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INTRODUCCION

Los individuos afectados con Mycobacterium tuberculosis son mas de un billén y cerca de 3,5
millones enferman anualmente en el mundo. La Organizacion Mundial de |a Salud (OMS)
considera que estamos ante una emergencia global de tuberculosis que podria provocar
200 millones de casos nuevos y 70 millones de muertes antes del 2020. Se estima que en
1998 fueron reportados 8.8 millones de casos nuevos y que fallecieron por esta causa
cerca de 3 millones de personas, 6% de la mortalidad global del afio. La alta incidencia
en la poblacién, la convirte en la principal causa de muerte en adultos en edad produc-
tiva, es decir de 15 a 49 afios. Se considera que 80% de la poblacién estd dentro del grupo
de alto riesgo que puede padecer esta enfermedad y se asume que mds de 50 millones
de personas estdn infectadas con cepas resistentes (Guerrero,1998 y Rattan 1998).

Entre 1995 y 1998 la incidencia mundial aumenté 16%, siendo mds notable en paises
pobres, confinando la enfermedad, al parecer, a regiones especificas como el sudeste
asiatico o el Africa subsahariana. Hoy en dia la enfermedad se ha diseminado de manera
alarmante por todo el planeta con gran incidencia y severidad debido, en gran parte, a
la pandemia del SIDA (Rattan, 1998) adquiriendo proporciones importantes en Euro-
pa, Norte América y demds paises industrializados (Rattan, 1998). En Colombia,
especificamente en Bogot4, los casos de egresos hospitalarios a causa de la tuberculosis
en la poblacién de 0 a 60 afios ascienden a 286 casos para el afio de 1997 (Sistema
Nacional de Salud). Los casos de tuberculosis resistentes a los medicamentos se estdn
incrementando por todo el mundo; en muchos casos, este fenémeno se debe a que los
tratamientos no se cumplen adecuadamente o se recetan mal ya que dejan de tomarse
antes de tiempo cuando los sintomas han desaparecido pero la bacteria sigue viva, fo-
mentando la aparicién de variantes resistentes (Mattar y Sinchez, 1999).

El objetivo del estudio fue secuenciar 3 cepas de Mycobacterium tuberculosis de muestras
aisladas en los hospitales San Juan de Dios y Santa Clara de Bogotd (Colombia) en los
afios 1997 a 1998 que presentan resistencia a rifampicina, mediante la técnica de Sanger.
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MATERIALES Y METODOS

De una coleccién de 50 cepas resistentes a diferentes firmacos se tomaron 3 cepas de
M. tuberculosis resistentes a rifampicina, las cuales fueron recolectadas durante 1997 y
1998 en los Hospitales San Juan de Dios y Santa Clara en Bogotd, y luego tipificadas en
el Instituto Nacional de Salud de Colombia (INS) (Sanchez, 1999). Las cepas se inocu-
laron en medio Lowestein-Jensen a 37°C, y simultdneamente se hizo cultivo en medio
liquido BACTEC 460 TB. Para la extraccién de DNA del medio sélido Lowestein-Jensen
se tomaron 2 colonias, se resuspendieron en 500ml de Buffer de Lisis (TE1x - Tween 20
1%), se agitd fuertemente mediante vortex, se llevé a punto de ebullicién durante 15 mi-
nutos, se centrifugd por un minuto a 14.000rpm, se conservé el sobrenadante y se refri-
gerd a 4°C (Yoder,1999). La amplificacién se realizé mediante PCR, utilizando 5ml del
sobrenadante con los primers especificos rpoB 105: (5’ CGT GGA GGC GAT CAC ACC
GCA GT3’) y rpoB 273 (5 AGT GCG ACG GGT GCA CGT CGC GGA CCT 3’) disefia-
dos en otro estudio (Whelen, 1994). Las concentraciones de la mezcla maestra para cada
tubo fueron: Buffer 1x, Taq DNAPolimerasa en buffer de resuspension A (TucdnTagq,
Corpogen) 0.01U/ml, dNTPs 0.2mM, MgCl2 1.5mM, Glicerol al 10%, primers Spmol, en
un volumen final de 25ml. Se utilizé el termociclador PCR System 2400 Perkin Elmer,
(Norwalk, CT, USA). Las condiciones de amplificacién fueron 94°C por 5 minutos, 35
ciclos de denaturacién a 94°C por 30 segundos, anillaje a 68°C por 30 segundos y ex-
tensién a 72°C por 30 segundos, seguidos de una extensién final a 72°C por 2 minutos.

Los productos de la reaccién fueron analizados en geles de agarosa 2%. La purificacién
de ADN amplificado se realizé por columnas a partir de bandas del gel segtin el proto-
colo del Qiaquick Gel Extraction Kit de Qiagen. Los fragmentos se mandaron secuenciar
en Seqwright mediante el método de Sanger (Sambrook, etal., 1989). Los andlisis de los
resultados de la secuencia fueron realizados con la ayuda de las bases de datos:
http://workbench.sdsc.edu/, http://tigem.it/ ASSEMBLY/assemble.html
http://arep.med.harvard.edu/labgc/aduan/projects/utilities/revcomp.html

Para cada cepa se obtuvieron dos secuencias (una en direccién 5’ -3’ y otra en la opues-
ta) se alinearon usando Contig (ASSEMBLY) y Biology Workbench para eliminar los
errores de la secuencia en los extremos 3’y 5’. Luego se realizaron alineamientos mdilti-
ples usando Blast, ClustalW y Boxshade (Biology Workbench) entre RpoB1, RpoB2,
RpoB3 las de referencia, las reportadas en la literatura y en el Genbank.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas por nosotros se encuentran dentro del
grupo de crecimiento lento de las mycobacterias en un tiempo de 20 a 30 dias segun
Casal (1989). Se pudo hacer una valoracién del crecimiento de las cepas resistentes
a rifampicina en la fase preliminar del estudio mediante el empleo del BACTEC 460
TB que tiene un desempeno igual al descrito por Sdnchez (1999). A continuacién se
muestra la obtencién de las secuencias de las 3 cepas directas después de haber sido
depuradas (Contig) ver Materiales y Métodos:
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rpoB1
CGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCCGCGAT
CAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTG
TCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCGGTCTGTCACGT
GAGCGTGCCGGGCTGGAGGTC

rpoB2
CGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCCGCGAT
CAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTG
TCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTTGGCGCTGGGGCCCGGCOQUTCTOTCACGT
GAGCGTGCCGGGCTGGAGGTC

rpoB3
CGTGGAGGCGATCACACCGCAGACGTTGATCAACATCCGGCCGGTGGTCGCCGCGAT
CAAGGAGTTCTTCGGCACCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTG
TCGGGGTTGACCTACAAGCGCCGACTGTCGGCGCTGGGGCCCGGCOGGTCTGTCACGT
GAGCGTGCCGGGCTGGAGGTC

Para la secuencia rpoB1, aunque no presenta mutaciones puntuales en esta regién, su
resistencia debe estar asociada a mutaciones en regiones corriente arriba o debajo de la
region donde se presenta usualmente el mayor nimero de éstas o a sustituciones silen-
tes (Musser,1995 y Cole, et al., 1998) 6 se pueden encontrar en regiones diferentes al
gen rpoB (Rattan, 1998). Las mutaciones presentes en las secuencias rpoB2 rpoB3 son
del tipo transicién que se presenta en el codén 531 en rpoB2, cuyo cambio fue TCG
(Ser) a TTG (Leu), mientras que en la cepa rpoB3 el cambio presentado en el codén 526
es una transicion de CAC (His) a TAC (Tir). Otro de los andlisis realizados mediante
Boxshade da un alineamiento entre las cepas secuenciadas por nosotros y la tomada
como cepa patrén (Whelen, et al., 1995), (fig. 1). En nuestro estudio las mutaciones
halladas estan la regién donde se ha reportado el mayor nimero de éstas (69 pb).
Kapur, et al., (1994) reporta cepas que presentaban en el codén 526 cambios de CAC
(His) a TAC (Tyr) siendo éste responsable cerca de 30% de las mutaciones de su colec-
cién, y se comprueba que las mutaciones de este tipo representan sélo 12% para estu-
dios similares reportados (Kapur, et al., 1994). En similitud, alrededor de 25% de las
cepas reportadas mundialmente tienen mutaciones en el codén 531 TCG (Ser) a TTG
(Leu) que en conjunto representan 47% en estudios llevados a cabo por Kapur, et al.,
(1994). Se ha demostrado que la mayoria de organismos resistentes tienen una de las
mutaciones previamente descrita y por lo menos 5 nuevas mutaciones asociadas a la
resistencia a rifampicina. En otro estudio a cepas resistentes de M. tuberculosis recogidas
de pacientes alrededor del mundo, se establecié qué mutaciones se encuentran en los
aminoécidos 507 al 533 (Muser, 1995). En 1999 se realizaron estudios en Brasil, Aus-
tralia, Italia y Corea en los cuales se secuenciaron segmentos de gen rpoB que van desde
69pb a 306pb. Las mutaciones reportadas en estos estudios van desde los codones 513
a 533, presentandose una mayor cantidad de mutaciones en los codones 516 y 526. Las
mutaciones en las cepas de M. tuberculosis resistentes a rifampicina trabajadas por noso-
tros son similares a las publicadas, sin embargo, son pocos los estudios realizados de
este tipo para la caracterizacién de tan importante enfermedad en Colombia y especi-
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ficamente en Bogota. Seria interesante realizar otros estudios que incluyan andlisis filo-
genético que indiquen la distribucién geogréfica de las cepas en Colombia en relacién
con las mundialmente reportadas. La identificacién de estas mutaciones sera ttil como
posterior marcador epidemiolégico en los aislamientos clinicos.
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