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Loop-mediated isothermal amplification of DNA for the
diagnosis of tuberculosis in the Mexican context.
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Resumen

La tuberculosis es una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo aso-
ciadas con un agente infeccioso. Aunque se trata de una enfermedad curable, el control
de su diseminacién es complicado debido a la dificultad en realizar el diagnéstico y
al retraso en el inicio del tratamiento. En afios recientes se han desarrollado nuevas
tecnologias para detectar a los sujetos enfermos, lo que ha resultado en un repertorio
amplio de herramientas diagndsticas. Sin embargo, estas tecnologias tienen alto costo
y no estan disponibles en la mayor parte de los paises en desarrollo. En este contexto,
la amplificacion isotérmica mediada por horquillas ofrece ventajas sobre otras técnicas
para el diagnédstico de tuberculosis en dreas con escasos recursos debido a su bajo
costo y sencillez metodoldgica. La evidencia de su eficacia y precisién posicionan a
este método como una opcidn Gtil en paises como México, donde la mayoria de los
pacientes acuden a hospitales periféricos con pobre infraestructura.
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Abstract

Tuberculosis is a leading cause of morbidity and mortality worldwide associated with
a single pathogen. Even when it is a curable disease, the control of its dissemination
is complicated due of the difficulty in making the diagnosis and delay in starting
treatment. Recently, new technologies to detect infected individuals resulting in a
broader repertoire of diagnostic methods have been developed. However, such tech-
nologies are expensive and not widely available in most of the developing countries.
In this context, loop-mediated isothermal amplification of DNA offers advantages
over other tools for the diagnosis of tuberculosis in areas with scarce resources due
of its lower cost and methodological feasibility. The current evidence of its efficacy
and accuracy place this method as a suitable option applicable in countries like
Mexico, where most of the patients attend to regional hospitals and peripheral units
with poor infrastructure.
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ANTECEDENTES

La tuberculosis es una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad en todo el mundo
y representa una carga importante para los sis-
temas de salud de paises subdesarrollados. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima
que cada afio ocurren 10.4 millones de casos
nuevos y 1.8 millones de muertes atribuibles a
la infeccion por Mycobacterium tuberculosis,
lo que la posiciona como la primera causa de
muerte relacionada con un agente patégeno.’
México es el tercer pais con mayor incidencia
en América Latina y el nimero de casos nuevos
reportados durante los Gltimos afos permanece
por arriba de 16,000.2 Aunque se trata de una
enfermedad curable, la dificultad en su diag-
nostico y el retraso en el inicio del tratamiento
han complicado el control de la diseminacién
de Mycobacterium tuberculosis, especialmente
en paises en vias de desarrollo con escasez de
recursos y escaso acceso a los sistemas de salud.
En la actualidad, la Gnica forma de prevenir la
propagacion de la tuberculosis es administrando
tratamiento farmacolégico a los casos confir-
mados. Por esta razon se han realizado grandes
esfuerzos para desarrollar nuevos métodos
diagnésticos capaces de detectar con precision
individuos con enfermedad activa pulmonar,
extrapulmonar o ambas.

Mientras que el cultivo en medios sélidos sigue
siendo el patrén de referencia en el diagndstico
de tuberculosis activa, la microscopia con tin-
cion de Ziehl-Neelsen en muestras de esputo
es la principal herramienta usada para observar
bacilos en paises de bajos recursos. No obstan-
te, otros métodos se encuentran cada vez mas
disponibles en diferentes sitios, como es el caso
de la microscopia de fluorescencia con tincién
de auramina-rodamina,® las pruebas rapidas de
cultivo en medios liquidos con indicadores de
crecimiento de micobacterias (BACTEC/MGIT),*
asi como diferentes tecnologias de amplificacion

de acidos nucleicos (NAATs) que detectan la
infeccion y de forma simultanea amplifican re-
giones de resistencia a farmacos.> Sin embargo,
muchos de estos nuevos métodos (especialmente
el BACTEC/MGIT y los NAATSs) son costosos y
requieren técnicas complicadas, asi como in-
fraestructuras amplias no disponibles en la mayor
parte de los laboratorios de hospitales periféricos
de paises tercermundistas, como ocurren en el
caso particular de México, donde la mayoria de
los pacientes con tuberculosis activa acuden a
unidades de primer nivel de atencién y hospi-
tales regionales que sélo cuentan con opciones
mas baratas, como la baciloscopia y el cultivo,
que tienen baja sensibilidad o requieren largos
periodos de incubacién, respectivamente.

En este contexto, es de mayor importancia el
desarrollo de nuevas herramientas que permitan
la deteccion de Mycobacterium tuberculosis en
diferentes muestras biolégicas de forma rapida,
facil y a bajo costo. Para este propdsito, varios
grupos en todo el mundo han enfocado sus es-
fuerzos en probar tecnologias emergentes para
determinar su uso potencial en el diagnéstico de
tuberculosis. La amplificacion de ADN isotérmi-
ca mediada por horquillas (LAMP) es una de las
técnicas que mds han llamado la atencién de
los investigadores y clinicos en los Gltimos afios
debido a su simplicidad metodolégica compa-
rada con otras técnicas moleculares y a su alta
precision con respecto a la baciloscopia, lo que
ha llevado a la Organizacién Mundial de la Salud
arecomendar su uso como un método que puede
reemplazar a la microscopia para el diagnéstico
de tuberculosis en regiones subdesarrolladas con
alta incidencia de la enfermedad.®

Amplificacion de ADN isotérmica mediada
por horquillas y su papel en el diagnéstico de
infeccion por Mycobacterium tuberculosis

La técnica de LAMP la desarroll6 y report6 el
grupo de Tsuguromi Notomi y colaboradores en
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2000.” Se trata de una prueba que permite la am-
plificacién de regiones de ADN bajo condiciones
isotérmicas con gran precision y tiempos cortos
de incubacion, lo que le confiere ventajas sobre
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
evita la necesidad de termocicladores costosos.
Para tal propésito, LAMP usa una polimerasa de
ADN con alta actividad de ruptura de la doble
cadena y un panel de cuatro cebadores (dos
internos y dos externos) que reconocen seis
distintas regiones del ADN blanco. El primer
paso en la amplificacion del ADN es la apertura
de la doble cadena, lo que se logra mediante la
hibridacion sucesiva de los cebadores internos y
externos con sus respectivas secuencias blanco
en ambas cadenas. El resultado de esta reaccion
es la ruptura de la doble cadena y la formacién
de estructuras de ADN en tallo y horquilla que
son complementarias a las cadenas originales.
Posteriormente, uno de los cebadores internos,
que también tiene una secuencia blanco en la
horquilla del ADN con forma de tallo-horquilla,
se hibrida y se inicia la sintesis de ADN en sen-
tido contrario originando una nueva estructura
tallo-horquilla, pero con una longitud mayor.
Esta nueva estructura sirve de molde para el
segundo cebador interno, produciendo una
estructura tallo-horquilla adicional. El ciclo con-
tinda resultando en la acumulacién de hasta 10?
copias del ADN blanco en menos de una hora.

Debido a la factibilidad de realizar esta reaccién
en laboratorios periféricos, el uso de la técnica
de LAMP ha ido creciendo para el diagnéstico
rapido de la infeccién por diversos patdgenos
en diferentes contextos. En el caso de la tuber-
culosis, varios grupos de investigadores han
demostrado su utilidad para el diagnéstico de
la infeccién por M. tuberculosis, aunque existen
ciertas discrepancias en sus resultados porque los
reportes de sensibilidad y especificidad varian en
intervalos de 68 a 100% y 48 a 100%, respecti-
vamente. Esto se debe, en parte, al escaso poder
estadistico de los estudios hasta ahora realizados.
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Sin embargo, en un metandlisis reciente en el que
se analizaron los resultados de 26 estudios que
incluyeron 9330 muestras de esputo, se estimé
que la técnica de LAMP tiene sensibilidad de
89.6% vy especificidad de 94% con precisién
diagnéstica para muestras negativas similar a la
PCR 'y valor predictivo negativo alto, porque un
resultado negativo en la prueba LAMP en una
muestra de esputo reduce la probabilidad de tu-
berculosis.? No obstante, los autores observaron
que el ensayo comercial recientemente dispo-
nible en algunas regiones (Loopamp™ MTBC
Detection Kit, EIKEN Chemical Company, Japén)
tiene menor sensibilidad cuando se compara con
ensayos disefiados por diversos investigadores de
forma independiente.

En otro estudio que comparé la precision del
ensayo comercial TB-LAMP con el GeneXpert
MTB/RIF y el cultivo BACTEC/MGIT para la
deteccion de M. tuberculosis en 285 sujetos de
Gambia con sintomas sugerentes de tuberculosis,
se demostr6 que cuando el cultivo se usa como
patron de referencia, el ensayo de TB-LAMP
tiene sensibilidad y especificidad similares a los
de GeneXpert MTB/RIF.° Estos datos los confir-
mo una revision sistematica publicada por la
Organizacién Mundial de la Salud en 2016, en
la que ademds se observé que TB-LAMP es 7 a
13% mas sensible que la baciloscopia y puede
usarse como una prueba adicional después de
un resultado negativo en la microscopia del
esputo, porque la técnica TB-LAMP permite
detectar casos positivos de tuberculosis que
hubieran sido omitidos realizando Gnicamente
baciloscopia.® Ademads, la técnica de TB-LAMP
es mas costo-efectiva que GeneXpert MTB/RIF
cuando se usa como prueba diagnéstica de ruti-
na en laboratorios periféricos. Fstos reportes han
llevado a la Organizacién Mundial de la Salud
a emitir las siguientes recomendaciones para
el uso de TB-LAMP en el diagnéstico de tuber-
culosis pulmonar: 7) esta prueba puede usarse
para sustituir o complementar a la baciloscopia
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en adultos con signos y sintomas sugerentes de
tuberculosis pulmonar; 2) la técnica TB-LAMP
no debe reemplazar a la PCR en contextos de
alto riesgo de tuberculosis resistente a multiples
farmacos (MDR-TB).

Retos y perspectivas

Aunque se trata de una prueba idénea para el
diagnéstico de tuberculosis en adultos en areas
con bajos recursos, la técnica de TB-LAMP
aun no ha sido validada para la deteccién de
infeccion por M. tuberculosis en muestras ex-
trapulmonares, como el liquido cefalorraquideo
(LCR)y la orina. Trabajos recientes demostraron
datos esperanzadores acerca del uso de esta
herramienta en el contexto de tuberculosis extra-
pulmonar.’®'" No obstante, se requieren estudios
mads amplios con mayor niimero de participantes
para confirmar estos hallazgos y poder establecer
recomendaciones mejor fundamentadas.

Asimismo, la prueba de TB-LAMP no ha sido
completamente evaluada en muestras de nifios y
sujetos con VIH; sin embargo, en la revision siste-
matica publicada por la OMS no se encontraron
ventajas sobre la baciloscopia en individuos con
VIH. Ademas, debido a la falta de evidencia, las
recomendaciones para el uso de TB-LAMP en
nifos deben ser tomadas de las hechas para el
caso de los adultos hasta que existan mas datos
disponibles.°

Un desventaja metodoldgica es la ocurrencia
de falsos positivos en regiones himedas con
temperaturas mayores de 37°C,"? lo que debe
considerarse en paises como México, donde la
mayoria de los casos ocurre en dreas costeras
y regiones al norte con mayor temperatura
respecto al centro del pais,? porque se requiere
mejor capacitacion del personal que realizara
la prueba. Por Gltimo, TB-LAMP no es Gtil para
detectar resistencia a farmacos, por lo que no
puede sustituir a GeneXpert MTB/RIF en paises

con incidencia alta de infeccién con cepas
MDR.

Aunque en la actualidad GeneXpert MTB/RIF es
la mejor herramienta disponible para el diagnés-
tico de tuberculosis y la deteccion de resistencia
afarmacos en términos de sensibilidad y especi-
ficidad, muchos laboratorios periféricos en paises
con alta prevalencia de tuberculosis y limitada
infraestructura permanecen sin ser capaces de
realizar una PCR. Por tanto, la prueba TB-LAMP
podria representar una nueva opcion que debe
ser adoptada en paises subdesarrollados como
México, debido a que ofrece alta precision y
eficacia probada que le confiere ventajas sobre
otras herramientas diagnodsticas, especialmente
en situaciones que requieran un resultado rapido
y en casos de alta probabilidad de tuberculosis
preprueba. Mientras aumenta la disponibilidad
de esta herramienta, las autoridades médicas de
los sistemas nacionales de salud y los médicos
expertos en el cuidado de los pacientes con tu-
berculosis deben discutir y analizar de manera
mas profunda las recomendaciones establecidas
por la OMS, con el objetivo de normar el uso
de estas tecnologias emergentes y adaptarlas
al contexto mexicano. Por Gltimo, atin quedan
ciertas areas de incertidumbre respecto al uso de
TB-LAMP para el diagnéstico de tuberculosis en
poblaciones especificas que deben ser aclaradas,
lo que debe representar un estimulo para que los
médicos e investigadores mexicanos busquen
soluciones a estas controversias mediante la
realizacion de ensayos clinicos y estudios ex-
perimentales, aprovechando la alta incidencia
de la enfermedad en nuestro pais.
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