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Introduccion. La tuberculosis es una enfermedad
reemergente de gran problematica a nivel mundial
causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis.
Actualmente los esquemas de tratamiento y control estan
siendo rebasados por el surgimiento de cepas resistentes
a los principales farmacos: isoniacida (INH), rifampicina
(RIF), estreptomicina (STM), etambutol (ETB) vy
pirazinamida (PZA) (1), donde la resistencia es adquirida
por mutaciéon cromosomal espontanea y cada farmaco se
ha relacionado con uno 0 mas genes involucrados siendo
los principales katG, rpoB, rpsL, embB y pncA
respectivamente (2).

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar
mutaciones asociadas con la resistencia a farmacos de
primera linea y establecer la epidemiologia molecular en
cepas de M. tuberculosis recuperadas de pacientes
fimicos de la Cd. de Chihuahua, Chih.

Metodologia. Se reactivlé y caracteriz6 microbiolégica y
molecularmente una coleccibn de cepas de M.
tuberculosis aisladas de pacientes fimicos. La
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) de las cepas para
IHN, RIF, STM y ETB se determin6é por el método
colorimétrico de Azul Alamar (3), mientras que Ila
susceptibilidad a PZA se evalué con el método de Wayne
(4). Para cada antibiético se seleccionaron algunas de
las cepas que mostraron resistencia y se analizaron
molecularmente mediante amplificaciébn y secuenciacion
de un fragmento del principal gen relacionado. Finalmente
se hizo el analisis de variabilidad genética vy tipificacién de
cepas mediante spoligotyping (5).

Resultados. El cepario quedd constituido por 39 cepas
de M. tuberculosis, la frecuencia de resistencia fue
variable entre farmacos: INH 40%, RIF 67.5%, STM 92%,
ETM 16% y PZA 0%, en la mayoria de los casos los
niveles de resistencia fueron de bajos a medianos. El
35% de los aislados mostré el fenotipo de
multidrogorresistencia (MDR). En los cuatro genes
analizados para la caracterizacion molecular, se
detectaron diversas alteraciones genéticas (Tabla 1),
ademas de localizar mutaciones congruentes con las ya
reportadas bibliograficamente se detectaron otras mas de
las cuales no hay reporte previo. Por otra parte, varias de
las cepas resistentes no mostraron mutaciones en las
regiones analizadas, lo cual incita a evaluar otras
regiones del gen o bien alguno de los otros genes
relacionados con la resistencia al antibiético en cuestion.

Se logré la tipificacion molecular de 35 cepas mediante
spoligotyping, de las cuales solo 4 espoligotipos fueron
ubicados en la base de datos internacional SpolDB4
(http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/
index.jsp) lo cual sugiere que la mayoria de las cepas son
endémicas y de baja diseminacién. El dendrograma
mostré una amplia variabilidad genética en las cepas y
quedaron distribuidas en cuatro grupos principales que
muestran coeficiente de similitud relativamente altos
(>0.90).

Tabla 1. Mutaciones encontradas en genes analizados segun el farmaco

INH (232 pb katG)
codén nucleétidos

RIF (411pb rpoB)
codén nucledtidos

Cepa PRSP CMmI Cepa PR CMI
aminoéacido aminoécido

297 GGC— GTC Gly—Val 428 AGC— ATG C Ser — Met

CHO8 315 AGC—ACC Ser—Thr |4pg/ml CHOB 431 AGC —»ATG C Ser — Met aug/ml
325 CCG—CCT Pro—Pro 448 CGA—-TCG A Arg — Ser 1y
297 GGC— GTC Gly—Val 459 CGT-HTCGT Arg — Ser

CH15 322 ACG—ACT Thr—Thr |8ug/ml CHO7 435 GAC — GAT Asp — Asp aug/ml
325 CCG>CTG Prooleu 439 GTC > CAG _ Val - Asp | /M

CH18 281 GCC— GAC Ala—Asp |4ug/ml | CHO9 438 AAC>AAAC Asn—Lys | 4ug/ml

Cso03 300 TGG—-TGC Trp—Cys |4pg/ml 433 TTC —» GTTC Phe »Val

Cepas sin mutacion CH16 | 435 GAC — GAT Asp —Asp | 4ug/ml

CHO5 CH10 CH19 CH23 CS02 (CMI 4ug/ml)
CHO9 CS16 (CMI 8ug/ml)

ETB (364 pb embB)
codén nucledtidos
aminoécido
CHog | 317 TCC-CTCC Ser— CHO3 | 27 ACG—ATCG Ser— Met | 32ug/mi

Leu 16pg/ml
CH10 | 265 ATG—>ATA Met > lle [32ug/ml| CHO6 | 27 ACG— TACG _ Ser - Tyr | 32ug/ml
Cepas sin mutacion Cepas sin mutacion CH08 CH17 CH21 CH23
CHO4 CH18 CH24 CS02 (CMI 16ug/ml) CH26 CH28 (CMI 32ug/ml)

471 CCG > TCG Pro — Ser
Cepas sin mutacién CH17 CH28 (CMI 4ug/ml)

STM (272 pb rpsL)
codén nucledtidos
aminoécido

Cepa CM™I Cepa CMI

Conclusiones. De cada una de las cepas se obtuvieron
caracteristicas fenotipicas y genotipicas importantes que
evidenciaron la diversidad y caracteristicas de las cepas
circulantes en la ciudad de Chihuahua al demostrarse la
presencia de cepas resistentes y sin reporte de
distribucion en otras partes del mundo, lo anterior es de
gran utilidad como base de datos inicial para estudios
epidemiolégicos y para evaluar la efectividad de los
esquemas de tratamiento actuales.
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