Cultivo de Koch (n)
Positivo Negativo Sensibilidad Especificidad
(m =109) (n = 715) (%) (%)
Baciloscopia
Positiva 67 61,5 97,7
Negativa 42 698
Amplicor
Positivo 85 78 98,5
Negativo 24 704
BDProbeTec ET
Positivo 94 86,2 98,3
Negativo 15 703

Tabla 2. Recomendacién del CDC para el empleo de técnicas moleculares en muestras
respiratorias en el diagnéstico de tuberculosis®

BK PCR Conducta Diagndstico de Tuberculosis

(+) (+) Confirmado

+) ) Descartar inhibidores PCR Si PCR sigue (-): Probable MNT

-) (+) Repetir muestra Si BK (-) y PCR (+): Probable TBC

) )

Repetir muestra

Si BK (-) y PCR (-): Improbable TBC

MNT: Micobacterias no tuberculosas. BK: baciloscopia, PCR: técnica de biologfa molecular.
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El uso juicioso en los centros de referencia
de las técnicas moleculares, puede disminuir el
nimero de tratamientos empiricos sin confir-
macion bacteriolégica, evitando los riesgos in-
necesarios de toxicidad por drogas y permite
tratar oportunamente las tuberculosis pauciba-
cilares, que serdn en su mayoria confirmadas
posteriormente por el cultivo.

Profilaxis secundaria

El control de la tuberculosis depende de la
interrupcién de la cadena de contagio. El PNT
estd diseflado para detectar casos nuevos baci-
liferos, pero existe una condicién previa sus-
ceptible de intervencién: la infeccién tuberculosa
latente (ITBL), sobre los infectados que no han
desarrollado la enfermedad.

Las personas infectadas con el Mycobacterium
tuberculosis representan un peligro potencial de
nuevos casos de tuberculosis. Actualmente, en
los paises con baja prevalencia, como EE.UU.,
la estrategia para la eliminacién de la enferme-
dad consiste en detectar a las personas infecta-
das con alto riesgo de reactivacién’. Esta condi-
cién epidemiolégica es aplicable a un 75% de la
poblacién chilena que vive en un entorno con
tasas de incidencia menores a 20 casos por
100.000 habitantes!.

No existe un “gold standard” para el diagnés-
tico de ITBL, més atin en pacientes que han
sido vacunados con la BCG. Tedricamente, para
evaluar un nuevo examen diagndstico habria que
aplicar la reaccién de tuberculina (PPD) y el
nuevo test a estudiar en una misma poblacién y
esperar la evolucién natural para determinar cué-
les son los casos que desarrollardn la enferme-
dad, midiendo asi la sensibilidad y especifidad
de cada test. Esto obviamente no seria ético.

Actualmente disponemos de dos nuevos mé-
todos de los cuales ya se dispone de Kkits co-
merciales: El QuantiFERON-TB y el ELISPOT.
Ambos se basan en la deteccién de interferén
gama (IFN-y), que es la citoquina esencial en el
desarrollo de la inmunidad protectora contra M.
tuberculosis.

El IFN-y es producido por el linfocito Thl
después de su estimulacién con proteinas muy
especificas del Mycobacterium tuberculosis:
Early Secretory Antigen Target-6 (ESAT-6) y
Culture Filtrate Protein 10 (CFP10). Estos
antigenos no estdn presentes en el bacilo de
Calmette Guerin (BCG), ni en la mayoria de las
Mycobacterias ambientales, lo que explica la es-
pecificidad del examen, que ademds tiene la ven-
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taja de no ser operador dependiente, ya que bas-
ta tomar una muestra de sangre y afiadirle los
antigenos especificos, midiendo el IFN-y pro-
ducido?. |

Shams®, estudié en forma prospectiva 413
contactos de pacientes tuberculosos, midiendo
en cada uno de ellos el riesgo epidemiolégico de
estar infectado. Tabla 3.

Segin el puntaje obtenido los contactos se
distribuyen en 4 cuartiles. Un resultado positivo
del ELISPOT se asocia mds estrechamente que
un resultado positivo del PPD en los 2 cuartiles
con mayor probabilidad de estar infectado (odds
ratio 2,3), pero esta diferencia no es estadis-
ticamente significativa. En forma global un 50%
tiene PPD positivo versus un 39% para el
ELISPOT.

Al analizar el subgrupo de contactos (228)
nacidos fuera de EEUU, de los cuales el 88%
estaban vacunados con BCG, es decir en una
proporcién equivalente a nuestra poblacién, el
ELISPOT fue positivo en el 46% y se asocié
significativamente al grupo de mayor riesgo de
estar infectado; en cambio, el PPD fue positivo
en el 67% de los casos (menos especifico), lo
que implica un menor poder discriminativo de
este examen en este subgrupo de vacunados
(Tabla 4). El alto porcentaje de PPD positivo y
la falta de asociacién con el riesgo de contacto
hace suponer que algunos de estos individuos
tiene una ITBL preexistente, tal vez adquirida en

Tabla 3. Variables y peso asignado en el cilculo
del puntaje a los contactos’

Variable Peso
En relacién con el paciente tuberculoso
Pareja sexual de su domicilio 3
Otro miembro de su domicilio 2
Contacto no domiciliario 1

Contagiosidad del paciente con tuberculosis
Baciloscopia de expectoracién positiva
Baciloscopia de expectoracion negativa 1

Tipo de exposicién al paciente con tuberculosis

A menos de 1 metro de distancia 4
Comparten automévil 35
Sala de hospital, juego o de estar.

Misma celda (prisién) 3
Comparten habitacién en residencia privada 2:5
Bar, restordn, cafeterfa, colegio u oficina 2

Fabrica, iglesia, cine, teatro, tienda de comercio 1,5
Diferentes habitaciones en un mismo edificio 1
Exteriores 0,25
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Tabla 4. Odds ratio e intervalos de confianza de 95% para la reaccién de tuberculina (PPD) o ELISPOT
positivo en 228 pacientes nacidos fuera del pais’

Prueba Cuartil segin N° positivos N° negativos OR Valor p
puntaje contacto (%) (%) 95%I1C)

PPD Primero 32 (21) 23 (31) 1 0,23
Segundo 41 (27) 18 (24) 1,6 (0,8-3,5)
Tercero 40 (26) 16 (21) 1,8 (0,8-4,0)
Cuarto 40 (26) 18 (24) 1,6 (0,7-3,5)

ELISPOT Primero 21 (20) 34 (28) 1 0,06
Segundo 23 (22) 36 (30) 1,0 (0,5-2,2)
Tercero 33 (31) 23 (19) 2,3 (1,1-5,0)
Cuarto 29 (27) 19 (23) 1,5(0,7-3,1)

el pafs de origen.

Seis de los contactos desarrollé una tubercu-
losis durante el estudio, cinco de ellos tenfan
ELISPOT positivo y s6lo cuatro PPD positivo.

En el estudio de un brote de tuberculosis en
un colegio en Inglaterra (con tasas de tubercu-
losis més parecidas a las chilenas que las de
EEUU), con un grupo de contactos (n: 459)
més circunscrito y fécil de identificar (compa-
fieros de clase), se reportan similares hallazgos
usando ambos procedimientos, pero en el andli-
sis estadistico esta diferencia es significativa'®.
De ahi que este tipo de técnicas serfan de gran
utilidad en nuestro medio que tiene un 98% de
poblacién vacunada y tasas de incidencia en des-
censo, en especial en los grupos de mayor ries-
go, tales como los que tienen indicacién de tra-
tamientos corticoidales 0 inmunosupresores pro-
longados.

A esto se agregan las ventajas de que basta
obtener una sola muestra de sangre, no requie-
ren de una segunda visita para leer el PPD y no
son operador dependientes.

Tratamiento

Las técnicas de biologia molecular pueden
ser de gran ayuda para el diagndstico precoz de
la resistencia a Rifampicina. En Chile, la resis-
tencia primaria a drogas tiene escasa significa-
cién clinica y la Multi-Drogo-Resistencia (MDR),
es decir la resistencia simultdnea a Rifampicina
e Isoniacida, alcanza a menos del 1% de los
pacientes antes tratados, produciendo entre 8 y
12 casos anuales. Si bien es poco significativa
en relacién al ndmero de casos anuales, estos
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pacientes consumen muchos recursos médicos,
incluyendo dfas-cama de hospitales regionales y
de referencia.

En nuestro pafs mds del 90% de los casos de
resistencia a Rifampicina estdn asociados a re-
sistencia a Isoniacida, de manera que determi-
nando aquella se presume con alta probabilidad
una MDR!, Por otra parte, en el estudio de
sensibilidad a drogas el resultado de resistencia
a Rifampicina es el més relevante, ya que impli-
ca siempre una terapia mds prolongada y un
mayor riesgo de fracaso.

La Rifampicina actda sobre la RNA polimerasa
de la micobacteria, matando al bacilo inter-
feririendo en el proceso de transcripcién®. La
RNA polimerasa tiene 4 subunidades, la
subunidad B es codificada por el gen rpoB, un
gen altamente conservado entre las especies
bacterianas. Determinadas mutaciones en este
gen confieren cambios en la conformacién de la
subunidad B impidiendo que la Rifampicina re-
conozca su sitio de accién, generdndose asi re-
sistencia a la accién de ésta. La mayoria de las
mutaciones ocurren en una regién muy restrin-
gida de 81 pares de bases y suelen deberse a
cambios de nucleétidos simples, que determinan
sustitucién de un aminodcido por otro. Una alte-
racién en esta regién, determina mis del 95%
de los casos de resistencia a Rifampicina®.

Existen exdmenes comerciales, como el Inno-
Lipa RifTB (Innogenetics, Belgium) que usando
partidores especificos amplifican la regién sefia-
lada del gen rpoB y luego, por sondas especifi-
cas, detectan las mutaciones mas frecuentes'*.

El disponer de éstas técnicas, en centros de
referencia clinicos, donde se manejan la mayo-
ria de estos pacientes, tales como el Instituto
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Nacional del Térax (INT), permitiria el diagnds-
tico precoz de resistencia a la Rifampicina. El
manejo mas oportuno de la TBC MDR dismi-
nuiria los fracasos de tratamiento, evitando la
diseminacién de esta forma clinica tan ominosa.

En una jornada destinada al andlisis de la tu-
berculosis MDR en Chile, realizada en el INT en
diciembre del 2005, nuestro invitado el Dr. José
A. Caminero, médico de referencia en tubercu-
losis para América Latina de la Unién Interna-
cional Contra la Tuberculosis y Enfermedades
Respiratorias (UICTER), quien ademés es un
clinico experto en MDR, sefialé que la medida
mds eficiente que puede tomar nuestro pafs en
este tema, es el empleo de comprimidos con
combinacién de firmacos. Accién que por lo
demds, tiene una relacién costo/beneficio evi-
dente.

Epidemiologia molecular

Los paises mds desarrollados se encuentran
abocados a la tarea de desarrollar nuevas tecno-
logfas para mejorar la vigilancia epidemioldgica
a nivel local y mundial. La aparicién de cepas
muy agresivas como la Beijing, el desarrollo de
tuberculosis MDR y la creciente migracién des-
de paises de alta prevalencia a paises de baja
prevalencia, ha cambiado el cldsico enfoque
epidemioldgico de la tuberculosis. Conceptos tan
cldsicos como que la reactivacién de la enfer-
medad en un paciente anciano siempre se debia
a una infeccién latente previa, que sélo los con-
tactos domiciliarios o fntimos eran capaces de
infectarse, que las infecciones eran siempre pro-
ducidas por una tnica cepa, y muchos otros
dogmas de la epidemiologia cldsica, han sido
derribados o estdn en tela de juicio, gracias a las
nuevas herramientas que ha aportado la epi-
demiologia molecular.

Fueron los holandeses's quienes propusieron
estandarizar la metodologia para identificar la
cepa de cada bacilo en particular, basado en el
clivaje (corte) del DNA bacteriano en una se-
cuencia de insercién (IS). La IS corresponde a
un patrén de secuencias de pares de bases
(nucledtidos), que estd inserto varias veces en
el DNA del bacilo. Las IS son muy conservadas
en los microorganismos, esto quiere decir que
son segmentos de DNA que no mutan al
replicarse la bacteria. La secuencia de insercion
mds empleada para comparar los genotipos
(genotipado) entre diferentes cepas, es la deno-
minada IS6110. Cada uno de estos segmentos
(IS6110) se distribuye en diferentes partes y en
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diferente niimero en el DNA de los bacilos.

El DNA es cortado por una enzima, llamada
enzima de restriccién (ejemplo Pvull), la que
sélo corta‘! el DNA al reconocer una determinada
secuencia especifica de pares de bases, una de
las cuales estd presente en la IS6110 y también
en otras partes (al azar) del DNA. Después de la
incubacién del DNA bacilar con la enzima se
obtiene el DNA fragmentado en tantos cortes
como sitios de clivaje haya reconocido la enzi-
ma. Cada trozo serd de diferente extensién y
serdn muy cortos si dos sitios de clivaje se
encuentran muy cerca 0 muy largos si se en-
cuentran muy alejados (ver lado izquierdo de la
Figura 1). De esta manera cada bacteria se dife-
rencia de las otras por el nimero de fragmentos
y el largo de éstos.

Luego, todos los fragmentos pertenecientes
al DNA de un bacilo son depositados en un
mismo carril en un gel de agarosa. Al aplicar un
campo eléctrico éstos se desplazan dentro del
gel, mas rdpido los fragmentos de DNA mis
cortos y de bajo tamafio molecular, y més len-
tos los largos y de gran tamafio. Siempre se
hace correr en paralelo, a igual tiempo y condi-
ciones, en el mismo gel, varias secuencias de
DNA marcados con fluorescencia, con diversos
tamafios moleculares conocidos y una cepa
tuberculosa de referencia (ejemplo Mt14323).
El carril del tamaiio o peso molecular se utiliza
para comparar con otros geles en modelos
computacionales y el carril de la cepa de refe-
rencia sirve de control interno para evaluar si el
procedimiento ha sido correcto (ver lado dere-
cho de la Figura 1).

Una vez ocurrida la migracién de los frag-
mentos de la cepa a estudiar, éstos deben ser
“tefiidos” o marcados para poder ser visualizados.
Una sonda genética de 245 pares de bases se
marca con peroxidasa y esta se une a una deter-
minada parte del IS6110, permitiendo al ser re-
velado el gel en una placa autorradiografica ver
en el carril de la cepa estudiada sélo aquellos
fragmentos que poseen la sonda con peroxidasa
unida al fragmento de 1S6110; no se visualiza el
resto de los fragmentos de DNA. De tal manera
que cada carril o linea dentro del gel correspon-
de a una determinada cepa, que se identificara
por el nimero de bandas (nimero de fragmen-
tos con IS6110 marcado) y por el peso o tama-
flo molecular de cada una de ellas (largo de
éstas).

Cada bacilo al ser sometido a esta técnica
(genotipado) genera una cantidad variable de
fragmentos marcados y cada uno de ellos es de
diferente largo (o peso), es decir entre las cepas
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Figura 1. Diagrama de anélisis de diferencias de longitud de fragmentos de DNA cortados por

enzimas de restriccion en cepas de M. tuberculosis.

hay un polimorfismo en largo y nimero de seg-
mentos de DNA (Restriction Fragment Length
Polymorphism o RFLP). A la disposicién de
bandas en el gel de cada bacilo se la conoce
como “huella dactilar” o fingerprinting. Si dos
0 mas bacilos comparten el mismo patrén se
habla de agrupacién o “cluster” y es razonable
asumir que se trata de la misma cepa. Esto se
esquematiza en la Figura 1.

El impacto epidemiolégico que se obtiene al
aplicar esta técnica en una poblacién determina-
da se traduce en que los casos agrupados en
“cluster” corresponden muy probablemente a
personas contagiadas entre si. El resultado de la
epidemiologia molecular debe ser siempre eva-
luado a la luz de la epidemiologia clésica, que
puede determinar las condiciones y naturaleza
del contagio. El genotipado de muchas cepas
sin un sustento epidemioldgico no tiene ninguna
aplicacion.

Un buen ejemplo de la utilidad de éstas técni-
cas en el contexto de una sélida epidemiologia
se aprecia en la descripcién hecha por Camine-
ro'¢ de la répida diseminacién de la cepa Beijing
en la Isla de Gran Canarias, donde se identificé
en forma retrospectiva la influencia del caso
indice introducido en 1993 en la isla y su pro-
gresién, en el porcentaje del total de casos: 10
pacientes en 1993 (5,5%), 12 en 1994 (8,1%),
18 en 1995 (16,4%), y 35 en 1996 (27,1%).

Otra aplicacién no menos importante se re-
fiere a la deteccién de contaminaciones cruza-
das en el laboratorio. Se estima que un 3% de
los cultivos son falsos positivos debido a conta-
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minacién cruzada'’, lo que se comprueba al en-
contrar similar fingerprinting en muestras de di-
ferentes personas manipuladas simultdneamente
en el laboratorio. El clinico puede enfrentarse al
hallazgo de un cultivo positivo en un paciente
asintomatico, iniciando un tratamiento largo y
potencialmente peligroso, que puede suspenderse
si se confirma que corresponde a la misma cepa
de un tuberculoso con quien no hay evidencia
de contacto epidemiolégico.

En el caso de un segundo episodio de tuber-
culosis es muy dtil evaluar si es con la misma
cepa (recaida) o se trata de un contagio con
una nueva cepa, por reinfeccién exdgena. Esto
es facilmente detectable con técnicas de geno-
tipado. Naturalmente que en el primer caso se
debe determinar si la causa depende del paciente
(ingesta irregular, malabsorcién, inmunode-
ficiencia, resistencia bacteriana). En cambio, la
segunda alternativa obliga a un estudio ambien-
tal detallado (contactos) ya que se plantea un
problema de salud piiblica (contagio).

En Chile, el genotipado de cepas provenientes
de pacientes en grupos de riesgo: VIH positivos,
extranjeros procedentes de paises de mayor pre-
valencia, encarcelados, residentes en asilos de
ancianos, enfermos antes tratados, o bien el es-
tudio de brotes, nos permitiria (basados en nues-
tros sélidos datos epidemiolégicos convencio-
nales) conocer las vias de contagio y desarrollar
mecanismos mds eficientes para el control
epidemioldgico de la enfermedad.

Recientemente el Dr. Farga, considerando los
logros actuales del Programa de Control de la
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IS

BIOFQGﬁA MOLECULAR EN EL PROGRAMA DE TUBERCULOSIS

Tuberculosis, ha propuesto nuevas estrategias y
técnicas que deberfamos aplicar en Chile para
acercarnos a la eliminacién de la TBC'. El pre-
sente trabajo desarrolla algunos de los tdpicos
allf citados, que a mi juicio son posibles de
implementar. El uso de técnicas moleculares me-
jorard el control epidemiolégico y el manejo de
los pacientes. Nuestro paifs tiene el desarrollo
tecnolégico adecuado para implementarlas, de
hecho muchas de ellas ya se han desarrollado
para el estudio de otros gérmenes o virus.

Es importante que su implementacién se rea-
lice y/o controle en el nivel central, tal como
hoy se hace el estudio de sensibilidad a drogas
anti-tuberculosas o la tipificacién de especies en
el Instituto de Salud Publica. Esto asegurara el
correcto diagndstico de la situacién epidemio-
16gica nacional y el uso racional de este recurso.

En este sentido, la aplicacién de la biologfa
molecular en el Programa Nacional de Tubercu-
losis no es un lujo sino una necesidad.
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P. MARCONE E.

Comentario del Editor

En este articulo el Dr. Pablo Marcone argu-
menta en forma persuasiva sobre la necesidad
de introducir las modernas técnicas de la biolo-
gfa molecular para perfeccionar las acciones del
Programa de Control de 1a Tuberculosis en Chile.

En mi opinién, en una escala de prioridades,
deberia favorecerse primero la implementacion
de las técnicas de la llamada Epidemiologia
Molecular, que mediante la medicién de los
Fragmentos de Restriccién de Longitud Polimorfa
(RFLP segiin sus siglas en inglés), permiten iden-
tificar las distintas cepas micobacterianas. En el
estado actual en que estd nuestro Programa se
hace necesario conocer mejor los variables
genotipos de nuestro enemigo, el M. tuberculo-
sis y sus mecanismos de transmision.

En segundo lugar, por su sencillez, cabria
introducir las técnicas de la biologia molecular
para el diagnéstico de la resistencia a la Rifam-
picina. Aunque su principal indicacién es mas
bien clinica, serfa de gran ayuda en el manejo
de los enfermos sospechosos de tener algin
grado de resistencia bacteriana, especialmente
los "antes tratados" y los contactos de casos
con tuberculosis multirresistente.

Las técnicas para el diagndstico de los in-
fectados con el bacilo de Koch de alto riesgo de
desarrollar la enfemedad, con el objeto de so-
meterlos a quimioprofilaxis, tienen muchas ven-
tajas frente a la Reaccién de Tuberculina o PPD.
Su implementacién en nuestro medio dependera
de su perfeccionamiento y de la disminucién de
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sus costos a medida que su aplicacién se haga
mas universal.

Por fin, los avances en el diagndstico de la
tuberculosis basados en las técnicas de PCR y
sus derivados, aunque son fascinantes, aun no
demuestran su total potencialidad en los casos
en que serian mds necesarios, es decir en los
pacientes con baciloscopias negativas (nifios, for-
mas extrapulmonares y tuberculosis menos avan-
zadas). Sin embargo, dado su gran potencial, es
inevitable que su aplicacién en amplia escala se
vaya haciendo, més pronto que tarde, inevitable.

En mi opinidn, las técnicas de la epidemiologia
molecular deberfan centralizarse en el Instituto
de Salud Piblica. Las modernas técnicas de me-
dicién de la resistencia a la Rifampicina y de
diagnéstico de la infeccién tuberculosa, debe-
rfan irse aplicando, con el apoyo y coordinacién
del Instituto de Salud Piblica, en los principales
hospitales de Santiago y provincias. Por fin, las
técnicas de biologfa molecular para el digndstico
de la tuberculosis, tarde o temprano, en forma
natural, invadirdn todos los laboratorios de los
principales hospitales de Chile.

No cabe duda que aparte de su utilidad pre-
sente, dados sus grandes potenciales, todas las
técnicas de la biologia molecular se irdn
implementando progresivamente en nuestro me-
dio. Sélo asi estaremos en condiciones de apro-
vechar oportunamente sus ventajas, con criterio
de salud publica, a medida que se sigan perfec-
cionando y se hagan mds accesibles.
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