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Resumen. El objetivo de este trabajo fue evaluar la resistencia a isoniaci-
da (INH), rifampicina (RIF), estreptomicina (STR) y etambutol (EMB) de 59
cepas de Mycobacterium tuberculosis, aisladas en el período agosto 2005-di-
ciembre 2006, en el estado Sucre, Venezuela, empleando el método de pro-
porciones de Canetti y de nitrato reductasa. Se encontró 6,3% de resistencia
primaria y 14,3% de adquirida. Una cepa fue considerada MDR, al presentar
resistencia a RIF e INH. Se comparó la prueba de nitrato reductasa con el mé-
todo de las proporciones, encontrándose 100% de concordancia entre los re-
sultados de los dos métodos para INH, RIF y EMB, y 95,65% para STR. Ade-
más, la prueba nitrato reductasa produjo resultados en 10 a 14 días, compara-
do con 42 días para el método de proporciones, por lo que la primera se pos-
tula como una alternativa muy valiosa para acortar el tiempo de respuesta en
la valoración de la susceptibilidad de M. tuberculosis. La secuencia del gen
rpoB en la cepa resistente a RIF demostró la presencia de una mutación no
descrita anteriormente en la región hipervariable de 81 pares de bases, donde
se ha reportado el mayor número de mutaciones de cepas resistentes a RIF.
Esta mutación produjo un cambio en el codón 456 de TCG > CAG. Al compa-
rar nuestros resultados con los hallados en el último estudio de prevalencia de
resistencia realizado en el estado, se demuestra una disminución en la circu-
lación de cepas resistentes en la zona de estudio.
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Abstract. The objective of this study was to evaluate the resistance to
isoniazid (INH), rifampicin (RIF), streptomycin (STR) and ethambutol (EMB),
with the Canetti’s proportions method (PM) and the nitrate reductase assay
(NRA) of 59 clinical strains of Mycobacterium tuberculosis, isolated in the pe-
riod of august 2005 to december 2006, in Sucre state, Venezuela. Primary
and acquired drug resistance was 6.3% and 14.3%, respectively. Only one
strain was found to be multidrug resistant (MDR). The overall agreement be-
tween the NRA and PM was 100% for INH, RIF and EMB, and 96% for STR. The
time to obtain results was 10 to 14 days for the NRA, compared to 42 days for
the PM. The NRA was easy to perform and therefore represents a useful tool
for rapid and accurate determination of drug-resistant M. tuberculosis. The se-
quence of the rpoB gene of the RIF resistant strain demonstrated a never de-
scribed mutation (change in the codon 456; TCG > CAG) in the
hypervariable region of 81 base pairs where most of the mutations of the RIF
resistant strains have been reported. Comparison of our results with those of
the last resistance prevalence study carried out in the years 1998-1999, shows
a decrease in the studied area.
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INTRODUCCIÓN

La tuberculosis es una enfermedad
que representa un grave problema de salud
pública a nivel mundial. De acuerdo a esti-
maciones de la Organización Mundial de la
Salud (OMS), un tercio de la población
mundial está infectada por Mycobacterium

tuberculosis, lo que representa un impor-
tante reservorio que influye en la genera-
ción en el mundo de más 8 millones de ca-
sos nuevos y 2 millones de muertes cada
año (1-3).

En Venezuela, en el año 2004, se noti-
ficaron 6.519 casos de tuberculosis, o sea,
25 casos cada 100.000 habitantes (hab) y
los estados con la mayor tasa por cada
100.000 hab. fueron: Distrito Capital

(63,3), Portuguesa (37,9), Sucre (30,2),
Zulia (24,5), Bolívar (19,2), Miranda
(18,5), Carabobo (18,4) y Lara (15,8). En
el estado Sucre, la mayor tasa se registró en
los municipios Sucre (49,2), Bermúdez
(19,2), Montes (50,5) y Valdez (30,3) (3)
La enfermedad ha experimentado una dis-
minución en el número de casos en nuestro
país, ya que para el año 2006, el número de
casos nuevos fue de 3.647, para una tasa de
13,5, siendo los estados más afectados: Dis-
trito Capital (35,6), Portuguesa (18,2), Su-
cre (14,6), Miranda (12,6), Carabobo
(12,5), Zulia (12,2), Anzoátegui (11,4), Bo-
lívar (10,0) y Lara (9,9). En el estado Su-
cre, los municipios con mayor número de
casos continúan siendo Sucre (25,3), Ber-
múdez (7,5) y Montes (14,6) (4).
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Entre las principales causas que han
favorecido al aumento de la tuberculosis a
nivel mundial, se encuentran el incremento
de pacientes con infección por VIH, la apa-
rición de resistencia debido a la administra-
ción de regímenes antituberculosos inco-
rrectos, incumplimiento del tratamiento
por parte de los pacientes, que son factores
que contribuyen al aumento y circulación
de cepas resistentes (5-7). Por esta razón,
es importante el diagnóstico oportuno de la
tuberculosis y la detección rápida de resis-
tencia a las drogas con el fin de evitar la
propagación de cepas resistentes (8, 9).

El estudio más reciente sobre resisten-
cia a las drogas antituberculosas realizado
en Venezuela, durante 1998-1999, arrojó
una prevalencia de 7,5% en resistencia pri-
maria y 30,8% en resistencia secundaria o
adquirida, presentando el estado Sucre el
mayor índice de resistencia primaria
(22,0%), seguido de los estados Zulia
(14,1%), Portuguesa (9,4%) y Monagas
(8,9%) (10).

La determinación de resistencia a fár-
macos de primera línea, en especial a la ri-
fampicina y la isoniacida, ha sido la base del
diseño de técnicas de susceptibilidad, dada
la importancia que estos dos medicamentos
tienen dentro del esquema de tratamiento
(9). Se han detectado cepas de M. tubercu-

losis que son resistentes a más de una dro-
ga, por lo que se conocen como multi-droga
resistente (MDR). Actualmente, la resisten-
cia a rifampicina es considerada un marca-
dor de multiresistencia, ya que la resisten-
cia a este fármaco raramente se presenta
sola y frecuentemente viene asociada con
resistencia a la isoniacida (9, 11, 12).

Existen diferentes métodos para la de-
tección de resistencia a las drogas antitu-
berculosas. En América Latina, se ha usado
el método de las proporciones como técni-
ca de referencia (13). Debido a la laboriosi-
dad y el tiempo prolongado que este méto-
do requiere para emitir los resultados, se

han implementado otras técnicas, tales
como el sistema radiométrico BACTEC, en
donde los resultados se obtienen en un
tiempo relativamente corto (5-10 días),
pero sus mayores inconvenientes son el uso
de material radioactivo y su elevado costo
(8, 14, 15). La prueba de Nitrato Reducta-
sa, es un método alternativo, basado en la
habilidad que tiene M. tuberculosis para re-
ducir nitrato a nitrito (16). Esta prueba ha
sido considerada como una herramienta
útil para la detección rápida y precisa de re-
sistencia a las drogas antituberculosas de
primera línea (16-20).

El presente trabajo se realizó con el
objetivo de evaluar la susceptibilidad de
M. tuberculosis a las drogas antituberculo-
sas de primera línea en zonas endémicas
del estado Sucre, Venezuela y comparar el
método nitrato reductasa con el método de
las proporciones para ser usado como prue-
ba de rutina para la detección de drogas an-
tituberculosas de primera línea.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestras
Se recolectaron 59 muestras de espu-

tos de pacientes con diagnóstico de tuber-
culosis pulmonar, con resultados de bacilos-
copia positiva, procedentes del Hospital Dr.
Julio Rodríguez de Cumaná (municipio Su-
cre), Hospital Dr. Luís Daniel Beauperthuy
de Cumanacoa (municipio Montes) y del
Hospital Santos Aníbal Dominici de Carúpa-
no, municipio Bermúdez, Venezuela, duran-
te el período agosto 2005-diciembre 2006.
Los pacientes firmaron un consentimiento,
previa información, donde declararon su vo-
luntad de participar.

Baciloscopia y cultivos
Los extendidos de esputos fueron teñi-

dos con la coloración de Ziehl-Neelsen y
examinados mediante la técnica de examen
directo (baciloscopia) (21). Las muestras se
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cultivaron por duplicado en medios de cul-
tivo Lowenstein-Jensen y Ogawa, previa des-
contaminación con NaOH al 4%, de acuerdo
al método de Ogawa-Kudoh (21). Los culti-
vos se incubaron a 37°C y las revisiones se
hicieron a los 4, 7, 15, 30, 45 y 60 días. De
un total de 59 muestras cultivadas, 46
muestras resultaron viables para las prue-
bas de resistencia, y los 13 cultivos restan-
tes no fueron incluidos en el estudio por
presentar aislamientos insuficientes (2 a 4
colonias) o presentar contaminación.

Susceptibilidad a las drogas
Para determinar la susceptibilidad

frente a isoniacida (INH), rifampicina
(RIF), etambutol (EMB) y estreptomicina
(STR), se empleó el método de las propor-
ciones de Canetti (15), como método de re-
ferencia, el cual consiste en determinar en
una cepa la proporción de mutantes resis-
tentes para cada droga y un método alter-
nativo, la prueba de Nitrato Reductasa
(16). Para llevar a cabo esta prueba, se pre-
paró inicialmente una suspensión madre, a
partir de cada cultivo. De la suspensión ma-
dre, se tomó 1 mL y se agregó a un tubo
que contenía 9 mL de agua destilada (dilu-
ción 1:10). Posteriormente, se inocularon
200 µL de la dilución 1:10 a tres tubos con
medio Lowenstein-Jensen sin antibiótico,
que fueron designados como controles del
día: 7, 10 y 14. Así mismo, se inocularon
200 µL de la solución madre sin diluir en
los tubos Lowenstein-Jensen con antibióti-
co. Los tubos se incubaron a 37°C durante
7 días, al cabo de este tiempo se procedió a
revelar el primer control sin antibiótico
(control día 7), cuando el control resultó
positivo, se realizó el revelado del tubo de
prueba con antibiótico. En caso en que este
control resultó negativo, se esperó para rea-
lizar el revelado de los controles del día 10
y 14, si era el caso. Los resultados se clasifi-
caron en:

– Negativo: no hubo cambio de color.

– ±: aparición de color rosado pálido.
– 5+: color rojo fuerte a violeta oscuro.

Una cepa fue considerada resistente al
antibiótico cuando el cambio de color en el
tubo con el antibiótico fue mayor que en el
tubo control 1:10 del mismo día.

En ambos métodos se utilizaron las si-
guientes concentraciones críticas de las
drogas: 0,2 µg/mL INH; 40,0 µg/mL RIF;
2,0 µg/mL EMB y 4,0 µg/mL STR (15, 16).
Se empleó como control una cepa de refe-
rencia H37Rv sensible a las drogas ensaya-
das. Para valorar la concordancia entre los
dos ensayos utilizados, se empleó como mé-
todo estadístico la prueba de kappa.

Las cepas se consideraron con resis-
tencia primaria cuando se aislaron de pa-
cientes con diagnóstico clínico de tubercu-
losis pulmonar, con resultados de bacilosco-
pia (BK) positiva y demostración bacterioló-
gica (cultivo positivo), sin antecedentes de
tratamiento antituberculoso o quimioprofi-
laxis anterior o en el momento de la toma
de muestra. En cambio, las cepas se consi-
deraron con resistencia secundaria cuando
se aislaron de pacientes con diagnóstico clí-
nico de tuberculosis pulmonar, con resulta-
dos de baciloscopia positiva, demostración
bacteriológica, y con antecedentes de haber
recibido tratamiento antituberculoso nor-
mado, pacientes con recidivas, recupera-
ción de abandono, crónicos y fracaso de tra-
tamiento.

Caracterización del gen rpoB
La única cepa de M. tuberculosis que

resultó resistente a rifampicina, así como 5
cepas que resultaron sensibles, escogidas al
azar, fueron caracterizadas a nivel del gen
rpoB para determinar la presencia de muta-
ciones. Utilizando el kit de extracción de
ADN genómico Wizard (Promega Corp., Ma-
dison, WI, USA) se extrajo el ADN de estas
cepas, así como de 2 cepas usadas como
controles positivos: 1 cepa MDR de Bélgica
(BELG) y 1 cepa resistente a rifampicina
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del Laboratorio de Tuberculosis del Institu-
to de Biomedicina de Caracas (CCS) y la
cepa H37RV sensible como control negativo,
Para la caracterización del gen rpoB, se uti-
lizaron los oligonucleótidos diseñados por
Kapur y col. (22): rpoBF: 5’ GGGAGCGGAT
GACCACCCA 3’, rpoBR: 5’ GCGGTACGGC
GTTTCGATGAAC 3’, que amplifican un
fragmento de 350 pb.

Las reacciones de PCR se realizaron en
un volumen total de 100 µL, utilizando 5 µL
de ADN (100 ng aproximadamente), 20 µL
de buffer de GoTaq 5X (10 mmol/L de
Tris-HCl, pH 9,0; 50 mmol/L de KCl y 1%
de Triton X-100), MgCl2 2 mmol/L, 200
µmol/L de cada desoxirribonucleotido tri-
fosfato; 0,5 µmol/L de cada oligo y 1,25 U
de GoTaq polimerasa (Promega Corp., Ma-
dison, WI, USA). La amplificación se realizó
en un termociclador Mastercycler (Eppen-
dorf, Hamburg, Alemania), con la siguiente
programación: 1 ciclo a 94°C por 5 min
para la desnaturalización inicial, seguido de
30 ciclos con un paso a 94°C por 1 min
para la desnaturalización, otro a 54°C por 1
min para la hibridación de los primers, y
otro a 72°C por 1 min para la extensión, y 1

ciclo a 72°C por 10 min para la extensión fi-
nal. Los productos amplificados fueron co-
rridos por electroforesis en un gel de agaro-
sa al 1,5% que contenía bromuro de etidio
0,5 µg/mL en buffer TBE 1X durante 45
min a 100 volts. El ADN fue visualizado en
un transiluminador ultravioleta.

Los productos de la PCR obtenidos
fueron purificados usando el Kit QIAquick
(Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) y enviado
al Servicio del Centro de Secuenciación y
Análisis de Ácidos Nucleicos (CeSAAN) del
Instituto Venezolano de Investigaciones
Científicas (IVIC), para su secuenciación en
un aparato automatizado ABI 3130XL
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

RESULTADOS

De las 46 cepas de M. tuberculosis es-
tudiadas (Tabla I), 32 pertenecían a pacien-
tes clasificados como casos nuevos, de és-
tas, 30 (93,7%) resultaron sensibles a los
cuatro medicamentos ensayados y 2 (6,3%)
presentaron resistencia (resistencia prima-
ria) a una droga (estreptomicina). Con res-
pecto a la resistencia en pacientes previa-
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TABLA I
SUSCEPTIBILIDAD A MEDICAMENTOS ANTITUBERCULOSOS POR EL MÉTODO

DE LAS PROPORCIONES

Casos nuevos Casos previamente tratados

N % N %

Total de cepas estudiadas 32 100 14 100

Susceptibles 30 93,7 12 85,7

Cualquier resistencia 2 6,3 2 14,3

Resistencia a:

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.



mente tratados, de las 14 cepas estudiadas,
12 fueron sensibles (85,7%) y 2 (14,3%) re-
sistentes (resistencia adquirida), una resis-
tente a estreptomicina y la otra fue consi-
derada MDR, ya que mostró resistencia tan-
to a la rifampicina como a la isoniacida.

Al comparar el método de las propor-
ciones de Canetti con la prueba de Nitrato
Reductasa (Tabla II) para la determinación
de resistencia a las drogas antituberculo-
sas de primera línea, se evidencia que para
la isoniacida y rifampicina 1 cepa resultó
resistente y 45 susceptibles por ambos mé-
todos. En cuanto al etambutol, por ambos
métodos todas las cepas fueron identifica-
das como susceptibles. En el caso de la es-
treptomicina, se hallaron 43 cepas suscep-
tibles por los dos métodos, 3 resistentes
por el método de las proporciones, pero
dos de éstas sensibles por el método Nitra-
to Reductasa. El coeficiente kappa demos-
tró una muy buena concordancia entre el
método nitrato reductasa y el método de
las proporciones para las todas drogas ensa-
yadas.

Además, el tiempo promedio requerido
para obtener los resultados de resistencia
fue de 10 días en 12 cepas y 14 días en 34
cepas por el método Nitrato Reductasa,

mientras que el método de proporciones re-
quirió 42 días para detectar la resistencia.

La cepa de M. tuberculosis que resultó
resistente a rifampicina en este estudio,
junto con 3 cepas controles (2 Rif-R, 1
Rif-S), fueron usadas para amplificar por
PCR un fragmento específico del gen rpoB
(Fig. 1) de 350 pares de bases que contiene
el dominio de interacción de esta droga con
la ARN polimerasa.

El análisis de la secuencia de este gen
demostró la presencia de mutaciones en las
cepas resistentes (Fig. 2): en la cepa BELG,
la mutación ocurrió en el codón 441, donde
se produjo un cambio de Asp->Val
(GAC->GTC); en la cepa CCS, se presentó
una mutación en el codón 451, con el cam-
bio His->Asp (CAC->GAC); y la cepa aisla-
da en nuestro estudio, se observó una muta-
ción en el codón 456, donde se produjo un
cambio de Ser->Gln (TCG->CAG). Esto fue
corroborado por la secuenciación del frag-
mento con ambos primers.

DISCUSIÓN

El Ministerio de Sanidad y Desarrollo
Social, al estudiar la resistencia de M. tuber-

culosis durante 1998-1999 (10), reportó
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TABLA II
COMPARACIÓN DE LA SUSCEPTIBILIDAD DE LAS CEPAS ESTUDIADAS POR LA PRUEBA NITRATO

REDUCTASA Y EL MÉTODO DE LAS PROPORCIONES

Droga Método
proporciones

Nitrato Reductasa Concordancia

N° cepas resistentes N° cepas susceptibles

INH
Resistente 1 0

100%
Susceptible 0 45

RIF
Resistente 1 0

100%
Susceptible 0 45

EMB
Resistente 0 0

100%
Susceptible 0 46

STR
Resistente 1 2

95,65%
Susceptible 0 43



para el estado Sucre el mayor índice de re-
sistencia primaria (22%) y secundaria
(50%), lo cual fue motivo de inquietud para
la realización de este trabajo. La menor fre-
cuencia de resistencia tanto primaria como
secundaria encontrada por nosotros puede
sugerir un buen funcionamiento del progra-
ma de tratamiento de la tuberculosis en el
Estado, aunque todavía los niveles de resis-
tencia son importantes.

La búsqueda de nuevas técnicas que fa-
ciliten en costo y tiempo, la obtención de
los resultados de susceptibilidad a las dro-
gas empleadas para el tratamiento de la tu-
berculosis, es importante en países de bajos
recursos y donde existe una alta prevalencia
de casos de tuberculosis resistentes (19).

El método Nitrato Reductasa demostró
ser un método alternativo para la rápida de-
tección de susceptibilidad a las drogas anti-
tuberculosas de primera línea, representan-
do una reducción notable del tiempo en la
obtención de los resultados. En cierto
modo, estos datos concuerdan con los apor-
tados por Lemus y col. (23), quienes seña-
lan que el tiempo promedio requerido para
obtener los resultados con el uso de Nitrato
Reductasa es de 10 días.

En el estudio se observó una menor
concordancia para la estreptomicina, por la
prueba de nitrato reductasa. Al respecto,
Angeby y col. (17) en su estudio empleando
la prueba Nitrato Reductasa, señalaron la
dificultad que se les presentó al evaluar la
especificidad (83%) de resistencia a la es-
treptomicina y la sensibilidad (75%) en la
detección de resistencia al etambutol. Le-
mus y col. (23), al utilizar la prueba de Ni-
trato Reductasa obtuvieron una sensibilidad
de 91,7%; 96,5%; 88,0% y 93,9%, y una con-
cordancia de 97,0%; 92,0%; 92,0% y 99,0%
para isoniacida, estreptomicina, etambutol
y rifampicina, respectivamente; acotando
que los resultados de su estudio son prome-
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Fig. 1. Producto de la amplificación por PCR
del gen rpoB de M. tuberculosis. Elec-
troforEsis en gel de agarosa al 2% colo-
reado con bromuro de etidio. BELG y
CCS (cepas resistentes a rifampicina de
Bélgica y Caracas, respectivamente) y
CNA (cepa resistente a rifampicina ais-
lada en nuestro estudio), agua (neg) y
H37Rv cepa sensible (control negativo).
M: marcador de peso molecular de
100 pb (Promega).

AE000516 GGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTG

H37Rv S GGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTG

Bélgica R GGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGG CCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTG

Caracas R GGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCGACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTG

Cumaná R GGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGCAGGCGCTG
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Fig. 2. Comparación de las secuencias de la región determinante de resistencia a rifampicina del gen
rpob de M. tuberculosis de la cepa resistente y las de referencia comparadas con una secuen-
cia del GenBank (Accession Number: AE000516). La numeración mostrada es según Telenti y
col. (27).



tedores ya que obtuvieron pocos resultados
discordantes entre el método de las propor-
ciones y Nitrato Reductasa. De la misma
forma, la Organización Mundial de la Salud
(24) y Lazlo y col. (25) señalan que es difí-
cil determinar la susceptibilidad de M. tu-

berculosis a estreptomicina y etambutol
cuando se usan métodos convencionales.

Debido a que la rifampicina y la isonia-
cida constituyen la columna vertebral del
esquema terapéutico antituberculoso (26),
es importante detectar cepas de M. tubercu-

losis resistentes a estas drogas para imple-
mentar tratamiento con agentes alternati-
vos con el fin de curar la enfermedad. Aga-
pito y col. (1), hallaron en su estudio que
todas las cepas aisladas resistentes a rifam-
picina también lo eran a isoniacida, con ex-
cepción de 2 (3,9%), que tenía resistencia a
por lo menos un fármaco más. La multidro-
goresistencia (MDR) en estas cepas fue de
98% (49/50). Estos autores señalan que al
encontrar una cepa de un paciente que ten-
ga resistencia a rifampicina, existe una pro-
babilidad cercana al 100%, que también lo
sea a isoniacida. En tal sentido, Telenti y
col. (27) y Porras y col. (26); señalan la im-
portancia que tiene la determinación de re-
sistencia a rifampicina, para ser usada
como un marcador para la detección de M.

tuberculosis MDR.
Con base a lo antes planteado por los

diferentes autores, señalamos que la resis-
tencia tanto a rifampicina como a isoniaci-
da (multiresistencia), esta dada por la ad-
ministración de estas dos drogas durante la
fase inicial del tratamiento. La relación en
su resistencia no puede atribuirse ni a la
diana, ni a la forma como actúan ambos fár-
macos, ya que los mecanismos de acción de
estas drogas son diferentes y los genes que
están involucrados en dicha resistencia
también son distintos.

Es importante contar con métodos rá-
pidos de determinación de susceptibilidad a
las drogas antituberculosas, ya que permite

modificar el tratamiento para la cura de los
pacientes, disminuyendo así la probabilidad
de contagio de la población con cepas resis-
tentes.

En tal sentido, se puede considerar, al
igual que lo planteó Lemus y col. (23), que
el método nitrato reductasa constituye una
herramienta útil para la detección de sus-
ceptibilidad a las drogas antituberculosas,
en especial a rifampicina e isoniacida, en
ciudades de bajos recursos, con limitacio-
nes en sus laboratorios, debido al bajo costo
de la prueba, a su facilidad de uso y al no
requerir equipos sofisticados. Podríamos
emplear este método como una buena op-
ción a la hora de evaluar inicialmente a los
pacientes con casos de tuberculosis cróni-
cas, en donde se amerita resultados de sus-
ceptibilidad lo antes posible.

Aproximadamente un 95% de las cepas
de M. tuberculosis resistentes a rifampicina
presentan un alteración genética en la re-
gión de 81pb del gen rpoB, esta región 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, representando
éstos, los puntos calientes dentro de esta
región determinante de resistencia a rifam-
picina (29, 30). Spindola y col. (30) y Van
Rie y col. (31), señalan que las mutaciones
en los codones Ser 531 e His 526 dentro de
la región hipervariable de 81 pb del gen
rpoB son las más comunes y su frecuencia
relativa es muy similar en distintas regiones
geográficas

En las tres cepas de M. tuberculosis re-
sistentes a rifampicina (BELG, CCAS y
CNA) secuenciadas en este estudio, se pudo
determinar la existencia de mutaciones en
el gen rpoB. Al realizar la comparación de
nuestros resultados con el sistema de nu-
meración empleado por Telenti y col. (27),
observamos mutaciones en los codones
516, 526, 531 de las cepas BELG, CCS y
CNA, respectivamente, y de acuerdo a la li-
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teratura consultada nuestros resultados
concuerdan con los reportados por muchos
autores, que estas mutaciones son las que
frecuentemente ocurren en las cepas M. tu-

berculosis resistentes a rifampicina.
García y col. (33), hallaron un mayor

número 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) y CAC->TGC (His->Cys), y
para el codon 531, el cambio fue TCG->
TTG (Ser->Leu) y TCG->TGG (Ser->Trp).
Agapito y col. (2), 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 y col. (34), hallaron en el 90% de
los aislados resistentes a rifampicina una
mutación en el codon 531 TCG->TTG
(Ser->Leu). Ozturk y col. (35), demostra-
ron la existencia de mutaciones en los co-
dones 516 GAC->GTC (Asp->Val) y 531
TCG->TTG (Ser->Leu). En Venezuela, Aris-
timuño y col. (36), encontraron la misma
mutación reportada previamente por Ka-
rahan y col. (34) y la reportada en el codon
516 por Ozturk y col. (35).

Llama la atención, que en la bibliogra-
fía consultada, no conseguimos reportes de
mutaciones que concuerden con el cambio
de aminoácidos observado en la cepa aisla-
da en nuestro estudio en el codón 531 con
el cambio Ser->Gln (TCG->CAG). Este re-
sultado pone de manifiesto que dichas mu-
taciones son propias de cada región y desta-
camos la importancia de realizar estudios
posteriores que aporten nuevos resultados
sobre la identificación de mutaciones a
todo lo largo del territorio nacional.

En nuestra experiencia, la prueba de
nitrato reductasa ha demostrado ser un mé-
todo sencillo, los resultados se obtienen en
un tiempo relativamente corto y muestran

buena concordancia al ser comparados con
el método de las proporciones, sugiriéndose
como una alternativa de uso en los labora-
torios de diagnóstico de tuberculosis del
país. Los resultados hallados demuestran
una disminución en la circulación de cepas
resistentes en la zona estudiada, lo pudiera
sugerir un buen funcionamiento del progra-
ma de tratamiento de la tuberculosis en el
estado Sucre.
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