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RESUMEN 

Claudia Maribel Luna Aguirre Fecha de Graduación: Diciembre de 1998. 
Universidad Autónoma de Nuevo León 
Facultad de Medicina 

Título del estudio: DETERMINACIÓN DE LA FRECUENCIA DE MUTACIONES EN LOS 
GENES katG Y/O rpoB DE AISLAMIENTOS CLÍNICOS DE M. 
tuberculosis RESISTENTES A ISONIACIDA Y/O RIFAMPICINA DEL 
NORESTE DE MÉXICO 

Número de páginas : 46 Candidata al grado de Maestría en Ciencias 
con Especialidad en Biología Molecular 
e Ingeniería Genética. 

Area de estudio: Biología Molecular 

Objetivo y Método del estudio: En la última década ha habido un aumento de casos de tuberculosis 
resistente a muchos fármacos. Se ha estimado en EE.UU. un 28% de resistencia a uno o más antifimicos. 
En México se ha encontrado una resistencia global a Isoniacida (INH) del 24% y a Rifainpicina (RIF) del 
19%, antifimicos principales en el tratamiento de la tuberculosis. Se ha visto que la resistencia a INH es 
debida a mutaciones en el codón 315 principalmente y en el codón 463 del gen katG que codifica para una 
catalasa-peroxidasa que oxida a la INH. La INH oxidada inhibe la enoil-ACP reductasa que participa en la 
síntesis de ácidos micólicos, originando la muerte del microorganismo. Por otra parte, la resistencia a RIF 
es conferida por un grupo de mutaciones en una región de 69 pb del gen rpoB que codifica para la 
subunidad B de la RNA polimerasa, región aminoacídica donde se une la RIF a la RNA polimerasa. Se 
desconoce sí las mutaciones en los genes katG y/o rpoB involucradas con la resistencia a INH y/o RIF, en 
México son iguales a las reportadas en otras poblaciones. En caso afirmativo, se podrían utilizar estas 
mutaciones como marcadores genéticos para la detección rápida de micobacterias resistentes a INH y/o RIF 
en muestras directas o en cultivos, por lo que en este trabajo se determinó la frecuencia de dicho tipo de 
mutaciones en aislamientos clínicos de M. tuberculosis resistentes a INH y/o RIF del Noreste de México. Se 
procesaron 58 muestras resistentes a INH mediante la metodología descrita por Reyes Ruiz, en donde se 
amplifica una región del gen katG, y el producto amplificado se digiere con las enzimas MspA l I y Nci 1 
para la detección de mutaciones en los codones 315 y 463 de este gen; y 58 muestras resistentes a RIF 
mediante la técnica de hibridación del estuche comercial INNO Li-PA Rif .TB para la detección de 
mutaciones en el gen rpoB. 
Contr ibuc iones y conclusiones: Se obtuvo la frecuencia de mutaciones en el codón 315 y 463 del gen katG y 
la frecuencia de mutaciones en el gen rpoB de aislamientos clínicos de M. tuberculosis resistentes a INH y 
RIF, respectivamente, en muestras de una población de N.L., el 53.4% de las muestras resistentes a INH 
presentaron mutación en el codón 315 y ninguna en el codón 463 del gen katG. Este porcentaje corresponde 
a la sensibilidad del método, por lo que el porcentaje restante corresponde a aislamientos clínicos de M. 
tuberculosis que presentan resistencia a INH por mecanismos diferentes a mutaciones en el codón 315 del 
yen katG. En las muestras procesadas resistentes a RIF, se encontró la mutación S531L c o m o la más 
frecuente (55.2%), al igual que lo reportado en otras poblaciones, a la que le siguió la mutación H526Y 
(22.4%). La sensibilidad del estuche comercial fue del 98%, esto indica que algunos aislamientos clínicos 
de M. tuberculosis resistentes a RIF deben su resistencia a la misma por otros mecanismos. Se encontraron 
diferencias significativas (p < 0.05) en las frecuencias de mutaciones obtenidas en las muestras resistentes a 
INH y en la sensibilidad del método, con respecto a las reportadas en otras poblaciones. También se 
encontraron diferencias signif icat ivas de la sensibilidad del estuche comercial y de a lgunas de las 
f recuencias de mutaciones obtenidas de las muestras resistentes a RIF con las reportadas en otras 
poblaciones, por lo que probablemente existan diferentes mecanismos de adquisición de mutaciones en el 
gen rpoB en las distintas áreas geográficas. De lo anterior se concluye que las mutaciones analizadas en los 
genes katG y rpoB de M. tuberculosis pueden ser utilizadas como marcadores genét icos para detectar 



CAPÍTULO l 

INTRODUCCIÓN 

1.1. Epidemiología y tratamiento de la tuberculosis 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa generalmente crónica, 
causada por una bacteria ácido-alcohol resistente del género Mycobacterium que se 
transmite por la inhalación de gotitas de flugge o aerosoles. 

Murray y colaboradores (1) señalaron que la TB parece ser la causa principal de 
muerte como consecuencia de infección por un solo agente patógeno en el mundo, y 
estimaron que ocasiona 1% de todas las defunciones y el 26% de las que se pueden 
prevenir en el mundo. 

Según un informe de la OMS de 1997 (2), 30 millones de personas pueden morir 
de TB en los próximos 10 años, una tercera parte de la población mundial está infectada 
con el bacilo de la TB, aproximadamente 8 millones de personas se enfermarán de TB el 
próximo año, es posible que más de 50 millones de personas puedan ser infectadas con 
TB resistente a drogas y además la TB es la principal infección mortal de las personas 
infectadas con el HIV. 

Esta enfermedad ha cobrado una gran importancia debido a que la última década 
ha sido testigo de un incremento en el número de casos. De 1953 (momento en el que se 
inició el registro nacional de la TB) a 1984, el número de casos reportados en Estados 
Unidos declinó con un promedio del 5% anual, sin embargo en 1985, esta tendencia se 
detuvo y en 1986 el número de casos se incrementó en un 2.6% y sigue aumentando en 
la actualidad (figura l) (3). Otro reporte indica que entre 1985 y 1992, el número anual de 
casos de TB se incrementó en un 18% (4). Los casos excesivos de TB son atribuidos en 
gran medida a la coinfección por el HIV y la resistencia que la micobacteria ha 
desarrollado a los antifímicos. 
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Figura 1. Incidencia de T B en EE.UU. De 1953 a 1984 el número de casos de TB disminuyó un 5% 
anua!, y según las tendencias históricas (como lo indica la linea proyectada hacia abajo) debió seguir 
disminuyendo, en 1985 esta tendencia se detuvo y a partir de 1986 aumentó un 2 .6% anual en 
promedio. La zona sombreada representa los casos excesivos de TB. 

El tratamiento que se aplica actualmente en México contra la TB, según la Norma 
Oficial Mexicana-006-SSA2-1993, tiene una duración de 6 meses, combinándose 3 
drogas (Isoniacida, Rifampicina y Piracinamida) por 4 meses, y 2 drogas (Isoniacida y 
Rifampicina) por los 2 meses restantes (5). 

1.2 Resistencia de M. tuberculosis a los antifímicos 

La resistencia de M. tuberculosis a antifímicos ha sido una de las causas más 
importantes del incremento de la TB. Algunos estudios han estimado que el 28% de los 
aislamientos clínicos de pacientes tuberculosos son resistentes a uno o más de los 
antifímicos que forman parte de la línea frontal de defensa contra esta enfermedad (6). Un 
estudio realizado en América Latina encontró un índice de resistencia a una o más drogas 
del 16.8%. El rango de resistencia en estos países fue amplio, ya que varió entre 7 y 42%, 
siendo para México del 19.1% (7). En México se reportó una resistencia global a 
Isoniacida (INH) del 24% y a Rifampicina (RIF) del 19%, presentándose una resistencia 
primaria del 9% a INH y 6% a RIF y una resistencia secundaria del 44% a INH y 35% a 
RIF (8). 



La resistencia primaria es la que se presenta desde el inicio del tratamiento en 
pacientes no tratados con anterioridad, lo que indica la presencia de microorganismos 
predominantemente resistentes al fármaco; la resistencia secundaria es la que se presenta 
en los pacientes durante el curso del tratamiento debido al deficiente cumplimiento del 
régimen prescrito (ej. interrupción del tratamiento), vigilancia insuficiente o selección de 
un régimen farmacológico inapropiado (ej. la administración de una sola droga) (9). 

1.2.1 Mecanismo de acción y resistencia de M. tuberculosis a INH 

La INH (hidrazida del ácido isonicotínico) es un agente antimicrobiano sintético 
introducido en 1952 para el tratamiento de la tuberculosis, que tiene acción bactericida 
marcadamente específica y potente contra el bacilo tuberculoso (10), e inactiva con 
rapidez a los microorganismos tanto extracelulares como intracelulares. Se considera 
piedra angular del tratamiento de la tuberculosis y se debe incluir en todos los regímenes, 
excepto en los casos en que la resistencia a la INH es elevada y además el régimen 
farmacológico incluye RIF. Se absorbe bien y experimenta metabolismo hepático tanto 
por acetilación como por oxidación por el sistema del citocromo p-450 (9). 

La resistencia de la micobacteria a la INH se empezó a investigar a partir de 1954, 
cuando Middlebrook (U) observó que las cepas de M. tuberculosis altamente resistentes 
a INH carecían o tenían una importante disminución en la actividad de la catalasa (12, 
13). Este descubrimiento y evidencia bioquímica implicando a la catalasa-peroxidasa en 
la actividad antituberculosa de la INH (14), llevó a una serie de investigaciones sobre el 
gen ¡catG que codifica para esta enzima. Zhang et al. reportaron el restablecimiento de la 
susceptibilidad a INH de cepas de M. smegmatis resistentes al introducirles el gen katG 
(15). Otros investigadores clonaron y caracterizaron este gen (16). 

En base a estos conocimientos, actualmente se propone como mecanismo de 
acción de la INH (figura 2) a su activación 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 síntesis de ácidos micólicos a-alquil-13-hidroxiácidos de 70 a 90 
átomos de carbono componentes de la pared celular de la micobacteria (17). Así, un 
descenso en ia actividad de esta enzima genera la muerte del microorganismo al quedar 
incompleta su pared celular. Adicionalmente, la enzima alquilhidroperóxido reductasa 
participa en la destoxificación del intermediario activo de la INH. El gen que codifica para 
esta enzima (ahpC) está controlado por el gen oxyR, quien a su vez está regulado por un 



estrés oxidativo. Este último gen no es funcional en M. tuberculosis y M. bovis, mientras 
que permanece activo en otras micobacterias, justificando así la susceptibilidad mayor de 
M. tuberculosis y M. bovis a la INH. 

N A D + + R - C H £ H r CO - S - ACP 

F igu ra 2. M e c a n i s m o de acción de la I N H . La INH entra a la micobactería, es activada por una 
catalasa-peroxidasa, la INH activada inhibe la actividad de la enoil-ACP reductasá que participa en la 
síntesis de ácidos micólicos componentes de la pared celular de la micobactería, lo que origina la 
muerte del microorganismo. 

En una revisión reciente (18), se ha descrito una frecuencia de mutaciones 
asociada con la resistencia a INH del 47-50% en el gen katG, 21-24% en el gen inhA, 10-
15% en el gen ahpC y menor de un^l0% por mecanismos desconocidos actualmente, 
quedando claro la mayor participación de mutaciones en el gen katG en la adquisición de 
la resistencia a INH de M. tuberculosis. 

La catalasa-peroxidasa de M. tuberculosis es una proteína de 80 kDa, con una 
similitud a la hidroperoxidasa I de E. coli (19) y otras catalasa-peroxidasas microbianas. 
La observación de que 2 de 3 aislamientos de pacientes resistentes a INH carecían de 
secuencias del gen katG (15) sugirió que la deleción del gen sería un mecanismo común 
de resistencia, pero pronto se demostró que la mayoría de las cepas resistentes a INH 
tenían el gen katG sin deleciones (20) aunque presentaban mutaciones puntuales, sin 
sentido o terminales, o bien pequeñas deleciones. El descubrimiento de que la mayoría de 
las cepas de M. tuberculosis resistentes a INH no tenían deleciones importantes en el gen 



katG , sugirió la necesidad de un análisis más preciso de este gen en microorganismos 
susceptibles y resistentes, y esto ha sido realizado por muchos grupos (21, 22). Algunos 
investigadores han reportado una variación alélica substancial del gen katG en cepas tanto 
susceptibles como resistentes a INH, y un gran número de mutaciones sin sentido y de 
otro tipo han sido asociadas con la resistencia a INH (21). Otros, en un contraste notable, 
secuenciaron el gen katG de un total de 7 cepas susceptibles y resistentes y no 
encontraron mutaciones en este gen (23). Además, otros investigadores han reportado un 
grupo restringido de mutaciones sin sentido en cepas de M. tuberculosis resistentes a 
INH (14). Por lo tanto, dos puntos de vista divergentes han emergido con respecto al 
nivel de variaciones alélicas del gen katG en aislamientos clínicos de M. tuberculosis 
susceptibles y resistentes y a las características de las variaciones del gen katG asociadas a 
resistencia a INH. Como consecuencia, hay una clara necesidad de generar datos de 
genética molecular referentes a las mutaciones de este gen en cepas resistentes a INH. 
Recientemente se ha encontrado que las mutaciones en el gen katG más frecuentes 
(juntas, explican el 71% de los casos) asociadas a resistencia a INH se encuentran en el 
codón 315 donde hay un cambio Ser->Thr (AGC->ACC ó AGC->ACA) ó Ser->Asn 
(AGC->AAC) (12), con pérdida de un sitio de restricción para la enzima MspAl I, y en 
el codón 463, donde el cambio es de Arg->Leu (CGG->CTG) (12,13), perdiéndose un 
sitio de restricción para las enzimas Nci I ó Bcn I. La mutación en el codón 315 y 463 
tienen una frecuencia del 53 y 39%, respectivamente, según un estudio realizado en 34 
muestras provenientes de diversos países. Otras mutaciones se presentaron en un 24% 
(12). Sin embargo, una publicación reciente de Corea mostró que la mutación en el codón 
463 no está relacionada con la resistencia a INH (24). 



1.2.2 Mecanismo de acción y resistencia de M. tuberculosis a RIF 

La RIF es el segundo agente antituberculoso en orden de importancia, y el 
segundo frente al cual la micobacteria presenta con más frecuencia resistencia, es un 
derivado semisintético de la rifamicina, la cual se obtiene de cultivos .de Streptomyces 
mediterránea (17), fue introducida en 1968 como un potente agente antituberculoso, es 
activa contra una amplia variedad de bacterias no-ácido alcohol resistentes y otras 
micobacterias de crecimiento lento (10). Es más eficaz que la INH para actuar en 
ambientes relativamente protegidos (focos caseosos sólidos e interior de la células 
fagociticas) (9). Es extremadamente efectiva contra M. tuberculosis (MIC 0.1-0.2 g/ml) y 
de actividad bactericida rápida, actúa inhibiendo específicamente la elongación de 
transcritos de la micobacteria (17), al unirse al presunto centro catalítico de la RNA 
polimerasa, lo que origina la muerte del microorganismo. 

La resistencia de M. tuberculosis a RIF es conferida por un grupo de mutaciones 
dentro de una región hipervarible ("hot spot") de 69 pb del gen rpoB, el cual codifica para 
la subunidad beta de la RNA polimerasa de la micobacteria (25). Aproximadamente el 
95% de los aislamientos clínícos resistentes a RIF de los EE.UU. (26) y otros países (27) 
poseen mutaciones dentro de la región hipervariable de 69 pb del gen rpoB. Se han 
descrito más de 35 mutaciones dentro de esta región (28) correlacionadas con la 
resistencia a RIF, siendo la mayoría de ellas simples cambios nucleotídicos (17) que 
originan sustituciones aminoacídicas (93%) y las mutaciones restantes son inserciones 
(3%) y deleciones (4%). Se cree que todas las mutaciones se encuentran entre los 
amicoácidos 511 al 533, región de la RNA polimerasa correspondiente al sitio de unión 
con la RIF. Aproximadamente el 60% de todas las mutaciones (17) son una sustitución 
de la Histidina 526 por Tirosina, originada por el cambio núcleo tídico de CAC->TAC, o 
de la Serina 531 por Leucina, originada por el cambio nucleotídico de TCG->TTG. 
Recientemente en un estudio realizado «Wa ciudad de Nueva York (29) se analizaron 51 
aislamientos clínicos resistentes a RIF y encontraron frecuencias de estas mutaciones del 
39% y 33%, respectivamente. Estas mutaciones puntuales no están involucradas en la 
aparición o desaparición de un sitio de restricción, por lo que para detectarlas es necesario 
emplear técnicas acopladas a la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), como 
polimorfismo conformacional de cadena sencilla, heteroduplex, o hibridación con sondas 
específicas. Actualmente existe un estuche comercial que emplea esta última tecnología 
(29). 



1.3 Pruebas de susceptibilidad 

1.3.1 Métodos tradicionales 

Los métodos aceptados para determinar la susceptibilidad de micobacterias están 
basados en el crecimiento de los microorganismos en medios sólidos o líquidos 
conteniendo una determinada concentración de una droga única (LO). Entre estos se 
encuentran el método indirecto de proporción, el método radiométrico o método 
BACTEC y el método del informador de luciferasa. 

El método indirecto de proporción requiere de un tiempo de incubación de 3 
semanas del aislamiento clínico en medio Middlebrook 7H10 (preferentemente) en 
presencia y ausencia de la droga a evaluar, se determinan los resultados como porcentaje 
de colonias en crecimiento en el medio que contiene el fármaco, en comparación con las 
que crecen en medio libre de éste (30). 

El método BACTEC utiliza viales con caldo 12B el cual contiene ácido palmítico 
marcado con ^ C como única fuente de carbono, la micobacteria metaboliza este sustrato 
liberando al medio ^ C 0 2 , la velocidad y cantidad de ^ C Ü 2 producido es directamente 
proporcional a la velocidad y cantidad de crecimiento de la micobacteria (10). Este 
métoáo requiere de un tiempo promedio de 5 días a partir del aislamiento clínico, no 
permite estimar el porcentaje de bacilos resistentes, puede generar susceptibilidad falsa o 
resistencia causada por poblaciones mixtas de especies micobacterianas, requiere de un 
aparato de la compañía Becton Dickenson, emplea isótopos radioactivos y medios 
selectivos que lo hacen un método costoso. 

El método del informador de luciferasa (31) está basado en la producción de luz 
por micobacterias infectadas con un fago reportero específico el cual contiene el gen de la 
luciferasa de luciérnaga. Esta enzima cataliza la reacción de luciferina con el trifosfato de 
adenosina (ATP) para generar fotones. De esta manera se prueba rápidamente la 
viabilidad celular de M. tuberculosis después de exponerla a los agentes 
antimicobacterianos. Los resultados se obtienen en un tiempo promedio de 5 días, 
empleando un sistema de detección sencillo. 



1.3.2 índice de ácidos micólicos 

Recientemente, investigadores de la UANL (32), han descrito una relación exponencial 
entre el área total de los picos cromatográficos identificados como ácidos micólicos 
(ATAM) de un cultivo de M. tuberculosis, y las unidades formadoras de colonias por 
mi, obtenidas mediante el método tradicional de cuenta en placa, después de incubar tres 
semanas en medio Middlebrook 7H10. Este resultado muestra la posibilidad de utilizar el 
ATAM como parámetro estimador del desarrollo micobacteriano y utilizar un índice de 
Ácidos Micólicos (IAM) en pruebas de susceptibilidad, mostrando una disminución 
importante en el tiempo de obtención de resultados, respecto al tiempo requerido por el 
método indirecto de proporción. Resultados preliminares indican una muy buena 
correlación de este método con el método indirecto de proporción (33). 

1.33 Análisis genético micobacteriano 

Como ya se ha mencionado anteriormente, la resistencia a antifímicos de M. 
tuberculosis es debida a la alteración de las moléculas que son el blanco de acción de 
estos fármacos y no por la introducción de genes que confieran resistencia. A nivel 
genético la resistencia se adquiere mediante mutaciones espontáneas de los genes que 
codifican para las proteínas blanco de los antifímicos. Por tanto, para el desarrollo de 
pruebas de susceptibilidad en base a un análisis genético se requiere de la identificación de 
estos genes y la determinación de las mutaciones específicas que dan por resultado el 
fenotipo de resistencia. 

1.3.3.1 PCR-RFLP 
Esta prueba detecta la presencia de mutaciones_-dQ,^el codón 315 y 463 del gen 

katG relacionadas con la resistencia a INH (34). Se incluyó una cepa susceptible a INH 
como control negativo. Mediante la amplificación de un fragmento de DNA de 786 pb 
del gen katG, utilizando oligonucleótidos diseñados en ese trabajo, el producto 
amplificado se digirió con las enzimas MspAl I y Nci I por separado, los cortes se 
analizaron en un gel de agarosa y posteriormente se analizó el patrón de bandas, previa 
tinción del gel con bromuro de etidio. Las muestras sin mutación en el codón 315, 
presentaron 2 bandas, una de 343 y otra de 306 pb; las muestras con mutación en este 
codón, presentaron también 2 bandas, una de 409 y otra de 306 pb. Las muestras sin 
mutación en el codón 463, presentaron 3 bandas, de 294, 253 y 204 pb; las muestras que 



presentaran mutación en ente codón, se esperaba observar 2 bandas, de 498 y 253 pb, 
pero no se obtuvo ninguna muestra con este patrón. Se procesaron 10 muestras 
resistentes a INH, de las cuales 6 presentaron mutación en el codón 315 y ninguna 
presentó mutación en el codón 463. Estos datos coinciden con los reportados a pesar de 
las pocas muestras que se analizaron. 

1.3.3.2 Estuche comercial INNO-LiPA Rif.TB 
Otra de las pruebas de susceptibilidad por análisis genético, es un estuche 

comercial que detecta mutaciones en el gen rpoB relacionadas con la resistencia a RIF, 
esta prueba está basada en el principio de hibridación reversa. El producto amplificado 
biotinilado es hibridado con sondas oligonucleotídicas específicas inmovilizadas en 
membranas de nitrocelulosa. Después de la hibridación se añade estreptavidina marcada 
con fosfatasa alcalina, la cual se une a cualquier híbrido biotinilado previamente formado; 
la incubación con el cromógeno produce un precipitado rojizo (figura 3). Un simple 
cambio nucleotídico en el producto amplificado es limitante de la formación del híbrido 
gracias a lo cual se pueden detectar las mutaciones puntuales más frecuentes. 

Figura 3. Pr incipio del es tuche comercial INNO-LiPA Rif.TB. El producto amplificado biotinilado se 
híbrida a las sondas oligonucleotídicas inmovilizadas en una membrana, poster iormente se añade 
estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina que se une al híbrido formado, la adición del cromógeno 
origina una coloración púrpura en la membrana. 

Cromógeno Precipitado 
(NBI/BCIP) púrpura 



El producto amplificado biotinilado es de 257 pb, e incluye la región de 69 pb que 
presenta la mayoría de las mutaciones que confieren resistencia a RIF. El estuche consta 
de 5 sondas tipo silvestre que abarcan toda la región y de 4 sondas que se hibridan 
específicamente a secuencias mutadas, siendo las 4 más frecuentemente observadas: 
D516V, H526Y, H526D y S531L (figura 4). 
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Figura 4. In te rpre tac ión de los pat rones de las tirillas. La presencia de las 5 sondas S corresponde a un 
patrón tipo silvestre; la ausencia de una sonda S indica la presencia de una mutación en la región de 
DNA que abarca la sonda S correspondiente; si además de la ausencia de una sonda S (S2, S4 o S5), 
se presenta una sonda R (R2, R4a, R4b o R5), índica la presencia de una mutación específica. 



1.4 Justificación 

En México se carece de estadísticas confiables de los patrones de resistencia de 
aislamientos clínicos de M. tuberculosis, debido a que no se realizan pruebas de 
susceptibilidad de forma rutinaria a todas las muestras aisladas. Además, los laboratorios 
que realizan estas pruebas requieion de un mínimo de 3 semanas para el aislamiento 
clínico y dependiendo del método a seguir, de 5 días a 3 semanas más. Si se utiliza el 
método indirecto de proporción (35), el cual requiere de un mínimo de tres semanas 
después del aislamiento clínico, los resultados de susceptibilidad se obtienen después de 6 
semanas a partir de la llegada de la muestra; si se utiliza el método BACTEC o el Indice 
de Acidos Micólicos, los resultados estarán 3 semanas 5 días después de Ja llegada de la 
muestra, retrasándose así una información muy valiosa para diseñar una terapia específica 
e individualizada. 

Por otro lado, en México se desconoce totalmente si están involucradas y en qué 
frecuencia las mismas mutaciones en los genes katG y rpoB con la resistencia a INH y 
RIF, respectivamente. 



1.5 HIPÓTESIS 

Si las mutaciones en los genes katG y/o rpoB involucradas con la resistencia a INH y/o 
RIF, en el Noreste de México, son las reportadas en otros países, se podrían utilizar estas 
mutaciones como marcadores genéticos para la detección rápida de micobacterias 
resistentes a INH y/o RIF en muestras directas. 

1.6 OBJETIVO GENERAL 

Determinar la frecuencia de mutaciones en los genes katG y/o rpoB de aislamientos 
clínicos de Mycobacterium tuberculosis resistentes a INH y/o RIF del Noreste de 
México. 

1.6.1 Objetivos específicos 

1. Establecer un banco de DNA genómico de aislamientos clínicos de Mycobacterium 

tuberculosis resistente a INH y/o RIF. 

2. Detectar mutaciones en los codones 315 y 463 del gen katG en aislamientos clínicos 
de Mycobacterium tuberculosis resistentes a INH. 

3. Detectar mutaciones en el gen rpoB en aislamientos clínicos de Mycobacterium 
tuberculosis resistentes a RIF. 

4. Determinar la frecuencia de las mutaciones de los genes katG y rpoB de 
Mycobacterium tuberculosis resistente a INH y RIF respectivamente, en el Noreste 
de México, y hacer una comparación con las reportadas en otras poblaciones. 



CAPÍTULO 2 

MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 Origen de las muestras 

Se emplearon 67 aislamientos clínicos de Mycobacterium tuberculosis (49 
resistentes a INH y RIF, 9 resistentes a INH y 9 resistentes a RIF) que fueron 
proporcionados por el Laboratorio Estatal de Salud Pública de los Servicios de Salud de 
N.L. (58 aislamientos) y por el Centro Regional de Control de Enfermedades Infecciosas 
(CRCEI) del Departamento de Microbiología de la Facultad de Medicina de la UANL (9 
aislamientos). En todas las muestras se determinó previamente la identificación de la 
micobacteria mediante el patrón cromatogràfico de ácidos micólicos (36) o la prueba de la 
niacina, así como la resistencia a los antifímicos mediante el método indirecto de 
proporción o el método dei indice de ácidos micólicos (33). 

2.2 Estrategia general 

Para cumplir con el objetivo planteado se siguió la siguiente estrategia general 
(figura 5): Se procesaron 58 aislamientos clínicos de M. tuberculosis resistentes a INH y 
58 resistentes a RIF. Se inactivo la micobacteria a 80°C durante una hora en un baño de 
agua, se extrajo el DNA y se cuantificó. Posteriormente se realizó la PCR de un 
fragmento del gen katG del DNA proveniente de los aislamientos clínicos resistentes a 
INH, empleando los oligonucleótidos diseñados en el trabajo de Reyes Ruiz (32), y de un 
fragmento del gen rpoB del DNA proveniente de los aislamientos clínicos resistentes a 
RIF, empleando los oligonucleótidos del estuche comercial INNO-LiPA Rif.TB. 



El producto amplificado proveniente del DNA de los aislamientos clínicos 
resistentes a INH se digirió por separado con las enzimas Msp Al I y Nci I y se analizó 
el patrón de bandas en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio. Por otra parte, al 
producto amplificado proveniente del DNA de los aislamientos clínicos resistentes a RIF 
se le realizó la técnica de hibridación empleando el estuche comercial INNO-LiPA 
Rif. : B . 

Por último se determinó la frecuencia de mutaciones en los genes kaíG y rpoB. y 
se compararon con las reportadas en otras poblaciones. 

• o 
Cuantificación del DNA 

Digestión con 
Msp Ai I y Nci I 

Hibridación 
INNO-LiPa Rif.TB 

Frecuencia de mutaciones y comparación 
con las reportadas en otras poblaciones 

Figura 5. Estrategia general. Los aislamientos clínicos de M. tuberculosis se inactivaron, se extrajo el 
DNA y se cuantificó, se realizó la PCR, posteriormente la digestión con enzimas de restricción, e 
hibr idación del producto ampl i f icado proveniente de las muestras resistentes a INH y RIF, 
respectivamente, finalmente se determinó la frecuencia de mutaciones y se comparó con las reportadas 
en otras poblaciones. 



2.3 Establecimiento del banco de DNA genómico de 
M. tuberculosis resistente a INH y/o RIF 

23.1 Inactivación de M. tuberculosis 

Se llevó a cabo en una campana de flujo laminar tipo II (Labconco) equipada con 
filtro HEPA (High Efficency Particulate Air) a una presión de 0.35 pulgadas de agua. Se 
trabajó utilizando bata, guantes y cubrebocas. La campana y las superficies externas del 
material empleado se desinfectaron con formaldehído al 5% y etanol al 70%. A las • 
muestras de aislamientos clínicos de M. tuberculosis resistentes a INH y/o RIF 
procedentes del CRCEI se les añadieron 3 mi de buffer TE lX(Tris-HCl 10 mM, 
EDTA 1 mM, pH 8.0) estéril, se disgregaron las colonias con un aplícador y se colocó 
con una pipeta Pasteur la suspensión micobacteriana en tubos Falcon de 15 mi. Las 
muestras de M. tuberculosis provenientes del Laboratorio Estatal de Salud venían 
conservadas en un medio con leche, por lo que se tomó aproximadamente 0.5 mi de la 
suspensión micobacteriana y se dispersó en tubos falcon de 15 mi conteniendo 
previamente 1.5 mi de buffer TE 1X pH 8.0. En cualquiera de los dos casos, los tubos se 
sumergieron por completo en un baño de agua a 80°C durante una hora, posteriormente 
se procesaron inmediatamente o se almacenaron a -20°C. La eficiencia de la inactivación 
se probó.sembrando con una pipeta Pasteur 2 gotas de la suspensión micobacteriana 
sometida una hora a 80°C, en un tubo con medio de Lowenstein-Jensen inclinado, se 
incubó 3 semanas a 37°C, los cultivos se descartaron como negativos a los 3 meses. 

2.3.2 Extracción de DNA 

— — 

La extracción de DNA se llevó a cabo con el método modificado de Kulski et al., 
(37) que se describe a continuación. Se colocó 1.5 mi de la suspensión micobacteriana 
ínactivada en tubos eppendorf de 2 mi, se centrifugó a 8,000 X g (10,000 rpm) en una 
microcentrífuga 5415 C (Eppendorf) por 5 min. La pastilla se resuspendió en 1 mi de 
solución Tris-HCl 10 mM, EDTA 10 mM, Tween 20 1%, pH 8.0 y Lisozima a 2 
mg/ml (se preparó justo antes de usar). La mezcla se incubó 2 hrs a 37°C en agitación 
constante (Mixer 5432, Eppendorf) y se centrifugó a 8,000 X g (10,000 rpm) en la 
microcentrífuga por 5 min. La pastilla se resuspendió en 0.5 mi de buffer TE IX pH 8.0, 
conteniendo 100 fig/ml de RNAsa A libre de DNAsa y se incubó 1 hr a 37°C. Se 



centrifugó a 8,000 X g (10,000 rpm) por 5 min y se resuspendió en 0.5 mi de TE IX pH 
8.0, conteniendo 100 ng/ml de Proteinasa K. y SDS al 1%, incubándose por 20 min a 
60°C. Se extrajo con igual volumen de FCAI (Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamílico 
25:24:1), se agitó y se centrifugó a 8,000 X g (10,000 rpm) por 5 min. La fase acuosa se 
removió, se pasó a otro tubo con 0.1 volúmenes de NaAcO frío 3 M p H 5.2, se mezcló, 
se puso en hielo por 10 min y después se centrifugó por 10 min a 8,000 X g (10,000 
rpm). El sobrenadante se pasó a otro tubo y se precipitaron los ácidos nucleicos con 0.05 
volúmenes de NaAcO frío 3 M pH 5.2 y 2.5 volúmenes de etanol. Los ácidos nucleicos 
se centrifugaron por 5 min a 8,000 X g (10,000 rpm). El sobrenadante se descartó y la 
pastilla se lavó con etanol al 70%, se secó al vacío (Centrivap concentrator, Labconco) y 
se resuspendió en 50-100 jj.1 de TE. 

2.3.3 Cuantifícación de DNA 

Una vez obtenido el DNA, se hicieron diluciones 1:10 con TE IX pH 8.0 a partir 
de la solución stock y se procedió a cuantificarlo por densitometría en geles de agarosa, 
utilizando un DNA procedente de E. coli con un alto grado de pureza determinada por 
espectrofotometría (relación Abs260/Abs280=2.0) como estándar. Se realizaron 
electroforesis en geles de agarosa al 0.8% en TBE IX (Tris-borato 0.089 M, ácido bórico 
0.089 M y EDTA 2 mM pH 8.0) de 100 ng, 200 ng, y 300 ng del DNA de E. coli junto 
con 2 jxl de los DNA de M. tuberculosis a los cuales previamente se les añadió 3 \ú de 
buffer TE IX pH 8.0 y 1 |il de jugo azul 6X (azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 
0.25%, glicerol 30%). Se utilizó la cámara de electroforesis Mini Single Cell (E)l-1408 
(FOTODYNE) y se electroeluyó en buffer TBE IX pH 8.0 a 75 V por 60 min ó a 90 V 
por 45 min. Posteriormente los geles se tiñeron con bromuro de etidio a 2 [ig/ml por 10 
min y se lavaron con agua para quitarles el exceso del bromuro de etidio. Los geles se 
analizaron en el equipo Gel Doc 1000 (Bio Rad), en donde las bandas del gel fueron 
visualizadas por medio de una lámpara de luz UV y la imagen del gel fue capturada por 
una cámara de video y transferida a una computadora. Con las herramientas del programa 
Molecular Analist 1.5 se encerró cada banda y por contraste de negro y blanco se registró 
su intensidad. Utilizando el DNA ds E. coli se hizo una recta de calibración y por 
interpolación con la intensidad de las bandas del DNA de M. tuberculosis, el programa 
calculó la cantidad en ng de DNA de las muestras, cuya concentración en ng/^tl se 
determinó dividiendo los ng de DNA entre los \ú de DNA diluido depositados en el gel, 
y posteriormente multiplicando el cociente por la dilución realizada al DNA. 



2.4 Detección de mutaciones en los codones 315 y 463 del gen katG 
en aislamientos clínicos resistentes a INH 

2.4.1 Amplificación de un fragmento del gen katG 

Se amplificó un fragmento de 786 pb del gen katG del DNA genómico de M. 
tuberculosis proveniente de los aislamientos clínicos resistentes a INH, empleando los 
oligonucleótidos diseñados en el trabajo de Reyes Ruiz (34). 

La reacción de la PCR se llevó a cabo con los volúmenes descritos en la tabla I. 
Simultáneamente con el ensayo problema, se incluyeron un testigo positivo de 
amplificación (DNA de M. tuberculosis H37Ra) y un testigo negativo (en lugar de DNA 
se utilizó agua estéril). Los tubos de reacción se prepararon a partir de un coctel de 
reacción en el cual se agregaron previamente todos los reactivos (siguiendo el orden de la 
tabla I) excepto el DNA. Después de agregar el DNA a cada tubo, se añadió una gota de 
aceite mineral (Sigma, grado Biología Molecular) para evitar la evaporación durante la 
reacción, los tubos se centrifugaron por 10-15 s a 16,000 X g (14,000 rpm) en una 
microcentrífuga 5415 C (Eppendorf) y se colocaron en el termociclador PTC 150 (MJ 
Research, Watertton USA), al cual previamente se le introdujo el programa de 
temperaturas y tiempos que se describe en la tabla II (para la PCR). 

Terminada la PCR se verificó la amplificación mediante electroforesis en geles de 
agarosa al 1.5% en TBE IX pH 8.0 de los productos amplificados (2 \ú de producto 
amplificado + 3 de TE IX pH 8.0 + 1 fil de jugo azul 6X). Se incluyó el marcador de 
peso molecular pBR 322 + Alu I para determinar el tamaño de las bandas obtenidas. Se 
electroeluyó en TBE IX pH 8.0 a 75 V por 1 hr en una cámara de electroforesis Mini 
Single Cell (FOTODYNE), y los geles se tiñeron con bromuro de etidio (2 (ig/ml) por 
10 min. Posteriormente se analizaron en el equipo Gel Doc 1000 (Bí^Rad). 



Tablai 

Reactivos empleados en los ensayos de PCR 
de un fragmento del gen katG 

Reactivo Concentración Volumen/ Concentración 
stock Reacción a final 

Buffer b 10X 2.5 \ú 1 X 

MgCl2 25 mM 1.5 1.5 mM 

Oligonucleótido-katG I 5 fxM 2.5 fj.1 0.5 MM 

Oligonucleótido katG D 5 \iM 2.5 \l\ 0.5 MM 

dNTP's 10 mM 0.5 200 mM 
H2O Milli-Q estéril - 14.25 |il -

Taq DNA Polimerasa c 5 U/(iI 0.25 \ü 0.05 U/M-1 

DNA 150 ng/p.1 1.0 \ú 6 ng/Ml 
3 Volumen final de reacción 25 |ii 
b Buffer 10X: KC1 500 mM, Tris-HCl 100mM,pH 9.0 y Tritón X-100 al 1.0% (Promega) 
c Buffer de Almacenamiento A: Tris-HCl 50 mM, pH 8.0, NaCl 100 mM, EDTA 0.1 mM, 

DTT 5 mM, glicerol 50% y Tritón X-100 1.0% (Promega) 

Tabla H 

Programa de temperaturas y tiempos utilizado en los ensayos de PCR 
para ei gen katG 

Paso ~ Temperatura (°Q Tiempo (min) Observaciones 

1 94 5 Desnaturalización inicial 
2 94 1 Desnaturalización 
3 61 1 Apareamiento 
4 72 1 Extensión 
5 - - Repetir pasos 2-4 30 veces 
6 72 5 Extensión prolongada 



2.4.2 Digestión del producto amplificado del gen katG con las enzimas MspAl I y Nci I 

Una vez'obtenida la amplificación, se realizaron las digestiones de los productos 
amplificados con las enzimas: Msp Al I (New England BioLabs) para determinar la 
presencia de mutación en el codón 315 y con Nci I (GIBCO BRJL) para la mutación en el 
codón 463 del gen katG, relacionadas con la resistencia a INH. 

Para ambas digestiones, la mezcla de reacción de cada tubo se preparó a partir de 
un coctel de reacción al que se le agregaron todos los reactivos (en el orden indicado en 
las tablas correspondientes), excepto el producto amplificado, el cual se agregó al final al 
tubo correspondiente. Simultáneamente se digirió el producto amplificado proveniente de 
DNA de M. tuberculosis H37Ra como control negativo de mutación en los codones 315 
y 463, y un control negativo de corte que no contenía la enzima pero si producto 
amplificado. 

Las condiciones de reacción para las digestiones con las enzimas MspAl I y Nci 
1 se describen en la tabla III y IV, respectivamente. En ambos casos los tubos 
conteniendo las reacciones de digestión se incubaron a 37°C por 24 hrs, aunque en 
algunas muestras se verificó que eran suficientes 4 hrs de incubación. 

Concluida la reacción, se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 2.5% en 
TBE IX pH 8.0 de los productos de digestión (5 |xl de producto amplificado + 1 fil de 
jugo azul 6X), incluyéndose un marcador de peso molecular alto (pBR 322 + Alu I) y un 
marcador de peso molecular bajo (pBR 322 + Msp I) para determinar el tamaño de las 
bandas obtenidas. Se electroeluyó en TBE IX pH 8.0 a 75 V por 1 hr 30 min en una 
cámara de electroforesis Mini Single Cell (FOTODYNE) y los geles se tiñeron con 
bromuro de etidio (2 jxg/ml) por 10 min. Posteriormente se analizaron en el equipo Gel 
Doc 1000 (Bio Rad). 



Tabla m 

Condiciones de reacción para la digestion con la enzima MspAl I 

Reactivo Volumen/Reacción a 

Agua Milli-Q estéril 9.9 Mi 
Buffer b 1.5 pi 
BSA c 1.5 ni 

Enzima (10 U/ ^1) 0.1 \ l \( \ U) 
Producto amplificado 2.0 fil 
a Volumen final de reacción 15 ¡il 
b Buffer 10X: acetato de potasio 50 mM, Tris-acetato 20 mM, acetato de 

magnesio 10 mM, ditiofreito! 1 mM, pH 7.9 (NEBuffer 4, New 
England BioLabs) 

c BSA 10X: Albúmina Sérica Bovina (100 g/ml, New England BioLabs) 

Tabla IV 

Condiciones de reacción para la digestión con la enzima Nci I 

Reactivo - Volumen/Reacción3 

Agua Milli-Q estéril 11.4 |xl 

Buffer 10Xb 1.5 (xl 
Enzima ^ O.lM-l(lU) 
Producto Amplificado 2.0 p.1 
a Volumen final de reacción 15 |il. 
b Buffer 10X: Tris-HCl 20 mM pH 7.4, MgCl2 10 mM (React 8, GIBCO 

BRL) 



2.5 Detección de mutaciones en el gen rpoB en 
aislamientos clínicos resistentes a RLF 

2.5.1 Amplificación de un fragmento del gen rpoB 

A partir del DNA genómico extraído de los aislamientos clínicos de M. 
tuberculosis resistentes a R1F, mediante la PCR se amplificó un fragmento de 257 pb del 
gen rpoB que incluye la región hipervariable de 69 pb, utilizando los iniciadores polB5a y 
rpoB2659r (28) del estuche comercial INNO-ÜPA Rif.TB (Innogenetics N.V., Ghent). 

Los volúmenes de los reactivos utilizados para la PCR se muestran en la tabla V. 
Simultáneamente con los ensayos problema se incluyeron un testigo positivo (DNA de 
M. tuberculosis H37Ra) y uno negativo (en lugar de DNA se utilizó agua estéril). La 
mezcla de reacción de cada tubo se preparó a partir de un coctel de reacción al cual se le 
agregaron todos los reactivos (en el orden indicado en la tabla V) excepto el DNA. 
Posteriormente se le agregó el DNA problema a cada tubo y una gota de aceite mineral 
(Sigma, grado Biología Molecular), se centrifugaron brevemente los tubos a 16,000 X g 
(14,000 rpm) en una microcentrífuga 5415 C (Eppendorf) para bajar la mezcla que haya 
quedado en las paredes, se introdujeron al termociclador PTC 150 (MJ Research, 
Watertton USA) y se sometieron al programa de amplificación que se muestra en la tabla 
VI. 

Se verificó la amplificación de la misma manera como se describió al final del 
punto 2.4.1., empleando el marcador pUC 18 + Hae III para determinar el tamaño de las 
bandas obtenidas. 



Tabla V 

Reactivos empleados en los ensayos de PCR 
de un fragmento del gen rpoB 

Reactivo Concentración Volumen/ Concentración 
stock Reacción a final 

A B b 5 X 5.0 [L\ 1 X 
N p c 5 X 5.0 |xl 1 X 

M S d 5 X 5.0 M.1 1 X 
H 2 0 Milli-Q - 8.9|JÜ -

Taq DNA Polimerasa 5 U/p.1 0.1 Mi 0.02 U/(xl 
DNA 150 ng/M-1 1.0 Mi 6 ng/M-1 
a Volumen final de reacción 25 ni 
b Buffer de amplificación + dNTP's 
c Mezcla de oligonucleótidos + 0.01% azida de sodio (NaN3) 
d Solución MgCl2 

Tabla VI 

Programa de temperaturas y tiempos utilizado en los ensayos de PCR 
para el gen rpoB 

Paso Temperatura (°Q Tiempo (min) Observaciones 

1 95 5 Desnaturalización inicial 
2 95 1 Desnaturalización 
3 55 1 Apareamiento 
4 72 1 Extensión 

5 - - Repetir pasos 2-4 30 veces 

6 72 10 Extensión prolongada 



2.5.2 Hibridación del producto amplificado del gen rpoB empleando el estuche comercial 
INNO-LiPA Rif.TB 

Después de obtenida la amplificación, se realizaron las hibridaciones de los 
productos amplificados empleando el estuche comercial INNO-LiPA Rif.TB 
(Innogenetics N.V., Ghent) para determinar la presencia de mutaciones en la región de 69 
pb del gen rpoB relacionadas con resistencia a RIF. 

La hibridación se realizó mediante el siguiente procedimiento descrito por el 
estuche comercial INNO-LiPA Rif. TB: 

Desnaturalización e hibridación: Se preparó un baño de agua en agitación a 62°C 
con tapa, se verificó la temperatura utilizando un termómetro calibrado. Se disolvieron los 
cristales de la solución de hibridación en un baño de agua que no excediera de 62°C. 
Usando pinzas se removió el número de tiras INNO-LiPA Rif.TB requeridas y se 
escribió con lápiz el número de identificación antes de la línea roja. Se colocaron el 
número requerido de carriles en el portacarriles. Se añadieron 10 [Xl de solución de 
desnaturalización en un extremo del carril y después 10 jil de producto amplificado 
mezclando cuidadosamente (pipeteando hacia arriba y abajo) y se incubó 5 min a 
temperatura ambiente. Posteriormente se agregó 1 mi de la solución de hibridación e 
inmediatamente se colocó la tirilla con la marca roja hacia arriba. El portacarriles se 
colocó en el baño de agua a 62°C cerrando la tapa y se incubó por 30 min en agitación 
constante. 

Lavado astringente: Después de la hibridación, se removió el portacarriles del 
baño de agua, se aspiró el líquido de los carriles empleando vacío y se añadió 1 mi de 
solución de lavado astringente, mezclando por rotación (manualmente) el portacarriles 
durante 20 _s*syemperatura ambiente, se aspiró la solución empleando vacío y se repitió 
este paso una vez más. Se añadió 1 mi de solución de lavado astringente y se incubó el 
portacarriles en el baño de agua a 62°C ± 0.5 por 10 min (con la tapa cerrada). Se diluyó 
la solución de lavado (1:5 en agua destilada) y la solución del Conjugado (1:100 en 
diluyente del conjugado) durante el lavado astringente, tomando en cuenta el número de 
muestras. 

Desarrollo de color: Todas las incubaciones subsecuentes se llevaron a cabo de 
20-30°C en un agitador. Se removió el portacarriles del baño de agua y se aspiró la 
solución empleando vacío. Posteriormente se lavaron por duplicado las tirillas durante 1 



min usando 1 mi de solución de lavado diluida. Se añadió 1 mi de solución del conjugado 
diluida y se incubó 30 min. (Se diluyó el sustrato 1:100 en buffer del sustrato, 10 min 
antes de que terminara la incubación con el conjugado). Se lavaron por duplicado las 
tirillas durante 1 min usando 1 mi de solución de lavado diluida y una vez más con 1 mi 
de buffer del sustrato. Después se añadió 1 mi de solución del sustrato preparada y se 
incubó por 30 min en agitación onstante. Para detener la reacción del desarrollo de color, 
se lavaron las tirillas con 1 mi de agua destilada en agitación constante, por un mínimo de 
5 min. Por último se removieron las tirillas de los carriles con unas pinzas y se colocaron 
en papel absorbente, una vez secas por completo, se leyeron los resultados. 

2.7 Determinación de la frecuencia de mutaciones 

de los genes katG y rpoB. 

Después de la detección de mutaciones en los genes katG y rpoB en los 
aislamientos clínicos de M. tuberculosis resistentes a INH y/o RIF, se determinó la 
frecuencia de estas mutaciones respecto al número total de aislamientos clínicos 
procesados para cada método de detección (58 aislamientos resistentes a INH y 58 
aislamientos resistentes a RIF). Posteriormente, estas frecuencias se compararon 
estadísticamente con las reportadas en otras poblaciones mediante una prueba de 
conformidad de ji-cuadrada con a = 0.05 



CAPÍTULO 3 

RESULTADOS 

3.1 Establecimiento del banco de DNA genómico 

En la figura 6 se muestra un gel de agarosa al 0.8% con las bandas de DNA de E. 

coli con las cuales se realizó la recta de calibración (figura 7) y las bandas de DNA de M. 

tuberculosis. A las muestras de DNA cuya concentración no caía dentro de la recta de 

calibración, se les hizo una dilución mayor y se volvieron a cuantificar. La cantidad de 

DNA obtenida de las extracciones varió desde 20 ng/ jxl hasta 3 fig/p.1. La calidad varió 

también, puesto que se obtuvieron algunas muestras de DNA degradado (figura 8), el 

cual se observa como un barrido hacia abajo a partir de donde debería estar la banda de 

DNA. 

S td . E. coli M. tuberculosis 
i 1 1 i 1 1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

.M,-. <M4 ** , ,f fcrt H 

Figura 6. Gel de agarosa 0 .8% para evaluar la extracción de DNA de M. tuberculosis. Carriles 1-4: 
100, 150, 250 y 350 ng de DNA de E. coli, respectivamente. Carriles 5-10: DNA de M. tuberculosis. 
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Figura 7. Recta de calibración de DNA de E. coli. Se gráfico la cantidad de DNA colocados en el gel 
(100, 150, 250 y 350 ng) vs la intensidad (cuentas x mm^) de las bandas del gel que se muestra en la 
figura 6. r 2 = 0.9976, m = 10.80, b = -256.56 
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Figura 8. Gel de agarosa 0 .8% donde se observa la calidad del DNA aislado de M. tuberculosis. Carril 
1-4: 82.5, 165, 247.5 y 288.75 ng de DNA de E. coli, respectivamente. Carriles 5-10: DNA degradado 
de M. tuberculosis. 



3.2 Detección de mutaciones en el codón 315 y 463 del gen katG 

en aislamientos clínicos resistentes a INH 

Una vez conocidas las concentraciones de DNA se prepararon diluciones de las 

muestras que lo requerían, para obtener una concentración final aproximadamente de 150 

ng/jil y éstas se utilizaron en los ensayos de PCR. Para la PCR de las muestras 

degradadas se utilizaron 5 |il del extracto de DNA. Todas las muestras de DNA, aún 

aquellas cuyo DNA estaba degradado, amplificaron la banda de 786 pb esperada en la 

PCR (figura 9). 
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Figura 9. Gel de agarosa 1 .5% pa ra evaluar la amplif icación del gen katG. Carril M: Marcador de 
peso molecular pBR 322 + Alu I. Carril C(-): Control negativo. Carriles 1-8: Productos amplif icados 
(786 pb). 

Al digerir el producto amplificado de 786 pb del gen katG con las enzimas 

MspA\ I y Nci I, el patrón de bandas obtenido se observó con claridad (figura 9) y en 

ningún caso se tuvo duda de si la muestra presentaba o no las 2 mutaciones analizadas. 

En la figura 10 se muestran 2 geles de agarosa al 2.5% teñidos con bromuro de 

etidio (2 |J.g/ml) durante 10 min, con los patrones de bandas de los productos de digestión 

con las enzimas MspAX I y Nci I. En el gel correspondiente a la digestión con la enzima 

MspAX I, el primer carril corresponde al marcador de peso molecular pBR 322 + Alu I, 

el segundo al producto amplificado, el tercero a una muestra de M. tuberculosis 

27 



susceptible (H37Ra) a 1NH digerida con la enzima MspAl I cuyo patrón de bandas es el 

correspondiente cuando no hay mutación en el codón 315:343, 306, 71 y 66 pb, de las 

cuales las bandas de 71 y 66 pb no se observan debido a su tamaño. El carril 1 al 6 son 

de muestras resistentes a INH digeridas con la enzima MspAl I; se observa que el carril 

3, 5 y 6 presentan el patrón de bandas igual que el del tercer carril (Ra), lo que indica que 

estas muestras no presentan mutación en el codón 315. Los carriles 1, 2 y 4 presentan el 

patrón de bandas esperado cuando hay mutación en el codón 315:409, 306 y 71 pb (esta 

última banda no se observa), por lo que estas muestras si presentan mutación en dicho 

codón. El último carril corresponde al marcador de peso molecular pUC 18 + Hae III. En 

el gel de la derecha, al igual que el anterior, el primero y último carril corresponden a 

marcadores de peso molecular pBR 322 + Alu y pUC 18 + Hae III, respectivamente, el 

segundo carril al producto amplificado, el tercer carril a una muestra susceptible a INH 

(H37Ra) digerida con la enzima Nci I cuyo patrón de bandas es característico cuando el 

codón 463 no presenta mutación:294, 253, 204 y 33 pb, esta última no se observa. Los 

carriles del 1 al 6 son de muestras resistentes a INH digeridas con la enzima Nci I y cuyo 

patrón de bandas es el mismo al del tercer carril (Ra), es decir que no presentan mutación 

en el codón 463. 
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Figura 10 Gel de agarosa al 2 .5% pa ra evaluar la digestión analí t ica de las mues t ras res is tentes a 
I N H . Ambos geles. Primer carril: pBR 322 + Alu I. Carril PA: Producto amplificado. Ultimo carril: 
pUC 18 + Hae 111 Gel de la izquierda. Carril Ra: M tuberculosis H37Ra + MspA\ I. Carriles 1-6: 
Muestras resistentes a INH + MspAl I. Gel de la derecha. Carril Ra: M tuberculosis H37Ra + Nci I. 
Carriles 1-6: Muestras resistentes a INH + Nci I. 



3.3 Detección de mutaciones en el gen rpoB en 

aislamientos clínicos resistentes a RIF 

Al igual que en el punto anterior, una vez conocidas las concentraciones de DNA 

se prepararon diluciones con TE IX pH 8.0 de las muestras que lo requerían, para 

obtener una concentración final aproximadam ^nte de 150 ng/fil y éstas se utilizaron en los 

ensayos de PCR. Para la PCR de las muestras degradadas se utilizaron 5 \i\ del extracto 

de DNA. Todas las muestras de DNA amplificaron la banda de 257 pb esperada al 

realizar la PCR (figura 11), aún aquellas muestras de DNA degradado. 
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Figura 11. Gel de agarosa 1.5% para evaluar la amplificación del gen rpoB. Carril M: Marcador de 
peso molecular pUC 18 + Hae III. Carril C(-): Control negativo. Carriles 1-7: Producto amplificado 
(257 pb). 

Posteriormente se realizó la hibridación de los productos amplificados obtenidos 

empleando el estuche comercial INNO-LiPA Rif.TB. En la figura 12 se muestra todos 

los patrones de las tirillas de hibridación que se obtuvieron. La ausencia de cualquier 

sonda S tipo silvestre indica la presencia de una mutación en la región de DNA que 

abarca la sonda S. La tirilla 1 presenta un patrón tipo silvestre, el de la tirilla 2 

corresponde a la mutación S531L en donde se observa la ausencia de la banda S5 y la 

presencia de la R5 correspondiente a esa mutación específica; la tirilla 3 y 4 pertenecen a 

las mutaciones H526Y y H526D, respectivamente, se observa la ausencia de la banda S4 

y la presencia de las bandas R4a y R4b correspondientes a esas mutaciones específicas, 



respectivamente. En la tirilla 5 se observa la ausencia de la banda S2 y la presencia de la 
R2 que corresponde a la mutación D516V. Las tirillas 6, 7 y 8 no presentan las bandas 
SI, S2, y S3, respectivamente, lo que indica la presencia de una mutación en esa región 
de DNA de igual manera relacionadas con resistencia a RIF. En la tirilla 9 se observa la 
ausencia de las bandas SI y S2, lo que indica la presencia de mutaciones en estas 
regiones de DNA; además, también se observa la ausencia de la banda S5 y la presencia 
de la R5 por lo que otra de las mutaciones que presenta es la S531L. 
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F igura 12. Tiri l las de hibr idación del es tuche comercia l INNO-LiPA Rif. T B p a r a la detección de 
m u t a c i o n e s en el gen rpoB. Patrones que se obtuvieron en N.L. México. Las sondas S son tipo 
silvestres, las sondas R presentan una mutación especifica. Tirilla 1: Patrón tipo silvestre, presenta las 
5 sondas S; Tirilla 2: Mutación S 531 L, ausencia de S5 y presencia de R5: Tirilla 3: Mutación H 526 
Y, ausencia de S4 y presencia de R4a; Tirilla 4: Mutación H 526 D, ausencia de S4 y presencia de 
R4b; Tirilla 5: Mutación D 516 V, ausencia de S2 y presencia de R2; Tirilla 6: Mutación en región de 
S2; Tirilla 7: Mutación en región de S3; Tirilla 8: Mutación en región de S4; Tirilla 9: Mutación en 
región de SI y S2, además de la mutación S 531 L. 

En la tabla VII se presenta la sensibilidad del estuche comercial INNO-LiPA 
Rif.TB obtenida en el presente trabajo (N.L., México) y las reportadas en otras 
poblaciones. De las 58 muestras de aislamientos clínicos resistentes a RIF que se 
procesaron, en 57 se detectaron mutaciones, es decir presentaron un patrón característico 
y solamente una muestra presentó un patrón tipo silvestre, de lo cual se calcula un 98% 
de sensibilidad del estuche para detectar mutaciones en los 69 pb del gen rpoB en 
aislamientos clínicos resistentes a RIF. 



3.4 Determinación de la frecuencia de mutaciones 
en los genes katG y rpoB 

De los 58 aislamientos clínicos resistentes a INH procesados, 31 presentaron 
mutación en el codón 315, lo que corresponde a un 53.4%, pero ninguna muestra 
presentó mutación en el codón 463 (tabla VIII). 

Las 58 muestras analizadas resistentes a RIF fueron positivas para la banda de la 
tirilla correspondiente al complejo M. tuberculosis (figura 12), comprobando la 
identificación previa de la micobacteria. La mayoría de las muestras (86.2%) fueron 
positivas para una de las 4 sondas R (tabla IX), siendo las mutaciones más frecuentes en 
el codón 531 (55.2%), produciendo un cambio de Serina por Leucina (S531L), y en el 
codón 526 (22.4%) originándose un cambio de Histidina por Tirosina (H526Y). El 
15.5% de las muestras presentaron al menos una señal negativa de las sondas S tipo 
silvestre y solamente una muestra de las 58 analizadas (1.8%) presentó un patrón de 
hibridación tipo silvestre. En la tabla IX y las figuras 13 y 14 se muestra la frecuencia de 
mutaciones y de los patrones de las tirillas que se obtuvieron en N.L. (México) y las 
reportadas en otras poblaciones. La muestra que presentó tres patrones juntos (tirilla 9 de 
la figura 12), se tomaron en cuenta cada uno de los patrones al determinar las frecuencias 
de las mutaciones y de los patrones de las tirillas. 



Tabla Vïï 

Comparación de la sensibilidad del estuche comercial INNO-LiPA Rif.TB obtenida en 
N.L. (México) y la descrita para otras poblaciones 

Población Año Número de 
muestras 

Sensibilidad (%) 
INNO-LiPA Rif. TB 

Referencia 

N.L., México '98 58 98 -

EE.UU. '98 118 96 (38) 
N.Y.-Texas .94 121 97 (26) 
N.Y. •97 51 94 (29) 
Grecia '98 17 94 (39) 
Bélgica-Rum. '97 35 100* (40) 
Asia '97 56 100* (40) 
Africa '97 80 100* (40) 

* Diferencias significativas con N.L., México a p < 0.05 

Tabla v m 

Comparación de la frecuencia de las mutaciones en los codones 315 y 463 que se 
obtuvieron en N.L. (México) y las descitas para otras poblaciones 

Población Año No. Mutación Mutación Mutación Ref. 
muestras codón 315 codón 463 fodonèi,. 

315 y 463 

N.L., Méx '98 58 53.4 0 0 -

Diversas '96 34 32.3* 17.6* 20.6* (12) 
Filadelfia -97 27 33.3* 18.5* 11.1* (41) 
Holanda '96 48 52.1 16.6* 8.3* (12) 

Africa '97 87 65.5* 4.6* 2.3 (42) 

* Diferencias significativas con N.L., México a p < 0.05 
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CAPÍTULO 4 

DISCUSIÓN 

La técnica de hibridación del estuche comercial es sencilla y rápida de realizar, una 
vez ajustado el nivel del agua, la agitación y la temperatura del baño de agua a 62°C. 
Durante el proceso hay que controlar la temperatura debido a que disminuye al abrir la 
tapa del baño de agua, por lo que se tiene que introducir el portacarriles al baño 
relativamente rápido y cuidando que las gotas de agua condensadas en la tapa no caigan 
en los carriles ya que éstos van destapados. Por la misma razón también se debe controlar 
la agitación del baño, de manera que no se introduzca agua a los carriles y que además la 
agitación sea adecuada (que las tiras se muevan a lo largo del carril), este proceso es muy 
importante para una buena hibridación, junto con el control estricto de la temperatura 
durante el lavado astringente de las tirillas. 

La sensibilidad del estuche comercial INNO-LiPA Rif.TB para la detección de 
mutaciones del gen rpoB obtenida de las muestras analizadas en esta población (N.L., 
México) es muy buena (98%), y a su vez no presenta diferencia significativa con la 
sensibilidad obtenida en algunas poblaciones (tabla VII), pero con otras poblaciones si 
presenta diferencia significativa, aunque esta diferencia es muy pequeña y puede ser 
debida a un artificio estadístico causado por el número de muestras analizadas. El 2% de 
las muestras analizadas que presentaron un patrón tipo silvestre, indica que algunos 
aislamientos clínicos de M. tuberculosis resistentes a RIF presentan mecanismos de 
resistencia diferentes al relacionado con mutaciones en la región de 69 pb del gen rpoB. 

Al comparar la frecuencia de mutaciones en los codones 315 y 463 del gen katG 
con las reportadas en otras poblaciones (tabla VIII), se encontró una diferencia 
significativa con cada una de ellas. Solamente entre la frecuencia de la mutación en el 
codón 315 obtenida en este trabajo y la reportada en Holanda, no hubo diferencia 
significativa. Sin embargo, la mutación en este codón es la que se presentó con mayor 
frecuencia en todas las poblaciones comparadas, excepto N.Y. La ausencia de mutación 
en el codón 463 de las muestras procesadas concuerdan con lo publicado por Shim et al. 



(24), donde mencionan que la mutación en este codón podría ser un polimorfismo no 
relacionado con la resistencia a INH. 

Al hacer una comparación de cada una de las mutaciones en las diversas 
poblaciones, se encontraron diferencias significativas entre algunas de ellas (figuras 12 y 
13), por lo que probablemente existen diferentes mecanismos de adquisición de 
mutaciones en el gen rpoB en las distintas áreas geográficas debido tal vez a factores 
ambientales específicos, tal como lo sugieren Matsiota-Bernard et al. (39). En este 
estudio la mutación S531L se presentó con mayor frecuencia, coincidiendo con lo 
reportado en las diversas poblaciones, excepto N.Y., en donde se reporta una mayor 
frecuencia de la mutación H526Y. 



CAPÍTULO 5 

CONCLUSIONES 

Es probable que la mutación en el codón 463 no esté involucrada con la resistencia 
de M. tuberculosis a INH según los datos obtenidos y los reportes recientes. 

La técnica de hibridación del estuche comercial INNO-LiPA Rif.TB es sencilla, 
rápida y presenta una sensibilidad muy buena (98%) en el Noreste de México para 
la detección de mutaciones en el gen rpoB relacionadas con la resistencia a RÍF. 

Las muestras resistentes a INH que no presentaron mutación en el codón 315 del 
gen katG, pudieran deber su resistencia a INH a otras mutaciones en este gen o en 
otros genes como inhA o ahpC. Del mismo modo las muestras resistentes a RIF 
que presentaron un patrón tipo silvestre en los 69 pb del gen rpoB, pudieran deber 
su resistencia a RIF por otros mecanismos. 

Probablemente existen diferentes mecanismos de adquisición de mutaciones en el 
gen rpoB en las distintas áreas geográficas debido tal vez a factores ambientales 
específicos. 

La mütacioneS^encontradas en los genes katG y/o rpoB de M. tuberculosis, pueden 
ser utilizadas como marcadores genéticos para detectar rápidamente aislamientos 
clínicos resistentes a INH en un 53% de los casos y/o RIF en un 98% de los casos 
del Noreste de México. 
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APÉNDICE 

Preparación de reactivos 

Si no se especifica lo contrario, las soluciones deben ser esterilizadas en una autoclave a 
15 lb/in2 durante 15 min. 
Los reactivos que no se especifica la casa comercial, son de Sigma con grado Biología 
Molecular. 

Acetato de sodio 3 M, pH 5.2 
Disolver 12.3045 g de acetato de sodio en agua destilada, ajustar el pH con ácido acético 
glacial y aforar a 50 mi. 

Agarosa 0.8%, 1.5%, 2.5% 

Pesar 0.8 g, 1.5 g, 2.5 g, respectivamente, agregar 100 mi de TBE IX pH 8.0 y fundir. 

Bromuro de etidio 2 fxg/ml 

Mezclar 60 îl de bromuro de etidio 10 mg/ml en 299.940 mi de agua milli-Q estéril, 
almacenarlo en un frasco ámbar. No esterilizar. 

C:AI (Cloroformo-Alcohol isoamílico) 24:1 
Mezclar 24 mi de cloroformo (Merck,-grado^aaalítico) y 1 mi de alcohol isoamílico. 
Almacenar a -20C. No esterilizar. 

EDTA 0.25 M, pH 8.0 (Stock) 

Disolver 4.653 g de Na2EDTA.2H20 en agua milli-Q, ajustar el pH de la solución con 

NaOH y aforar a 50 mi. 



Etanol al 70% 
Mezclar 35 mi de etanol (Merck, grado analítico) y 15 mi de agua milli-Q estéril. 
Almacenar a -20C. No esterilizar. 

Fenol saturado 
El fenol debe ser redestilado para remover productos de oxidación como quinonas que 
pueden causar el rompimiento de los enlaces fosfodiéster o entrecruzamientos de RNA y 
DNA. 
Destilación: Se funde el fenol a 68°C. Se procede a destilarlo si su aspecto al estar 
fundido no es cristalino (el fenol destila a una temperatura de 180°C, es recomendable no 
conectar agua circulante porque el fenol puede cristalizarse en el mismo refrigerante). El 
fenol que va destilando se puede recibir en un pequeño volumen de Tris-HCl 0.5 M para 
evitar su cristalización. 

Saturación: (Antes de usar el fenol debe ser equilibrado a un pH mayor de 7.8 debido a 
que el DNA puede quedar dentro de la fase orgánica si el pH del fenol es ácido). Agregar 
8-hidroxiquinoleína a una concentración final de 0.1 %. Añadir un volumen de solución 
amortiguadora Tris-HCl 0.5 M pH 8.0 y mezclar con una barra magnética hasta que el 
pH de la fase fenólica sea mayor de 7.8, agitar durante 24 hrs en el cuarto frío. Dejar que 
se separen las fases y eliminar la fase acuosa utilizando una pipeta conectada a una línea 
de vacío con trampa o un embudo de separación. Repetir la misma operación pero 
utilizando solución amortiguadora Tris-HCl 0.1 M pH 8.0. Eliminar la fase acuosa final 
y añadir 0.1 volúmenes de Tris-HCl 0.1 M pH 8.0 conteniendo B-mercaptoetanol a una 
concentración final de 0.2 %. La solución de fenol puede ser almacenada de esta forma en 
un frasco oscuro a -20°C. 

Jugo azul 6X (Azul de bromofenol 0.25 %, xilencianol 0.25 % , glicerol 30 %) 
Disolver 25 mg de azul de bromofenol, 25 mg de xilencianol y 3.0 mi de glicerol 
(Merck, grado analítico) en agua milli-Q estéril, aforar a 10 mi. No esterilizar. 

Proteinasa K10 mg/ mi 
Disolver 100 mg de Proteinasa K en 10 mi de Tris-HCl 10 mM pH 7.5. Hacer alícuotas 
de 100 |il y almacenarlas a -20°C. 

RNAsa 10 mg/ mi 
Disolver 50 mg de RNAsa en 5 mi de buffer: Tris-HCl 10 mM pH 7.5, NaCl 15 mM. 
Hacer alícuotas de 100 jj,] y almacenarlas a -20°C. 



SDS1 % (DodeciJ sulfato de sodio) 
Disolver poco a poco 1 g de SDS en 100 mi de agua destilada. 

TBE 20X (Tris-base 1.78 M, ácido bórico 1.78 M, EDTA 0.04 M pH 8.0) 
Disolver 864 g de tris-base y 440 g de ácido bórico en 320 mi de EDTA 0.5 M pH 8.0 y 
en agua milli-Q, afo.ar a 4 it y esterilizar. 

TBE IX (Tris-base 0.089 M, ácido bórico 0.089 M, EDTA 2 mM pH 8.0) 
Mezclar 50 mi de TBE 20X pH 8.0 en agua milli-Q, aforar a 1 lt. No esterilizar. 

TE IX (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM), pH=8.0 
Mezclar 1 mi de Tris base 0.5 M y 200 |Xl de EDTA 0.25 M en agua destilada, ajustar el 
pH con HC1 ó NaOH diluidos y aforar a 50 mi con agua destilada. 

Tris base 0.5 MÍ pH 8.0 (Stock) 
Disolver 3.0275 g de Tris base en agua milli-Q, ajustar el pH de la solución con HC1, 
aforar a 50 mi. 

Tris-HCI 10 mM, EDTA 10 mM, Tween 80 al 0.1%, pH 8.0 
Mezclar 1 mi de Tris base 0.5 M, 2 mi de EDTA 0.25 M, 50 \ú de Tween 80 y 40 mi de 
agua milli-Q, ajustar el pH a 8.0 con HC1 ó NaOH diluidos y aforar a 50 mi con agua 
milli-Q. 
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