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Resumen

La resistencia a rfampicina se debe a mutaciones en la region central del
gen rpoB que codifica para la RNA polimerasa. Existen diversas mutaciones
y algunas se asocian a alta y baja resistencia a nfampicina. El cbjetivo de
este trabajo fue identificar mutacicnes en el gen rpoB en aislados clinicos de
M. tuberculosis resistentes a concentraciones elevadas de rifampicina.
Incluimos 46 cepas de M. tuberculosis, 35 resistentes a rifampicina y 11
sensibles. Realizamas PCR-SSCP para detectar las mutaciones en el gen
rpoB, las cuales confirmamos por secuencia nucleotidica. Correlacionamos la
concentracion inhibitoria minima con [las mutaciones. Asimismo,
comparamos nuestros hallazgos con lo reportado en la fiteratura. Las 35
cepas resistentes tuvieron alguna mutacion de acuerdc a la secuencia
nucleotidica de un fragmento de 411pb del gen rpoB. Las 11 susceptibles no
presentaron mutacion. En 11 de las 35 cepas resistentes encontramos
mutacién por PCR-SSCP (sensibildad 31.4% vy especificidad 100%). La
reproducibildad fue def 100%. Al analizar la secuencia nucleotidica de tas 35
cepas encontramos mutacion en siete codones que produjeron 13 cambios
de aminoacido. Se identificaron tres alelos no descritos previamente en e
codon 531. Encantramos mutaciones en codones especificos asociados con
el nivel de resistencia: 513, 526 y 531 mostraron alta resistencia con respecto
al codén 516 =asociado a baja resistencia (p=0.002). Conclusiones.
Encontramos mutaciones en el gen rpoB en todas las cepas de M
tuberculosis resistentes asi como la asociacion det grado de resistencia con
mutacicnes especificas. Asimismo, describimos nuevos afelos asotiados a
resistencia entre las cepas de M. fuberculosts de México.

Palabras clave: PCR-SSCP, rpoB, tuberculosis, mutacién, secuencia
nucleotidica




Abstract

The mechanism of resistance to rifampicin in M. fuberculosis 1s mainly due o
mutations in the central region of the rpoB gene. Several mutations have
been associated with high, medium and low resistance to rifampicin. The
purpose of this study was to identify mutations in the rpoB gene among
Mexican clinical isolates of M. {tubercuicsis resistant to variably high
concentrations of rifampicin. We included 46 isolates of M. tuberculosis, 35
resistant to rifampicin and 11 susceptible. We used PCR-SSCP and
sequence analysis of a fragment of the rpoB gene to detect the mutations and
cotrelated them with the minimal inhibitory concentration. All resistant isolates
had a mutation somewhere in the 411bp fragment of the rpo8 gene according
to sequence analysis. (n contrasi, none of the susceptible isolates had a
mutation. The mutations were located in seven codons, which produced 13
alleles. We identified three new alleies in the codon 531. The PCR-SSCP
detected mutations in 11 of the 35 resistant isolates and none among the 11
susceptible isolates. We found specific codons associated with the level of
resistance: codon 516 was associated with low resistance and codon 513,
526 and 531 to high resistance. (p=0.002) Conclusions: We found mutations
n the rpoB gene in all of our resistant M. fuberculosis, as well as an
association with the resistance level and specific mutations We aiso found
new ailleles associated to rifampicin resistance in Mexican isolates of M.
tuberculosis

Key words: PCR- SSCP, rpoB, mutations, sequence analysis, tuberculosis




Introduccion

1. Biologia de Mycobacterium tuberculosis

La tuberculosis es una infeccién bactenana producida por microorganismos
del compleio Mycobacterium tuberculosis. El complejo estd constituide por las
siguientes especies: M. fuberculosis, M. microti, M bovis y M. africanum. M.
tuberculosis es un bacilo aerobio estricto, no esporulade e inmavit de 0.2-0.6 X 1-
10um. Poseen una pared celular compleja con un esqueleto de peplidoglicano,
molécuylas de arabinogalactano y Acidos mucoiicos unidas por enlaces covalentes,
v cubiertas por tipidos libres y polipéptides.

El peptidoglicano estd compuesto de polisacaridos unidos covalentementa
con el acido N-acetil-muramico y el Acido N-acetil-giucosamino. El 25% del peso
seco de la bacteria esté constituido por lipidos libres en las capas extericres de la
célula. Estos lipidos contienen ceras (ésteres de acidos grasos con alcoholes
grasos) y giucolipidos (lipidos y carbohidratos unidos por enlaces covalentes). Los
acidos micélicos son &acidos grasos saturados, o-alquil-B-hidroxilos, v se
encuentran tanio en las ceras como en los glucolipidos, La rigidez del esqueleto
estructural de la pared celular se debe a la formacion de un puente entre la capa
rigida formada por el arabinogalactanc, unido por enlaces covalentes al
peptidoglicano.?*

Las caracteristicas hidrdfobas de su pared celular hacen a M. tuberculosis
resistente a muchos desinfectantes y a colorantes utilizados en tinciones comunes
en el laboratorio, como ia de Gram vy la de Giemsa. Por estas caracteristicas, se le
define como bacilo acido-alcohol-resistente y sélc puede ser tefiido con
procedimientos como la tincion de Zieh! Neelsen o de Kinyou ?

M. tuberculosis es un microorganismo de crecimiento lento, su tiempo de
replicacion es de 12-24 horas dependigndo del ambiente y medio de cultivo en
donde crezca. Una caracteristica suigeneris de M. tuberculosis es su tendencia a
formar “cordones”, o grupos densos de bacilos en alineamiento paralelo como
cordon o mecate. El crigen bioquimico de esté fenomenc fue identficado por

Bloch* y lo llamo “factor cord”. Posteriormente, este factor fue identificado como un




compuesio poco usual de 6 8'dimicolato de trealosa; el cual ocasiona morbilidad
alta, con consecuencias letales cuando es noculado en modelos animaies * Sin
embargo, 8! papel de este compuesto en la patogénesis de ia tuberculesis atin no
se ha determinado; pero s ha demostrado que pueds ser un factor de virulencia®
En estudios experimentales hechos en animales inmunizadcs conira el factor
cordon, éstos fueron retades con M. fubercufosis virulento v la mortalidad
disminuyé notablemente contra un grupo contral.’

2. Transmisién de la tuberculosis

La tuberculosis se transmite prncipalmente a través del aire, por gotas de
éaliva excretadas por individuas con infeccion pulmonar. Estas gotas son la fuente
infectante cuando se expectoran suficientes bacilos como para ser detectados en
la baciloscopia, aunque se ha demostrado gque en pacientes con baciloscopia
negativa (paucibacilares), también son capaces de infectar a las personas
cercanas a elios.®’

3. Patogénesis

Se debe sospechar de tuberculosis cuando existen antecedentes de
convivencia con personas que padecen tuberculosis pulmonar activa, ya que una
tercera parte de los contactos se infecta y de éstos, 10% desarrolla enfermedad
clinica, la mitad en el primer afio y la otra mitad en ef transcurso de su vida.?

La enitrada del microcrganismo en el humano ocurre por la inhalacién de
pequenas particulas (1- 5 um} Gue son capaces de llegar a ios alvéclos, donde la
primera defensa de! huésped son los macrdfagos residentes. En este momento la
infeccion puede permanecer en la forma latente de la enfermedad, o se puede
generar la forma activa, esto es dependiendo del sistema imune del huésped o
del indeulo con e! gue se infects.®

En la forma latente de la enfermedad, los macrofagos pueden destruir a fos
bacilos de inmediato o bien fagocitarles sin destruirlos, _limitando la infeccidon
Tediante la formacion de granulomas pequefios. La forma activa y contagiosa de
a enfermedad se produce cuando el sistema inmune no es capaz de destruir los
racilos, éstos se dividen dertro del macrofago y se rompe, los bacilos salen y se

eproducen Durante el rompimienio de los macréfagos se iberan enzimas toxicas




que dahan airededor del tejido pulmonar, lo cual produce lesiones cavitarias o
tubércuios dentro del puimdn, en los cuales M. fuberculosis es capaz de
multiplicarse. Una vez establecda la infeccidn local, el microorgarusmo invade los
Iinfaticos y posteriormente el torrente sanguineo. A través del torrente sanguineo,
se pueden establecer focos de infeccion activa o latente en sitios como vértices
del pulmén, corteza del rifién y huesos, y a través de los Iinfaficos se disemina a
los ganglios linfaticos locales.”

4. Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de la tuberculosis se describleron hace
muchos afics; sin embargo, su espectro es tan amplio que el diagndstico sigue
siendo un reto para el clinico. La tuberculosis pulmonar es la forma mas conocida
de la enfermedad. Se clasifica en infeccion primaria v en enfermedad por
reactivacion. La primera forma se presenta en personas que nunca han tenide
contacto con M. tuberculosis {prueba cutdnea de hipersensibilidad tardia o PPD
previe negativo). La mayor parte de los individuos infectados no presenta sintomas
y s0lo se documenta (a infeccion mediante la conversion del PPD." La infeccian
primaria sintomatica es controlada generalmente en semanas o meses por medio
de una inflamacion granulomatosa, fa cual se observa como un nédulo calcificado
en la radiografia de torax. La infeccidn primaria sintomatica es mas frecuente en
nifios y adultos jovenes, y se presenta con fiebre, ataque al estado general, tos y
delor pleuritice, can ¢ sin derrame pleural, La radiografia de tdrax muestra
infiltrados pulmonares dificilles de distinguir de una neumonia bacteriana, perc con
adenomegalias en la reqidn parahiliar y mediastinai, caracteristicas sugerentes de
diagndstico de tuberculoss.™

La tuberculosis pulmonar por reactivacion se debe a los bacilos de M.
tuberculosis gue permanecen viables en los granulomas. Esta forma representa
mas del 90% de 10s casos de tuberculosis puimonar sintomatica.™ En un enfermo
inmunocompetente, las manifestaciones clinicas son: fiebre de predominio
vesperting, diaforesis profusa, pérdida de pesa vy tos, que en un tercera parte da
los pacientes es hemoptoica. En mas del 90% de los casos de tuberculosis

pulmonar, ia radiografia de torax muestra mnfitrades alveolares y areas con
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lesiones fibronodulares o cavernas, en los segmentos apicales y posteriores del
dbulo superior ¢ en los segmentos supericres del IGbule inferior de los puimom:)s.6
El diagnostico se basa en el cuadre dinico, el hallazgo radiologico, et PPD positivo
y la deteccién de bacilos acido-alcohal-resistentes en la expectoracion.

5. Epidemiologia de la tubercuiosis

La tuberculosis es uno de los problemas de salud publica mundial mas
importante. En 1993, la Organizacidn Mundial de la Salud (OMS) declara & la
tuberculosis como un problema emergente. La incidencia de tuberculosis para el
afio 2000 fue de 3.5 millones de muertes y 10.2 millones de nuevos casos. Se
éstima que para el afio 2005 se incremente a 11 9 millones de casos al afio'>.
Cerca del 95% de los casos nuevos vy de las muerles se presentan en paises
pobres, con fasas de incidencia que en ciertas localidades llega a ser hasta de
500/100,000 habitantes, donde la tuberculosis coexiste con ofras enfermedades,
coma cirrosis hepatica, diabetes mellitus, alcaholismo, ete.

Entre los factores que han contribuide al resurgimiento de la tubercuiosis,
se encuentra |a epidemia det Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), la
falta de adherencia a tratamiento, la inmigracion, la falta de interés por parie de!
gobierno en los programas de salud y el problema soclogconomico que se
presentan en paises en vias de desamollo."*"*'®"7 En 1898, se estimaba que en el
mundo existian entre 14 y 15 miilones de personas infectadas con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) v cerca de 8 millones de esas personas también
estaban co-infectadas con M. tuberculosis.'®

En México, entre 1941 y 1976, se observé una disminucion en el nimero de
casos de tuberculosis puimonar; sin embargoe, a partir de 1885 se ha observado un
incremento debide a la coinfeccidn con el VIH y mejor riotificacion de los casos a
la Secretaria de Salud.’ En 1086 se realizd la primera Encuesta Nacional de
Salud y se observd que 20% de la poblacién vivia en casas con piso de tierra,
46.7% tenia mas de dos cuartos, 60% contaba con agua dentro de la casa, 55 8%
de la poblacién habitaba con mas de 5 personas por casa, 57.4% disponia de
drenaje conectado a la red piblica, 60.8% tenia excusado de agua, 50.5% de la

poblacidn no era derecho habiente a un servicio de salud Con los dalos anteriores




y por algunos otros estudios realizados, se estimo para 1996 entre 41,000 y
58,000 casos nuevos de tuberculosis en nuesiro pais.zo

6. Epidemiologia de la tuberculosis resistente.

i.a re-emergencia de la tubercuiosis se ha exacerbado por un alarmante
incremento de cepas resistentes a uno 0 mas agentes antimicromanocs Aungue no
8¢ CONoce con precision, se estima que 50 a 100 millones de personas en el
mundo estan infectadas con M. tuberculosis resistente Durante los primeros 3
meses de 1991, el Centro de Controi de Enfermedades de Estados Unidos reporté
gue 13% de los casos nuevos de tuberculosis son resistentes a por lo menos un
antibidtico; presentandose brotes causados por estas cepas enire personas
infectadas con ViH. La mortalidad asociada a estos casos fue del 72 a §9%.%

La OMS informo recientemente el estado actual de tuberculosis resistente a
antibidticos en el mundo. Describid que en fa Unidn Soviética la tasa de resistencia
primaria a isoniacida fue de 32% vy la de multi-resistencia primaria se aproximo al
15%. En Latinoamérica, 1a tasa de resistencia primaria a isoniacida vario de 1% en
Uruguay hasta 20% en la Repdblica Dominicana, la multi-resistencia primaria fue
del 7% en la Repiblica Dominicana y del 5% en Argentina®. En 1995, nuestro
grupo informd tasas de resistencia primaria a isoniacida del 9% y a rifampicina del
6%. La tasa de resistencia secundaria a isoniacida fue del 44% vy a rifampicina de!
35%. Estas cifras fueron cuatro veces mas aitas que las reportadas previamente
en México por la OMSZ,

Se han realizado otros estudios en México en areas urbanas, semi-urbanas
y rurales. En todos estos sitios, el hallazgo comin ha side una tasa alta de
resistencia primaria a isoniacida y a la combinacion de 1soniacida y nfampicina
{multi-resistencia)®*.

Datos semejantes se encontraron én un esfudio realizado por la Secretana
de Saiud de México en colaboracion con el Centro de Centrol de Enfermedades
{CDC) en 3 estados de la Repubiica Mexicana. E! promedio de la tasa de
resistencia primana a isoniacida fue de 11% v de multi-resistencia primana de 2%
® Desde el punto de wista de salud piblica se ha enfatizado el impacto de Ia

resistencia en ia morbitdad y mortalidad en lugares donde el VIH nha sido




prevalente, sin embargo, este impacto también es alto en lugares semi-urbanos
sin la influencia de 1a infeccion por VIH %

La resistencia es &l resuitado de la seleccion de mutantes resistentes en
cepas onginalmente susceptiles como c¢onsecuencia de  una terapia
inadecuada®. En los {ltimos afios, los aislados resistentes a iscniacida y
rifampicina han sido responsables de una serie de brotes con mortalidad elevada,
lo cual, hace evidente la necesidad de dssarroflar métodos de deteccion y

vigilancia de la distnbucién de estos aislados®.

. Antecedentes

1. Origen de la resistencia de Mybacterium tuberculosis

La isoniacida v la rifampicina son los antimicrobianos primarios en el
tratamiento de los enfermos con tuberculosis. Para evilar la aparicion de la
resistencia a los antibidticos primarios, es importante implementar estrategias en
las que el tratamienio sea estrictamente supervisado y garantice 1a adherencia del
paciente al tratamiento 203,

M. tubercuiosis desarralla resistencia en forma espontanea. La probabilidad
de resistencia a antibidticos menocs efectivos contra M. fuberculosis, como 1a
tiacetazona, etionamida, capreomicing, cicloserina y viomicina es de 107 para
antibidticos mas efectivos como isoniacida, estreptomicina, etambutol, kanamicina y
4cido p-amino-salicilico es de 1 os. y para rifampicina, el antibidtico mas efectivo
contra M. fuberculosis, es de 10°.* Consecuentemente, la probabilidad de que haya
una mutacion es directamente proporcional a la carga bacteriana. Como las
mutaciones que confieren resistencla & los antibidticos es cromosomal, |a
nrobabilidad de que una mutante sea resistente simultdneamente a dos o mas
antibitticos es el producto de las probabihdades individuales v la probabiidad de
mutiresistencia es multipiicativa

La resistencia a los antibidticos no tiene ninguna ventaja selectiva para la

bactetia, a menos que ésta sea expuesta al antibictico.*

Bajo estas
circunstancias, las cepas sensibles mueren y ias mutantes resistenies sobreviven,

Cuando el paciente es expuesto a los antibidticos de primera linea y no se adhiere




prevalente, sin embargo, este impacto también es alto en iugares semi-urbanos
sin la influencia de la infeccion por VIH Z7.

La resistencia es el resuitado de la seleccidn de mutantes resistentes en
cepas originalmente susceptibles como consecuencia de una terapia
inadecuada®™. En los Ultimos afos, los aislados resistentes a isoniacida vy
nfampicina han sido responsables de una serie de brotes con mortalidad elevada,
lo cual, hace evidente la necesidad de desarrollar métodos de deteccion vy

vigilancia de la distribucion de estos aisiados”.

Il. Antecedentes

1. Origen de 12 resistencia de Mybacterium tuberculosis

La isoniacida y ia rifampicina son los antimicrobianos primarios en el
tratamiento de los enfermos con tuberculosis. Para evitar la aparicion de [a
resistencia a los aniibidticos primarios, es importante implementar estrategias en
las que el tratamiento sea estrictamente supervisado y garantice la adherencia del
paciente al tratamiento 2>20%",

M. tuberculosis desarrolla resistencia en forma espontanea. La probabilidad
de resistencia a antibidticos menos efectivos contra M. tuberculosis, como la
tiacetazona, etionamida, capreomicina, cicloserina y viomicina es de 1073 para
antibidticos mas efectivos como isoniacida, estreptomicina, etambutol, kanamicina y
acido p-amino-salicilico es de 107 y para rifampicina, el antibidtico mas efectivo
contra M. tuberculosis, es de 103 Consecuentemente, la probabilidad de que haya
una mutacién es directamente proporcional a la carga bacteriana. Como las
mutacionas que confieren resistenciz a los antibidticos es cromosomal, la
probabilidad de que una mutante sea resistente simultaneamente a dos o mas
antibioticos es e producto de las probabilidades individuales y la probabilidad de
muti-resistencia es multiplicativa.

La resistencia a los antibidticos no tiene ninguna ventaja selectiva para la
bacteria, 2 menos que ésta sea expuesta al antibiotico.®® Bajo estas
circunstancias, las cepas sensibles mueren y las mutantes resistentes sobreviven.

Cuando el paciente es expuesto a los antibidticos de primara linea y ne se adhiere




al tratamiento puede generar resistencia a alguno de éstos. Si el paciente recibe
nuevamente terapia antimicorbiana con ofros antibidticos, se seleccionaran
mutantes resistentes al antibidtico nueve; por [o tanto, el mecanismo predominante
del desarrofio de la mult-resistencia es la seleccion consecutiva de cada uno de
los antibidticos a los cuales es expuesta la bacteria.

Los pacientes con cepas mult-resistentes constituyen una combinacion de
infecciones crénicas, las cuales propagan la multi-resistencia primaria. Estos hachos
apovan la idea de que !a tuberculosis producida por M. fuberculosis multi-resistente,
es una enfermedad debida af efecto selectivo por una quimicterapia inapropiada. H

2. Mecanismo de accion de [a Rifampicina

La rifampicina es un derivado semisintético de la rifamicina B. La nfamicina
B es el producto de la fermentacion de Nocardia mediferranei.®® La rifampicina
tiene un espectro antibacteriano amplio y es particularmente activo conira
micobacterias y otros microorganismos grampositivos.®

Lz rifampicina es muy activa contra bacterias grampositivas como
Staphviococcus spp., Sirepfoccccus spp. y menos efective contra organismos
gramnegativos.® La concentracion inhibitoria minima {CiM) para la mayoria de los
microorganismos sensibles es de 0.01-0.02ug/ml*. A pH de 5.5-8 la actividad
inhibitoria de la rifampicina no cambia. Una caracteristica especial de la
rifampicina es su penetracion en los leucocitos polimorfonucleares y mata
patogenos intracelulares. ™

Las rifampicina fue introducida como antituberculoso en 1972 y es
extremadamente activo contra M. fuberculosis; presenta una CIM de Q.1 -
0.2ug/mL.* Por su accion bactericida, la rifampicina con isoniacida forman el
principio del tratamiento contra fa tuberculosis La &actividad antibacteriana de la
rifampicina est& basada en un mecanismoe de accion Unico y especifice. En base
a los estudios de estructura-funcion reaiizados en Escherichia coli, el mecamsmo
de accion de fa rnfampicina a nivel molecular, involucra la inhibicdn de la RNA-
polimerasa dependiente de DNA®® Se ha encontradc que muchas bactenas
flogenéticamente cercanas a £ colfi son sensibles g rifampicina La RNA

polimerasa de estas baclerias es inhibida por otros antibidticos que tienen efecto




toxico en humanos, tales como la aciinomicina v la mitomicina. Estos antibidticos
interfieren con la accidn de la RNA polimerasa que interactla con el DNA
“templado”.*’

En los primeros estudios realizados para determinar el mecanismo de
accion de la rifampicina, se utilizd como modeio el efecto de la nfampicing en la
RNA polimerasa de E. coli. La funcion de la RNA polimerasa es polimerizar los
ribonucleosidos trifosfato a partir de un DNA “templado” por lo que cataliza la
transcripcidn de DNA a RNA.*

El procesc de transcripcion se lleva a cabo en varios pasos: &) union de la
enzima al DNA, b) union dei primer nucledsido trifosfato al compliejo enzima-DNA,
¢} formacion de la primera unian fosofodiéster v la praduccian de un dinucledtido
(cadena de iniciacién), d) el ensamble de mas nucledtidos para formar un
polirribonucledtido (cadena de elongacion) y e) la liberacién de la cadena de RNA
completa {cadena de terminacién).*

En experimentos en el fago lambda, se demostré que la rifampicina produce
un efecte abortivo en la transcripcion desde la cadena de iniciacion. Se ha
propuestc que, a partir del dinucledtido pppApU, se inhibe la formacién de la
segunda unicn fosfodiéster, en donde la union de la rifampicina a la RNA
polimerasa bloguea, por impedimento estérico, la translocacion de pppApU v se
inhibe la elongacion de !a cadena de RNA.*

QOtros investigaderes han postulado que, en presencia de la rifampcina, se
forma un cligonucledtido a partir del dinucledtide y, como consecuencia, a
rifampicina compite directamente, o por efecto alostérico, con el RNA por el sitio
de unidn de la RNA polimerasa. Asi, la inhibicidn de la transcripcion es causada
por un efecto desestabilizador por la unidn de un oiigonudlestido intermediario.**

a) Unidén de la rifampicina a la RNA polimerasa bacteriana

Se ha analizado con detalle la interaccion fisica de la rifampicina con la
polimerasa bacteniana. Se demostrd la formacion del complejo nfampicina-RNA
polimerasa con experimentos de rifampicina marcada radiactivamente y se
observd que una molecula de antitidtico se une a cada monomero de la enzima y

se inhibe su accién.™®




Con e fin de demostrar ! porgué una molécula de nfampicina {peso
molecular 823 Da) es capaz de inactivar a la RNA polimerasa ( pesc molecular
475 KDa) a concentraciones tan bajas se han realizade estudios cinéticos de la
unidn nfampicina-RNA polimerasa.®® Los estudios de cinética mostraron gue la
constante de disociacion (kd} del complejo nfampicina-enzima, sigue una cinética
de primer ordan, con una vida media de 12 horas a 0°C y disminuye a 8 minutos a
37°C. La constante de asociacion (ka) sigue una reaccion de segundo orden, con
una constante ka= 6 x 10* M/seg a 0°C y se incrementa a 1.2 x 10° M/seg a 37°C.
Con estos valores, se calculd la constante de equifibrio K=kd/ka. La K fue de 107"
a 0°C y de 10® a 37°C. Los valores de K, son tan pequefios que explican la
eficiencia de la rifampicina.

Oftros investigaciones han mostrado que la asociacion enzima-antibidtico
disminuye cuando el DNA se une a la enzima en cualquier estado de la
transcripcion; es decir, la rifampicina se une en forma mas lenta a cualquier
complejo formado durante la transcripcidn, que cuando se une a directamente a la
enzima libre. Esta medidas cinéticas comprueban que el DNA puede proteger a la
RNA polimerasa de la inactivacion por la rifampicina y la sintesis del RNA no se ve
afectado una vez que se ha iniciado la cadena de elongacién.*’

La naturaleza fisica de la unidon entre la enzima-antibidtico se ha visto gue
es de caracter lipofilico; pues se ha observado que la fuerza idnica no tiene
influencia en la constante de asociacion, mientras que el dimetil sulfdxido (solvente
menos polar) la incrementa 20 veces.*

b) Localizacion del sitio de union de la rifampicina a la RNA polimerasa

La RNA polimerasa es una enzima compleja constituida por 5 subunidades
«2BB'c.® Se ha demostrado que la nfampicina se une a la subunidad [5.*° Para
comprobar este hecho, se hicieron experimentos de reconstitucdn en donde se
probaron subunidades de cepas de E. col sensibles y resistentes Se observd que
la RNA polimerasa que contenia las subunidades o’ de una cepa resistente v la
subunidad [} de una cepa sensible, confind a la cepa sensibilidad a nfampicing;

mientras que la RNA pofimerasa que conlenia las subunidades «fi' de una cepa




sensible y la subunidad B de una cepa resistente, cenfirié a la cepa resistenclia a
rfampicina.®

lll. Mecanismo de resistencia a rifampicina

Se ha demostrade que la resistencia a rifampicing es causada por una
alteracién en el sito blanco del antibidtico; la RNA polimerasa. La enzima ha sido
aislada de mutantes resistentes a rifampicina, tanto en microoorganismos
gramnegativos como grampositivos, v se ha encontrado que la rifampicina no se
une tan solidamente a la enzima de las cepas resistentes.*®”" Estos hallazgos
concuerdan con el concepto de que la unidn de la nfampicina a la enzima es un
prerrequisita para la inhibicidn de la enzima.

El mecanismo de resistencia a rifampicina en microorganismos grampositivos
y gramnegaiivos se debe a mutaciones en el gen rpoB, el cual codifica para la
subunidad B de la RNA polimerasa. Las mutaciones confieren cambios
conformacionales en la RNA polimerasa y se produce [a unidn defectuosa entre el
antibidtico y la RNA polimerasa, desarrollando resistencia.®® En 1980 se realizaron
estudios moleculares en donde se demostrd que las cepas de E. coff resistentes a
rifampicina tuvieron mutaciones sin sentido v remociones cortas en el gen rpos.

Jin v Gross® identificaron log sitios en donde se encuentran las mutaciones
que confieren resistencia a rifampicina en ef gen rpoB de £. coli. Los sitios fueron
clasificados en tres grupos llamados Region | {codones 507-533), li (codones 563-
574), Il (codones 676-689) y una region a 146 amino acidos inmediatamente
corriente arriba de la region | (Fragmento B, Fig.1).>* Ademas, también informaron
que el nivel de resistencia depende de la region en donde se encuentra la mutacion,
y observaron que las mutaciones en la region | confieren resistencia a niveles altos
de nfampicina En este estudic, también se describieron 17 mutaciones que
afectaron 14 residuos de aminoacidos en la subunidad § de la RNA polimerasa de E.
colf , resistente a rifampicina,

Posteriormente, otros investigadores han analizado las secuencias de las
regiones | y I del gen rpo8 de microorganismos, como Salmionelia typhimurium,™ M.
leprae,® M. tuberculosis,” Neisseria meningitidis,*® M. smegmatis,*® Staphylococcus
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sensible v la subunidad § de una cepa resistente, confirié a ia cepa resistencia a
rifampicina *°

. Mecanisme de resistencia a rifampicina

Se ha demostrado que la resistencia a rifampicina es causada por una
alteracion en el sito blanco del antibidtico. ta RNA polimerasa. La enzima ha sido
aislada de mutantes resistentes a rifampicina, tanto en micreocrganismos
gramnegatives como grampositivos, y se ha encontrado que ia rifampicina no se
une tan solidamente a la enzima de las cepas resistentes ***" Estos hallazgos
concuerdan con e! concepto de que ia union de la rifampicina a ia enzima es un
prerrequisito para la inhibicion de la enzima.

El mecanismo de resistencia a rifampicina en microorganismos grampositivos
y gramnegativos se debe a mutaciones en el gen rpoB, el cual codifica para la
subunidad p de la RNA polimerasa. Las mutaciones confieren cambios
conformacionales en la RNA polimerasa y se produce la unién defectuosa entre el
antibidtico y la RNA polimerasa, desarrollando resistencia.® En 1980 se realizaron
estudios moleculares en donde se demostrd que las cepas de E. colf resistentes a
rifampicina tuvieron mutaciones sin sentido y remociones cortas en el gen rpoB.

Jin y Gross™ identificaron los sitios en donde se encuentran las mutaciones
que cenfieren resistencia a rifampicina en el gen rpoB de E. cofi. Los sitios fueron
clasificados en tres grupos llamados Region | {codeones 507-533), |l (codones 563-
574), Il (codones B76-689) y una regién a 146 amino acidos inmediatamenta
corriente arriba de la regién { (Fragmento B, Fig.1).>* Ademas, también informaron
que el nivel de resistencia depende de [a regidn en donde se encuentra ia mutacion,
y observaron que las mutaciones en la region | confieren resistencia a niveles altos
de nfampicina. En este estudio, también se describieron 17 mutaciones que
afectaron 14 residuos de amincacidos en la subunidad 3 de la RNA polimerasa de E.
coli , resistente a rifampicina,

Posteriormente, otros investigadores han analizado las secuencias de las
regiones | y |l del gen rpoB de microorganismos, como Saimonelia typhimurium,™ M.
leprae,”® M. tuberculoss ¥ Neisseria meningitidis,® M smegmatis,” Staphyiococcus
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ty,ohi,63 Spiroplasma citr®® y Legionella ;onewno,ohlf}’a,65 resistentes a nfampicina y
han encontrado que en la mayoria de estas cepas presentan mutaciones,
insercionas o remociones en esias dos regiones. Especificamente, en fa regidn | es
en donds las mutaciones se presentan con mas frecuencia, los codones 526 y 531.

Se han encontrado otros mecanismos de resistencia a nfampicina, los cuales
se han caracterizado por 2 inaciivacion del antibidtico. Los mecanismos descritos
hasta la fecha son la fosforlacién, glucosilacidn, nbosilacion y descomposicion.®
También se ha observado que estos mecanismos se encuentran especificamente en
ciertos géneros de bacterias. Por ejemplo, la nbosilacion se presenta en el género
Mycobacterium spp. y otros géneros relacionadas como Gordona y Tsukamurella; la
glucosilacién ha sido observada en Nocardia, Bacillus spp y Rhodococcus® La
descomposicion fue observada en Nocardia, Rhodococcus ¥y Mycobacterium, esta
Gltima se puede observar como la decoloracion del antibidtico.

V. Mutaciones en el gen rpoB de Mycobacterium tuberculosis

En M. tubercuiosis resistente a rifampicina se ha caracierizade el locus rpoB
v se han identificado mutaciones en una regién central de resistencia (RCR) de 69-
81 nucledtidos (codones 507-533)%%%°7% los cambios fueron en un nucledtido del
produciendo sustituciones de aminodcidos, aunque también se observaron
Inserciones ¢ remociones pero con frecuencia muy baja.

Telenti v cols.,”” analizaron 122 aislados clinicos de M. tubercuiosis de
origen geogréfico diverso. En 66 aslados resistentes, observaron que las
mutaciones en el gen rpoB se encuentran en los codones 511-533; asi mismo,
mostraron que los aislados sensibles no presentaron mutaciones. Posteriormente,
Kapur y cols..® al estudiar 98 cepas de M. tuberculosis resistentes a rifampicina
aisladas en Texas y regiones de ia frontera con México, encontraron las mismas
mutacicnes que Telenti y cols ¥ Sin embargo, Kapur y cols.,” encontraron en
aislados de una misma regién geografica mutaciones en los codenes 511 y 5186,
por elle, postularon gue las mutaciones en el gen rpoB tenian distnbucion
geografica. Ademas encontrarcn inserciones y remociones entre los codones 513
y 514 vy, en algunos aslados, la combinacion de dos mutaciones En Japén,?1 se

estudiaron 40 cepas de M. twberculosis para correlacicnar la CIM vy las




tyohi®® Spiroplasma citr®® y Legionelia pn<—;-umoph;r':'a,65 resistentes a rifampicing v
han encontrado que en la mayoria de estas cepas presentan mutaciones,
inserciones o remocionses en estas dos regiones. Especificamente, en la regidn | es
en donde las mutaciones se presentan con mas frecuencia, los codones 526 y 531.

Se han encontrado otros mecanismos de resistencia a rifampicina, los cuaies
se han caracterizado por la inactivacion del antibidtico. Los mecanismos descritos
hasta la fecha son la fosforilacion, glucosilacion, ribosilacion y descomposicion.®
También se ha cbservado que estos mecanismos se encuentran especificamente en
giertos géneros de bacterias. Por elemplo, la ribosilacion se presenta en el genero
Mycobacterium spp. y otros géneros relacionadas come Gordona y Tsukamurella; la
glucosilacién ha sido observada en Nocardia, Bacillus spp y Rhodococcus.® La
descompaosicion fue observada en Nocardia, Rhodecoccus y Mycobacterium, esta
Gltima se puede observar como |z decoloracién del antibidtico.

IV. Mutaciones en el gen rpoB de Mycobacterium tuberculosis

En M. tubercufosis resistente a rifampicina se ha caracterizado el focus rpoB
y se han identificade mutaciones en una region central de resistencia (RCR) de 69-
81 nucledtidos (codones 507-533)%%*: 105 camhios fueron en un nuciedtido del
produciendo sustituciones de aminoécides, aungue también se ocbservaron
inserciones o remociones pere con frecuencia muy bata.

Telent: y cots.,” analizaron 122 aislados clinicos de M. tuberculosis de
origen geografico diverso. En 66 aislados resistentes, observaron que ias
mutaciones en el gen rpoB se encueniran en los codones 511-533; asi mismo,
mostraron que los aisiados sensibles no presentaron mutaciones. Posteriorments,
Kapur v cols.*® al estudiar 98 cepas de M. tuberculosis resistentes a rifampicina
aisladas en Texas y regiones de {a frontera con México, encontraron las mismas
mutaciones que Telenti y cols.”” Sin embargo, Kapur v cols.,*® encontraron en
aislados de una misma region geografica mutaciones en los codones 511 y 516,
por ello, postularon que las mutaciones en el gen rpoB tenian distribucion
gecgrafica. Ademas encontraron inserciones y remociones entre los codones 513
y 514 y, en algunos aislados, la combinacidn de dos mutaciones. En Japc’m.?1 se

cstudiaron 40 cepas de M (luberculosis  para correlacionar la CIM vy las




mutaciones en rpoB, vy encentrarcn gue el 35% de las cepas presentaron
mutaciones en el codon 526, 35% en el codon 531 v 15% en el codon 516, Estos
aislados tuvieron una CIM =64 pg/mL, dos assiados sensibles con una CIM de
1ug/mb tuvieron un cambio en el codon 533, y una cepa sensible con una CiM<
0.063u/ml presentd mutacidn en el codon 515, que nunca habia sidoe reportada, y
tres cepas con CIM de 2-32ug/mL no presentaron mutaciones.

En un esiudio de revisién sobre la identficacion de mutaciones en el gen
rpoB, se informo sobre el andlisis de 478 cepas de M. {uberculosis resistentes a
rifampicina en fodo ef mundo vy se encontré que el 70% de los aislados
presentaron cambios en los codones Ser531 e His5267°. Asi mismo, se han
encontrado en aislados resistentes, un ndmero pequefio de mutaciones fuera de
la regién de 81pb.

La consistencia de mutaciones en ef locus rpoB y el fenolipo de resistencia
a rifampicina (>95%)} han marcado implicaciones clinicas en el tralamiento de los
pacientes. Por ello, |a identificacion de las mutaciones asociadas con la resistencia
a rifampicina ha impulsado el desarrollo de diversas pruebas para mejorar {a
sensibilidad en la deteccidn de las mutaciones. La secuenciacion nucleotidica es
uno de los metodos mas seguros; sin embargo, este no es aplicable en el
laboratonio clinico o de salud publica, dado gue se requiere de equipo costoso, es
labonicso y se necesita personal especializado. Se han utllizado otros métodos
como el PCR-SSCP {del inglés “polymerase chain reaction - single strand

)57-71 73

conformation polymorphism” , el analisis de “heminested-PCR

w7576

, el anélisis
wi7

+

del “PCR heteroduplex"™, “line probe hibridization
w78 w79

. “dideoxy-fingerprint

“DNA probe arrays™™®, analisis de "RNA mismatch"’®, y faros moleculares™ Entre
estos metodos, el PCR-SSCP ha sido el més empleado por su bajo costo y, en
particular, por el desarrollc de PCR-3SCP no isotopico. Esta metodologia se basa
en la amplificacidn de una secuencia blance de DNA, seguido por la
desnaturalizacion del producto ampifficado el cual es sometido a electroforesis. En
condiciones nativas, el DNA de cadena senciliz tiene una conformacién gue esta
determinada por la secuencia nucleotidica, Cualquier cambio o mutacion en dicha

secuencla afectara el plegamiento o la conformacion de la cadena y este cambio




as abservada por un patran eleciroforético diferente {polimorfismo), con respecto
al de un control sin mutaciones "%

El primer estudic en que se utilzd esta metodologia, para encontrar
mutaciones en €l gen rpoB de aislados clinices de M fuberculosis, resistentes a
rifampicina, incluyd ef ardlisis de un fragmento de 157 pares de basss (pb), en
donde estan contenidas la mayoria de las mutaciones dentificadas que confieren
resistencia a rifampicina (Fig. 1, regién 1).%" Los resultados mostraron una relacion
directa entre el polimorfismo observado en el PCR-SSCP, la resistencia fenotipica
de los aislados v las mutaciones. Esta meiodologia es relativamente sencllla y fue
inicialmente muy prometedora; sin embargo, actualmente los resultades obtenidos
con el PCR-SSCP deben interpretarse con precaucion, como un método que sdlo
detecta mutaciones pero no da informacion de la naturaleza de ellas. Por ejemplo,
se han identificado mutaciones silenciosas en el gen rpoB que alieran la movilidad
electroforética en el SSCP, pero que no fienen asociacion con resistencia a
rifampicina, lo cual dificulta ta correlacion de fa expresion fenotipica con el
genotipo. 83

En nuestro laboratoric se determind la sensibilidad a rifampicina de 46
aislados ciinicos de M. tuberculosis, de pacientes con tuberculesis pulmonar. De
éstos, 35 fueron resistentes a rifampicina y 11 fueron sensibles. Los 35 aislados
resistentes se probaron con diferentes concentracicnes dei antibibtico para
determinar su CIM {2-2048ug/ml). Debidc a que estas cepas mostraron un
intervalo arnplio de resistencia a nfampicina, pensamos que las mutaciones
presentas en el gen rpoB podrian ser diferentes a las descritas previamente;
también consideramos la posibilidad de encontrar mutaciones asociadas con ia
CIM, sobre fodo en las cepas con resistencia mas elevada (256-2048 ug/mL).
Ademas, queriamos observar sl las cepas aisladas en nuestro laboratorio
presentaban mutaciones peculiares por su origen mexicano.

En este estudio analizamos estas cepas de maneras diversas; 1) con PCR-
SSCP para determinar si es un buen método para detectar las mutacicnes en €l
gen rpoB en forma presuntiva; 2) para confirmar la mutacién, se realizo la

secuencla nucleotidica; 3) se correlaciono la CIM con las mutaciones; y 4) se




estudid la frecuencia de las mutaciones para comparar nuestros hallazgos con la

hteratura.




V. Justificacion

Recientemente se ha reconocido que el problema de la resistencia
antimicrobiana de M. tuberculosis es importante en México, ya gue se ha detectado
en por lo menos seis regiones del pais. Asimismo, sus consecuenclas clinicas son
graves, pues la ruta de transmision ce la enfermedad de persona a persona €s a
través del aire, por gotas de saliva excretadas por individuos con infeccién
pulmonar, €l ndmero de farmacos anbtuberculosos es limitadoe, vy el costo del
tratamiento de cada paciente enfermo con M. fuberculosis resistente es ruy
elevado. Por elio, las cepas de M. tuberculosis multi-resistente presentan un gran
dafio a la sociedad. Los métodos actuales para detectar la resistencia a los
antibiéticos de primera linea (isorniacida, rifampicina, estreptomicina y etambutol)
requieren de 2-3 semanas, debidc a que M. fuberculiosis se replica cada 18-24
horas. El tratamiento basico de la tuberculosis es con rifampicina e isoniacida, por
ello es muy prebable que {as cepas que son resistentes a nfampicina lo sean
también a isoniacida. Consecuentemente, la deteccién de resistencia a rifampicina
se considera como un marcador de cepas multi-resistentes, Por otro lade, el
mecanismo molecular de la resistencia a isoniacida en M. fuberculosis todavia no se
conoce con certeza, en tanto que, el mecanismo molecular de resistencia a
rifampicina se concce muy bien

El mecanismo de resistencia a nfampicina se debe a las mutacicnes en una
regién central del gen rpoB que codifica para la RNA polimerasa. Por lo tanto, es de
vital impertancia entender la naturaleza y la distnbucion de las mutaciones que
confieren resistencia a rifampicina y desarrollar procedimientos répides y seguros
para la deteccion de estos organismos, facilitar el tratamiento adecuado y prevenir su
diseminacion. Actualmente, 1os ensayos con DNA tienen sensibilidad y especificidad
alta, de tal manera que es posible la deteccién rapida de la resistencia a nfampicina

en aislados de M. fuberculosis.




Vi. Objetivos:

1. Objetivo general: identificar las mutaciones en el gen rpoB,
involucradas en ia resistencia a rifampicina en aislados
clinicos de M. tuberculosis resistente a concentraciones

elevadas de este antibidtico.

2. Objetivos especificos:

2.1 Investigar mutaciones no descritas en la region central del gen
rpoB, que nos ayuden a elucidar el mecanismo de resistencia de
aislados de M. tubercuiosis resistentes a concentracion elevada de
rifampicina y su posible correlacion con la concentracion inhibitoria
rminima.

2.2 investigar las mutaciones descritas previamente en el gen poB,
de aislados de M. tuberculosis resistente a concentraciones elevadas
de rifampicina.

2.3 Determinar la utilidad del PCR-SSCP para detectar mutaciones
en lz regidn central de resistencia del gen rpoB de cepas de M
tuberculosis, resistente a concentraciones elevadas de rifampicina
2.4 Analizar la frecuencia de las mutaciones para comparar nuestros
hallazgos con la literatura

T




VII. Hipotesis

El analisis de la regién ceniral de resistencia del gen rpoB de cepas de M.
tuberculosis resistente a concentracicnes elevadas de rifampicina (CIvi 2-
2048ug/mL), mostrara que dicha resistencia, se asocia con mutaciones iguales &

las descritas previamente, a mutaciones nuevas y combinacion de mutaciones.




Vill. Método
1 Poblacion de estudio
Se ncluyeron un total de 46 cepas de M tuberculosis recuperadas

de esputo de pacientes de la cudad de México. Los aislados fueron identificados
por métodos convencionales. Todas las cepas fueron resistentes cuando menos a
uno de los antibidticos primarios (1soniacida O.1pg/mL, rifampicina 2 pg/imt,
estreptomicina 6pg/ml, etambutol 7.5ug/mL). Treinta y cinco cepas fueron
resistentes a rifampicina y 11 fueron sensibles. Las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana v la concentracién inhibitaria minima (CIM) se realizaron con el
método radiométrico (Becton Dickinson, Road Towson, MD, EUA) segin
recomendaciones del fabricante. La cepa M. tuberculosis H37Rv fue utlizada
como cepa control sensible. La CIM de las 35 cepas resistentes a rifampicina se
describe en la Tabla 1. Las once cepas susceptibles a rifampicina (CIM
<0.5ug/mt ) fueron resistentes a cuando menos un antibidtico de primera linea.

2. Definiciones

a. Concentracion critica es la concentracién del antibidtico que inhibe el
crecimiento dsl 99% de la poblacidon bacteriana, pero gque permite el
crecimiento de la sub-poblacion mutante resistente en una proporcion
critica del 1% .

b. Resistencia primana, es aquella que presenta un aislado de M.
tuberculosis de un paciente que no ha recibido previamente tratamiento
antituberculoso.

c. Resistencia secundaria es aguelia que presenta M. fuberculosis aislado
de un paciente que recibid previamente tratamiento antituberculoso

d. M. tuberculosis resistente a rfampicina fue aquella cepa con CIM
>2ng/mL de nfampicina,

e. M. tuberculosis resistente 2 concentracion alta de nfampicina fue
aguetta cepa con CIM >128ug/mb de nfampicina,

f Estandar de orc de susceptiblidad fue la determinacién de fa CiM con

el método radiométrico




g. SSCP idéntico. Patrén electroforético en donde la posicion de bandas
esigual entre la cepa problema y la cepa control H37Rv
n. SSCP diferente. Patron electroforético en donde la posicion de las

bandas es diferente entre la cepa problema y la cepa control H37Rv.

IX. Metodoelogia
1. Estandarizacion del PCR-SSCP
a. Obtencion de DNA y amplificacion del fragmento de 137pb.
Para realizar la estandanzacion del PCR-SSCP primero se realizd fa extraccidn de
DNA cromosomal de los 46 aislados de M. tuberculosis. El DNA fue extraldo por
métodos convencionales.® Se amplificé por PCR un fragmento de 157 pb (Region
| de RpoB; Fig 1), con 10pmol de los oligonucledtidos TR8 (5-
TGCACGTCGCGGACCTCCA) v ef TRY (5-TCGCCGCCATCAAGGAGT). Cada
reaccion se realizo en un volumen final de 50 uL; MgClz 1.5 mM; mezcla de dCTP,
dATP, dGTP y dTTP 100 mM (Gibco BRL, NY, EUA); Tag polimerasa 1 U {Gibco
BRL, NY, EUA) y 2 L de DNA (10 ng/ul} de cada cepa. La amplificacion se llevo a
cabo en un termociclador (PTC-100 MJ Research Inc. Watertown, Mass. EUA). EI
programa consisti® de un ciclo a 94°C por 5 minutos; 40 ciclos: 94°C por 45
segundos, 55°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos y un ciclo 72°C por 8
minutos. En cada lote de muestras amplificadas, se utiizd un contrel positivo con
DNA de M. tubercufosis H37Rv y un control negativo con reactives sin DNA. Los
productos de PCR fuercn separados en un gel de agarosa al 2% (Gibco BRL) y
tefiidos con bromuro de etidio (10mg/mL) para observar la banda de 157pb
b. Preparacién del amplicen para el analisis del SSCP,

Los productos amplificados se diluyeron 1:5 con una solucién amoartiguadora de
EDTA 10 mM v SDS 0.1%. Se tomaron 3 uL del amplicén diluido y se mezclaron
con 3 pL de amortiguador de carga (formamida al 80%, Tris-Boratos 50mM pH
8.3, EDTA 1 mM, Xitenciano! 0.1% vy azul de bromofenot ©.1%). Postenormente, 103
tubos se colocaron en un bafio con agua a 94°C durante 2 minutos para

desnaturalizar, v luego se colocaron en hiefo 5 min.




9. SSCP idéntico. Patrén electroforético en donde la posicidn de bandas
esigual entre la cepa problema y la cepa contro H37Rv.
h. SSCP diferente. Patran electroforético en donde la posicion de las

bandas es diferente entre |a cepa problema y la cepa conirol H37Rwv.

1X. Metodologia
1. Estandarizacion del PCR-SSCP
a. Obtencion de DNA y amplificacién del fragmento de 157pb.
Para reafizar la estandanzacion del PCR-SSCP primero se realizd la extraccion de
DNA cromosomal de los 46 aislados de M. fuberculosis. El DNA fue extraido por
métodos convencionales.® Se amplificé por PCR un fragmento de 157 pb (Region
i de RpoB; Fig 1), con 10pmol de los oligonucledtidos TR8 (5'-
TGCACGTCGCGGACCTCCA) v el TR9 (5-TCGCCGCGATCAAGGAGT). Cada
reaccion se realizo en un volumen final de 50 pL; MgClz 1.5 mM; mezcla de dCTP,
dATP, dGTP y dTTP 100 mM (Gibco BRL, NY, EUA), Tag polimerasa 1 U (Gibco
BRL, NY, EUA) y 2 uL de DNA (10 ng/ul) de cada cepa. La amplificacion se llevo a
cabo en un termociclador (PTC-100 MJ Research Inc. Watertown, Mass. EUA). El
programa consistid de un ciclo a 94°C por 5 minutos; 40 ciclos: 94°C por 45
segundos, 55°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos y un ciclo 72°C por 8
minutos. En cada lote de muestras amplificadas, se utilizo un control positivo con
DNA de M. tuberculosis H37Rv y un control negativo con reactivos sin DNA. Los
productos de PCR fueron separades en un gel de agarosa &l 2% (Gibco BRL} v
tefiidos con bromuro de etidio (10mg/ml.) para observar la banda de 157pb.
b. Preparacion del amplicon para el andlisis del SSCP,

Los productos amplificados se diluyeron 1.5 con una solucion amoertiguadora de
EDTA 10 mM vy SDS 0.1%. Se tomaron 3 pL del amplicdn diluido y se mezclaron
con 3 pL de amortiguador de carga (formamida al 80%, Trns-Boratos 50mM pH
8.3, EDTA | mM, Xilencianat 0.1% v azu! de brornofenal 0.1%). Pestenormente, 105
tubos se colbcaron en un bafo con agua a 94°C duranle 2 minutos para

desnaturalizar, y luege se colocaron en hielo 5 min.
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c. Preparacion de los geles de peliacrilamida
Se utilizaron diferentes conceniraciones de poliacrilamida 8, 7y 12%. Los geles se
prepararon a parir de una solucién concentrada de poliacrilamida:bis 30:0.8%
Asimismo, se probaron diferentes fuerzas 16nicas del ameortiguador utifizando: TBE
1X (Trizma-base 90 mM, ac. Bérco 80 mM y EDTA 2.7 mM) y C.5X para la
electroforesis. Se evaluaron dos tiempos de corrida con diferente voltaje en cada
gel. El primer voltaje para la entrada del amplicén en el gel y el segundo para ia
cornda completa. En la Tabla 2, se muestran las condiciones utlizadas.
Posteriormente, los fragmentos amplificados de las cepas en estudio y la cepa
control H37Rv, fueron separados en los geles, los cuales fueron revelados con
plata®®. Las condiciones de concentracion de poliacrilamida, fuerza idnica y tiempo
de corrida de la electroforesis idéneas, se eligieron por {a nitidez y resolucion de
tas bandas. El tamario de los geles fue siempre de 14x10x1.5cm. Se anafizaron
tres diferentes productos de PCR de cada cepa, cinco veces cada uno.

d. Deteccién del SSCP por el método radiactivo.
Con el fin de observar si se mejoraba la sensibilidad de! SSCP, se realizd la
amplificacion del fragmento de 157pb marcando 10pmol de los otigonucleétidos‘
TR8 y TRY con 5 pCi de [o-*’PldCTP {Amersham Pharmacia Biotech
Buckingamshire, England). La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de
50uk, MgClz 1.5 mM, dATP, dGTP, dTTP 500 mM, Tag polimerasa 1 Uy 2 pL (10
ngful) de DNA de cada cepa. La amplificacidn se llevd a cabo con el mismo
programa usado por el método no radiactivo y el mismo tipo de controles

Los productos de amplificacion marcados con [0-*2PJdCTP  fueron
preparades como los productes amplificados por ef método ne radiactve y se
cargaron en geles de poliacrilamida a concentracion final de 12%. La electroforesis
se cormid a 6 W por 12 horas en una camara de secuencia {Gibco BRL) con
amortiguador TBE 1X (Trizma-base 90 mM, acido bdnco 80 mM y EDTA 2.7 mM).
El tamafio de los geles fue de 20cm x 40 cm x 02 mm. Despugs de la
electroforesis, los geies fueron iransferidos a papel Whatman # 3 y se colocaron
en un secador de geles (Bio-Rad, Heércules, CA, EUA) a 80 °C por 1 hora
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ostariormente, (0s geles se expusieron en un caset con una pelicula de rayos X

Kodak, BioMax, México, D.F.) y fueron revelados a ias 24 horas

2. Secuenciacion nucleotidica
ara corroborar lag mutaciones en las cepas resistentes y su ausencia et las
epas sensibles, se realizé la secuencia nucleotidica de un fragmento de 411pb en
| cual esta contenido el fragmento de 157pb. Se amplificd el fragmento de 411pb
on los oligonucledtidos TR1 y TR2. La reaccion se llevo a cabo en un volumen
inal de 25uL MgCI2 0.7mM, mezcla de dCTP, dATP, aGTR, y dTTP 100uM, Tag
olimerasa 1U y 2ul de DNA (10ng/ul) de cada cepa. La amplificacion se llevd a
:abo en un termocictador (PTC-100, MJ Research Inc.) el programa consistié de:
In ciclo a2 @4°C por 5 minutos; 40 ciclos de 94°C par minuto, 55°C per 1 minufo,
72°C por 1 minuto y un ciclo firal a 72°C por 8 minutos. En cada lote de muestras
amplificadas, se utilizdé un centrol positive con DNA del control M. tubercuiosis
{37Rv y un control negative de reactivos sin DNA. Los productos de PCR fueron
robados en un gel de agarosa de bajo punto de fusién al 2% (Gibco BRL) y
efiidos con bromure de etidio {0.5ug/mL) para observar la banda de 41ipb. Los
sroductos de PCR fueron purificades para eliminar el exceso de nucledtidos y de
sligonuciedtidos (Qiaquik Gel Extraction, Quiagen, Stanford, CA, EUA). La
eaccicn de secuenciacion de los productos purificados se hizo con el eguipo de
secuenciacion fluorescente (Perkin Elmer, Foster City, CA, EUA) y secuenciados
directamente en un secuenciadar automatizado Applied Biosystems 373 A (Perkin

=lmer), segln las instruccicnes del fabricante.

3 Andlisis estadistico. La sensihlidad y especificidad del metodo PCR-
SSCP fueron determinadas con las tablas de contingencia de 2x2. La ascciacion
entre la mutacion especifica y el grado de resistencia se calculd con la prueba de

rangos sefialados de pares igualados de Wilcoxon®™ .




X. Resuitados
1. Estandarizacion del PCR-SSCP.
L as condiciones para la estandanzacion del PCR-SSCP se presentan en la Tabla
2. La mejor resclucion del PCR-SSCP se obtuvo en los geles con concentracion
de poliacritamida al 12%, 200V, 10 minutos y después a 40V, 16 horas, en
amortiguader TBE 0.5x. Se observd mejor resolucion de las bandas de los
productos amplificados en los geles de poliacrlamida al 12% en comparacion con
los de 7% (Fig. 2 y 3). En los geles revelados por el método radiactivo, se

observaron ires bandas bien definidas {Fig. 4}.

2. Anélisis del PCR-SSCP.

Los ensayos de PCR-SSCP fueron repetidos al menos ¢inca veces para todos
los aislados con ires diferentes amplicones y se obtuvo un 100% de
reproducibilidad. De acuerdo con los resultados del PCR-SSCP, de cada una de
las 35 cepas resistentes a rifampicing, se obtuvieron dos grupos : el grupo uno,
con 24 cepas resistente (68.6%) con CIM variable, las cuales presentaron SSCP
idéntico al de la cepa control sensible H37Rv; y e} grupo dos, con once aislados
(31.4%) con SSCP diferente. Estos resultados dieron una sensibilidad global del
método PCR-SSCP de 31.4% vy especificidad del 106%. En el grupo dos se
presentaron cuatro polimorfismos a los cuales se les asignd en forma arbitraria
polimorfismo 1, 2, 3 y 4 (Tabla 3, Fig. ). Hubo correlacion entre el polimerfismo
con la mutacidn, se observd gue cuatro cepas con ef palimorfismo 4 y tres cepas
con el polimorfismo 3 presentaron mutacion en el codon 526 (Tabla 3). No hubo
correlacion entre el SSCP y la CIM, pues cada cepa tuvo CIM diferente. Las once
cepas susceptbles a rifampicina mostraron SSCP idéntico al control H37Rv (Fig
2).

Cuando comparamos los resultados del PCR-SSCP entre los metodos
radiactivo y la tincion con plata, solo hubo diferencia en una cepa resistente a

nfampicina que mostrd SSCP diferente con el método radiactivo.
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3. Anélisis y frecuencia de las mutaciones en el gen rpoB

No se encontraron muiacicnes en la regicn de 157pb del gen rpoB (Regidn | de
RpoB, Fig. 1), en las once cepas de M. {uberculoss susceptibles a rifampicina. En
las 35 cepas resistentes, se identificaron mutaciones en siete codones que
produjeron 13 cambios de aminoacidos; “transversion” en 24 cepas y “transttion”
en 11 cepas (Tabla 4) La frecuencia de las mutaciones fue: 15 aslados
presentaron mutacion en el codon 531 y nueve en el codon 526, cinco en el codon
546, iras en el coddn 513, uno en ef coddn 522, unc en el 533 y unc en el 572.

En el codén 531, todos los aislados presentarcn cambio de nucledtido por
“transversion”. El cambio de aminoacido mas frecuente fue SeriLeu (TCGTIG).
En el codén 526, cinco cepas presentaron mutacion por “tranversion™ CAC/TAC
(His/Tyr) y cuatro por “transition” CAC/GAC (His/Asp). Asimismo, s& encontré que
7/8 cepas con mutacion en el codén 526 presentaron los polimorfismos 3 y 4
(Tabla 3). En el codon 516 se presentd mutacion en cinco aislados, el cambio que
se produjo fue solamente la “transition” GAC/ GTC (Asp/Val), en el codon 513 se
presentd mutacidn en tres aislados, dos de ellos presentaron mutacidn por
“transversion” y uno por “transition”, uno en el 522 por “iransition”, unc en el 533 y
uno en el 572, en éstos dos Gitimos el cambio fue una “transition”. En el codon 531
se identificaron tres alelos no descritos previamente (Ser/Pro, Ser/Phe, SerfAla), y
en este grupo  de cepas no se encontraron remociones ni insercicnes (Fig. 2)
(Tabla 4).

4. Correlacion entre la CIM y las mutaciones

Encontramos mutaciones en codones especificos asociados con el nivel de
resistencia. Se observd que los codones 513 (mediana CiM=2048pg/mL,
p=0.001), codén 526 (mediana CiM=2048ug/mL, p=0.002) y el codon 531
(mediana CIM=256pg/mL, p=0002) tienen una CIM significativamente alta con
respecto a la mutacidon en el codén 516 (mediana CIM=8 ng/mL). Las cepas de
bajo nwvel de resistencia (2-8 ug/mL ), presentaron mutacidn en los codones 522,
533, y el 572, (Tabla 5)
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Xi. Discusion

Los resultados de este trabajo muestran que todas las cepas de M
fuberculosis resistentes a rifampicina estudiadas presentaron mutaciones en el
gen rpoB. Asimismo, encontramos mutaciones especificas en este gen asociadas
con el grado de resistencia a rifampicina. Ademas, se determind la frecuencia de
tas mutaciones y comprobamos que no existe distribucion geografica por
mutacicnes en rpof coma lo habian postulado otros Envestlgadoresagm. También
observamos gue & PCR-SSCP no es un métedo Gt para la deteccidn de
mutaciones en &l gene rpoB, de cepas de M. tuberculosis resistentes a rifampicina.

Para comprobar que ias cepas estudiadas estaban mutadas, realizamos Ia
secuencia nucleotidica de un fragmento de 411 pb el cual contiene &l fragmento de
157pb de la region central de resistencia (RCR) del gen rpoB. Las 35 cepas de M.
tuberculosis resistentes a rifampicina presentaren mutacidn (Tabla 4). Estos
resuliados muestran que nubo corretacion entre et fenotipo y el genotipo resistente
con la presencia de la mutacion.

Todas las cepas con CIM =128ug/mL presentaron mutaciones en los
codones 513, 526 o 531 como se ha descrito en estudios previos™ #8550 | as
mutaciones en los codones 526 (26%) y 531 (43%) fueron los mas frecuentes en
nuestras cepas. En un estudio de revisién reciente’’, en donde se mostraron fos
resultados de mutaciones en el gen rpoB de 478 aislados de M. tuberculosis de
diferentes partes del mundo, se muestra una frecuencia de mutaciones de 41 % en
el codon 531y de 36% en el codon 526; estos resultados podrian apoyar la idea
de que las mutaciones en estos codones son criticos para el desarrollo de
resistencia @ rfampicine en M. fubsrculosis y para su  supervivencia®
Recientemente, se ha descrto en £. coli ™ que ia supervivencia de la bacteria en
presencia de! antibidtico se debe a mutaciones compensatorias y no por la
reversion de la susceptiblidad en forma espontanea como sé habia pensado
siempre. En este estudio, los investigadores pudieron observar que las mutantes
aisladas, después de 200 generaciones fueron mas capaces de adaptarse al

antibiptico que su progenie ancestral y no observaron asociacion entre |2
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capacidad y el nivel de resistencia a rifampicina. En las cepas de ese estudio, 1a
mutacion mas frecuente fue AspS16/Gly, o que no ocurre en M. fubercuiosis en
donde se ha observado que se presenta en una munoria de las cepas estudiadas y
el cambio en este codon es por valina y no por glicina’'. También se ha reportado
la presencia de mutacion en Asp516/Gly en 2-8% de tas cepas estucadas de S.
pneunomiae® y S. aureus™. En nuestro estudio, en cinco cepas se encontro
mutacion en el coddn Asp516/Val que corresponde al 14.3% del total de nuestras
cepas resistentes.

¢ astudiaron mutantes resistentes a

Por ofro fade, Bifington y cois.’
rifampicina obtenidas in vifro de la cepa H37Rv, para determinar la frecuencia de
mutaciones. Ellos encontraron gque la mutacidn mas coman fue Ser531/Leu,
seguida de His526/Asp. Ademas, demostraron que estas mutaciones representan
el menor costo fisioldgico para la bacteria (capacidad de crecimiento de la bacteria
en presencia del antibitico). Ellos trabajaron con orgarusmos nuevos sin
resiembras de muchas generaciones y no tuvieron ta oportunidad de adaptacion
por mutaciones compensatorias, lo que podria sugerir gue en M. tubsarculosis |a
presencia de mutacion en los codones 531 y 526 es inmediata, y presentan mayor
capacidad para sobrevivir en presencia del antibidtico y generar asi un aislado
resistente a rifampicina. Esta hipdtesis podria estar sustentada por otro estudio
gue también fue realizado en mutantes resistentes a rifampicina de la cepa M.
tuberculosis H37Rv obtenidos in vitro, en donde se observd tambien que la
mutacidn mas frecuente fue Ser531/Leu® Sin embargo, es necesario hacer
expermentos a largo plazo para demaostrar &1 en M. fuberculosis se presentan
mutaciones compensatorias.

Por otre lado, en los codones 531 y 526 se produce un cambio de
amnoacido polar por un no polar Se ha demostrado que la union nfampicing KRNA
polimerasa es de caracter lipofilico®®, probablemente dicho cambio en estos
codones sea la razon por la cual estas mutaciones se presenten con mayor
frecuencia, para producir resistencia. {Tabla 4)

Con respecto al coddén 526, nosotros encontramos frecuencia similar

(25 7%) a la de cepas estudiadas cn otras partes del mundo’ con excepcién de
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las cepas de la india® en donde la frecuencia de esta mutacion fue sdlo del 6%.
Esta mutacion también ha sido encontrada en el 30% de las cepas estudiadas de
S. pneumoniae y en el 46% combinada con una mutacion en el codon 516 £n
M. leprae el codon 526 también es una mutacion frecuente®, en tanto que en L
monocytogenes esta mutacion no se ha presentado. &

Cuando comparamos el grado de resistencia con la mutacion, encontramos
asociacion estadisticamente significativa. Las mutaciones en los cedones 513, 526
y 531 estuvieron asociados con concentracidn elevada de rifampicina, en tanto
que las mutaciones en &l codon 516 estuvieron asociadas con conceniracidn baja
(p<0.005) (Tabia 5), en contraste con los resultados de otros investigadores, que
han demosirado que ta muiacion en el codon 518 se puede encontrar en cepas
con alto y bajo grado de resistencia a rifampicina. %% Estas diferencias reflejan
el complejo papel entre el blanco y el antibidtico a nivel molecular, donde la
posicién del alelo afectado es critico. Asimismo, se puede observar que en los
codones 513, 526 y 531 en donde se presenta el mvel de resistencia mas alto a
rifampicina, no hay correlacion entre la CIM y el cambic de aminoacido, por
ejemplo, en el caso de la mutacién en el codon 513, en donde dos cepas tienen un
cambio de aminoacido Gln/Lys. Una de ellas, tiene CIM de 2048ug/mL, v la otra
tiene CIM de 256ug/mL, lo esperada en este caso, es que ambas cepas tuvieran la
misma CIM. El mismo fenémeno se observa en el codon 531 en donde se produce
con mayor frecuencia e! cambio de Ser/l.eu con un amplio intervalo de resistencia
(32-2048pg/mL) Podriamos especular, que la presencia de mutaciones en ofras
regiones conservadas en RpoB, combinadas con la mutacion detectada, aumentan
el nivel de resistencia en estas cepas. Como nosotres soio analizamos ia Region |
(Fig. 1), no pudimos detectar mutaciones adicionales en las otras regiones. Por
elio, seria importante secuenciar la supuridad B completa de RpoB de las
mutantes y comprobar que realmente exisien otras mutaciones que incrementen [a
CiM.

£n trabajos previos se han reportado mutaciones fuera de la region de 81pb

‘codon 504, 541, 553 y codon 572)7 %% Nosotros encontramos una mutacion
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fuera de la regidn de 81 pb del gen rpoB (cedon 572} en una cepa con CIM=
2pg/mL, mutacion gue podria estar asoclada con la resistencia de esta cepa.

Recientemente, se han encontrado mutaciones en la regién conservada B
de la subunidad § de RpoB (Fig. 1), tanto en M. tubercuiosis'® como en otros
géneros de bacierias: especificamente en los codones 149 de Helicobater
pylori™®, 151, 201 y 271 de Rickettsia typhy™, 159 de Legionella pneumophila™ y
137 de 8. aureus'. La presencia de estas mutaciones vinculadas a resistencia a
rifampicina, se debe a las mutaciones en una ragion conservada pero diferente a
la que se presenta con mayor frecuencia en M. fubercufosis.

En un estudio recientem, se describi¢ la estructura cristalografica de la
RNA polimerasa de Thermus aguaticus, se compard la secuencia nuclectidica de
cuatra regiones conservadas {1, I, il y una amino terminal de la region B, Fig. 1)
de la subunidad j de RpoB (donde se presentan ias mutaciones relacionadas con
resistencia a rifampicina de E. coli, T. aquaticus y M. tuberculosis), Se encontrd
que dichas secuencias son 91% idénticas, lo que explica el amplio espectro de
actividad de ia rifampicina entre los organismos procariontes. No obstante, enire
las 23 posiciones con la sustitucion de aminoacidos que confieren resistencia a
rifampicina en E. coli y M. tuberculosis solo cinco de éstas se presentaron en T.
agquaticus (387, 395, 398, 453, y 566); por lo tanto, como las regiones son muy
conservadas, es facible que podames encontrar en iodo organismo procarionte,
mutaciones en cualquiera de las regiones conservadas de RpoB. Por el contrano,
en eucariontes estas regiones estan muy poco conservadas, fo que explica 1a
inactividad de la rfampicina contra la RNA polimerasa de los organismos
eucariontes.

Encontramos tres alelos no descritos previamente en el codon 531, Ser/Ala,
Ser/Phe v Ser/Pro. A pesar del gran niimero de mutaciones reportadas en otros
estudios, la evidencia de nuevos alelos encontrados en nuestro estudio, indican
que las mutaciones son diversas, probablemente por la capacidad de adaptacién
de M. tubercuiosis a ia exposicion de antibioticos.

La frecuencia de las mutaciones en los codones 531 v 526 en cepas de M.

lubercuiosis de diferentes parles del mundo, y en las cepas de este estudio,

-2
-1




indican gue no hay distrbucién geografica precisa de las mutaciones en el gene
rpoB como se habia sefialado en estudios anteriores. "%

El PCR-8SCP ha mostrado ser un método busnc para la defeccidon de
mutaciones tipe “ransversion” o “transition”, inserciones y remociones en céiulas
de eucariontes, responsables de varias enfermedades genéticas en humanos.®*®’
En estos trabajos, se ha descrito que para mejorar la sensibilidad vy
reproducibilidad  del método, es necesario controlar varnables como la
cancentracién de poliacrilamida en los geles, el voltaje, la fuerza idnica vy el
tamafio del fragmento que se quitere analizar. Nosotros probamaos res
concentraciones de poliacrilamida (6%, 7% y 12%), y dos tiempos de corrida con
voltaje diferente vy dos concentraciones del amortiguador (iabla 2), para la
electroforesis En los geles de poliacritamida al 6% no se pudo observar si habia
SSCP diferente, en tanto gue en los geles al 7% se observo polimorfismao sdlo en
9/35 cepas resistentes a rifampicina.

Para eleqgir las condiciones més apropiadas para el andlisis de las 46 cepas,
tomamos en cuenta la resolucion de las bandas del SSCP y la repreducibilidad.
Las condiciones fueron: geles de poliacrilamida al 12%, y electroforesis inicial a
200V por 10 minutos y un segundo tiempo de electroforesis a 40V 16 horas. Con
estas condiciones, observamos la mejor resolucion de las bandas; sin embargo,
s6lo se detectd polmorfismo en 11/35 cepas (Fig 5). A pesar de detectar
polimorfismo sdlo en 11 cepas, se observd que siete de ellas concidieron con
mutacién en el coddn 526. En estas cepas, la presencia del mismo polimorfismo
con una sustitucién idéntica de aminodcido, llama la atencién que tengan una CIM
diferente, ello sugiere |z posibiidad de que haya mutaciones en ofras regiones no
estudiadas relacionadas con resistencia a concentracicnes e¢levadas  del
antibidtico, que pudieron ser detectados con el PCR-SSCP. Podemos apoyar esta
hipdtesis, con el hallazgo de dos cepas que presentaron mutacion en este codon,
una con cambio de aminoacide His/Tyr y con CiM= 2048pg/imL, vy la otra con
cambio His/Asp con CIM= 128ug/mL (Tabla 4). En estas dos cepas no fug posiple
detectar la mutacion con el PCR-SSCP, a pesar de gue el camblo de amimoacido

fue igual al de las cepas en donde si fue detectada la mutacion con PCR-S5CP.

b




Por ello, serd necesario realizar la secuencia nucleofidica complieta de la
subunidad B de RpoB de las dos mufantes

En los primeros estudios donde se realizd el SSCP para la deteccien de
mutaciones? . se utilizaron aligonucledtidos marcados con [a-*PldCTP . Se sabe
que la radiactividad se asocia con mayor sensibidad, sin embargo, es un resgo
para el usuario y no se puede realizar faclmente en un laboratorio clinico. Por
ostas razones, nosctros utilizames la tincidn con plata para detectar el SSCP, dado
gue se ha difundido como una tincidn de acidos nucleicos muy sensible. La tincién
con plata nos permitic observar el patron electroforético con bandas bien
definidas. A pesar de estos resuliados, sdlo pudimos observar SSCP diferente en
11/35 cepas resistentes a rifampicina (Fig 5). Estos resultados producen
controversia con lo reportado por otros investigadores, que demaostraron una clara
asociacién entre las mutaciones y el SSCP. Mas aln, actualmente estan utilizando
este método para detectar mutaciones en otros genes que confieren resistencia a
otros antibiticos y han informado buenos resuitados.'™ Con a idea de mejorar la
sensibiidad del SSCP, hicimos un experimento en donde marcamos {os
oligonuciettidos con radiactividad y utilizamos las condiciones estandarizadas del
SSCP. Cuando comparamos ios resultados del experimento realizado con
radiactividad y el revelado con tincidn con plata, encontramos diferencia sclamente
en una cepa resistente, la cual tuvo SSCP distinto Porlo tantc, a pesar dei uso de
la radiactividad, nuestros resultados muestran gue el SSCP es una metodologia
incapaz de detectar mutacicnes en el gen rpoB de M. fuberculosis, descarfando
que lz pobre sensibilidad sea por el métedo de revetado.

Otro resuttado interesante en este trabajo, fue e SSCP idéntico a la cepa
control H37Ry en las cnce cepas sensibles a rifampicina; es decir, la especificidad
del método fue del 100%. Este resultado fue reproducido con las dos formas de
revelado. Ademas, 24/35 (68 6%) cepas resistentes a rifampicina tuvieron SSCP
igual a la cepa control. Es decir, sdlo detectamos resistencia a rifampicina por
SSCP en once de los aislados Estas discrepancias han sido reportadas también
por otros investigadores en Corea®™, quienes encontraron 17/67 aislados de M.

tuberculosis resistentes a nfampicina con el mismo SSCP que la cepa control.




Ellos concluyeron que las condiclones para la realizacién del 3SCP no fueron las
apropiadas. Otros investigadores'®, también han encontrado discrepancias en la
deteccion de mutaciones con el PCR-88CP y mencionan gus & métodeo no ofrece
la suficlente sensibilidad para detectar < 10% de ia subpoblacion mutante. Sin
embargo, sus resultados podrian explicar la meapacidad del método para detectar
mutaciones como se cbservo en este trabajo.

La reproducibiidad del método fue del 100% Esta se calculd an base a la
realizacion de los ensayos del SSCP de tres diferentes productos de PCR, cinco
veces cada uno. Con esta reproducibilidad, se demostrd que las variables
inherentes al método, fueron controladas y que nuestros resuliados fueron
confizbles.

Con el conocimiento de las mutaciones en el gen /poB asoctadas a
resistencia a rifampicing, es posible disefiar nuevos métodos para detectar dicha
resistencia basados en fa amplificacion de DNA con PCR y con diferentes formas
de marcaje no radiactivo, con sensibilidad igual o supenor a los Isotopos
radiactivos.

En los dltimos cinco afios, los métodos para detectar mutacicnes se han
caracterizado por mejorar la sensibilidad, la especificidad y la reduccion del
tiempo, para dar el resultado de resistencia al clinico en forma rapida, utilizando
herramientas moleculares sofisticadas, pero con la desventaja de la necesidad de
infraestructura y reactivos muy caros En general, en la mayoria de los métodos se
amplifica la region central de resistencia del gen rpoB por PCR. Lo que los
diterencia es la forma de deteccién de la mutacion, ya sea por hibridacion en
solucion, con el consiguierte comimiento  electroforético  en  geles con
desnaturalizante o geles con doble gradiente de poliacriiamida, como en las
metodologias “DG-DGGE™®, "PCR-heteroduplex’™ y “dideoxy fingerprintig™ .
Estos métodos tienen el principio del SSCP pero con mejor sensibilidad, para la
deteccion de las mutaciones. En estudios recientes, realizados con estas
metodologias, se ha observado la posibilidad de detectar mutaciones en las cepas
con fenctipo resistente, asi come la deteccidn de la mutacién en el codon 531 con

un patrén de tres bandas. En estcs estudios, esta mutacieén no fue detectada por
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ol SSCP. Por atro lada, cuando se probo el método "PCR-heteroduplex™”, para

detectar mutaciones en muestras de tejide, se observd que este método fue

menos sensible que el SSCP vy la PCR-semi-andada™

. Los investigadores
suponen que el problema fue en la obtencion del DNA de las muestras vy
concluyen que la sensibilidad mostrada por el método PCR-heteroduplex es
bueno, para detectar resistencia a rifampicina en cepas de M. tuberculosis, pero
subrayaron la necesidad de tener controles vy métodos apropiados para a
aextraccion del DNA de la muestra.

Et método Inno-LIPA*% gsta basado en hibndacidn reversa. Este método
utiiza sondas disefiadas con una mutacién especifica. Estas sondas son
inmovilizadas en tiras de nitrocelulosa y posteriormente se hibridan con la region
central de resistencia de rpoB marcada con biofing. La deteccion de las
mutaciones se revelan por colorimetria, utilizando estreptavidina, fosfatasa alcalina
y un substrato cromogénico. Esta metodologia tiene las veniajas de ser un
producto comercializado con los reactivos necesarios para realizar la prueba, y la
deteccion de las mutaciones se lleva a cabo en un dia; sin embrago, tene la
desventaja de detectar solamente las 5 mutaciones mas frecuentes. En diverscs
estudios realizados con esta metadologia, se ha observado una correfacion del 20-
05% entre las pruebas de susceptibilidad convencionales y la deteccion de
mutaciones, y de 94-100% entre las mutaciones detectadas y la secuencia
nucledtidica.

Otro método es el “PCR-Enzyme-linked-immuncsorbent assay”.'"® Este
mé&todo utiliza sondas de captura, 1as cuales son sintetizadas con (@ secuencia de
la cepa silvestre vy con la secuencia que ncluye la mutacion que se busca. Las
sondas son inmovilizadas en una placa de ELISA cubiertas con estreptavidina. Se
ampiifica la region central de resistencia del gen rpoB marcada con digoxigening y
se hibrida con la sonda de captura. La deteccion de las mutaciones se hace con
anticuerpos anti-digoxigeruna. Este método tuvo una correlacion del 90% con la
sacuencia nucieotidica en 11 aisiados de M. tuberculosis resistentes a nfampicina

y fa prueba se realizo en 24 horas




En {os ¢ltimos dos afios, se han desarrollade métodos moleculares para |a
deteccion de resistencia en M. tuberculosis, basados en el uso de biochips con
aligonucledtdos inmoviizados en unz almohadilla de gel de poliacrilamida Los
oligonucledtidos fueron disefados para analizar un fragmentc de 81 pares de
bases del gen rpoB, donde se localiza la region central de resistencia.”’

El método MAGI-chip'"! consiste de microarreglos de oligonucledtides, v se
pasa en la hibridacién perfecta o imperfecta entre el DNA blanco marcado con
flucrescencia y sondas inmovilizadas en la aimohadilla de get de poliacrilamida. La
intensidad de la flucrescencia en la almohadilia indica ia presencta y la naturaieza
de la mutacién. Esta prueba incluyd 42 oligonucledtidos y puede detectar 30
mutaciones de las mas comunes en &l gene mpoB: este método se puede realizar
en 24 horas.

Los microarreglos de DNA de alta densidad es la tecnologia desarrollada
por Affymetrix''? y se basa en ia hibridacidén del DNA blanco con oligonucleotidos
localizados en forma precisa en una placa de vidric minaturizada. En esta placa,
se han colocado fragmenios de DNA del gen 168 y fragmentos de DNA con las
mutaciones del gen rpoB. Asi, en un solc ensayo, es posible la identificacién de las
especies de micobacteria v detectar la resistencia a nfampicina. Su principal
ventaja es que en un solo ensayo es posible monitorear la resistencia a varios
antibidticos, pues se puede colocar todas las muiantes gue se deseen en un
microarreglo Sus principales desventajas son el costo, la necesidad de personal
aspecializado vy la dificultad en su interpretacién.

Tedos los ensayos descritos han mostrado capacidad para encontrar
mutaciones, sin embargo, en ia mayoria de los estudios, se ha enfocado a la
busqueda de mutaciones en la regidn central de resistencia de! gen rpoB, la cual
esta constituida por 81 pares de bases en donde se presentan con mas frecuencia
las mutaciones. Pero en algunos otros estudios, se ha podido constatar mediante
experimentos de reconstitucion, que se pueden enconfrar mutaciones en otras
regiones del gen rpoB que confieren resistencia a rifampicina como es el caso de

las mutacicnes en los nucledtidos 146 y 176 en cepas de M tuberculosis', en el




verdaderamente resistentes, se puede probar cualguier antibiético y el ttempo en
que se realiza es muy corto con respecto a las pruebas convencionales.

Por lo tanto, en la actualidad existen muchos métodos para detectar
resistencia a rifampicina en M. fuberculosis, perc las metodologias més

prometedoras son los microarreglos y el ensayo reportero de la luciferasa.




Xil. Conclusiones

. Todas las cepas de M. fuberculosis resistentes a rifampicina probadas en
este estudio, tuvieron mutaciones en la Region | de RpoB (Fig. 1). Sin
embargo, contrano a lo que se esperaba no encontramos mutaciones en
codones diferentes a los reportados previamente ni combinacion de
mutaciones.

. Existe la posibilidad de que haya mufaciones en otras rzguones
conservadas de RpoB.

. Hubo asociacidn entre el grado de resistencia a rifampicina y las
mutaciones identificadas.

. E! 686% de las cepas de M. tuberculosis analizadas en este trabajo
tuvieron mutacidn en los codones 531 y 526, como sucede en fa mayoria de
las cepas probadas de diferentes partes del mundo, lo que confirma gue no
existe diversidad geografica por rmutaciones en el gene rpoB.

. Las condiciones de estandarizacion del método PCR-SSCP fueron las
apropiadas para obiener reproducibilidad del 100% Sin embargo, en
nuestras manos, el PCR-SSCP no es una herramienta confiabie para la
deteccion de resistencia a rifampicing en M. tuberculosis.

. No hube correlacion enire el SSCP y la CIM en los once aislados
resistentes a rifampicina con SSCP diferente.

Ademas, los resultados de este estudio confirman gque hay un patrén
uruversal de mutaciones en el gene rpoB, asi como ia presencia de nuevos

alelos entre las cepas de M. fuberculosis de México.




XIll. Perspectivas

La evidencia de gue algunas de las cepas estudiadas en este trabajo tengan el
miste cambio de aminoécido pero con diferente CIM, nos invita a considerar |a
posibilidad de que estas cepas tengan mutaciones en otras regiones conservadas
de RpoB. Por estos hallazgos, una perspectiva de este trabajo es continuar la
basqueda de mutaciones en otras regiones realizando la secuenciacion completa
de mutantes con alta y baja resistencia y con mutacién en el mismo aminoacido.

Por otro lado, el conocimiento de las mutaciones especificas que confieren
resistencia a rifampicina en M. tuberculosis en diferentes partes del mundo,
deberan ser consideradas para fa genotipificacion del gene rpoB como una
herramienta epidemiolagica para diferenciar los aisladcs de M. fuberculosis
sensibles vy resistentes a rifampicina.

Asimismo, las mutaciones encontradas en este estudio que producen nueves
alelos en el 531 deberan ser tambien consideradas para la deteccion de
resistencia a rifampicina en los métodos actuales y en el desarrolic de nuevos

métodos de diagnostico de resistencia a nivel molecular




Tabla 1. Resultados de las prusbas de susceptibilidad a los antibidticos primaros y Ja concentracion inhibitoria

mintma (CIM) a rifampicina de los aislados ¢linicos de M tuberculosis probados en el estudio

No. Cepa’ Estrepto” iNH RIFA’ EMB’ C 1M de RIFA pg/mb
5 s g R S 256
7 5 R R s 2048
15 R § s s 05
21 R 5 S s D5
23 3 & s =) 05
35 R R R R 8
36 5 R R 5 128
46 s R R s 2048
55 5 S 5 s 05
54 8 ® R s 2048
58 R R R s 256
62 R R R 3 256
74 3 R R s 2048
77 $ R R 3 8
78 S R R S 2
82 S 5 s S 05
83 =] S s S 05
84 R R R R &
85 = R R S 16
86 R R R 5 1024
88 5 5 s s 0.5
91 R R R R 2
96 s R R s 32
29 s R R s 8

167 s R R s 256
114 S R s S 05
130 R s s s 0.5
134 S R R S 2048
135 R R R S 258
136 S R R 5 8
137 S R R 5 512
138 s R R 5 256
139 5 R ] s 3
140 R R R s 1024
143 R R R 3 2048
144 g R R S 2048
147 s R R S 2048
154 ] R R S 258
163 R R R s 2048
5447 s R R 5 54
5020 R s s s 0%
5123 S s R 5 128
5068 R R R S 256
5106 S S s s 05
T4 s R R s 2048
44 s s R 5 64

T
numers asignade a la cepa ¢n el laboratono,

© eslreptomicing, *

Isoniacida: * rfampicina, © etambutol




Tabla 2. Variables analizadas para la estandarizacién del PCR-SSCP.

Concentracién Tiempo (min.)a Tiempo (horas)a Fuerzaionica del

de acrilamida 200V 40V amortiguador
(%) TBE*
8 2 10 0.5x, 1x
7 2 10 0.5x, 1x
12 10 16 0.5x%, 1x
12** 10 12 0.5x, 1x

*amortiguador Tris- boratos-EDTA

**Esta condicion experimental fue la utilizada para el método radiactivo.




Tabla 3. Concentracion inhibitoria minima (CIM) y polimorfismo confoﬁma»cional de
cadena sencilia (PCR-SSCP} de 11 cepas de Mycobacterium tuberculosis

resistentes a rifampicina con polimorfismo diferente de la cepa control H37Rv

No. de CiM de RIFA SS8CP Mutacion
Cepa (rg/mL) ,
36 ~ 128 Polimorfismo 1 Ser531/Ala
143 T 2048 Polimorfismo 2 Ser531/Phe
78 T2 Polimorfismo 2 Ser533/Pra
77 2 Polimorfismo 2 . Ser522/leu
58 . 258 . Polimorfismo 3 Hish26/Asp
138 256 ;. Folimorfismo 3. His526/Asp
74 2(}48‘ Polimorfismo 3 His526/Asp
5068 256 Poiimorfismo 4 His&26/Tyr
140 1024 " Polimorfismo 4 Hisb26/Tyr
46 2048 Polimorfisme 4 His526/Tyr
54 048 Palimorfiemo 4 HisB 267 Tyr

Tnimero asignado a cada cepa en el laboratorio




Tabla 4. Resultados de lag mutaciones vy del polimorfismo cenformacional de

cadena sencilla de las 35 cepas de Mycobacierium tuberculosis resistentes a

rifampicina.
Cepa CIM (ug/mL) SSCP Mutacion Sustitucion
{aminoacido)
5068 256 Polimorfismo 4 CACE26/TAC His/Tyr
45 2048 Polimorfismo 4 CACS26/TAC His/Tyr
54 2048 Polimorfisme 4 CACS526/TAC His/Tyr
163 2048 ldéntico H37TRv CACS26/TAC Hig/Tyr
140 1024 Polimorfisme 4 CACB26/TAC His/Tyr
58 256 Polimorfismo 3 CACH26/GAC His/Asp
74 2048 Polimorfismo 3 CACS26/GAC His/Asp
5123 128 Idéntico H37Rv ~ CACS526/GAC His/Asp
138 256 Polimorfismo 3 CACS526/GAC His/Asp
5 256 ldéntico H37TRv  TCGE31/TTG Serfleu
62 256 idéntico H37Rv  TCGS31/TTG Ser/_eu
135 256 Idéntico H37Rv ~ TCGS31/TTG Ser/leu
144 2048 ldénfico H37Rv  TCGESIUTTG Serfleu
86 1024 Idéntico H37Rv  TCGS31/TTG Ser/lLeu
139 8 ldéntico H37Rvy  TCGS531/CCG Ser/Pro
36 128 Polimorfismo 1 TCGS31/GCG Ser/Ala
96 32 ldéntico H37TRv  TCGS31ATG Ser/Leu
107 256 ldéntico H37Rvy  TCGS31/TTG Ser/lLeu
134 2048 ldéntico H37Rv  TCGS3U/TTG Ser/Leuy
5447 64 fdéntico H37Rvy  TCGE31/TTG Ser/Leu
174 2048 Idéntico H37Rv  TCGH31/TTG SeriLeu
44 g4 ldéntico H37Rvy  TCGE3UGCG Ser/Ma
137 512 Idéntico H37Rv  TCG531/TGG Ser/Trp
143 2048 Pclimorfismo 2 TCGS31/TTC Ser/Fhe
7 2048 idéntico H37Rv  CAAS13/AAA Gin/Lis
147 2048 I[déntico H37Rvy  CAAS13/CCA Gin/Pro
151 256 Idéntico H37Ry CAAS13/CCA GIn/Pro
35 & Idéntico H37TRy  GACE18/IGTC AspiVal
84 8 déntico H37Rv  GACS15/GTC Asp/Val
85 16 Idéntico H37Rv  GAC518/GTC Aspfval
136 8 fdéntico HM37Rv - GACS18/GTC Asp/val
89 8 Idéntico H37Rv ~ GACS18/GTC Asp/Val
77 8 Palimorfismo 2 TCG522/TTG Ser/leu
91 2 ldéntico H37Rv ATCS72TIC efPhe
78 2 Polimorfismo 2 CTG533/CCG Leu/Pro

A




Tabla § Mutatcones en el gen rpof encontradas en 35 cepas de Mycobacternum tubercHiosts resrstentes 2

rfampicina v su correlacién con la concentracion mhibftona minma (CIM}

Codon de Mutacién especifica No. de Clivi P
rpoB Gepas {ug/mL}
513 CAAABA(GIN/Lys) 1 2048 ——————
CAAAAAIGINL ys) 1 256 001
CANCCA(GIN/Pro) 1 2048
516 GACIGTC(Asp/Val) 5 818 =——
526 CACITAC (His/Tyr) 1 256
CACITAC (His/Tyr) 1 1024
CACITAC(His/Tyr) 3 2048 0.0
CAC/GAC (HisfAsp) 2 258
CACIGACT (His/Asp) 1 128
CACIGAL (His/Asp) 1 2048
534 TCGATG (SerfLeu) 1 3z 0.002
TCGATG (SerflLeu)} 1 84
TCGATGS (Ser/Leuy 4 256
TCGTTG {SeriLeu) 1 1024
TCGTG (SerLew) 3 2048
TCGICCG (SerPro)® 1 8
TCG/GCE (Ser/Ala)® 1 84
TCGIGCE (SedAla)® 1 128
TCGNGE (SerTrp) 1 512
TCGTTG (Ser/Phe)® 1 2048
522 TCG/TTG (Ser/Leu) 1 g
533 CTGICCG {Leuw/Pro} 1 2
572 ATC/TTC {lleiPhe)” 1 2

? Esta mutacion csld localizada fuera de fa regién de 81pb del gene rpoB B alelns no descntos previamente

€ Wilcoxon-rank-sum test
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12 3 456 7 8 81011121314 1516 171819 2021222324 2528

ig. 2 Resultados del andlisis del polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP).
'SCP de tas cepas de M. fuberculosis susceptibles a nfampicina (CIM <G 5ug/mL), En A gel
e pokacrilarmida (7%) las condicicnes de la electroforess fusron TBE 0.5x, 200V 3 minutos,
Qv 12 horas El gel fue tefiido con plata. Carnl 1 y 28 marcador de peso molecular ¢x174.
arriles 2.4,68,10,12,14,16.18,20,22 v 24 muestran el SSCP de la cepa control MH37Rv

amies 3,57,8.11,13,15,17,19.21.23 y 25 muesiran ¢ SSCP de las cepas de M

berculosis susceptibles arfampiona £n B gel de pokacniamida (12%) Las condiciones de

electroforesis fueron, TRE 0 5x, 200V 10 minutos, 40V 16 haras Elgelfue tefide conplata
fos carnies tienen las mismas muestrasque en A
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g. 3 Resultados del andhisis de! polimorfismo conformacional de cadena senciila
SCP). SSCPde las cepas de M fuberculosss resistentes a rfampicina En A gel de
hacrilamida (7%) las condiciones de la electroforesis fueron TBE 0 5x, 200V 3 minutos,
V 12 horas El gel fue teftdo con piata Carnl 1 y 28 marcador de peso molecular ¢x174
rrles 2,4,6.8,10,12,14,16,18 20,22 24 26 muestran el SSCP de ta cepa control H37Rv
iriles 3.5,7,9.11,13.15,17,19,21,23,2527 musstran e SSCP de las cepas de M
serculosis resistentes a nfampicina £n B gel de poliacriamida {(12%) Las condiciones de
slectroforesis fueron TBE 0 5x, 200V 10 minutos, 40V 16 horas El gel fue tefudo con plata
s carriles ienenlas mismas muestrasqueen A

N O 1]
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{1 23 4586 7 8 91011121314 151617 1819 20212223 24

“ig. 4 Resultados del polimorfismo conformacional de cadena sencilla (§SCP) SSCP delas
sepas de M. tuberculosis susceptibles y resistentes a rifampicina con el métedo radiactivo
n A autorradiograma del ge! de pohiacrilamida {12%) Las condiciones de ia electroforesis
uerorr TBE 1x, BW por 12 horas En los carmles 1,3,5,7,9,11,13,15,17,19 se observa el
3SCP HM37Rv Carnles 2‘4,6,8,10,12,14,16,'18 SSCP de las cepas de M iuberculosts
wsceptibles a nfampicina En B autorradicgrama gel y condiciones de electroforesis igual
we A Carriles 123,57.911,13,15,17,18,21,23 SSCP del control H37Ry Carnles
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