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RESUMEN

Antecedentes: La resistencia a rifampicina en M. tuberculosis involucra mutaciones en el gen rpop que codifica a la subu-
nidad 3 de la ARN polimerasa. Objetivo: Identificar las mutaciones del gen rpoB, en cepas de M. tuberculosis asociadas
con resistencia a rifampicina aisladas de la Subregién de Salud Lima Norte, PerU. Materiales y métodos: Se cultivé en
Lowestein - Jenseen 73 muestras de esputo de pacientes con tuberculosis pulmonar. A 62, con méas de 10 colonias por
tubo, se les comprob6 susceptibilidad a isoniazida, rifampicina, estreptomicina y etambutol. Se realizé la extraccion de
ADN por PCR, clonacién en el vector pGEM-T, transformacion, seleccion de clonas recombinantes y secuenciamiento
del ADN plasmidico para la determinacion de los polimorfismos del gen rpoB. Resultados: 52 (83,9%) cepas fueron
resistentes a rifampicina (Rif)) y 10 (16,1%) susceptibles (Rif®). Se encontrd alteraciones en el gen rpop en 51 de 52
cepas Rif' Se identificaron 20 mutaciones. Las mutaciones mas frecuentes fueron encontradas en los codones Ser-531
(62,7%), His-526 (15,7%), Asp-516 (11,8%) y GIn-513 (5,9%). No se observé mutacion alguna en las 10 cepas Rifs.
94,2% de nuestras cepas Riff fueron también resistentes a isoniazida. Conclusiones: Se encontraron mutaciones en el
gen rpoB de casi todas las cepas Rif'; asimismo, casi todas las cepas Rif' fueron también resistentes a isoniazida.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis | genética; Mycobacterium tuberculosis | efectos de drogas; Tuberculosis resistente a
drogas; Rifampicina/ uso diagnéstico; Perl (fuente: BIREME).

ABSTRACT

Background. Rifampicin resistance in M. tuberculosis involves mutations in the rpof gene, encoding the 3 subunit of
RNA polymerase. Objective: To identify the rpof gene mutations in strains of M. tuberculosis isolated from the Health
Sub-Region in North Lima, Per(. Materials and methods: 73 sputum samples from patients with pulmonary tuberculosis
were cultured on Léwenstein-Jensen media. 62 samples, with more than 10 colonies per tube, were analyzed for
susceptibility to isoniazid, streptomycin, rifampicin and ethambutol. DNA was isolated, amplified by PCR, followed by the
cloning of the amplified product in the vector pGEM-T, transformation of competent E. coli bacteria, selection of recombi-
nant clones and sequencing of the plasmid DNA for the determination of the polymorphisms in the rpoB gene. Results:
52 strains out of 73 isolates (83,9%) were resistant to rifampicin (Rif"), while 10 isolates (16,1%) were found to be
rifampicin susceptible (Rif ¢). 51 out of 52 RIif " strains contained mutations in the rpoB gene associated with rifampicin
resistance. 20 mutations were identified. The most frequently observed mutations were localized in the codons Ser-531
(62,7 %), His-526 (15,72%), Asp-516 (11,78%) and GIn-513 (5,88 %). No mutations were detected in the 10 Rif* strains. 94,2%
of the RIif" strains were also resistant to isoniazid. Conclusions: rpof3 gene mutations associated with rifampicin resistance
were present in almost all Rif" strains analyzed. Almost all Rif* strains were also resistant to isoniazid.

Key words: Mycobacterium tuberculosis | genetics; Mycobacterium tuberculosis | drug effects; Tuberculosis, drug resistant; Rifampin
/ diagnostic use; Peru (fuente: BIREME).
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INTRODUCCION

El reciente resurgimiento de la tuberculosis (TB) en
paises desarrollados se ha acompafiado por un incremen-
to en la prevalencia de la resistencia a drogas. De acuer-
do con estimados de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), un tercio de la poblacion mundial esté infectada
por Mycobacterium tuberculosis. Este importante reservo-
rio de infectados esta originando que se produzcan mas
de 8 millones de casos nuevos cada afio en todo el mun-
do, sumados a los que no se curany alos que recaen de
afos previos, hacen estimar una prevalencia actual de 16
millones de enfermos.

Actualmente, el Peru tiene uno de los mejores programas
de control de tuberculosis del mundo, donde se ha logrado
diagnosticar y tratar a los pacientes con esta enfermedad,
obteniéndose para el afio 2000 una tasa de morbilidad de
155,6 x 100 000 habitantes, tasa de incidencia de 133,6 x
100 000 habitantes y tasa de incidencia de TB pulmonar
frotis positivo nuevos 88 x 100 000 habitantes®. Sin em-
bargo, a pesar de los resultados logrados, se puede ob-
servar un incremento de la multidrogorresistencia, de 2,1%
en 1995 a 3% en 1999 (p=0,005)2%.

La aparicion de epidemias de TB con cepas multirresisten-
tes en los paises desarrollados, sobre todo asociado con
la epidemia VIH/SIDA*es sin duda, uno de los principales
riesgos para la salud publica en todo el mundo.

A partir de 1972, la rifampicina (Rif) ha sido utilizada como
una droga para el tratamiento de cepas sensibles, asi como
también para aquellos pacientes que tienen resistencia por
lo menos a isoniazida o estreptomicina. Su capacidad bac-
tericida ha hecho posible su utilizacion en los tratamientos
de corta duracion para cepas sensibles; sin embargo, su
uso es mas prolongado en el tratamiento para los pacien-
tes que tienen aislamientos resistentes a isoniazida®. La
eficacia de este régimen de tratamiento estd cambiando
en regiones donde la resistencia inicial a rifampicina es
alta, en las cuales la rapida deteccion de resistencia a ri-
fampicina es una necesidad urgente. De particular impor-
tancia, la Rif' ha sido considerada como un marcador de
cepas de tuberculosis multidrogoresistentes (TB-MDR), ya
que ha sido asociado con brotes de enfermedad en hospi-
tales, prisiones y otras instituciones en el ambito mundial®.

La Rif" ha sido atribuida a mutaciones puntuales, insercio-
nes y deleciones en una region limitada del gen rpoB que
codifica a la subunidad 13 de la ARN polimerasa’®. Por lo
menos 95% de los aislamientos para Rif’ tienen mutacio-
nes en este gen®. Estas mutaciones asociadas con re-
sistencia fenotipica a rifampicina son generalmente locali-
zadas en unaregion de 81 pb con mutaciones en los codo-
nes Ser-531, His-526 y Asp-51671%%, Diferentes variacio-
nes alélicas han sido detectadas en esta regiony genotipos
especificos del gen rpoB son conocidos por estar asociados
con altos indices de Rif" en cepas de M. tuberculosis aisladas
de diferentes partes del mundo’.
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La aplicacion de métodos genéticos para un examen rapido
de susceptibilidad a rifampicina tiene importancia para la
eficacia del tratamiento y control de TB - MDR. En el presente
estudio evaluamos las mutaciones del gen rpoB de cepas
resistentes (RifY) y susceptibles (Rif*) a rifampicina de M. tu-
berculosis aisladas de pacientes diagnosticados con TB. El
objetivo general de este trabajo fue identificar las mutaciones
del gen rpop asociadas con Rif en cepas de M. tuberculosis
aisladas de la Subregion de Salud Lima Norte, Per.

MATERIALES Y METODOS
MUESTRAS

Las muestras clinicas utilizadas en el presente estu-
dio fueron de pacientes diagnosticados con TB pulmonar
provenientes del Hospital Nacional Cayetano Heredia y de
los diferentes centros de salud del cono norte de Lima,
Pert, durante el afio 2001. Se incluyeron 73 muestras de
esputo para el aislamiento de M. tuberculosis, de las cua-
les 62 muestras fueron sometidas a la prueba de suscep-
tibilidad a drogas de primera linea (isoniazida, estreptomi-
cina, rifampicina y etambutol). 11 cultivos no fueron inclui-
dos por presentar aislamiento insuficiente (2 a 4 colonias).

PROCEDIMIENTOS
Baciloscopia y cultivos

Todas las muestras respiratorias fueron examinadas
mediante la técnica de examen directo (Baciloscopia) y
teflidas con la coloracion de Ziehel - Nielsen. Los esputos
fueron descontaminados con NaOH al 4% (w/v), de acuer-
do al método de Petroff'?y cultivadas por duplicado sobre
el medio de Lowenstein Jensen e incubadas a 37°C. Los
cultivos fueron examinados a las 48 y 72 horas de haber
sido sembrados para verificar posibles contaminantes por
flora secundaria. Revisiones posteriores se realizaron a
los 30, 45 y 60 dias hasta obtener cultivos positivos.

Susceptibilidad a drogas

La resistencia a rifampicina (Rif") fue determinada
sobre el medio de Lowenstein - Jensen por el método de
las proporciones. Para las cepas Rif', la concentracién
minima inhibitoria (MIC) fue de 40 pg/mL*. Los aisla-
mientos con crecimiento mayor del 1% en el medio con-
teniendo rifampicina comparado con un control sin anti-
biético fueron considerados como resistentes. Ademas,
a todos los aislamientos se les realizé susceptibilidad
para isoniazida (INH), estreptomicina (SM) y etambutol
(EMB) empleando el método de proporciones.

Extraccion del ADN gendmico de cultivos micobacterianos

Cultivos positivos crecidos sobre el medio de Lowes-
tein - Jensen, Rif"y Rifs fueron aislados para su posterior
extraccion de ADN. La extraccion de ADN se realiz6 de
acuerdo a lo descrito por Van Soolingen?s.

Disefio de cebadores de extension (oligonucledtidos)

Los cebadores para el PCR fueron disefiados basan-
dose en la secuencia del gen rpoB que codifica a la subu-
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nidad  de la ARN polimerasa (Figura N°1) (Namero de
acceso a la base de datos en el Gen Bank N° U12205).
Los cebadores fueron disefiados con la ayuda de los
programas OLIGO™ version 4,0 y OLIGO calculator. Se
comprobo6 la especificidad de los oligonucleétidos me-
diante el uso de los programas BLAST y FASTA (de acce-
so libre en internet), con el fin de encontrar posibles se-
cuencias homoélogas con otros organismos.
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Figura N°1. Gen rpof (Sub unidad b de la ARN polimerasa
de M. tubeculosis). Se aprecia la posicion de los primers
Fly F2 en el gen rpoBy el tamafio de la secuencia amplifica-
da (351 pb).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los oligonucledtidos Forward F1 (5'-CAGACGTTGATCA-
ACATCCGC- 3) y Reverse F2 (5- CAGGTACACGATCTCG-
TCGCTAA- 3’) fueron sintetizados por Applied Biosystems,
Foster City California. Un producto de amplificacion de 350
pb del gen rpof fue obtenido por PCR utilizando los oligonu-
cledtidos descritos anteriormente (Figura N° 2). Para la reac-
cion se utilizd 50 ng de ADN gendmico de M. tuberculosis.

564 —»

B e e 30

Figura N°2. Producto de amplificaciéon obtenido por PCR
de una secuencia especifica del gen rpo de M. tubercu-
losis, utilizando los primers F1/F2. La flecha indica el ta-
mafo del fragmento obtenido (350 pb). M1: marcador de
pares de bases (Hind Ill).

Clonacion de los productos de amplificacion obtenidos
de PCR

Los productos de amplificacion (350 pb) del gen rpoB
de cada una de las 62 cepas fueron clonadas en el vector
pGEM®-T (PROMEGA).

Las clonas recombinantes (plasmido-inserto) fueron selec-
cionadas teniendo como agente selectivo a la ampicilina y al
sustrato cromogénico IPTG. Las colonias seleccionadas se
replicaron en medio LB/ampicilina y el inserto (350 pb del
gen rpoP) fue verificado mediante una reaccion de PCR, utili-
zandolos primeros T7 (5" -TAATACGACTCACTATAG- 3") y SP6
(5" -AGCTATTTAGGTGACACTATAG- 3'). Estos oligonucledti-
dos flanquean el sitio de clonacién del vector pGEM®-T.

Secuenciamiento de clonas recombinantes

Para purificar los plasmidos se utilizé el Kit Wizard® Plus
Midipreps DNA purification system (Promega). El secuencia-
miento de los plasmidos purificados fueron realizados en el
secuenciador automatico ALF express (Amershan Pharma-
cia Biotech) de la Division de Biologia Molecular del Instituto
Nacional de Salud. La reaccion de secuenciamiento se rea-
liz6 con el kit Cys Autocycle™ (Amersham Pharmacia - Biote-
ch), se utilizd 1 mg de ADN plasmidico en la reaccion.

Los fragmentos de ADN de diferente tamafio formado
por las reacciones, fueron separados por electroforesis
en gel de poliacrilamida al 6% en condiciones denatu-
rantes, 7M de urea, durante 12 horas a 1500 v, 60 mA'y 25 w.

RESULTADOS

De las 62 cepas de M. tuberculosis utilizadas en este
estudio, 52 (84%) fueron Rif'y 10 (16%) Rif*De las cepas Riff
27 (52%) tuvieron resistencia primaria y 25 (48%) adquirida.
La distribucion de resistencia por drogas o combinacion de
drogas por tipo de resistencia se muestra en la Tabla N°1.
La resistencia simultdnea por lo menos a rifampicina e iso-
niazida (MDR) entre las cepas con resistencia primaria y
adquirida fue 41,9% y 37,1% respectivamente.

Todos los productos de amplificacion obtenidos por PCR
mostraron un mismo tamarfio (350 pb) para la region del gen
rpob en todas las cepas aisladas (Figuras N°2 y N°3). El
secuenciamiento de los productos de amplificacion de 62
cepas de M. tuberculosis (52 Rif' y 10 Rif¥) mostraron las
siguientes mutaciones en una region corta de 81pb del gen
rpoP: 62,7% de las mutaciones ocurrié en el codén 531
(58,8% cambid Ser-Leu y 3,9% de Ser-Trp). El 15,7% de las
mutaciones ocurrié en el codon 526 (7,9% cambio His-Leu,
5,9% de His-Tyr y 1,9% cambi6 His-Asp). 11,8% de las muta-
ciones ocurrio en el codon 516 (5,9% cambié Asp-Val, 1,9%
Asp-Tyr, 1,9% Asp-His y 1,9% cambid Asp-Ala). 5,9% de las
mutaciones ocurrié en el codon 513(1,9% cambié GIn-Pro,
1,9% GIn-Lys y 1,9% cambié GIn-Leu). Para los codones
522, 527, 533, 520, 511 y 512 la frecuencia de mutacion fue
1,9% respectivamente. (Figura N°4)”. De 52 cepas Rif, 46
aislamientos tuvieron una mutacién puntual en un solo co-
don y 5 presentaron doble mutacion en codones separados:
(511-Leu y 516-Asp), (516-Asp y 526-His), (516-Asp y 527-
Lys), (520-Pro y 526-His) y (511-Leu y 512-Ser). La ausencia
de mutacion en una cepa resistente no fue observada. No se
encontré mutacion de 10 cepas Rif® en la secuencia del gen
rpoP analizada en este estudio (Tabla N° 2).
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Tabla N°1. Resistencia primaria y adquirida por drogas en
aislamientos de M. tuberculosis de pacientes con TB pul-
monar de la Subregién de Salud Lima Norte - Peru, 2001.

Resistencia a drogas Aislamiento (%)
RESISTENCIA PRIMARIA

A una droga

RFP 1 3,7
A dos drogas

RFP + INH 3 11,1
A tres drogas

RFP + INH+SM 4 14,8
RFP + INH+ EMB 7 25,9
A cuatro drogas

RFP+INH+SM+EMB 12 44,4
RESISTENTES 27 100,0
RESISTENCIA ADQUIRIDA

A una droga

RFP 1 4,0
A dos drogas

RFP + INH 4 16,0
RFP + SM 1 4,09
A tres dogas

RFP + INH+SM 4 16,0
RFP + INH+ EMB 4 16,0
A cuatro drogas

RFP+INH+SM+EMB 11 44,0
RESISTENTES 25 100,0

RFP = Rifampicina, INH = Isoniazida, SM =Estreptomicina y

EMB = Etambutol.
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Figura N°3. Productos de amplificacién obtenidos por PCR
y clonas recombinantes. M1:marcador de pares de ba-
ses (Hindlll). Carriles 1-3, producto de PCR de 350 pb.
Carril 4: clona conteniendo plasmido autoligado (150 pb).
Carriles 5-6: Clonas conteniendo plasmido recombinante
(500 pb). M2: marcador de pares de base (50-2000 pb).
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Figura N°4. Frecuencia de mutaciones en el gen rpof en 51 aislamientos clinicos de M. tuberculosis resistentes a rifampicina
(a,b,c,d,e) (Representan doble mutacién en una misma cepa).
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Tabla N° 2. Pacientes con TB pulmonar de la Subregion de Salud Lima Norte - Pert, 2001.

N°DE PROCEDENCIA RIF INH SM EMB Aminoéacido Aminoéacido
CEPA 40,0 pg/miL 0,2 pg/mL 4,0 pg/mL 2,0 pg/mL afectado sustituido
11232 H.N.C.H R R R R Leu-511 Arg
Asp-516 Tyr
375 C.S. SM.P R R S R Ser-531 Leu
464 H.N.C.H R R R R Ser-531 Tip
283 H.M.l. San José R R R R Ser-531 Leu
32 H.N.C.H R R S R GIn-513 Lys
1892 C.S. Caqueta R R R R Ser-531 Leu
1508 C.S. Los Libertadores R R S R His-526 Leu
1625° C.S. Laura Caller R R S R Asp-516 His
His-526 Asp
298 P.S. Jerusalén R R R R Ser-522 Leu
3642 C.S. Rimac R R S S Ser-531 Leu
2988 H.N.C.H R R R R Ser-531 Leu
4627 C.S. Caqueta R R R S His-526 Tyr
1996 C.S. Pert Il Zona R R R R Ser-531 Leu
2820 C.S.S.J. Amancaes R R S S His-526 Leu
4884 H.N.C.H R R R R Ser-531 Leu
4487 C.S. Leoncio Prado R S R S GIn-513 Pro
2762 C.S. Mexico R R R R Ser-531 Leu
1816 C.S. PerG 4ta. Zona R R R R Asp-516 Val
3985 C.S. Los Olivos R R R R Ser-531 Leu
3959 C.S. PerG 4ta Zona R R R R Ser-531 Leu
3686 H.N.C.H R R R S Asp-516 Val
4953 C.S. S.J.Amancaes R R S R His-526 Leu
4466 C.S. Per0 4ta. Zona R R S R His-526 Tyr
3901 H.N.C.H R R R R Ser-531 Leu
753 C.S. Los Libertadores R R S S His-526 Tyr
310 H.N.C.H R S S S Ser-531 Leu
1734 C.S. Infantas R R S S Ser-531 Leu
5947 H.N.C.H R R R S GIn-513 Leu
3990 Medicina Tropical (H.N.C.H.) R R S R Ser-531 Leu
3085 H.N.C.H R R R S Ser-531 Leu
4063° H.N.C.H R R R S Asp-516 Ala
Lys-527 GIn
5544 C.S.Gustavo Lanatta R R R R Ser-531 Leu
6124 C.S. Los Olivos R R R R Ser-531 Leu
5667 C.S. Los Libertadores R R R R Ser-531 Leu
5932 C.S. Cueto Fernandini R R R R Ser-531 Leu
4866 H.N.C.H R R S R Ser-531 Leu
4687 C.S. SM.P. R R R S Ser-531 Leu
3221 Medicina Tropical (H.N.C.H.) R R S R Ser-531 Leu
3093 C.S. Los Libertadores R R S S Ser-531 Leu
42 C.S. Leoncio Prado R R R R Ser-531 Leu
4993 C.S. Villa Norte R R R S Ser-531 Leu
5597 C.S. Valdiviezo R R R R Leu-533 Pro
6194 C.S. Confraternidad R R R R Asp-516 Val
6089 C.S. Cueto Fernandini R S S S Ser-531 Leu
6025 C.S. Primavera R R R S Ser-531 Leu
84 H.N.C.H R R R R ND ND
5856 C.S. Pert 4 ta.Zona R R R R Ser-531 Leu
204 H.N.C.H R R S S Ser-531 Leu
5795¢ P.S. Condevilla R R S S Leu-511 Pro
Ser-512 Met
6081 P.S. Ama Kella R R S R Ser-531 Tip
389 C.S. Caqueta R R R R Ser-531 Leu
409° C.S. S.J. Amancaes R R S R Pro-520 Arg
His-526 Leu
3268 H.N.C.H S S S S Ninguna Ninguna
3395 Per( 4ta Zona S S S S Ninguna Ninguna
2339 H.N.C.H. S S S S Ninguna Ninguna
4814 H.N.C.H S S S S Ninguna Ninguna
4467 Perl 3ra. Zona S S S S Ninguna Ninguna
3553 H.N.C.H. S S S S Ninguna Ninguna
2521 N.N.C.H S S S S Ninguna Ninguna
5538 C.S. Caqueta S S S S Ninguna Ninguna
5402 C.S. Flor de Amancaes S S S S Ninguna Ninguna
4537 H.N.C.H. S S S S

RIF= Rifampicina, INH= isoniazida, SM= estreptomicina, EMB= etambutol
abede Doble mutacion en codones separados del gen rpof en cinco aislamientos resistentes

R: Resistente, S: Sensible
ND = No determinado

H.N.C.H. = Hospital Nacional Cayetano Heredia.

C.S. = Centro de Salud.
P.S. = Puesto de Salud.

H.M.I. = Hospital Materno Infantil.
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DISCUSION

Este es el primer trabajo realizado en el pais, donde se han
caracterizado las mutaciones que ocurren en un gen que confie-
re resistencia bacteriana en cepas de M. tuberculosis. Hemos
podido determinar las mutaciones en el gen pof3 de M. tubercu-
losis en las cepas aisladas de 62 pacientes con diagnéstico de
TB pulmonar del cono norte de Lima (Figura N°4).

Hallamos un total de 20 diferentes alteraciones genéti-
cas. En 96,1% de los aislamientos resistentes, las varia-
ciones encontradas estuvieron en los codones 531, 526,
513y 516 y en 3,9% en los codones 522, 527, 533, 520,
511 y 512. Nuestros hallazgos coinciden con los reportes
de estudios realizados en otros paises, en donde se
hall6 que méas de 96% de cepas de M. tuberculosis RIF
tienen mutaciones en una region hipervariable del gen
rpoB”** y que 70% de esas mutaciones ocurre en los
codones 531 y 5267°. Asimismo, estudios realizados por
Spindola de Miranda® en Brasil, han reportado mutacio-
nes similares a las encontradas en este estudio.

Las mutaciones en los codones Ser-531 e His-526 dentro
de la region hipervariable de 81 pb del gen rpop son las méas
frecuentes y su frecuencia relativa es muy similar en distintas
regiones geograficas %%, En contraste, la frecuencia relati-
va de las mutaciones en los codones Asp-516, GIn-513 y
Leu-533 varian segun las regiones del mundo. En el estudio
realizado en Estados Unidos de Norteamérica con cepas de
M. tuberculosis de pacientes peruanos residentes en
Lima y Cuzco se encontrd, al igual que nosotros, que las
mutaciones mas frecuentes estuvieron en los codones
Ser-531 y His-526, pero en las cepas de M. tuberculosis
Rif" la frecuencia de la mutacién en His-526 fue la mitad?®.
Ademaés, encontramos que 6% de las cepas tuvieron mu-
taciones en el codon GIn-513, lo que no habia sido repor-
tado previamente en cepas de pacientes residentes en
el Pera?s.

En este estudio encontramos ausencia de mutaciéon en
el gen rpof en una cepa Rif'. Esto significa que mutacio-
nes en otros genes son responsables de esta resisten-
cial®. Similarmente, Telenti en 1993 no identificé muta-
ciones en la region de 305 pb del gen rpop en 2 (3%)
cepas de 66 aislamientos Rif %, A su vez, William en 1994,
encontré que 7% de cepas M. tuberculosis Rif" tampoco
mostraron mutacion en una region de 305 pb del gen rpo*.

En 5 cepas RIF se encontr6 una doble mutacién en co-
dones separados, como resultado de la sustitucion de
dos aminoacidos para cada cepa (Leu-511 y Asp-516,
Asp-516 y His-526, Asp-516 y Lys-527, Pro-520 y His-526
y por ultimo Leu-511 y Ser-512).Mutaciones puntuales en
los codones Ser-531, His-526, Gly-513 o Asp-516 han
sido reportadas por tener altos niveles de resistencia en
E. coli (20 pg/mL) y M. tuberculosis*®*®.

La descripcion de las bases moleculares de resistencia
a rifampicina y el informe de Telenti'® sobre mutaciones
en el gen rpo en M. tuberculosis ha servido para el desa-
rrollo de nuevas y rapidas estrategias para la deteccién de
esta resistencia, como la desarrollada en este estudio. La
capacidad para determinar la sensibilidad a rifampicina y a
otras drogas por métodos microbioldgicos implica 4 a 6
semanas Yy hasta 3 meses, debido al crecimiento lento del
bacilo de la tuberculosis, que se duplica cada 18-20 horas®.
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Todas nuestras cepas aisladas Rif', con excepcion de 2 (3,9%)
tenian resistencia a por lo menos un farmaco mas. La MDR
entre estas cepas fue de 98% (49/50). Entonces, esto nos
hace pensar que el encontrar que una cepa de un paciente de
Lima Norte tenga resistencia a rifampicina, indica con una
probabilidad cercana a 100%, que lo sea también a isoniazida.

Nuestros resultados demuestran alta asociacion entre las
mutaciones en el gen rpoB y el desarrollo de resistencia
fenotipica de M. tuberculosis. Significa que podemos utili-
zar las determinaciones de las mutaciones en el gen rpoB
en cepas de M. tuberculosis para conocer cuales de ellas
son resistentes antes de obtener los resultados de las
pruebas de sensibilidad por métodos bacteriolégicos.

El secuenciamiento es aplicable para cualquier gen y es
rapidamente adaptable para la identificaciéon de mutacio-
nes puntuales asociadas con resistencia a otras drogas
antituberculosas, como isoniazida y estreptomicina.

Ademas, en los estudios de resistencia inicial realizados a
nivel nacional reportados por el Instituto Nacional de Salud
(INS)?® en 1999, dan cuenta de que la resistencia primaria
global fue 17,8%, mayor a la registrada en 1995, posible-
mente debido a inadecuados esquemas de tratamiento o a
mutaciones espontaneas en cepas no expuestas previa-
mente a drogas antituberculosas, tal es el caso de rifam-
picina (una mutacion por cada 107 a 10® organismos)™.
Asimismo se encontré un incremento de la MDR del 2,1%
en 1995 al 3% en 199922, En la actualidad, la aplicacion
de técnicas moleculares permite establecer con preci-
sion los mecanismos de resistencia a antibioticos.

Por esta razon, la necesidad de caracterizar cepas resis-
tentes mediante el analisis de secuenciamiento nos ha
permitido evidenciar las mutaciones que ocurren en el gen
rpoB de M. tuberculosis de un grupo de pacientes con diag-
naéstico de TB inicial y adquirida del cono corte de Lima.

Asimismo, nuestros resultados confirman que el andlisis
genético del gen rpof3 basado en el secuenciamiento es
aplicable universalmente en distintas regiones geograficas
para detectar de manera rapida la resistencia a rifampicina.
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