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ARTICULO ORIGINAL

Descripcidn de las mutaciones de Mycobacterium tuberculosis que
confieren resistencia a rifampicina e isoniacida detectadas mediante
GenoType® MTBDRplus V.2 en Colombia.

Claudia Llerena, Raquel Medina

Grupo de Micobacterias, Direccién de Redes en Salud Publica,
Instituto Nacional de Salud, Bogoté4, D.C., Colombia

Introduccidn. La metodologia de GenoType® MTBDRplus V.2 es una técnica molecular aprobada por
la Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacion Panamericana de la Salud para la deteccion
de las mutaciones en el gen rpof del complejo Mycobacterium tuberculosis, las cuales confieren
resistencia a la rifampicina, y las de los genes katG e inhA que la confieren frente a la isoniacida.
Debido a la variacion genética en las cepas circulantes a nivel mundial, los programas nacionales de
control de la tuberculosis deben comprobar el desempefio de los nuevos métodos de diagnostico para
su aplicacion como prueba rapida.

Obijetivo. Describir las mutaciones detectadas mediante la técnica GenoType® MTBDRplus V.2 en
muestras pulmonares y aislamientos de M. tuberculosis procesados en el Laboratorio Nacional de
Referencia del Instituto Nacional de Salud durante el 2014.

Materiales y métodos. Se hizo un estudio retrospectivo descriptivo que determiné la expresion de los
genes inhA, KatG y rpof responsables de la resistencia a isoniacida y rifampicina, utilizando la técnica
GenoType® MTBDRplus V.2 en 837 muestras y aislamientos de casos de tuberculosis.

Resultados. Se obtuvieron 689 resultados de pruebas: 581(84,3 %) sensibles, 58 (8,4 %) resistentes
y 50 (7,2 %) multirresistentes. Se detectaron diversas mutaciones en el gen rpop, de las cuales la mas
frecuente fue la Ser531Leu (36,6 %), seguida por la Asp516Val (21,6 %), en tanto que en el gen katG
la mas frecuente fue la Ser315Thrl (91,9 %).

Conclusiones. Se detectaron varias mutaciones en los casos resistentes reportados en el pais, con
frecuencias similares a las reportadas en otros paises de la region de América del Sur.
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rifampicina; isoniacida.
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Description of Mycobacterium tuberculosis mutations conferring resistance to rifampicin and
isoniazid detected by GenoType® MTBDRplus V.2 in Colombia

Introduction: The GenoType®MTBDRplusV.2 assay is a molecular technique endorsed by the World
Health Organization and the Pan American Health Organization that allows for the identification of the
Mycobacterium tuberculosis complex and the detection of mutations in the rpop gene for rifampicin
resistance, and katG and inhA genes for isoniazid resistance. Due to the genetic variability in the circulating
strains around the world, the national tuberculosis control programs should assess the performance of
these new diagnostic technologies and their use under program conditions as rapid tests.

Objective: To describe the mutations identified by the GenoType®MTBDRplusV.2 assay in pulmonary
samples and Mycobacterium tuberculosis isolates in the Laboratorio Nacional de Referencia of the
Instituto Nacional de Salud in 2014.

Materials and methods. We conducted a retrospective, descriptive study to detect the expression
of inhA, KatG and rpof genes, responsible for resistence against isoniazid and rifampicin using the
GenoType® MTBDRplus V.2 assay in 837 samples and isolates from tuberculosis cases.

Results: Several mutations in the rpop gene were identified. Ser531Leu was the most frequent
(36.6%) followed by Asp516Val (21.6%), while Ser315Thrl was the most frequent mutation in the
katG gene (91.9%).

Conclusions: We were able to identify different mutations present in MDR-TB strains in the country,
with frequencies similar to those reported in other countries in the South American region.

Keys words: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; drug resistance; mutation; rifampicin; isoniazid.
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La aparicion y diseminacién de cepas resistentes
a los principales farmacos disponibles para el
tratamiento de la tuberculosis constituyen un
gran problema para el control de la enfermedad
a nivel mundial, debido al aumento de casos de
tuberculosis multirresistente (TB-MDR), de aquellos
causados por Mycobacterium tuberculosis con
resistencia in vitro a isoniacida y rifampicina, y de
casos extremadamente resistentes (TB-XDR), en
los cuales se presenta, ademas, resistencia a las
fluoroquinolonas y a los medicamentos inyectables
de segunda linea.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estimé que en el 2014 se diagnosticaron 9,6
millones de casos nuevos de tuberculosis, de los
cuales 480.000 serian multirresistentes, pero las
dos estimaciones resultaron inferiores a los casos
efectivamente notificados a nivel mundial (1). En
ese mismo afio, en Colombia se reportaron 12.824
casos de tuberculosis en todas sus formas, de los
cuales 103 fueron multirresistentes y, dos, extre-
madamente resistentes (2,3).

En su plan de respuesta a esta amenaza, la OMS
sugiere laimplementacion de pruebas de laboratorio
rapidas para la tamizacion de la resistencia. En el
2008, recomendd el uso de métodos moleculares
del tipo de sondas en linea, entre los cuales se
cuenta la prueba comercial GenoType® MTBDRplus
(Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany), con
sensibilidad de 97 % y especificidad de 99 % para
rifampicina, y de 90 % y 99 % para isoniacida en
muestras pulmonares con baciloscopia positiva
o aislamientos de M. tuberculosis en medios de
cultivo solidos o liquidos, con lo cual se obtienen
resultados rapidos, en especial, cuando se trabaja
directamente con muestras (4,5).

La metodologia de GenoType® MTBDRplus V.2 se
basa en la amplificacion del ADN mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) e hibridacién
inversa, lo cual permite detectar el complejo M.
tuberculosis, y las mutaciones responsables de
la resistencia a la rifampicina en el gen rpop y
las determinadoras de resistencia a la isoniacida
en los genes katG e inhA. Esta técnica ha sido
evaluada por los programas nacionales de control
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de la tuberculosis en varios paises de la region,
pues, ademas de la presencia de resistencia, su
uso permite determinar la variabilidad genética de
M. tuberculosis a nivel mundial.

El diagnostico de tuberculosis en Colombia se
hace principalmente mediante baciloscopia y
cultivo, segun lo establecido por el Laboratorio
Nacional de Referencia para la Red Nacional de
Laboratorios. Desde el 2012, la Red ha venido
incorporando los nuevos métodos moleculares y
hoy el pais cuenta con 22 laboratorios de salud
publica y de instituciones prestadoras de servicios
de salud que cuentan con este tipo de pruebas,
asi como el Laboratorio Nacional de Referencia,
lo cual favorece la oportunidad en la deteccién de
los casos resistentes.

El objetivo de este trabajo fue describir las muta-
ciones del gen rpop que confieren resistencia a
la rifampicina y las de los genes katG e inhA de
resistencia a la isoniacida, detectadas mediante
la técnica GenoType® MTBDRplus V.2 en muestras
de esputo y aislamientos de M. tuberculosis pro-
cesadas en el Laboratorio Nacional de Referencia
durante el 2014.

Materiales y métodos
Este es un estudio de tipo retrospectivo descriptivo.
Muestras de esputo

El Laboratorio Nacional de Referencia recibié 167
muestras de esputo para diagnéstico de tuberculosis
resistente procedentes de 27 laboratorios de salud
publica del pais, las cuales se descontaminaron
y se concentraron mediante el método de NaOH-
N-acetil-L-cisteina. La baciloscopia se hizo con
la coloracion de Ziehl-Neelsen, cultivo en medio
de Lowenstein-Jensen y en medio liquido BBL™
MGIT™ (Mycobacteria Growth Indicator Tube),
siguiendo las recomendaciones de los manuales de
la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS)
para baciloscopia y cultivo sdlido, y las indicaciones
de la casa comercial (Becton-Dickinson) para el
cultivo en medio liquido.

Aislamientos de Mycobacterium tuberculosis

Se recibieron 670 aislamientos de M. tuberculosis
de muestras sembradas en los laboratorios de la
Red segun los protocolos y manuales de proce-
samiento de cada institucion, los cuales deben
enviarse a los laboratorios de salud publica vy,
de ahi, al Laboratorio Nacional de Referencia
cuando hay crecimiento, para hacer la prueba
de sensibilidad. Todos los resultados obtenidos
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mediante la prueba molecular fueron confirmados
por la técnica Bactec MGIT™, considerada como la
prueba de referencia.

Extraccion del ADN

EI ADN se extrajo utilizando el estuche | GenoLyse®
DNA Extraction, segun instrucciones del fabricante.

Genotype MTBDR plus V.2

Se empled la prueba siguiendo las instrucciones
descritas en el inserto del estuche comercial. Para
la amplificacion por PCR se utilizé un termociclador
de HAIN Lifesciences con los protocolos “MDR
DIR” para muestras y “MDR CUL” para cultivos.
La hibridacion se hizo en un equipo Twincubator®.
Se aplicaron controles internos para descartar
contaminacion con el ADN mediante la evaluacion
de los reactivos del GenolLyse y las condiciones
previas de mezcla de la PCR.

En la prueba se emplean tiras de nitrocelulosa,
las cuales tienen 23 sondas; las primeras tres
son los controles internos de la prueba (control
de conjugado, de amplificacion y de deteccion
del complejo M. tuberculosis). Para la deteccion
de la resistencia a rifampicina, hay un control de
locus y ocho sondas silvestres (wildtype, WT)
gque permiten analizar el segmento entre el codén
505 y el 533, y cuatro sondas especificas para
las mutaciones (MUT): Asp516Val, His526Tyr,
His526Asp y Ser531Leu. Para la identificacién de
la resistencia a la isoniacida de alto nivel hay un
control de locus, una sonda silvestre que analiza el
codon 315 del gen katG y dos sondas especificas
para las mutaciones Ser315Thrl y Ser315Thr2.
Para determinar la resistencia a isoniacida de bajo
nivel, hay un control de locus, dos sondas silvestres
y cuatro sondas para las mutaciones C15T, A16G,
T8Cy T8A.

La lectura de los resultados de las pruebas, asi
como la interpretacion de los patrones de bandas,
se hicieron de forma visual utilizando la plantilla
incluida en el estuche.

Andlisis estadistico de los datos

Se recolectaron y analizaron los datos en una base
de datos en Excel®, en la cual se registro el patron
de bandas observado.

Resultados

Se hicieron 837 pruebas, 670 de cultivos y 167
de muestras de esputo. Se obtuvieron 689 resul-
tados de pruebas, de las cuales 581 (84,3 %)
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resultaron sensibles, 58 (8,4 %), resistentes, y 50
(7,2 %), multirresistentes; 28 pruebas no pudieron
interpretarse debido a irregularidades en el patrén
de las bandas y en 120 no hubo amplificacién del
ADN (cuadro 1).

Mutaciones detectadas en los casos resistentes
a rifampicina

Se consideraron como resistentes los patrones de
bandas en los que hubo ausencia de una sonda
silvestre y presencia de una sonda de mutacion, y
los patrones de bandas que presentaron ausencia
de dos bandas silvestres sin mutacion. En 60 de los
aislamientos y muestras, se detectaron mutaciones
resistentes a rifampicina.

Se observaron siete patrones de banda diferentes
en las tiras de prueba, siendo la ausencia de
WT8 y la presencia de MUT3 el patréon mas
frecuente (22 casos, 36,6 %), el cual corresponde
a la mutaciéon Ser531Leu. En 13 (21,6 %) de los
aislamientos, se evidenci6 la ausencia de WT3 y
de WT4 con presencia de MUT1, siendo este el
segundo patrén mas frecuente. Se observd un
patron de heterorresistencia en un aislamiento
que presentaba todas las sondas WT y una sonda
MUT3 (cuadro 2).

Cuadro 1. Resultados obtenidos con la prueba GenoType®
MTBDRplus V.2

Perfiles de resistencia n %
Sensibles 581 84,3
Resistencia a isoniacida (H) 48 7
Resistencia a rifampicina (R) 10 1,4
Tuberculosis multirresistente 50 7,2
Total de pruebas 689 100

Cuadro 2. Patrones de bandas de resistencia a rifampicina

Patron n % Mutacién
Ausencia de WT8 'y 22 36,6 Ser531Leu
presencia de MUT3

Ausencia de WT3y WT4 13 21,6 Aps516Val

y presencia de MUT1

Ausencia de WT7 y 11 18,3 His526Tyr
presencia de MUT2B

Ausencia de WT7 y 6 10,0 His526Asp
de presencia MUT2A

Ausencia de WT2y 4 6,6 Desconocida
WT3 sin mutacion

Ausencia de WT3y 2 3,3 Desconocida
WT7 sin mutacion

Ausencia de WT2y 1 1,6 Desconocida
WT7 sin mutacion

Presencia de todos las 1 1,6 -

WTy MUT 3

Total 60 100 -
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Mutaciones detectadas en los casos resistentes
aisoniacida

Se encontraron 98 aislamientos que presentaron
resistencia a isoniacida. El 99 % de las mutaciones
ocurrié en el gen KatG. El patron mas frecuente
fue la ausencia de WT vy la presencia de MUT1 en
90 aislamientos (91,9 %), el cual corresponde a la
mutacion Ser315Thrl con resistencia de alto nivel.
Se observé un patrén con ausencia total del gen
katG, el cual se interpretd6 como resistente, y un
aislamiento con mutacion en el gen inhA'y un patrén
de ausencia de WT1 y presencia de MUT1, el cual
corresponde a la mutacién C15T (cuadro 3).

Resultados no interpretables

Se obtuvieron 28 pruebas con resultados no
interpretables. Para rifampicina, se encontraron
patrones de bandas que solo presentaban ausencia
de una sonda WTy ausencia de sondas MUT, o con
alguna sonda WT de poca intensidad en el color
del revelado, es decir, muy tenue. Se observaron
patrones con ausencia de WT8, WT7, WT6y WT2,
gue tampoco fueron concluyentes.

Como parte de la metodologia de procesamiento
en el LNR, todas las pruebas moleculares se confir-
maron con el sistema Bactec MGIT™, en tanto que en
los casos no interpretables el reporte de resultados
se hizo mediante el método convencional.

Aislamientos sin resultados de amplificacion

En 18 aislamientos no se obtuvo la amplificacion del
ADN debido a que correspondian a otras especies
de micobacterias y en 102 muestras de esputo
registradas como positivas, se observaron pocos
bacilos o fueron negativas en la baciloscopia.
Discusidn

La implementacion de técnicas moleculares para el
diagnostico de la tuberculosis resistente y multirre-
sistente es relativamente reciente en el pais. Es
importante que la Red Nacional de Laboratorios
continle promoviendo su adopcion en aquellas
instituciones que cuentan con la capacidad técnica
y el recurso humano, pues este proceso de descen-
tralizacion fortalece las actividades de deteccion
y diagnoéstico del programa, ya que se emplean
métodos que cuentan con el aval de la OMS y la
OPS por haber comprobado su idoneidad a nivel
mundial y sus ventajas, tales como la rapidez en
la obtencién de resultados, aproximadamente seis
horas en muestras con baciloscopia positiva. En
aquellos casos con uno a nueve bacilos acido-
alcohol resistentes en 100 campos microscoépicos
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Cuadro 3. Patrones de bandas de resistencia a isoniacida

n % Mutacion
Patrén en el gen katG
Ausencia de WT y 90 91,9 Ser315Thrl
presencia de MUT1
Ausencia de WT 5 51 Ser315Thr2
y presencia de MUT2
Ausencia total del katG 2 2,0 Desconocida
Patron en el gen inhA
Ausencia de WT1y 1 1,0 C15T

presencia de MUT1

observados, o con baciloscopia negativa, no se
recomienda el uso de esta prueba, ya que no se
logra la amplificacion del ADN. La implementa-
cion de este tipo de pruebas de forma rutinaria
favoreceria la tamizacion de la resistencia y, en
consecuencia, el inicio del tratamiento adecuado.

En varios paises se ha implementado este tipo de
pruebas con base en los datos de concordancia con
las técnicas convencionales y la frecuencia de las
mutaciones evaluadas (6-9). La divulgacion de tales
resultados ha permitido compartir la informacion
sobre la variabilidad genética de las cepas circu-
lantes en las regiones del mundo, la presencia de
diferentes mutaciones y si confieren resistencia a
los farmacos o no. Por esta razén, es importante
que las redes nacionales de laboratorios que
decidan comenzar a aplicar estas técnicas evallen
la pertinencia de su uso, determinando si las muta-
ciones reconocidas corresponden a las mismas
que el estuche comercial detecta para, asi, validar
su utilidad como método de diagnostico (10).

Con respecto a la resistencia a la rifampicina, en
este estudio se encontro que el 36,6 % (22/60) de los
casos resistentes presentaban el patron de ausencia
de WT8 y presencia de MUT3, lo cual corresponde
a la mutacion Ser531Leu. Se observo, igualmente,
el patron de ausencia de WT3 y WT4 y presencia
de MUT1 en 21,6 % (13/60) de las muestras, patron
que corresponde a la mutacion Asp516Val, en tanto
gue en el 18,3 % (11/60) de las muestras se pre-
sento el patréon de ausencia de WT7 y presencia de
MUT2B, es decir, la mutacion His526Tyr.

En estudios en otros continentes se ha evidenciado
gue la mutaciéon Ser531Leu es la mas frecuente,
con porcentajes entre 41 y 73 % (11-13). En la
region de las Américas, Chile, Argentina y Perq,
reportan frecuencias entre 56 y 67 % (14,15). En
Colombia, Ferro, et al., registraron una frecuencia
de 64 % para esta misma mutacion en aislamientos
provenientes de la regién del Valle del Cauca (16).
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Al comparar estos datos con los obtenidos en
nuestro estudio, es claro que hay diferencias en las
proporciones encontradas, lo cual demuestra que
es necesario verificar la utilidad de estas pruebas
COmMo un ejercicio rutinario para decidir con respecto
a su implementaciéon como método de diagnostico.
Dicha evaluacion debe considerar la epidemiologia
de la enfermedad, pues es posible que existan
variaciones, incluso entre zonas con alta prevalecia
de resistencia a farmacos, como puede verse por
las diferencias entre los resultados de este trabajo
y lo reportado por Ferro, et al. (16).

La resistencia a isoniacida se presentd en 99 %
de los aislamientos debido a mutaciones en el
gen katG, siendo la mutacion Ser315Thrl la méas
frecuente (91,9 %; 90/98). Al comparar estos datos
con los obtenidos por Asencios, et al., en Perd
(15), donde la mutacion en katG mas frecuente
fue la MUT1, con 71,2 % de los casos, los datos
del presente estudio fueron similares en términos
de frecuencia. En el estudio de Tessema (11), se
encontré que el 100 % de las mutaciones estaban
en la MUT1, lo cual coincide con lo reportado en el
presente trabajo y resalta la variabilidad genética.

Solo se presentd un aislamiento con resistencia en
el gen inhA. En otros estudios en la region de las
Américas, esta mutacién se ha reportado con poca
frecuencia, sin embargo, es fundamental que los
programas realicen un estudio mas detallado de su
prevalencia y relevancia dado que el profesional
clinico debe definir un esquema de tratamiento del
caso con base en tales resultados (14,15).

Se reportaron 23 (3,34 %) casos no interpretables
en cuanto a su resistencia a rifampicina debido a
la ausencia de una sonda WT (WT8, WT7, WT6
y WT2) y de la sonda MUT, lo cual sugiere la
presencia de mutaciones en el gen rpof que no
estan presentes en la tira reactiva de este estuche
comercial, y plantea la necesidad de hacer estu-
dios para determinar mejor su frecuencia. Alonso,
et al. (17), reportaron que la ausencia de la WT3
sin mutacion puede presentarse cuando hay
mutaciones silenciosas; puesto que esta es una
de las limitaciones de los métodos estudiados,
en estos casos es fundamental hacer una prueba
fenotipica, idealmente con técnicas de secuen-
ciacion para determinar si se trata de mutaciones
poco frecuentes y cual es su relevancia clinica.

En Colombia, se identificaron diversas mutaciones
del gen rpoB que generaban resistencia a la
rifampicina, de las cuales la més frecuente fue la
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Ser531Leu, aunque en menor porcentaje que en
otros paises. En cuanto a la resistencia a isoniacida,
la mutacién mas comuin asociada a la resistencia
de alto nivel fue la Ser315Thrl en el gen katG.

Con estos datos puede concluirse que la técnica
de GenoType® MTBDRplus V.2 permite reconocer
las mutaciones mas frecuentes asociadas a la
resistencia y que, en los casos con resultados no
interpretables, debe considerarse la confirmacion
mediante pruebas fenotipicas e incluir también
a aquellos pacientes cuya evolucién clinica y
bacteriol6gica sugiere resistencia.

Una caracteristica importante de M. tuberculosis
es que los mecanismos de su resistencia a los
farmacos no estan completamente descritos vy,
aunque la presencia de mutaciones es el principal,
deben considerarse otros como las bombas de
expulsion activa, en el cual el diagnéstico de far-
macorresistencia solo se logra mediante una prueba
convencional (18).

Se evidencian, asi, nuevas oportunidades de inves-
tigacion para evaluar las mutaciones que no se
habian detectado antes, asi como su relevancia
clinica para el pais.
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