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1. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis, es una
enfermedad muy antigua. Existen evidencias paleopatolégicas de TB vertebral en
restos neoliticos precolombinos, asi como en momias egipcias que datan
aproximadamente del afio 2400 a. C. (Torrico R., 2004) Se presume que el género
Mycobacterium se origind hace mas de 1.5 millones de afos. Un antepasado
remoto de M. tuberculosis fue probablemente contemporaneo y co-evoluciono con
los primeros hominidos en Africa oriental, hace tres millones de afos. Los
miembros del complejo M. tuberculosis parecen tener su origen en un antepasado
comun alrededor de 15000 — 35000 afos. (Palomino JC y col., 2007)

En 1882 Koch descubre el bacilo tuberculoso (Mycobacterium tuberculosis),
demostrando asi la etiologia bacteriana de la enfermedad. En 1890 Koch
desarrolla la prueba de diagnéstico de la tuberculina, tras la fallida pretensién de

utilizarla como vacuna. (Atance PM y Leon V, 1998)

1.1. Etiologia y Patologia de la TB
Las micobacterias son unos bacilos delgados, rectos o ligeramente curvados, no
presentan esporas, son resistentes al calor y a los cambios de pH, no son méviles
y son aerdbicas. (Atance PM y Lebén V, 1998) Una de las principales
caracteristicas de las micobacterias es que presentan una pared compleja, muy
hidréfoba, con una permeabilidad reducida para un gran numero de compuestos,
(Coll P. 2003) lo que les confiere un gran interés desde el punto de vista:
taxondmico (son acido-alcohol resistentes), epidemioldgico (gran resistencia a la
desecacion y una elevada tasa de supervivencia en el medio ambiente) y
patolégico (capacidad de sobrevivir y multiplicarse en el interior de los
macréfagos). (Atance PM y Lebn V, 1998) Los bacilos presentes en las cavidades
pulmonares se multiplican de forma activa en un ambiente aerobio; los que se

encuentran en el interior de los macrofagos lo hacen en un ambiente



microaerofilico que induce la latencia, y los que se encuentran en el interior del
caseum tienen solo ocasionalmente un ciclo replicativo (crecimiento intermitente).
(Coll P. 2003)

La TB es una enfermedad infecciosa, generalmente crénica, consecuencia de una
infeccion provocada por un grupo de bacterias del orden Actinomicetales de la
familia Mycobacteriaceae, género Mycobacterium: complejo Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. pinnipedi, M. caprae, M.
microti y M. canettii). Se transmite principalmente por contacto con personas
enfermas baciliferas, a través de la inhalacion de material infectante, ingestion de
leche de vaca infectada por dicho complejo o contacto con animales bovinos
enfermos, estos Uultimos mecanismos de transmision infrecuente. ElI M.
tuberculosis también puede diseminarse a cualquier parte del organismo y afectar
cualquier 6érgano (URL 4) aunque la TB pulmonar es la forma mas comun de la
enfermedad que se presenta en mas del 80% de los casos y es la principal forma

infecciosa. (Sequeira IM, Barrera L. 2008)

Desde el punto de vista de la salud publica, M. tuberculosis y M. africanum son las
especies de micobacterias mas importantes porque son altamente patégenas para
el hombre. La TB es una enfermedad pulmonar de progresion lenta. Una persona
con la enfermedad pulmonar activa expele una gran cantidad de bacilos al toser o
estornudar. Las pequefas gotas al ser inhaladas por una persona penetran hasta
los alvéolos pulmonares, donde el microorganismo se multiplica. Los macréfagos
alveolares fagocitan el bacilo, mas este previene la fusion de los lisosomas vy
previenen la destruccion. De este modo es transportado e invade los nddulos
linfaticos. Simultaneamente se inicia una respuesta inmune celular con activacion
de macrofagos, que al acumularse forman junto con las células epiteliales las
lesiones caracteristicas de la enfermedad llamadas tubérculos o cavitaciones.
(Kumate y col. 1998) En esta fase conocida como primaria se desarrolla la
hipersensibilidad, haciéndose positiva la prueba de la tuberculina. (Jensen y
Wright, 1993)



Generalmente la lesion evoluciona a la curacién tras la caseificacion y calcificaciéon
de la cavidad, (Kumate y col. 1998) pero en pacientes inmunosuprimidos y nifios
principalmente puede seguir a su etapa diseminada. La infeccion alcanza el
torrente sanguineo provocando lesiones en 0jos, huesos, cerebro, rifidn, higado o
bazo (Kumate y col. 1998) o la muerte por sepsis bacteriana. Alternativamente los
bacilos pueden permanecer latentes en las cavidades, reactivandose al haber una
baja en el sistema inmune para causar una TB secundaria. (Jensen y Wright,
1992)

La infeccion primaria es generalmente asintomatica, llegando a observarse fiebre
vespertina y sintomas de infeccion en vias respiratorias superiores. Una TB
cronica presenta malestar general, anorexia, pérdida de peso, fiebre vespertina y
tos con esputo sanguinolento (hemoptisis). Las posibles complicaciones,
especialmente en nifios son: TB miliar, derrame pleural, linfadenitis periférica o TB

meningea. (Kumate y col. 1998)

1.2. Epidemiologia de la TB

En 1993 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declar6 a la TB como
enfermedad reemergente la cual se ve agravada por una serie de factores que
inciden directamente o de manera tangencial, como son las enfermedades
inmunodepresoras (infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana [VIH],
diabetes, desnutricion, adicciones, etc.), la explosion demogréfica, la pobreza y los
cada dia mas constantes movimientos migratorios; a esto también se le une el
aumento de la resistencia del bacilo a los farmacos antituberculosis. Entre las
enfermedades que mayormente se asocian a TB se encuentran: diabetes mellitus
(21.4%), porcentaje que se incrementa en mayores de 40 afios, desnutricion
(15.6%), alcoholismo (6.8%) y VIH/SIDA (6%). (URL 2)

En México, para el afo 2011 de acuerdo con la informacion preliminar de la

Plataforma Unica de Tuberculosis se registraron 19 445 casos de Tuberculosis en



todas sus formas (TBTF) y en todos los casos notificados la forma mas frecuente
de presentacion es la pulmonar con 15 843 casos, en los cuales predomina en el
sexo masculino, afectando a la poblacion econédmicamente activa (18- 49 aros). El
20.8% del total de los casos presentan Diabetes mellitus asociada y 7.8% se
vincula a VIH/SIDA, Véase figura 1. (URL 9)

Fig. 1. Tuberculosis en todas sus formas y enfermedades asociadas, México 2011.
Fuente: Plataforma unica de informacion, modulo Tuberculosis.

Como puede observarse en la figura 2 la tasa de incidencia de Tuberculosis
pulmonar (TBP) es de 14.5 por cada 100 000 habitantes. En 2010 fallecieron 2
414 personas por TBTF, con una tasa de 2.2 por cada 100 000 habitantes. (URL
9)



Fig. 2. Incidencia por Tuberculosis pulmonar, México 2012. Fuente: Plataforma unica de
informacion, modulo Tuberculosis.

La TB es una de las principales enfermedades causantes de muerte en el mundo,
un tercio de la poblacibn mundial estan infectados con el bacilo. De estas
personas, una de cada 10 contraera TB activa en algun momento de su vida. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que en el 2009 murieron de TB
1.7 millones de personas, lo que equivale a unas 4700 muertes al dia. En este
mismo afio hubo 9.4 millones de casos nuevos de TB, de los que el 80% se
produjo en soélo 22 paises. La tasa de incidencia mundial de TB esta
disminuyendo, pero a un ritmo muy lento, menos del 1% cada afio. La TB
multifarmacorresistente (MDR, del inglés multidrug-resistant) es un tipo de TB que
no responde a los tratamientos convencionales con farmacos de primera linea. La
TB-MDR esta presente en practicamente la totalidad de los paises. Se calcula que
en 2008 se produjeron unos 440 000 casos nuevos de TB-MDR en todo el mundo.
(URL 7)



1.3. Tratamiento en aislados de M. tuberculosis
M. tuberculosis puede multiplicarse en los tejidos, donde la penetracion de los
antibidticos es facil, o bien encontrarse en cavidades pulmonares, pus o material
caseoso, en donde la penetracion de los antibidticos resulta mas dificil. Los
farmacos antituberculosis presentan un perfil de actividad diferenciado frente a
cada una de estas localizaciones y poblaciones y es necesario asegurarse de que

el tratamiento prescrito sea activo frente a todas ellas. (Coll P. 2003)

El principal objetivo del tratamiento antituberculosis es romper l|a cadena de
transmision de la TB, asi como lograr la curacion, eludir sus complicaciones y
evitar la muerte. El esquema de tratamiento para curar la TB es sencillo y
economico; (Caminero JA., 2004) la tuberculosis tiene un tratamiento eficaz que
asegura, en los casos no complicados, una tasa de curacién superior al 95%. (Coll
P. 2003) Sin embargo, el mayor problema surge de la larga duracién de los
mismos, esto resulta un factor importante que facilita el abandono de la

medicacion. (Caminero JA., 2004) Las pautas de tratamiento y retratamiento a

FRACASO AL TRATAMIENTO (TX)
ESTANDARIZADO
Individualizado

FRACASO AL TRATAMIENTO Y RETRATAMIENTO PRIMARIO
Estandarizado 2da linea

1era y 2da linea: 6 Km. Ofx, Pto, Cs, Z, E / 18 Ofx, Pto, Cs (Z, E)

ABANDONO, RECAIDA O RECONQUISTA
Retratamiento
5 farmacos, 1eralinea: 2 SIREZ/1IREZ /5 H3R3E3

CASOS NUEVOS
Tratamiento primario
4 farmacos, 1eralinea: 2 IREZ / 4 H3R3

Fig. 3. Piramide de tratamiento. 1era linea: isoniazida (I), rifampicina (R), pirazinamida (Z),
etambutol (E), estreptomicina (S). 2da linea: kanamicina (Km), amikacina (Am), capreomicina
(Cm), etionamida (Eto), protionamida (Pto), ofloxacina (Ofx), levofloxacino (Lfx) y cicloserina (Cs).

Nota: los nimeros que preceden a la inicial del farmaco indican el tiempo en meses por el cual hay que administrarlo;
las diagonales, el cambio de fase; los subindices, el nimero de dosis del medicamento por semana. De no haber ningin
numero en forma de subindice, el medicamento se administra diariamente.




seguir en un enfermo con TB se pueden observar en la figura 3.

Para combatir la enfermedad, la OMS lanz6 en 1990 la estrategia DOTS (del
inglés: “Directly Observed Treatment, Short-Course”) que se traduce como TAES
es espanol (Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado) cuya utilizacion en
la mayoria de los programas de control de la TB de los paises, ha logrado un
importante impacto en el control de la enfermedad en términos de disminucién de

la incidencia.

La coinfeccion TB/Diabetes, TB/VIH, la multifarmacorresistencia y el incremento
de las poblaciones en riesgo (migrantes, privados de libertad, y trabajadores de
salud, grupos étnicos en riesgo) representan nuevas situaciones que hacen
necesario reforzar los elementos de TAES. (Varela-Martinez C., 2010) Ademas de
la reducida disponibilidad de farmacos con accién frente a M. tuberculosis, la gran
mayoria de ellos son relativamente poco eficaces, aceptandose que tan solo
existen dos de elevada eficacia, muy superior al resto. Estos dos farmacos son
isoniazida (INH) y rifampicina (RIF), por lo que lo ideal es que formen parte de
todos los esquemas que se disefien para el tratamiento de la TB. La imposibilidad
del uso de uno de ellos complica enormemente el manejo de los enfermos,
situacion que se vuelve aun mas compleja cuando no se puede emplear ninguno
de los dos. (Caminero JA., 2004)

1.4. Farmacorresistencia en aislados de M. tuberculosis

La farmacorresistencia es producida principalmente cuando un paciente con TB
cursa una recaida, abandona el esquema de tratamiento, la vigilancia hacia el
tratamiento es insuficiente o por la seleccién de un régimen farmacoldgico

inapropiado.

La TB farmacorresistente (FR) tiene 4 variantes.

1. Monorresistente: Resistente al menos a un farmaco antituberculosis.



2. Multifarmacorresistentes (MDR): Resistente al menos a la isoniazida (INH) y a
la rifampicina (RIF), ambos considerados como los medicamentos mas efectivos
contra la TB.

3. Polirresistente: Resistente a mas de un medicamento contra la TB, pero no a
la combinacion de INH con RIF.

4. Extensamente farmacorresistente (XDR): Resistente a INH y RIF, a cualquier
quinolona y al menos a uno de tres medicamentos inyectables de segunda linea
(amikacina, kanamicina o capreomicina). (URL 3.)

Aunado al problema de resistencia a cualquier farmaco y de
multifarmacorresistencia, se ha acufado el término XDR-TB para un tipo de
resistencia aun mas preocupante. La XDR se detect6 de manera inicial a
principios de 2005, pero se considera que se encuentra presente en todas las

regiones del mundo. (Garcia ML., 2007)

1.5. Mecanismo de accion y resistencia a Isoniazida

La INH (hidrazida del acido isonicotinico) es una gente antimicrobiano sintético
introducido en 1952 para el tratamiento de la TB, (Luna AC., 1998 y Coll P. 2003)
que tiene accidn bactericida marcadamente especifica y potente contra el bacilo
tuberculoso, e inactiva con rapidez a los microorganismos tanto extracelulares con
intracelulares. Se considera piedra angular del tratamiento de la TB y se debe
incluir en todos los regimenes, excepto en los casos en que la resistencia a la INH

es elevada y ademas el régimen farmacolégico incluye RIF. (Luna AC., 1998)

La resistencia de la micobacteria a la INH se empez06 a investigar a partir de 1954,
cuando Middlebrook observé que las cepas de M. tuberculosis altamente
resistentes a INH carecian o tenian una importante disminuciéon en la actividad de
la catalasa. Este descubrimiento y evidencia bioquimica implicando a la catalasa-
peroxidasa en la actividad antituberculosa de la INH, llevd a una serie de

investigaciones sobre el gen katG que codifica para esta enzima. (Luna AC., 1998)



La INH requiere una activacién in vivo que producira un potente derivado, capaz
de oxidar o acilar grupos proteicos, que finalmente actuara en la sintesis de los

acidos micolicos de la pared de M. tuberculosis. (Coll P. 2003)

El mecanismo de accién de la INH (véase figura 4) se debe a su activacion por
una catalasa-peroxidasa micobacteriana (codificada por el gen katG), que al entrar
en contacto con la INH la oxida. Después, la INH oxidada inhibe la actividad de la
enoil-ACP reductasa (codificada por el gen inhA) que participa en la sintesis de
acidos micdlicos a—aluil-B -hidroxiacidos de 70 a 90 atomos de carbono
componentes de la pared celular de la micobacteria. Asi, un descenso en la
actividad de esta enzima genera la muerte del microorganismo al quedar
incompleta su pared celular. Adicionalmente, la enzima
alquilhidroperdxidoreductasa participa en la destoxificacion del intermediario activo
de la INH. El gen que codifica para esta enzima (ahpC) esta controlado por el gen
oxyR, quien a su vez esta regulado por un estrés oxidativo. Este ultimo gen no es
funcional en M. tuberculosis y M. bovis, mientras que permanece activo en otras
micobacterias, justificando asi la susceptibilidad mayor de M. tuberculosis y M.
bovis a la INH. (Luna AC., 1998)

Fig. 4. Mecanismo de accién de INH. La INH entra a la micobacteria, es activada por una
catalasa-peroxidasa, la INH activada inhibe la actividad de la enoil-ACP reductasa que participa en
la sintesis de acidos micdlicos componentes de la pared celular de la micobacteria, lo que origina
la muerte del microorganismo. (Luna AC., 1998)



La enzima KatG de M. tuberculosis es una proteina de 80kDa, compuesta por 740
aminoacidos y posee una protoporfirina IX en su sitio activo. Es codificada por el
gen katG que se encuentra en una region relativamente inestable, haciéndolo

susceptible a sufrir deleciones y mutaciones sin sentido. (Slayden y Barry, 2000)

Al secuenciarse el gen katG de aislados clinicos de M. tuberculosis resistentes a
INH se han encontrado numerosas mutaciones. Las dos mutaciones mas
frecuentes encontradas son R463L y S315T. La mutacion R463L es un
polimorfismo, siendo las cepas que poseen leucina en dicha posicidon ancestros de
las que tienen arginina. La mutacion S315T se encuentra en aproximadamente el
50% de los aislados clinicos. (Saint-Joanis y cols. 1999) Debido a que proporciona
resistencia considerable a la INH y a que la enzima conserva su actividad de

catalasa-peroxidasa. (Wengenack y cols. 1998)

1.6. Mecanismo de accion y resistencia de Rifampicina.

La rifampicina (RIF) es el segundo agente antituberculoso en orden de
importancia, y el segundo frente al cual la micobacteria presenta con mas
frecuencia resistencia, fue introducida en 1968 como un potente agente
antituberculoso, es activa contra una amplia variedad de bacterias no-acido
alcohol resistentes y otras micobacterias de crecimiento lento. Es extremadamente
efectiva contra M. tuberculosis (MIC 0.1-0.2 g/ml) y de actividad bactericida rapida,
actua inhibiendo especificamente la elongacion de transcritos de la micobacteria,
al unirse al presunto centro catalitico de la RNA polimerasa, lo que origina la

muerte del microorganismo. (Luna AC., 1998)

La resistencia de M. tuberculosis a RIF es conferida por un grupo de mutaciones
dentro de una region determinante para la resistencia a la rifampicina (RRDR, por
sus siglas en Inglés) o regién “hot spot” de 81pb del gen rpof, el cual codifica
para la subunidad beta de la RNA polimerasa de la micobacterias. Los
aislamientos clinicos resistentes a RIF poseen mutaciones dentro de la region hot
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spot de 81pb del gen rpof. Se han descrito mas de 35 mutaciones dentro de esa
region correlacionadas con la resistencia a RIF, siendo la mayoria de ellas simples
cambios nucleotidicos que originan sustituciones aminoacidicas, inserciones o
deleciones. Se cree que todas las mutaciones se encuentran entre los
aminoacidos 511 al 533, esta region de la RNA polimerasa corresponde al sitio de
unidén con la RIF. Aproximadamente el 60% de todas las mutaciones son una
sustitucion de la S 531 por L, originada por el cambio nucleotidico de TGC—TTG,
o de H a 526 por T, originada por el cambio nucleotidico de CAG —TAG. Estas
mutaciones puntuales no estan involucradas en la aparicion o desaparicion de un
sitio de restriccion, por lo que para detectarlas es necesario emplear técnicas

acopladas a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). (Luna AC., 1998)

1.7. Métodos de diagnéstico de Mycobacterium tuberculosis

Es posible realizar el diagnéstico de TB por distintos métodos, pero el mas
confiable es el aislamiento del agente etiolégico de distintos fluidos corporales (en
especial del esputo), su observacion al microscopio mediante la tincion de Ziehl-
Neelsen y su cultivo en medio de Middlebrook o Lowenstein-Jensen. Se usa
también las placas de rayos X que permiten observar las cavidades en los
pulmones. Una tercera opcion es la prueba de la sensibilidad cutanea a la
tuberculina, el mas sencillo; la limitacion de este método, es que las personas
vacunadas con el BCG (bacilo de Calmette-Guerin) daran resultados positivos.
(Kumate y col. 1998)

1.7.1. Baciloscopia

La baciloscopia, ademas de ser, el procedimiento mas simple, barato y rapido,
ademas es la primera aproximacién en el diagndstico de la TB, (Alcaide F., 2005)
aunque no distingue la TB-FR. (URL 5) Las micobacterias son microorganismos
dificiles de tefiir con los colorantes basicos habituales. Esto se debe al alto

contenido de lipidos de su pared celular, en especial acidos grasos de cadena
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larga (acidos micdlicos). Para lograr la penetracion del colorante primario al interior
de la micobacteria se debe recurrir al calor o a determinados detergentes segun el
método utilizado. Una vez dentro, el colorante no podra ser extraido tras la
exposicion al alcohol-acido o acidos minerales. Esta propiedad se denomina
acido-alcohol resistencia (AAR) y es util para la visualizacién de este grupo

especifico de bacterias. (Alcaide F., 2005)

Los métodos mas utilizados para determinar los BAAR (bacilos acido-alcohol
resistentes) son las tinciones basadas en la utilizaciéon de fucsina fenicada
(carbolfucsina) como colorante primario; esta es la clasica tincion de Ziehl-Neelsen
o variantes como la de Kinyoun, donde los microorganismos se tifien de rojo sobre
un fondo azul o verde, dependiendo del contra colorante utilizado. (Alcaide F.,
2005)

1.7.2. Cultivo

Es el "patrén de oro" en el diagnéstico y seguimiento de los casos de TB. Permite
el aislamiento y la identificacion de la micobacteria y la posterior determinacién de
sensibilidad a farmacos. Tiene mayor sensibilidad que la baciloscopia y por lo

tanto permite diagnosticar casos menos avanzados. (URL 5)

El aislamiento de micobacterias a partir del cultivo de muestras clinicas continua
siendo fundamental para el diagndstico especifico de las infecciones por estos
microorganismos. El cultivo ha demostrado ser mas sensible (10'-10? bacterias
viables/mL) que el examen microscopico. Ademas, el aislamiento del agente
causal permite la identificacion de la especie, los posteriores estudios de
sensibilidad frente a los antimicrobianos, asi como la monitorizacién del

tratamiento y curacién del paciente. (Alcaide F. y col., 2005)

Se disponen de diferentes tipos de medios de cultivo adecuados para el

aislamiento de micobacterias a partir de muestras clinicas. Los mas utilizados son
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los que tienen como base el huevo (Lowenstein-Jensen, Petragnani, Coletsos,
Ogawa, etc.) y los semisintéticos con agar (7H10 y 7H11 de Middlebrook). (Alcaide
F. y col., 2005) La incubacién de los medios sembrados en una atmodsfera
enriquecida con un 5-10% de CO, favorece el crecimiento de M. tuberculosis.
Cualquiera que sea el medio de cultivo utilizado, el tiempo transcurrido entre la
recepcion de la muestra y la emision del resultado suele ser de 3 a 6 semanas.
(Caminero JA., 2004)

1.7.3. Diagnoéstico molecular de TB

Este tipo de pruebas se apoyan en la amplificacion de ADN o ARN de M.
tuberculosis por medio de la reaccién de la polimerasa en cadena (PCR); lo cual
se realiza en laboratorios de referencia certificados y es util para el diagnostico de
TB extrapulmonar. La PCR identifica el ADN o ARN de M. tuberculosis en
muestras clinicas o permite confirmar que los BAAR observados o aislados son

efectivamente M. tuberculosis. (URL2)

1.7.3.1. Polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP)

Esta técnica se utiliza en estudios de epidemiologia molecular para establecer
relaciones genéticas entre cepas aisladas en distintos pacientes de una o mas
localidades, por lo que se emplean cepas puras de M. tuberculosis. (Balandramo
CS y col, 1996)

Es la técnica de tipificacion mas conocida y utilizada. El método se basa en el
variable numero de copias de la secuencia de insercion IS6770 que presentan las
diferentes cepas (de 0 a 25) y en su posicién en el genoma. (Alcaide F. y col.,
2005 y Acosta R. 2009) La técnica se inicia con la extraccion de ADN de la
bacteria y su digestion con la enzima Pvull, que posee una unica diana en los

1355 pb de la IS67110. Los fragmentos se separan en agarosa por electroforesis,
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se transfiere a una membrana de nitrocelulosa y se lleva a cabo la hibridaciéon con
una sonda para IS6770 marcada radiactivamente, en la actualidad puede
emplearse un marcador no radioactivo, como biotina o digoxigenina. (Palma N y
Bocanegra G. 2007) El patron de hibridacion puede revelarse mediante una
autorradiografia. Los patrones obtenidos se comparan entre si para establecer las
relaciones genéticas de las cepas en estudio para el producto amplificado.
(Alcaide F. y col., 2005)

El RFLP con la secuencia de insercion 1IS6710 continua siendo el método estandar
internacional para estudios epidemioldgicos. (Acosta SR. 2009) Sin embargo, este
método es muy laborioso, lento y dificil de normalizar inter-experimento e inter-
laboratorio. (URL 5)

1.7.3.2. Espoligotipificaciéon

La técnica de spoligotyping (spacer oligonucleotide typing), basada en la presencia
0 ausencia de alguna de las 43 secuencias espaciadoras localizadas en la region
de las repeticiones directas (DR) de M. tuberculosis, es utilizada en el mundo
como herramienta en investigaciones epidemiolégicas y desarrollo de programas
de prevencion. (Mancilla EM. y col., 2006 y Salinas AR. 2009) Este procedimiento
es ventajoso por cuanto permite rastrear y comparar rapidamente el genotipo con
los existentes en la base de datos internacional SpolDB320. (Mancilla EM. y col.,
2006)

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en el concierto internacional para
apoyar programas epidemiolégicos en tuberculosis humana. Una ventaja
importante de esta metodologia es que permite analizar, de manera simultanea,
un numero importante de cepas. Una segunda ventaja es la disponibilidad de las
bases de datos internacionales, SpolDB3 y SpolDB4, las cuales contienen la
coleccion mas completa y actualizada de los espoligotipos de M. tuberculosis

encontrados en distintos paises. (Mancilla EM. y col., 2006)

14



1.7.3.3. Genotipificacion molecular por MIRU-VNTR

MIRU-VNTR (del inglés variable number of tandem repeats — mycobacterial
interspersed repetitive units).Los MIRUs son unidades de repeticion intergénica de
40 a 100 pb los cuales se han encontrado como repeticiones contiguas dentro del
genoma del complejo M. tuberculosis. El cromosoma de M. tuberculosis contiene
41 MIRUs localizados en diferentes loci, de los cuales 12 loci presentan mayor
polimorfismo en el nimero de copias contiguas a cada locus descrito, como se

observa en la figura 5. (Martinez G. 2010).
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Fig. 5. Posicion de los 41 MIRUs en el cromosoma de M. tuberculosis. Los puntos negros
indican las posiciones de los 12 MIRUs que presentan un mayor polimorfismo. Tomado de Supply y
col.; 2000.

Los VNTR son secuencias repetidas en tandem de numero variable dispersas en
el genoma, cuyo polimorfismo se origina por adicion o delecion de secuencias
repetidas. Estos marcadores genéticos, antes denominados minisatélites, se
identificaron inicialmente en seres humanos, donde han tenido su mayor
aplicacion en pruebas forenses y de paternidad. (Acosta SR, 2009)En los
diferentes conjuntos de loci de MIRU-VNTR descritos para la tipificacion de
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aislados de M. tuberculosis, un sistema basado en 12 loci es actualmente el mas
utilizado y se ha integrado en los sistemas de control de la tuberculosis a nivel

nacional. (Supply y col. 2006)

Para identificar un VNTR se amplifica su secuencia por PCR con oligonucleétidos
complementarios a secuencias especificas en sus flancos. El tamafo del
amplicon, después de la migracion electroforética, revela el polimorfismo del
VNTR y puede expresarse como el numero de secuencias repetidas que contiene;
al conocer la longitud de las unidades de repeticion en pares de bases se refleja el
numero de repeticiones de cada locus. El resultado final es un cédigo numérico de
los 12 MIRU-VNTR mas polimérficos, el cual puede ser utilizado para comparar
muestras. (URL www.miru-vnirplus.org) Usando VNTR se han genotipificado
diversos microorganismos, entre ellos: M. leprae, M. ulcerans, M. bovis, Brucella
abortus, Francisella tularensis, Streptococcus pneumoniae, Yersinia pestis,
Bacillus anthracis, Salmonella enterica y Staphylococcus aureus. (Acosta SR,

2009; URL www.miru-vntrplus.org)

La genaotipificacion de cepas de Mycobacterium tuberculosis contribuye el control
de TB, lo que indica posibles vinculos epidemiolégicos en los pacientes con TB, la
deteccidon de brotes sospechosos, contaminacién cruzada de laboratorio y
distinguir la reinfeccion exdégena de la reactivacion endégena en los casos de
recaida. (Supply y col. 2006) Para estos fines RFLP basado en la IS67110 se ha
usado como método de referencia por mas de una década. Sin embargo, este
meétodo es laborioso, requiere de semanas para el cultivo de cepas y la posterior
purificacion de ADN, y suelen aparecer problemas de interpretacion. (Acosta SR,
2009) Ademas, no se ofrece la discriminacion suficiente entre los aislados con
baja numero de copias de IS6770, un problema que solo es superado en parte
mediante el uso de espoligotipificacion basada en PCR. La genotipificaciéon
basada en MIRU-VNTR es cada vez mas utilizada para resolver estos problemas.
Es mas rapido tipificar con esta técnica, comparada con la con RFLP utilizando la

IS67110, puesto que se pueden aplicar extractos de ADN sin purificacién desde
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principios de cultivo de micobacterias, y se ha adoptado a las condiciones de alto
rendimiento. Ademas, los resultados se expresan con cddigos numéricos, y por lo

tanto es muy facil de comparar. (Supply y col. 2006)
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2. ANTECEDENTES

2.1. Encuesta Nacional de Farmacorresistencia en Tuberculosis

En 2008 se inici6 en México el levantamiento de la Encuesta Nacional de
Farmacorresistencia en Tuberculosis (ENFR), cuyo objetivo principal fue estimar
de manera representativa la frecuencia en el plano nacional de este problema en
pacientes con tuberculosis pulmonar (TBP), con y sin tratamiento previo. El
INDRE participé en la encuesta teniendo a cargo las pruebas de sensibilidad a

medicamentos antituberculosis.

Lo que motivo a México para realizar la ENFR, fue la falta de informacién

representativa en el plano nacional de la frecuencia de FR en el pais.

El objetivo principal de la encuesta fue estimar la frecuencia de FR en casos de
TBP en México, con y sin tratamiento antituberculosis previo. Para esto se
evaluaron la resistencia a uno o mas medicamentos de primera linea y en

particular la MDR, definida como resistencia simultanea a isoniazida y rifampicina.

Fig. 6. Seleccion de muestras de M. tuberculosis MDR en la ENFR 2008.
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La ENFR recabd informaciéon de pacientes que recibieron atencién en todas las
instituciones de los servicios publicos de salud, seleccionados mediante un
esquema de muestreo probabilistico y con un tamafio de muestra calculado para
contar con resultados representativos en el ambito nacional. Se incluyeron en la
muestra todos los pacientes que tuvieron diagnostico positivo de TB pulmonar por
BK en las entidades federativas y jurisdicciones participantes, hasta cubrir el
tamano de muestra requerido, como se observa en la figura 6. Se obtuvieron
muestras de expectoracion de estos pacientes para la realizacion de prueba de
sensibilidad. Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Micobacteriosis
del InNDRE, y se conté con control de calidad por parte del Laboratorio de
Micobacteriologia, Division de Eliminacion de la Tuberculosis, de CDC de Atlanta
Georgia, EUA.

El levantamiento en campo de la ENFR se llevd a cabo de febrero de 2008 a
marzo de 2009 en nueve estados seleccionados de manera probabilistica: Baja
California, Chihuahua, Estado de México, Guanajuato, Morelos, Querétaro, San

Luis Potosi, Sinaloa y Yucatan, obsérvese figura 7.
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Fig. 7. Localizacion de los aislados de M. tuberculosis MDR en la Republica Mexicana.
Fuente: Secretaria de Salud, Encuesta Nacional de Tuberculosis farmacorresistente, 2008-2009.

En este estudio se caracterizaron los aislados de M. tuberculosis MDR aislados
en al ENFR con el fin de poder conocer los diferentes linajes de micobacterias

circulantes en la Republica Mexicana, todo esto apoyados en la técnica de MIRU-

VNTR.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad la TB es considerada una de las enfermedades reemergentes
mas importantes como problema de salud publica y representa una de las
principales causas de muerte a nivel mundial. La TB es una enfermedad
prevenible y curable, sin embargo, el desapego del tratamiento da lugar a la
generacion de cepas resistente a los diferentes medicamentos que se utilizan para
su cura. En el presente estudio se presenta informacion de distintas cepas de TB-
MDR seleccionados durante la ENFR, estudiando caracteristicas genéticas
relacionadas con la resistencia a farmacos de primera linea y sus genotipos para
conocer los principales factores genéticos causantes de la farmacorresistencia y
determinar cuales son los principales linajes de TB circulantes en la Republica
Mexicana, todo esto apoyandonos de la técnica MIRU-VNTR, la cual es un
procedimiento rapido y de facil interpretacion. Esta informacion puede apoyar la
instrumentacion de mejores estrategias de prevencion y control de los grupos de
riesgo involucrados en la diseminacion de cepas farmacorresistentes dentro del

pais y de esta forma contribuir al control de la TB-MDR.
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4. HIPOTESIS

Mediante el analisis de los patrones genéticos obtenidos con la técnica MIRU-
VNTR de aislados de pacientes con TB-MDR obtenidos en al ENFR, se
determinara la distribucion y diseminacién de linajes de bacilos MDR y su relacién

con grupos de riesgo de los estados analizados.
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5. OBJETIVOS

5.1. General:

Correlacionar el perfil de farmacorresistencia de aislados de M. tuberculosis MDR
con sus patrones genéticos, asi como los factores de riesgo de los pacientes
(edad, sexo y lugar de origen) que determinan la diseminacién de los bacilos

farmacorresistentes en la Republica Mexicana.

5.2. Particulares:
= Seleccionar los aislados de M. tuberculosis MDR provenientes de los estados

participantes en la ENFR.

= Caracterizar genéticamente los aislados de M. tuberculosis MDR, mediante la
técnica de MIRU-VNTR.

= Correlacionar los patrones genéticos mas frecuentes en los aislados

farmacorresistentes con las variable demograficas de los pacientes.
= Analizar la distribucién de los patrones genéticos de los aislados

farmacorresistentes con respecto a los lugares de origen y a la frecuencia de

linajes circulantes en la republica.

23



6. MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se eligieron 45 aislados de M. tuberculosis
multifarmacorresistentes (TB-MDR) seleccionados por la Encuesta Nacional de
Farmacorresistencia en Tuberculosis (ENFR) procedentes de 9 estados de la
Republica Mexicana durante el 2008-2009, los cuales se sembraron en medio de
Middlebrook 7H9 y 7H10 para su posterior obtencion de DNA gendmico por el
meétodo de lisozima-proteinasa K, con el fin de ser caracterizados a nivel molecular
mediante la técnica de MIRU-VNTR, asi como la identificacién de los genes de
resistencia a isoniazida (katG, inhA), mediante la técnica de PCR-RFLP y PCR
multiplex; y los genes de resistencia para rifampicina (rpof), a través de la técnica
de PCR-ARMS, véase figura 8.
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Fig. 8. Algoritmo general de trabajo
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6.1. Extraccién de ADN genémico

La extraccion de ADN gendmico de M. tuberculosis, se realizé centrifugando 5mL
del cultivo a 4500g por 15min. La pastilla se resuspendié en 400uL de TE 1X, se
transfirié a un microtubo, al cual se llevo a inactivacion con 3 ciclos en donde se
calenté a ebullicibn por 10min, dejandose enfriar a 4°C. Posteriormente se
adicionaron 50uL de lisozima (100mg/mL, resuspendida en agua), se agitaron en
vortex por 30seg y se incubaron a 37°C toda la noche. Al dia siguiente se
adicionaron 70uL de una mezcla de SDS al 10% y 6uL de proteinasa K (10mg/mL,
resuspendida en agua). Se agitaron en vortex y se incubaron a 65°C 10 min; se
adicionaron 100uL de NaCl 5M y 100uL de solucion de CTAB/NaCl (precalentada
a 65°C). Se homogenizé en vértex hasta que el liquido se torno lechoso y se
incubé a 65°C 10 min. Se afadieron 600uL de cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1). Se agitaron en vértex 10 min y se centrifugé a 12000rmp por 10 min; a
partir de aqui se trabajo en hielo. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio sin
tomar la interfase; posteriormente se adicionaron 600uL de isopropanol y se
colocaron durante 30min a -20°C. La muestras se centrifugé a 12000rpm/10min y
el sobrenadante se desechd. La pastilla se resuspendié en 600uL de etanol 70%
frio, se agité con vortex rapidamente y se centrifugé nuevamente a 12000 rpm por
10 min; el sobrenadante se desechd. Se afadieron 600 uL de alcohol absoluto y
se centrifugd nuevamente a 12000 rpm por 10 min. Finalmente, la pastilla se seco
a temperatura ambiente por 30 min y se resuspendié en 20 yL del amortiguador
TE 1X (Tris 10mM, EDTA 1mM).
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6.2. Determinacién de la mutacion que confiere resistencia a isoniazida

en aislados de M. tuberculosis multifarmacorresistentes

La determinacion de la mutacion que otorga resistencia a isoniazida se llevo a
acabo a través de una PCR multiplex, la cual es capaz de detectar la mutacién
AGC — ACC en el coddn 315 del gen katG, asi como la mutacion en la posicion

-15 del extremo 5°de la regién promotora/operadora mabA-inhA.

Los iniciadores disefiados en esta reaccion se emplean para determinar cada una
de las mutaciones presentes tanto en katG como en inhA, la tabla 1 muestra los
iniciadores que se utilizan para llevar a cabo la PCR multiplex. Por lo tanto, si
existe la mutacion en el gen katG se obtiene un fragmento de amplificacion de 269
pb, mientras que si existe la mutacién en inhA se amplifica un fragmento de 146
pb. En la ausencia de la mutacién en cualquiera de los genes, no se obtiene
producto de amplificacion. Por ello, la reaccion utiliza un tercer par de iniciadores
los cuales, amplifican una banda de aproximadamente 1020 pb que corresponde
al gen que codifica para la subunidad B de la girasa de M. tuberculosis. Este
producto de amplificacién se utiliza como testigo de reaccion, por lo que su

ausencia invalida la reaccion de PCR.

Tabla 1. Secuencias de iniciadores utilizados en la PCR multiplex

Gen blanco Iniciador Secuencia 5 —3° Tamaiio de
amplicon (pb)

gyrB MTUBf TCGGACGCGTATGCGATATC 1020
MTUBr ACATACAGTTCGGACTTGCG

katG KatgOf GCAGATGGGGCTGATCTACG 296
R315 mut TCCATACGACCTCGATGCCAG

mabA-inhA MabAF CGAAGTGTGCTGAGTCACACCG 146
inhaRmut AGTCACCCCGACAACCTATTA

Herrera-Leén y col., 2005.

Se trabajé con un volumen de 25 uL por reaccion, la concentracion final de los
componentes fue: Tris HCI 10 mM, pH9; MgCI2 1.5 mM; KCI 50 mM; dNTP’s 200
volumen final de 25 pL: Tris HCI 10 mM, pH9; MgCl, 1.5 mM; KCI 50 mM; dNTP’s
200 uM y Taq DNA polimerasa 2.5 U. La concentracién final de cada iniciador fue

de 1 uM por reaccion.Se utilizé una desnaturalizacion inicial 94°C por 5 minutos a,

26




seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion de 95°C por 1 minuto, alineamiento de
68°C por 1 minuto y extension de 72°C por 45 segundos, seguida de una

extension final de 72°C por 10 minutos .

Una vez terminada la PCR, los fragmentos amplificados se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 2% durante 90 minutos a 100V, para
posteriormente teiir el gen en bromuro de etidio, los productos de amplificaciéon se

visualizaron en un transiluminador de luz UV digitalizando la imagen obtenida.

6.3. Determinacion de la mutacion que confiere resistencia a
rifampicina en aislados de M. tuberculosis

multifarmacorresistentes

Para la determinacion de las mutaciones que confieren resistencia para
rifampicina se trabajo una PCR alelo especifico, la cual es llamada ARMS (del
inglés Amplification Refractory Mutation System); en este método se utilizan tres
iniciadores, véase en la tabla 2, un par de ellos que amplifica una banda de 537 pb
como control interno, que incluye la regidén “hot spot” de 81 pb, y un tercer iniciador
que no amplificara en sefal de que existe la mutacion en los codones 516, 526 y

531 pb; estas reacciones se realizan de manera independiente en cada cepa.

Tabla 2. Secuencias de iniciadores utilizados en la PCR-ARMS

Codén Secuencia 5 — 3’ Tamaiio de la banda
Control CGAATATCTGGTCCGCTTGC 537
GTCGACCACCTTGCGGTACG
516 CAGCTGAGCCAATTCACGGA 261
GTCGACCACCTTGCGGTACG
526 CGCTGTCGGGGTGGTCCC 230
GTCGACCACCTTGCGGTACG
531 ACCCACAAGCGCCGACAGTC 216
GTCGACCACCTTGCGGTACG

Fan y col., 2005.

Para la reaccion de amplificacion se trabajé con un volumen final de 25 yL por
reaccion, la concentracion final de los componentes fue: Tris HCI 10 mM, pH9;
MgClI2 1.5 mM; KCI 50 mM; dNTP’s 200 volumen final de 25 pL: Tris HCI 10 mM,
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pH 9; MgCl, 1.5 mM; KCI 50 mM; dNTP’s 200 uM y Taq DNA polimerasa 1 U. La
concentracion final de cada iniciador fue de 1 uyM por reaccion. Se utilizé una
desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacion de 94°C a 35 segundos, alineamiento de 56°C por 35 segundos
y extension de 72°C por 35 segundos, seguida de una extension final de 72°C por

10 minutos.

Una vez terminada la PCR, los fragmentos amplificados se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 2% durante 90 minutos a 100V, para
posteriormente tedir en bromuro de etidio. Los productos de amplificacion se

visualizaron en un transiluminador de luz UV digitalizando la imagen obtenida.

6.4. Caracterizacion de aislados de M. tuberculosis por la amplificacién
de MIRU-VNTR.

La caracterizacion de los aislados se realizé con la amplificacion de los MIRU-
VNTR utilizando los 12 pares de iniciadores que amplifica cada uno de los 12 loci

génicos MIRUs mas polimorficos, obsérvese tabla 3.
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Tabla 3. Secuencia de los iniciadores especificos de los MIRUs con mayor
polimorfismo de M. tuberculosis

Locus Secuencias de primers (5°-3")
MIRU 2 2F - TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT
2R - TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT
MIRU 4 4F — GCGCGAGAGCCCGAACTGC

4R - GCGCAGCAGAAACGTCAGC

MIRU 10 10F — GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
10R - GCCACCTTCCTGATCAGCTACCT
MIRU 16 16F — TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
16F - CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC
MIRU 20 20F — TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG
20R - GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
MIRU 23 23F — CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG
23R - AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC
MIRU 24 24F — CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
24R - GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA
MIRU 26 26F — TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
26R - CATAGGCGACCAGGCGAATAG
MIRU 27 27F — TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
27R - GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA
MIRU 31 31F — ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
31R - GTGCCGACGTGGTCTTGAT

MIRU 39 39F — CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
39R - CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT
MIRU 40 40F — GGGTTGCTGGATGACAACGTGT
40R - GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
Tomado de Supply y col. 2000.

En la tabla 4 se muestran los componentes utilizados para este tipo de PCR, en
donde cada reaccién se llevé en un volumen final de 50ul, donde la concentracion

de MgCl, difiere de acuerdo al locus.
= La mezcla 1 correspondio a los MIRUs 2, 4, 10, 16, 31 y 40.

= La mezcla 2correspondié a los MIRUs 23y 39.

» La mezcla 3 correspondio a los MIRUs 20, 24, 26 y 27.
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Tabla 4. Mezcla de los componentes de la PCR para la amplificacion
de los MIRU-VNTR de M. tuberculosis.

Reactivos Mezcla tipo 1 Mezcla tipo 2 (2.5 Mezcla tipo 3
(para 1 reaccion) (2mM MgCl,) mM MgCl.) (1.5 mM MgCl,)
25.8 uL 24.8 uL 26.8 uL
H,O
Amortiguador 10 X 5uL 5uL 5uL
Sol. Q 5X 10 pL 10 pL 10 pL
MgC, 25 mM 1uL 2 uL -
dNTPs 1uL 1uL 1L
(5 mM/ cada uno)
Iniciador sentido 1L 1L 1L
Iniciador 1L 1L 1L
contrasentido
Enzima “Hot Star” 0.2 uL 0.2 uL 0.2 uL
polimerasa
(5 U/mL)
DNA 5uL 5uL 5L

De esta manera se llevaron a cabo 12 reacciones de PCR para cada cepa con un
desnaturalizacion inicial de 95°C 15 min a, seguida de 40 ciclos desnaturalizacion
de 1 min a 94°C, alineamiento de 1 min a 59°C y extension de 1.5 min a 72°C,
seguida de una extension final de 10 min a 72°C. Una vez concluida la PCR, los
fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%
durante 90 min a 100V, para posteriormente tefiir el gel con bromuro de etidio a
una concentracion de 0.7ug/ml. Posteriormente, el gel se visualizé en un
transiluminador de luz UV a una longitud de onda de 302 nm, digitalizando la

imagen obtenido.

Con la imagen obtenida en la electroforesis en gel, se obtuvo el tamafio de cada
una de las bandas para posteriormente realizar la asignacion del codigo del
MIRUs correspondiente de acuerdo al numero de copias encontradas para cada
uno de ellos, como se indica en la tabla 5.
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Tabla 5. Asignacién del codigo numérico de acuerdo al numero de copias

encontradas en cada locus de M. tuberculosis.

No. | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU | MIRU
copias | 02 04 10 16 20 23 24 26 27 31 39 40
0 402 175 | 482 565 | 437 150 | 395 | 285 | 489 | 492 540 354
1 455 | 252 537 | 618 514 200 | 447 336 551 545 593 | 408
2 508 329 590 671 591 253 | 501 387 | 604 598 646 | 462
3 561 406 643 | 724 | 668 306 | 555 | 438 | 657 651 699 | 516
4 614 | 438 696 | 777 745 359 | 609 | 489 710 704 752 570
5 667 560 749 | 830 822 | 412 663 540 763 757 805 | 624
6 720 | 637 802 883 899 | 465 | 717 591 816 810 858 678
7 773 714 855 36 976 518 | 771 642 869 863 911 732
8 826 791 908 | 989 | 1053 | 571 825 | 693 922 916 964 786
9 879 | 868 961 | 1042 | 1130 | 624 | 879 744 975 | 969 | 1017 | 840
10 932 | 945 | 1014 | 1095 | 1207 | 677 | 933 795 | 1028 | 1022 | 1070 | 894
11 985 | 1022 | 1067 | 1148 | 1284 | 730 | 987 846 | 1081 | 1075 | 1123 | 948
12 1038 | 1099 | 1120 | 1201 | 1361 | 783 | 1041 | 897 | 1134 | 1128 | 1176 | 1002
13 1091 | 1176 | 1173 | 1254 | 1438 | 836 | 1095 | 948 | 1187 | 1181 | 1229 | 1056
14 1144 | 1253 | 1226 | 1307 | 1515 | 889 | 1149 | 999 | 1240 | 1234 | 1282 | 1110
15 1197 | 1330 | 1279 | 1360 | 1592 | 942 | 1203 | 1050 | 1293 | 1287 | 1335 | 1164

** El MIRUs 04, presenta un alelo representado como MIRU 04" que tiene un locus génico de 193

pb y el tamafo de cada unidad de repeticion intergénica es de 77 pb. Este MIRU se representa en

la cepa de M. tuberculosis H37Rv, en BCG y en el 1% de los aislados clinicos (Supply y col.).
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7. RESULTADOS

7.1. Datos epidemiolégicos de los aislados clinicos de M. tuberculosis

Para llevar a cabo el estudio se seleccionaron 45 aislados de M. tuberculosis
multifarmacorresistentes (TB-MDR) provenientes de los diferentes estados de la
Republica Mexicana, obtenidos de la Encuesta Nacional de Farmacorresistencia
en México durante el 2008-2009.

La tabla 6 nos muestra los aislados estudiados de las diferentes entidades
federativas en donde observamos que la mayoria de ellos se concentran en los
estados de Baja California con un porcentaje del 24.4% y el Estado de México con
un porcentaje de 22.22%. Los estados que presentaron un porcentaje intermedio
fueron Sinaloa con 15.5%, Guanajuato 11.11%, Yucatan 8.88%, San Luis Potosi y
Chihuahua estos ultimos con un 6.66%; y los estados que presentan un menor

porcentaje son Querétaro y Morelos, ambos con un 2.22%.

Tabla 6. Distribucion de los aislados de M. tuberculosis farmacorresistentes

seleccionados.

ESTADO NUMERO %
Baja California 11 24 .4
Estado de 10 22.22
México
Sinaloa 7 15.5
Guanajuato 5 11.11
Yucatan 4 8.88
Chihuahua 3 6.66
San Luis Potosi 3 6.66
Morelos 1 2.22
Querétaro 1 2.22

32



La edad de los pacientes se encuentra en un rango de 18-81 afos, con una edad
promedio de 45.8 afos. En la figura 9 se muestra el numero de aislados TB-MDR
que se reportaron en la ENFR, de los cuales ningun seleccionado se encontraba
en la etapa de la infancia (0-11 afios), el 2.2% de los seleccionados se encontraba
en la etapa de la adolescencia (12-18 afos), 6.6% de los seleccionados
pertenecia a la etapa de la juventud (19-25 anos), 17.7% seleccionados se
encontraban en el periodo de la vejez (mayores a 60 afios), y en donde se
encontré un porcentaje de aislados de TB-MDR seleccionados fue en la etapa de
la adultez (26-60 afios) con un 73.3%.

Fig. 9 Distribucion de M. tuberculosis farmacorresistente por grupos de edad.

De los 45 aislados de TB-MDR; 29 correspondian a pacientes pertenecientes al
sexo masculino, lo que representa un porcentaje del 64%; los 16 aislados
restantes pertenecieron a pacientes del sexo femenino mostrando un menor

porcentaje con un 34%, como se muestra en la figura 10.
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Fig. 10. Distribucion de los aislados de M. tuberculosis MDR por género de los pacientes.

En la figura 11 se observa que un 40% (18 aislados) mostraron resistencia a 2
farmacos de primera linea, 35.5% (16 aislados) a 3 farmacos, un 15.5% (7
aislados) tienen resistencia a 4 farmacos y un 8.8% (4 aislados) son resistentes a

los 5 farmacos que conforman el esquema de primera linea.

Figura 11. Distribucién de aislados de M. tuberculosis por resistencia a SIREZ. 2R= dos
resistencias, 3R= tres resistencias, 4R= cuatro resistencias, 5R= cinco resistencias.
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De los 45 aislados estudiados, el 40% solo eran MDR, es decir, solo mostraron

resistencia a isoniazida y rifampicina a la vez; el resto de los aislados aparte de

ser MDR presentaron resistencia a uno, dos o tres de los farmacos restantes en el

tratamiento de primera linea, 21.7% eran MDR y expresaban también resistencia a

estreptomicina; un 6.5% de los aislados tuvieron resistencia MDR + etambutol, un

6.5% fueron MDR + resistencia a pirazinamida, un 6.5% fueron MDR + resistencia

a estreptomicina y pirazinamida, un 4.3% fue MDR + estreptomicina y etambutol,

un 4.3% de los aislados seleccionados fueron MDR + resistencia a estreptomicina

y pirazinamida; solo el 8.6% de los aislados TB-MDR fueron resistentes a los 5

farmacos que conforman el esquema de tratamiento de primera linea, es decir,

eran resistentes

pirazinamida; todo esto puede verse en la tabla 7.

Tabla 7. Patron de resistencia a farmacos en aislados de M. tuberculosis.

rifampicina,

isoniazida,

estreptomicina,

etambutol

y

Resistencia No. % Patron de Resistencia
2 18 40 I+R
3 10 21.7 S+1+R
3 3 6.5 I+R+E
3 3 6.5 I+R+Z
4 2 4.3 S+I+R+E
4 3 6.5 S+I+R+Z
4 2 4.3 I+R+E+Z
5 4 8.6 S+I+R+E+Z
45 MDR

Patrén de resistencia de aislados de M. tuberculosisa SIREZ (S: Estreptomicina, |: Isoniazida,

R: Rifampicina, E: Etambutol, Z: Pirazinamida).
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7.2. Determinacién de la mutacion que le confiere resistencia a
rifampicina en M. tuberculosis.

En el electroferograma de la figura 12 se muestran algunos aislados que
presentan mutaciones en el codon 516 del gen rpop, la cual se ve representada
por la ausencia de la banda de talla molecular de 260 pb y la presencia de la
banda control de 537 pb.

Fig. 12. Electroferograma representativo de la PCR-ARMS para el codén 516 del gen rpof.
PM: marcador de peso moleclar; Carril 1: M. tuberculosis H37Rv, carril 2: no mutacion, carril 3 y 4:
mutacion en 516.

En la figura 13 se muestra el electroferograma que representa las mutaciones en
el coddén 526 del gen rpof3, se dice que existe mutacion en este gen cuando se
nota la ausencia de la banda de 260 pb y se observa una banda testigo cuya talla

molecular es de 537 pb.
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Fig. 13. Electroferograma representativo de la PCR-ARMS para el codén 526 del gen rpof.
PM: marcador de peso moleclar; Carril 1: M. tuberculosis H37Rv, carril 2 y 4: mutacién en 526,
carril 3 y 5: no mutacién.

Las mutaciones en en el coddon 531 del gen rpoB se ven representadas en el
electroferograma de la figura 14, en donde se visualiza una mutacion cuando esta
ausente la banda de talla molecular de 216 pb y solo se presencia la banda de 537
pb.

Fig. 14. Electroferograma representativo de la PCR-ARMS para el codén 531 del gen rpof.
PM: marcador de peso moleclar; Carril 1: M. tuberculosis H37Rv, carril 2 y 4: mutacion en 531,
carril 3: no mutacion.

En analisis de distribucion del gen rpo que confiere resistencia para rifampicina
mostré que la mayoria de los aislados evaluados presentaban mutacién en el
coddén 531 con un 46.66%, seguido de un 13.33% que mostraba mutacién en el
coddn 526 y en menor porcentaje se percibié una mutacion en el codén 516 con
un 6.66% y se encontréo un aislado que poseia una doble mutacion y esto
representd un 2.22%(Fig. 15). Un 28.8% de los resultados fueron negativos en
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esta prueba, es decir, que no se mostré amplificacion alguna, esto puede indicar
que la mutacion se encuentra en algun otro codon del gen rpof3, informacion que

tendra que ser confirmada mediante secuenciacion.

Mutaciones en gen rpof3
46.66%

11Codoén 516
E Codon 526
i Codon 531

4 Mutacion en otro codoén

28.8%

13.33% @ Doble mutacion

6.66%
2.22%

Fig. 15. Frecuencia de mutaciones en distintos codones del gen rpof utilizando una técnica
de PCR alelo especifica para detectar mutaciones.

Al utilizar la PCR-ARMS se pudieron encontrar mutaciones en un 71.2% (de los 45
aislados M. tuberculosis MDR que se estudiaron) en alguno de los codones del
gen rpof3, estos resultados pueden observarse en la figura 16, el 28.8% restante
no se pudo determinar la mutacion con esta técnica, dado que se necesitan otro
tipo de iniciadores u otra técnica que pueda determinar en que codén del gen rpof3

se encuentra la mutacion que le confiere resistencia a RIF.
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Fig. 16. Frecuencia de mutaciones del gen rpop determinadas utilizando la PCR-ARMS

7.3. Determinacién de la mutacion que le confiere resistencia a
isoniazida en M. tuberculosis.

En el electroferograma de la figura 17 se muestran algunas cepas de M.
tuberculosis MDR en donde se observan algunas cepas con mutacion en el gen
katG y otra cepa con mutacion en el operdon mabA-inhA. La mutacién en el gen
katG se detecta cuando se observa una banda con un talla molecular de 296 pb, si
se presenta una banda cuya talla molecular es de 143 pb se dice que se trata de
una mutacion en el operén mabA-inhA, en ambas mutaciones aparece una banda
control de 1020 pb.
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1020 pb

296 pb

143 pb

Fig. 17. Electroferograma representativo de la PCR multiplex para los genes katG y el
operén mabA - inhA en aislados de M. tuberculosis MDR. Carril 1: Cepa de referencia
H37R, carril 2: mutacién en operdon mabA — inhA, carril 3: no mutacién, carril 4—6: mutacién
en el gen katG.

Los resultados arrojados tras utilizar la PCR multiplex, observados en la figura 18,
nos indican que un 46.7% de los aislados de M. tuberculosis MDR presentan una
mutacion en el gen katG, un 15.6% presentan mutacion en el operén mabA-inhA,
mientras un 37.8% de los resultados fueron negativos, ya que no presenta
mutacion en ninguno de estos dos sitios, posiblemente porque la mutacion se
encuentre en algun otro sitio, esto puede ser confirmado tras llevarse a cabo una

secuenciacion.

Fig. 18. Frecuencia de mutaciones en gen katG y en el operén mabA-inhA, que confieren
resistencia a INH en aislados de M. tuberculosis.
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Para para los aislados que presentaban mutacion en el gen katG, se les realizo
una digestién con la enzima Mspl, la cual nos indica la posicion en el gen donde
se encuentra la mutacién que le otorga al bacilo resistencia a isoniazida. El
electroferograma presentado en la figura 19 muestra algunas de las mutaciones
qgue otorgan resistencia a isoniazida; cuando se presenta una mutacion S315T del
gen katG se observan bandas de 228 y 137pb, si la mutaciéon es R463L se
aprecian las bandas de 228, 202 y 153 pb, pero si la mutacion es tanto en S315T y
R463L se muestran las bandas de 228, 202 y137 pb.

PM 1 2 3 4 5

Fig. 19. Electroferograma del gen katG digerido con la enzima Mspl. PM: Marcador de Peso
Molecular; carril 1: Cepa de referencia, H37Rv, carril 2 y 3: mutacién en 315, carril 4: mutacion
en 463 y carril 5: mutacién 315 - 463.

Tras digestion con la enzima Mspl se noto que un 31.1% de los asilados de M.
tuberculosis MDR presentan una mutacion (S-T, acc—acc) en la posicion 315 del
gen, un 17.8% en la posicion 463, un 4.4% presentaron una mutacion tanto en 315
como en 463, un 15.6% de los aislados presentaron la sustitucion C-15T de la
region promotora del operon mabA —inhA (mencionado anteriormente) y un 26.7%
de los resultados fueron negativos, puesto que no se presentdé mutacién en
ninguno de estos sitios, esto se puede deber a que la mutacién se encuentra en
algun otro sitio del gen katG, para conocer el sitio exacto de la mutacion se
requiere someter la muestra a una secuenciacidén, los resultados anteriores

pueden observarse en la figura 20.
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Fig. 20. Frecuencia de las mutaciones representativas que confieren resistencia a INH a
cepas de M. tuberculosis MDR.

7.4. Genotipificacion mediante MIRU-VNTR

Se realiz6 la caracterizacion genotipica utilizando los 12 pares de iniciadores que
amplifican cada uno de los 12 loci génicos MIRU-VNTR de mayor variabilidad. Los
productos de amplificacion de cada uno de los 12 loci génicos fueron separados
utilizando geles de agarosa al 2%. Al determinar el tamafio en cada una de las
bandas obtenidas en cada locus génico se logro saber el numero de copias
correspondiente, con el cual se definid el cédigo MIRUs para cada aislado. En la
figura 21 se puede observar el electroferograma de algunas cepas M. tuberculosis
MDR, asi como el codigo MIRUs asignado.

Tras asignar un cédigo MIRUs a cada aislado TB-MDR, se procedi6é a introducir
los resultados obtenidos a la base de datos internacional MIRU-VNTR plus, en
donde se conocio el linaje correspondiente a cada aislado, como se puede
observar en la tabla 8.
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Fig. 21. Electroferogramas de MIRUs representativos de las diferentes cepas de M. tuberculosis MDR
seleccionados en la ENFR.a)Baja California 1500, cédigo MIRUs 224325153214; b) Baja California 535,
cédigo MIRUs 223325133322; c¢) Estado de México 1617, cddigo MIRUs 223325153323; d) Estado de México
337, coédigo MIRUs 123324143322 ;e) Estado de México 1372, cédigo MIRUs 225214153322; f) Sinaloa
1197, cédigo MIRUs 224425113321; g) San Luis Potosi 893, cédigo MIRUs 222224173534; h) Yucatan 1571,
codigo MIRUs 224325133324. Carril 1 MIRUs 2, Carril 2 MIRUs 4, Carril 3 MIRUs 10, Carril 4 MIRUs 16,
Carril 5 MIRUs 20, Carril 6 MIRUs 23, Carril 7 MIRUs 24, Carril 8 MIRUs 26, Carril 9 MIRUs 27, Carril 10
MIRUs 31, Carril 11 MIRUs 39, Carril 12 MIRUs 40.
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Tabla 8. MIRU-VNTR de los 45 aislados M. tuberculosis MDR

Estado | Num. | SIREZ PCR PCR PCR MIRUS Linaje
Lab. rpoB RFLP multiplex

BC 421 SRRSS 531 NM NM 224425124431 H

BC 481 SRRRR 531 315 315 224226133321 LAM

BC 535 SRRSS NM NM 315 223325143322 Ghana

BC 1056 SRRSS 516 463 mabA-inhA 225325153323 Beijing

BC 1078 SRRSS NM 463 315 223325153331 Beijing

BC 1500 RRRSR 531 315 315 224325153214 LAM

BC 1868 RRRSS 526 315-463 | mabA-inhA 223325173434 Beijing

BC 1880 RRRSR 516 315 315 223325153223 Uganda |

BC 1942 RRRRS 531 315-463 315 223325173534 Beijing

BC 2230 SRRSR 531 NM NM 124427163325 H

BC 2585 SRRRS 531 NM mabA-inhA 233325153324 S

CHIH 622 SRRSS NM NM NM 223425143322 Uganda |

CHIH 2117 SRRRS 531 NM NM 223425113211 H

CHIH 2773 RRRSS NM NM 315 225126153321 LAM

GTO 521 RRRSS 531 463 315 254326223432 EAI

GTO 1750 SRRRS 531 315 315 223326143321 LAM

GTO 1993 RRRSR | 531/526 NM mabA-inhA 125225153322 H

GTO 2357 SRRSS 531 315 315 225325153322 Haarlem

GTO 2718 RRRSS 531 NM mabA-inhA 225325153323 Haarlem

MEX 194 SRRSS 531 NM NM 225325153324 H

MEX 337 RRRSS 516 NM NM 223425143322 Uganda |

MEX 897 RRRRR NM NM NM 232124233222 Bovis

MEX 932 SRRSS NM NM 315 225325153323 Haarlem

MEX 998 SRRSR 531 463 NM 221114152210 H

MEX 1023 RRRRR 526 463 NM 223425143322 H

MEX 1372 RRRSS 526 NM mabA-inhA 225234153322 Haarlem

MEX 1396 SRRSS 531 NM mabA-inhA 225325153323 Haarlem

MEX 1617 RRRRR 531 463 NM 223325153323 Beijing

MEX 2806 SRRRR 531 463 NM 232224243322 Bovis

MOR 500 SRRSS NM 463 NM 2543210223533 | EAI

QRO 2016 SRRSS NM NM NM 222226143323 LAM

SIN 136 SRRSS 531 315 315 223325143223 H

SIN 282 RRRSS 526 315 315 223326153322 X

SIN 667 SRRSS 531 NM NM 222325153323 Haarlem

SIN 1091 SRRSS NM 315 315 245435154432 H

SIN 1197 SRRSS 531 NM NM 224425113321 H

SIN 1790 SRRSS NM NM NM 223326152423 H

SIN 1902 RRRSS NM 315 315 224325143322 Haarlem

SLP 48E SRRSR 531 NM 315 223425164322 H

SLP 812 SRRSS NM 315 315 224126163321 LAM

SLP 893 RRRSS NM 315 315 222214173423 H

YucC 752 SRRSS 526 315 315 223326153323 LAM

Yuc 1571 RRRRR 531 NM NM 224326143324 LAM

YucC 1983 RRRSS 531 315 315 224425152514 H

Yuc 1984 RRRRS 526 315 315 224326135421 H

H37Rv* | H37rv | SSSSS WT WT WT 223226133321 H37Rv

*Cepa de Referencia, S: Estreptomicina, I: Isoniazida, R: Rifampicina, E: Etambutol, Z:
Pirazinamida, ND: No Determinado, NM: No Mutacién, H: Huérfana, WT: Wild Type.



En la figura 22 se visualiza el cambio de intensidad de color azul de los recuadros,
el cual muestra el grado de variabilidad de cada MIRUs analizado.

Dentro de los locus que mostraron una mayor variabilidad se encuentran el 10, 16,

23, 26y 40.

Fig. 22. Analisis genotipico de aislados MDR de M. tuberculosis con el programa MIRU-
VNTR plus.
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7.5. Agrupacion en linajes de aislados de M. tuberculosis MDR por
MIRU-VNTR

El analisis por MIRU-VNTR, permitié clasificar los aislados de M. tuberculosis
MDR, encontrandose que el 66.7% (30 de los 45 aislados) pudieron ser
identificadas, como se observa en la figura 23, mientras que el 33.3% presentaron
patrones que no se encuentran en la base de datos MIRUS-VNTR plus (tipo
huérfanos). Los aislados que pudieron ser identificados por MIRUS-VNTR plus
correspondieron a las siguientes familias: LAM, Ghana, Beijing, Uganda |, S, EAI,

Haarlem, Bovis y X, como se observa en la figura 24.

Fig. 23. Aislados M. tuberculosis MDR identificados utilizando MIRU-VNTR plus.
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Fig. 24. Frecuencia de linajes de M. tuberculosis MDR

En la tabla 9 se visualiza que 16 aislados de M. tuberculosis MDR correspondian
al género femenino, de los cuales tras analizar con MIRU-VNTR plus pudieron ser
identificadas las familias: Ghana, LAM, Beijing, EAl y Haarlem. Los 29 aislados M.
tuberculosis MDR correspondientes al género masculino, cuyo analisis con MIRU-
VNTR plus identifico a las familias: Beijing, LAM, Uganda |, S, Haarlem, Bovis, Xy
EAI.

En la tabla 10 se observa los linajes encontradas con respecto a cada grupo de
edad, aqui se visualiza que la adultez es el grupo de edad que se encuentra mas
en riesgo, encontrandose aqui la mayoria de las familias identificadas en este
estudio; algo notable es la presencia de la familia LAM en todos los grupos de
edad (con excepcion de la infancia, pues que no se selecciono ningun aislado en
la ENFR).
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Tabla 9. Relacién Linaje- Género.

LINAJE Num. de Aislados Masculino Femenino
Huérfanas 15 10 5
LAM 8 4 4
Haarlem 7 4 3
Beijing 5 3 2
Uganda | 3 3 -
EAI 2 1 1
Bovis 2 2 -
Ghana 1 - 1
S 1 1 -
X 1 1 -

Total 45 29 16

Tabla 10. Relacién Linaje- Grupo de edad.

Grupos de Edad Linajes NUm. de aislados
Infancia - -
(0-11 afnos)
Adolescencia LAM 1
(12-18 afos)
Juventud LAM 1
(26-60 afos) Huérfanas 2
Adultez Ghana 1
(26-60 afos) Beijing 2
Uganda 3
LAM 4
EAI 2
Haarlem 7
Bovis 2
X 1
Huérfanas 8
Vejez LAM 2
(> 60 anos) S 1
Huérfanas 5

La relacion linaje- patron de resistencia a farmacos antituberculosis se observa en

la tabla 11, aqui se visualiza que no existe un patrén de resistencia definido para

cada uno de los distintos linajes. Los aislados pueden ser resistentes solo a los 2

principales farmacos (INH y RIF) o los 5 farmacos que comprenden el tratamiento

de primera linea, y aun asi pertenecer a una misma familia.
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Tabla 11. Relacién Linaje—Patron de Resistencia

Aislado SIREZ Linaje
YUC 1571 RRRRR LAM
BC 481 SRRRR LAM
BC 1500 RRRSR LAM
CHIH 2773 RRRSS LAM
GTO 1750 SRRRS LAM
QRO 2016 SRRSS LAM
SLP 812 SRRSS LAM
YUC 752 SRRSS LAM
GTO 2718 RRRSS Haarlem
MEX 1372 RRRSS Haarlem
SIN 1902 RRRSS Haarlem
GTO 2357 SRRSS Haarlem
MEX 932 SRRSS Haarlem
MEX 1396 SRRSS Haarlem
SIN 667 SRRSS Haarlem
MEX 1617 RRRRR Beijing
BC 1942 RRRRS Beijing
BC 1868 RRRSS Beijing
BC 1056 SRRSS Beijing
BC 1078 SRRSS Beijing
BC 1880 RRRSR Uganda |
MEX 337 RRRSS Uganda |
CHIH 622 SRRSS Uganda |
GTO 521 RRRSS EAl
MOR 500 SRRSS EAl
MEX 897 RRRRR Bovis
MEX 2806 SRRRR Bovis
BC 2585 SRRRS S
SIN 282 RRRSS X
BC 535 SRRSS Ghana
H37Rv* SSSSS H37Rv

*Cepa de Referencia, S: Estreptomicina, I: Isoniazida, R: Rifampicina, E: Etambutol, Z:
Pirazinamida

La variabilidad de linajes con respecto a cada estado seleccionado por la ENFR
nos muestra que en Baja California la familia que se encuentra en un mayor
porcentaje es Beijing, seguida de LAM y en un menor porcentaje se encuentra a
Ghana, Uganda | y S, también se encontraron aislados huérfanos; para Chihuahua
dado que solo se contaba con 3 aislados solo se mostro la presencia de la familia
LAM, Uganda | y una cepa huérfana; en Guanajuato, Haarlem fue la familia que se
mostro en mayor porcentaje, seguida en una misma proporcion de EAI, LAM y una

cepa huérfana; en tanto que para Morelos solo se presento un aislado M.
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tuberculosis MDR el cual correspondia a la familia EAI; para Querétaro se

identifico la familia LAM en la unica muestra seleccionada por la ENFR; en el

estado de México se identificaron a las familias Haarlem en mayor porcentaje,

seguidas de Bovis y aislados huérfanos, y en un menor porcentaje se encontré a

Beijing y Uganda; para Sinaloa se encontré6 a la familia X, Haarlem y cepas

huérfana; en San Luis Potosi se identifico a la familia LAM y un aislado huérfano;

por ultimo en Yucatan se identifico a la familia LAM y aislados huérfanos; todos

estos resultados se observan en tabla 12.

Tabla 12.

Variabilidad de linajes en los estados seleccionados en la ENFR.

ESTADOS

LINAJE

NUM. DE AISLADOS

Baja California

LAM
Ghana
Beijing
Uganda |
S
Huérfanas

2

Chihuahua

LAM
Uganda |
Huérfana

Guanajuato

LAM

EAl
Haarlem
Huérfana

Estado de México

Beijing
Haarlem
Uganda |
Bovis
Huérfanas

Morelos

EAI

Querétaro

LAM

Sinaloa

Haarlem
X
Huérfanas

San Luis Potosi

LAM
Huérfanas

Yucatan

LAM
Huérfanas

NDNN AP AN LON 2, WD AN, A AN, DN A

50



Con respecto a la distribucion de los linajes que se encuentran en la Republica
Mexicana de acuerdo a los aislados seleccionados en ENFR, véase tabla 12,
apreciamos que la familia de Bovis, Ghana, S, y X solo se encuentran en un
estado de la Republica; mientras que Beijing, Uganda |, EAI, y Haarlem se
encuentran distribuidos en varios estados; también podemos notar que la
distribucidn de la familia LAM y las muestras huérfanas se encuentran distribuidas

en casi todos los estados seleccionados.
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8. DISCUSION

La tuberculosis (TB) continua siendo un grave problema de salud publica en el
mundo y México no es la excepcion. A pesar de la implementacion de tratamientos
con farmacos antituberculosis, la aparicion de cepas resistentes vy
multifarmacorresistentes, se ha comprometido la eficacia del tratamiento. Esta
enfermedad afecta cada afio a 9.4 millones de personas y mata a 1.7 millones en
el mundo. El diagnostico, la quimioterapia y la vacunacion estan disponibles, sin
embargo, la enfermedad esta lejos de ser erradicada. Brudey vy colaboradores en
el 2006 plantearon la hipotesis que la co-evolucion entre el ser humano vy los
bacilos, asi como la transmision vertical, deben haber sido el principal modo de

transmision de la TB a lo largo de siglos e incluso milenios.

Es importante el conocer el perfil de resistencia y tipo de cepa circulante para asi
poder identificar los principales focos de infeccion y desarrollar mejores estrategias
de control y manejo de pacientes farmacorresistentes, con el fin de poder romper
la cadena de transmision. La TB afecta principalmente a la poblacion que se
encuentra en condiciones vulnerables de adquirir la enfermedad, como es el caso
de los migrantes, presos, los indigentes y pacientes con inmunodeficiencias.
(Martinez JA, 2010)

Por lo tanto, este estudio se baso en caracterizar a nivel molecular 45 aislados de
M. tuberculosis MDR provenientes de diversos estados de la Republica Mexicana,
los cuales fueron seleccionados por la Encuesta Nacional de Farmacorresistencia
en Tuberculosis en México llevado a cabo durante el periodo 2008-2009, esto se
realizd con el fin de conocer los linajes circulantes en nuestro pais, identificandolos
a nivel molecular por la técnica MIRU-VNTR; como datos adicionales se considero
el conocer las mutaciones en los genes que le confieren a la micobacteria
resistencia a INH (isoniazida) y RIF (rifampicina). La informacion resultante sera
relevante para apoyar la implementacion de mejores estrategias de prevenciéon y
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control de la TB-MDR dentro del pais y de esta forma contribuir al control de la TB-
FR.

En la poblacién analizada, se observaron los datos demograficos de los pacientes,
los cuales se encontraban en un rango de edad de los 18 a los 81 afos; con una
relacion 1:2 mujer por cada hombres lo cual coincide con lo reportado por la OMS
y la Secretaria de Salud en México. (URL 6) Como vemos la TB sigue siendo mas
frecuente en personas del sexo masculino, aunque varia de un lugar a otro, lo
que puede deberse a factores sociales y de comportamiento. (URL 4) Esta
enfermedad afecta en gran proporciéon a la poblacion econémicamente activa,
perdiendo asi afios productivos. Por lo anterior se debe realizar mayor énfasis en
la deteccion oportuna de tuberculosis en todas sus formas, lo que repercutira en
elevar la calidad de vida de la poblacion mexicana, asi como en incrementar el
desarrollo del pais al tener menor pérdida de muertes por esta causa en la

poblacién econémicamente activa. (URL 10)

La resistencia a farmacos antituberculosis es un problema muy complejo y grave;
en estudios realizados en distintas regiones y paises como Peru (Agapito J. y col.
2003) Argentina, (De la Iglesia I. y Morbidoni HR. 2006) EUA, (Kapur V.. y col.
1994) Singapur, (Ong D. y col. 2012) por mencionar algunos; se ha demostrado
farmacorresistencia en todas las regiones del mundo. Por lo cual, una de las
primeras observaciones realizadas en el presente estudid, fue la caracterizacion
molecular de los diferentes genes que otorgan resistencia a los dos principales

farmacos antituberculosis, INH y RIF.

La resistencia a RIF se debe a mas de 35 mutaciones encontradas entre los
codones que van del 511 al 533 del gen rpop, (Luna AC., 1998) principalmente en
los codones 511, 513, 515, 516, 521, 526, 531 y 533. (De la Iglesia I. y Morbidoni
HR. 2006). Para este estudio se utiliz6 una PCR alelo especifico, denominada
ARMS, método propuesto por Fan y colaboradores en 2003, para identificar

mutaciones en los codones 516, 526 y 531 de este gen. Los aislados M.
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tuberculosis MDR mostraron mutaciones en el codon 531 principalmente, seguido
de mutaciones en el codon 526 y un menor porcentaje en el codén 516. En un
estudid elaborado en Shanghai por Fan y colaboradores (2003) realizado a
aislados M. tuberculosis, se obtuvo que las mutaciones mas frecuentes que
confieren resistencia a rifampicina se encontraron en los codones 531, 526 y 516;
con frecuencias de 53.8%, 23.1% y 10.3%, respectivamente. Este trabajo

concuerda con las mutaciones encontradas en el presente estudio.

El ensayo de ARMS puede ser utilizado para la deteccion rapida de las
mutaciones en el gen rpof, es un método rapido y simple, ya que el procedimiento
completo incluyendo la extraccion de ADN, la amplificacion por PCR y la
electroforesis, puede llevarse a cabo en un dia (por muestra) aunque el método
tiene limitaciones, puesto que es imposible detectar el 100% de las mutaciones
existentes en el gen. Pese a esto, la aplicacion de este método es potencialmente
valioso para el diagndstico, tratamiento eficaz y el control de M. tuberculosis. (Fan
y col. 2003)

Para INH se conoce que su resistencia se debe a mutacion en los genes katG,
inhA, ndh y ethA; (De la Iglesia Al y Morbidoni HR. 2006) en este caso se empled
la PCR multiplex y una PCR-RFLP para detectar las mutaciones en los codones
315 y 463 del gen katG y para la sustitucidon en la region promotora del operén
mabA-inhA. En nuestros aislados M. tuberculosis MDR se presentaron mutaciones
en el codon 315 y el coddn 463 del gen katG, y en la region promotora del operon
mabA-inhA. Un estudié que arrojo un resultado similar al presente trabajo, fue el
realizado en Espafa por Herrera-Ledn y colaboradores en el 2005 en donde se
trabajaron con 297 aislados INH resistentes, de los cuales el 43.8% mostraron
mutacion en el codon 315 y la frecuencia de mutaciéon en la region promotora
mabA-inhA fue de un 23.6%.

Las mutaciones en el codon 315 del gen katG y la region promotora del operdn
mabA-inhA ocurren con mas frecuencia en cepas resistentes a INH. Estas
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mutaciones llegan a ser las responsables del 70% de los casos resistentes a INH

en M. tuberculosis. (Herrera L y col. 2003)

Sin lugar a duda las estrategias moleculares constituyen una herramienta
insuperable en el campo de la microbiologia de la tuberculosis, ya que en cuestion
de horas es posible determinar con precision la especie y/o subespecie a la que
pertenece un determinado aislado clinico; como ejemplo tenemos a MIRU-VNTR
la cual es una técnica utilizada por distintos paises como en Japon, (Wasa T. y col.
2007) China, (Guo J. y col. 2011) Gran Bretafa, (Skuce R. y col. 2002) Espaia,
(Alonso R. y col. 2008) por mencionar algunos. Muy pocos estudios en México
han reportado el uso de MIRU-VNTR para la tipificacion molecular de los
aislamientos de M. tuberculosis. Este trabajo es uno de los pocos en agrupar a
nivel molecular aislados de M. tuberculosis MDR. Los resultados encontrados en
este estudio nos indican los diferentes linajes de M. tuberculosis MDR que circulan
en nuestro pais. Con respecto a los datos obtenidos en el presente trabajo
apoyado por la técnica de MIRU-VNTR de 12 loci, se visualizaron patrones
especificos para cada una de las cepas analizadas, obteniendo asi distintos

linajes, como: LAM, Ghana, Beijing, Uganda |, S, EAI, Haarlem, Bovis y X.

Dos estudios de genoatipificacion por espoligotipificacion, uno realizado a 180
aislados clinicos en Monterrey por Molina y colaboradores en 2010, nos revela que
en esta zona del pais prevalecen la familia T1 y X, en un 23.8% y 15.5%,
respectivamente; y otro llevado a cabo en San Luis Potosi por Lépez L. en 2009
quien estudié 238 aislados, en donde demuestra que en esta region del pais se
identificaron principalmente a las familias Ghana (42%), Haarlem (22.9%) LAM
(18.9%) y Uganda (11.8%); estos trabajos no concuerdan del todo con los
resultados obtenidos en nuestro estudio, lo anterior nos demuestra Ila
heterogeneidad que existe en nuestro pais con respecto a los linajes circulante. En
el presente trabajo se identifico en un porcentaje alto a la familia LAM, la cual tiene
mayor presencia en Sudamérica; también se identifico a la familia Haarlem, esta

se encuentra principalmente en América Central y el Caribe (URL 11); la familia
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Beijing también fue encontrada en nuestros aislados, esta familia fue descrita por
primera vez en China. (URL 13) Estudios realizados en otros paises que
demuestran resultados similares a los obtenidos e este trabajo, son los realizados
por Alonso R. y colaboradores en el 2008, llevado a cabo en Espafia, en donde
tras llevar a cabo una genotipificacién se encontré que la mayor parte de los
aislados correspondian a los linajes LAM (32.1%) y Haarlem (28.4%), y solo un
2.2% de los aislados pertenecian a la familia Beijing; de manera similar un estudio
realizado en Colombia por Gémez y colaboradores en 2010 demostré que LAM y

Haarlem aparecian en un mayor porcentaje con un 38% y 42%, respectivamente.

Por otra parte, un estudio realizado por Brudey y colaboradores en el 2005, en el
cual se analizaron y clasificaron en 62 linajes, 39 295 cepas de M. tuberculosis
provenientes de 122 paises, genotipificando asi con la ayuda de la base de datos
SpolDB4; en este trabajo se publico que las cepas de Beijing representan
alrededor del 50% de las cepas en el Lejano Oriente, Asiay el 13% de los
aislamientos a nivel mundial; en Europa, el linaje Haarlem representa alrededor
del 25% de los aislamientos; en América del Sur, cerca del 50% de las
cepas pertenecen a la familia LAM. Tres grandes familias (Haarlem, LAM, y T) son
los mas frecuentes en Africa, América Central, Europa y América del Sur; fuera de
Europa, las cepas de Haarlem se encuentran principalmente en América Central y
el Caribe (25%). Las cepas de la familia de Beijing no solo son frecuentes en el
extremo Oriente y Asia, sino también en Oriente Medio-Asia Central y Oceania. El
genotipo Beijing que pudo haber sido endémica en China durante mucho
tiempo esta emergiendo en algunas partes del mundo, especialmente en los
paises de la antigua Unidén Soviética,yen menor medidaen el mundo
occidental la identificacion esta familia es de gran importancia ya que sus cepas
son muy virulentas y estan asociadas regularmente a farmacorresistencia. (Brudey
y col. 2006; URL13) La familia EAI (Este de Africa y la India) es muy frecuente en
estas zonas (33,8% en Extremo Oriente, Asia, el 24,3% en el Oriente Medio y
Asia Central, y el 22,9% en Oceania). El linaje de EAl es mas prevalente en el

sudeste de Asia, especialmente en Filipinas (73%), en Myanmar y Malasia (53%)
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en Vietnam y Tailandia (32%). Por ultimo, la familia X es altamente prevalente
en regiones de América Central (11,9%) y América del Norte (21,5%), como se
menciono anteriormente en un estudio realizado en Monterrey. (Molina y col. 2010;
Brudey y col. 2006)

En cuanto a la familia Bovis, se sabe que es trasmitida de manera zoondtica tras
la ingesta de material infectados; entre los resultados arrojados, se observo la
presencia de M. bovis en el Estado de México , a pesar de que solo se obtuvieron
dos aislados que pertenecen a esta familia, es importante mencionar que M. bovis
y M. tuberculosis son especies estrechamente relacionadas, y en donde cuyo
diagndstico clinico, radiolégico, morfolégico e histolégico arroja los mismos
resultados, sin notarse diferencia alguna; por esta razén se debe recurrir al cultivo,
pruebas bioquimicas y el diagndstico mediante técnicas moleculares para su
diferenciacion. Todo esto para otorgar un tratamiento correcto, ya que M. bovis
naturalmente es resistente a pirazinamida. Este hecho es alarmante en México ya
que solo el 50% de la produccién de leche se pasteuriza y el 50% restante se
consume directamente o se transforma en derivados lacteos. (Lopez y col. 2007)
Se ha registrado la presencia de M. bovis en Europa en un 30% y en América del
Sur en un 25%. (Brudey y col. 2006)

Con respecto al resto de los linajes registrados e este trabajo, existen pocos
estudios que muestren su identificacidén, ya que son cepas que se encuentran en
poblaciones especificas; cabe mencionar que los distintos linajes de M.
tuberculosis, se encuentran distribuidos en todas las regiones del mundo, unos en
mayor porcentaje que otros. Lo anterior se ve asociado a la migracion constante
entre las poblaciones, Martinez en 2010 realizé un estudié en donde senalé que
es posible que la distribucion de M. tuberculosis este asociada migracion de la ruta
del Pacifico, originada desde el sureste de México hacia el norte de mismo; los
estados que comprenden esa zona son de alta incidencia de TB y se incluyen

estados con un indice de migracion alta.
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Por otra parte, en el presente trabajo los loci que presentaron mayor variabilidad,
al utilizar la técnica de MIRU-VNTR, fueron 10, 16, 23, 26 y 40; estos son los que
nos ayudan a genotipificar y a diferenciarlos nuestros aislados con los de otras

regiones; obteniendo asi distintos linajes que varian de un estado a otro.

Mediante el uso de la técnica de MIRU-VNTR fue posible identificar el 66.7% de
nuestros aislados, mientras que un 33.3% presentaron un codigo MIRUs no
idéntificado por MIRU-VNTR plus. Para las cepas que se mostraron como
huérfanas, es recomendable realizar un estudié conjunto, como lo puede ser la
espoligotipificacion RFLP o alguna otra técnica de genotipificacidn, esto con el fin

de complementar nuestra informacion y lograr una mayor discriminacion de datos.

Entre las ventajas que se tienen al emplear la técnica de MIRU-VNTR, es que
tiene una mejor resolucidn que la espoligotipificacion, el ADN utilizado no
necesariamente requiere purificacion, se puede realizar un analisis manual del gel
de agarosa de las 12 amplificaciones. En cuanto a su uso, VNTR es una técnica
que no solo es utilizada para la tipificaciéon de M. tuberculosis sino que también es
utilizada para el genotipificado de diversos microorganismos, entre ellos: Brucella
abortus, Francisella tularensis, Streptococcus pneumoniae, Yersinia pestis,
Bacillus anthracis, Salmonella enterica'y Staphylococcus aureus, asi como para
la aplicacion en pruebas forenses y de paternidad. (Acosta SR, 2009) Para la
genotipificacion con MIRU-VNTR también ha sido utilizado para evaluar la
transmision de M. bovis, (Acosta S. y col. 2009) asi como para la tipificacion de M.

leprae. (Torres J. y col. 2009)

Cabe destacar que también se tienen desventajas para esta técnica, ya que tiene
un menor poder discriminatorio comparado con el RFLP basado en la IS6710, y
pueden encontrarse patrones similares en distintos linajes; como lo reporta
Vazquez C. en el 2011 en un estudié realizado en aislados M. tuberculosis
originarias del Estado de México en el cual se obtuvo un patrén de codigo MIRU-

VNTR idéntico para dos cepas, las cuales se diferenciaron al analizarse
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conjuntamente los patrones fenotipicos de resistencia y los codigos octales
arrojados tras una espoligotipificacion; por lo que podemos confirmar que el poder
discriminatorio del MIRU-VNTR de 12 loci no es suficiente, como ya ha sido
reportado por otros autores (Mathema B. y col. 2006; Supply y col. 2001; Mandira
V. ycol 2011)

Algunos autores han considerado a MIRU-VNTR como una alternativa en la
tipificacion de aislados clinicos, para con fines epidemioldgicos. Sin
embargo, otros autores han encontrado limitaciones en su capacidad de
discriminacion. Lo que indicaque el analisis de MIRU debe combinarse
con un método de genotipificacién adicionales. (Alonso R. 2008) Al utilizar MIRU-
VNTR en conjunto con espoligotipificacion, se llega a obtener un poder
discriminatorio similar al de RFLP IS67110; esto combinacion es util para cepas con
pocas copias de IS67110. (Mandira V. y col.2011).

La aparicion de técnicas de diagnostico que otorgan resultados en menor tiempo,
comparado con los métodos convencionales, no son del todo suficientes ya que
todavia falta mucho para lograr resultados y para acabar con una enfermedad bien
conocida por su antiguedad; los avances en vacunas estan por llegar; el
tratamiento clasico es largo, de seis meses, y, en el caso de las tuberculosis
resistentes el tratamiento puede durar hasta dos afios, con mayor toxicidad y es
mas caro. (URL 6) Sin embargo, a pesar de estos avances, aproximadamente dos
millones de personas mueren anualmente de tuberculosis en el mundo y cada
cuatro segundos una persona se infecta con M. tuberculosis. La remergencia de
la TB y el surgimiento de cepas MDR y XDR constituyen un reto a los programas
de control de la TB, sin embargo los estudios de epidemiologia molecular y el
conocer las mutaciones mas frecuentes en as cepas farmacorresistentes de M.

tuberculosis, pueden contribuir al control de estas cepas. (Cabello F. 2011)
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9. CONCLUSIONES

El 64.4% de los aislados M. tuberculosis MDR correspondieron a hombres y un
35.5% a mujeres; con una relacion hombre-mujer de 1:2 afectando principalmente

a la poblacién econdmicamente activa, con una edad promedio de 45.8 afos.

Los estados seleccionados por la ENFR que tuvieron un mayor porcentaje de
cepas M. tuberculosis MDR fueron; Baja California (24.4%), Estado de México
(22.22%), Sinaloa (15.5%) y Guanajuato (11.11%).

Los estados seleccionados por la encuesta que tuvieron un menor porcentaje de
aislados M. tuberculosis MDR fueron Yucatan (8.88%), San Luis Potosi (6.66%),
Chihuahua (6.66%), Querétaro (2.22%) y Morelos (2.22%).

El analisis de la distribucion de genes de resistencia para INH mostré que el
46.7% de los aislados presentaron una mutacion en el gen katG al utilizar la PCR-
RFLP, el 15.6% para la mutacion presente en la regién promotora del operdn
mabA-inhA al utilizar la PCR multiplex 'y 37.8 % no mostraron mutacién al utilizar

ambas técnicas.

En cuanto a las mutaciones mas comunes asociadas a resistencia para RIF; se
encontré una mayor frecuencia para el codén 531, seguido de 526 y 516; con un

porcentaje de 46.6 %, 13.3 % y 6.66 %, respectivamente.

Los MIRUs 16, 23, 26, 31 y 40 mostraron un mayor polimorfismo genético, en las
cepas de M. tuberculosis MDR, comparado con los MIRUs 2, 4, 10, 20, 24, 27 y

39 los cuales presenta un polimorfismo menor.

El porcentaje de aislados M. tuberculosis identificados por el método de MIRU-
VNTR fue de un 66.7%, mientras que un 33.3% no pudieron ser determinadas por

este método.
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Los linajes de M. tuberculosis MDR en los estados seleccionados por la ENFR
identificados mediante la técnica de MIRU-VNTR fueron: LAM, Ghana, Beijing,
Uganda |, S, EAI, Haarlem, Bovis y X; con un porcentaje de 17.7%, 2.2%, 11.1%,
6.6%, 2.2%, 4.4%, 15.5%, 4.4% y 2.2%; el 33.3% restante representa a los

aislados huérfanos.

Entre los estados que muestran mayor variabilidad de linajes de M. tuberculosis

fueron Baja California, Guanajuato y el Estado de México.

El linaje LAM se encontro en 6 de los 9 estados de la Republica Mexicana

seleccionados en la ENFR.

La familia S solo se localizo en Baja California, la familia X fue identificada solo en

Sinaloa y la familia Bovis solo se encontro en el Estado de México.
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