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RESUMEN
M.C. Samantha Maribel Flores Treviio  Fecha de Graduacidon: Noviembre, 2013
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina

Titulo: “Caracterizacion genotipica de aislamientos clinicos de Mycobacterium
tuberculosis: perfiles de resistencia a antifimicos y mutaciones en genes asociados a
resistencia.”

NUmero de paginas: 93
Candidato al Grado de Doctor en Ciencias con orientacion en Microbiologia Medica.
Area de estudio: Microbiologia Médica.

Objetivos: Obtener el perfil de resistencia a antifimicos de aislamientos clinicos de M.
tuberculosis, detectar mutaciones asociadas, obtener spoligotipos y determinar su
relacion filogenética.

Material y Métodos: Se incluyeron 105 aislamientos identificados con pruebas
fenotipicas y genotipicas. Se determind su perfil de farmacorresistencia a isoniazida
(INH), rifampicina (RIF), estreptomicina (STR) y etambutol (EMB) mediante el método
de proporciones y el método de MGIT. Se analizaron los genes asociados a resistencia a
INH (katG, inhA y ahpC) y RIF (rpoB), mediante PCR-RFLP y pirosecuenciacién. Por
ultimo, se genotipificaron mediante spoligotyping.

Resultados: El 48.6% de los aislamientos fueron farmacorresistentes (FR), y 19%
fueron multifarmacorresistentes (MFR). EI 48% de los aislamientos resistentes presentd
mutaciones en rpoB, el 14% en katG, el 26% en inhA y el 26% en ahpC. En aislamientos
susceptibles a INH se encontr6 un posible polimorfismo en ahpC (29%). Se detectaron
31 spoligotipos distintos; 47 aislamientos se agruparon en 10 clusters (69%) y 21
aislamientos presentaron patrones Unicos. Tres de estos patrones Unicos correspondieron
a patrones huérfanos en la base de datos, mientras que 1 tipo compartido (SIT) fue
recientemente creado (n=2). Los linajes mas prevalentes fueron: T (38.2%), Haarlem
(17.7%) y Latinoamérica-Mediterraneo (17.7%), sequido de X (7.4%), S (5.9%), Africa-
India del este (EAI, 1/68, 1.5%) y Beijing (1/68, 1.5%). Seis de los aislamientos
agrupados fueron MFR (12.8%). SIT406 de la familia Beijing se detectd en un
aislamiento MFR.

Conclusiones: Se detectaron altos niveles de FR y MFR. La baja frecuencia de
mutaciones asociadas a farmacorresistencia junto con el nivel de agrupacion indica que
hay baja transmision de clonas de cepas MFR. Los linajes predominantes fueron T,
Haarlem y Latinoamérica-Mediterraneo. Se detect6 por primera vez en Latinoamérica un
genotipo Beijing raro, SIT406, con un fenotipo MFR.

Dr. C. Elvira Garza Gonzélez



1. INTRODUCCION

1.1. Mycobacterium spp.

1.1.1. Generalidades de Mycobacterium spp.

El género Mycobacterium es el Unico que pertenece a la familia
Mycobacteriaceae y al orden Actynomicetales. Las micobacterias son microorganismos
aerobios estrictos, inmdviles, de morfologia bacilar, no forman esporas y no poseen
flagelos ni capsula. Poseen una pared celular gruesa y con un elevado contenido lipidico
que consta de cuatro capas: la més interna es el peptidoglicano con moléculas de N-
acetilglucosamina y é&cido N-glucolilmuramico con cadenas cortas de alanina; la
segunda capa posee arabinogalactanos que se encuentran unidos a los acidos micdlicos
(&cidos grasos de cadena larga de gran importancia taxonémica) de la tercera capa. La
capa mas externa se encuentra constituida por lipidos como el factor cuerda y por
mucosidos. En conjunto, esta composicion de la pared le confiere a la micobacteria una
escasa permeabilidad celular que en parte es responsable de la ineficacia de multiples
agentes antimicrobianos, asi como de la caracteristica acido-alcohol resistencia con
determinadas tinciones para su visualizacion microscépica. Las micobacterias poseen
resistencia a los acidos, alcalis, desecacion y congelacion. El calor, formaldehido, etanol
(70%), glutaraldehido (2%) y perdxido de hidrdgeno estabilizado son eficaces contra las
micobacterias. Algunos componentes de la pared, como el lipoarabinomanano,
intervienen en la patogenia y favorecen la supervivencia del microorganismo en el

interior de los macréfagos (1).



1.1.2. Clasificacion de Mycobacterium spp.

Dentro de Mycobacterium se han descrito mas de 100 especies que pueden
clasificarse de multiples maneras. Segun la velocidad de crecimiento, existen dos grupos
clasicos: micobacterias de crecimiento lento y rapido segln requieran mas o menos de 7
dias, respectivamente. Segun la morfologia y capacidad de pigmentacion de las colonias
en medios solidos, se clasifican en no productoras de pigmento (no cromogenas) o
productoras de pigmento en ausencia (escotocromdgenas) o presencia de luz
(fotocromogenas). De esta forma hay 4 grupos con cierta transcendencia clinica (2):
Grupo | (fotocromogenas), Grupo Il (escotocromégenas) y Grupo Il (no cromdgenas),
de crecimiento lento y el Grupo IV, de crecimiento rapido.

Aunque esta clasificacion tiene cierta utilidad microbioldgica, en la actualidad,
ante la incesante aparicion de nuevas especies y las diferentes caracteristicas fenotipicas
que algunas de ellas pueden adoptar, se prefiere realizar una individualizacion al nivel
de especie.

Con fines préacticos se establecen tres grupos en funcion de las entidades
nosologicas producidas: a) el complejo M. tuberculosis que produce la enfermedad
tuberculosis (TB) se encuentra formado actualmente por nueve especies; b) M. leprae
que causa la lepra; y c) las micobacterias no tuberculosas (MNT), el resto de
micobacterias distintas de las anteriores que provocan lo que Se conoce como
micobacteriosis. Estas micobacterias se caracterizan por menor patogenicidad que varia

de especie a especie, pudiendo ser oportunistas o simplemente saprofitas (3).



1.1.3. Complejo Mycobacterium tuberculosis

Las micobacterias que causan TB tanto en humanos como en animales se
agrupan dentro del denominado Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT).
Actualmente, el CMT incluye varias especies cercanamente relacionadas, que poseen
>95% de homologia en su DNA: M. tuberculosis (agente principal de TB en humanos),
Mycobacterium bovis (afecta a ganado bovino) (4), Mycobacterium bovis bacilo
Calmette-Guérin (BCG, es una variante avirulenta obtenida en el laboratorio a partir de
una cepa de M. bovis que por pases sucesivos perdié su patogenicidad y conservo su
capacidad antigénica; actualmente se usa como vacuna para prevenir TB) (5),
Mycobacterium africanum (afecta a humanos principalmente en Africa; subtipo |
parecido a M. bovis, frecuente en el oeste de Africa y subtipo Il parecido a M.
tuberculosis, frecuente en el este de Africa) (6, 7), Mycobacterium microti (afecta a
pequefios roedores) (8), Mycobacterium canettii (afecta también a humanos) (9),
Mycobacterium pinnipedii (afecta a pinnipedos) (10), Mycobacterium caprae (afecta al

ganado caprino) (11) y Mycobacterium mungi (afecta a mangostas) (12).

1.1.4. Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis es un bacilo delgado de extremidades redondeadas, con longitud
de 2-5 um y diametro de 0.2 a 0.3 um, es inmovil, carece de capsula o espora y no tiene
ramificaciones. Se tifie de color rojo con el método de Ziehl-Neelsen y una vez tefiido es
resistente a la decoloracion con la mezcla de acidos fuertes y alcohol, por lo que se le

conoce como bacilo &cido-alcohol resistente (BAAR).



En general las necesidades nutritivas de las micobacterias son sencillas; una
fuente de carbono, preferentemente glicerol, y nitrégeno, como amonio o aminoacidos,
asi como determinadas sales minerales.

Por otro lado, el crecimiento de las micobacterias se ve estimulado por la
presencia de CO, y acidos grasos. La temperatura 6ptima de crecimiento es de 35-37°C
(13). Las micobacterias tienen un crecimiento muy lento con un tiempo de
multiplicacién de 15 a 18 h en condiciones favorables y las colonias pueden no aparecer
hasta por 4 a 6 semanas de incubacién en medios de cultivo convencionales. Estas
colonias son irregulares, rugosas y no pigmentadas (3).

M. tuberculosis tiene un genoma circular de 4,411,529 pares de bases (pb) y

presenta un elevado contenido de G+C (61-71%) en su DNA (14).

1.1.5. Identificacion a nivel de especie

Aunque M. tuberculosis es el bacilo tuberculoso mas prevalente en los
laboratorios clinicos, la identificacion de otros miembros del CMT es de gran
importancia epidemioldgica. La identificacion del CMT con pruebas bioquimicas o
moleculares es relativamente sencilla, aunque la caracterizacion de especie suele
requerir una mayor complejidad técnica.

En la actualidad, la identificacion genotipica parece ser la mejor alternativa para
una precisa y rapida identificacion de las especies del CMT. Comdnmente se utiliza la
amplificacion de genes conservados especificos de especie mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Estudios de genomica comparativa han revelado
regiones de diferencia (RD) que representan la pérdida de material genético en M. bovis

BCG comparado con M. tuberculosis H37Rv (cepa de referencia) (15). Algunos de estos
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RD estan restringidos a una o mas especies del CMT y se han desarrollado sistemas
basados en PCR para lograr un panel de identificacion de las especies del CMT, en base

a la presencia o ausencia de algunos de los RD (16, 17).

1.2. Aspectos generales de la tuberculosis

La TB es una de las enfermedades reemergentes de mayor mortalidad. Del latin
tuberculum, que significa pequefia protuberancia o nddulo, es una enfermedad infecciosa
causada por un grupo de bacterias del orden Actinomicetales de la familia
Mycobacteriaceae, principalmente por M. tuberculosis (1).

La reemergencia de la TB fue impulsada en parte por las deficiencias inmunes de
personas infectadas con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), que
incrementaron el riesgo de que la infeccion latente del bacilo tuberculoso progrese a
enfermedad activa y sea transmitida a otros.

El uso inadecuado de la terapia antifimica complica el problema, que conduce a
la aparicion y propagacion de cepas farmacorresistentes y una necesidad de
implementacidn de estrategias de tratamiento mas costosas (18).

En el diagndstico de la enfermedad la microbiologia es fundamental ya que,
ademas de la posible deteccion microscopica de los bacilos en la muestra, el aislamiento
del agente causal en el cultivo y su posterior identificacion sigue siendo la clave del
diagnostico definitivo de la TB. Ademas, se pueden realizar pruebas de susceptibilidad a

los antifimicos y posibles estudios moleculares para su vigilancia epidemioldgica (13).



1.2.1. Epidemiologia de la tuberculosis

A pesar de la disponibilidad de un tratamiento altamente eficaz, la TB sigue
siendo un importante problema mundial. En 1993, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) declaro esta enfermedad como una emergencia de salud publica global. En 2010,
se estimaron 8.5-9.2 millones de casos y 1.2-1.5 millones de muertes a causa de la TB.

Actualmente, la TB es la segunda causa de muerte por una infeccion a nivel
mundial; se calcula que alrededor de un tercio de la poblacion mundial esté infectada por
el bacilo tuberculoso y que cada segundo se infecta una persona mas (19).

De acuerdo con la informacién disponible en el componente de Tuberculosis del
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE), en México se registran cada
afio cerca de 15 mil casos nuevos de TB pulmonar y cerca de dos mil defunciones por
esta causa, lo que representa una importante pérdida de afos potenciales de vida
saludable y, por consiguiente, un obstaculo para el desarrollo socioeconémico de
México. En 2010 se reportd un total de 18,848 casos nuevos de TB en todo el pais,
correspondiendo a una tasa de incidencia de 16.8 casos por cada 100 mil habitantes y
13.0 casos especificamente en el estado de Jalisco.

Una complicacion creciente del manejo inadecuado de antifimicos es la
multifarmacorresistencia. En el afio 2010 se presentaron en México 140 casos nuevos en
23 estados notificantes. Nueve estados no notificaron este problema, entre los cuales se
encuentra Jalisco. La prevalencia a nivel nacional fue de 297 casos.

La comorbilidad de la TB con otras entidades patologicas es frecuente: en 2010
se registro un total de 1,189 casos nuevos coinfectados con VIH; a nivel nacional
reflejaron una tasa de incidencia de 1.1 casos por cada 100 mil habitantes. Once

entidades federativas sobrepasaron la tasa nacional, entre ellos Jalisco con 1.3 casos (20).

6



1.2.2. Patogénesis de la tuberculosis

La infeccion con M. tuberculosis ocurre mediante transmision por aerosoles de
microgotas que contienen algunos bacilos viables y virulentos producidos por un
individuo infectado. Los bacilos se depositan en los espacios alveolares de los pulmones,
donde son fagocitados por macréfagos alveolares (21, 22). Las células T son atraidas al
sitio de la infeccidn primaria que contiene los bacilos. Para evitar confrontacion directa
con las defensas del sistema inmune del hospedero, M. tuberculosis retarda su tasa de
replicacion y se inactiva, disminuyendo su actividad metabdlica. El sistema inmune no
es capaz de eliminar la bacteria y ésta permanece inactiva hasta que el balance entre la
persistencia bacteriana y la respuesta inmune se perturba.

Una mala respuesta inmune por parte del hospedero se puede deber a varias
razones como edad avanzada, desnutricion, el uso de esteroides o infeccion con VIH,
permitiendo la reactivacion de los bacilos resultando en la manifestacion clinica de la
TB (23).

El porcentaje de individuos que se infectan varia, principalmente dependiendo de
las condiciones ambientales, la frecuencia de exposicion y la concentracion de las
bacterias en el aire, pero generalmente es considerado muy bajo. En contacto con un
caso infeccioso, aproximadamente 1 de 6 personas resultara infectada (24).

Aproximadamente un tercio de la poblacion mundial (2 mil millones de
personas) se encuentran infectadas de forma latente con M. tuberculosis y no presentan
ningun sintoma clinico. De los individuos infectados, mas del 90% exitosamente

controlan la infeccion debido a una respuesta inmune eficiente.



1.2.3. Manifestaciones clinicas de la tuberculosis

Los sintomas de la TB se desarrollan sélo en una pequefia poblacion de las
personas infectadas. Estos pacientes usualmente desarrollan una afectacion pulmonar;
los sintomas mas prominentes son tos cronica y productiva, fiebre, sudoracion nocturna,
fatiga y pérdida de peso (25). Las lesiones pulmonares tempranas por lo general se curan
sin dejar alteraciones residuales, salvo calcificaciones ocasionales en los pulmones o en
los ganglios linfaticos traqueobronquiales. Cerca de 10% de los individuos que contraen
la infeccion a la larga presentan la enfermedad activa, la mitad de ellos durante los dos
primeros afios después de infectarse; el 90% de los individuos infectados no tratados
jamés padeceran la enfermedad activa. El seguimiento de un tratamiento completo y
adecuado para la infeccion tuberculosa latente puede reducir considerablemente el riesgo
de presentar TB clinica, y es eficaz en las personas infectadas por el VIH (18).

En algunas personas, la infeccion inicial puede evolucionar rapidamente hasta
convertirse en TB activa. Esto es mas comun en los lactantes, en quienes la enfermedad
con frecuencia adopta la forma diseminada (TB miliar) o meningea (del sistema
nervioso) y en los individuos inmunodeprimidos, como los infectados por VIH (26). Se
considera que un enfermo de TB pulmonar que no recibe tratamiento puede infectar de
10 a 15 personas en el transcurso de un solo afio y 5 a 10% de los infectados pueden
desarrollar la enfermedad en algiin momento de su vida (20).

El bacilo tuberculoso puede diseminarse a cualquier parte del organismo desde
las primeras fases, por ello, la TB puede afectar cualquier 6rgano o tejido, aunque la
localizacion mas frecuente es la pulmonar que es la via de entrada del bacilo y
representa 80-85% de los casos (25). La TB pulmonar puede ser consecuencia de una

reinfeccion exdgena o de la reactivacion enddgena de un foco latente que persistio desde
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la infeccion subclinica inicial. Aproximadamente 65% de los enfermos de TB pulmonar
con frotis positivo (casos baciliferos) no tratados mueren en 5 afios, la mayoria de ellos
en el curso de los dos primeros.

La TB extrapulmonar es menos comun que la pulmonar. Los nifios y las personas
con inmunodeficiencias (VIH), tienen un mayor riesgo de TB extrapulmonar, pero la
forma pulmonar sigue siendo el tipo méas frecuente en todo el mundo. La enfermedad
puede afectar a cualquier 6rgano o tejido: la pleura, el pericardio, los rifiones, los huesos
y articulaciones, la laringe, el oido medio, la piel, los intestinos, el peritoneo y los 0jos,
el sistema nervioso central (meningea) y los ganglios linfaticos (miliar); siendo las dos
ultimas las presentaciones de mayor gravedad (23).

La deteccidon de la poblacién infectada se puede realizar mediante la prueba de la
tuberculina (PT). Esta sustancia es un derivado proteico purificado (PPD) obtenido de un
filtrado de un cultivo de M. tuberculosis esterilizado y concentrado. Esta prueba se basa
en la hipersensibilidad que pueden tener las personas que han estado en contacto previo

con el bacilo tuberculoso o que han sido vacunadas con el BCG (5).

1.2.4. Terapia antifimica contra la tuberculosis

La etapa antibiotica de la TB se inici6é en 1944 con la estreptomicina (STR). Poco
después se introdujeron la isoniazida (INH) y el acido para-amino-salicilico (PAS),
todos en monoterapia. Pronto se observo que después de unas semanas de mejoria
clinica, la enfermedad continuaba su curso. Se atribuy6 a la seleccion de las bacterias
resistentes, después de la eliminacion inicial de las sensibles. La primera pauta

combinada se utilizd en 1958. Pocos afios después, con la introduccion de rifampicina



(RIF), etambutol (EMB) y mas tarde pirazinamida (PZA), comenzaron los tratamientos
eficaces.

El objetivo del tratamiento es erradicar los bacilos en el hospedero y prevenir la
emergencia de cepas resistentes. En el tratamiento contra la TB se utilizan los farmacos
de primera y segunda linea. Los de primera linea incluyen INH, RIF, EMB, STR y PZA.
Los farmacos de segunda linea son etionamida, cicloserina, fluoroquinolonas
(ciprofloxacina, levofloxacina, moxifloxacina), kanamicina, amikacina y capreomicina.

Cada uno de los antifimicos varia en su capacidad de eliminar bacterias y de
prevenir el desarrollo de farmacorresistencia (18, 27). Las poblaciones bacterianas
existentes en las lesiones tuberculosas se definen de la siguiente forma: una primera
poblacién, extracelular, activa y creciendo a pH neutro, que es la mayoritaria y frente a
la cual INH es el farmaco mas activo. Una segunda poblacion formada por bacilos
intracelulares, menos activos y en ambiente acido, donde PZA es el farmaco mas util.
Una tercera poblacion, de bacilos latentes poco activos, en el interior de las lesiones
caseosas, donde RIF es el farmaco maés efectivo. Por ultimo, una poblacion minoritaria,
formada por bacilos inactivos durante periodos prolongados, en el curso de los cuales no
son susceptibles a los farmacos. Las dos ultimas poblaciones estan implicadas en las
reactivaciones, y justifican la larga duracion del tratamiento (28, 29).

Las pautas actuales incluyen 3-4 farmacos en una primera fase de ataque en la
que se eliminan la mayoria de las bacterias de las lesiones y una segunda fase con dos
farmacos, eficaz frente a la poblacion latente, menos activa metabolicamente.
Mundialmente, se recomienda un régimen de tratamiento de 2 meses con INH, RIF,

EMB y PZA diariamente, seguido de 4 meses de INH, RIF diariamente (18), el cual ha
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resultado muy exitoso, obteniendo BAAR negativo en 90% de las personas afectadas

con TB a los 2 meses.

1.3. Farmacorresistencia de M. tuberculosis

1.3.1. Aspectos generales de la farmacorresistencia

La historia de la TB ha cambiado drasticamente despues de la introduccion de los
primeros farmacos con actividad antimicobacteriana. Lo que anteriormente se habia
considerado como una enfermedad que debia tratarse en el sanatorio se convirtio en una
enfermedad que podia ser tratada con antibidticos. Sin embargo, no mucho después de
que el primer antibidtico fuera administrado en 1944, emergidé la farmacorresistencia
principalmente debido al uso de estreptomicina como monoterapia (30). Con el
descubrimiento de otros distintos farmacos con actividad anti-tuberculosa, la terapia con
farmacos mdltiples se hizo fundamental para el control de la enfermedad al promover la
cura de los pacientes y asi interrumpir la cadena de transmision.

La farmacorresistencia (FR) se define como la capacidad temporal o permanente
de los microrganismos y su progenia de permanecer viables o multiplicarse en presencia
de una concentracién del farmaco que normalmente destruiria o inhibiria el crecimiento
celular. Se considera que una cepa es resistente cuando el 1% del indculo de la
poblacién bacteriana en estudio es resistente a una concentracion prefijada de un
determinado farmaco (31, 32).

La emergencia de cepas de M. tuberculosis FR se ha convertido en un problema
mundial. Desde principios de 1990 se han reportado brotes de M. tuberculosis FR en

Estados Unidos, principalmente en la ciudad de Nueva York (33) y posteriormente en el
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resto del mundo. Por lo tanto, en 1994 se inicio un Proyecto Global en Vigilancia de

Farmacorresistencia a Antifimicos (19).

1.3.2. Desarrollo y transmision de cepas farmacorresistentes

En el caso de M. tuberculosis, el desarrollo de FR no ocurre mediante
adquisicion de nuevos genes de resistencia como se ha descrito para otras bacterias
mediante transferencia horizontal de elementos genéticos maviles (34), sino que es el
resultado de mutaciones genéticas espontaneas en genes particulares que confieren
resistencia, independientemente de la exposicion a farmacos (31). La proporcion de
bacilos resistentes varia para diferentes antifimicos, por ejemplo, la incidencia probable
de mutantes resistentes a RIF es aproximadamente 1 en 10° bacilos, y la incidencia
probable de mutantes resistentes a INH, STR, EMB es de aproximadamente 1 en 10°
bacilos (35).

La seleccion de bacilos resistentes puede suceder cuando un gran ndmero de
ellos estan presentes en un paciente tratado con terapia antifimica incorrecta, ya sea falta
de adherencia por parte del paciente o una terapia interrumpida (36, 37).

Desde el punto de vista del paciente, tener una cepa resistente implica mayor
gravedad de su enfermedad, con cambios en el tratamiento, tanto en el nimero y tipo de
farmacos como en el periodo durante el que se deben administrar. Por otra parte, la
garantia de curacién es menor y la posibilidad de efectos adversos y de secuelas
funcionales aumenta.

Con un enfoque epidemioldgico es importante cuantificar la resistencia y, sobre
todo, su origen. El desarrollo de resistencia durante la terapia se le conoce como “FR en

pacientes previamente tratados”, anteriormente conocido como resistencia secundaria o
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adquirida. Esta resistencia se debe a deficiencias corregibles en el control de la
enfermedad en un area determinada. En cambio, la FR en pacientes que nunca han
recibido tratamiento antifimico, se define como “FR en nuevos casos”, anteriormente
conocida como resistencia primaria. Esta resistencia se debe a mutaciones espontaneas
en el mismo paciente o al contagio a partir de cepas resistentes (23).

Aunque la FR se ha asociado con pacientes inmunosuprimidos (38), también se
ha demostrado la transmisién de cepas resistentes en el resto de la poblacion
inmunocompetente (39) e incluso en pacientes con terapia antifimica regular (40). Es
decir, la transmision de cepas resistentes también contribuye a la emergencia de cepas

FR.

1.3.3. Clasificacion de farmacorresistencia

La farmacorresistencia de la tuberculosis se clasifica segun las siguientes cuatro
definiciones (41): Monorresistencia: resistencia a un antifimico de primera linea;
Polirresistencia: resistencia a mas de un antifimico de primera linea, distinto de INH y
RIF. Puede incluir a uno de los dos, pero nunca los dos simultaneamente;
Multifarmacorresistencia (MFR): resistencia a INH y RIF simultaneamente;
Farmacorresistencia extendida (XFR): resistencia a INH, RIF, por lo menos una
fluoroquinolona (ciprofloxacina, ofloxacina, levofloxacina o moxifloxacina) y un
aminoglucosido (kanamicina, amikacina, capreomicina).

El desarrollo de FR multiple resulta por periodos repetidos de monoterapias
secuenciales donde se puede adquirir resistencia a otros antifimicos. La MFR se ha
asociado con altos indices de mortalidad (50% a 80%) y lapsos de tiempo relativamente

cortos (4 a 16 semanas) desde el diagnostico hasta la muerte (42). El reconocimiento
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retrasado de FR, que resulta en un retraso en la aplicacion de la terapia efectiva, es uno
de los principales factores que contribuyen a brotes de MFR. En la mayoria de los paises,
la MFR ha aumentado en incidencia e interfiere con los programas de control de TB,
particularmente en paises en desarrollo, donde el indice de prevalencia es tan alto como
48% (43, 44). Casi 500 mil casos de MFR emergen cada afio a nivel mundial y entre
5%-7% de éstos se convierten en XFR (19). Ultimamente incluso se ha reportado la
apariencia de cepas resistentes a todos los antifimicos, los llamados ‘“totalmente

farmacorresistentes”, panresistentes o TFR (43).

1.3.4. Mecanismos moleculares de farmacorresistencia
Avances recientes en la dilucidacién de mecanismos moleculares de la FR
lograron la identificacion de aproximadamente 12 genes involucrados en resistencia en

M. tuberculosis (Tabla 1) (31, 45-47).

TABLA 1. Mecanismos de resistencia genotipica en M. tuberculosis

Gen asociado a Frecuencia de

Mecanismo de accion Farmaco . . )
resistencia mutaciones, %
Isoniazida katG 40-60
inhA 20-34
Inhibicién de la sintesis de la ahpC 10-15
ared celular kasA 14
P Ndh 10
Etionamida inhA n. d.
Etambutol embCAB 50-65
Inhibicién de la sintesis de los Rifampicina rpoB >95
acidos nucleicos Fluoroquinolonas gyrA, gyrB 75-95
Estreptomicina rpsL 52-59
e s , . . Rrs 8-21
Inhibicidn de sintesis proteica I
Amikacina/
.. Rrs 80
Kanamicina
Inhibicion de la sintesis de Pirazinamida oncA 70-97

acidos micolicos
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1.3.4.1. Resistencia a inhibidores de la sintesis de pared celular

La INH es uno de los antifimicos mas potentes y se usa junto con RIF en casi
todos los regimenes terapeuticos anti-tuberculosos (18). La INH tiene una estructura
simple con un anillo de piridina y un grupo hidrazida; ambos componentes son
esenciales para la elevada actividad contra M. tuberculosis. La resistencia a INH es un
proceso complejo. Las mutaciones en los genes katG (48), inhA (49), ahpC (50), kasA
(51) y ndh (52) se han asociado con resistencia a INH en aislamientos clinicos de M.
tuberculosis.

La INH es un pro-farmaco que requiere activacion mediada por la enzima
catalasa-peroxidasa codificada por el gen katG (48). La INH activada interfiere con la
sintesis de acidos micolicos esenciales al inhibir la enzima enoil-acil reductasa, la cual
es codificada por el gen inhA (49). Dos mecanismos moleculares han probado ser la
principal causa de resistencia a INH: mutaciones en katG y en inhA, mas frecuentemente
en su region promotora (53, 54).

La disminucién o pérdida total de la actividad de la catalasa/peroxidasa,
resultado de mutaciones en katG, es la alteracion genética mas asociada con resistencia a
INH (48). Especificamente, la mutacion mas comdn es en el codon 315 de katG, un
cambio de serina a treonina, que resulta en un producto de INH que es altamente
deficiente (55). En inhA, la mutacion mas comun ocurre en la region promotora, en la
posicion -15, una sustitucion de citosina a timina (56).

En M. tuberculosis, el gen ahpC codifica para una alquil hidroperoxidasa que se
encuentra implicada en la resistencia a oxigeno reactivo e intermediarios de nitrogeno
reactivo. Las mutaciones asociadas a resistencia a INH mas comunes se presentan en la

region intergénica oxyR-ahpC (50). No obstante, se ha encontrado que un incremento en
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la expresion de ahpC parece ser una mutacion compensatoria por la pérdida de la
actividad catalasa/peroxidasa en lugar de ser realmente la base de resistencia a INH (45,
57).

La prevalencia de mutaciones particulares que confieren resistencia ha sido
analizada en varios estudios. En aproximadamente el 50% de los aislamientos resistentes,
se determinaron mutaciones en el gen katG (58, 59), el 20-30% de los aislamientos
resistentes tenian mutaciones en inhA (50, 58, 59) y en el 10-15% se encontraron
mutaciones en ahpC (59, 60).

Por otro lado, el EMB también pertenece a los farmacos de primera linea usados
como anti-tuberculosos. Hasta el 65% de aislamientos de M. tuberculosis resistentes al
EMB han presentado mutaciones en el cluster de genes embCAB (61). Las mutaciones
mas comunes son sustituciones en el aminoacido 306 del gen embB, las cuales han sido
asociadas con alto nivel de resistencia (62, 63), aunque también se encontraron en
aislamientos susceptibles a EMB (64) con fenotipo MFR (65). Inicialmente se le asocid
con resistencia general y no con resistencia a EMB, pero posteriormente se corroboré su
asociacion a resistencia a EMB (66). Se concluyd que las mutaciones en embB306
encontradas en aislamientos susceptibles fueron debido a problemas con las pruebas de

susceptibilidad a EMB.

1.3.4.2. Resistencia a inhibidores de la sintesis de &cido nucleico
La RIF es un compuesto critico usado en el régimen corto en la terapia anti-
tuberculosa (18). El blanco de RIF en M. tuberculosis es la subunidad B de la RNA
polimerasa, donde se une e inhibe la elongacion del RNA mensajero (67). A diferencia

de la INH, donde varios genes de resistencia se encuentran involucrados, la resistencia a
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RIF se basa principalmente en mutaciones puntuales en una pequefia region de 81 pb,
que abarca los codones 507 a 533 del gen rpoB que codifica para la subunidad B de la
RNA polimerasa, conocida como region determinante de resistencia a rifampicina
(RRDR). Estas mutaciones se presentan en aproximadamente 95% de los aislamientos
resistentes. Las mutaciones mas frecuentes son cambios en los codones 531, 526 y 516
(68, 69). Algunos estudios también han reportado mutaciones fuera de la RRDR en

aislamientos resistentes a RIF (70).

1.3.4.3. Resistencia a inhibidores de la sintesis proteica
La STR es un antibidtico que ha sido usado para el tratamiento contra la TB
desde 1944. Se han identificado mutaciones en los genes rpsL y rrs en 50% y 20% de
los aislamientos de M. tuberculosis resistentes a la STR, respectivamente, confiriendo

intermedios o altos niveles de resistencia (71).

1.3.5. Pruebas de susceptibilidad a antifimicos

Los métodos fenotipicos se basan en la realizacion del estudio de sensibilidad
frente a los farmacos utilizados en el tratamiento. Actualmente se realizan tres métodos:
a) la proporcidon de resistencia, descrito por Mitchison (13), que compara la CIM
(concentracion inhibitoria minima) de una determinada cepa con la de una cepa de
referencia; b) las concentraciones absolutas, descrito por Meisser, que compara el
namero de colonias en presencia del farmaco, con el nimero de colonias en medio de
cultivo sin el farmaco; y c) las proporciones criticas, descrito por Canetti y Grosset (72),
en que se comparan las colonias crecidas en diferentes diluciones con las presentes en

medio sin antibidtico, interpretando el resultado a traves de la proporcion de colonias
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capaces de crecer en presencia del farmaco; este Ultimo es mucho mas ampliamente
utilizado.

En el método de proporciones, para la mayoria de los antifimicos, la resistencia a
M. tuberculosis se define como la presencia de organismos resistentes en >1% de una
poblacién dada de bacilos tuberculosos.

La terapia serd exitosa solo si la proporcion critica de organismos y la
concentracion critica del antifimico (la concentracién en la cual inhibe la cepa silvestre
pero no la cepa mutante) son estrictamente definidas y por lo tanto, se define la cepa que
es completamente susceptible a los antifimicos de primera linea in vitro.

Otro método fenotipico es el MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube), el
cual es un medio fluorométrico basado en el medio Middelbrook 7H9 con un
componente fluorescente (pentahidrato de rutenio) embebido en silicona. Bajo la luz
ultravioleta, el crecimiento se aprecia mediante la visualizacion de un brillo fluorescente
anaranjado en la superficie y en el fondo del tubo como consecuencia de una deplecién
de O,. Es un medio sencillo que permite la lectura manual simultanea de diversos
cultivos con una fuente de luz ultravioleta. Al afiadirle al tubo un antifimico con una
concentracion establecida, junto con un indculo determinado, y luego al comparar con
un tubo control sin antifimico, se puede determinar la susceptibilidad de una cepa
especificamente.

Los métodos genotipicos se basan en la deteccion de las alteraciones genéticas
que condicionan resistencia a los diferentes farmacos. Potencialmente pueden detectarse
estas alteraciones con gran rapidez, incluso directamente en las muestras clinicas. Sin

embargo, su principal inconveniente es que, con excepcion de RIF, no se conocen las
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alteraciones genéticas que causan entre el 20 y el 40% de las resistencias a la mayoria de

los farmacos de primera linea (73).

1.3.6. Farmacorresistencia en México

Los primeros reportes de FR de TB en México respecto a aislamientos clinicos se
realizaron en el Distrito Federal en 1976 (74) y luego en 1982 (75). Desde entonces, se
han reportado diferentes niveles de FR y MFR en varios estados como son Baja
California (76-80), Chiapas (79, 81), Chihuahua (82, 83), Coahuila (84), Colima (79),
Distrito Federal (74, 75, 85), Estado de México (79, 86-88), Durango, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco (79, 89), Nayarit (79), Nuevo Ledn (90-93), Oaxaca (77, 79),
Puebla, Querétaro (79), San Luis Potosi (94), Sinaloa (77, 79, 95), Sonora (96), Tabasco
(79), Tamaulipas (79, 83, 97), Veracruz (98-102) y Yucatan (79).

En una revision que se publico en 2009 se mostrd la variabilidad en las
proporciones de FR y MFR en diferentes areas geograficas del pais, basada en varios
estudios relacionados publicados a la fecha. El promedio de FR y MFR fue de 33% y
17%, respectivamente (103).

Hasta la fecha, los estados mas estudiados son Veracruz (98-102), Distrito
Federal y el Estado de México (79, 86-88), seguidos de Nuevo Ledn (90-92). Los
niveles de resistencia de Veracruz han sido constantes en el periodo 2000-2004, con un
promedio de 24.5% (98-102), aunque el nivel de MFR ha ido disminuyendo casi a la
mitad de 10.8% (98) a 5.7% (101). Por otro lado, en el Distrito Federal y Estado de
Mexico los niveles de resistencia han incrementando del afio 1995 al 2001: FR de 30% a
68.3% y MFR de 19% a 30% (86-87). De igual forma en Nuevo Ledn del afio 2001 al

2010: FR de 32% a 52.2% y MFR de 18% a 33.3% (90-92).
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Los estados con niveles de FR mas altos son el Distrito Federal y el Estado de
México (78.9%) (87), Chiapas (72.2%) (81) y Nuevo Leon (53.5%) (91) y los indices de
MFR fueron mas altos en Chiapas (53%) (81), Jalisco (38%) (89) y Distrito Federal y el

Estado de México (35.3%) (87).

1.3.7. Mutaciones asociadas a resistencia en México

En México, pocos estudios han analizado la frecuencia de mutaciones asociadas
a FR en aislamientos clinicos de M. tuberculosis, en los cuales se han incluido el Distrito
Federal (65, 85, 104-107), Durango (106), Nuevo Leon (97, 108, 109), Puebla (65, 104,
105), Sonora (110), Tamaulipas (97) y Veracruz (65, 104, 105, 111, 112).

Las mutaciones reportadas en el gen rpoB asociadas a resistencia a RIF, han sido
en los codones 509, 510 (111), 511 (104, 106), 513 (107), 516 (97, 107-109, 111), 522
(92, 107, 109), 524 (111), 526 (92, 97, 106-111), 528 (111), 530 (104), 531 (85, 92, 97,
104, 106-111) y 533 (97, 104, 107, 109), todos estos, dentro de la region RRDR, aunque
también se han reportado mutaciones fuera de esta regién, en los codones 469 (85), 561
(109), 572 (104, 107). Las mutaciones mas frecuentes son rpoB531, rpoB526 y rpoB516.

Las mutaciones asociadas a resistencia a INH reportadas en el pais del gen katG
estan en las posiciones 29-353 (delecion), 249 (109), 271 (92), 275, 307 (109), 311 (111),
315 (85, 92, 108-111), 318, 328, 331 (111), 727 (109), siendo la posicion 315 el lugar de
mutaciones mas frecuente. De igual forma, se han reportado mutaciones asociadas a esta
misma resistencia en los genes inhA en la posicion de la region promotora -15 (97, 1009,
110) y ahpC en las posiciones -39, -32, -10 (97, 110).

Ademas se han reportado mutaciones asociadas a resistencia a EMB en las

posiciones 306 (65, 109) y 406 (109) del gen embB, y a STR en las posiciones 189, 426
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(109), 483, 485 (112), 491 (109), 496, 513 (112), 516 (109), 795, 870, 907 (112) y 1238
(109) del gen rrs y 43 (109) y 88 (112) del gen rpsL.

Aungque numerosas mutaciones que no habian sido reportadas previamente se
identficaron en varios estudios realizados en México, algunas de estas mutaciones (85,
104, 107) no aparecen en la base de datos de mutaciones asociadas a resistencia en TB
(TB Drug Resistance Mutation Database, TBDReaMDB). Esta base de datos muestra
una lista de mutaciones potenciales ya establecidas asociadas con FR en TB, al igual que
la frecuencia relativa y la distribucion geografica de las mutaciones mas comunes.

Actualmente es la base de datos de acceso libre mas grande (113).

1.4. Epidemiologia molecular de M. tuberculosis

La genotipificacion o caracterizacion molecular de cepas de una misma especie
permite conocer los aislamientos procedentes de individuos y relacionarlos con otros
para determinar las cadenas de transmision de la enfermedad.

En los ultimos afios, la tipificacion molecular de aislamientos de M. tuberculosis
ha demostrado ser la herramienta diagnostica mas importante en el manejo de la TB. Se
ha aplicado al estudio de casos concretos en la investigacion de brotes, asi como a una
poblacién general y a grupos especificos, permitiendo obtener una amplia informacion
sobre la transmision de la enfermedad y sus factores de riesgo, asi como de la capacidad

de contagio de las cepas resistentes (114).

1.4.1. Aplicaciones epidemiologicas
Contaminacion cruzada. La contaminacion cruzada en el laboratorio puede

ocurrir debido a la alta viabilidad de las micobacterias a pesar de las no tan optimas
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condiciones ambientales (115, 116) y la complejidad del procesamiento de las muestras.
Esta contaminacion cruzada puede resultar en un diagnostico incorrecto y
consecuentemente, un tratamiento de largo plazo innecesario (117). Las técnicas de
tipificacion molecular han permitido reconocer que ha ocurrido contaminacion cruzada
en el laboratorio mas frecuentemente de lo que se sospechaba (118).

Transmision de TB. Las técnicas de tipificacion molecular permiten determinar si
una cepa causante de enfermedad en un caso es idéntica a la que causa enfermedad en
otro caso, y asi determinar si es que pudo haber ocurrido transmisién. Asi se puede
calcular la proporcion de todos los casos en una poblacién que comparten aislamientos
idénticos, es decir, que estan agrupados o pertenecen a un cluster. Se han encontrado
altos niveles (30-40%) de agrupacion en algunos lugares de baja incidencia de TB (119),
sugiriendo que la proporcion de la enfermedad atribuible a una transmisién reciente es
mucho mas alta que lo que anteriormente se pensaba.

Lo anterior tiene implicaciones importantes para el control de la TB: es mas facil
controlar la TB al interrumpir la transmision si la mayor parte de la morbilidad es
atribuible a transmision reciente que si es atribuible a reactivacién de una infeccién
adquirida hace muchos afios (120). Sin embargo, varios factores influencian el grado de
agrupacion en una poblacién, por ejemplo, el grado de agrupacion aumenta con la
fraccion de casos incluidos y la duracién del estudio (119).

Reactivacion o Reinfeccion. Antes se consideraba que en los paises con baja
incidencia de la TB la mayoria de enfermos correspondian a reactivacion enddgena de
infecciones del pasado. La tipificacion sistematica de amplias poblaciones ha
evidenciado que las infecciones recientes son causa de un nimero considerable de casos

en estos paises, oscilando de una sexta parte hasta casi la mitad. Asimismo, en paises de

22



elevada incidencia se observa, ademas de una proporcion importante de infecciones
recientes (120), un namero limitado de cepas circulantes responsables de gran parte de
los casos, que indicaria una tasa elevada de infeccion reciente y/o el predominio de
determinadas cepas, basado en una mejor capacidad de adaptacion o una mayor
virulencia. Este hallazgo respecto a la proporcion de infeccion reciente en paises de baja
incidencia, indicaria la necesidad de adecuar mejor las estrategias de los programas de
control a la busqueda de casos nuevos.

Por otra parte, la tipificacion también ha aclarado dudas respecto al papel que
pudiera jugar la infeccion exdgena en pacientes que sufren un segundo episodio de
tuberculosis. Asi, diversos estudios han demostrado que entre el 12 y el 60% de
recidivas de la enfermedad se deben realmente a nuevas reinfecciones (119).

Nivel de relacidén genética en distintas areas geogréficas. La tipificacion de
cepas en distintas areas geograficas ha revelado que la estructura de la poblacién de M.
tuberculosis difiere significativamente entre lugares con baja y alta incidencia de TB.
Por ejemplo, se ha mostrado un alto polimorfismo en areas con baja incidencia de TB
(119).

Esto ha llevado a una investigacion extensiva en las ventajas selectivas de
genotipos predominantes, tal es el caso del genotipo Beijing de M. tuberculosis, el cual
es altamente prevalente en Asia (121).

Transmision de cepas farmacorresistentes. La tipificacion también ha aportado
informacioén muy valiosa en la identificacion y rastreo de brotes de cepas MFR. Durante
afios se penso que las cepas resistentes no se transmitian, o0 muy poco, basandose en la

escasa proporcion de casos secundarios en el entorno de pacientes con TB resistente.
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Actualmente, las técnicas de tipificacion molecular han ayudado en la
identificacion y rastreo de brotes de MFR-TB (122). La deteccion rapida de estos brotes,
especialmente si se encuentran involucrados individuos infectados con VIH, es
importante, dado el intervalo de tiempo potencialmente corto entre la infeccion y la
enfermedad (en algunos casos muerte) entre individuos infectados con VIH. A pesar de
los grandes brotes, ain no esta claro si las cepas farmacorresistentes son tan

transmisibles como las cepas susceptibles.

1.4.2. Métodos de genotipificacion de M. tuberculosis

Los requisitos ideales que deberia reunir un método de tipificacion serian:
elevado grado de discriminacién, metodologia sencilla y rapida, econdmicamente
accesible, resultados reproducibles, aplicabilidad directa sobre muestras clinicas y

utilidad para discriminar los restantes componentes del complejo M. tuberculosis.

1.4.2.1. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion

El polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) de la secuencia
de insercion 6110 (RFLP-1S6110), es la técnica de tipificacion mas conocida y utilizada;
es considerada como el estandar de oro para genotipificacion del CMT (119, 123-126).
Se basa en la deteccion de la secuencia repetitiva 1S6110, que puede encontrarse en la
mayoria de los aislamientos del CMT. EIl polimorfismo se presenta en el diferente
numero de copias de la secuencia de insercion 1S6110 que presentan las distintas cepas y
en su posicion en el genoma (127-129).

Sin embargo, a pesar de ser todavia la técnica mas ampliamente recomendada, el

RFLP-1S6110 presenta algunas limitaciones que impulsan la busqueda de nuevos
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métodos. Requiere de una elevada cantidad de bacterias para obtener el DNA necesario;
la técnica es excesivamente larga y compleja; permite el analisis simultdneo de pocas
cepas; existen puntos sensibles en el protocolo que pueden afectar la calidad del
resultado y el costo econdmico del programa de apoyo informatico es elevado (130). Por
otra parte, es pobremente discriminante cuando se obtienen menos de 6 copias del

I1S6110 en los patrones genotipicos (124).

1.4.2.2. Spoligotyping

Entre las técnicas alternativas al RFLP-1S6110, el spoligotyping (tipificacion de
oligonuclettidos espaciadores) permite visualizar con mayor claridad las cepas no
idénticas que forman parte de una familia; se usa habitualmente cuando se observan
menos de 5 copias con el RFLP-1S6110. Esta técnica se basa en la deteccion de
polimorfismos de DNA en el locus de repetidos directos (DR) del genoma del CMT
(131). Esta regién gendmica contiene secuencias repetitivas de 36 pb, entre las cuales
hay secuencias espaciadoras de 31 a 41 pb que son de composicién y longitud variable
en diferentes cepas; la presencia de estas secuencias espaciadoras difiere entre las
distintas cepas.

Para visualizar el polimorfismo en la regién DR de M. tuberculosis, la region DR
es amplificada por PCR usando iniciadores basados en la secuencia DR. El iniciador
reverso esta etiquetado con biotina, y por lo tanto, también el producto. Tomando como
referencia las secuencias espaciadoras de la cepa M. tuberculosis H37Rv y de la cepa P3
de M. bovis BCG, se disefiaron 43 sondas. Estas sondas se alinean y se unen
covalentemente a una membrana en lineas paralelas. Los productos de PCR de la regién

DR de las cepas a estudiar son biotinilados e hibridados a las sondas unidas a la
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membrana. La hibridacion posteriormente se detecta al afiadir un conjugado de
estreptavidina-peroxidasa y un sustrato, que resulta en una reaccién quimioluminiscente
que se detecta en una pelicula.

Un patrén de reconocimiento especifico de los espaciadores es llamado
spoligotipo. Los spoligotipos evolucionan a través de la pérdida de secuencias
espaciadoras, que, una vez perdidas, no son recuperadas, de forma que la evolucion es
unidireccional (132). Por lo tanto, la identificacion de los spoligotipos permite estudiar
la diversidad genética y la distribucion filogeografica de los aislamientos (133).

Es una técnica sencilla, accesible, rapida y reproducible (131, 134). La lectura se
realiza como un codigo digital y puede usarse como método de tamizado, ya que cuando
el patron es distinto, el RFLP también lo es y permite hacer multiples tipificaciones en
poco tiempo.

Los spoligotipos en codigo octal se ingresan en la base de datos internacional
SITVITWEB del Instituto Pasteur de Guadaloupe (135), un nimero SIT (Spoligotype
International Type) se asigna a un patron compartido por dos o mas aislamientos, y a los
patrones de un solo aislamiento se les denomina “huérfanos”. En la base SITVITWEB,
hay informacion disponible de 62,582 aislamientos clinicos correspondientes a 153
paises de origen del paciente (105 paises de origen de aislamiento). Se han reportado
7,105 patrones de spoligotipos (correspondientes a 58,180 aislamientos clinicos)

agrupados en 2740 SIT con 53,816 aislamientos clinicos y 4,364 patrones huérfanos.

1.4.2.3. Métodos de Genotipificacion Alternos
En los ultimos afios se han desarrollado numerosas técnicas, algunas basadas en

RFLP, como las de las secuencias 1S1081 (136), PGRS (137), DR (138) o GTG (139).
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Otras basadas en PCR como Mixed-Linker PCR (140), Mycobacterial interspersed
repetitive units (MIRU) (141), Fast Ligation mediated PCR (FliP) (142), Fluorescent
amplified fragment length plymorphism (FAFLP) (143), Variable numbers of tandem
repeats (VNTR) (144), Enterobacterial repetitive intergenic consensus sequences
(ERIC-PCR) (145) o Ligation mediated PCR (LMPCR) (146). Otras técnicas basadas en
PCR con escaso poder de reproduccion son Double-repetitive-element (DRE) (147),
PCR inversa (148), ampliprinting (149) y PCR con iniciadores arbitrarios (150). De
todas ellas, las que se estan utilizando méas son las técnicas MIRU-VNTR
(Mycobacterial interspersed repetitive unit-Variable numbers of tandem repeats) y

FAFLP (134).

1.4.3. Epidemiologia molecular de M. tuberculosis en México

La técnica de genotipificacion méas extensamente usada en México para estudiar
la transmision de la TB es el RFLP-1S6110. El andlisis de los patrones de RFLP de
aislamientos clinicos de distintas localidades del pais ha permitido estudiar la
transmision de cepas circulantes de M. tuberculosis dentro del pais.

Se ha encontrado alta incidencia de agrupacion de aislamientos resistentes en
Tamaulipas y Chihuahua con 46% (83) y el Distrito Federal con 40% (85); y de
aislamientos susceptibles en Nuevo Le6n con 39% (90), lo que sugiere transmision
reciente y extensiva de TB en estas localidades. En Veracruz se encontré 36% de
agrupacion en el afio 2000 (98-100), 17% en 2004 (101) y 25% en 2006 (151),
sugiriendo una disminucion de la transmision reciente.

Por otro lado, los estudios mas recientes gradualmente han introducido el analisis

de spoligotipos, lo cual ha permitido identificar los principales genotipos predominantes
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en el pais: SIT19, SIT42, SIT47, SIT50, SIT53 y SIT119 (79, 83, 85, 92, 152-155). En
Jalisco, particularmente se han reportado los SIT3, SIT8, SIT17, SIT33, SIT42, SIT53,
SIT81, SIT119, SIT209, SIT804, SIT1243, SIT1711 (79, 154).

Los clados mas predominantes en el pais son Haarlem (H), el Latino Americano-
Mediterraneo (LAM), el X de pocas copias 1S6110 y el aun sin definir clado T. Todos
estos se han encontrado en casi todos los estados analizados (79, 83, 85, 92, 152-155).
De acuerdo a la base mundial, estos son los genotipos que prevalecen en América. Los
sublinajes mas comunmente detectados en el pais son T1, LAM9, H3 y H1.

Globalmente, ciertas cepas de M. tuberculosis se han asociado con una gran
proporcion de infeccion reciente, sugiriendo que estas cepas pueden tener mayor
facilidad de transmision o una probabilidad maés alta de causar infeccién poco después
de la transmision. SIT1 pertenece al genotipo Beijing, del linaje Asiatico-Oriental (153),
y se ha reportado que las cepas de M. tuberculosis tipo Beijing presentan mayor
facilidad para transmitirse y causar la enfermedad (156), por lo tanto, son consideradas
como cepas hipervirulentas (157). Aungue estas cepas se encuentran predominantemente
en Asia, Ultimamente han presentado una distribucion geografica mundial (158). En
México, a la fecha se conocen cuatro reportes de cepas de M. tuberculosis tipo Beijing:
el primer reporte fue en una comunidad rural en Puebla en el 2008 (153), el segundo fue
un aislamiento susceptible pediatrico en Jalisco en el 2011 (79), el tercero fue en
aislamientos MFR de Baja California, Sinaloa y Veracruz (154) y el cuarto en
aislamientos de San Luis Potosi (155).

De igual forma, sélo dos estudios en México ha reportado el andlisis de
diversidad genética de micobacterias usando MIRU-VNTR (85, 154), y en ambos

estudios se determino una alta diversidad genética.
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En México se han elucidado las principales cepas (genotipos) circulantes de M.
tuberculosis, al igual que la frecuencia de mutaciones asociadas a farmacorresistencia.
Sin embargo, la informacion disponible en el pais es limitada; casi la mitad de los
estados Mexicanos siguen sin ser analizados. Teniendo en consideracion que el indice de
la TB en el pais no ha disminuido considerablemente en los Gltimos afios, se necesitan
mas estudios para poder evaluar mejor la dinamica de la transmision de M. tuberculosis

y cepas de M. tuberculosis farmacorresistentes.

29



2. JUSTIFICACION

La tuberculosis es la segunda causa de muerte por una enfermedad infecciosa a
nivel mundial y es causada principalmente por M. tuberculosis. Se ha reportado una alta
diversidad genética dentro de esta especie asociada a variacion en la virulencia y
resistencia a antifimicos.

En México, existen pocos estudios sobre la diversidad genética, resistencia a
antifimicos y mutaciones asociadas a esta resistencia de aislamientos clinicos de M.
tuberculosis. Jalisco es uno de los estados en los cuales no se ha analizado ampliamente

la caracterizacion genotipica y fenotipica de aislamientos clinicos de M. tuberculosis.
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3. OBJETIVOS

3.1. General
Caracterizar genotipicamente aislamientos clinicos de Mycobacterium
tuberculosis, determinar su perfil de resistencia a antifimicos y su correlacién con

mutaciones asociadas a esta resistencia.

3.2. Especificos

1. Identificar aislamientos clinicos de M. tuberculosis.

2. Obtener el perfil de resistencia a antifimicos de los aislamientos clinicos.

3. Detectar mutaciones en genes asociados a la resistencia de los antifimicos.

4. Determinar los spoligotipos presentes en la poblacion de estudio.

5. Determinar la relacion filogenética de los aislamientos y los genotipos

predominantes.
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4. MATERIAL Y METODOS

M. tuberculosis tiene un alto potencial de causar infecciones dentro del
laboratorio, debido a su baja dosis infecciosa (minimo aproximado de 10 bacterias
inhaladas) y su capacidad de sobrevivir en micro-gotas. Por lo tanto, se deben de tomar
precauciones de seguridad que excedan las normalmente usadas en los laboratorios de
Microbiologia.

Este trabajo se llevo a cabo en un laboratorio de Nivel de Bioseguridad I, en el
Laboratorio de Micobacteriologia del Centro Regional de Control de Enfermedades
Infecciosas del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UANL.
Se trabajo en una campana de seguridad bioldgica clase Il (Labconco, Kansas, MO,
EUA), la cual esta equipada con un filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air), y el
flujo dentro de la campana se ajusto a una presion de 0.5 pulgadas de agua. Se trabajo en
una seccién construida con un sistema de ventilacién de una Unica entrada de aire para
mantener la circulacion en una sola direccion, con presion negativa. Se empleo6 ropa de
proteccion especial: cubrebocas, bata de laboratorio, bata de laboratorio exclusiva para
el area de trabajo y doble par de guantes.

Se empled una solucion de glutaraldehido al 2% como agente desinfectante, y
etanol al 70% para la desinfeccion de superficies externas. Todo el material se desecho

en bolsas rojas especiales y se esterilizo antes de descartarse.
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4.1. Estrategia general

Se recolectaron muestras clinicas de pacientes con sospecha de tuberculosis
provenientes de un hospital de Guadalajara, Jalisco, las cuales se procesaron mediante el
método de descontaminacion de Petroff, se les realizo la tincion de Ziehl-Neelsen y se
cultivaron en medio Lowestein-Jensen a 37°C. A partir de los aislamientos clinicos se
identificd la especie mediante pruebas fenotipicas y genotipicas y se determind el perfil
de farmacorresistencia fenotipico mediante los métodos de proporciones y MGIT. Para
determinar la frecuencia de mutaciones en genes asociados a resistencia, se analizaron
genes asociados a resistencia a INH (katG, inhA y ahpC) y RIF (rpoB), mediante PCR-
RFLP vy pirosecuenciacion. Posteriormente, para la genotipificacion, a todos los
aislamientos se les realizé spoligotyping. Con los patrones genotipicos y el dendograma
resultantes, junto con los perfiles de farmacorresistencia fenotipica y genotipica
obtenidos, se determind la relacion filogenética y la probable transmision de cepas
resistentes, en base a la incidencia de los clusters, asi como los genotipos predominantes

en la poblacién de estudio.

4.2. Poblacion de estudio
Se recolectaron muestras clinicas de pacientes con sospecha de TB y con BAAR
con resultado positivo previo, provenientes del Hospital Civil de Guadalajara y el
Instituto de Patologia Infecciosa y Experimental “Dr. Francisco Ruiz Sanchez” durante
un afo: septiembre del 2010 hasta noviembre del 2011. Estas muestras se procesaron en
el Laboratorio de Micobacteriologia del Centro Regional de Control de Enfermedades

Infecciosas del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la UANL.
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4.3. Procesamiento de las muestras clinicas
Las muestras clinicas se procesaron mediante el método de descontaminacion de
Petroff, se les realizo la tincidn de Ziehl-Neelsen para detectar BAAR y se cultivaron en

medio Lowestein-Jensen a 37°C (159).

4.3.1. Descontaminacion de Petroff

La mayor parte de las muestras clinicas estdn contaminadas con una flora
bacteriana mixta que se multiplica mas rapido que las micobacterias. Por ello, las
muestras se procesaron con el método de descontaminacion de Petroff (160). Se
afiadieron 10 mL de la muestra y 10 mL de NaOH 4% en un tubo estéril de fondo cénico.
Se homogenizé la muestra en vortex por 30 s. Se centrifugd por 15 min a 3000 rpm, se
deseché el sobrenadante, se afiadié una gota de azul de bromotimol al sedimento y se le

afiadié HCI 0.1 M hasta observar un viraje en el pH a color verde.

4.3.2. Tincion de Ziehl-Neelsen

Después de la descontaminacion y procesamiento de la muestra, con una pipeta
Pasteur se transfirié una gota a un portaobjetos y se fijo con calor en una plancha de
calentamiento. Se cubri6 con fucsina fenicada por 15 min, se lavé con agua destilada, se
afiadio &cido-alcohol para decolorar, se lavé de nuevo y se afiadié azul de metileno por 3
min. Después de lavar de nuevo se examind al microscopio de luz visible con un
objetivo de inmersion (100X). Los BAAR se tifieron en rojo brillante sobre un fondo
azulado, de 1 a 10 pm de longitud y de 0.2 a 0.6 um de ancho (3). Al menos 300 campos
se analizaron antes de considerar una tinciobn como negativa. Para realizar la

interpretacion de los resultados, se siguieron los siguientes criterios:
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BAAR observados Reporte

Ninguno Negativo
1-2 en 300 campos *
1-9 en 100 campos +
1-9 en 10 campos ++
1-9 en 1 campo +++
>9en 1 campo ++++

4.3.3. Cultivo en Lowenstein-Jensen

Posteriormente se inocularon 0.5 mL de la muestra en medio de Léwenstein-
Jensen en tubos de vidrio con tapén de rosca. Este es un medio sélido a base de huevo,
glicerol, sales y verde de malaquita, solidificado por calentamiento de 85° a 95°C
durante 30-45 min. Los tubos Lowenstein-Jensen se incubaron a 37°C en una atmdsfera
de un 5-10% CO, al menos durante los primeros 7-15 dias. Todos los cultivos se

incubaron durante un minimo de 8 semanas, antes de considerarlos negativos (3, 159).

4.4. Aislamientos clinicos de M. tuberculosis
Normalmente de 2 a 3 semanas puede observarse la presencia de colonias en el
medio, pero puede tardarse incluso hasta 8 semanas. En aquellos cultivos donde
aparecieron colonias irregulares, rugosas, no pigmentadas, parecidas a migajas de pan en
medio Ldwenstein-Jensen, se les consideré como candidatos para realizar las pruebas

fenotipicas (3, 159).

4.5. ldentificacion de M. tuberculosis
Una vez aisladas las colonias se identifico la especie mediante pruebas
bioquimicas tradicionales (produccion de niacina y reducciéon de nitrato) y pruebas

genotipicas (presencia de Regiones de Diferencia).
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4.5.1. Pruebas fenotipicas

Se realizaron dos pruebas bioguimicas para identificar a nivel de CMT, las
pruebas de reduccion de nitrato y produccion de niacina, para las cuales especies del
CMT presentan resultados positivos (3). Para ambas pruebas se utiliz6 como control

positivo la cepa M. tuberculosis H37Rv y una cepa de M. bovis como control negativo.

45.1.1. Reduccion del nitrato
En un cultivo de 3 a 4 semanas del aislamiento a identificar, se le dispenso al
tubo de Léwenstein-Jensen 2.5 mL de un sustrato amortiguador para el nitrato y se dejé
incubando, con el tubo inclinado, a 37°C por 2 h. Luego, se transfirio6 1 mL de este
sustrato a otro tubo. En éste, se afiadio 1 gota de HCI 50%, luego 2 gotas de
sulfanilamida 0.2% y 2 gotas de N-(1-naftil) etilendiamina 0.1%. Si se present0d un

cambio de color, de transparente a rosado-rojo, se consideré como positivo.

45.1.2. Produccion de la niacina
En un cultivo de 3 a 4 semanas del aislamiento a identificar, se le dispensaron 2.5
mL de agua estéril al tubo de Léwenstein-Jensen y se realizd una serie de hendiduras en
el medio con un asa, consiguiendo que el agua entre en contacto y extraiga la niacina
liberada en el medio. Luego, se transfiri6 1 mL de este sustrato a otro tubo y se
afiadieron 2 gotas de anilina y 2 gotas de bromuro de ciandgeno. Si se presentd un

cambio de color, de transparente a amarillo, se consideré como positivo.
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4.5.2. Pruebas genotipicas

Todos los aislamientos positivos para las pruebas fenotipicas fueron candidatos
para realizar la identificacion mediante pruebas genotipicas. Se amplificaron tres genes
conservados (regiones de diferencia, RD) reportados anteriormente: cfp32, RD12 y RD9,

que permiten diferenciar M. tuberculosis del resto de las especies del CMT (27).

45.2.1. Extraccién de DNA por lisis enzimatica

La extraccion de DNA genomico se realizd6 mediante el método de lisis
enzimatica con lisozima (Biotech, Bio Basic, Inc, Ontario, Toronto, Canada) y
proteinasa K (Bioline USA Inc, Taunton, MA, EUA) (161). Primero, las colonias de un
cultivo joven se inactivaron en un tubo eppendorf estéril a 80°C durante 1 h en agua
estéril en bafio de agua (Lab-Line Imperial 1V, Lab Extreme Inc, Kent, MI, EUA), se
centrifugaron por 5 min a 8,000 rpm (Hermle Z 233 MK-2, Labnet, Woodbridge, NJ,
EUA), se desecho el sobrenadante y el sedimento restante se resuspendié con Tris-HCI
100 mM vy lisozima (Img/mL) y se incub6 toda la noche a 37°C en bafio maria. Se
afiadié TE 1X con SDS 1% y proteinasa K (10 mg/mL) y se incubo por 2 h a 55°C.
Posterior a esto se afiadio fenol saturado, SEVAG (cloroformo: alcohol isoamilico; 24:1)
y TE 1X, se mezcld por inversiéon por 5 min y se centrifugd 8 min a 14,000 rpm. Este
ultimo paso se repiti6 dos veces. Se recuperd la fase acuosa, se afiadieron 2.33
volimenes de etanol absoluto y se dejo precipitando al menos 20 min a -20°C. Luego se
centrifugd por 5 min a 14,000 y el sedimento se lavo con etanol al 70% dos veces.
Posteriormente se dejé secando toda la noche, se resuspendio en TE 1X y se incubo a
65°C por 15 min. La cuantificacion del DNA se llevo a cabo en un espectrofotometro de

UV (Beckman Coulter, Brea, CA, Estados Unidos).
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45.2.2.  Amplificacion de regiones de diferencia

Las amplificaciones de tres RD: cfp32, RD12 y RD9 (16) se realizaron a un
volumen final de 25 uL que contenia 1X de buffer de PCR (NH4 1X pH 8.8), 2.5 mM de
MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 200 nM de cada iniciador (Instituto de Biotecnologia,
UNAM, México), 1 U de Tag DNA polimerasa (Bioline USA Inc, Taunton, MA, EUA)
y 200 ng de DNA. Los genes c¢fp32 y RD12 se amplificaron en una PCR multiple con las
siguientes condiciones: un paso inicial de desnaturalizacién a 96°C por 1 min, seguido
de 35 ciclos de 96°C por 10 s, 60°C por 20 s y 72°C por 1 min, terminando con un paso
de extension final a 72°C por 5 min. ElI gen RD9 se amplific6 con un paso inicial de
desnaturalizacion a 94°C por 5 min, seguido de 25 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1
min y 72°C por 1 min, terminando con un paso de extensién final a 72°C por 10 min
(Termocicladores: PCR Sprint, Hybaid y PXE 0.2 Thermal Cycler, Thermo Electron
Corporation, Madison, WI, EUA; y MultiGene, Labnet, Woodbridge, NJ, EUA).

Posteriormente los productos se corrieron en un gel de agarosa al 2% con
bromuro de etidio (2 ug/mL) en una camara de electroforesis (Maxicell Primo EC 340,
Thermo EC, Holbrook, NY, EUA) a 100 V por 45 min en TBE 0.5X, empleando un
marcador de 100-1,000 pb (HyperLadder™ IV, Bioline USA Inc, Taunton, MA, EUA).

Las bandas del gel se visualizaron en un transiluminador de UV a 254 nm
empleando un fotodocumentador (EpiChemi 3 Darkroom, UVP Biolmaging Systems,
Upland, CA, EUA). Las iméagenes fueron documentadas en formato digital mediante el
software Labworks (Lablogics Business Solutions, Mission Viejo, CA, EUA). En la
Tabla 2 se muestra el tamarfio de los productos esperados. Con esta PCR, el aislamiento

que mostra las tres regiones fue identificado como M. tuberculosis (17).
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TABLA 2. Iniciadores utilizados en la identificacion de M. tuberculosis

Gen Secuencia (5°-3°) Producto (pb)
(032 Foward ATGCCCAAGAGAAGCGAATACAGGCAA 2865
c
P Reverse CTATTGCTGCGGTGCGGGCTTCAA
Forward TCGCCGCTGCCAGATGAGT
RD9 600
Reverse TTTGGGAGCCGCCGGTGGTGATGA
RD12 Forward GTCGGCGATAGACCATGAGTCCGTCTCCAT 404
Reverse GCGAAAAGTGGGCGGATGCCAG

4.6. Perfil de farmacorresistencia
El perfil de resistencia a antifimicos de los aislamientos se determiné mediante
dos métodos fenotipicos ya reportados: el método establecido de proporciones (72) y el

sistema MGIT (73). Los antifimicos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Toluca, México).

4.6.1. Método de proporciones

Se tomo una colonia de un cultivo de M. tuberculosis no mayor de 4 semanas con
un aplicador, se suspendi6 en 2 mL de solucion salina en un tubo de vidrio y se ajusto la
turbidez al 0.5 (1-2 x 10® UFC/mL aproximadamente) de la escala de McFarland. Se
realizaron diluciones 1:10 en solucién salina hasta 10 y las diluciones 10% y 10 se
inocularon (0.5 mL) cada una en series de tubos con medio Lowestein-Jensen, los cuales
previamente se prepararon con concentraciones establecidas de antifimicos (STR: 4.0
pug/mL, INH: 0.2 pg/mL, RIF: 40.0 ug/mL, EMB: 2.0 ug/mL) (72). Se inocul6 ademas
un tubo con medio sin antifimico para cada dilucion, el cual se consideré como control
negativo. Estos tubos se incubaron a 37°C por un periodo de 28 dias y posteriormente se

realizo el conteo de colonias presentes comparando con el grupo control.
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La resistencia se expresd como la proporcion de colonias que crecieron en medio
con antifimico comparado con medio sin antifimico y la proporcidn critica de resistencia

fue de 1% para todos los antifimicos.

4.6.2. Método de MGIT

Se tomd una colonia de un cultivo de M. tuberculosis no mayor de 14 dias, se
suspendio en 2 mL de solucién salina y se ajusto la turbidez al 0.5 de la escala de
McFarland. Se realizaron diluciones 1:10 en solucién salina hasta 10™ y esta Gltima se
inoculé en tubos MGIT (Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA), los cuales previamente
se prepararon con concentraciones establecidas de antifimicos (STR: 0.8 pg/mL, INH:
0.1 pg/mL, RIF: 1.0 ug/mL, EMB: 3.5 pg/mL) (162). Se inocul6 ademas un tubo MGIT
sin antifimico para cada dilucion, el cual se consider6 como control negativo. Estos
tubos se incubaron a 37°C por un periodo de 3 a 12 dias hasta que el tubo control se
mostrara positivo. La lectura se realizd en el transiluminador de UV a 356 nm mediante

la determinacion de la presencia o ausencia de fluorescencia.

4.7. Mutaciones en genes asociados a resistencia
4.7.1. Amplificacidn de genes asociados a resistencia
Se analizaron genes asociados a resistencia a INH: katG, inhA y ahpC, asi como
también el gen asociado a resistencia a RIF, rpoB. Los iniciadores usados para las
amplificaciones de estos genes estan listados en la Tabla 3 (Alpha DNA, Montreal,
Canada) (97, 163). La PCR del gen katG se realiz6 con una mezcla de reaccion con una
concentracion final de 1x de buffer de PCR, 3 mM de MgCl,, 0.15 mM de cada dNTP,

300 nM de cada iniciador, 1 U de Tag DNA polimerasa y 200 ng de DNA. Las
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condiciones utilizadas fueron las siguientes: 10 ciclos de 15 s a 95°C, 1 min a 68°C y 15
sa 72°C, seguido de otros 25 ciclos de 15sa95°C, 15s5a68°Cy 15sa 72°C (164).
Las amplificaciones de inhA, ahpC y rpoB se realizaron a un volumen final de
50uL que contenia 1x de buffer de PCR, 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 200
nM de cada iniciador, 1 U de Taq DNA polimerasa y 200 ng de DNA. Las condiciones
utilizadas fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C por 3 min,
seguido de 45 ciclos de 94°C por 30 s, 50°C por 30 s 'y 72°C por 30 s, terminando con
un paso de extension final a 72°C por 5 min (97). Se llevo a cabo la electroforesis de los
productos en gel de agarosa al 2% con 2 pg/mL de bromuro de etidio y las bandas se
visualizaron en el transiluminador de UV. En la Tabla 3 se muestra el tamafio de los

productos esperados.

TABLA 3. Iniciadores utilizados en las PCR y secuenciaciones de genes asociados a resistencia

Gen Secuencia (5> — 3°) Producto (bp)  Ref.

inhA  Forward Biotina-GAGCGTAACCCCAGTGCGAAAG 162 (97)
Reverse CCAGGACTGAACGGGATACGAATG
Sequencing TGGCAGTCACCCC

ahpC Forward Biotina-CGGCACTGCTGAACCACTG 184 (97)
Reverse CCTCATCATCAAAGCGGACAATG
Sequencing CATTTGGTTGCGACAT

katg  Forward GGTCGACATTCGCGAGACGTT 519 (163)
Reverse CGGTGGATCAGCTTGTACCAG

rpoB Forward GCGATCAAGGAGTTCTT 215 97
Reverse Biotina-CGATCAGACCGATGTTGG

Sequencingl CCAGCTGAGCCAATTC
Sequencing 2 TGTCGGGGTTGACC
Sequencing3 CCACAAGCGCCGA
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4.7.2. Digestion enzimatica del gen katG (PCR-RFLP)

La mezcla de reaccion se prepar6 de la siguiente forma: 1 U de MspAll (New
England Biolabs, Ipswich, MA, EUA), 5 uL de producto de PCR de katG, 0.2 pL de
albumina de suero bovino (BSA, 100 pug/mL), 2 uL de buffer de digestion 10X (New
England Biolabs buffer 4) y agua destilada a un volumen final de 20 pL. Se mezcld en
vortex, se centrifugd por 5 s a 11,000 g y se incubd por 3 h a 37°C. Posteriormente se
Ilevo a cabo la electroforesis de los productos en gel de agarosa al 2% con 2 pg/mL de
bromuro de etidio en una camara de electroforesis. Este gel se sometié a 100 V por un
periodo de 40 min y las bandas se visualizaron en el transiluminador de UV. Una banda
de 309 pb indic6 un codon katG315 silvestre, mientras que una banda de 377 pb indicd

un codon katG315 mutante (164).

4.7.3. Pirosecuenciacion de los genes rpoB, inhA 'y ahpC

Los productos biotinilados fueron posteriormente sometidos a pirosecuenciacion
con iniciadores reportados anteriormente y mediante el método estandarizado (97, 165).
Los productos de PCR biotinilados (40 uL) se inmovilizaron en una suspension de 3 pL
de perlas de sefarosa cubiertas con estreptavidina (GE Healthcare, Biosciences AB,
Upsala, Suiza) en 40 pL de buffer de unidn. Las muestras se incubaron por 10 min en
agitacion constante y después de la inmovilizacion, los complejos perlas-templados se
sumergieron en etanol al 70% vy solucion desnaturalizante (NaOH 0.2M).

Las muestras ya desnaturalizadas posteriormente se lavaron en buffer de lavado
(Tris-Base pH 7.6) y los complejos perlas-templados de cadena sencilla se transfirieron a
una placa de 96 pozos con buffer de alineamiento y iniciadores de secuenciacion

respectivos a cada gen (Tabla 3). El alineamiento se llevo a cabo a 90 °C por 2 min en
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un thermoblock (Orbit LS, Labnet, Woodbridge, NJ, EUA) y los templados se dejaron a
temperatura ambiente mientras se prepar6 la mezcla de reaccion para la secuenciacion.
Posteriormente se llevo a cabo la transferencia de los complejos perlas-templados
empleando el dispositivo del pirosecuenciador y la pirosecuenciacion se llevo a cabo en
el pirosecuenciador PSQ SNP 96 (Biotage, Inc., Qiagen, Hilden, Alemania).

Las regiones a analizar por este método fueron las siguientes: inhA, una regién
de 20 pares de bases (-24 a -4); ahpC, una region de 35 pares de bases (-39 a -4) y por
ultimo, una regién en rpoB de 57 pares de bases (del codon 515 a 533). Esta regién se
analizo con tres secuenciaciones separadas, la primera de la region 515-526, la segunda

de la region 526-531 y la tercera secuenciacién de la region 531-533 (97).

4.7.4. Andlisis estadistico

Los resultados de farmacorresistencia fenotipica se compararon con el analisis de
mutaciones en genes asociados a farmacorresistencia de cada aislamiento. El analisis
estadistico se realizd usando OpenEpi (Open Source Epidemiologic Statistics for Public
Health, Version 2.3.1. www.OpenEpi.com, actualizado 2011/23/06, acceso 2012/09/25).
Se us6 la prueba Chi-cuadrada con la correccion de Yates para continuidad para
comparar entre los grupos susceptible y resistente. Los valores de P menores de 0.05
fueron considerados como significativos.

La concordancia entre los resultados de los métodos de proporciones y MGIT se
evalud usando el coeficiente Kappa (k). Los valores Kappa indican concordancia debil
(< 0.40), moderada (0.41-0.60), fuerte (0.61-0.80), o excelente (>0.80). El software
estadistico para Windows, IBM SPSS (SPSS version 20.0; SPSS Inc, Chicago, IL, USA)

se uso para este analisis.
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4.8. Genotipificacion de M. tuberculosis

4.8.1. Spoligotyping

Todos los aislamientos fueron genotipificados con un kit comercial de
Spoligotyping (Isogen Lifesciences, Ocimum Biosolutions, Inc, De Meern, Paises Bajos)
de acuerdo a la técnica estandarizada (131, 134).

Amplificacion de DR. Las regiones espaciadoras en el DR del genoma de M.
tuberculosis se amplificaron usando los iniciadores DRa y DRb (DRa: 5’-Biotina-
GGTTTTGGGTCTGACGAC-3’ y DRb: 5’-CCGAGAGGGGACGGAAAC-3’), uno de
los cuales se encuentra biotinilado. La PCR se realiz6 en un volumen final de 50 puL que
contenia 1x de buffer de PCR (NH4 1X pH 8.8), 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP,
200 nM de cada iniciador, 1 U de Tag DNA polimerasa y 20 ng de DNA. Las
condiciones utilizadas fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacion a 96°C
por 3 min, seguido de 40 ciclos de 96°C por 1 min, 55°C por 1 min y 72°C por 30 s,
terminando con un paso de extensién final a 72°C por 5 min. DNA de M. tuberculosis
H37Rv y M. bovis BCG se usaron como controles.

Hibridacién. Los productos de PCR biotinilados fueron hibridados a una spoligo-
membrana con un set de 43 oligonucledtidos correspondientes a cada espaciador
(incluida en el kit). Para ello, 20 uL de los productos de PCR se afiadieron a 150 pL de
buffer SSPE 2X/SDS 0.1%, se desnaturalizaron por 10 min a 99°C (Orbit LS, Labnet,
Woodbridge, NJ, EUA) y se enfriaron rapidamente. La membrana se lavo por 5 min a
60°C en 250 mL del buffer SSPE 2X/SDS 0.1% y se colocé junto con un soporte
acolchonado en un miniblotter (MN45, Isogen Lifesciences, Ocimum Biosolutions, Inc,

De Meern, Paises Bajos), de forma que las ranuras estuvieran perpendiculares al patron
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de lineas de los oligonucléotidos unidos. Los productos diluidos se afadieron a las
ranuras y se hibridé por 60 min a 60°C.

Posteriormente, mediante aspiracion se retiraron los productos del miniblotter, se
retird la membrana y se lavo dos veces en 250 mL del buffer SSPE 2X/SDS 0.5% por 10
min a 60°C. Se dejo la membrana enfriando con agitacion para prevenir la inactivacion
de la enzima peroxidasa en el siguiente paso.

Etiquetado. Se afiadieron 2.5 uL del conjugado estreptavidina-peroxidasa
(500U/mL, Sigma-Aldrich, Toluca, México) a 10 mL de SSPE 2X/SDS 0.5% y se
incubd la membrana en esta solucion de 45 a 60 min a 42°C en agitacion. La membrana
después se lavd dos veces en 250 mL de SSPE 2X/SDS 0.5% por 10 min a 42°C y
después en 250 mL de SSPE 2X dos veces por 5 min a temperatura ambiente.

Deteccidn. Para la deteccion quimioluminiscente, la membrana se incub6 por 1
min en 20 mL de los reactivos de deteccion del kit ECL, se cubrié con plastico
transparente, y se expuso a una pelicula sensible a luz por 20 min.

Interpretacion. Los patrones obtenidos se analizaron y se convirtieron a un formato
binario, usando “1”, cuando se detect6 hibridacion, y “0”, cuando no se detectd
hibridacion. Este cddigo binario luego se separd en 14 grupos de tres y el espaciador 43
no agrupado. Cada triplete binario se designd con un codigo octal de la siguiente forma:
000=0, 001=1, 010=2, 011=3, 100=4, 101=5, 110=6, 111=7; y el Gltimo espaciador (43)
de la siguiente forma: 0=0, 1=1. Este codigo octal posteriormente se ingreso en la base
de datos internacional SITVIT WEB del Instituto Pasteur de Guadalupe, en la pagina
web: http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/. En esta base, los
numeros del tipo internacional de spoligo (SIT) designan los spoligotipos compartidos

por dos 0 mas aislamientos de pacientes, mientras que los patrones designados como
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“huérfanos” se reportan para un solo aislamiento. Se construyé un dendograma usando
el método de agrupamiento de pares no ponderados con algoritmo del vecino mas
préximo con la aplicacion MIRU-VTRNplus (166).

Lavado de membrana. La membrana se regenerd para su posterior re-uso
mediante dos lavados en SDS 1% a 80°C por 30 min y un lavado en EDTA 20mM pHS8,

por 15 min a temperatura ambiente. Después se almaceno sellada a 4°C.

4.8.2. Anadlisis filogenético y genotipos predominantes

Con los patrones de spoligotyping y el dendograma resultantes, se determiné la
relacién filogenética entre los aislamientos y se determind si hubo alta o baja incidencia
de clisters o agrupaciones. Estos resultados luego se conjuntaron con los perfiles de
farmacorresistencia fenotipica y genotipica obtenidos, y asi se determind si hubo
transmision de cepas resistentes, en base a la incidencia de los clusters.

Por otro lado, se determin6 también la frecuencia de los spoligotipos encontrados
y se determinaron los genotipos predominantes en la poblacion de estudio, asi también
estableciendo si estos fueron farmacorresistentes.

Todos estos resultados se compararon con otros estudios realizados en el pais y
en otros paises, para determinar si existe diferencia en la poblacion de cepas circulantes
de M. tuberculosis en Guadalajara, respecto a la frecuencia de farmacorresistencia y

genotipos predominantes.
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5. RESULTADOS

5.1. Aislamientos clinicos de M. tuberculosis

En total se procesaron 351 muestras clinicas, de las cuales 96 (27.4%) fueron
BAAR positivo y 130 (37%) presentaron un cultivo positivo. Entre las muestras que
resultaron BAAR positivo, 13 (3.7%) no mostraron cultivo positivo. De las muestras que
presentaron cultivo positivo, 112 (32%) fueron candidatas a que se les realizaran pruebas
de identificacion fenotipica, ya que 18 (5%) presentaron un cultivo disgonico, es decir,
las colonias no crecieron en abundancia.

De estos 112 aislamientos, 105 (93.75%) se identificaron como M. tuberculosis
mediante pruebas fenotipicas y genotipicas [37 (35%) presentaron BAAR negativo]. Los
otros 7 (6.25%) aislamientos fueron identificados como especies distintas a M.
tuberculosis por pruebas fenotipicas, y mediante pruebas genotipicas, 6 (5.4%) de éstos
fueron identificados como especies que no pertenecen al CMT y 1 (0.9%) como M.
bovis o M. caprae (Tabla 4).

Por lo tanto, estos 105 aislamientos clinicos de M. tuberculosis se incluyeron en
el presente trabajo. Estos aislamientos fueron recuperados en su mayoria de muestras de
expectoracion (93%), pero también se aislaron de muestras como aspiracion
transtraqueal (2%), aspirado bronquial (2%), lavado gastrico (1%), orina (1%) y biopsia

de ganglio linfatico (1%).

47



TABLA 4. Caracteristicas de las muestras e identificacion de los aislamientos

Pruebas Pruebas

No (%) Cultivo  Fenotipicas Identifica_cién Genotipicas Identificaf:ién
muestras . ) Fenotipica Genotipica
Niacina Nitrato cfp32 RD12 RD9
105 + + M. tuberculosis + + + M. tuberculosis
(80.8) ' ’
1(0.8) + - - No M. tuberculosis  + - - M. bovis/M. caprae
3(2.3) + - + No M. tuberculosis - - - MNT
3(2.3) + - - No M. tuberculosis - - - MNT
18 (13.8) + ND ND ND ND ND ND ND

"Cultivo disgénico; Niacina: Produccion de Niacina; Nitrato: Reduccion de Nitrato; ND: No
Determinado; MNT: Micobacterias No Tuberculosas.

5.2. Perfil de farmacorresistencia fenotipico

Los resultados de susceptibilidad a los antifimicos se muestran en la Tabla 5,
donde se comparan los resultados de los métodos de proporciones y MGIT. El 49.5%
(52/105) de los aislamientos presento resistencia al menos a un antifimico por alguno de
los dos métodos. ElI 50.5% (53/105) de los aislamientos fueron susceptibles a los
antifimicos por ambos métodos. En general, el método de MGIT mostré un nivel mas
alto de deteccién de FR, puesto que se detecto el 48.6% (51/105) de los aislamientos
como FR mientras que por el método de proporciones se detectd el 38.1% (40/105) de
los aislamientos como FR.

Por el método de MGIT, la resistencia a INH y RIF se detectdo en el 40%
(42/105) y en el 20% (21/105) de los aislamientos, respectivamente, y por el método de
proporciones, se detectd en el 26.6% (28/105) y en el 18.1% (19/105) de los
aislamientos, respectivamente. De igual forma, se detect6 MFR en el 19% (20/105) y en

el 17.1% (18/105) de los aislamientos, respectivamente.
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Se detecté monorresistencia a INH en el 13.3% (14/105) y en el 4.8% (5/105) de
los aislamientos por el método de MGIT y proporciones, respectivamente, y
monorresistencia a RIF solo se detectd en el 0.95% (1/105) de los aislamientos por el
metodo MGIT. En contraste, monorresistencia a STR se detectd de forma mas sensible
por el método de proporciones, puesto que se detectd en el 7.6% (8/105) de los
aislamientos y por MGIT se detecto en el 5.7% (6/105) de los aislamientos.

De igual forma se detecto la resistencia a EMB y también fue mejor detectada
por el método de proporciones, puesto que se detectaron patrones IRE (isoniazida,
rifampicina y etambutol) y SIRE (estreptomicina, isoniazida, rifampicina y etambutol)
en el 5.7% (6/105) y en el 6.7% (7/105) de los aislamientos, respectivamente, contrario
al 3.8% (4/105) y al 5.7% (6/105) de los aislamientos, respectivamente, que se
detectaron por el método de MGIT. La monorresistencia a EMB se detect6 en el 0.95%
(1/105) y en el 1.9% (2/105) de los aislamientos por el método MGIT y de proporciones,
respectivamente. Los patrones de polirresistencia detectados por el método MGIT fueron
S| (estreptomicina e isoniazida, 4.8%, 5/105), SE (estreptomicina y etambutol, 0.95%,
1/105) y SIE (estreptomicina, isoniazida y etambutol, 2.9%, 3/105), mientras que los
patrones detectados por el método de proporciones fueron SI (0.95%, 1/105), SE
(estreptomicina y etambutol, 1.9%, 2/105), SIE (estreptomicina, isoniazida y etambutol,
2.9%, 3/105) y SRE (estreptomicina, rifampicina y etambutol, 0.95%, 1/105).

El analisis de concordancia de ambos métodos mostré diferencias en cada
farmaco estudiado: los resultados de resistencia a RIF y STR mostraron excelente
concordancia (k=0.969 y «=0.950, respectivamente) mientras que los resultados de

resistencia a INH y EMB mostraron fuerte concordancia (x=0.666 y k=0.744,
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respectivamente). En general, el anlisis de todos los farmacos (SIRE) mostré fuerte

concordancia (k=0.639).

TABLA 5. Perfiles de farmacorresistencia de aislamientos de M. tuberculosis

No. (%) de aislamientos

Farmacorresistencia -
Proporciones MGIT

Susceptible 65 (61.9) 54 (51.4)
Resistencia a uno 0 méas antifimicos 40 (38.1) 51 (48.6)
Monorresistencia 15 (14.3) 22 (20.1)
INH 5 (4.8) 14 (13.3)
RIF 0(0) 1 (0.95)
STR 8 (7.6) 6 (5.7)
EMB 2 (1.9) 1 (0.95)
Polirresistencia 7(6.7) 9 (8.6)
STR, INH 1 (0.95) 5 (4.8)
STR, EMB 2 (1.9) 1 (0.95)
STR, INH, EMB 3(2.9) 3(2.9)
STR, RIF, EMB 1 (0.95) 0 (0)
MFR 18 (17.1) 20 (19)
INH, RIF 0 (0) 2 (1.9)
INH, RIF, EMB 7 (6.7) 5 (4.8)
STR, INH, RIF 4(3.8) 7(6.7)
STR, INH, RIF, EMB 7(6.7) 6 (5.7)

STR: Estreptomicina, INH: Isoniazida, RIF: Rifampicina, EMB: Etambutol; MFR:
Multifarmacorresistencia; MGIT: Mycobacterial Growth Indicator Tube.

5.3. Perfil de farmacorresistencia genotipico
El analisis del gen rpoB en todos los aislamientos estudiados mostré solo un sitio
de mutacion asociado a resistencia a RIF en la region analizada, Ser531Leu (Tabla 6).

Este sitio presentdé un cambio de TCG—TTG, el cual se encontré en el 48% (10/21) de
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los aislamientos resistentes a RIF. Ninguno de los aislamientos susceptibles mostro esta
mutacion.

En el gen ahpC se encontraron dos mutaciones, ambas una sustitucion C—T
situadas en las posiciones -15 y -10 de la region promotora. El 24% (10/42) de los
aislamientos resistentes a INH presentdé mutacion en la posicion -15 y solo el 2% (1/42)
presentd una mutacion en la posicion -10. De estos, el 36% (4/11) no mostrd otras
mutaciones y el 45% (5/11) también mostré mutaciones en los genes inhA y rpoB.

Ademas, el 29% (18/63) de los aislamientos susceptibles a INH también presentd
una mutacion en ahpC (Tabla 6). El analisis estadistico mostré que hubo diferencia
significativa en la mayoria de los genes analizados (katG: p<0.05; inhA: p<0.05; rpoB:
p<0.0001), no obstante, la presencia de la mutacion en el gen ahpC entre los grupos
resistentes y susceptibles no mostro diferencias significas (p=0.9645).

TABLA 6. Mutaciones en genes asociados a farmacorresistencia de aislamientos

de M. tuberculosis
Coddén o

Farmacorresistencia Gen Nuclestido Mutacion Frecuencia (%)
Resistencia a RIF rpoB 531 TCG - TTG 10/21 (48)
Resistencia a INH katG 315 AGC — ACC 6/42 (14)

inhA -15 C—T 10/42 (24)
-17 CoT 1/42 (2)

ahpC 15 T o ((221;))
-10 CoT 1/42 (2)

Fenotipo susceptible

Los perfiles de farmacorresistencia fenotipica se compararon con las mutaciones

encontradas en cada aislamiento (Tabla 7). Todos los aislamientos mutados en rpoB
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(n=10) presentaron un fenotipo MFR y el 73% (8/11) de los aislamientos mutados en
inhA, también presentaron mutacion en rpoB, y por lo tanto, un fenotipo MFR (Tabla 7).
Por otro lado, todos los aislamientos mutados en katG (n=6) presentaron
monorresistencia a INH, y en el 55% (6/11) de los aislamientos mutados en ahpC se

detecto fenotipo MFR.

TABLA 7. Perfiles de farmacorresistencia de aislamientos de M. tuberculosis

No (%) Farmacorresistencia )
aislamientos Proporcionss GIT Mutaciones Detectadas
41 (39) Ninguna Ninguna Ninguna
12 (11) Ninguna Ninguna ahpC (-15)
1 (0.95) Ninguna R ahpC (-15)
1(0.95) E Ninguna ahpC (-15)
1 (0.95) E E ahpC (-15)
4(3.8) Ninguna I ahpC (-15)
3(2.9) Ninguna I katG315
2(1.9) Ninguna I Ninguna
1 (0.95) Ninguna I inhA (-15)
2(1.9) | | katG315
1 (0.95) | | katG315, ahpC (-15)
1 (0.95) | | inhA (-17)
1 (0.95) I Sl Ninguna
1 (0.95) Ninguna S Ninguna
3(2.9) S S ahpC (-15)
2(1.9 S S Ninguna
2(1.9) S Si Ninguna
1 (0.95) SE Sl inhA (-15)
1 (0.95) S SE Ninguna
1 (0.95) SE SIE Ninguna
1 (0.95) SIE Sl Ninguna
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TABLA 7. (Continuacion...)

2(1.9) SIE SIE Ninguna

1(0.95) Sl SIR Ninguna

1(0.95) SRE SIR Ninguna

4(3.8) SIR SIR Ninguna

1 (0.95) IRE IR Ninguna

1(0.95) IRE IR ahpC (-10), rpoB531
3(2.9) IRE IRE inhA (-15), ahpC (-15), rpoB531
2(1.9) IRE IRE inhA (-15), rpoB531

1 (0.95) SIRE SIR inhA (-15), rpoB531
3(2.9) SIRE SIRE Ninguna

2(1.9) SIRE SIRE inhA (-15), ahpC (-15), rpoB531
1(0.95) SIRE SIRE rpoB531

S: Estreptomicina, I: Isoniazida, R: Rifampicina, E: Etambutol; MGIT: Mycobacterial
Growth Indicator Tube.

5.4. Genotipos de M. tuberculosis
Para determinar los genotipos y familias genéticas de los aislamientos de M.

tuberculosis, se les realizd spoligotyping a todos los aislamientos.

5.4.1. Spoligotipos de los aislamientos de M. tuberculosis

Se obtuvieron 31 patrones de spoligotipos diferentes de los 68 aislamientos.
Entre ellos, se detectaron 3 aislamientos huérfanos con patrén Unico, no reportados en la
base de datos (Tabla 8).

Un total de 27 SIT (Tipo Internacional de Spoligotipo) comprendiendo a 63
aislamientos concordaron con un tipo compartido preexistente en la base de datos
SITVIT WEB, mientras que un SIT comprendiendo 2 aislamientos fue recientemente

creado en este estudio (Tabla 9).
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TABLA 8. Descripcion de aislamientos huérfanos encontrados en este estudio

Aislamiento E?j)g)oll Descripcion de Spoligotipo Cédigo Octal FR
MEX47 M/26 @ cooooooooocosmsscomsmsccooooooooooooooeees 000076360000071 Susceptible
MEX224 F/38 | sssssssscomsscussssssssssssssssscooocsss = 776357777760571 Resistente a RIF
MEX264 M/56 e o 770037777760771 Susceptible

FR: Farmacorresistencia

Diez patrones correspondieron a aislamientos agrupados o clusters (>2
aislamientos), que comprendieron en total 47 aislamientos (69.2%): SIT53 del sublinaje
T1 (25%, 17/68), SIT50 del sublinaje H3 (8.8%, 6/68), SIT42 del sublinaje LAM9
(7.4%, 5/68), SIT17 del sublinaje LAM2 (5.9%, 4/68), SIT1231 del sublinaje T5 (5.9%,
4/68), SIT137 del sublinaje X2 (4.4%, 3/68), SIT34 del sublinaje S (2.9%, 2/68), SIT47
del sublinaje H1 (2.9%, 2/68), SIT51 del sublinaje T1 (2.9%, 2/68), y por ultimo,
SIT3000 de linaje desconocido (2.9%, 2/68), recién creado en este estudio.

Por otro lado, 18 aislamientos presentaron patron Gnico (26.5%): SIT2 del
sublinaje H2, SIT19 del sublinaje EAI2-Manila, SIT20 del sublinaje LAM1, SIT92 del
sublinaje X3, SIT232 y SIT335 de linaje desconocido, SIT371 del sublinaje H3, SIT406
del linaje Beijing, SIT469 del sublinaje LAM9, SIT478 del sublinaje X2, SIT535 y
SIT732 del sublinaje T1, SIT1215 del sublinaje LAM2, SIT1225 y SIT1356 del
sublinaje S, SIT1686 del sublinaje H1, SIT2007 del sublinaje T3 y SIT2212 del
sublinaje H3.

Las familias genotipicas mas frecuentemente encontradas fueron T, Harleem (H)

y Latinoamericana (LAM). El dendograma se muestra en la Figura 2.
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TABLA 9. Descripcion de spoligotipos de aislamientos de M. tuberculosis

SIT? Descripcion de spoligotipo Cadigo octal Linaje” n (%)° al:;]?fjrg;c%en
2 EO00EADNEADDEAOCCATACEEACORGED: 000000004020771 H2 1(15) Unico
17 - oo o 677737607760771 LAM2 4(5.9) Cluster
19 - ! e 677777477413771  EAI2-Manila 1 (1.5) Unico
20 = o oo 677777607760771 LAM1 1(15) Unico
34 oo oo 776377777760771 S 2(2.9) Cluster
42 o o 777777607760771 LAM9 5(7.4) Cluaster
47 e 7777774020771 H1 2(2.9) Cluster
50 mooo TTTTTTTT7720771 H3 6(8.8) Cluster
51 commmcooo 777777777760700 Tl 2(2.9) Cluster
53 oo 777777777760771 T1 17 (25) Claster
92  mamooooooon: oo 700076777760771 X3 1(1.5) Unico
137 ooommocoom 777776777760601 X2 3(4.4) Cluster
232 IPO0ODONO0000 777777760000171 Unk 1(1.5) Unico
335 o mooo 777767607720771 Unk 1(1.5) Unico
371 — ooy 777777007720771 H3 1(1.5) Unico
406  ooooooooooooooooooooooooooonoooococessosss 000000000000731 Beijing 1(1.5) Unico
469 o o oo 077777607760771 LAM9 1(15) Unico
478 e coomecooom 617776777760601 X2 1(1.5) Unico
535 o o 777777707760771 T1 1(15) Unico
732 . o 777763777760771 T1 1(1.5) Unico
1215 == —— oo 677735607760771 LAM2 1(1.5) Unico
1225 : ooooOCCeRRGCD 776377700160771 S 1(15) Unico
1231 oo o 777774057760771 T5 4(5.9) Cluaster
1356 H coowsmscmm  776377777760751 S 1(15) Unico
1686 ! 777740004020771 H1 1(15)  Unico
2007 oo 777737677760771 T3 1(1.5) Unico
2212 IOCOCOC RN o TTTT77404720571 H3 1(1.5) Unico
3000* e & TP e ee 774740005720771 Unk 2(2.9) Cluster

SIT: Shared International Type. SIT seguido de un asterisco indica que fue recientemente creado por dos aislamientos con el mismo

patrén en este estudio.

®Las designaciones del linaje son de acuerdo a la base SITVIT WEB. Unk, patrones desconocidos.
“NUmero (porcentaje) de aislamientos en este estudio.

55



MJ-Tree, Spoligo: Categorical

Unk (232 (MEX103)
HI (47 (MEX124)
HI (47 (MEX126))

[LaMz (17 MEXz60D ]
[Lamz (17 MEXE31D
[z 7 wiexesy |
[CaMZ {7 ME7ED]
LAM 1 (20 (MEX173))

[LAH (469 MB1E]
[Laws (42 MB20p |
[LAWS (42 MEXZ 03]
[LaMS 42 MExz08) ]

= )
LaM2 (1215 (MEXZ20))
¢

H1 {1686 (MEX272
| LUnk 000 MEX10<4)

LAMS (42 (MEXZETY)

LAMS (42 (MEX3420)

[FLEss moa]

L

[FEGomeGs)]

H3 (50 (MEXED

H2 (50 (MEX770)

— [ wzse weae]
534 (MBX2)

5 (34 (MEX265)

Unk (Orphan (MEX224)

=)

EAIZ-Manila (19 (MEX23))

T [X3.(82 (MEX113))

H3 (2212 (MEX66)) mmn

L [Onk (Orphan MEX25 73]

137 MERL77Y)
(137 MEX313)

TL (51 (MEXG3)
(53 (MEXL0)
T1 (53 (MEXL06))
(52 {
53
5
5

S|[=][= =
| oy oy -
Gl Gi
o v
Z(E|=
(=)=
o] | el e
il
] [

=
iy
G
)

=
=
w
| g
o
I
o
=

MEX17 1y
MEX29

53 MEX304Y

(53 (MEX340)
T1(53 (MEXGL)
T1(53 (MEXG2Y
53 MEX74
5
53 MEX3)
53 MEX93)
(53 (MEX95)

=|[=|[—
==l
i [ [
||

=|[=][=][=
=[l= ==
Pl
===

m
=112l

)

=
i
v
v

I[onk zooo mema)

X2 (478 (MEXZ7E))

II ii><
NI H(E
i

rLH2 2 MEXE2)) (NS N NN SENENEENEEEE EEEEEE EEE]

[

01

1 Beijing (406 (MEX117)
Unk. (Orphan (MEX470)

Figura 1. Dendograma de aislamientos de M. tuberculosis en base a su spoligotipo (n = 68),
usando el software MIRU-VNTR plus. Se muestra el linaje y SIT, como se definen en la base de
datos SITVIT2 perteneciente al Instituto Pasteur de Guadeloupe, y la identificacion de cada

aislamiento.
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En la Tabla 10 se muestran los patrones de FR de los distintos SIT encontrados.
Entre los aislamientos MFR, el 12.8% (6/13) pertenecieron a un claster: SIT53 (n=3),

SIT137 (n=3); el resto presentd patrones Unicos.

TABLA 10. Patrones de farmacorresistencia en SIT encontrados en este

estudio
Aislamiento SIT Linaje INH RIF STR EMB

MEX65 17 LAM2 R S R S
MEX76 17 LAM2 S S R S
MEX331 17 LAM?2 S S R S
MEX23 19 EAI2-Manila R S R R

MEX2 34 S R S S S
MEX265 34 S R S R R
MEX208 42 LAM9 R S R S
MEX157 50 H3 R S S S
MEX159 50 H3 R S S S
MEX63 51 T1 R R R R
MEX169 51 T1 R S S S
MEX10 53 T1 R R R S
MEX61 53 T1 R R R S
MEX74 53 T1 S S S R
MEX88 53 T1 R S R R
MEX95 53 T1 R S S S
MEX105 53 T1 R R R R
MEX171 53 T1 R S S S
MEX177 137 X2 R R R R
MEX313 137 X2 R R S S
MEX318 137 X2 R R S S
MEX134 335 Unk R R R R
MEX140 371 H3 R R R S
MEX117 406 Beijing R R R R
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TABLA 10. (Continuacion...)

MEX18 469 LAM9 R R R R
MEX276 478 X2 S R S S
MEX22 535 Tl S S R R
MEX111 732 Tl R S S S
MEX220 1215 LAM2 R S S S
MEX73 1231 TS5 R S R S
MEX133 1231 T5 R R R S
MEX327 1231 TS5 R S R R
MEX66 2212 H3 R R R S

SIT: Shared International Type; INH: isoniazida; RIF: rifampicina; STR:
estreptomicina; EMB: etambutol.

Los SIT34 del sublinaje S, SIT51, SIT53 y SIT732 del sublinaje T1, SIT1215 del
sublinaje LAM2 y el huérfano MEX224 de linaje desconocido, resistentes a INH,
presentaron mutaciones en los genes inhA o katG. Los SIT137 del sublinaje X2 y
SIT469 del sublinaje LAM9, ambos MFR, presentaron mutacion en rpoB. SIT406 del

linaje Beijing, MFR, presenté mutaciones en tanto en inhA como en rpoB (Tabla 11).

TABLA 11. SIT y linajes con mutaciones asociadas a
farmacorresistencia encontrados en este estudio.

Aislamiento SIT Linaje Resistencia Mutaciones
MEX277 34 S INH inhA
MEX169 51 T1 INH katG
MEX171 53 T1 INH katG
MEX318 137 X2 MFR rpoB
MEX117 406 Beijing MFR inhA, rpoB
MEX18 469 LAM9 MFR rpoB
MEX111 732 T1 INH katG
MEX220 1215 LAMZ2 INH inhA
MEX224 Huérfano  Unk INH katG

SIT: Shared International Type; INH: isoniazida; MFR:
Multifarmacorresistente.
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6. DISCUSION

La farmacorresistencia en M. tuberculosis es un problema de salud publica serio,
especialmente en paises en desarrollo. Para poder contribuir en la solucion del problema,
es necesario que se lleve a cabo la vigilancia de patrones de resistencia y las mutaciones
asociadas a esta resistencia. Por ello, en este trabajo se describe la resistencia fenotipica
a los antifimicos de primera linea y las mutaciones en genes asociados a resistencia a
INH y RIF en aislamientos clinicos de M. tuberculosis de Guadalajara, Jalisco. Escasos
estudios en el pais han analizado la frecuencia de mutaciones en genes asociados a
farmacorresistencia de aislamientos clinicos de M. tuberculosis (85, 97, 104, 106-111).
De hecho, este es el primer analisis de mutaciones asociadas a resistencia a INH y RIF
de aislamientos clinicos de M. tuberculosis de Guadalajara, Jalisco.

La farmacorresistencia y MFR en México que se reportd en una revision en 2009
fue de 33% y 17%, respectivamente (103). En el presente trabajo, se observo que la
farmacorresistencia de aislamientos de Guadalajara, Jalisco, fue mas alta (48.6%) vy la
MFR no varié mucho (17.1%). El tnico reporte de farmacorresistencia en Jalisco fue en
el afio 2000. En ese estudio, 237 aislamientos clinicos fueron analizados y la MFR
detectada fue de 38%. Como puede notarse, este valor es mas alto que el valor que se
detecto en el presente estudio, en el cual se analizaron 105 aislamientos, lo cual sugiere
que la tasa de MFR puede ir disminuyendo en el lapso de doce afios (89). Sin embargo,

es de considerarse que en el presente estudio solo se analizaron muestras de pacientes
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con sospecha de TB, asi que el valor real de la poblacion de Guadalajara podria ser
distinto.

En general, los resultados de los métodos de MGIT y de proporciones mostraron
patrones de resistencia similar y fuerte concordancia. No obstante, el método de MGIT
mostré mejores resultados cuando se analizo la resistencia a INH y EMB, puesto que
casi el doble de aislamientos resistentes a INH se detectd por el método de MGIT, a
comparacion del método de proporciones. Entre los 13 aislamientos susceptibles por el
método de proporciones y resistentes por el método MGIT, tres tenian una mutacién en
katG, dos tenian una mutacién en inhA y tres tenian una mutacién en ahpC. Lo anterior
parece indicar que estos aislamientos son en realidad resistentes. Por lo tanto, cuando se
realice analisis de susceptibilidad a INH por el método de proporciones, se deben
analizar ademas las mutaciones en genes asociados a resistencia.

Los resultados en el presente trabajo mostraron que ambos métodos tuvieron
resultados similares cuando se detectaron aislamientos MFR (19% y 17.1% para el
método de MGIT y de proporciones, respectivamente), por lo tanto, ambos métodos aln
son confiables. De forma similar, Abe et al. encontraron que el método MGIT mostrd
mejor desempefio que el método de proporciones para determinar la resistencia a INH
(167) y sus resultados fueron confirmados mediante el analisis de los genes katG e inhA.
Tanto los resultados de Abe et al. y los resultados presentados en el presente trabajo
sugieren que el método MGIT es acertado para la determinacion rapida de
susceptibilidad de M. tuberculosis.

Las mutaciones en el RRDR (Region Determinante de Resistencia a
Rifampicina) del gen rpoB son las més asociadas a resistencia a RIF, incluso en un 95%

(45, 46). En este estudio, solo se encontrd la mutacion Ser531Leu, en casi la mitad de los
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aislamientos resistentes a RIF (48%). De hecho, esta es la mutacion que mas
frecuentemente se detecta en los aislamientos resistentes a RIF a nivel mundial (168-
170) y en el presente trabajo se detectdé en menor frecuencia que en otros paises, como
China (59.2%) (171), Italia (56.7%) (168), Turquia (56.7%) (169), Siria (56.5%) (172) e
India (54.5%) (173).

De igual forma la mutacion rpoB531 ha sido reportada en varios estados del pais,
como Nuevo Leon (28.6-54.4%) (97, 108, 109), Veracruz (33.3%) (104, 111), Distrito
Federal (12.5-28.6%) (85, 104, 106, 107), Distrito Federal/Puebla/Veracruz (35.9%)
(104), Sonora (30.8%) (110) y Durango (14.3%) (106). La frecuencia de la mutacion
rpoB531 encontrada en el presente trabajo es superior a la mayoria encontrada en otros
estados. Otras mutaciones cominmente asociadas a resistencia a RIF que no se
detectaron en el presente trabajo son rpoB516 y rpoB526 (97, 106-108, 110).

Es importante considerar que en el presente estudio no se analizé la RRDR
completa, que abarca de los codones 507 al 533 (45, 46); y se han reportado mutaciones
fuera de la RRDR en aislamientos resistentes a RIF alrededor del mundo (113),
incluyendo México (104, 107, 111); por lo tanto, es posible que los aislamientos
resistentes a RIF que no se encontraron mutados en la regién analizada en este estudio
(codones 515 al 533) puedan tener mutaciones en los codones 509-513 (104, 106, 107,
111) o incluso fuera de la RRDR.

Se ha demostrado que casi todos los aislamientos resistentes a RIF también
presentan resistencia a otros antifimicos, principalmente a INH (174). De hecho, la
deteccion de resistencia a RIF se ha propuesto como un indicador temprano de TB MFR.
Los resultados del presente trabajo muestran que casi todos los aislamientos resistentes a

RIF analizados (95%) también fueron resistentes a INH. Para poder delinear este rol, se
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necesitan analizar mas aislamientos clinicos para determinar si el gen rpoB puede ser
usado como un marcador alternativo para detectar tempranamente la presencia de TB
MFR.

La mutacion Ser315Thr del gen katG es la mas frecuentemente asociada a
resistencia a INH (45, 46). En el presente estudio se encontré baja frecuencia de
mutaciones katG en aislamientos resistentes a INH (14%), muy por debajo de la
frecuencia encontrada en otros paises como China (55.2%) (175), India (64.3%) (176),
Brazil (69.3-80.2%) (53, 177), Estados Unidos (75%) (178), Vietnam (76.8%) (179),
Bangladés (83.9%) (180), Etiopia (94.3%) (181) y Rusia (95%) (182). Esta mutacion
también se ha reportado en nuestro pais en el Distrito Federal (100%) (85), Nuevo Leo6n
(35.7-64.9%) (92, 108, 109), Veracruz (52.9) (111) y Sonora (42.9) (110), con
frecuencias mucho mas altas que la encontrada en el presente estudio, sin embargo, no
se buscaron otras mutaciones menos comunes como son en los codones 249 (109), 271
(92), 275, 307 (109), 311 (109, 111), 318, 328, 331 (111), 727 (111) y deleciones en
codones 29-353 (109), los cuales han sido reportados en otros estados de México.

Se encontré una frecuencia de mutaciones del 26% en la region promotora de
inhA similar a lo que se ha reportado anteriormente, que es entre el 20 al 34% de los
aislamientos resistentes a INH (45, 46). En otros paises, se han encontrado frecuencias
mas bajas como en Etiopia (5.7%) (181), India (11.4%) (176), China (15%) (175),
Lituania (19.2%) (183), Espaiia (23.6%) (184), y frecuencias mas altas que la encontrada
en el presente trabajo, como Inglaterra (27.2%) (185) y Siria (32%) (172). Hasta ahora,
solo tres estudios han reportado mutaciones en este gen en Mexico donde se detecto la

misma mutacion que en el presente estudio (C— T, -15). Garza-Gonzalez et al.
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detectaron solo dos aislamientos con esta mutacion, uno susceptible y otro resistente a
INH en el estado de Tamaulipas (7.7%) (97). Ramaswamy et al. detectaron tres
aislamientos resistentes a INH con esta mutacién en Nuevo Leon (8.1%) (109) y
Bolado-Martinez et al. encontraron cinco aislamientos resistentes a INH mutados en este
gen, al igual que un aislamiento susceptible Sonora (28.6%) (110). En el presente
estudio no se encontr6 ningun aislamiento susceptible a INH con esta mutacion.

Hazbon et al. encontraron diferente distribucion de mutaciones asociadas a
resistencia a INH en aislamientos monorresistentes y MFR: las mutaciones en el
promotor de inhA fueron mas frecuentes en aislamientos monorresistentes a INH vy las
mutaciones en el gen katG fueron mas comunes en aislamientos MFR (105). En el
presente trabajo se encontraron resultados diferentes: todos los aislamientos que
presentaron mutaciones en katG fueron monorresistentes y el 72.7% de los aislamientos
que presentaron mutaciones en inhA fueron MFR.

Interesantemente, el 48% de los aislamientos resistentes a INH en este estudio no
presentaron ninguna mutacion de las analizadas. Es posible que otros genes puedan estar
involucrados, puesto que se ha reportado que mutaciones en ndh (NADH
deshidrogenasa) se han encontrado en aislamientos resistentes a INH sin presentar
mutaciones en katG, inhA y ahpC (52). Sin embargo, es necesario expandir el analisis de
las regiones de katG e inhA, antes de considerar el analisis de otros genes.

Interesantemente, en este estudio se detectaron tanto aislamientos susceptibles
(29%) como resistentes (26%) mutados en el gen ahpC. En México solo otros dos
estudios han reportado mutaciones en ahpC en 3.1-9.4% de aislamientos resistentes a

INH (97, 110).
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En M. tuberculosis, ahpC codifica para una alquil hidroperoxidasa reductasa que
estd implicada en la resistencia a los intermediarios del oxigeno y nitrégeno reactivo.
Este gen se ha asociado a resistencia a INH (50, 113); sin embargo, se ha encontrado que
un incremento en la expresion de ahpC parece ser mas una mutacion que compensa la
pérdida de actividad de catalasa/peroxidasa que la base de la resistencia a INH (45, 57).
De hecho, la misma mutacidn que se encontré con mas frecuencia en el presente trabajo

(C—T, -15), se ha encontrado junto con una delecion del gen katG, y es posible que las

mutaciones en la region promotora de ahpC si son compensatorias, en lugar de causar
resistencia directamente (186). No obstante, en el presente estudio no se encontrd
ninguna delecion de katG.

Dalla Costa et al. encontraron mutaciones en la region intergénica de oxyR-ahpC
en 8.9% de 224 aislamientos resistentes a INH estudiados, confirmando su poca
participacion como causa de resistencia a INH (187). Garza-Gonzalez et al. encontraron
un aislamiento susceptible con una mutacion en la posicion -32 de ahpC (97). Ademas,

Ong et al. también encontraron un aislamiento susceptible con una mutacion C— T, -15

en ahpC (188). Consecuentemente, sugieren que esta alteracion en la secuencia puede
ser un polimorfismo. Los resultados en el presente estudio fuertemente soportan esta
hipétesis.

Aunque se encontraron 23 (21.9%) aislamientos resistentes a EMB, no se realiz
analisis del gen embB, el cual se ha asociado a esta resistencia hasta en un 65% (61). De
hecho, de los 23 aislamientos resistentes a EMB en este estudio, 14 (60.9%) también
fueron MFR. Seria conveniente entonces realizar andlisis de los genes embB de estos

aislamientos para corroborar los resultados encontrados en este estudio (65), o en otro
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estudio realizado en Nuevo Leon, donde se encontraron mutaciones en los codones 306
y 406 de este gen en aislamientos resistentes (109). De igual forma, no se realizo el
analisis de los genes rrs y rpsL en los 28 (26.7%) aislamientos resistentes a STR, de los
cuales 13 (46.4%) fueron MFR.

En Meéxico, existen pocos estudios que han analizado la frecuencia de
mutaciones asociadas a FR en aislamientos clinicos de M. tuberculosis en el Distrito
Federal (65, 85, 104-107), Durango (106), Nuevo Leon (97, 108, 109), Puebla (65, 104,
105), Sonora (110), Tamaulipas (97) y Veracruz (65, 104, 105, 111, 112). En varios
estudios fueron identificadas algunas mutaciones que no habian sido reportadas
previamente (85, 104, 107, 113). No obstante, a pesar de que Jalisco es uno de los
estados mexicanos que aun no habia sido analizado, en este estudio no se detect6
ninguna nueva mutacion. Estudios adicionales ayudarian a revelar la distribucion de las
mutaciones asociadas a farmacorresistencia en nuestro pais.

El analisis de la diversidad genética de las cepas de M. tuberculosis permite
determinar los distintos genotipos responsables de causar TB en diferentes lugares, lo
cual es importante para el control de esta enfermedad. Se ha reportado la contribucién de
la variacion genética de las cepas de M. tuberculosis en la variacion de la presentacion
de la enfermedad, frecuencia de la transmision y la respuesta del tratamiento (189, 190).

Particularmente, se ha reportado la asociacion de cepas de M. tuberculosis del
genotipo Beijing con MFR y alta habilidad de transmitir y causar enfermedad (156, 157).

El genotipo Beijing se identifica principalmente por la delecion de los
espaciadores 1-34, la delecion de RD207 y la presencia de al menos tres de los nueve

espaciadores en el locus DR (121, 191, 192). A la fecha, se han reportado 27 tipos
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compartidos de la familia Beijing en la base internacional SITVIT2 (incluyendo un total
de 6,148 cepas de 71 paises de origen).

El genotipo Beijing clasico se caracteriza por el SIT1 en el SITVIT2 (a la fecha
de esta comparacion, SITVIT2 contenia un total de 5,800 cepas SIT1 representando el
94.3% de todas las cepas Beijing). Aungue estas cepas son altamente prevalentes en
Asia, tienen una distribucion geografica mundial (158). De igual forma, el genotipo
SIT1 ha sido reportado en varios estados de México, tal como Puebla (153), Jalisco (79),
Baja California, Sinaloa, Veracruz (154) y San Luis Potosi (155), tanto en cepas
farmacorresistentes como susceptibles.

Sin embargo, en este estudio se detecté un aislamiento MFR con un patron
SIT406, correspondiente a un genotipo Beijing. Este es el primer reporte de SIT406
Beijing no s6lo en nuestro pais sino en Latinoamérica. A la fecha de esta comparacion,
SIT406 representd un total de 14 cepas en la base de datos SITVIT2, es decir, sélo el
0.2% de las cepas Beijing sensus stricto (SIT1, n=5,800). La distribucion mundial de las
cepas SIT406 se limito esencialmente a Estados Unidos (64.3%), Bélgica (7.1%), India
(7.1%), Italia (7.1%), Japon (7.1%) y Tunez (7.1%).

Poco se conoce respecto a la enfermedad causada por los genotipos Beijing raros
que difieren del genotipo Beijing clasico por su patron de spoligotipo. De hecho, en
Latinoamérica se han detectado sélo dos casos de cepas Beijing raras en México
(SIT269 y SIT941) (135) y reporte de caso de Colombia (SIT190) (193). No obstante, el
spoligotyping se ha usado en su mayoria en paises de alto ingreso econémico, y debido a
la informacion incompleta de spoligotyping en paises tales como Meéxico, la

contribucion real de Beijing y otros genotipos no esta clara.
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El fracaso del tratamiento anti-tuberculoso ha sido asociado con MFR en lugar
del genotipo Beijing (194). Sin embargo, considerando que la mayoria de las cepas
Beijing detectadas a nivel mundial pertenecen al SIT1, el estudio de diferentes genotipos
pertenecientes a la familia Beijing puede mostrar diferentes resultados.

Los linajes mas predominantes que se encontraron en Guadalajara fueron el
Haarlem, el Latinoamérica-Mediterraneo, el X y el T. Estos resultados son similares a
los reportados en varios estudios en varios estados del pais (79, 83, 85, 90, 92, 152-155).
Se detectd predominancia de SIT53, SIT50 y SIT42, como se ha reportado
anteriormente (79, 83, 92, 152, 154).

Se detectd alto indice de agrupacion de spoligotipos (69%), como se ha reportado
repetidamente en México (79, 85, 92, 152). Esto indica alta transmision de clonas de M.
tuberculosis. La mayoria de los aislamientos agrupados, independientemente de la
familia genotipica, fueron susceptibles a farmacos, indicando baja transmision de
aislamientos FR.

Aunque se ha detectado un alto numero de spoligotipos no reportados
previamente en la base de datos internacional en otros estudios (85, 152), en el presente
estudio sélo el 7.3% de los aislamientos no se habian reportado anteriormente en la base
de datos.

Los SIT34 del sublinaje S, SIT51, SIT53 y SIT732 del sublinaje T1, SIT1215 del
sublinaje LAM2 y el huérfano MEX224 de linaje desconocido, resistentes a INH,
presentaron mutaciones en los genes inhA o katG. SIT137 (X2) y SIT469 (LAM9),
ambos MFR, presentaron mutacion en rpoB. SIT406 (Beijing), MFR, presento

mutaciones tanto en inhA como en rpoB.
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Las mutaciones especificas asociadas a FR en cepas de M. tuberculosis se han
detectado en familias genéticas especificas, tales como Beijing y LAM (182, 187).
Ademas, se han detectado cepas MFR (SIT53, T1) con bajo nimero de copias de 1S6110
con prevalencia de mutaciones katG315, rpoB526 y rpoB531 (92). Sin embargo, en la
mayoria de los estudios realizados en México, no se ha encontrado correlacion entre los
patrones genotipicos o clusters de diferentes cepas y mutaciones especificas (85, 104,
109). En el presente estudio, la frecuencia de mutaciones de aislamientos de una misma
familia fue muy baja, lo que sugiere que los aislamientos estudiados no estan
relacionados genéticamente y por tanto las mutaciones se adquirieron
independientemente.

La comprension de la naturaleza y frecuencia de mutaciones asociadas a FR en M.
tuberculosis, al igual que el discernimiento del genotipo especifico causando infeccion
en diferentes lugares es importante para el control de la enfermedad. La alarmante
escasez de genotipificacion de aislamientos clinicos de M. tuberculosis de México,
resalta la necesidad de nuevos estudios que puedan generar méas informacién de los
genotipos actuales. Algunos genotipos Beijing han sido asociados a MFR (157), y dado
que esta FR y las mutaciones asociadas a esta se han estado incrementando en los
ultimos afios, la busqueda de este genotipo debe realizarse para determinar si también se
ha estado expandiendo.

Teniendo en consideracion que el indice de TB en el pais no ha disminuido
considerablemente en los ultimos afios, se necesitan mas estudios para poder evaluar
mejor la dinamica de la transmision de M. tuberculosis y cepas de M. tuberculosis

farmacorresistentes.
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7. CONCLUSIONES

Se detectaron altos niveles de farmacorresistencia (48.6%) y multifarmacorresistencia
(19%) en aislamientos clinicos de M. tuberculosis de Jalisco.

Se detectaron mutaciones asociadas a farmacorresistencia comunmente reportadas
mundialmente en los genes rpoB (48%), katG (14%), inhA (26%) y ahpC (26%).

Se encontro un posible polimorfismo en aislamientos susceptibles a isoniazida en el
gen ahpC (29%).

La mayor frecuencia de agrupacion (69.2%) se presenté en SIT53 (25%), SIT50
(8.8%), SIT42 (7.4%), SIT1231 (5.9%) y SIT137 (4.4%).

Los linajes predominantes fueron T, Haarlem y LAM, como se ha reportado
anteriormente.

La transmisién de cepas multifarmacorresistencia detectada fue baja (agrupacion de
12.8%).

Se detect6 por primera vez en Latinoamérica un genotipo Beijing raro, SIT406, con

un fenotipo multifarmacorresistente.
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9. ANEXOS
ANEXO I. Preparacion de reactivos

Acido acético 4M. Diluir 46.5 mL de &cido acético concentrado con 153.5 mL de agua
destilada.

Acido-alcohol. Diluir 3 mL de HCI concentrado en 97 mL de etanol al 95%.

Anilina 4%. Diluir 4 mL de anilina en 100 mL de etanol al 96%.

Azul de bromotimol 0.1%. Diluir 0.1 g de bromotimol en 2 mL de etanol y aforar a
100 mL con agua destilada.

Azul de metileno: Diluir 3 g de azul de metileno en 1 L de agua destilada.

Bromuro de etidio, 0.5 mg/mL (Solucién stock). Diluir 25 mg de bromuro de etidio en
40 mL de agua ultrapura. Aforar a 50 mL y almacenar a 4°C protegido de la luz
en un recipiente de vidrio &mbar.

Bromuro de etidio, 2 pg/mL. Preparar una dilucion 1:250 de la solucion stock para
tefiir los geles (1 mL de la solucion stock y 249 mL de agua ultrapura).
Almacenarse en la oscuridad.

Bromuro de cian6geno 10%. Disolver 2 g de bromuro de ciandgeno en 20 mL de agua
destilada.

Buffer de alineamiento. Disolver 2.42 g de Tris y 0.43 g de acetato de magnesio
tetrahidratado (C4HsMgO4.4H,0) en 900 mL de agua destilada, ajustar a pH 7.6
con &cido acético4 My aforara 1 L.

Buffer de lavado (SSC 0.1X, SDS 0.1%). Afiadir 5 mL de SSC 20X y 10 mL de SDS

10% a 985 mL de agua destilada.
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Buffer de lavado primario (SSC/SDS). Afadir 150 mL de 20X SC y 10 mL de SDS
10% a 840 mL de agua destilada.

Buffer de lavado primario (Urea). Afiadir 360 g de urea 'y 4 g de SDS a 25 mL de SSC
20Xy aforar a 1 L con agua destilada. Preparar justo antes de usarse.

Buffer de lavado secundario (SSC 2X). Diluir SSC 20X 1:10 en agua destilada.
Preparar justo antes de usarse.

Buffer de union. Disolver 1.21 g de Tris, 117 g de NaCl y 0.292 g de EDTA en 900 mL
de agua destilada, ajustar el pH a 7.6 con HCI 1M, esterilizar, agregar 1 mL de
Tween 20 y aforara 1 L.

EDTA 20mM: Disolver 7.4 g de EDTA en 1 L y ajustar el pH a 8.

Etanol al 70%. Mezclar 7 voliumenes de etanol absoluto con 3 volimenes de agua
destilada estéril.

Fenol saturado. Fundir 500 g en bafio maria, agregar hidroxiquinoleina a una
concentracion final de 0.1%, ajustar pH a 7.8 con Tris-HCI 500mM pH 8, agitar
24 h en cuarto frio y eliminar la fase acuosa. Repetir con Tris-HCI 100mM pH
8, eliminar fase acuosa y afiadir 0.1 volumen de Tris-HCI 100mM pH 8 con -
mercaptoetanol a una concentracion de 0.2%.

Fucsina fenicada: Disolver 3 g de fucsina basica y 50 mL fenol en 100 mL de etanol
95%.

Gel de agarosa al 2%. Disolver 4 g de agarosa en 200 mL de TBE 1X, calentar en
microondas hasta fundirse, agregar 20 pl. de bromuro de etidio 2 ug/mL y
vaciar en la camara de electroforesis.

Glutaraldehido al 2%. Disolver 2 g de glutaraldehido en 100 mL de agua destilada.

HCI 1M. Diluir 16.7 mL de HCI concentrado en 183.3 mL de agua destilada.
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HCI1 50%. Disolver 50 mL de HCI concentrado en 50 mL de agua destilada.

HCI 0.25 M. Diluir 25 mL de HCI 1M en 75 mL de agua destilada.

HCI 3%. Disolver 3 mL de HCI concentrado en 97 mL de agua destilada.

Loéwestein-Jensen (medio). Afadir 12.6 g de medio Lowestein-Jensen a 187.5 mL de
agua con 3.7 mL de glicerol, calentar hasta hervir, dejar enfriar y afiadir 312.5
mL de huevo (gallo-gallina). Vertir 7 mL en tubos con tapon de rosca y cocer
por 45 min a 80-85°C por dos dias, el primero de ellos, con el tubo inclinado.

Loéwestein-Jensen con antifimico. Afadir 12.6 g de medio Lowestein-Jensen a 187.5
mL de agua con 3.7 mL de glicerol, calentar hasta hervir, dejar enfriar y afiadir
312.5 mL de huevo (gallo-gallina). Por cada 100 mL agregar del antifimico
(Img/mL): isoniazida, 20 pL; etambutol, 200 pL; estreptomicina, 400 pL y
rifampicina 4 mL. Vertir 7 mL en tubos con tapon de rosca y cocer por 45 min
a 80-85°C por 1 dia, con el tubo inclinado.

N-(1-naftil) etilendiamina 0.1%. Disolver 0.1 g de N-(1-naftil) etilendiamina en 100
mL de agua destilada.

NaCl 5M. Disolver 29.2 g de NaCl en 100 mL de agua destilada y esterilizar.

NaOH 4 M. Disolver 160 g de NaOH en 800 mL de agua destilada y aforara 1 L.

NaOH 0.4 M. Diluir NaOH 4M 1:10 en agua destilada.

NaOH 0.2 M (Solucién desnaturalizante). Disolver 8 g de NaOH en 1 L de agua
destilada.

NaOH 4%. Disolver 4 g de NaOH en 100 mL de agua destilada.

Proteinasa K (10 mg/mL). Disolver 100 mg de proteinasa K en 10 mL de Tris-HCI 10
mM pH 7.5.

Lisozima (1mg/mL): Disolver 1 mg de lisozima en 1 mL de agua destilada.
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TBE 10X. Disolver 27 g de Tris-base, 13.7 g de &cido bérico, 10 mL de EDTA 0.5 M
pH 8 en agua ultrapura y aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave.

TBE 0.5X. Medir 50 mL de TBE 10X y aforar a 1 L con agua destilada.

TE 1X (Tris-HCI mM pH 8, EDTA 1 mM). Mezclar 500 uL de Tris-HCI 500mM
pH=8 y 50 uL de EDTA 500mM en agua destilada, ajustar el pH a 8 y aforar a
25mL. Esterilizar en autoclave.

TE 1X/SDS 1%. Disolver 1 g de SDS en 100 mL de TE 1X.

Tris-Base pH 7.6 (Buffer de lavado). Disolver 1.21 g de Tris en 900 mL de agua
destilada, ajustar el pH a 7.6 con &cido acético 4 M y aforara 1 L.

Tris-HCI 500 mM. Disolver 30.3 g de Tris base en 300 mL de agua ultrapura, ajustar el
pH con HCI concentrado y aforar a 500 mL.

Tris-HCI 100 mM. Diluir 1 volumen de Tris-HCI 500 mM con 4 volimenes de agua
destilada.

Tris-acetato 1.25 M. Disolver 151.4 g de Tris en 800 mL de agua destilada, ajustar el
pH a 8 con acido acético 4 M, aforar a 1 L y esterilizar.

Tris-acetato 0.25 M/NaCl 0.1M. Afadir 200 mL de Tris-acetato 1.25M y 20 mL de
NaCl 5M a 780 mL de agua destilada y esterilizar.

Tris-acetato 0.025M/NaCl 0.01M. Diluir 1:10 Tris-acetato 0.25 M/NaCl 0.1M en agua
destilada. Preparar antes de usar.

SEVAG: Disolver 1 volumen de alcohol isoamilico en 24 volimenes de cloroformo.

Solucion desnaturalizante: NaCl 1.5 M/NaOH 0.5M.

Solucion neutralizante: NaCl 1.5 M/Tris-HCI 0.5M pH 7.5.

Sulfanilamida 0.2%. Disolver 0.2 g de sulfanilamida en 100 mL de agua destilada.
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Sustrato amortiguador de nitrato. Disolver 0.085 g de nitrato de sodio (NaNOs3),
0.117 g de fosfato monopotasico (KH,PO,) y 0.485 de fosfato disddico anhidro
(Na;HPQ,4) en 100 mL de agua destilada, ajustar el pH a 7 y esterilizar.

SSC 20X. Disolver NaCl 3M (175.3 g/L) y citrato de sodio (NasCgHsO7) 0.3 M (88.2
g/L) en agua destilada, ajustar el pH a 7 con NaOH 5 M y esterilizar.

SSC 5X. Afadir 1 volumen de SSC 20X con 3 volimenes de agua destilada.

SSC 2X. Diluir SSC 20X 1:10 en agua destilada. Preparar justo antes de usarse.

SSPE 20X (Solucién stock). Mezclar Na,HPO,4.2H,0 0.2 M (35.6 ¢g/L), NaCl 3.6 M
(210.24 g/L) y EDTA 20 mM (7.4 g/L). Ajustar el pH a 7.4 y esterilizar.

SDS 10%. Afadir 10 g de SDS a 100 mL de agua destilada.

SDS 1%. Diluir 1:10 SDS 10%.

SSPE 2X. Diluir SSPE 20X 1:10 con agua destilada.

SSPE 2X/SDS 0.1%. Anadir 100 mL de SSPE 20X y 10 mL de SDS 10% a 890 mL de
agua destilada.

SSPE 2X/SDS 0.5%. Anadir 100 mL de SSPE 20X y 50 mL de SDS 10% a 850 mL de

agua destilada.
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ANEXO I11. Datos individuales de los aislamientos de M. tuberculosis incluidos en este estudio

Perfil de Susceptibilidad Mutaciones
No. Espécimen Fecha Método de proporciones Método de MGIT asociadas a SIT Linaje Codigo octal
STR INH RIF EMB STR INH RIF EMB resistencia

G2 Expectoracion  08/09/10 S S S S S R S S ahpC (-15) 34 S T776377777760771
G3 Expectoracion ~ 08/09/10 S S S S S S S S Ninguna 1225 S 776377700160771
G5 Expectoracion ~ 20/09/10 R R R R R R R S inhA (-15), rpoB531 406 Beijing  000000000000731
Go6 Expectoracion ~ 24/09/10 S S S S S S S S Ninguna 50 H3 TTTTTT777720771
G9 Expectoracion ~ 24/09/10 S S S S S S S S Ninguna 53 T1 TTTTTT777760771
G10 Expectoracion ~ 24/09/10 R R R S R R R S Ninguna 53 T1 TTTTTTTT7760771
Gl1 Expectoracion ~ 14/10/10 S S S S S S S S Ninguna 50 H3 TTTTTTTTT720771
G18 Expectoracion ~ 27/10/10 R R R R R R R R rpoB531 469 LAM9  077777607760771
G20 Expectoracion  31/10/10 S S S S S S S S Ninguna 42 LAMY9  777777607760771
G22 Expectoracion ~ 31/10/10 R S S S R S S R Ninguna 535 T1 T77777707760771
G23 Expectoracion ~ 31/10/10 R R S R R R S R Ninguna 19 L]\E{l:rluzl; 67TT77477413771
G24  Expectoracion  31/10/10 S R R R S R R R inbA (-15), poB531 406 Beijing ~ 000000000000731
G29 Guglo om0 s S S S S S S S Ninguna 53 T1  7777TTTTTI60771
G30 Expectoraciéon ~ 21/11/10 S S S S S S S S Ninguna 42 LAMY9  777777607760771
G33 Expectoracién ~ 27/11/10 S S S S S S S S Ninguna 50 H3 T7T7TTT77720771
G36  Expectoracion  27/11/10 R R R R R R R R A ('izég’gﬁc (19, 406 Beifing  000000000000731
G38 Expectoracion ~ 04/12/10 S S S S S S S S ahpC (-15) 1356 S 776377777760751
G47 Expectoracion ~ 18/12/10 S S S S S S S S Ninguna Huérfano Unk 000076360000071
Go61 Expectoraciéon ~ 22/01/11 R R R S R R R S Ninguna 53 T1 T7T7T7T77760771
G062 Expectoracién ~ 22/01/11 S S S S S S S S Ninguna 53 T1 TTTTTTTTT760771
G063 Expectoracién ~ 29/01/11 R R R R R R R R Ninguna 51 T1 T77777777760700
Go65 Expectoracién ~ 29/01/11 R S S S R R S S Ninguna 17 LAM2  677737607760771
G66 Expectoraciéon  29/01/11 R R S S R R R S Ninguna 2212 H3 T77777404720571
Go67 Expectoraciéon ~ 05/02/11 S S S S S S S S Ninguna 53 T1 TTTTTTTTT760771
G73 Expectoracién ~ 05/02/11 S R S S R R S S Ninguna 1231 T5 777774057760771
G74 Expectoracion ~ 05/02/11 S S S R S S S R ahpC (-15) 53 T1 TTTTTTTTT760771
G75 Expectoracion ~ 05/02/11 R S S S R S S S ahpC (-15) 17 LAM2  677737607760771
G76 Expectoracién ~ 05/02/11 S S S S R S S S Ninguna 17 LAM2  677737607760771
G77 Expectoracién ~ 05/02/11 S S S S S S S S Ninguna 50 H3 TITTTTTTT720771
G82 Expectoracion ~ 19/02/11 S S S S S S S S Ninguna 2 H2 000000004020771
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ANEXO I11. (Continuacion)
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ANEXO I11. (Continuacion)

G162 Traqueostomia 12/08/11 S S S S S S S S Ninguna 371 H3  777777007720771
G169 Expectoracion ~ 02/09/11 S s s s S R S S katG315 51 TL  777777777760700
G171 Expectoracién ~ 02/09/11 S s s s S R S S karG315 53 T1  777777777760771
G173 Expectoracién  10/09/11 S s s s S S S S Ninguna 20 LAM1  677777607760771
G177 Expectoracién ~ 10/09/11 R S R R R R R S Ninguna 137 X2 T77776777760601
G187-A  Expectoracién ~ 19/09/11 S R S S S R S S ahpC (-15), katG315  Huérfano ~ Unk  776357777760571
G187-C  Bxpectoracion  19/09/11 S S S S S R S S karG315 Huérfano  Unk  776357777760571
G203 Expectoracion  24/09/11 S S S S S S S S Ninguna 2007 T3 777737677760771
G204 Expectoracion  24/09/11 S s s s S S S S Ninguna 2007 T3 777737677760771
G205 Expectoracién  24/09/11 R s s s R S S S ahpC (-15) 42 LAM9  777777607760771
G206 Expectoracion  24/09/11 R S S S R S S S Ninguna 42 LAM9  777777607760771
G208 Expectoracion  24/09/11 R S S S R R S S Ninguna 42 LAM9  777777607760771
G211 Expectoracion ~ 24/09/11 S R R R S R R R A (‘zb‘;gfic 15, 406 Beifing  000000000000731
G214 Bxpectoracion  24/09/11 S R R R S R R R A ('gzl’ggﬁc (15, 406 Beijing  000000000000731
G220 Expectoracion  24/09/11 S R S S S R S S inhA (-17) 1215 LAM2  677735607760771
G221 Expectoracion  24/09/11 S S S S S S S S ahpC (-15) 2007 T3 777737677760771
G224 Expectoracion  24/09/11 S R S S S R S S karG315 Huérfano  Unk  776357777760571
G237 Expectoracion  02/10/11 S S S S S S S S Ninguna 2007 T3 777737677760771
G240 Expectoracién  02/10/11 S s s s S S S S Ninguna 2007 T3 777737677760771
G252 Expectoracién ~ 10/10/11 S S S S S S S S Ninguna 20 LAM1  677777607760771
G257 Expectoracion  10/10/11 S S S S S S S S Ninguna Huérfano Unk 770037777760771
G260 Bxpectoracion  10/10/11 S S S S S S S S Ninguna 17 LAM2  677737607760771
G264 Expectoracion ~ 17/10/11 S S S S S S S S Ninguna Huérfano Unk 770037777760771
G265 Expectoracién  17/10/11 R s s R R R S S InbA (-15) 34 S 776377777760771
G268 Expectoracion ~ 17/10/11 S S S S S S S S Ninguna Huérfano Unk 770037777760771
G272 Expectoracién  17/10/11 S S S S S S S S Ninguna 1686 H1  777740004020771
G276 EBxpectoracion  24/10/11 S S S S S S R S ahpC (-15) 478 X2 617776777760601
G277 Bxpectoracion  24/10/11 S S S S S R S S inhA (-15) 34 s 776377777760771
G285 Expectoracion  24/10/11 S R R R S R R R (‘};Zégéf;c (15, 406 Beifing  000000000000731
G286 Expectoracion  24/10/11 S S S R S S S S ahpC (-15) 42 LAM9  777777607760771
G287 Expectoracion  24/10/11 S S S S S S S S ahpC (-15) 42 LAM9  777777607760771
G304  Bxpectoracion  03/11/11 S S S S S S S S Ninguna 53 T1  777777777760771
G313 Expectoracion  03/11/11 S R R R S R R S Ninguna 137 X2 777776777760601
G318 Expectoracién  09/11/11 S R R R S R R S ahpC (-10), 1poB531 137 X2 777776777760601



ANEXO I11. (Continuacion)
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ANEXO I11. Pruebas primarias para la identificacion de M. tuberculosis y otras micobacterias (3).

Especie NIA NIT AS Tw80 URE NaCl C-5Q C-88° |INH1 INH10 HIDRC P-NB OLE PZA 22°C 30°C 37°C 42°C PIGMENTO

M. avium - - - - - - - Y + + A + + + + + + + NO)

M. intracellulare - - - - - - v + + + + + + + + + v NO)

M. ulcerans - - - - v - - - + v + v _ - + W NO

M. genavense - - - - + ND + + + ND ND ND ND + - + + + NO
M. bovis - - - v + - - - - R R _ ND + + ) NO
M.nonchromogenicum - - - + - - + + + + + W \ + + + + v NO

M. tuberculosis + + - v + - - N - _ _ - ND + + NO

M. haemophilum - - - - - - - + ND - + ND + + - _ NO

M. celatum - + - - - - + + - - + ND ND - + + + NO

M. terrae W - + - - + + + + + + \% - + + + NO

M. triplex - + - - + - + + + ND ND ND ND ND - + + NO

. triviale + - \ - + + + + + ND + ND , + + + . NO)
M. africanum v W - vV + - - - - - - - v \ + \) NO

M. microtii + - - - + - - - - - - - - + ND  ND + NO

. malmoense - - - + % - - W + R v + + + ) NO
M. kansasii - + \% + + - + + - - - - + + + ] FOTO
M. marinum - - W + + - W + ND ND ND ND  ND + + W FOTO
M. asiaticum - - - + - - + + + v + - + + + + FOTO
M. simiae v - - - + - + + + v + + \% + + + + + FOTO
M. lentiflavum - - - - - ND 3 A + ND + + v + + + - ESCOTO
M. scrofulaceum - W - - + - + + + + + + + + ND + + + ESCOTO
M. gordonae - - - + - - + + + Ay + \ + + + - ESCOTO
M. xenopi - - + - - - - + - - - v - + - W + + ESCOTO
M. szulgai - + - \ + - + + - ND - + + + + + + ESCOTO

NIA: Niacina, NIT: Nitratos; AS: Arilsulfatasa (3 dias); Tw80: Tween 80; URE: Ureasa; NaCl: NaCl 5%; C-SQ: Catalasa semicuantitativa, C-68° Catalasa termoestable
(68°C); INH 1: Isoniacida 1 pg/ml; INH 10: Isoniacida 10 pg/mi; HIDRO: Hidroxilamina; P-NB: acido p-nitrobenzoato; OLE: Oleato; PZA: Pirazinamidasa; 22°C, 30°C,
37°C, 42°C: Temperaturas de incubacion; +: Positivo; - Megativo; V: Variable; ND: no determinado; FOTO: Fotocromogeno; ESCOTO: Escotocromogeno; NO: No
cromaogeno.
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