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RESUMEN

Se evalud la susceptibilidad a isoniacida (INH), rifampicina (RIF), estreptomicina (STR) y
etambutol (EMB) y las caracteristicas epidemioldgicas-moleculares de cepas de Mycobacterium
tuberculosis en poblaciones endémicas del estado Sucre. Para ello, se recolectaron muestras de
esputos tomadas por expectoracion, de pacientes con sintomatologia respiratoria procedentes del
servicio de tuberculosis del Hospital Dr. Julio Rodriguez de Cumana (municipio Sucre), del
Hospital Dr. Luis Daniel Beauperthuy de Cumanacoa (municipio Montes) y del Hospital Santos
Anibal Dominici de Carupano (municipio Bermudez), durante el periodo de agosto 2005 —
diciembre 2006. Las muestras con baciloscopia positiva y cultivo positivo fueron incluidas en el
estudio y en una hoja de registro se recopilaron los datos epidemiologicos de los pacientes. De un
total de 54 muestras, 46 cultivos resultaron viables, a los cuales se les realizo las pruebas de
susceptibilidad empleando el método de proporciones de Canetti y de nitrato reductasa. Se realizo la
extraccion, purificacion y secuenciacion del ADN de las cepas que resultaron resistente a
rifampicina en este estudio, asi como de 2 cepas controles positivos y 1 cepa H3RV sensible
(control negativo). A las 46 cepas aisladas, se les realizo la caracterizacion molecular, empleando la
técnica de Spoligotyping. Los resultados mostraron un 6,3% de resistencia primaria y 14,3% de
resistencia adquirida. Una cepa fue considerada multidrogaresistente (MDR), al presentar
resistencia a RIF e INH. Se comparé la prueba de nitrato reductasa con el método de las
proporciones, encontrandose 100% de concordancia entre los resultados de los dos métodos para
INH, RIF y EMB, y 95,65% para STR. Ademas, la prueba nitrato reductasa produjo resultados en
10 a 14 dias, comparado con 42 dias para el método de proporciones, por lo que la primera se
postula como una alternativa muy valiosa para acortar el tiempo de respuesta en la valoracion de la
susceptibilidad de M. tuberculosis. La secuencia del gen rpoB en la cepa resistente a RIF demostro
la presencia de una mutacion en la region hipervariable de 81 pares de bases, donde se ha reportado
el mayor nimero de mutaciones de cepas resistentes a RIF. Esta mutacion produjo un cambio en el
codon 456 de Ser->GlIn (TCG->CAG), lo cual representa un nuevo tipo de mutacién para esta
region. Al comparar estos resultados con los encontrados en el tltimo estudio de prevalencia de
resistencia realizado en el estado, se demuestra una disminucién en la circulacion de cepas
resistentes en la zona de estudio. Los resultados del Spoligotyping revelaron un total de 15 grupos
(clusters) con perfiles de espoligotipos diferentes, el perfil con mayor frecuencia correspondio al
espoligotipo 93 (23,9%), seguidos de los espoligotipos 17 (19,6%), 42 (8,6%), 134 (6,5%), 64
(6,5%), 216, 60, 880, 167 53, 905 y 605 (2,2%), pertenecientes a las familias biogeograficas LAM2,
LAMY, Haarlem3, LAM6, LAM9, LAM4, T1, T1, T1, U y U, respectivamente. Las variables
clinicas y epidemiologicas de los pacientes (edad, sexo, positividad de la baciloscopia y contacto
con pacientes con tuberculosis), no estuvieron asociadas estadisticamente con los espoligotipos
hallados, por lo que no representaron factores relacionados con la condicion de los pacientes a ser
portadores de una cepa con un patron determinado o que existan ciertas condiciones en los
pacientes que faciliten la diseminacion de las cepas en la poblacion. Solo la condicion de
tratamiento previo arrojé un valor de p= 0,05 y OR= 4,05 para el espoligotipo 93, que corresponde
a la familia LAMS. Consideramos de suma importancia que se sigan realizando trabajos de este tipo
que contribuyan con el conocimiento de la biodiversidad de los aislados clinicos que circulan en
nuestras regiones.



INTRODUCCION

La tuberculosis es una infeccion bacteriana causada por Mycobacterium tuberculosis,
bacilo Gram positivo, perteneciente al orden Actinomicetales, familia Mycobacteriaceae
(Balandrano et al., 1996). Este microorganismo se caracteriza por ser acrobio, no esporulado,
no capsulado, de multiplicacion lenta, ya que su cromosoma se replica cada 18 a 25 horas y
posee una pared celular con elevadas concentraciones de lipidos de alto peso molecular, que le
confiere a la bacteria la caracteristica de ser llamada también acidorresistente, es decir que el
colorante fucsina no puede ser eliminado del microorganismo aun cuando es tratado con

alcohol acido (De La Parte et al., 2001; Abbas et al., 2002).

El género Mycobacterium incluye mas de cien especies que se dividen en tres grupos:
Complejo Tuberculosis, formado por Mycobacterium tuberculosis, M. bovis (incluida la cepa
BCQG), M. africanum, M. microti (Casal, 1990), M. caprae, M. Canetti (Cole 2002) y
recientemente identificada M. pinnipedii (Cousins et al., 2003). El otro grupo estd formado por
el Complejo Lepra, que incluye, M. leprae y M. leprae-marinum, causantes de la lepra en el
hombre y en el raton respectivamente; y el tercer grupo denominadas micobacterias “no
tuberculosas”, donde se incluyen el resto de las especies no comprendidas en los dos grupos

anteriores (Rastogi et al., 2001).

La tuberculosis es un ejemplo de infeccion causada por una bacteria intracelular, en la
que coexisten la inmunidad protectora, que intenta eliminar al microorganismo y la
hipersensibilidad patologica. Generalmente, la infeccion se localiza en los pulmones, pero
puede afectar a otros 6rganos. Las lesiones son causadas principalmente por la respuesta del

huésped (Abbas et al., 2002).

La infeccion se produce frecuentemente por via respiratoria y se transmite de persona a
persona. Esta se inicia cuando una persona sana inhala gotas de saliva o aire con particulas
infectadas por M. tuberculosis, las cuales por su pequeio tamafio evaden al sistema mucociliar
y se depositan en los alvéolos y bronquiolos respiratorios. A partir de este momento,

macrofagos y polimorfonucleares son los responsables de la primera linea de defensa



inespecifica para erradicar el microorganismo intracelular, a través de la produccion de
intermediarios reactivos de oxigeno y de nitrogeno, interleucina-1(IL-1) y el factor de necrosis
tumoral y (TNF 7v), que activan sefales intracelulares para la produccion de proteinas
involucradas en la respuesta inmune (De La Parte et al., 2001). Una vez que el macréfago
alveolar fagocita a la bacteria, ésta puede sobrevivir en el interior del macrdfago,
multiplicdindose lentamente. En esta etapa de infeccion primaria, mas del 90% de los pacientes

permanecen asintomaticos, pero las bacterias sobreviven en los pulmones (Abbas et al., 2002).

Después de 6 a 8 semanas de iniciada la infeccion, se afectan los ganglios linfaticos
locales y se activan las células T CD,", debido a la accion del macrofago que produce IL-1
para que estas células T acudan al sitio de infeccion, de tal forma que ocurra la presentacion
del antigeno a los linfocitos T CD4"; estas células Thl producen interferon y (INF ), que
sirven para atraer y activar a otras células inflamatorias efectoras y aumenten su capacidad
para destruir las bacterias fagocitadas. La continua activacion de los linfocitos T conduce a la
formacion de granulomas con necrosis central, denominada necrosis caseosa, causada por
productos de los macrofagos, esta necrosis sirve para eliminar los macrofagos infectados y
proporciona un ambiente anodxico en el que el bacilo no se puede dividir, sin embargo, el
microorganismo puede permanecer latente por décadas, todo depende de la eficacia de la
respuesta inmune celular del hospedero que determina si la infeccion es detenida o si progresa,
en este caso la infeccion es referida como latente y puede persistir durante toda la vida en el

huésped en un estado asintomatico (Abbas et al., 2002; Smith, 2003).

En individuos con una eficiente inmunidad mediada por cé€lulas, la infeccion podria ser
detenida permanentemente, pero si el individuo infectado no puede controlar la infeccion
inicial en el pulmon o si la infeccion es latente y el sistema inmune llega a debilitarse por la
accion de drogas inmunosupresoras, infeccion por VIH, malnutricion u otros factores, el
centro del granuloma puede comenzar a disolverse por un proceso desconocido lo que sirve
como un medio rico en el cual la bacteria ahora reactivada puede replicarse. De este modo, los
bacilos de M. tuberculosis viables pueden escapar del granuloma y desarrollarse dentro de los
pulmones (tuberculosis pulmonar activa) o llegar a otros tejidos por via del sistema linfatico y

de la sangre, produciendo tuberculosis extrapulmonar (Smith, 2003).



El cuadro clinico de la tuberculosis puede variar de intensidad, el comienzo suele
ser insidioso y se manifiesta por sintomas inespecificos como malestar general, pérdida de
peso, tos y sudoracion nocturna. La produccion de esputo es escasa o bien sanguinolenta y
purulenta. El diagnostico clinico de rutina se confirma por los hallazgos radiolégicos
pulmonares, la positividad de las pruebas cutdneas y la deteccion por el laboratorio de
micobacterias en el examen microscopico o el aislamiento en el cultivo (De la Parte et al.,

2001).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré en abril de 1993, que la
tuberculosis habia adquirido caracter de urgencia mundial, debido principalmente a problemas
en la administracion de los programas de control, el crecimiento demografico y el vinculo
entre la tuberculosis y el virus de inmunodeficiencia humana. En 1997, la OMS notifico 7,96
millones de nuevos casos de tuberculosis, con una tasa de mortalidad del 23% (OMS, 2001).
Para el afio 2000, se declararon 8,4 millones de casos nuevos en el mundo y en la actualidad se
conoce que cada afio mueren alrededor de 2 millones de humanos por causa de la tuberculosis

y se ha estimado que un tercio de la poblacion estd infectada con M. tuberculosis (Brudey et

al., 2004; Montoro et al., 2004).

En Venezuela, de acuerdo a una evaluacion realizada por el Programa Nacional de la
Tuberculosis del MSDS, el nimero de casos reportados para el afio 2001 fue de 6 110, lo que
equivale a una tasa de morbilidad de 24,8 por 100 000 habitantes, ocupando el estado Delta
Amacuro la mayor prevalencia (81,0 por 100 000 habitantes), seguido de Distrito Capital
(63,3), Monagas (43), Portuguesa (38,6), Amazonas (34,5) y Sucre (34,4). Seglin este informe,
la poblacion que registra mayor riesgo de infeccion es el grupo de mayor de 65 afios de edad,

con una tasa de 91,7 por cada 100 000 habitantes (MSDS, 2002).

En el afio 2004, se notificaron 6 519 nuevos casos de tuberculosis en el territorio
nacional, los estados con mayor numero de casos fueron: Distrito Capital (1 310), Zulia (838),
Miranda (503), Carabobo (391), Portuguesa (312), Bolivar (278), Lara (270) y Sucre (265). En
el estado Sucre, durante el afio 2004, el mayor registro fue en los municipios Sucre (165),

Bermudez (27), Montes (27) y Valdez (11) (MSDS, 2006). Sin embargo, la enfermedad ha



experimentado una disminucioén en el nimero de casos en nuestro pais, ya que para el afio
2006, el nimero de casos nuevos fue de 3 647, siendo los estados mas afectados: Distrito
Capital (740), Zulia (434), Miranda (354), Carabobo (274), Lara (175), Anzoategui (165),
Portuguesa (156), Bolivar (150) y Sucre (132). En nuestro estado, los municipios con mayor
nimero de casos continuan siendo Sucre (87), Bermudez (11) y Montes (8). El municipio

Valdez no report6 su situacion epidemiologica (MSDS, 2007).

El tratamiento de la tuberculosis se ha dividido en dos grupos: medicamentos de
primera linea (isoniacida, rifampicina, etambutol, estreptomicina y pirazinamida) y de segunda
linea (kanamicina, amikacina, etionamida y fluoquinolonas) (De La Parte et al., 2001; Coll,
2003; Lado et al., 2004). En Venezuela, desde 1982 estd normado el tratamiento acortado
estrictamente supervisado (TAES), recomendado por la OMS como estrategia fundamental

para el control de la tuberculosis (Guilarte, 2001).

La aparicion de resistencia por parte de Mycobacterium tuberculosis a las drogas
antituberculosas es un hecho conocido desde el uso de los primeros farmacos antituberculosos
(March, 1994; MSDS, 1998). La introduccion de la estreptomicina determind dramadticos
éxitos terapéuticos que luego se transformaron en recaidas, a medida que surgian bacilos
resistentes, esta situacion mejord cuando se iniciaron los esquemas terapéuticos combinados al

disponer del 4cido paraaminobenzoico y luego la isoniacida (MSDS, 1998).

La resistencia de M. tuberculosis a la quimioterapia antituberculosa puede ser primaria
o secundaria, también llamada adquirida. La primaria se define como aquella en la que se
aislan cepas resistentes en pacientes que nunca antes han recibido tratamiento antituberculoso,
mientras que la secundaria es la consecutiva a una quimioterapia incorrecta, provocada por la
utilizacion de un esquema terapéutico inicial erréneo, una indicacion inadecuada del
tratamiento de infeccion tuberculosa (quimioprofilaxis) al no descartar enfermedad activa, o

un incumplimiento del tratamiento (Lado et al., 2004).

Las causas mas comunes de resistencia secundaria o adquirida de M. tuberculosis son

los inadecuados regimenes quimioterapéuticos y el incumplimiento del tratamiento por parte



de los pacientes durante la terapia (Mahmoudi & Iseman, 1993). Otro evento importante, que
conlleva al desarrollo de cepas M. tuberculosis resistentes, tiene que ver con el suministro de

drogas de mala calidad (WHO, 2004).

Estudios genéticos han demostrado que la resistencia a los farmacos antituberculosos
se produce como consecuencia de la aparicion de mutaciones cromosdémicas espontaneas en
los genes que codifican la diana del farmaco o enzimas implicadas en la activacion del mismo
(Ramaswamy & Musser, 1998; Quirds et al., 2001; Somoskovi et al., 2001). La frecuencia de
aparicion de mutantes resistentes varia dependiendo del farmaco: aproximadamente 10 para
isoniacida, estreptomicina y etambutol y 10® para la rifampicina. Los bacilos resistentes
generados durante el proceso replicativo de M. tuberculosis conviven con una poblacion de
bacilos sensibles que son eliminados durante la terapia, dando como resultado la seleccion de
cepas resistentes. Por este motivo, el tratamiento de la tuberculosis se basa en la asociacion de
un determinado numero de farmacos con mecanismos de accién diferentes para evitar la

aparicion de resistencia (De La Parte ef al., 2001; Quiros et al., 2001).

La rifampicina es un antibiotico macrociclico semi-sintético, producido a través de un
proceso de fermentacion del Streptomyces mediterranei (Martinez et al., 2001), usado en el
tratamiento antituberculoso desde el inicio de los afios 70. El blanco de accion del farmaco es
a través de su unién a la subunidad 3 de la ARN polimerasa de tal manera que actia como
potente inhibidor de la sintesis de ARN mensajero y por consiguiente, interfiere en el proceso
de transcripcion (Quirds et al., 2001; Coll, 2003). Las bases genéticas para la resistencia a la
rifampicina en la mayoria de los aislados del complejo M. tuberculosis resistentes a este
farmaco, es la mutacion en el gen rpoB, el cual codifica la subunidad 3 de la ARN polimerasa
(Telenti et al., 1997). Aproximadamente, el 95% de las cepas resistentes a rifampicina
presentan una mutacioén en la region de 69 pb, correspondiente a los codones 511 a 533 del
gen rpoB (Watterson ef al., 1998). Otros estudios, demuestran que alrededor del 95 al 98% de
las cepas de M. tuberculosis resistentes a rifampicina presentan una mutacion en la region de
81 pb del gen rpoB (Telenti et al., 1993; Kapur et al., 1994; Musser, 1995; Hirano et al.,
1999).



Actualmente, la resistencia a la rifampicina se considera como un marcador de
multiresistencia, ya que la resistencia a este farmaco raramente se presenta sola y
frecuentemente viene asociada con resistencia a la isoniacida (Goble et al., 1991; Cole &

Telenti, 1995; Drobniewski & Wilson, 1998; Quiros et al., 2001).

En un estudio efectuado a nivel mundial entre los afios 1996 y 1999, en el que
participaron 58 paises, la mayor prevalencia de resistencia primaria la presentd Estonia
(36,9%). En dicho estudio, Venezuela obtuvo una prevalencia de 4,1% en resistencia primaria,
16,7% en resistencia secundaria y 8,3% de multiresistencia en casos de tuberculosis
previamente tratados (Espinal et al., 2001). El estudio mas reciente sobre resistencia a las
drogas antituberculosas realizado en Venezuela, durante 1998-1999, empleando el método de
las proporciones de Canetti para determinar sensibilidad y/o resistencia a las drogas
antituberculosas, arrojo6 una prevalencia de 7,5% en resistencia primaria y 30,8% en
resistencia secundaria o adquirida, presentando el estado Sucre el mayor indice de resistencia
primaria (22,0%), seguido de los estados Zulia (14,1%), Portuguesa (9,4%) y Monagas (8,9%)
(MSDS, 2000).

Para establecer la sensibilidad o la resistencia de una cepa de M. tuberculosis a las
distintas drogas antituberculosas, se ha usado el método de las proporciones como técnica de
referencia (Canetti et al., 1963; WHO, 2003). Este método es altamente reproducible y de
elevada correlacion clinica, su desventaja principal radica en el tiempo prolongado que este
método requiere para emitir los resultados (WHO, 2003). Se han implementado otras técnicas
que reducen el tiempo de obtencion de los resultados, tales como el método de nitrato
reductasa (Angeby et al., 2002), la técnica basada en la reduccion de alamar azul (Porras et al.,
2005) y el sistema radiométrico BACTEC, este ultimo ofrece resultados en poco tiempo, pero
sus mayores inconvenientes son el uso de material radioactivo y su elevado costo (Tortoli et

al., 2002).

La identificaciéon de alteraciones concretas en el genoma de M. tuberculosis
relacionadas con la resistencia a la terapia antituberculosa, ha condicionado el desarrollo de

diferentes técnicas genéticas. El primer paso es comun en todas estas técnicas, consiste en la



destruccion de la pared celular y la amplificacion mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de las regiones que contienen las mutaciones responsables (Felmlee et
al., 1995). Diversos ensayos han sido usados para investigar las mutaciones del gen rpoB,
incluyendo el analisis heteroduplex (Williams et al., 1994), el polimorfismo conformacional
de cadena simple (PCR- SSCP) (Telenti et al., 1993), el ensayo de hibridacion reversa basada
en PCR (LiPA) (Cooksey et al., 1997) y la secuenciacion de ADN (Kapur et al., 1994), siendo
esta Ultima considerada el estdndar de oro para la deteccion de mutaciones, ya que proporciona

una identificacion definitiva de cualquier mutacion presente (Watterson et al., 1998).

La epidemiologia molecular es una mezcla de la biologia molecular y de epidemiologia
convencional, es el estudio de la distribucion y de los determinantes de la ocurrencia de una
enfermedad en las poblaciones humanas, valiéndose para ello de técnicas moleculares (Kato et

al.,2000 & Narayanan, 2004).

Durante la década pasada, se desarrollaron métodos de epidemiologia molecular con el
proposito de revelar las caracteristicas epidemioldgicas de la tuberculosis e identificacion de
los factores de riesgo que estan asociados con la diseminacion de cepas multiresistentes a
drogas (Mostrom ef al., 2002). El método considerado como estandar de oro para el estudio de
la epidemiologia de la enfermedad, es a través del andlisis del IS6/10, basado en el
polimorfismo de longitud de los fragmentos producidos usando enzimas de restriccion
(RFLP). Sin embargo, este método podria ser exitosamente reemplazado por métodos basados
en la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR), tales como el Spoligotyping y el andlisis de
un namero variable de repetidos en serie del ADN (VNTR), ambos métodos tienen altos
indices discriminatorios y de reproducibilidad cuando son usados de forma combinada (Filliol

et al., 2000).

El espoligotipaje o Spoligotyping, es un método que estudia la presencia o ausencia de
las 43 secuencias espaciadoras localizadas en la regién de repetidos directos de
M. tuberculosis y surge en la busqueda de otro marcador diferente a 1S6710, para utilizarse
como segundo método de genotipaje en la identificacion de aquellas cepas con bajo numero de

copias de la secuencia de insercion IS6/70 (Van Soolingen, 2001); siendo esta una de las



ventajas de la aplicaciébn de esta técnica, utilizada en el mundo como herramienta en

investigaciones epidemioldgicas y desarrollo de programas de prevencion (Filliol e al., 2003).

Debido a que la tuberculosis representa un problema de salud a nivel mundial, siendo
la problematica ain mayor en los paises en desarrollo en donde las bajas condiciones
socioeconomicas, las deficiencias en los programas de control, sobre todo en la localizacion
oportuna de casos y la presencia de resistencia por parte de M. tuberculosis a las drogas
antituberculosas, factores que inciden marcadamente en el incremento de la enfermedad y
motivo de preocupacion, se hace necesario llevar a cabo un estudio para evaluar la
susceptibilidad a las drogas empleadas para el tratamiento de la enfermedad, en especial la
resistencia a la rifampicina, asi como también conocer sobre la epidemiologia molecular de las
cepas que se encuentran en la zona en estudio. Con estos aspectos a evaluar se persigue
obtener informacién valiosa que contribuya a mejorar el control de la tuberculosis en el estado

Sucre a través de la evaluacion de la eficiencia del tratamiento actualmente empleado.



OBJETIVOS

General

Evaluar la susceptibilidad a drogas antituberculosas, las caracteristicas epidemiolédgicas

y moleculares de cepas de Mycobacterium tuberculosis en poblaciones endémicas del estado

Sucre.
Especificos

1. Evaluar la prevalencia de resistencia primaria y secundaria a antimicrobianos de
primera linea (isoniacida, rifampicina, etambutol y estreptomicina).

2. Comparar dos métodos para la determinaciéon de resistencia a antimicrobianos de
primera linea, tales como el método de proporciones de Canetti y un método
alternativo (nitrato reductasa).

3. Analizar la secuencia del gen rpoB para determinar la existencia de mutaciones
involucradas en la resistencia a la rifampicina.

4. Determinar el patron molecular de las cepas aisladas utilizando la técnica de
spoligotyping.

5. Relacionar las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes con las caracteristicas

genéticas de las cepas de M. tuberculosis.



MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras

Para la realizacion de esta investigacion se recolectaron muestras de esputos tomadas
por expectoracion, de pacientes con sintomatologia respiratoria procedentes del servicio de
tuberculosis del Hospital Dr. Julio Rodriguez de Cumana (municipio Sucre), del Hospital Dr.
Luis Daniel Beauperthuy de Cumanacoa (municipio Montes) y del Hospital Santos Anibal
Dominici de Cartipano (municipio Bermudez) (Figura 1), durante el periodo de agosto 2005 —

diciembre 2006.

Se tomaron en consideracion ciertas caracteristicas con el fin de realizar la seleccion de
los pacientes: el grupo para resistencia primaria fueron pacientes de ambos sexos y de
cualquier edad, con diagndstico clinico de tuberculosis pulmonar, con resultados de
baciloscopia (BK) positiva y demostracion bacterioldgica (cultivo positivo), sin antecedentes
de tratamiento antituberculoso o quimioprofilaxis anterior o en el momento de la toma de
muestra. En cuanto al grupo para resistencia secundaria, se tomaron pacientes de ambos sexos
y de cualquier edad, con diagnostico clinico de tuberculosis pulmonar, con resultados de
baciloscopia positiva y demostracion bacterioldgica, con antecedentes de haber recibido
tratamiento antituberculoso normado, pacientes con recidivas, recuperacion de abandono,

crénicos y fracaso de tratamiento.

En una hoja de registro de pacientes (anexo 1), se recopilaron los datos
epidemiologicos de los pacientes incluidos en el estudio, siguiendo las normas de ética
establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para trabajos de investigacion en
humanos y la declaracion de Helsinki del Consejo Internacional de Organizaciones de las
Ciencias (CIOMS, 1993), cada individuo firmoé el consentimiento escrito de participacion

voluntaria (anexo 2).
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Figura 1. Ubicacion geografica de los hospitales de donde provenian las muestra de los
pacientes (marcadas en rojo).

Diagndstico microscopico o baciloscopia

Se realizaron extendidos de las muestras de esputos de los pacientes y luego se fijaron
con calor mediante 2 6 3 pasos rapidos sobre una llama. Las ldminas fijadas fueron coloreadas
con la tincidon de Ziehl-Neelsen, para ello se cubrio la totalidad de la superficie del extendido
con el colorante fucsina durante 7 min., en este tiempo se pasé lentamente el mechero por
debajo de la ldmina, aproximadamente 3 veces hasta que se produjo la emision de vapores,
posteriormente se lavé la [dmina con agua y se le coloco alcohol 4cido durante 2 minutos, se
lavé nuevamente con agua y se le anadid azul de metileno durante 30 segundos. Finalmente,
se lavd con agua y se dejo secar a temperatura ambiente. Las laminas se examinaron al
microscopio con el objetivo de 100X usando aceite de inmersion, buscando la presencia de
bacilos delgados, tefiidos de color rojo. El informe de los resultados de la baciloscopia se
realizo de la siguiente forma (MSAS; 1996):

Negativo (-): cuando no se encontraron bacilos acido-alcohol resistente en cien campos

observados.
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Positivo (+): al menos un bacilo acido-alcohol resistente por campo, en cien campos
observados.

Positivo (++): de uno a diez bacilos &cido-alcohol resistentes por campo, en cincuenta
campos observados.

Positivo (+++): mas de diez bacilos acido-alcohol resistentes por campo, en veinte

campos observados.

Cultivo

Un total de 59 muestras que resultaron con baciloscopia positiva, fueron cultivadas en
los medios de cultivo: Lowenstein-Jensen y Ogawa. Antes de realizar la siembra en los
diferentes medios de cultivo, las muestras fueron descontaminadas por el método de Ogawa-
Kudoh (Vargas et al., 1990), con el fin de eliminar la flora asociada. Para ello se tomo la
muestra con dos hisopos estériles y cada uno de éstos se introdujo en un tubo de ensayo que
contenia 2 ml de hidréxido de sodio al 4%, durante 2 min. Al cabo de este tiempo, se retird el
hisopo y se realiz6 la siembra en los diferentes medios con movimientos de rotacion y ligera
presion.

Una vez realizada la siembra, los tubos se incubaron a 37°C en una estufa de
incubacion. Las revisiones de los mismos se realizdé a los 4, 7, 15, 30, 45 y 60 dias de
incubacion. Las observaciones del diagnostico microscopico y del cultivo se registraron en

una hoja de registro de BK y cultivo (anexo 3).

Pruebas de susceptibilidad
De las 59 muestras cultivadas, solo 46 cultivos resultaron viables para las pruebas de
resistencia, los 13 cultivos restantes fueron excluidos del estudio por presentar aislamientos

insuficientes (2 a 4 colonias) o presentar contaminacion.

Se emplearon dos métodos para las pruebas de susceptibilidad:
. Método de las proporciones de Canetti (Canetti ef al., 1963).

El método consiste en determinar en una cepa, la proporcion de mutantes resistentes
para cada droga. Para este método se empled el medio Lowenstein-Jensen sin droga (control),

que permite conocer el nimero total de la poblacién bacilar sembrada y medios Lowenstein-
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Jensen con adicion de las drogas (isoniacida, rifampicina, etambutol y estreptomicina) que

permite observar el nimero de mutantes resistentes.

Este método fue realizado en el Laboratorio de Referencia de la Tuberculosis (EI
Algodonal, Caracas). Para ello, se transportaron los cultivos primarios (no repique) y los
mismos no debian tener mds de 40 dias desde la siembra hasta el crecimiento de las

micobacterias, con el fin de evitar su desecacion y contaminacion.

Para llevar a cabo la técnica, se realiz6 inicialmente una suspension madre, a partir del
cultivo de la cepa en estudio. Con un asa metdlica se tom6 el mayor nimero posible de
colonias desarrollas (cultivo) y se colocod en un frasco que contenia perlas de vidrio al que
previamente se le anadio 5 gotas de agua destilada estéril, luego se agit6 el frasco durante dos
minutos y se le agregd posteriormente 4 ml de agua destilada, se agitd6 nuevamente hasta
obtener una suspension homogénea, esta suspension se dejo sedimentar durante 60 segundos
y luego, con una pipeta pasteur se retird la parte homogénea y se colocod en un tubo, a este
tubo se le afnadid poco a poco agua destilada, hasta que la opacidad de esta suspension
(suspension madre) se ajust6 a la de un patrén Mc Farland N°1. A partir de esta suspension
madre de la cepa en estudio, se prepararon seis nuevas suspensiones en escala decimal,

utilizando 6 tubos que contenian 9 ml de agua destilada rotulados de 10" a 10°.

Iml * Iml * Iml * Iml * Iml * Iml *

Suspension 10" 107 107 10 107 10
madre ¢ ¢ ¢
0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Inocular Inocular Inocular
Serie A Serie B Serie C

Figura. 2. Esquema para la preparacion de las diluciones de los cultivos utilizadas en el
método de las proporciones (Canetti ef al., 1963).
Una vez realizadas las seis suspensiones decimales (figura 2), se prepararon tres series

de tubos (A, B y C) con medio Lowenstein-Jensen sin droga (controles) y los tubos con el

medio que contenia la droga, con la concentracion descrita en la tabla 1.
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Tabla 1. Concentraciones de las drogas antituberculosas utilizadas en las series de diluciones
de cultivo para la determinacion de la susceptibilidad por el método de las proporciones
(Canetti et al., 1963).

Medio con droga
Control  Isoniacida Rifampicina Etambutol Estreptomicina
Serie A 2tubosL.J 0,2 pg/ml 40,0 pg/ml 2,0 pg/ml 4,0 pg/ml
Serie B 2tubosL.J 0,2 pg/ml 40,0 pg/ml 2,0 pg/ml 4,0 pg/ml
Serie C 2 tubos L.J

La serie A, rotulada 107, correspondia a los tubos con medio de cultivo sin droga
(tubos control) y cada una de las drogas en estudio. Los tubos control se colocaron uno en
cada extremo de la serie. La serie B, rotulada 10, igual a la anterior y la tercera serie rotulada
10, tenia s6lo dos tubos con medio sin droga. Cada uno de los tubos, se sembraron con 0,2
ml de la suspension 102, 10° y 10, segln la serie. Finalmente, los tubos se colocaron en
posicion inclinada a 37°C y las observaciones se realizaron a los 28 y 42 dias. El crecimiento

en el medio que contiene la droga en estudio define el estado de resistencia de la cepa.

. Método alternativo: Prueba de nitrato reductasa (Angeby et al., 2002).

El método se basa en la capacidad de M. tuberculosis de reducir nitratos a nitritos,
debido a la accion de la enzima nitrato reductasa

KNO; +2¢ +2H'——> NO, + H,0
Nitrato Nitrito

La actividad de la nitrato reductasa se detecta por la adicion de un reactivo revelador
(acido clorhidrico 50%, sulnilamida 0,2% y dihidrocloruro N-(1-naftil) etilendiamina 0,1%)
que pone en evidencia la reduccion de nitratos a nitritos por la apariciéon de un color rojo

(prueba positiva).

Para llevar a cabo esta prueba, se prepard inicialmente una suspension madre, para ello
se tomd el mayor nimero posible de colonias desarrolladas en el medio de cultivo Ogawa y se
colocaron en un tubo al que previamente se le habia anadido unas gotas de agua destilada
estéril. Este tubo se agitd6 manualmente durante un minuto y luego se le agregd

aproximadamente 3 ml de agua destilada estéril, nuevamente agitando el tubo pero ahora con
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vortex para homogenizar y se dejando en reposo durante 15 minutos. Al cabo de este tiempo,
se tomo la parte homogénea y se colocd en un tubo, al cual se le fue agregando agua destilada
estéril, hasta que su opacidad se ajust6 a la de un patron N° 1 de Mac Farland, que tiene una
turbidez semejante a la de una soluciéon de 1 mg de masa bacteriana suspendida en 1 ml de
agua destilada. De la suspension madre, se tom6 1 ml y se agregd a un tubo que contenia 9 ml
de agua destilada (dilucion 1:10). Posteriormente, se inocularon 200 pl de la diluciéon 1:10 a
tres tubos con medio Lowenstein-Jensen sin antibiotico, que fueron designados como
controles del dia: 7, 10 y 14. Asi mismo, se inocularon 200 pl de la solucion madre sin diluir
en los tubos Lowenstein—Jensen con antibidtico (isoniacida 0,2 pg/ml, rifampicina 40,0
Mg/ml, etambutol 2,0 pg/ml y estreptomicina 4,0 pg/ml). Los tubos se incubaron a 37°C
durante 7 dias, al cabo de este tiempo se procedid a revelar el primer control sin antibidtico
(control dia 7), cuando el control resultd positivo, se realizé el revelado del tubo de prueba
con antibiotico. En caso en que este control resultara negativo, se esperd para realizar el

revelado de los controles del dia 10 y 14, si era el caso. Los resultados se clasificaron en:

. Negativo: no hubo cambio de color.

. +: aparicion de color rosado palido.

. 5+: color rojo fuerte a violeta oscuro.

. Una cepa fue considerada resistente al antibiotico cuando el cambio de color en el

tubo con el antibidtico fue mayor que en el tubo control 1:10 del mismo dia.

Extraccion de ADN para la secuenciacion.

Se realizo la extraccion del ADN de las cepas que resultaron resistente a rifampicina en
este estudio, asi como de 2 cepas controles positivos (1 cepa MDR de Bélgica y 1 cepa
resistente a rifampicina del Laboratorio de Tuberculosis del Instituto de Biomedicina de
Caracas) y 1 cepa H3;RV sensible (control negativo), utilizando el kit de extraccion de ADN
genémico Wizard (Promega), cumpliendo con el siguiente protocolo, segin las
especificaciones del fabricante:

1. Se transfiri6 con un aplicador de madera esteril dos colonias aproximadamente, a un tubo
eppendorf que contenia 400 Ul de solucidn lisante de células.
2. Se incubd durante 5 min. a 80°C con el proposito de destruir las células, luego se dejo

enfriar a temperatura ambiente.
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3. Se afiadio 150 pl de solucion precipitante de proteinas, se agitd en un vortex durante 20
seg.

4. Se incubo en hielo durante 5 min.

5. Se centrifugd a 20.000 g, durante 5 min. a 4 °C.

6. Se transfirio el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga que contenia 600 pl de
isopropanol.

7. Se mezcld lentamente y se centrifug6 a 20.000 g, durante 15 min. a 4 °C.

8. Se descart6 el sobrenadante y se anadio 600 pl de de etanol al 70%, luego se centrifugd a
20.000 g, durante 3 min.

9. Se descarto el etanol y se dejo secar a 37 °C.

10. Se resuspendio en 100 pl de solucion rehidratante y se incubd a temperatura ambiente
hasta el dia siguiente.

11. Se guard6 el ADN a -20°C hasta su uso.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Una vez realizada la extraccion y purificacion del ADN de las cepas de
Mycobacterium tuberculosis, se procedi6 a realizar la amplificacion de un fragmento de 350
pb de una region conservada dentro del gen rpoB. Para ello se usaron los siguientes primers
(Kapur et al., 1994):
rpoBF: 5> GGGAGCGGATGACCACCCA 3°
rpoBR: 5° GCGGTACGGCGTTTCGATGAAC 3’

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 100 pl, utilizando 5 pl de
ADN (100 ng aproximadamente), 20 ul de buffer de Go7ag 5X (10 mmol/l de Tris-HCI, pH
9,0; 50 mmol/l de KCI y 1% de Triton X-100), 2 mmol/l de MgCl,, 200 pumol/l de cada
desoxirribonucleotido trifosfato; 0,5 pmol/l de cada primer y 1,25 U de GoTagq polimerasa
(Promega Corp., Madison, WI, USA). La amplificacion se realizd6 en un termociclador
Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Alemania), con la siguiente programacion: 1 ciclo a 94°C
por 5 minutos para la desnaturalizacion inicial, seguido de 30 ciclos con un paso a 94°C por 1
min. para la desnaturalizacion, otro a 54 °C por 1 min. para la hibridacion de los primers, y

otro a 72°C por 1 min para la extension, y 1 ciclo a 72°C por 10 min. para la extension final.
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Los productos amplificados fueron corridos por electroforesis en un gel de agarosa al 1,5%
que contenia bromuro de etidio 0,5 ug/mL en buffer TBE 1X durante 45 min a 100 volts. El

ADN fue visualizado en un transiluminador de luz ultravioleta.

Secuenciacion

Los productos de la PCR de las cepas resistentes a la rifampicina, fueron purificados
usando el Kit QIAquick (Qiagen). Para lograr dicha purificacion se procedié de la siguiente
forma: en una columna se agregd 100 pl de producto de la PCR y 500 pl de buffer PBI,
posteriormente se centrifugd a 3 000 g durante 2 min., luego se descart6 la solucion que se
depositd en la parte inferior de la columna y se afiadido 750 pl de buffer PE, se centrifugd a 3
000 g durante 2 min., se descarto la solucion y se centrifugd nuevamente a 3 000 g durante 2
min., se descartd el tubo inferior de la columna y en su lugar se colocd un tubo eppendorf
estéril. Para eluir el ADN, se agregé 30 pl de H,O estéril en el centro de la columna,
finalmente se centrifugd a 20 000 g durante 5 min. E1 ADN depositado en el tubo eppendorf
fue llevado al Servicio del Centro de Secuenciacién y Analisis de Acidos Nucleicos
(CeSAAN) del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), para su

secuenciacion, utilizando los primers rpoBF o rpoBR.

Spoligotyping

Se les realizd la caracterizacion molecular a las 46 cepas incluidas en el estudio de
susceptibilidad, empleando la técnica de Spoligotyping, basado en PCR y usado para detectar
y genotipificar simultdneamente micobacterias que pertenecen al complejo de

M. tuberculosis.

Este método se basa en el polimorfismo del ADN presente en la region de repetidos
directos (DR), la cual se encuentra presente Unicamente en las micobacterias que pertenecen al

complejo M. tuberculosis (Kamerbeek et al., 1997).

Por este método también se puede detectar la presencia o ausencia de espaciadores de
secuencias conocidas. El primer paso en el método es amplificar por PCR la region de

repetidos directos de una cepa dada. Los primers usados son basados en la secuencia de
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repetidos directos e incluye la amplificacion de los espaciadores entre los blancos de repetidos
directos. Un primer marcado con biotina es usado, asi que todos los fragmentos sintetizados
quedan marcados con biotina. Los oligonucleotidos derivados de espaciadores conocidos en la
agrupacion de repetidos directos son covalentemente ligados en lineas paralelas a una

membrana Biodina C activada.

Esta técnica se realizo en el laboratorio de tuberculosis del Instituto de Biomedicina de
Caracas. El primer paso consistidé en la extraccion del ADN. Para llevar a cabo dicha
extraccion, se procedié a tomar con un aplicador de madera estéril 3 colonias de la cepa a
identificar y se resuspendi6 en 100 pl de buffer TE (10 mol/L tris-HCI; 1 mol/LL EDTA pH
8,0), luego se hirvid durante 10 min y se centrifugd durante 10 min a 20 000 g. El
sobrenadante que contenia el ADN se almaceno a -20°C hasta su uso. Para conservar todas las
cepas estudiadas, éstas fueron codificadas en dicho laboratorio, conservadas en glicerol al 10%

y congeladas a -70°C.

Para realizar la amplificacion, se usaron los primers DRa y DRb, los cuales son
capaces de amplificar la region de repetidos directos:
DRa: 5 GGT TTT GGG TCT GAC GAC 3’ (Bionitilado en el extremo 5°)
DRb: 5 CCG AGA GGG GAC GGA AAC 3’

Todas las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 50pl, utilizando una
mezcla de reaccion:

5 pl de ADN purificado (aproximadamente 50 ng).

4 ul de Primer DRa (20 pmol).

4 Yl de Primer DRb (20 pmol).

5 ul de MgCl,.

200 pmol/1 de cada desoxirribonucledtido trifosfato.

1 U Tagq polimerasa (5 unidades/ml).

5 ul de buffer de GoTag 10X.

Se us6 un termociclador Peltier Termal Cycler (PTC-100™) para amplificacion de la

region DR. El programa de amplificacion fue el siguiente: 1 ciclo a 96 °C por 3 min. para la
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desnaturalizacion inicial, 35 ciclos a 96 °C por 1 min., para la desnaturalizacion, 55°C por 1
min., para la hibridacion de los primers, 72 °C por 30 seg., para la extension y 1 ciclo a 72°C

por 5 min., para la extension final.

Para la hibridacion y deteccion de los productos de la PCR, se procedi6 de la siguiente
forma:
1. Se prepararon los buffers y se mantuvieron a las temperaturas adecuadas: 500 ml 2X
SSPE-SDS al 0,1%, a 60°C; 500 ml 2X SSPEO-SDS al 0,5%, a 60°C; 500 ml 2X SSPE-SDS
0,5%, a 42°C y 500 ml 2X SSPE a temperatura ambiente.
2. Se anadi6 50 pl de los productos de la PCR a 150 pul de SSPE-SDS al 0,1%.
3. Se desnaturalizaron por calor los productos durante 10 min a 99 °C y luego se colocaron
inmediatamente en hielo.
4. Selavo 2 veces la membrana durante 5 min. a 60 °C en 250 ml 2X SSPE- SDS al 0,1%.
5. Se colocé la membrana en el soporte de goma del minibloter, de tal manera que los
canales quedaran perpendiculares a la linea patron de oligonucledtidos.
6. Se removi6 por aspiracion el fluido de los canales.
7. Se cargaron los canales con los productos diluidos evitando la formaciéon de burbujas en
dichos canales y se dejo hibridizar en un horno de hibridacion (Amershan Pharmacia Biotech)
por 60 min. a 60 °C. El proceso de carga de las muestras se realizo de izquierda a derecha, en
el primer y ultimo carril se carg6 con buffer, el segundo con un control positivo de la cepa de
referencia H3/Rv, el tercero con un control positivo de M. Bovis (BCG) y el cuarto con agua
(control negativo), a partir del quinto en adelante se cargaron las muestras de las cepas
estudiadas.
8. Se removieron las muestras del minibloter lentamente por aspiracion y se retird la
membrana.
9. Selavé la membrana 2 veces en 250 ml 2X SSPE-SDS al 0,5% por 10 min. a 60°C.
10. Se coloc6 la membrana en un cilindro de vidrio y se dejé enfriar para evitar la
inactivacion de la misma.
11. Se prepar6 una solucion, afiadiendo 2,5 pl del conjugado estreptavidina peroxidasa (500
U/ml) a 10 ml de 2X SSPE-SDS al 0,5% y dentro de un horno de hibridaciéon se incubd la

membrana en dicha solucioén por 60 min. a 42 °C en un cilindro de vidrio.
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12. Se lavé la membrana 2 veces en 250 ml de 2X SSPE-SDS al 0,5% por 10 min. a 42 °C.
13. Se lavé la membrana 2 veces en 250 ml de 2X SSPE por 10 min. a temperatura ambiente.
14. En una habitacidén oscura, se incub6 la membrana durante 2 min. en un reactivo revelador,
luego en el reactivo fijador durante 1 min. y finalmente en agua.

15. Se coloco la membrana dentro de un sistema cerrado (casette) y se cubri6é con un pléstico,
luego sobre el plastico se colocd una pelicula Hyperfilm ACL RPN de Amershan.

16. Se realiz6 la lectura de cada uno de los patrones de hibridacién obtenidos, desde el primer
espaciador hasta el espaciador 43.

17. Los resultados se registraron y se ordenaron en una base de datos en Excel.

18. Los patrones obtenidos fueron analizados con la base de datos internacional SpolDB4
(Brudey et al., 2006), con el proposito de realizar la identificacion de los aislados y de agrupar

las cepas de acuerdo a su espoligotipo.

Analisis de los datos

Se calcularon las frecuencias para la susceptibilidad a las drogas antituberculosas. La
comparacion de los métodos de determinacion de la susceptibilidad de las proporciones de
Canetti y de nitrato reductasa se hizo a través de la prueba de kappa (Landis & Koch, 1977),
con un nivel de confianza del 95%, para determinar la concordancia entre estos métodos.
Ademas, se aplicd una prueba de regresion logistica binaria con un nivel de confianza del
95%, para asociar la presencia de un espoligotipo en particular con las variables clinico-
epidemiologicas. Aquellas asociaciones que resultaron positivas se les calculd la razén de
probabilidad (OR) para estimar el efecto de una variable sobre la presencia de la otra. Para

todos los analisis estadisticos se utilizo el paquete estadistico SPSS version 11.5.
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RESULTADOS

Prevalencia.

Los resultados de prevalencia obtenidos en esta investigaciéon empleando el método de
las proporciones de Canetti como prueba de referencia, se resumen en la tabla 2. De las 46
cepas de M. tuberculosis estudiadas, 32 pertenecian a pacientes clasificados como  casos
nuevos, es decir pacientes sin antecedentes de haber recibido tratamiento antituberculoso. De
este grupo, 30 cepas (93,7%) resultaron sensibles a las cuatro drogas ensayadas y 2
presentaron resistencia a una droga (estreptomicina), es decir que se encontrd un 6,3% en
resistencia primaria. Con respecto a la susceptibilidad en pacientes previamente tratados, de
las 14 cepas estudiadas, 12 resultaron sensibles (85,7%) y 2 resistentes, lo que demuestra una
prevalencia de resistencia secundaria o adquirida de 14,3%. De las 2 cepas resistentes, 1
presentd resistencia a la estreptomicina y la otra fue considerada MDR, ya que mostrd

resistencia tanto a la rifampicina como a la isoniacida.

Tabla 2. Prevalencia de resistencia a medicamentos antituberculosos por el método de las
proporciones, de pacientes procedentes del servicio de tuberculosis del Hospital Dr. Julio
Rodriguez de Cumand, del Hospital Dr. Luis Daniel Beauperthuy de Cumanacoa y del
Hospital Santos Anibal Dominici de Cartipano, entre agosto 2005 y diciembre 2006.

Casos nuevos Casos previamente tratados
N % n %
Cepas estudiadas 32 100 14 100
Susceptibles 30 93,7 12 85,7
Cualquier resistencia 2 6,3 2 14,3
Resistencia a 1 medicamento 2 6,3 1 7,1
INH 0 0,0 0 0,0
RIF 0 0,0 0 0,0
EMB 0 0,0 0 0,0
STR 2 6,3 1 7,1
MDR (INH+RIF) 0 0 1 7,1

INH: isoniacida, RIF: rifampicina, EMB: etambutol, STR: estreptomicina.
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Comparacion de pruebas de susceptibilidad.

Al comparar dos métodos para la determinacién de suceptibilidad a las drogas
antituberculosas de primera linea, como lo son el método de las proporciones de Canetti y la
prueba de Nitrato Reductasa, los resultados presentados en la tabla 3, evidencian que para la
isoniacida, 1 cepa fue identificada como resistente y 45 como susceptibles por ambos
métodos. Para la rifampicina, tanto por el método de las proporciones como por el método
nitrato reductasa, 45 cepas resultaron sensibles y 1 resistente. En cuanto al etambutol, por los
dos métodos, todas las cepas fueron identificadas como susceptibles. En el caso de la
estreptomicina, se hallaron 43 cepas susceptibles por los dos métodos, 3 resistentes por el

método de las proporciones, pero dos de estas sensibles por el método nitrato reductasa.

Tabla 3. Resultados de sensibilidad y resistencia de la prueba nitrato reductasa al ser
comparada con el método de las proporciones.

Nitrato Reductasa

Droga Met0(.10 Resistentes  Susceptibles Concordancia Valor
proporciones kappa
Resistentes 1 0
INH 100% 1,0
Susceptibles 0 45
Resistentes 1 0
RIF 100% 1,0
Susceptibles 0 45
Resistentes 0 0
EMB 100% 1,0
Susceptibles 0 46
Resistentes 1 2
STR 95,65% 0,96
Susceptibles 0 43

INH: isoniacida, RIF: rifampicina, EMB: etambutol, STR: estreptomicina.

Al aplicar el método estadistico de kappa, los resultados mostrados en la tabla 3, se
evidencia que se encontré6 una buena concordancia entre el método nitrato reductasa y el

método de las proporciones.
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La cepa de M. tuberculosis que resultd resistente a rifampicina en este estudio, fue
amplificada por PCR para una secuencia especifica del gen rpoB, junto con 3 cepas controles
de M. tuberculosis. En la figura 3, se aprecia el resultado de la amplificacion que produjo un
fragmento de 350 pares de bases, segun lo esperado. Se utilizaron 2 cepas como controles
positivos, resistentes a rifampicina. La primera, cepa MDR de Bélgica (BELQG) y la segunda,
procedente del Laboratorio de Tuberculosis del Dr. Jacobus de Waard (CCS). También se

utilizo la cepa Hi7Rv sensible como control negativo.

BELG
CCS
CNA
Neg
H,Rv

2 000 — gy

S — 350

pb _
300

pb —
200

Figura 3. Producto de la amplificacion por PCR del gen rpoB de M. tuberculosis. Corrida
electroforética en gel de agarosa al 2% coloreado con bromuro de etidio. BELG y CCS (cepas
resistentes a rifampicina de Bélgica y Caracas, respectivamente) y CNA (cepa resistente a
rifampicina aislada en nuestro estudio, agua (neg) y Hs7Rv cepa sensible (control negativo).
M: marcador de peso molecular de 100pb (Promega).
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Secuenciacion

En las figuras 4 (electroferograma) y 5 (comparacion de secuencias), se muestran los
resultados de la secuenciacion de los productos de amplificacion, observandose las siguientes
mutaciones: en la cepa BELG, la mutacion ocurrid en el codon 441, donde se produjo un
cambio de Asp-Val (GAC-GTC), en la cepa CCS, se present6é una mutacion en el codon 451,
el cambio fue His-Asp (CAC-GAC) y la cepa aislada en nuestro estudio, también es evidente
la existencia de una mutacion en el codon 456, donde se produjo un cambio de Ser-Gln (TCG-

CAG)

30 ! S0 100
A CT GRGEE T T CHT- G T CEAG & CEEEGETGT

110 120 130 140
B CGCTGTCGGGGTTGACCGACAAGCGCCGACTGTC

I n Al ﬂ..uln

140 150 160
C CCRC GEGEEG CT GECGCTPTEGEGECEGEE

,l,.LHhJAh i

Figura 4. Electroferograma de las secuencias del fragmento amplificado a partir de las
muestras BELG (A), CCS (B) y CNA (C), utilizando el primer rpoBF. La codificacion de las
bases es A: adenina (Color verde), C: citosina (Azul), G: guanina (Negro) y T: timina (Rojo).
El tamaio de los picos corresponde a la intensidad de la fluorescencia de cada fragmento. La
flecha muestra la posicion de las bases mutadas.
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GenBank AE000516 GAGCGGATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCC
Control H37Rv S GAGCGGATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCC
Control Bélgica R GAGCGGATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCC
Control Caracas R GAGCGGATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCC

Muestra

Cumana R

GAGCGGATGACCACCCAGGACGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCC

khkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkkkx

E R M T T Q DV E A I TP QT L I NI R P V V A

GenBank AE000516 GCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTG
Control H37Rv S GCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTG
Control Bélgica R GCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGECCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTG
Control Caracas R GCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTG

Muestra

Cumana R

GCGATCAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTG

khkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhk hhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkkkx

A I K E F F G T s Q LS Q FMDQNNUPUL S G L

GenBank AE000516 ACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAGGTCCGC
Control H37Rv S ACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAGGTCCGC
Control Bélgica R ACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAGGTCCGC
Control Caracas R ACCEACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAGGTCCGC

Muestra

Cumana R

ACCCACAAGCGCCGACTGEEGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGTGAGCGTGCCGGGCTGGAGGTCCGC

khkk kkhkkkkkkkkkkkkx khkkhkhkkhkkkhkhkkkhkhkkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkkxkk

T H K R R L S A L G P GG L S REURM AGTULE V R

GenBank AE000516 GACGTGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTGATC
Control H37Rv S GACGTGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTGATC
Control Bélgica R GACGTGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTGATC
Control Caracas R GACGTGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTGATC

Muestra

Cumana R

GACGTGCACCCGTCGCACTACGGCCGGATGTGCCCGATCGAAACCCCTGAGGGGCCCAACATCGGTCTGATC

khkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkkkx

D v H P S HY GR MOCUPTIETUPEGU©PNITIUSGTULTI

GenBank AE000516 GGCTCGCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCGTTCGGGTTCATCGAAACGCCGTACCGC
Control H37Rv S GGCTCGCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCGTTCGGGTTCATCGAAACGCCGTACCGC
Control Bélgica R GGCTCGCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCGTTCGGGTTCATCGAAACGCCGTACCGC
Control Caracas R GGCTCGCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCGTTCGGGTTCATCGAAACGCCGTACCGC

Muestra

Cumana R

GGCTCGCTGTCGGTGTACGCGCGGGTCAACCCGTTCGGGTTCATCGAAACGCCGTACCGC

khkkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkkkx

G S L S v Y ARV NUPVF G F I ET P Y R

Figura 5. Comparacion de las secuencias del fragmento amplificado del gen rpoB de M. tuberculosis de la cepa resistente
estudiada y las de referencia comparadas con una secuencia del GenBank (Accession Number: AE000516).
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Spoligotyping

En la tabla 4, se muestran los resultados del analisis por spoligotyping de las 46
cepas de M. tuberculosis estudiadas, donde se puede apreciar la procedencia,
identificacion a nivel de tipos y familias biogeograficas de acuerdo a la clasificacion de
la base de datos internacional SpolDB4 (Brudey et al., 2006), que posee un registro de
39 295 aislados resumidos en 1 939 patrones. También muestra la descripcion de
algunas familias con un asterisco al lado (LAM9*, LAM2* y LAM1%*), realizada usando
el algoritmo de SPOTCLUST (Vitol et al., 2006), los patrones de hibridacion, la
descripcion octal seglin la estandarizacion propuesta por Dale et al. (2001) y las cepas
resistentes. La cepa con el espoligotipo 605 (U) tenia resistencia a isoniazida y
rifampicina (MDR), tres cepas con el espoligotipo 93 (LAMS) y una con el espoligotipo 17

(LAM2) eran resistentes a estreptomicina.

De las 46 cepas analizadas, encontramos un total de 15 grupos (clusters) con
perfiles de espoligotipos diferentes, el perfil con mayor frecuencia (23,9%) correspondiod
al espoligotipo 93, seguidos de los espoligotipos 17 (19,6%), 42 (8,6%), 134 (6,5%), 64
(6,5%), 216, 60, 880, 167, 53, 905 y 605 (2,2%) cada uno pertenecientes a las familias
biogeograficas LAM2, LAMY, Haarlem3, LAM4, LAM6, T1, y U, y las regiones del
mundo donde se han reportado los distintos espoligotipos (tabla 5). De igual forma se
muestran los patrones agrupados, con su valor probabilistico marcado con un asterisco,
que no aparecen en la base de datos SpolDB4, pero que fueron identificados por

SPOTCLUST.

Para evaluar las variables de epidemiologia tradicional, en la tabla 6 se presentan
las caracteristicas clinicas y epidemiologicas de la poblacion estudiada. Segun el sexo,
las cepas estudiadas provinieron principalmente de pacientes varones (65,2%), mientras
que el grupo etario que agrupd el mayor numero de casos, fue el de 20 — 40 afos
(47,8%), el 30,4% eran pacientes que habian recibido tratamiento y el 69,6% sin

tratamiento.
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Evaluando estadisticamente las condiciones epidemioldgicas de todos los
pacientes incluidos en el estudio, con los espoligotipos encontrados, solo la condicién de
tratamiento previo arrojé un valor de p= 0,05 y OR= 4,05 para el espoligotipo 93 que

corresponde a la familia LAMS.
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Tabla 4. Identificacion de las cepas de M. tuberculosis aisladas en este estudio. Tipos y
familias biogeograficas, patron de hibridacion (descripcion del espoligotipo del 1 al 43,
cuadrado negro: hibridacion, cuadrado blanco: no hibridacion) y la descripcion octal.
NA= no aplica, tipo no reportado por SpolDB4. MDR: cepa resistente a isoniazida y
rifampicina. STR: cepa resistente a estreptomicina.

C::p Procedencia | Tipo | Familia Espoligotipo Octal Resistente
1 Cumana 42 LAM9 EEEEEEEEEEEEEEEE RN OO essssnsn O Oeesnnnn | 77777760776077
2 Cumana NA LAMY9* | ummmmmsmsssinsssCas 0 esssssss i Ceaeannn ;7773660776077
3 Cumana 93 LAMS5 EEEEEEEEEEER EEEEEEE O Oesseseen e esa. ;7773760776077
4 Cumana 93 LAMS (LI m L e e ; 7773760776077
5 Sta. Fe 64 LAM6 EEEEEEEEEEEEEEEEREEE OO esssesn 0 ees e ;7777760756077
6 Cumana 42 LAM9 EEEEEEEEEEEEEEEE R OO esesssss O ;7777760776077
7 Cumana 93 LAMS5 EREEEEEEEEER EEEEEERC O Oesssnen e ;7773760776077
8 Cumana 905 U snusssnsns esnsnss O Cessssn 0000 esesesn é7773760770077
9 Cumana NA LAM2* | emCusssssssssssssssC00sssss0s000 essss0] 2777 3760762076
10 Cumana 42 LAM9 EIIIIlIIIIIIIIIIIIIIDDDDIIIIIIIII:|I:|I:|I:|Illllll 27777760776077
11 Cumana NA LAM2* EReEEEEnEEE esnsnnn O essssOsO00 essssC] 277 73760762076
12 Cumana 64 LAM6 EllllllIIIllllllllIIDDDDIIIIDIIIDDDDIIIIIll (7)77777607 56077
13 Carupano 880 Tl EEEEEEEEEEEEREEEEE O O00O000OessssOC OO eaene ;7777700076077
14 Sta. Fe 17 LAM2 :IDIlIIIIIIIDIIIIIIIDEIDDIIIIIIIIEIEIEIDIIIIIII ;7777760756077
15 Cumana 42 LAM9 EEEEEEEEEEEEEEEE R OO esesssss O ;7777760776077
16 Cumanacoa NA LAM2* | EmCusnssssss ssssss 0 0sssss0s000 esess] é77 73760762076
17 Cumana NA LAM2* EIDIlIIIlIlll:lllllIIII:II:IDDIIIIII:II:III:II:II:II:IIIIIIEI 277 73760762076
18 Cartipano 60 LAM4 EllllllIIIIIIIIIIIIIDDDDIIIIIIIIDDDDIIIDIII (7)7777760776073
19 Cumana 167 Tl EEEEEEENEEEEEE NN OO ;7777777766077
20 Cumana NA LAMI1* OO0Oesss O esssssssss OO esssssss00Osss000 (1)743 7760776070
21 Cumana NA LAM2* Ell:llllllllIIE|lllllIIDDDDIIIIIDDIDDDDIIIIID (6)777376()762076
22 Cumana 216 LAM9 ElllllllllIIDDlIllllDDDDIIIIIIIIDDDDIIIIIII 2777 1760776077
23 Cumana 605 U :IIIIIIIIIIIDIIIIIIIEII:IDDIIIIIIEIEIEIEIEIEIEIEIEIEIII ; 7773760770003 MDR
24 Cumana 93 LAMS5 EEEEEEEEEEER EEEEEEE O Oesseseen e esa. ;7773760776077 STR
25 Cumana 93 LAMS5 EREEEEEEEEER EEEEEERC O Oesssnen e ;7773760776077
26 Cumana 17 LAM2 snusssssns esssnss OO essesesn O eessnnn ;77777607 56077
27 Cumana 17 LAM2 L m L ml el T e 27773760776077
28 Cumana 216 LAM9 EnEEEREREEERCessnss O Ceesnseen O eee e ;7773760776077
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29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

Cumana
Cumanacoa
Cumana
Cumana
Cumana
Cumana
Cumana
Cumana
Cumana
Cumana
Cumana
Cumana
Carupano
Cumana
Cumana
Cumanacoa
Cumana

Cumanacoa

17 LAM2
64 LAM6
17 LAM2

134 Haarlem3

93 LAMS

NA LAM2*

17 LAM2
93 LAMS
17 LAM2

134 Haarlem3

93 LAMS
93 LAMS
17 LAM2
53 T1

93 LAMS

134 Haarlem3

93 LAMS

17 LAM2

EE(EEEEEEEEE annnEns O eeeeeees O eeeessm | 67773760776077
EEEEEEEEEEEEEEEERERE OO esssesn 0 e e ;7777760756077
Loml L Ll el L e el é777376o776077
ENEEEEEEEEEEEEEE NN RN O0COesCens ;7777777772063
EEEEEEEEEEER EEEEEER OO OessesEsn e e ;7773760776077
EE(eEEEEEEEEensssns 00 essssCe000essss] é77 73760762076
EIDIlIIIlIlII:IlllllIIDDDDIIIIIIIIEIDI:II:IIIIIIll 2777376()776077
EEEEEEEEEEER EEEEEER OO OessesEsn e e ;7773760776077
Loml L Ll el L e el é777376o776077
ENEEEEEEEEEEEEEE NN RN O0COesCens ;7777777772063
EEEEEEEEEEER EEEEEER OO OessesEsn e e ;7773760776077
EEEEEEEEEEER EEEEEERC O Oesseeen O ;7773760776077
LUmL UL LD el e é777376()776077
EEEEEEEEEEEEEE NN (e ;7777777776077
EEEEEEEEEEER EEEEEERC O Oesseeen O ;7773760776077
ENEEEEEEEEEEEEEE NN RN O0COesCens ;7777777772063
EEEEEEEEEEER EEEEEER OO OessesEsn e e ;7773760776077
Loml L Ll el L e el é777376o776077
1

STR

STR

STR

Tabla 5. Frecuencia de los tipos y las familias encontradas en el estudio y su distribucion

geografica.

Tipo

Familia

Frecuencia (%)

Distribucion geografica

93

LAMS

23,9

Argentina(2) Australia(1) Brasil(13) Alemania(3) Espafia(2)
Francia(l) Guadalupe(7) Guyana Franc(2) Haiti(15) Italia(14)
Holanda(1) USA(44) Venezuela(82)

LAM2

19,6

Argentina(3) Brasil(33) Camertin(2) Cuba (1) R. Checa(3)
Espana(17) Francia(l) Guadalupe(l1) Guyana Franc(7) Haiti(22)
México(3) Martinica(2) Malasia(l) Namibia(l) Holanda(2)
Filipinas(3) Portugal(6) USA(76) Venezuela(128)

NA

LAM2*%

13,0

No reportados por SpolDB4

42

LAM9

8,6

Argentina (69) Armenia(4) Australia(3) Austria(25) Azerbaijan(4)
Bélgica(25) Bangladesh(28) Brasil(54) R. Africa Central(3)
Camerun(l) Cuba(19) R. Checa(4) Alemania(6) Algeria(ll)
Egipto(1)  Espafia(14) Estonia(5) Etiopia(3) Finlandia(25)
Francia(45) Reino Unido(5) Georgia(7) Guadalupe(11) Guinea-
Bissau(22) Guyana Franc(15) Haiti(27) Indonesia(1) India(3) Iran(2)
Italia(77)  Kazakhstan(4)  Kenya(8)  Libia(2)  Latvia(19)
Marruecos(27)  Madagascar(4)  México(25)  Mozambique(2)
Martinica(3) Malawi(5) Malasia(1) Holanda(32) Nueva Zelanda(26)
Perti(7) Filipinas(5) Polonia(6) Portugal(44) Polinesia Francesa(l)
Rusia(68) Arabia Saudita(2) Senegal(2) Tailandia(l) Tunisia(l)
Turquia(1) USA (259) Venezuela(90) Vietnam(1) Sur Africa(7)
Suiza(26)

134

Haarlem3

6,5

Francia(2) Guyana Franc(1) Italia(5) Martinica(1l) Suiza(1)

64

LAM6

6,5

Argentina(5)  Australia(l)  Austria(5) Bélgica(4) Brasil(26)
R. Checa(2) Alegia(1) Francia(1) Reino unido(1) Guyana Franc(13)
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India(1) Iran(1) Italia(1) Madagascar(l) México(2) Martinica(l)
Malawi(2)  Malasia(2)  Portugal(14)  Senegal(l) USA(67)
Venezuela(4)

216

LAM9 43

Argentina(1) Italia(2) USA (5) Venezuela(1)

NA

LAM1*%¢ 2,2

No reportados por SpolDB4

60

LAM4 2,2

Argentina(2)  Australia(3)  Bélgica(2)  Brasil(10)  Cuba(4)
Alemania(2) Algeria(2) Espana(l) Francia(8) R. Unido(1) Guinea-
Bissau(5) Guyana franc(2) Italia(2) Martinica(3) Madagascar(1)
México(3) Mozambique(l) Holanda(l) Portugal(2) Rusia(l)
Senegal(2) USA(11) Venezuela(11) Suiza(1)

NA

LAMY*! 2,2

No reportados por SpolDB4

880

T1 2,2

México(2) USA(3) Venezuela(1) Sur Africa(1)

167

53

T1 2,2

T1 2,2

Austria(4) Bélgica(1) Brasil(1) Cuba(l) Espafia(4) Finlandia(2)
Francia(l1) R. Unido(l) India(1) Italia(1) Turquia(l) USA (5)
Venezuela(2)

Antillas Holandesas (1) Argentina(69) Armenia(7) Australia(17)
Austria(215) Azerbaijan(1) Bélgica(48) Bangladesh(24) Brasil(74)
Barbados(2) R. Africa Central(3) Canada(16) China(11)
Camerun(21) Comoros(1) Cuba(23) R. Checa(30) Alemania(55)
Dinamarca(41) Algeria(4) Africa del Este(1) Egipto(13) Espafia(24)
Estonia(9) Etiopia(37) Finlandia(49) Francia(150) R. Unido(58)
Georgia(12) Guadalupe(25) Guinea-Bissau(8) Guyana Franc(49)
Haiti(27) Hungria(8) Indonesia(16) India(24) Iran(5) Italia(125)
Japon(6) Kazakhstan(2) Kenya(2) Libia(5) Latvia(5) Marruecos(12)
Madagascar(23)  México(54)  Mongolia(l)  Mozambique(2)
Martinica(15) Malawi(12) Malasia(14) Namibia(7) Holanda(84)
Noruega(4) Nueva Zelanda(14) Pakistan(4) Per(6) Polonia(34)
Portugal(27) Rumania(l) Rusia(26) Arabia Saudita(4) Sudan(1)
Senegal(21) Surinam(2) Suiza(30) Tailandia(11) Turquia(31)
USA(1089) Venezuela(42) Vietnam(14) Sur Africa(14) Zambia(2)
Zimbawe(27)

905

Argentina(1) USA (5) Venezuela(9)

605

USA (1) Venezuela(19)

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y epidemiologicas de la poblacion estudiada.

Caracteristicas n %

Procedencia

Sucre 40 86,9
Bermudez 3 6,5

Montes 3 6,5

Edad (afios)

20-40 22 47,8
41-60 14 30,4
61-85 10 21,8
Sexo

Masculino 30 65,2
Femenino 16 34,8
Baciloscopia

Positivo (+) 19 41,3
Positivo (++) 19 41,3
Positivo (+++) 8 17,4
Tto. Previo

30




Si 14 30,4
No 32 69,6
Contacto con pacientes TB

Si 2 4,3
No 44 95,7
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DISCUSION

En los ultimos afos, la tuberculosis ha reemergido como una de las principales
causas del incremento de las tasas de mobi-mortalidad en el mundo (Calderdon et al.,
2003). Cada afo, a nivel mundial el nimero de casos de tuberculosis aumenta en un 3%
debido principalmente, a la aparicion y circulacion de cepas resistentes a multiples
farmacos; alrededor de 50 millones de personas estdn infectadas por cepas de
Mycobacterium tuberculosis resistentes a multiples farmacos. Esta situacion es
considerada como el inicio de un problema de consecuencias imprevisibles, ya que la
poblacion portadora de esta infeccion puede ser la fuente de una epidemia de

tuberculosis incontrolable (WHO, 2004).

Al comparar los resultados obtenidos en la presente investigacion, de resistencia
primaria (6,3%) y resistencia adquirida (14,3%), con los resultados obtenidos en el
estudio de resistencia realizado en Venezuela, durante 1998-1999 (MSDS, 2000), el cual
sirvid de referencia y fue motivo de inquietud para la realizacion de este trabajo, ya que
para ese momento el estado Sucre presentd a nivel nacional, el mayor indice de
resistencia primaria (22,0%) y un 50% de resistencia secundaria, se demuestra que en la
actualidad existe una menor circulacion de cepas resistentes en la zona estudiada, lo que
pone en evidencia en cierto modo, el buen funcionamiento del programa de tratamiento
de la tuberculosis en el estado, pero hay que sefalar que todavia existen niveles

importantes de resistencia.

En los laboratorios de tuberculosis, es importante la busqueda de nuevas técnicas
que faciliten en costo y tiempo, la obtencidon de los resultados de susceptibilidad a las
drogas empleadas para el tratamiento de la tuberculosis, sobre todo en paises de bajos
recursos y donde existe una alta prevalencia de casos de tuberculosis resistentes

(Montoro et al., 2005).
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La determinacion de resistencia a farmacos de primera linea, en especial a
rifampicina e isoniacida, ha sido la base del disefio de técnicas de susceptibilidad, dada
la importancia que estos dos medicamentos tienen dentro del esquema de tratamiento y
en la actualidad se sabe que las cepas resistentes a la rifampicina lo son generalmente a
la isoniacida, lo que se conoce como multirresistencia, por tal motivo la importancia que
tiene la deteccion de resistencia a rifampicina para predecir multirresistencia (Porras et

al., 2005).

En este estudio se empled el método nitrato reductasa como método alternativo
para la rapida deteccion de susceptibilidad a las drogas antituberculosas de primera linea
y el tiempo promedio que se requirid para obtener los resultados fue de 10 dias en 12
cepas y de 14 dias en 34 cepas, en comparacion con el método de proporciones en donde
se requiri6 de 42 dias para reportar los resultados. El método de nitrato redutasa permitié
de esta forma acortar notablemente el tiempo de obtencion de los resultados. Estos datos
se asemejan a los aportados por Lemus et al. (2006), quienes sefialan que el tiempo
promedio requerido para obtener los resultados con el uso de nitrato reductasa es de 10

dias.

Sin embargo, se observo cierta divergencia para la estreptomicina, en donde 3
cepas que resultaron resistentes por el método de las proporciones, la prueba de nitrato
reductasa solo detectd resistencia en una de estas cepas. Al respecto, Angeby et al.
(2002) en su estudio donde emplearon la prueba de nitrato reductasa, sefalan la
dificultad que se les presentd al evaluar la especificidad (83%) de resistencia a la
estreptomicina y la sensibilidad (75%) en la deteccion de resistencia al etambutol.
Lemus et al. (2006), al utilizar la prueba de nitrato reductasa obtuvieron una sensibilidad
de 91,7%; 96,5%; 88,0% y 93,9% para isoniacida, estreptomicina, etambutol y
rifampicina, respectivamente y acotan que los resultados de su estudio son prometedores
ya que obtuvieron pocos resultados discordantes entre el método de las proporciones y

nitrato reductasa. De la misma forma, la Organizacién Mundial de la Salud (2000) y
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Lazlo et al. (2002), sefialan que es dificil determinar la susceptibilidad de M.

tuberculosis a estreptomicina y etambutol cuando se usan métodos convencionales.

Telenti et al. (1993), sefialan que la resistencia a rifampicina puede ser usada
como un marcador para la deteccion de M. tuberculosis MDR. Yuen et al. (1999),
encontraron que el 91% de las cepas estudiadas fueron resistentes a rifampicina y a
isoniazida. De igual forma, Agapito et al. (2002) hallaron en su estudio que todas las
cepas aisladas resistentes a rifampicina también lo eran a isoniacida, con excepcion de 2
(3,9%), que tenia resistencia a por lo menos un farmaco mas. La multidrogoresistencia
en estas cepas fue de 98% (49/50). De acuerdo a estos resultados, los autores sefialan
que al encontrar una cepa de un paciente que tenga resistencia a rifampicina, existe una
probabilidad cercana al 100%, que también lo sea a isoniacida. En el presente estudio se

pudo observar que la Uinica cepa resistente a rifampicina también lo fue a isoniacida.

Lemus et al. (2006), Barrera y Montoro (2007), plantean que la prueba nitrato
reductasa constituye una herramienta util para la deteccion de resistencia a las drogas
antituberculosas, en especial a rifampicina e isoniacida, en ciudades de bajos recursos,
con limitaciones en sus laboratorios, debido al bajo costo de la prueba, es facil de

realizar y no se requieren equipos sofisticados.

Es importante destacar la demanda que tienen una pronta identificacion,
aislamiento y deteccion de resistencia en los individuos enfermos, en especial en
aquellos pacientes cronicos, en casos de recidivas y fracaso de tratamiento, ya que existe
el riesgo de diseminacion en la poblacion general. Aunque en esta investigacion se halld
una baja prevalencia de resistencia, los resultados obtenidos mostraron buena
concordancia entre la prueba de nitrato reductasa y el método de las proporciones, para
la determinacion de resistencia a las drogas isoniacida, rifampicina y etambutol. En tal
sentido, contar métodos rapidos de determinacion de susceptibilidad a las drogas
antituberculosas es de gran importancia, ya que permitiria cambiar el tratamiento y se

podria disminuir la probabilidad de contagio de la poblacion de cepas resistentes.
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En nuestra experiencia, la prueba de nitrato reductasa, ha demostrado ser un
método sencillo, los resultados se obtienen en un tiempo relativamente corto y la buena
concordancia obtenida al ser comparada con el método de las proporciones, ponen a este
método como una buena opcion a la hora de evaluar inicialmente a los pacientes con
casos de tuberculosis cronicas, en donde se amerita resultados de susceptibilidad lo antes

posible.

Hay que resaltar que el empleo de nuevas técnicas de deteccion de
susceptibilidad a las drogas antituberculosas que puedan sustituir en un futuro a los
métodos convencionales, requiere de estudios de reproducibilidad y de la obtencion de
resultados de sensibilidad y especificidad aceptables. Para alcanzar tal sensibilidad y
especificidad, consideramos que es necesario realizar estudios con mayor cantidad de
aislamientos y pruebas con diferentes concentraciones criticas del medicamento que

permitan obtener resultados mas confiables.

La resistencia a drogas en M. tuberculosis se debe predominantemente a
alteraciones en la secuencia de nucle6tidos en genes blancos de antibidticos, a diferencia
de otras bacterias, en M. tuberculosis no se han reportado mecanismos de adquisicion de

genes de resistencia via plasmidos o transposones (Riska et al., 2000).

Aproximadamente, un 95% de las cepas de M. tuberculosis resistentes a
rifampicina presentan un alteracion genética en la region de 81pb del gen rpoB, esta
region se extiende desde los codones 507 al 533. Se ha observado, que aproximadamente
el 86 % de las mutaciones ocurren en los codones Ser 531, His 526 y Asp 516,
representado estos, los puntos calientes dentro de esta region determinante de resistencia
a rifampicina (Ramaswamy & Musser, 1998; Zhang & Telenti, 2000). Spindola et al.
(2001) y Van Rie et al. (2001), sefalan que las mutaciones en los codones Ser 531 e His
526 dentro de la region hipervariable de 81pb del gen rpoB son las mas frecuentes y su

frecuencia relativa es muy similar en distintas regiones geograficas
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En las tres cepas de M. tuberculosis resistentes a rifampicina (BELG, CCAS y
CNA) secuenciadas en este estudio, se pudo determinar la existencia de mutaciones en el
gen rpoB. Al realizar la comparacion de nuestros resultados con el sistema de
numeracion empleado por Telenti ef al. (1993), observamos mutaciones en los codones
516, 526, 531 de las cepas BELG, CCS y CNA, respectivamente, y de acuerdo a la
literatura consultada nuestros resultados concuerdan con los reportados por muchos
autores, que estas mutaciones son las que frecuentemente ocurren en las cepas M.

tuberculosis resistentes a rifampicina.

Garcia et al. (2001), hallaron un mayor nimero de mutaciones en los codones
516, 526, 531; el cambio observado para el codon 516 fue GAC-GGC (Asp-Gli) y GAC-
GTC (Asp-Val), en cuanto al codon 526, el cambio fue CAC-GAC (His-Asp), CAC-
TAC (His-Tyr), CAC-TGC (His-Cys) y para el codon 531, el cambio fue TCG-TTG
(Ser-Leu) y TCG-TGG (Ser-Trp). Agapito et al. (2002), reportaron que en el 96,1% de
los aislamientos resistentes, las variaciones encontradas estuvieron en los codones
531,526,516 y 513 y un 3,9% en los codones 522, 527, 533, 520 512 y 511. Karahan et
al. (2004), hallaron en el 90% de los aislados resistentes a rifampicina una mutacion en
el codon 531 TCG-TTG (Ser-Leu). Ozturk et al. (2005), demostraron la existencia de
mutaciones en los codones 516 GAC-GTC (Asp-Val) y 531 TCG-TIG (Ser-Leu). En
Venezuela, Aristimuno et al. (2006), encontraron la misma mutacion reportada
previamente por Karahan et al. (2004) y la reportada en el codon 516 por Ozturk et al.
(2005).

Llama la atencion, que en la bibliografia consultada, no conseguimos reportes de
mutaciones que concuerden con el cambio de aminoacidos observado en la cepa aislada
en nuestro estudio (531 TCG-CAG, Ser-Gln), este resultado pone de manifiesto que
dichas mutaciones son propias de cada region y destacamos la importancia de realizar
estudios posteriores que aporten nuevos resultados sobre la identificacion de mutaciones

en nuestra region.
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En 1991, se alcanzaron los primeros éxitos en la obtencién de secuencias
repetitivas en el genoma de M. tuberculosis (Van Soolingen ef al., 1991), siendo éste el
punto de partida que ha permitido comparar las huellas genéticas de los distintos
aislamientos y por consiguiente establecer diferencias entre diversas cepas. Al
diferenciar las cepas aisladas, ha sido posible obtener nueva informacion sobre la
epidemiologia de la enfermedad (Glynn et al., 1999). Jasmer et al. (1999), destacan la
utilidad que tiene la epidemiologia molecular para evaluar los resultados de los
programas de control de la tuberculosis, tal como se observd en la ciudad de San
Francisco entre 1991 y 1997, que un descenso del numero de casos asociados en clusters
hizo pensar que las medidas de control adoptadas habian permitido disminuir la

diseminacion de la tuberculosis.

El surgimiento de cepas resistentes a farmacos antituberculosos y de mayor
virulencia, asi como el aumento en el desplazamiento y en la edad promedio de la
poblacion, exigen la incorporacion de técnicas moleculares que otorguen mayor
sensibilidad y poder discriminatorio; ademas de la aplicacion de estrategias adecuadas
para el registro y trazabilidad de las muestras, lo que permitira asociar cada perfil
genético de M. tuberculosis a una localidad geografica determinada (Mancilla et al.,

2006).

Los resultados de este trabajo, utilizando el spoligotyping, arrojaron una
distribucion de 46 aislados en 15 patrones o espoligotipos diferentes, lo que representa
una diversidad de un 33% (15/46) en la zona estudiada. La familia que present6 mayor
frecuencia fue LAMS (23,9%), seguida de LAM2 (19,6%) y LAM2* (13,0%), lo que
quiere decir que los genotipos representados por estas familias son los responsables del
56,5% de los casos de tuberculosis de los pacientes muestreados. No se observo
tendencia alguna por una familia en particular a estar presente exclusivamente en una de

las regiones muestreadas.
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Al comparar esta investigacion con la realizada por Toro ef al. (2001), quienes
fueron los primeros en iniciar un estudio de epidemiologia molecular de la tuberculosis
en Venezuela, especificamente en la ciudad de Caracas, en donde encontraron la
existencia de 51 patrones diferentes y una diversidad local de un 80% (51/64) y con el
estudio realizado por Abadia (2008), en diferentes regiones de Venezuela (Caracas,
Valencia, Delta Amacuro Puerto Ayacucho, Apure, Cumand y Maracay), quien hall6 la
existencia de 300 espoligotipos diferentes, una diversidad global de 23% (300/1 298) y
una diversidad en la ciudad de Cumané de 39% (21/54). Podriamos sefialar, que los
nuestros son similares a los obtenidos por Abadia, ya que gran parte de los genotipos
aislados por €l en Cumana (67,4%), se observaron también en éste estudio. En cuanto al
trabajo de Toro et al. (2001), se puede sehalar que la gran diversidad encontrada
corresponde a que el muestreo realizado fue muy pequefio en comparacion con el
namero de casos reportados, otro factor que podria explicar la gran diversidad
encontrada por este autor fue el empleo una técnica con mayor poder discriminatorio

IS6110-RFLP.

Los patrones obtenidos (LAMI1*, LAM2* y LAM9*) y que no han sido
reportados en SpolDB4, se tratan de reservorios de nuevos tipos, es decir, variantes
nuevas de los espoligotipos circulantes o espoligotipos emergentes (evolucion). Al
respecto, Abadia (2008), sefiala de que existe la posibilidad de que se trate de artefactos,
o sea, que el patrébn no exista como cepa Unica y que sea el resultado de la
sobreimposicion de dos o mas cepas producto de una infeccion mixta que ha generado

un patrén desconocido o no reportado.

El patrén 605 (familia U) hallado, corresponde a una cepa MDR, que fue la tnica
aislada en el estudio. En este sentido, existen evidencias que apuntan hacia una menor
patogenicidad de las cepas multiresistentes; en Holanda, trabajos realizados con técnicas
de epidemiologia molecular indican una menor agrupacion de las cepas multiresistentes,
lo cual indicaria una menor transmisibilidad de estas cepas (Telenti, 1998). De igual

forma, Garcia & Rodriguez (2005), sefialan que las cepas resistentes a farmacos se
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transmiten en menor proporcion que el resto de las cepas. Murray & Nardel (2002),
proponen varias razones que explicarian por qué los clusters de tuberculosis con
resistencia a uno o mas farmacos pueden ser menores que los clusters de los casos
sensibles: los pacientes con tuberculosis multirresistente son menos accesibles a los
sistemas de salud en muchos paises, pueden tener menos contactos sociales o éstos

pueden haber estado expuestos al germen con mayor frecuencia.

De acuerdo a los registros de SpolDB4, se encuentra una cepa reportada en
Estados Unidos y 19 en Venezuela con el patron 605 (U), o sea que pareciera ser una
cepa con amplia distribucion en nuestro pais. Situacion reportada por Abadia (2008),
quien reveld que el 7,2% de los aislados de su estudio pertenecian a esta familia,

ocupando el tercer lugar en la frecuencia de los espoligotipos hallados.

Cuando se evaluaron las variables clinicas y epidemioldgicas de los pacientes
(edad, sexo, positividad de la baciloscopia y contacto con pacientes con tuberculosis),
estas no estuvieron asociadas estadisticamente con los espoligotipos hallados, por lo que
no representaron factores relacionados con la condicion de los pacientes a ser portadores
de una cepa con un patron determinado o que existan ciertas condiciones en los
pacientes que faciliten la diseminacion de las cepas en la poblacion. Lo que si es notable
es que la frecuencia de la tuberculosis en hombres (65,2%) fue mayor que en las mujeres
(34,8%), antes reportado por varios autores como un posible factor de riesgo de esta
enfermedad (Pelczer et al., 1982; Fitzgerald et al., 2003; Salim et al., 2004 & Abadia,
2008).

Es de suma importancia que se sigan realizando trabajos de este tipo que
contribuyan con el conocimiento de la biodiversidad de los aislados clinicos que circulan

en nuestras regiones.
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CONCLUSIONES

La prueba de nitrato reductasa, ha demostrado ser un método sencillo y la buena
concordancia obtenida al ser comparada con el método de las proporciones, la colocan
como una buena opcion a la hora de evaluar inicialmente a los pacientes con casos de

tuberculosis crénicas, en donde se amerita resultados de susceptibilidad lo antes posible.

La baja prevalencia de resistencia a las drogas antituberculosas obtenida,
demuestran una disminucién en la circulacion de cepas resistentes en la zona estudiada,
lo que pudiera indicar la aplicacion de un programa adecuado de tratamiento de la

tuberculosis en el Estado.

El aislamiento de una nueva mutacion en el gen rpoB de la cepa resistente a
rifampicina demuestra que la seleccion por antituberculosos actia en mutaciones que

ocurren a nivel regional.
La presencia de distintos genotipos de M. tuberculosis en las poblaciones

estudiadas no evidencian la ocurrencia de focos infecciosos, sino mas bien, la

transmision de cepas de manera continua, propia de zonas endémicas.
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ANEXO

ANEXO 1
REGISTRO DE PACIENTES
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Region
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Edad
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Direccion

Ocupacion

Tipo de caso

BK

Tto recibido

Contacto con
pacientes
con TB

Consumo de
alcohol, drogas,.
Fumador.
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ANEXO 2

AUTORIZACION

El uso de las muestras y datos obtenidos en este estudio son de uso exclusivo para
investigacion. Los datos de los participantes no podran ser usados en perjuicio de los
mismos.

Yo, , portador de la C.I: , autorizd a los

responsables del trabajo de investigacion titulado ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO-
MOLECULAR Y SUSCEPTIBILIDAD DE Mycobacterium tuberculosis
A DROGAS ANTITUBERCULOSAS EN POBLACIONES
ENDEMICAS DEL ESTADO SUCRE, realizado por la Leda. Rosmy Mendoza y

coordinado por el Dr. Marcos De Donato, para utilizar mis datos y muestras de esputos.

En Cumanai a los dias del mes de de 200 .

Firma
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ANEXO 3
REGISTRO DE CULTIVO
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Se evalud la susceptibilidad a isoniacida (INH), rifampicina (RIF), estreptomicina (STR) y etambutol (EMB)
y las caracteristicas epidemiologicas-moleculares de cepas de Mycobacterium tuberculosis en poblaciones
endémicas del estado Sucre. Para ello, se recolectaron muestras de esputos tomadas por expectoracion, de
pacientes con sintomatologia respiratoria procedentes del servicio de tuberculosis del Hospital Dr. Julio
Rodriguez de Cumanad (municipio Sucre), del Hospital Dr. Luis Daniel Beauperthuy de Cumanacoa
(municipio Montes) y del Hospital Santos Anibal Dominici de Carupano (municipio Bermudez), durante el
periodo de agosto 2005 — diciembre 2006. Las muestras con baciloscopia positiva y cultivo positivo fueron
incluidas en el estudio y en una hoja de registro se recopilaron los datos epidemiologicos de los pacientes. De
un total de 54 muestras, 46 cultivos resultaron viables, a los cuales se les realiz6 las pruebas de
susceptibilidad empleando el método de proporciones de Canetti y de nitrato reductasa. Se realizé la
extraccion, purificacion y secuenciacion del ADN de las cepas que resultaron resistente a rifampicina en este
estudio, asi como de 2 cepas controles positivos y 1 cepa H37RV sensible (control negativo). A las 46 cepas
aisladas, se les realizo la caracterizacion molecular, empleando la técnica de Spoligotyping. Los resultados
mostraron un 6,3% de resistencia primaria y 14,3% de resistencia adquirida. Una cepa fue considerada
multidrogaresistente (MDR), al presentar resistencia a RIF e INH. Se comparo la prueba de nitrato reductasa
con el método de las proporciones, encontrandose 100% de concordancia entre los resultados de los dos
métodos para INH, RIF y EMB, y 95,65% para STR. Ademas, la prueba nitrato reductasa produjo resultados
en 10 a 14 dias, comparado con 42 dias para el método de proporciones, por lo que la primera se postula
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M. tuberculosis. La secuencia del gen rpoB en la cepa resistente a RIF demostr6 la presencia de una mutacion
en la region hipervariable de 81 pares de bases, donde se ha reportado el mayor nimero de mutaciones de
cepas resistentes a RIF. Esta mutacion produjo un cambio en el codon 456 de Ser->Gln (TCG->CAGQG), lo cual
representa un nuevo tipo de mutacion para esta region. Al comparar estos resultados con los encontrados en el
ultimo estudio de prevalencia de resistencia realizado en el estado, se demuestra una disminuciéon en la
circulacion de cepas resistentes en la zona de estudio. Los resultados del Spoligotyping revelaron un total de
15 grupos (clusters) con perfiles de espoligotipos diferentes, el perfil con mayor frecuencia correspondi6 al
espoligotipo 93 (23,9%), seguidos de los espoligotipos 17 (19,6%), 42 (8,6%), 134 (6,5%), 64 (6,5%), 216,
60, 880, 167 53, 905 y 605 (2,2%), pertenecientes a las familias biogeograficas LAM2, LAM9, Haarlem3,
LAM6, LAMY9, LAM4, T1, T1, T1, Uy U, respectivamente. Las variables clinicas y epidemiologicas de los
pacientes (edad, sexo, positividad de la baciloscopia y contacto con pacientes con tuberculosis), no estuvieron
asociadas estadisticamente con los espoligotipos hallados, por lo que no representaron factores relacionados
con la condicion de los pacientes a ser portadores de una cepa con un patrén determinado o que existan ciertas
condiciones en los pacientes que faciliten la diseminacion de las cepas en la poblacion. Solo la condicion de
tratamiento previo arrojo un valor de p= 0,05 y OR= 4,05 para el espoligotipo 93, que corresponde a la
familia LAMS. Consideramos de suma importancia que se sigan realizando trabajos de este tipo que
contribuyan con el conocimiento de la biodiversidad de los aislados clinicos que circulan en nuestras
regiones.

56




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 3/6

Contribuidores:

Apellidos y Nombres

ROL / Cédigo CVLAC / e-mail

ROL
Dr. Marcos De Donato

C
A

T
U

JU

CVLAC

e-mail

e-mail

ROL

> 0

» P

c -

JU

CVLAC

e-mail

e-mail

ROL

> O

» P

c -

JU

CVLAC

e-mail

e-mail

Fecha de discusion y aprobacion:
Aifio Mes dia
[2008 [05 | |

Lenguaje: SPA

57




Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 4/6

Archivo(s):
Nombre de archivo Tipo MIME
P.G- mendozar.doc Aplication/word
Alcance:
Espacial: (Opcional)
Temporal: (Opcional)

Titulo o Grado asociado con el trabajo: Magister Scientiarium En Biologia Aplicada,

Mencion Microbiologia Aplicada

Nivel Asociado con el Trabajo: Magister Scientiarum

Area de Estudio: Microbiologia Aplicada

Institucién(es) que garantiza(n) el Titulo o grado: Universidad de Oriente

58



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso — 5/6

CUN°OAS
" Cumand, (4 AGD 2009

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumplo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocit el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD

DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/32009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccion intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.

uvaERSMuWE%L%‘wgo a usted a los fines consiguientes.

| SISTEMA DE a\BL\%ﬁcg
RECIBIDO m

V . [ 4
5145 oS
¥ ercHa e HORA e

P it
- conid

c.C Rectqm, Vzgerrecta_ra Administrativa, Decanos de los Nicleos, Coordinador General de

P Direccién de Computacisn, Coordinacién de Teleinformdtica, Coordinacitn General de Postgrado. '
JABC/ YGC/ maryja

59



Hoja de Metadatos para Tesis y Trabajos de Ascenso- 6/6

Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del IT Semestre 2009, segiin comunicacion CU-034-2009) : “los Trabajos de Grado son
de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y sélo podran ser utilizados para
otros fines con el consentimiento del Consejo de Nucleo respectivo, quien debera

participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.

Mendoza G., Rosmy del V.
Autor

Dr. Marcos De Donato
Asesor

60



	DEDICATORIA
	AGRADECIMIENTOS
	LISTA DE TABLAS
	LISTA DE FIGURAS
	RESUMEN
	INTRODUCCIÓN
	OBJETIVOS
	General
	Específicos

	MATERIALES Y MÉTODOS
	Recolección de muestras
	Diagnóstico microscópico o baciloscopia
	Cultivo

	Pruebas de susceptibilidad
	Extracción de ADN para la secuenciación.
	Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
	Secuenciación
	Spoligotyping

	Análisis de los datos

	RESULTADOS
	Prevalencia.
	Comparación de pruebas de susceptibilidad.
	Secuenciación
	Spoligotyping


	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXO
	HOJAS DE METADATOS

