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Introduccion:

El aumento de tuberculosis y la multidrogo resistencia de cepas de micobacterias es un
problema de los sistemas de salud, en 2009, en el Hospital Roosevelt Gordillo y cols,
determinaron la TB-MDR en pacientes con tuberculosis diagnosticada
microbiolégicamente, la tasa de resistencia fue de 4.3%.

Objetivo:
Determinar los patrones de resistencia y perfiles genéticos de cepas con
monoresistencia y cepas TB-MDR del Complejo M. tuberculosis.

Métodos: Se utilizaron dos métodos para evaluar las cepas de M. tuberculosis, un
método fenotipico, MGIT, y un método Genotipico, Genotype HAIN LifeScience para
determinar el perfil genético de las cepas.

Resultados:

Se evaluaron 846 cepas de micobacterias de los afios 2008 al 2013, encontrandose un
2.2% de TB-MDR. Las cepas evaluadas genotipicamente fueron 761, a las cuales se
determind los genes de resistencia, encontrandose monoresistencia a Isoniacida en 58
cepas, 7.6%, monoresistencia a Rifampicina en 18 cepas, 2.4% y 15 cepas MDR, 2.0%.
Las mutaciones mas frecuentes en monoresistencia fueron inhA MUT1 y katG MUT1 y la
combinaciéon de ambos genes 3.2%, 3.0% y 1.3%, para cepas TB-MDR la combinacion
rpoB Mutacién silenciosa + katG MUT1 + inhA MUT1. Se encontrdé que en pacientes con
cepas MDR el 3.1% son HIV+ y el 1.5% son HIV-.

Conclusiones:

El porcentaje de cepas TB-MDR fue del 2.3%, siendo los genes mas comunes rpoB
Mutacién silenciosa, inhA MUT1 y katG MUT1. Se encontr6 mayor porcentaje de
monoresistencia a Isoniaciada que Rifampicina, siendo la poblacion de pacientes HIV+ la
que presenta mayores porcentajes tanto en monoresistencia a RIF e INH como cepas
TB-MDR.
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Abstract

Introduction:

The increase of tuberculosis and multidrug resistance in mycobacteria strains is a
problem for health systems, in 2009, in Hospital Roosevelt, Gordillo and cols, determined
the TB-MDR in patients diagnosed with tuberculosis microbiologically, the resistance rate
was 4.3%.

Objective:
To determine the resistance patterns and genetic profiles of monoresistant strains and
MDR-TB strains of M. tuberculosis complex.

Methods:

Two methods for evaluating M. tuberculosis strains were used, a phenotypic method,
MGIT, and a genotypic method, Genotype HAIN LifeScience to determine the genetic
profile of the strains.

Results:

846 strains of mycobacteria of the years 2008 to 2013 were evaluated, finding 2.2% of
MDR-TB. The strains genotypically evaluated were 761, of wich, resistance genes were
determined, finding isoniazid monoresistance in 58 strains, 7.6%, Rifampicin
monoresistance in 18 strains, 2.4% and 15 MDR strains, 2.0%. The most frequent
mutations for monoresistant strains were inhA MUT1 and katG MUT1 and the
combination of both genes 3.2%, 3.0% and 1.3%, respectively, and the most frequent
mutations for TB-MDR strains was the combination rpoB silent mutation + katG MUT1 +
inhA MUT1. There was found that in patients with MDR strains 3.1% are HIV+ and 1.5%
are HIV-.

Conclusions:

The percentage of TB-MDR strains was 2.3%, and the most common genes were rpoB
silent mutation, inhA MUT1 y katG MUT1. There was found a higher percentage of
monoresistance in isoniazid than rifampicin, being the HIV+ patient population the one
that presented higher percentages in both monoresistance to RIF and INH and TB-MDR
strains.
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Introduccion

La deteccion de las micobacterias
MDR es de transcendencia en un pais
que es considerado como de alta
carga de tuberculosis, se hace
necesario la implementacion de
tecnologias y métodos de diagndstico
con alta sensibilidad y especificidad
que puedan brindar informacion
relevante en el tratamiento y la
evolucion de la enfermedad de un
paciente, independiente  de la
sintomatologia del mismo y la
condicion de  inmunocompromiso
(VIH/SIDA). Las pruebas moleculares
de caracterizacion genética brindan
informacion confiable en menor tiempo
que los cultivos de micobacterias,
permitiendo obtener resultados
precisos sobre los genes causantes de
la resistencia y la especie en la cual
estan presentes. La informacién de las
pruebas realizadas, la historia clinica,
los resultados, tratamientos, entre
otros debe de estar contendida de
manera ordenada y eficaz dentro de
una base de datos para que pueda ser
consultada en el momento que se
requiera y que sea solicitado por el
personal de salud a cargo de los
pacientes.

En el Hospital Roosevelt Gordillo y
cols (2009), investigaron la multidrogo
resistencia en las micobacterias, en
pacientes con tuberculosis diag-
nosticada microbiolégicamente
obteniendo una tasa de resistencia de
4.3% para TB-MDR. La resistencia a
drogas de primera linea INH, RIF, SM
y EMB compromete la curacién de los
pacientes  disminuyendo sus
expectativas de vida, representando
un mayor gasto econémico para la red
hospitalaria del pais. Por lo anterior es
imprescindible disponer de métodos
genotipicos especificos los cuales
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permiten la deteccion temprana
(horas) de Ila resistencia lo que
favorece el inicio de una terapia
efectiva para el paciente, ya que los
métodos fenotipicos disponibles
actualmente son lentos y pueden
enmascarar falsos sensibles lo que
repercutira en fallo terapéutico.

La genotipificacion a nivel molecular se
realizd utilizando Genotype
MTBDRplus® para la deteccion de
mutaciones a nivel de los marcadores
de resistencia rpoB, inhA y katG para
RIF e INH. Las cepas MDR se
evaluaron para drogas de segunda
linea (fluoroquinolonas, aminogli-
cosidos y etambutol) utilizando
Genotype MTBDRs/ (genes gyrA, rrs'y
embB). Esta caracterizacion molecular
se realizd a las especies que
conforman el Complejo M.
tuberculosis, aisladas a partir de
muestras pulmonares y extrapul-
monares de pacientes VIH+ y VIH-.
Esto para conocer e identificar la
prevalencia de los genes de
resistencia circulantes y establecer los
perfiles genéticos.

Materiales y Métodos

Se tomaron todas las cepas aisladas
durante el periodo de los afios 2008-
2013 identificados como M. Tuber-
culosis en el area de Micobacterias del
Hospital Roosevelt. Se determind la
susceptibilidad a drogas de primera
linea por un método fenotipico,
MGIT®, y un método genotipico
Genotype MTBDRplus, en las cepas
resistentes a drogas de primera linea
se realizd una prueba molecular para
determinar la resistencia a drogas de
segunda linea GenoType MTBDRs/, y
se evaluo la subespecie presente con
una prueba molecular Genotype
MTBC.
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Se estableci6 la frecuencia de
mutaciones a nivel de los marcadores
de resistencia rpoB, inhA y katG para
RIF e |INH. Y marcadores de
resistencia a drogas de segunda linea,
genes gyrA, s 'y embB para
establecer el porcentaje de cepas TB-
MDR.

Resultados

De un total de 1338 cepas se
recuperaron 846 cepas de los afnos
2008-2013, las que fueron evaluadas
para resistencia a drogas de primera
linea por un método fenotipico y un
metodo genotipico, recopilandose la
informacion demogréfica y clinica en
una hoja de recoleccion de datos.

La mayoria de pacientes son adultos,
94%, del género masculino, 66%.
Respecto al estatus VIH de los
pacientes 45% son VIH+. Mas del 90%
en los cuales se aisl6 M. tuberculosis
son pacientes nuevos, y solamente un
pequefio porcentaje son pacientes que
presentaron un fallo o abandono en los

tratamientos. Tabla No.1
Tabla No. 1 Resumen de Pacientes
evaluados con tuberculosis diagnosticada
microbiolégicamente.

Resistencia
No. INH RIF MDR
Pacientes
Edad
<12 80 4 0 1
213 1258 58 18 18
Genero
Masculino 887 41 13 13
Femenino 448 21 5 6
VIH status
Positivo 607 29 12 11
Negativo 584 27 5 8
ND 147 6 1 0
Historia TB
Nuevo 1330 57 16 18
Abandono/Fallo 1 0 1 0
ND 7 5 1 1
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Se estableci6 el perfil de resistencia de
un total de 846 cepas, 761 por el
método Genotype MTBDRplus y el
resto por la metodologia de MGIT. La
resistencia encontrada, independiente
del método de evaluacién, fue de
11.6% de los anos 2008-2013. Se
encontré 62 cepas, 7.2%, con
monoresistencia a Isoniacida (INH), 18
cepas, 2.2%, con monoresistencia a
Rifampicina (RIF) y 19 cepas con
resistencia a ambos antifimicos lo que
las califica como cepas MDR vy
corresponde a un porcentaje del 2.3%.

Tabla No. 2 Perfil de resistencia de las
cepas MTBC aisladas durante el periodo

2008 — 2013
MONORRESISTENCIA MDR » o
5 o
R w w E
R % R % & % Sx i
INH F T < o
z 5 o
= ES
2008 18 12.0 2 1.3 9 6.0 29 19.3
% % % %
2009 1" 8.0 4 2.9 4 2.9 19 13.1
% % % %
2010 4 5.6 1 1.4 1 1.4 6 8.5
% % % %
2011 5 4.2 1 0.8 0 0.0 6 5.0
% % % %
2012 15 8.6 9 5.1 3 1.7 27 15.4
% % % %
2013 9 4.7 1 0.5 2 1.0 12 6.3
% % % %
TOT 62 7.2 18 2.2 19 2.3 99 11.6
AL % % % %
La resistencia mas frecuente

encontrada es

En

la monoresistencia a
INH, siendo los genes mas comunes el
inhA MUT1, 41.4% vy el katG MUT1,
39.7%.
Rifampicina

el
frecuencia fue
silenciosa 55.6%,
rpoB MUT3, 33.3%. Tabla No. 3

gen
el

con

la monoresistencia a
mayor
rpoB Mutacion
seguido del

gen
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Tabla No. 3 Mutaciones en el gen rpoB
causante de la monoresistencia a
Rifampicina y los genes katG e inhA
causantes de la monoresistencia a
Isoniacida

MONORRESISTENCIA ISONIACIDA

Gen Total o
mutado 2008 2009 2010 2011 2012 2013 o R %
inhA o
MUT1 7 5 2 8 2 24 41.4%
katG
MUTA 7 2 3 1 6 4 23 39.7%
katG
MUT1,
A 2 4 1 3 10 17.2%
MUT1
Mutacion 1 1 1.7%
silenciosa
6 11 4 3 15 9 58 100.0%
MONORRESISTECIA RIFAMPICINA
Gen 2008 2009 2010 2011 2012 2013 0@ o
mutado general
rpoB
mutacion 2 2 0 1 4 1 10 55.6%
silenciosa
rpoB
MUT2A 2 2 11.1%
rpoB
ToT3 1 5 6  333%
2 4 1 1 9 1 18 100.0%
Se encontré un total de 15 cepas MDR,
2.0%. El mayor porcentaje se detecto en el
afno 2008, 5 cepas, 4.5%. En el afo 2011
no se detectaron cepas. Grafico No. 2.
La combinacién de genes mas frecuente
encontrada en cepas MDR es rpoB
Mutacién silenciosa + katG MUT1 + inhA
MUT1 con 5 cepas, 33.3%, los genes
moB MUT3 + katG MUT1 y los genes
rmoB MUT3 + katG MUT2 con 3 cepas
cada uno el 20.0%. Tabla No.4
Grafico No. 2 Porcentaje de aislamientos
por ano de cepas MDR
RESISTENCIA P
ANO INH + RIF 5.0% 7 [mwoR]
MDR 405 7
2008 | 5 ] 45% | | 20%
2008 | £ [52% | |0 ¢
2010 | 9 14% Lox
2011 0 1 00% | | o -
2012 I% ol ) 2008 2009 2010 2011 2012 2013
2013 | Distribucien
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de genes mutantes causantes de cepas
MDR

Total

Gen mutado
general

2008
2009
2010
2009
2012
2013

rpoB Mutacion
silenciosa,

katG MUT1 e inhA
MUT1

rpoB MUT 3,

katG MUT1, 1 1
inhA MUT1

rpoB MUT2A, katG

MUT1, 1 1
inhA MUT1
rpoB MUTS3,
inhA MUT1
rpoB MUT3,
katG MUT 1, inhA 1 1
MUT1

rpoB MUT3,
katG MUT1

rpoB MUT3, katG
MUT2

a
[$,]

Se realiz6 la caracterizacion de las
especies del complejo de M. tuberculosis
en cepas con monore-sistencia a RIF
y cepas MDR. La especie predominante
es M. tuberculosis/cannetti, 76.5%, Yy
luego M. africanum 23.5%. Tabla No. 5

En las cepas de M tuberculosis/canetti se
encontr6 53.8% (7 cepas) con
monoresistencia a RIF y 46.1% (6 cepas)
MDR. De las cepas M. africanum, 4 en
total, 2 son R a RIF y 2 son MDR. Tabla
No.5

Tabla No. 5 Distribucién de genes de
resistencia circulantes de las especies del
Complejo M. tuberculosis.

MTBC RRIF  MDR  Total
M. tuberculosis/canett 7 6 13 76.5%
M. africanum 2 2 4 23.5%
9 8 17 100.0%
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Loy Z
¥ o &k
Gen Mutado %
x = QO °
rpoB Mutacion
silenciosa, katG o
MUT1 e 2 2 11.8%
M. africanum  inhA MUT1
r,z_)oB r_nutacién 5 2 11.8%
silenciosa
rpoB MUTS3,
katG MUT 1, 1 1 5.9%
inhAMUT1
rpoB MUTS3, o
KatG MUTA 2 2 11.8%
M.
tuberculosis/ 0B MUT3
canetti ﬁatG MUTé 3 3 176%
rpoB MUT2A 2 2 11.8%
rpoB MUT3 3 3 17.6%
rpoB r_nutamon > 2 11.8%
silenciosa
TOTAL 9 8 17 100.0%

La combinacion mas frecuente en
especies MDR de M. tubercu-losis
/canetti es rpoB MUT3 + katG MUT2 y en
monoresistencia a RIF es el gen rpoB
MUT3.

Se estableci6 el perfil genético de
resistencia de M. tuberculosis en pacientes
que presentan infeccion por VIH.

En 91 cepas evaluadas genotipica-
mente se encontré 49 cepas relacionadas
con pacientes VIH+, 53.8% y 35 cepas
relacionadas con pacientes VIH-, 38.5%
Tabla No. 6

Tabla No. 6 y Grafico No. 3 Distribucién
de resistencia de M. tuberculosis en
pacientes VIH.

VIH+ VIH- ND
MDR 10(3.1%) 5(1.5%) 0 (0.0%)
RINH 27 (8.3%) 25(7.3%) 6 (6.8%)
RRIF 12(3.7%) 5(1.5%) 1(1.1%)
[ ik

10005 | mVIH-

B0 | ’

b0 |

a0 |

2o [k B3

O.Che ¥ T

BADIR R INH R RIF
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Se encontré mayor monoresistencia a INH
en pacientes VIH+, 27 cepas, siendo el gen
mas frecuente inhA MUT1, en cepas
provenientes de pacientes VIH- la
monoresistencia a INH se encontr6 25
cepas, siendo el gen mas frecuente katG
MUTA1.

Referente a las mutaciones encontradas en
monoresistencia a RIF, la mas frecuente en
VIH+ es rpoB MUTS3, 50%, y en pacientes
VIH-fue B mutacion silenciosa, 100%.

Tabla No. 7 Distribucion de mutaciones de
resistencia de M. tuberculosis en pacientes HIV.

R INH VIH+ VIH-

inhA MUT1 12 44.4% 9 36.0%
katG MUT1 7 25.9% 15 60.0%
katG MUT1, inhA MUT1 8 29.6% 0 0.0%
Mutacion silenciosa 0 0.0% 1 4.0%

27 100.0% 25 100.0%

RRIF VIH+ VIH-
rpoB mutacion silenciosa 4 33.3% 5 100.0%
rpoB MUT2A 2 16.7% 0 0.0%
rpoB MUT3 6 50.0% 0 0.0%
12 100.0% 5 100.0%
MDR VIH+ VIH-
rpoB Mutacion
silenciosa, katG MUT1, 3 30.0% 2 40.0%
inhA MUT1

rpoB MUT 3, katG
MUT1, inhA MUT1

rpoB MUT2A, katG
MUT1, inhA MUT1

rpoB MUT3, inhAMUT1 1 10.0% 0 0.0%

rpoB MUT3, katG MUT
1, inhA MUT1

rpoB MUT3, katG MUT1 0 0.0% 3 60.0%
rpoB MUT3, katG MUT2 3 30.0% 0 0.0%
10 100.0% 5 100.0%

1 10.0% 0 0.0%

1 10.0% 0 0.0%

1 10.0% 0 0.0%
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En las 10 cepas MDR provenientes de
pacientes VIH+ Ila combinacion de
genes mas frecuente es rpoB Mutacién
silenciosa + katG MUT1 + inhA MUT1,
30% vy los genes rpoB MUT3 + katG
MUT2. En pacientes VIH- el 60% es la
combinacion de los genes rpoB MUT3,
katG MUT1. Tabla No.7

Se establecid la correlacién entre la
resistencia de cepas de M.
tuberculosis y la condicién VIH de los
pacientes, encontrandose un valor de
p=0.5503 lo que indic6 que si existe
una relacion entre la condicion de los
pacientes y la resistencia.

Discusion

El método Genotype MTBDRplus
permite la genotipificacién de cepas de
micobacterias para determinar los
genes de resistencia que pueden estar
presentes, las 761 cepas que fueron
evaluadas por este meétodo
determinaron las mutaciones mas
frecuentes en los genes rpoB, inhA'y
katG causantes de la resistencia a
Rifampicina e Isoniacida. Se determiné
la presencia de genes mutantes en 91
cepas con algun tipo de resistencia. Se
reportaron 58 cepas, 7.6% con
monoresistencia a INH, 18 cepas con
monoresistencia a RIF y 15 MDR,
24% y 2.0% respectivamente. Esta
proporcion de MDR es comparable con
la reportada en el Informe de las
Américas de OPS de 2012, en donde
la proporcion de TB-MDR fue de 2,1%
(1,4%-3,0%). (Informe Regional de las
Américas, 2012). (19)

En el periodo evaluado, la mayor
cantidad de cepas con mutaciones a
Isoniacida se report6 en los afnos 2008
y 2012, siendo los principales genes
detectados el inhA MUT1, 41.4% vy el
katG MUT1, 39.7%.
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En relacién a las cepas con monoresistencia
a Rifampicina, el gen mas frecuentemente
encontrado fue el rpoB Mutacion silenciosa
55.6%, seguido del gen rpoB MUT3, 33.3%.
lo que es comparable con los resultados
encontrados por Asencios y cols. en Peru,
en donde las mutaciones mas frecuentes a
RIF fueron: rpoB MUT3 con 56.4%, rpoB
MUT1 con 24.2%. En monoresistencia a INH
también se encontraron similitudes. En la
presente investigacion el gen mas frecuente
en monoresistencia a INH fue inhA MUT1
con 41.4% seguido de katG MUT 1,
comparable con los datos encontrados por
Asensios et al, que reportaron 71.2% para
katG MUT1 y 13.7% para inhA MUT1.
(Asencios et al, 2012)

En referencia a las cepas MDR, el total de
cepas encontradas fue del 2.0%, 15 cepas,
en comparaciéon al 4.3% reportado por
Gordillo y cols en el periodo de 2004-2008.
En el grafico No. 2 se observa la distribucion
de cepas MDR aisladas por afo, de éstas 5
cepas se aislaron en 2008, 4.5%, 4 cepas en
2009, 3.2%, 3 en 2012y 2 en 2013 1.7% y
1.0% respectivamente. En el aino 2011 no se
aislé ninguna cepa MDR.

Los genes mas comunmente detectados en
cepas MDR son los genes rpoB Mutacion
silenciosa + katG MUT1 + inhA MUT1 con 5
cepas, 33.3%, los genes rpoB MUT3 + katG
MUT1 y los genes rpoB MUT3 + katG MUT2
con 3 cepas cada uno el 20.0%. Tabla No. 3

Se realizo la caracterizacion de las especies
del complejo de M. tuberculosis que
manifestaron monoresistencia a RIF vy
multidrogoresistencia, MDR, y se encontro
que la especie predominante es M.
tuberculosis/canetti en un 76.5%, seguido
por M. africanum 23.5%. La mayoria de
cepas de M. tuberculosis/canetti presentaron
monoresistencia a Rifampicina 53.8%,
mientras que el resto fueron cepas MDR,
46.1%.
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Para M. africanum la mitad de las
cepas presentaron resistencia a
Rifampicina y la otra mitad son cepas
MDR. Tabla No. 5.

En relacion a las cepas de la especie
de M. africanum no hay diferencias en
los genes encontrados tanto en
monoresistencia como en MDR. Para
M. tuberculosis/canetti el gen mas
frecuente para resistencia a RIF el el
rooB MUT3 mientras que para las
cepas MDR es la combinacion entre el
rpoB MUT3+ katG MUT1.

Otro de los parametros considerados
como importantes es la relacion entre
los perfiles genéticos de resistencia de
M. tuberculosis en pacientes que
presentan infeccién por VIH. En 91
cepas de M. tuberculosis evaluadas
por el método genotipico, se encontrd
que 49 provenian de pacientes VIH+ y
35 de pacientes VIH-, 53.8% y 38.5%
respectivamente. Se esperaria que la
mayoria de pacientes VIH+ fueran
MDR, sin embargo el mayor porcentaje
de resistencia se observd en
monoresistencia a INH, 8.3%, seguido
de monoresistencia a RIF, 3.7% y por
ultimo MDR con 3.1%. El porcentaje
que se observd en pacientes VIH-
respecto a MDR es menor, 1.5%, que
el observado en VIH+. Tabla No. 6,
grafico No. 3

En relacion a los tipos de genes
encontrados para monoresistencia a
RIF, en pacientes VIH+ el mas
frecuente es el inhA MUT1 mientras
que en pacientes VIH- es el katG
MUT1, de igual manera existe una
marcada diferencia en cuanto a
monoresistencia a INH, en VIH+ el gen
predominante es el rpoB MUT3
mientras que en VIH- unicamente se
encontré rpoB mutacién silenciosa.
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Referente a MDR se observd que en
pacientes VIH+ se detectaron varias
combinaciones de genes siendo las mas
frecuentes rpoB Mutacion silenciosa + katG
MUT1 + inhA MUT1 y los genes rpoB
MUT3 + katG MUT2, ambos con un 30%,
mientras que en pacientes VIH- unicamente
se encontraron dos combinaciones de
mutaciones. Tabla No.6

Al establecer la correlacion entre los
pacientes VIH+ con la resistencia de cepas
de M. tuberculosis se encontré un valor de
p=0.5503 lo que nos indica que si existe una
relacion entre VIH y resistencia pero que
esta no excluye que pacientes VIH-
manifiesten resistencia.
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