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ARTiCULO BREVE

Mutaciones asociadas con resistencia
a rifampicina o isoniazida en aislamientos
clinicos de M. tuberculosis
de Sonora, México
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Resumen

Objetivo. Realizar el andlisis de regiones especificas de
genes asociados con resistencia a isoniazida o rifampicina.
Material y métodos. Se estudiaron 22 cepas de M. tuber-
culosis, aisladas en Sonora, México. Se utilizaron iniciadores
para regiones especificas de los genes rpoB, katG e inhA y
la region ahpC-oxyR. Los productos de PCR se secuencia-
ron y analizaron. Resultados. Se identificaron mutaciones
en la regiéon promotora del gen inhA, region ahpC-oxyR,
coddn 315 del gen katG y codones 451 6 456 del gen rpoB.
Conclusiones. La identificacion de mutaciones no descritas
previamente obliga a continuar el andlisis genotipico de cepas
aisladas en Sonora.
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Abstract

Obijective. To perform the analysis of specific regions of
the major genes associated with resistance to isoniazid or
rifampin. Materials and methods. Twenty two M. tu-
berculosis strains, isolated from human samples obtained in
Sonora, Mexico. Specific primers for hotspots of the rpoB,
katG, inhA genes and the ahpC-oxyR intergenic region were
used. The purified PCR products were sequenced. Results.
Mutations in the promoter of inhA, the ahpC-oxyR region,
and codon 315 of katG and in 451 or 456 codons of rpoB,
were identified. Conclusions.Detection of mutations not
previously reported requires further genotypic analysis of
Mycobacterium tuberculosis isolates in Sonora.

Keywords: Mycobacterium; mutation; drug resistance; iso-
niazid; rifampin
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a frecuencia de mutaciones especificas en cepas de

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) resis-
tentes a isoniazida o rifampicina, varfa entre regiones
geogréficas. Las mutaciones mds frecuentes en las cepas
resistentes a rifampicina se localizan en los codones
432 al 458 del gen rpoB, que codifica la subunidad beta
de la enzima ARN polimerasa.! La resistencia de M.
tuberculosis a la isoniazida involucra al menos cuatro
genes: katG, que codifica la enzima catalasa-peroxidasa;
el gen inhA, que codifica una protefna involucrada en
la extensién de dcidos grasos; el gen ahpC, que codifica
la alquil-hidroperéxido reductasa C y el gen oxyR, un
importante regulador del estrés oxidativo.? En este
trabajo se presentan los resultados iniciales de la carac-
terizacién genotipica de cepas clinicas de M. tuberculosis
resistentes a isoniazida o rifampicina aisladas en Sonora,
México.>?

Material y métodos

Se analizaron 22 cepas clinicas de M. tuberculosis (cuadro
I) aisladas e identificadas en el Laboratorio Estatal de
Salud Publica (LESP) en Hermosillo, Sonora, México, de
2006 a 2009. Las cepas se mantuvieron en criopreserva-
cién a -70°C, hasta su reactivacion para este estudio y
fueron seleccionadas de acuerdo con: 1) su capacidad
para desarrollarse adecuadamente en el medio de
cultivo sélido 2) su perfil fenotipico de resistencia a far-
macos, que fue realizado en el Instituto de Diagndstico
y Referencia Epidemiolégicos (InDRE) de México, en
16 de las 22 cepas de acuerdo (cuadro I). Para aislar el
ADN, se utiliz6 la matriz quelante Chelex-100 al 10%
(modificado de referencia 4). Los procedimientos de
PCR fueron realizados con iniciadores y procedimientos
previamente descritos (cuadro II). Los productos de la
amplificacion se purificaron utilizando columnas GFX
y se enviaron a secuenciacién a Macrogen (Corea). Las
secuencias obtenidas fueron alineadas con las secuencias
disponibles en la base de datos GenBank, utilizando el
algoritmo BLAST, disponible en NCBI (http:/ /www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Resultados

En el cuadro I se muestran los perfiles de resistencia a
isoniazida (INH) y rifampicina de 16 cepas, asi como
las mutaciones identificadas en el presente trabajo. Se
detectaron cuatro inserciones en la cepa H10507: +CCA
en-12a-14y +Aen-17 del gen ahpC. Ninguna de estas
mutaciones ha sido reportada previamente, por lo que
se depositaron en GenBank (cepa H21408 con acceso
HM355827 y cepa H10507 con acceso HM355826). No se
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detectaron mutaciones en dos de las 11 cepas resistentes
aINH (cuadro I, claves H8306 y H10407).

En el gen rpoB, también se detectaron dos muta-
ciones que no han sido descritas previamente, por lo
que fueron depositadas en GenBank (cepa H13407 con
acceso HM355829 y cepa H8309 con acceso HM355828).
En dos cepas multidrogorresistentes (H8206 y H8708)
s6lo se identificaron mutaciones asociadas con resis-
tencia a INH.

De las seis cepas que no se analizaron en el InNDRE
(cuadro I; claves H1709, H3109, H3409, H3509, H9709
y H2409) dos de ellas (H2409 y H1709) presentaron
mutaciones asociadas con resistencia a isoniazida o
rifampicina, respectivamente.

Cuadro |
PERFILES FENOTIPICO Y GENOTIPICO ASOCIADOS CON LA
RESISTENCIA A ISONIAZIDA Y RIFAMPICINA EN AISLAMIENTOS
cLiNicos DE M. TUBERCULOSIS DE SONORA, MExico

Pruebas fenotipicas* Pruebas genotipicas*

Clave INH RIF INH RIF
H10507 R R +A(-17); +CCA(-12) ahpCoxyR

region intergénica S456L
H21408 R R G (-74) A [-32 oxyR] S456L
H7509 R R S315T katG S456L
H11208 R R S315T katG S456L
H8309 R R S315T katG H451Y
H13407 R R S315R katG H451Y
H8206 R R C (-15) T inhA promotor NM
H8708 R R C (-15) T inhA promotor NM
H4108 R S C (-15) T inhA promotor NM
H13006 R S C (-15) T inhA promotor NM
H14308 R S C (-15) T inhA promotor NM
H10407 R S NM NM
H8306 R S NM NM
H5109 S S NM NM
H5909 S S NM NM
H7709 S S NM NM
H2409 NR NR C (-15) T inhA promotor NM
H1709 NR NR NM S456L
H3109 NR NR NM NM
H3409 NR NR NM NM
H3509 NR NR NM NM
H9709 NR NR NM NM

* Resultados de la evaluacion fenotipica en el Instituto de Diagnéstico y
Referencia Epidemioldgicos.

# Resultados del presente estudio.

INH: isoniazida; RIF: rifampicina; S: Susceptible; R: Resistente; NM: no se
detectd mutacion; NR: no realizado.
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Cuadro Il
INICIADORES UTILIZADOS PARA LA AMPLIFICACION DE
REGIONES ESPECIFICAS DE LOS GENES KATG, INHA, rRPOB
Y LA REGION INTERGENICA OXYR-AHPC EN CEPAS DE
M. TUBERCULOSIS

Gen Secuencia del iniciador Referencia
katGIF 5-TGGCCGCGGCGGTCGACATT-3 5
katG2R 5-CCAGCAGGGCTCTTCGTCAG-3’
katG290F 5-ACTACGGGCCGCTGTTTATC-3’ 6
katG583R 5-TCCTTGCCCCAATAGACCTC-3

inhAIF 5-CCTCGCTGCCCAGAAAGGGA-3’ 5
inhA2R 5-ATCCCCCGGTTTCCTCCGGT-3’

inhA3F 5-AGGTCGCCGGGGTGGTCAGC-3’

inhA4R 5-AGCGCCTTGGCCATCGAAGCA-3

ahpCIF 5-GCCTGGGTGTTCGTCACTGGT-3’ 7
ahpC2R 5'-CGCAACGTCGACTGGCTCATA-3’
LIPAOPI 5-GAGAATTCGGTCGGCGAGCTGATCC-3 8

LIPAOP2 5-GGAAGCTTGACCCGCGCGTACACC-3
RRDRCIISF 5-TCGGCATGTCGCGGATGGAG-3 9
RRDRCIISR 5-GTACACGATCTCGTCGCTAACC-3

Discusion

De las 16 cepas con resultados previos de drogorresis-
tencia, seis mostraron resistencia exclusiva a isoniazida,
siete fueron multidrogorresistentes (resistentes a isonia-
zida y rifampicina) y tres fueron susceptibles a ambos
fadrmacos. La mutacién S315T se present6 en 27.3% de
las cepas, un porcentaje cercano al reportado por Guo
y colaboradores (36.3%) en aislamientos de EUA.I" La
frecuencia de esta mutacién varfa entre regiones geogra-
ficas desde 54.7% en Corea,' hasta 91.7% en San Peters-
burgo (Rusia).> En Monterrey, México, esta mutacion se
observé en 67.6% de 25 aislamientos clinicos resistentes a
INH, ' mientras que en el Sureste de México se demostrd
que 52% de 17 aislamientos presentaban esta mutacién.'3
En el mismo codén (katG 315) se detectd una mutacion
poco frecuente en el nucleétido 945, que produjo la sus-
titucién S315R. Esta mutacién s6lo se ha observado en
una cepa recuperada de un paciente en China. Otras
dos mutaciones no reportadas previamente fueron ob-
servadas en la region intergénica ahpC-oxyR.

En la region promotora del gen inhA, la mutacién
més frecuente (-15C> T),!? con prevalencia de 23.7% en
Brasil 7 a 66% en EUA,>0 se detect6 en cinco (38.46%)
de las cepas resistentes a INH. No se observaron mu-
taciones del gen inhA en la region de los residuos 13 al
379, que son poco frecuentes."> En dos de las cepas con
resistencia fenotfpica a INH no se demostraron mutacio-
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nes en los segmentos evaluados; es probable que estas
cepas presenten mutaciones en regiones de los genes
que no fueron analizados, como kasA o ndh.>”

En el gen rpoB se detectaron dos mutaciones; 50%
delas ocho cepas resistentes a rifampicina tuvieron una
mutacién S456L, un porcentaje menor al reportado por
Heep y colaboradores (65%) en aislamientos clinicos
de Alemania.'® La mutacién H451Y del gen rpoB, no
descrita previamente, fue detectada en dos cepas. Dos
cepas resistentes a rifampicina (H8206 y H8708) no
mostraron mutaciones en las regiones estudiadas del
gen, lo que podria deberse a que sélo se estudiaron los
sitios “calientes” o con mayores tasas de mutacion del
gen rpoB. Considerando que en este estudio preliminar
se detectaron nuevas mutaciones, es recomendable
realizar la caracterizacién genotipica sistemdtica de
todas las cepas clinicas de M. tuberculosis que presen-
ten resistencia a cualquier farmaco antituberculoso, en
Sonora, México.
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