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RESUMEN

Se determinaron las mutaciones presentes en genes asociados a drogorresistencia en
aislados clinicos drogorresistentes de Mycobacterium tuberculosis provenientes de la
Clinica de Tuberculosis del Hospital General de Tijuana. Se seleccionaron solo los
aislados para los que se contaba con datos epidemiolégicos y de sensibilidad
fenotipica (33 aislados). La determinacion de las mutaciones se realizé6 mediante
secuenciacion de los genes inhA, katG, rpoB, pncA, rpsL, rrS y embB. Se
determinaron los linajes por el método MIRU-VNTR con 12 loci y las asociaciones
entre las variables sociodemograficas, clinicas y moleculares.

Se detectaron dos aislados con mutaciones en el gen inhA (promotor C-39T y S94A);
cinco aislados con mutacién en el gen katG (cinco S315T); nueve aislados con
mutacion en el gen rpoB (D516V, D516Y, dos H526D, H526Y, tres S531L y S531W);
cuatro aislados con mutacién en el gen pncA (en el promotor A-11G, H57R, A102T y
uno con dos mutaciones: G105V y G150D); un aislado con mutacién en el gen rpsL
(K43R); dos aislados con mutacion en el gen rrS (ambos en nucleétido A513C); cuatro
aislados con mutacion en el gen embB (tres M3061 y uno M306V). Todas las
mutaciones, excepto cinco, se asociaron a drogorresistencia en las pruebas de
sensibilidad famacolégica. Se detectaron tres mutaciones nuevas en el gen pncA. Las
demas mutaciones ya habian sido reportadas en investigaciones previas.

Los linajes con mayor frecuencia fueron el S, LAM y Ghana (6 aislados cada uno),
seguido de Harlem y Beijing (4 aislados cada uno), y con menos de dos aislados los
linajes Uganda |, X, Cameroon, EAl y uno no definido. El 75% de los aislados de linaje
Beijing y 50% de los aislado de linaje S presentaron drogorresistencia al menos a un
farmaco de primera linea; 50% de los aislados Beijing y 33% de los S fueron
multidrogorresistentes (TB-MDR).

Se detectaron asociaciones estadisticamente significativas de las mutaciones en los
genes rpoB (codon H526D, RM=11.5, IC 95% 1.01-131, P=0.05) y rrS (nucledtido
A513C, RM=59 , IC 95% 2.2-1599, P=0.02) con aislados de linaje Beijing. Se detecto
asociacion estadisticamente significativa de la mutacién en el nucleétido C-39T del
gen inhA (RM=63 , IC 95% 1.73-2295, P=0.02) con aislados de linaje EAI.

No se detectaron asociaciones estadisticamente significativas entre las mutaciones y/o
linajes y las variables sociodemograficas debido al bajo nimero de muestras con las
que se contd. Es importante continuar la investigacion sobre la drogorresistencia en
Baja California para poder disefiar estrategias que abatan la alta incidencia y
mortalidad de esta enfermedad en el estado.



ABSTRACT

Mutations in genes associated to drug resistance were determined in drug resistant
clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis from the Tuberculosis Clinic of Tijuana’s
General Hospital. Isolates with epidemiologic and phenotypic sensibility were selected
(33 isolates). Mutations were determined by gene sequencing of inhA, katG, rpoB,
pncA, rpsL, rrS and embB genes. Lineages were determined by the MIRU-VNTR of 12
loci method and associations among sociodemographic, clinical and molecular
variables were determined.

Two isolates with mutations in inhA gene were detected (promotor C-39T and S94A);
five isolates with a mutation in gene katG (all S315T); nine isolates with mutation in
gene rpoB (D516V, D516Y, two H526D, H526Y, three S531L and S531W); four
isolates with mutation in gene pncA (in promotor A-11G, H57R, A102T and one with
two mutations: G105V and G150D); one isolate with mutation in gene rpsL (K43R); tow
isolates with mutation in gene rrS (both in nucleotide A513C); four isolates with
mutation in gene embB (three M3061 and one M306V). All mutations, with exception of
five, were associated with drug resistance in drug sensibility tests. Three new
mutations were detected in gene pncA. All other mutations were already reported in
previous researches.

The more frequent lineages were S, LAM and Ghana (6 isolates each), followed by
Harlem and Beijing (4 isolates each), and with less than two isolates lineages Uganda
I, X, Cameroon, EAIl and an undefined lineage. 75% of the Beijing isolates and 50% of
S lineage were drug resistant to at least one of the first line drugs; 50% of Beijing and
33% of S isolates were multidrug resistant (TB.MDR).

Significant statistic associations were detected for mutations in genes rpoB (codon
H526D, OR=11.5, Cl 95% 1.01-131, P=0.05) and rrS (nucleotide A513C, OR=59, IC
95% 2.2-1599, P=0.02) with Beijing isolates. A statistic significant association was
detected for the mutation in nucleotide C-39T of gene inhA (OR=63 , Cl 95% 1.73-
2295, P=0.02) with isolates of EAI lineage.

Statistic significant associations were not detected among mutations and/or lineages
and sociodemographic variables due to few sample number. It is important to continue
research on drug resistance in Baja California to design strategies that lead to take
down the high incidence and mortality of this disease in the state.
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1. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es la enfermedad infecciosa que causa el mayor nimero
de muertes en adultos a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
sefiala que un tercio de la poblacion mundial esté infectada y estima una incidencia de
8.6 millones de casos y una mortalidad de 1.3 millones. Aunque éstas cifras han
disminuido de 2012 a 2013, la mortalidad debida a TB sigue siendo inaceptable,
considerando que la mayoria de las muertes son prevenibles (Organizacion Mundial
de la Salud, 2012, 2013).

La OMS en el 2013 establecié cinco acciones prioritarias para cumplir con los
Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM) en el 2015:

1. Deteccibn de los casos que se escapan a los sistemas de

deteccion nacionales.

2. Abordar a la TB multidrogorresistente (TB-MDR) como una

crisis de salud publica.
3. Acelerar la respuesta contra la co-infeccién TB/VIH.

4. Incrementar el financiamiento para cubrir el déficit de recursos
gue hasta el 2013 ha habido.

5. Asegurar la rapida asimilacion de las innovaciones en el
diagnéstico, tratamiento y prevencion de todas las formas de
TB.

Estas metas estan basadas en el historial que hasta ahora se tiene de la
enfermedad en el cual han influido diversos factores, entre los que se destaca la
dificultad en el control de la TB debido a la co-infeccion con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), la asociacién con el incremento en los casos de
Diabetes Mellitus (DM) y el aumento de los casos de TB drogorresistente (TB-DR)
(Organizacion Mundial de la Salud, 2010). El impacto de la TB-DR se debe a sus altos
costos de tratamiento y al retraso en su diagnostico, ubicaAndola como una seria
amenaza para el control de la enfermedad, ya que al retardarse su diagnéstico se

fomenta su diseminacion entre los contactos del enfermo.

Para el diagnéstico de la TB-DR se utilizan cultivos con antibiograma o técnicas
radiométricas que arrojan resultados en un lapso de 6 a 8 semanas (Palma-Nicolas y

Bocanegra-Garcia, 2007; Secretaria de Salud, 2010); si durante dicho periodo los



pacientes no reciben el tratamiento adecuado tendran una menor probabilidad de
curacion, ademas de contribuir a la diseminacién de la enfermedad con el consecuente

aumento en la incidencia de TB-DR.

El avance en las técnicas de la biologia molecular en los ultimos afios ha
permitido que se comience a responder ante el aumento en la incidencia de la TB-DR,
implementando técnicas para la caracterizacién de Mycobacterium y la identificacion
de mutaciones causantes de drogorresistencia. La diferenciacion entre las especies
del complejo Mycobacterium tuberculosis requiere de marcadores moleculares (Huard
et al., 2003, 2006). En cuanto a la drogorresistencia, la secuenciacion ha sido la
técnica de referencia para identificar mutaciones asociadas a la resistencia a los
diferentes farmacos antituberculosos (Palma-Nicolas y Bocanegra-Garcia, 2007;
Cuevas-Cordoba y Zenteno-Cuevas, 2010).

Actualmente, se encuentran disponibles en internet bases de datos de
mutaciones y la drogorresistencia asociada a ellas que recopilan investigaciones a
nivel mundial (Sandgren et al., 2009). En México existen algunos reportes de las
caracteristicas moleculares de cepas circulantes de TB-DR (Palma-Nicolas y
Bocanegra-Garcia, 2007; Zenteno-Cuevas et al., 2009; Cuevas-Cordoba y Zenteno-
Cuevas, 2010; Bojorquez-Chapela et al., 2013), sin embargo, la mayoria de éstos han
sido en regiones muy localizadas y aun hace falta mucha informacion a lo largo y
ancho de todo el pais, especialmente Baja California, estado colocado como el de
mayor incidencia (54.4 casos por cada 100 mil habitantes) y mortalidad (5.7 muertes
por cada 100 mil habitantes) en la estadistica nacional (Secretaria de Salud, 2014).

No fue sino hasta el periodo 2008-2009 que se realiz6 en México la Encuesta
Nacional de Farmacorresistencia a la TB (ENTB-2008), que, aunque fue disefiada para
tener representatividad nacional, solo se estudiaron nueve estados de la Republica
Mexicana (Baja California, Chihuahua, Estado de México, Guanajuato, Morelos,
Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa y Yucatan). En este estudio se estimé una
prevalencia de TB-MDR de 2.8% (IC 95% 1.9 — 4.0), la cual se asocid al antecedente
de tratamiento previo (RM 3.3; IC 95% 1.1-9.4), sentando una base comparativa para
futuros estudios de DR en México (Bojorquez-Chapela et al., 2013). La DR fue
determinada por medio de pruebas de sensibilidad farmacol6gica en cultivo, pero no
se caracterizaron molecularmente las cepas drogorresistentes para correlacionar los

resultados de las mismas con las mutaciones especificas de esas cepas.

A mediano y largo plazo, los estudios de caracterizacién molecular de las

cepas drogorresistentes seran de gran utilidad, ya que permitira a establecer



metodologias diagndsticas para la deteccion oportuna de TB-DR (Cuevas-Cérdoba

et al., 2015), que permitan implementar tratamientos farmacolégicos efectivos e
individualizados con oportunidad, lo cual sin duda contribuird enormemente al combate
y control de la enfermedad. El objetivo del presente trabajo consiste precisamente en
caracterizar molecularmente las cepas drogorresistentes que circulan en Baja
California, contribuyendo con informacion para el mejor entendimiento de los
mecanismos de drogorresistencia, origen de las cepas y mecanismos de propagacion
de la TB en la region. La relevancia de la caracterizaciéon molecular de las cepas
drogorresistentes en esta region se incrementa al ser Baja California un estado con
intensa migracion por su localizacién fronteriza con Estados Unidos y ser el estado de

mayor prevalencia y mortalidad por TB en el pais.



1 ANTECEDENTES

1.1 Definicién de Tuberculosis

El Complejo de Mycobacterium tuberculosis (CMT), comprende a las especies
bacterianas de M. tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti, y a las méas
recientemente reconocidas M .canettii y M. caprae, las cuales son los agentes
causales de la enfermedad infecciosa conocida como tuberculosis (TB) (Brosch et al.,
2002; Mostowy et al., 2002).

No todas las personas infectadas por las bacterias del complejo CMT enferman
de TB. Las personas portadoras de la bacteria que no enferman, tienen lo que se
denomina una infeccion latente y no se sienten enfermas, no presentan sintomas ni
pueden transmitir la enfermedad a otras personas. Sin embargo, algunas personas
con TB latente, pueden en cualquier momento, desarrollar la enfermedad, sintiéndose
enfermos y presentando sintomas; y estas personas si pueden contagiar a otros
(Longo et al., 2012).

La TB suele dividirse en pulmonar y extra pulmonar, siendo la pulmonar (TBP)
la més frecuente en México (81.6% de todos los casos). En cuanto la extra pulmonar,
incluye una gran variedad, entre los que destacan por su incidencia la ganglionar,
renal, miliar, meningea, pleural, intestinal y 6sea (Secretaria de Salud, 2014). En
México se ha detectado que la TB extra pulmonar aumenta su incidencia en nifios
menores de 10 afios, llegando a ser de hasta el 55% de los casos (Secretaria de
Salud, 2011).

1.2 Signosy sintomas

La TBP primaria aparece poco después de la infeccidn inicial por bacilos de M.
tuberculosis. Puede ser asintomatica o tener en sus inicios, fiebre, tos, sudores
nocturnos, pérdida de peso, expectoracion crénica y a veces dolor pleuritico. Los
signos dependen de la localizacion, es posible observar Ulceras en la laringoscopia
(Longo et al., 2012). Los sintomas pueden ser leves durante muchos meses, por lo
gue la mayoria de las veces, los pacientes tardan en buscar atencion médica y
transmiten la bacteria a otras personas. A lo largo de un afo, un enfermo tuberculoso
puede infectar a unas 10 a 15 personas por contacto estrecho. Si no reciben el
tratamiento adecuado, hasta dos terceras partes de los enfermos tuberculosos mueren
(Organizacion Mundial de la Salud, 2015).



1.3 Transmision

La TB se propaga principalmente por via aérea cuando los bacilos de M.
tuberculosis son expelidos por una persona afectada con TBP al hablar, estornudar o
toser. En general, una proporcion relativamente pequefia de personas infectadas con
M. tuberculosis desarrolla la enfermedad; sin embargo, la probabilidad de desarrollar la
enfermedad es mucho mayor entre las personas infectadas por el virus de
inmunodeficiencia humana (HIV) y personas con depresion del sistema inmune debida
a otra causa, como la diabetes (Pérez-Navarro et al., 2011, 2015). También es mas
comun en hombres que en mujeres, y afecta principalmente a adultos en edad

productiva (Organizacién Mundial de la Salud, 2012).

1.4 Tratamiento

La Norma Oficial Mexicana publicada en el Diario Oficial de la Federacion en
2013 (NOM-006-SSA2-2013), reglamenta la manera en que se debe llevar a cabo el
tratamiento en el caso de la TB en México. Los tratamientos se clasifican en: 1)
primario acortado, 2) retratamiento con farmacos de primera linea, 3) retratamiento
estandarizado con farmacos de segunda linea para TB-MDR y 4) retratamiento
individualizado con farmacos de segunda linea para TB-MDR o de acuerdo a
antecedente de tratamiento; todos deben ser estrictamente supervisados por personal
de salud. Los dos ultimos deben ser prescritos por el personal de salud experto en
drogorresistencia y evaluados por el Comité Estatal de Farmacorresistencia
(COEFAR), autorizado por el Grupo Asesor Nacional de Farmacorresistencia
(GANAFAR). Los detalles de cada una de estas clasificaciones se estipulan en la
NOM-006-SSA2-2013 (Secretaria de Salud, 2013).

Los farmacos de primera linea que se utilizan en el tratamiento primario de la
TB son: Isoniacida (H), Rifampicina (R), Pirazinamida (Z), Etambutol (E) y
Estreptomicina (S). Los de segunda linea son: kanamicina (Km), amikacina (Am),
capreomicina (Cm), etionamida (Eto), protionamida (Pto), ofloxacina (Ofx),

levofloxacina (Lfx), moxifloxacina (Mfx) y ciclocerina (Cs) (Secretaria de Salud, 2013).

La NOM-006-SSA2-2013 estipula que la mejor forma de prevenir la
drogorresistencia en TB es a través de la deteccién oportuna y curacién de todos los
casos nuevos, con esquemas primarios estrictamente supervisados. Menciona que se

debe sospechar drogorresistencia en todo paciente con TB que curse con recaida,



multiples abandonos y fracaso a un esquema de retratamiento primario. En la TB-MDR
se debe demostrar por cultivo la presencia de bacterias resistentes a Hy R en forma

simultanea, independientemente de la resistencia concomitante a otros farmacos.

1.5 Diagnostico de la tuberculosis

1.5.1 Métodos clasicos

La baciloscopia acido alcohol resistente (BAAR) por tincién de Ziehl-Neelsen es
el procedimiento estandar en la mayoria de los laboratorios. Sin embargo, es sensible
solo en pacientes baciliferos de 5,000 — 10,000 bacterias por mililitro en la muestra
clinica, lo cual es una de sus limitantes (Bloom, 1994). El cultivo microbioldgico, es el
estandar de oro como diagnéstico confirmatorio en pacientes con cuadro clinico
sugestivo de TB y con baciloscopias negativas. Sin embargo, tiene la desventaja de
tardar entre seis a ocho semanas para su confirmacion y solo se realiza en
laboratorios de referencia, alejados de los centros de atencion de primer y segundo
nivel, lo cual retrasa el inicio del tratamiento y favorece la dispersion de la TB (Cuevas-
Cdrdoba y Zenteno-Cuevas, 2010).

Debido a la necesidad de acortar el tiempo de la confirmacién diagndstica, han
surgido métodos de deteccidén de micobacterias mucho mas rapidos, como el sistema
BACTEC 460TB, que fue el primer sistema de deteccién que disminuyé
significativamente el tiempo (entre 2 y 4 semanas), pero presenta la desventaja de
utilizar sustancias radioactivas para la deteccion (Tortoli et al., 1999). El método
BACTEC MGIT 960 es un método no radiométrico de deteccién de micobacterias que
provee resultados confirmatorios en lapsos de tiempo comparables al sistema
BACTEC 460TB, y utiliza un sensor de oxigeno de rutenio pentahidratado en el fondo
de tubos que contienen 8 mL de medio de cultivo Midlebrook 7H9. La deteccion se
realiza mediante fluorescencia, al reducirse el oxigeno gracias al metabolismo de
bacterias aerobias que se encuentran presentes en el medio de cultivo. Tiene la
capacidad de procesar 960 muestras simultdneamente y reduce el tiempo de
deteccidn a aproximadamente la mitad del tiempo, comparando con el cultivo

tradicional en medio L-J (Tortoli et al., 1999).



1.5.2 Métodos moleculares

La identificacion de la especie de Mycobacterium en los aislados
microbiol6gicos clinicos es de gran importancia para poder aplicar el tratamiento
farmacologico adecuado. Por ejemplo, la infeccion por M. tuberculosis es clinica y
radiologicamente indistinguible de la causada por M. bovis, y las lesiones no se
diferencian morfologica o histolégicamente, por lo que se debe recurrir al cultivo, a las
pruebas bioquimicas y a las técnicas moleculares para lograr el diagnéstico diferencial.
Esto es importante, debido a que el tratamiento en infecciones por M. bovis debe omitir
el uso de la pirazinamida, a la cual este organismo es naturalmente resistente. En la
region de Baja California-California, se ha incrementado el nimero de casos de TB por
M. bovis (Dankner y Davis, 2000; Rodwell et al., 2008, 2010; Laniado-Laborin et al.,
2014), por lo que ha aumentado la probabilidad de encontrar cepas de M. bovis en

humanos, haciendo que la diferenciacion sea alin mas relevante.

Se han desarrollado técnicas moleculares que superan la sensibilidad y la
especificidad de las pruebas tradicionales. Estas técnicas facilitan el diagnéstico
temprano, permitiendo el expedito inicio del tratamiento y disminuyendo los costos del
sector salud. Con los métodos de extraccién de DNA disponibles, ahora es posible la
identificacion de micobacterias a partir de cualquier muestra biolégica y en un periodo
de tiempo corto, en comparacién con los métodos tradicionales (Moran Moguel et al.,
2000; California Department of Public Health, 2009a).

1.6 Genotipificacién

Para la caracterizaciéon molecular de la TB, se han desarrollado métodos
moleculares de genotipificacion. Los primeros estudios para identificar los genotipos
en M. tuberculosis se realizaron mediante la técnica del polimorfismo en la longitud de
los fragmentos de restriccion del elemento de insercion 1IS6110 (RFLP-1S6110) (Cave
et al., 1991). Posteriormente, surgid el espoligotipado, basado en la deteccion de la
presencia 0 ausencia de 43 oligonucledétidos espaciadores que flanquean una region
del elemento de insercion 1S6110 llamada de repeticion directa (Kamerbeek et al.,
1997; Molhuizen et al., 1998).

Actualmente, el método de genotipificacion que ha mostrado mas aceptacion,
confiabilidad y poder discriminatorio entre cepas, es el denominado “nimero variable
de unidades interespaciadas de repeticién en tandem micobacterianas” (MIRU-VNTR,
por sus siglas en inglés) (Supply et al., 2000, 2006; Mazars et al., 2001a; Supply,

2005). Esta técnica se ha desarrollado como una alternativa a los métodos previos



para casos en que la especie de bacteria es genéticamente homogénea, como en
Bacillus anthracis, Yersinia pestis y los miembros del complejo Mycobacterium
tuberculosis (Supply, 2005). Se basa en la amplificacion por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) mediante cebadores especificos para las regiones que flanquean a
los VNTRs, y la determinacion de los tamafios de los productos amplificados por
medio de electroforesis. Al conocer la longitud de las unidades de repeticion, sus
tamafios reflejan el nUmero de repeticiones de los VNTR amplificados. El producto
final es una clave numérica que corresponde al nimero de repeticiones de cada locus
de VNTR. Estos genotipos numéricos son particularmente convenientes tanto para
estudios comparativos intra e inter-laboratorios. Ademas, en comparacion con la
técnica RFLP-1S6110, la tipificacion por MIRU-VNTR tiene las ventajas de ser mas
rapida y apropiada para virtualmente todos los aislados de M. tuberculosis, incluyendo

cepas que posean pocas copias de 1S6110 (Supply, 2005; Supply et al., 2006)

Los marcadores MIRU-VNTR (Supply et al., 2000; Mazars et al., 2001a)
representan una estrategia de genotipado 100% reproducible, sensible y especifica,
con un alto poder de discriminacién entre las cepas del complejo M. tuberculosis, aun
tratandose de cepas del genotipo de Beijing (Supply et al., 2000; Mazars et al., 2001b;
Cowan et al., 2002; Cardoso-Oelemann et al., 2007; Allix-Béguec et al., 2008). Se
encuentran dispersos en 41 regiones del cromosoma de M. tuberculosis H37Rv, de
los cuales 12, 15 y 24 son altamente polimérficos (Supply et al., 2006). Se
caracterizan por tener un tamafio 51 a 77 pb de longitud, son polimérficos en el
namero de repeticiones en tAndem y a nivel de secuencia entre las unidades de
repeticién. Los genes que flanquean los MIRU estan involucrados en diversas vias
metabdlicas que incluyen lipidos, acidos nucleicos, biosintesis o degradacion de
proteinas, produccién de energia y la transduccion de sefales (Supply et al., 2000). El
método de MIRU-VNTR es el mas utilizado en la actualidad para la caracterizacion
genética en aislados del complejo M. tuberculosis; incluso para aquellas cepas con un
namero reducido de copias del elemento 1S6110. Tiene la gran ventaja de ser un
procedimiento automatizado y para el que se cuenta con bases de datos de acceso
publico que permiten el andlisis y la comparacién de resultados en forma rapida y
precisa (Mazars et al., 2001b; Supply et al., 2001; Allix et al., 2004). Diversas
investigaciones han utilizado los MIRU-VNTR para estudios genéticos y
epidemioldgicos, asi como para analizar cambios evolutivos en las poblaciones de
patégenos y para darle seguimiento a los brotes infecciosos de M. tuberculosis (Supply
et al., 2001; Allix et al., 2004). Asimismo, se han empleado para detectar infecciones

de TB por multiples cepas, para identificar contaminacion cruzada en laboratorios,



determinar el origen y dispersion de las cepas (Allix et al., 2004; Wirth et al., 2008;
Dickman et al., 2010).



1.6.1.1 Distribucion mundial de los principales linajes

Se ha reportado una alta diversidad de linajes por espoligotipado y MIRU-
VNTR, siendo los linajes LAM, Beijing, EAI, Haarlem, S, X, Dehli/CAS y Bovis los
reportados por ambos marcadores; los linajes T, AFRI y MANU son determinados
exclusivamente por espoligotipado, mientras que los linajes Ghana, Cameroon, NEW-
1, Uganda I, Uganda Il, TUR y URAL son determinados por MIRU-VNTR.

En América del Norte se han reportado todos los linajes, mientras que en
Europa los linajes predominantes son T y Haarlem. Africa, América Central, Europa y
Ameérica del Sur, coinciden en la presencia de Haarlem, LAM y T como los principales
linajes. En Asia los linajes predominantes son Beijing, EAl y CAS (Demay et al., 2012).
El linaje Latinoamericano y del mediterraneo (LAM) representa cerca del 50% de los
casos de TB en América del Sur (Demay et al., 2012), mientras que en Venezuela
(65%), en el Mediterraneo y en la region del Caribe es el linaje predominante (Brudey
et al., 2006). El linaje T se ha determinado en todos los paises, pero es predominante
en Europa y Asia Occidental con 35% de los casos de TB, en América del Norte y del
Sur representa el 20% y 27% de los casos, respectivamente (Demay et al., 2012).

1.7 Situacién epidemiol6gica

A nivel mundial, la TB ocupa uno de los primeros lugares dentro de las
prioridades de las agendas pendientes por resolver en materia de salud para la OMS.
A pesar de haber alcanzado ya la meta establecida en los Objetivos del Milenio,
consistente en detener y revertir la tendencia ascendente en la prevalencia de TB para
el 2015, la carga global de esta enfermedad sigue siendo enorme. En 2011, se
estimaron 8.7 millones de casos nuevos y 1.4 millones de personas muertas por TB.
La TB es una de las enfermedades que causa mas muertes en mujeres - 500 mil

muertes en 2011 (Organizacion Mundial de la Salud, 2012).

México fue ubicado entre los nueve paises de alta carga de TB de las Américas
por la OMS en 2008 (Organizacion Mundial de la Salud, 2008). En México, la TB es un
problema de salud publica, considerado como tal en el Plan Nacional de Salud 2007-
2012 (Secretaria de Salud, 2007) y actualmente incorporado al Plan Mundial para
Detener la Tuberculosis 2006-2015, formulado por el “Comité Alto a la Tuberculosis”
de la OMS (Hernandez-Hernandez y Rodriguez, 2009). De acuerdo a la Secretaria de
Salud de México, de 2010 a 2011 hubo un incremento de 18,848 a 19,445 casos
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nuevos de TB en todas sus formas, siendo en 2011 81.5% pulmonar, 1.6% meningea,
5.6 ganglionar y 11.4 otras formas. El 20.8% de casos nuevos estan asociados a
diabetes, el 9.3% son de pediatria (< 19 afios) y el 7.8% asociados con SIDA
(Secretaria de Salud, 2012).

La tasa de incidencia de TB en todas sus formas en Baja California para 2013
fue de 54.4, siendo 3.3 veces mayor que la nacional (16.4). Otros estados que
reportaron tasas de incidencia de TB mayores a 25 fueron, en orden descendente,
Guerrero (37.9), Tamaulipas (33.0), Sonora (29.9), Sinaloa (29.9), Veracruz (26.7) y
Tabasco (26.5). Ademas, la tasa de mortalidad mas alta para el 2012 también se
present6 en Baja California (5.7), siendo alarmantemente el triple de la tasa nacional
(1.9) (Secretaria de Salud, 2014).
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1.7.1 Migracion

Un factor de relevancia en la epidemiologia de la TB es la migracién (Garfein
et al., 2011). Baja California es uno de los estados considerados como zona de
atraccion de migrantes indigenas, principalmente procedentes de los estados de
Chiapas, Oaxaca, Veracruz y Guerrero (Rubio et al., 2000). Segun el censo del
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia de 2010, el 45.1% de los residentes en
BC nacieron fuera de la entidad, incrementandose en 1.5% la tasa de migracion
respecto del censo del afio 2000, lo que indica que la tendencia migratoria se ha ido
incrementando (Gobierno de Baja California, 2014)

En la regién agricola de San Quintin, localizada en el municipio de Ensenada,
Baja California, residen de 30,000 — 40,000 personas que trabajan en la actividad
agricola, de los cuales, aproximadamente 15,000 son migrantes, principalmente de los
estados ya mencionados (Rubio et al., 2000; SEDESOL, 2007; Consejo Nacional de
Poblacién, 2009). En un estudio realizado en una comunidad de San Quintin se
registré una prevalencia del 40% de infeccién latente de TB. De estos, una tercera
parte reporté que habia viajado a Estados Unidos (EU) o al area de la frontera desde
su llegada a San Quintin. Durante 2008, aproximadamente el 75% de los casos de TB
en California eran de personas nacidas fuera de EU, la mayoria de origen mexicano (n
= 623) (Garfein et al., 2011).

De los casos de TB reportados en San Diego el 20% fueron personas
originarias de México que han sido diagnosticados dentro del afio posterior a su arribo
a EU (California Department of Public Health, 2009a; b). Se ha registrado un flujo de
personas entre Baja California y California de aproximadamente 80 millones de cruces
al afio, lo que equivale a 219,178 cruces por dia. La congregacion de individuos
infectados con TB de forma latente y el alto indice de migracion del sur de México
hacia la frontera Baja California-California, y el retorno de los mismos a sus ciudades
de origen después de un periodo de tiempo en la zona, contribuyen a la dispersién de
la TB (Garfein et al., 2011).

Debido a que Baja California presenta una alta prevalencia de TB, en muchos
de los casos no se consideran otros diagnésticos diferenciales para poder confirmar
que el paciente realmente presente la enfermedad, iniciandose de esta manera
tratamientos injustificados. Consecuentemente, el tratamiento fracasa a las semanas o
meses Y la salud del paciente se deteriora. La resistencia a los antimicrobianos es un
mecanismo natural de defensa de los microorganismos que generalmente es

desencadenado por el hombre. El uso de monoterapia en el tratamiento de la
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tuberculosis, la falta de apego del paciente al tratamiento por diversos factores, el
empleo de regimenes de tratamiento inadecuados, el abastecimiento incompleto de
los medicamentos antituberculosos, asi como el empleo de medicamentos de mala
calidad, si bien evita el crecimiento del bacilo, permite la multiplicacion de cepas
resistentes (Zufiga-Carrasco y Caro-Lozano, 2013).

1.8 Drogorresistencia

De acuerdo a la OMS (2014), la TB-MDR, se define como aquellas cepas de M.
tuberculosis que son resistentes por Io menos a los dos farmacos antituberculosos de
primera linea mas potentes: la rifampicina e isoniacida. Mientras que la TB
extremadamente drogorresistente (TB-XDR) se define como aquella que es resistente
a una fluoroquinolona y por lo menos a uno de los tres antibidticos inyectables de
segunda linea amikacina, capreomicina o kanamicina) (Secretaria de Salud, 2013;

Organizacién Mundial de la Salud, 2014).

Los casos de TB-MDR dificilmente se curan, particularmente si padecen algun
desorden de inmunodeficiencia, VIH/ SIDA o desnutriciéon. Ademas, su tratamiento es
mas toxico y costoso que el tratamiento de pacientes con cepas sensibles (Mitchison y
Nunn, 1986; Frieden et al., 1996). Se estima que en 2012, a nivel mundial, 8.6 millones
de personas desarrollaron TB y 1.43 millones murieron por su causa (320 mil
asociadas a HIV). Esto es inaceptable, ya que la mayoria de los casos eran
prevenibles (Organizaciéon Mundial de la Salud, 2013). Aunque algunas de las metas
referentes al control de la TB establecidos en las ODM para el afio 2015 se han
alcanzado o estan por alcanzarse, algunos aspectos del combate contra la TB siguen
estando rezagados, como lo es la deteccién oportuna y tratamiento de los pacientes

con TB-MDR y el desarrollo de métodos diagnésticos rapidos y confiables.

Desde 1994, el programa global de la OMS “Resistencia a Drogas Anti-
Tuberculosas” ha estado colectando datos. Durante el periodo 2002-2007 se
colectaron datos de 83 paises. La prevalencia mediana de drogorresistencia a al
menos un farmaco en los casos nuevos de TB fue de 11.1%, mientras que la
prevalencia de TB-MDR vario de 0-22.3%, con las tasas més elevadas en los paises
de la Ex Union Soviética. No se cont6 con datos de algunas regiones, en especial de
Africa (Wright et al., 2009). El estudio concluyé que la TB-MDR continuaba siendo una
amenaza en China y paises de la region de la Ex Unién Soviética y enfatiz6 sobre la
necesidad de desarrollar metodologias para una vigilancia epidemiol6gica mas
eficiente de la TB-MDR.
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A nivel mundial, se estimé en 2008 que habia 440 mil casos de TB-MDR. Esto
corresponde a 3.6% (95% IC: 2.1-5.1%) de los casos y 20.2% (95% IC: 13.3-27.2%)
de casos con tratamiento previo. Los niveles mas elevados se encontraron en Europa
del este y Asia central, donde en algunos paises mas del 20% de los casos nuevos y
mas del 50% de los casos con tratamiento previo tenian TB-MDR (Organizacion
Mundial de la Salud, 2010). Se estima que en 2012 se presentaron 300 mil casos
nuevos de TB-MDR pulmonar a nivel mundial. Mas de la mitad de éstos se localizaron
en India, China y Rusia (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

La OMS y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) reportaron un 19%
de resistencia en México entre 1986 y 1990 (Laszlo y de Kantor, 1994; Garcia-Garcia
et al., 1995; World Health Organization, 2006). Un estudio en Baja California report6
que la tasa de TB drogorresistente (TB-DR; resistente a un solo farmaco) es muy
elevada (41%), y para TB-MDR entre 50 — 100 individuos (Peter et al., 1998).

Uno de los estudios mas recientes sobre drogorresistencia en México, a nivel
nacional, fue realizado en el periodo 2008-2009, en el que se realizé una encuesta
representativa del pais, colectando muestras en nueve estados de la Republica
Mexicana), el andlisis consistié en Pruebas de Sensibilidad Farmacolégica (PSF) para
drogas anti-tuberculosas. Se determiné que el 17.8% eran resistentes al menos a un
farmaco y 2.8% TB-MDR, asociadas a tratamientos previos (RM 3.3) (Bojorquez-
Chapela et al., 2013)

Los datos reportados mas recientemente en México muestran un alarmante
incremento en los casos de TB-DR, de 29 casos en el aiio 2000 a 257 casos en el
2013. Baja California se encuentra entre los estados considerados como de alta
prioridad para el abatimiento de la TB-DR, presentando 95 casos del afio 2010 a
octubre de 2014 (Secretaria de Salud, 2014).

El incremento de cepas drogorresistentes de TB (TB-DR) es una situacion
preocupante a nivel mundial. La drogorresistencia en M. tuberculosis se debe
principalmente a mutaciones en secuencias que codifican para 1) bloqueo de la
actividad de un farmaco, 2) bloqueo en la activacion de un pro-farmaco o 3) produce
un enlace o destruye a la droga. Se han determinado mutaciones en genes que estan
asociadas a la resistencia a farmacos antituberculosos de primera linea (H, R, Z, E'y
S) y de segunda linea (Ofx y Km) (Zenteno-Cuevas et al., 2009; Cuevas-Cdordoba y
Zenteno-Cuevas, 2010).
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Las técnicas de secuenciacion de genes han permitido asociar mutaciones en
genes especificos de la micobacteria con la resistencia a farmacos. Sin embargo, es
necesario realizar mas estudios al respecto, ya que no en todos los casos estas
mutaciones le confieren resistencia a la micobacteria o se han encontrado cepas
resistentes que no presentan la mutacion en cuestion (Cuevas-Cordoba y Zenteno-
Cuevas, 2010; Araya et al., 2011; Romay et al., 2012).
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1.8.1 Mecanismos moleculares generadores de drogorresistencia a farmacos
de primera linea.
Cuevas-Cordoba y Zenteno-Cuevas (2010) presentaron una revision de los
mecanismos moleculares de drogorresistencia a farmacos de primera linea
(isoniacida, rifampicina, pirazinamida, estreptomicina y etambutol), resumiendo la

informacion en la Tabla | de su publicacién.

1.8.1.1 Estreptomicina (S)
La Estreptomicina se descubrié en 1943, fue el primer farmaco con actividad

antituberculosa probada, actia especificamente en la forma extracelular de la
micobacteria (Quirés-Roldan et al., 2001). El mecanismo de accion de este farmaco se
basa en su unién al ARN ribosomal (ARNr) con lo cual inhibe la sintesis proteica de la
bacteria. La resistencia a este farmaco se asocia con mutaciones en los genes rpsL y
rrS (o rmS), los cuales codifican respectivamente la sintesis de la subunidad proteica
12S y el ARNr 16S. El gen rpsL presenta mutaciones con mayor frecuencia,
encontradas en los codones 43 (Lys—Arg y/o Thr) y 88 (Lys—GlIn, Arg y/o Thr) (Caws
y Drobniewski, 2001; Cuevas-Cérdoba y Zenteno-Cuevas, 2010) (Tabla I). Al igual que
ocurre con otros farmacos, se cree que existen mecanismos adicionales de resistencia
a estreptomicina, en este caso probablemente relacionados con la permeabilidad de la
pared y membrana bacteriana, ya que el 30% de las cepas resistentes no muestran

mutaciones en los genes rrS o rpsL (Quirés-Roldan et al., 2001).

1.8.1.2 Isoniacida (H)
La Isoniacida es un potente farmaco antituberculoso y bactericida que se utiliza

contra la tuberculosis desde 1952 (Quirés-Roldan et al., 2001), actta especificamente
contra bacterias que se encuentran en fase de multiplicacién activa (Said-Fernandez
et al., 2005). Su mecanismo de accién aun no esta del todo aclarado, pero se sugiere
gue la isoniacida se transforma en su principio activo gracias a la enzima catalasa-
peroxidasa, inhibiendo la sintesis de acido micdlico de la pared bacteriana, lo cual
permite que el microrganismo sea susceptible a la accién de radicales reactivos de
oxigeno y a otros elementos externos de respuesta del huésped (Quirés-Roldan et al.,
2001; Said-Fernandez et al., 2005) (Tabla I).

El gen katG codifica para la enzima catalasa-peroxidasa. La presencia de
mutaciones o deleciones en este gen se ha relacionado con el 60% de la cepas de M.

tuberculosis resistentes a isoniacida (Caws y Drobniewski, 2001; Quir6s-Roldan et al.,
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2001). El gen katG tiene un tamafio de 1771 pares de bases (pb), no obstante del 30
al 65% de las mutaciones se localizan en el codén 315 Ser, el cual cambia a Thr, Asn
o Arg (Kim et al., 2003; Said-Fernandez et al., 2005); otras mutaciones de menor
frecuencia se han reportado en los codones 300, 321, 418, 463, 501, 525, 587 y 700
(UniProtKB/Swiss-Prot; Mo et al., 2004) (Tabla I).

La segunda causa de resistencia a isoniacida se explica por mutaciones que
afectan al gen inhA y con mayor frecuencia a su regulador (UniProtKB/Swiss-Prot;
Garcia Ramos et al., 2003), el cual codifica para la proteina inhA, responsable de la
produccion de acidos grasos (Caws y Drobniewski, 2001; Quirés-Roldan et al., 2001);
recientemente se ha propuesto a este gen como el responsable de la corresistencia a
isoniacida y etionamida (Said-Fernandez et al., 2005). Las mutaciones en los genes
katG e inhA estan asociadas al 70-80% de los aislados resistentes a isoniacida (Said-
Fernandez et al., 2005); pero alrededor del 15-25% de cepas de M. tuberculosis
resistentes a este farmaco poseen el genotipo silvestre tanto en el gen katG como
inhA, por lo cual se piensa debe existir otro mecanismo de resistencia (Quirés-Roldan
et al., 2001). En este sentido, se ha observado que un 15% de las cepas resistentes a
isoniacida presentan mutaciones en el locus kasA, lo cual implica que otro posible
objetivo de la isoniacida es la proteina kasA, involucrada en el mecanismo de
elongacion de los acidos grasos (Zhang et al., 2005). También se han reportado con
menor frecuencia, mutaciones involucradas en la adquisicion de resistencia a

isoniacida en el gen oxyR-ahpC (Caws y Drobniewski, 2001; Wada et al., 2004).

1.8.1.3 Rifampicina (R)
La Rifampicina es otro farmaco importante, que debido a su fuerte actividad

bactericida ha sido empleado desde 1970 (Quirés-Roldan et al., 2001),
desafortunadamente su mala administracién ha generado un incremento considerable
en cepas resistentes (Said-Fernandez et al., 2005). Respecto a su mecanismo de
accion, la rifampicina se une a la ARN polimerasa de la micobacteria e interfiere
durante el proceso de transcripcién (Kocagoz et al., 2005). La RNA polimerasa es un
complejo oligomérico compuesto por cuatro subunidades: a, B, 'y o; codificadas por
los genes rpoA, rpoB, rpoC y rpoD, respectivamente. Se ha demostrado que
mutaciones en rpoB producen cambios conformacionales en la subunidad 3 de la RNA
polimerasa, disminuyendo la afinidad por rifampicina y otorgando resistencia al
farmaco (Said-Fernandez et al., 2005) (Tabla ).
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Pese a que el gen rpoB tiene un tamarfo de 3534 pb, el 96 0 97% de las
mutaciones que causan resistencia a rifampicina estan localizadas en una region de
81pb entre los codones 507-533 y consisten por lo general en mutaciones puntuales
no sinénimas (Kim et al., 2003; Wada et al., 2004; Kocagoz et al., 2005; Zhang et al.,
2005). De acuerdo con los resultados de diversos estudios, en el 40 al 70% de los
aislados, se observaron mutaciones puntuales en el codén 531 Ser por Leu o por Thr;
del 32 al 36% de las cepas estudiadas mostraron cambios en el codon 526 His; y del 7
al 9% en el codon 516 Asp (Marin et al., 2004; Kocagoz et al., 2005)(Kocagoz et
al.,2005; Marin et al.,2004). También se han reportado mutaciones o deleciones de
menor frecuencia en otros codones como: 498, 511-518, 524-527, 456, 531, 533
(UniProtKB/Swiss-Prot) (Tabla I). En los ultimos afios se han observado algunos
aislados resistentes cuya mutacién no se localiza en la region de 81pb, por lo cual se
propone la existencia de mecanismos adicionales generadores de resistencia

(Zenteno-Cuevas et al., 2009).

Las cepas resistentes a rifampicina presentan resistencia cruzada a drogas
quimicamente relacionadas o con sitios de accién similares dentro de la célula, como
rifapentina y parcialmente a rifabutina y rifalacina (Somoskovi et al., 2001). Finalmente,
el diagndstico de resistencia a rifampicina es especialmente importante debido a su
fuerte asociacion con la resistencia a isoniacida, considerandose como un marcador
importante de TB-MDR (Quirés-Roldan et al., 2001).

1.8.1.4 Etambutol (E)
El Etambutol es otro farmaco empleado en contra de TB, se utilizé por primera

vez en 1961, tiene actividad bacteriostatica, es un buen antimicobacteriano y sélo
actla contra bacterias en fase de multiplicacion activa (Quirés-Roldan et al., 2001). Se
recomienda para tratar infecciones diseminadas con bacterias pertenecientes al
complejo M. avium, especialmente en personas infectadas con VIH, que cursan con
Diabetes Mellitus, o con antecedentes de abandono o recaida. La probabilidad de
resistencia es mas baja que con otras drogas, por lo cual se incluye en la pauta basica
de tratamiento primario en los paises con una tasa elevada de resistencia primaria a

otro farmaco de primera linea (Organizacion Mundial de la Salud, 2010).

El mecanismo de accién de este medicamento no ha sido claramente definido;
se cree que esté relacionado con la interferencia en el metabolismo del ARNr, la
sintesis de fosfolipidos, la sintesis de acido micélico y la sintesis de polisacaridos de la

pared celular bacteriana (Quirés-Roldan et al., 2001). Evidencias experimentales y
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clinicas indican que el etambutol ejerce un efecto sinérgico con otros farmacos
antituberculosos como consecuencia del incremento en la permeabilidad bacteriana,
permitiendo el ingreso en mayor cantidad de otros medicamentos (Said-Fernandez
et al., 2005).

La resistencia a etambutol esta asociada a mutaciones en tres genes: embA,
embB, y embC localizados en un locus de 10,000pb (embABC), que codifican para la
enzima arabinosiltransferasa, relacionada con la sintesis de polimeros de arabinosa y
galactosa de la pared celular. Cerca del 70% de las cepas resistentes a etambutol
presentan una mutacién puntual en el codén 306 Met del gen embB, causando la
sustitucién por Val, Leu o lle (Sreevatsan et al., 1997b). Otras mutaciones reportadas
se encuentran en los codones 297, 306, 328, 330, 334, 406, 497, 745, 959, 1000 y
1024 (UniProtKB/Swiss-Prot).

1.8.1.5 Pirazinamida (2)
El empleo de la pirazinamida se inicié en el afio de 1952, funciona

especificamente contra bacilos semilatentes que no son afectados por ningun otro
medicamento antituberculoso. Una de sus principales ventajas es que disminuye el
tiempo de tratamiento, debido a su sinergia con isoniacida y rifampicina; sin embargo,
su principal desventaja radica en su alta especificidad en contra de M. tuberculosis, de
manera que si la cepa infectante es diferente, como pudiera ser M. bovis, el

tratamiento no es efectivo (Said-Fernandez et al., 2005).

Respecto a su mecanismo de accion, la pirazinamida es transformada por la
enzima pirazinamidasa a su principio activo, acido pirazinoico, el cual genera un pH
acido intrabacteriano, al parecer causante del efecto contra M. tuberculosis (Zhang y
Mitchison, 2003) (Tabla I). La pirazinamidasa es codificada por el gen pncA, mutaciones
en este gen explican el 80% de las cepas resistentes a este farmaco (Quirds-Roldan
et al., 2001). Para el caso particular de M. bovis, en el codén 57 del gen pncA, se ha
identificado una mutacion puntual (C—G) que resulta en la sustitucion de His por Asp,
suficiente para inactivar la enzima pirazinamidasa (Zhang y Mitchison, 2003; Said-
Fernandez et al., 2005).
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HIPOTESIS

Baja California es uno de los estados considerados de alta prioridad para la
tuberculosis drogorresistente y ademas existe una alta diversidad genética en las
cepas circulantes de Mycobacterium tuberculosis en este estado, por lo que se espera
gue las mutaciones en los genes asociados a farmacos de primera linea en cepas de
M. tuberculosis sean similares a los previamente reportados en regiones de alta

prioridad para la tuberculosis drogorresistente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Caracterizar las mutaciones presentes en genes asociados a drogorresistencia
en los cinco farmacos de primera linea (rifampicina, isoniacida, pirazinamida,
estreptomicina y etambutol) en aislados clinicos de M. tuberculosis provenientes de
Baja California.

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar las mutaciones presentes en los genes asociados a
drogorresistencia contra farmacos de primera linea, inhA y katG (isoniacida)
rpoB (rifampicina), pncA (pirazinamida), rpsL y rrS (estreptomicina) y embB
(etambutol), en aislados de M. tuberculosis drogorresistente provenientes de
Baja California.

2. Determinar la asociacion entre la drogorresistencia detectada por
caracteristicas fenotipicas (sensibilidad farmacoldgica) y moleculares
(mutaciones) en los aislados de M. tuberculosis drogorresistentes de Baja
California.

3. Determinar la asociacién entre los linajes por MIRU-VNTR 12 loci y las
mutaciones en genes asociados a drogorresistencia contra los cinco farmacos
de primera linea.

4. Determinar la asociacion entre las caracteristicas epidemiolégicas y
moleculares (linajes y mutaciones identificadas en los genes analizados) de

aislados de M. tuberculosis drogorresistentes de Baja California.
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3 MATERIALES Y METODO

3.1 Poblacién de estudio y obtencién de muestras

Estudio cuantitativo, descriptivo, analitico transversal. Se analizé a la poblacién
que acudio a la Clinica de Tuberculosis (CTBT) del Hospital General de Tijuana, que
fue diagnosticada con tuberculosis durante el periodo de Octubre de 2009 a Abril de
2011.

Se colectaron 211 muestras clinicas, correspondientes al mismo numero de
pacientes diagnosticados con tuberculosis. La informacién clinica y sociodemografica
del paciente se obtuvo a partir del expediente clinico y de la informacién existente en
la Plataforma Unica de Tuberculosis de la Secretaria de Salud (Anexo 1) . Este
proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética del Hospital General de Tijuana. Se
mantuvo la confidencialidad y proteccion de la informacion obtenida en todos y cada
uno de los casos, en cumplimiento del articulo décimo séptimo de los lineamientos
generales de proteccidn de datos personales, publicado en el Diario Oficial de la
Federacion el 30 de Septiembre de 2005. A todas las muestras clinicas se les realizé
el analisis baciloscopico, el cultivo microbioldgico y el andlisis molecular
correspondiente. A las muestras de pacientes con sospecha clinica de TB-DR se les
realiz6 la prueba de sensibilidad a farmacos mediante la prueba denominada
“Mycobacteria Growth Indicator Tube” (MGIT) para determinar el perfil de

drogorresistencia de las cepas.

3.1.1 Criterios de inclusion
De los 211 aislados obtenidos, solo se analizaron aquellos que cumplieron con

los siguientes criterios:

1. Haber sido identificado molecularmente como M. tuberculosis, eliminando
los aislados de M. bovis.

2. Contar con productos de amplificacion de por lo menos los genes rpoB
(asociado a resistencia para R), inhA y katG (asociados a resistencia para
H).

3. Contar con datos epidemiol6gicos del paciente.
Ser fenotipicamente drogorresistente para al menos uno de los farmacos de

primera linea (R,H,Z,E,S) en la prueba de sensibilidad (MGIT).
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3.2 Andlisis microbiologico

Este analisis se realizo en la CTBT, el cual cuenta con las instalaciones de
Bioseguridad Nivel Il (BSL3). Las muestras positivas de la baciloscopia se cultivaron
por duplicado en cultivo Lowenstein-Jensen (L-J), incluyendo la cepa de referencia de
M. tuberculosis H37Rv como control positivo. Las muestras fueron descontaminadas
previamente con el método de Petroff (Koneman et al., 1997). Se tomé de 0.5 - 1.0
mL de esputo adicionando NaOH para lograr una concentraciéon del 1%,
posteriormente se centrifugd a 3,000 x g por 15 min. El sedimento fue reconstituido
hasta llegar a 2.5 mL con buffer de fosfato pH 6.8, posteriormente se inocul6 por
duplicado en el medio L-J. Se incubaron a 37 °C y se realizaron observaciones una
vez por semana durante ocho semanas, tomando nota del tiempo en que se
desarrollaron en el medio L-J. Cuando se presento crecimiento bacteriano, se
tomaron de 1 a 2 colonias y se colocaron en tubos de 1.5 mL herméticamente
cerrados y fueron transportados bajo condiciones de seguridad y en red de frio al
LEEM, el cual cuenta con las instalaciones de Bioseguridad Nivel Il (BSL3) donde se

realiz6 el andlisis molecular correspondiente.

3.2.1 Pruebas de sensibilidad

A los pacientes con sospecha clinica de TB-DR se les realizé la prueba de
sensibilidad a farmacos de primera linea (H, R, Z, Sy E), utilizando el sistema MGIT
(BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacterial Detection System) en la CTBT.

3.3 Analisis Molecular

El andlisis molecular se desarrollé en cuatro etapas:

1) Extraccién de DNA

2) Identificacion molecular para diferenciar entre M. tuberculosis y M. bovis
3) Determinacion de linajes por MIRU-VNTR 12

4) Determinacion de mutaciones en los genes asociados a drogorresistencia

para farmacos de primera linea.

3.3.1 Extraccion de ADN
Se tomaron dos colonias de M. tuberculosis y se homogenizaron con 100 pL
solucion de lisis (10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 2 mM MgCl,, 50 mM KCI). Se incub6 15

23



min a 95 °C, después se centrifugd por 10 min a 6,000 rpm y se transfirio el
sobrenadante a un tubo de 1.5 mL limpio y etiquetado (Yugueros-Marcos et al., 1999).
Por ultimo, el DNA extraido fue almacenado a -20 °C hasta su posterior analisis. La
calidad y cantidad del DNA se evalud por electroforesis en geles de agarosa al 1.4% a
100 mV por 30 min teflidos con Gelstar (Cambrex®). Se utiliz6 una regla molecular
como referencia para evaluar la concentracion del DNA obtenido (Mass Ruler low
range DNA Ladder, Fermentas, USA).

3.3.2 Identificacion molecular de especies

Con el objetivo de identificar la especie de micobacteria, las muestras de DNA
fueron analizadas mediante la amplificacion de una region del oper6n mce-3
(mammalian cell- entry 3, por sus siglas en inglés). La identificacion molecular
consistio en la amplificacién de un fragmento de 262 pb que corresponde a la especie
de M. tuberculosis y un fragmento de 168 pb correspondiente a M. bovis (Bakshi et al.,
2005, 2007). La amplificacion se realiz6 mediante una PCR multiplex (mPCR),
utilizando tres cebadores, un cebador cadena arriba (forward) para ambas especies y
dos cadena abajo (reverse) especificos para cada especie (cebador cadena arriba
CSB1: 5-TTCCGAATCCCTTGTGA-3’; cebador cadena abajo especifico para M. bovis
CSB2: 5-GGAGAGCGCCGTTGTA-3'; y cebador cadena abajo especifico para M.
tuberculosis CSB3: 5-AGTCGCCGTGGCTTCTCTTTTA-3’). Las condiciones de la
reaccion se realizaron de acuerdo a las especificaciones del autor (Bakshi et al., 2005,

2007) con algunas modificaciones.

El volumen final de la reaccion fue 10 uL, constituida de 5 a 20 ng de DNA,
0.4X de Buffer (Apex), 0.8 mM dNTP’s, 1.5 mM MgCl, (Apex), 0.40 uM de cada
cebador, 1X de BSA (BioLab), 0.05 U Tag DNA polimerasa (SIGMA®). El perfil de
temperatura fue de un ciclo de 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1
min, 52.3 °C por 1.5 min 'y 72 °C por 1 min y un ciclo final de 72 °C por 10 min. En
todas las reacciones se incluyo la cepa H37Rv de M. tuberculosis, M. bovis AN5 y M.
bovis BCG como controles positivos y como control negativo agua nanopura grado
molecular. La calidad y cantidad de los productos amplificados se determiné en geles
de agarosa al 2% a 100 mV por 30 min, tefiidos con Gelstar (Cambrex®). Para la
identificacion del tamafio del fragmento amplificado se utilizé una regla molecular
(Mass Ruler low range DNA Ladder,Fermentas, USA). Para el presente estudio, se

tomaron Unicamente los aislados confirmados como M. tuberculosis.
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3.3.3 Determinacioén de linajes por MIRU-VNTR 12
La informacion de los linajes se obtuvo de lo reportado por Garcia-Ortiz (2013)
con 12 loci MIRU-VNTR.

3.3.4 Caracterizacion de mutaciones en genes asociadas a drogorresistencia

para farmacos de primera linea.

Con el objetivo de identificar las mutaciones presentes en los genes asociados
a drogorresistencia contra los farmacos de primera linea de los aislados clinicos
identificados molecularmente como M. tuberculosis, se amplificaron los genes inhA'y
katG (H), rpoB (R), pncA (2), rpsL y rrs (S) y embB (E). Se tom6 como referencia la
cepa de M. tuberculosis H37Rv (American Type Culture Collection 27294), la cual es
sensible a los cinco farmacos antituberculosos de primera linea, considerando como
mutacién cualquier diferencia en la secuencia de nucledétidos que se presentara en los

aislados respecto a ésta.

3.3.4.1 Amplificacidon de genes asociados a resistencia a farmacos
Para la estandarizacion de la reaccion de PCR de punto final de los cinco

genes asociados a la drogorresistencia se establecieron las siguientes condiciones: 50
mM KCI, 10 mM Tris pH 8.0 (4uL), 25 mM MgCl; (1uL), 10 mM dNTPs (0.6uL), 10uM
de cada oligonucleétido, 1U de enzima Taq polimerasa (0.2uL) (Fermentas), 5% de
glicerol, 100 ng de ADN cromosomal de cada cepa y agua libre de nucleasas para
llevar a volumen final de 20 pL. El perfil de temperatura consistié en 1 ciclo a 95 °C por
5 min; 5 ciclos de 95 °C por 15 s, 68 °C por 5 sy 72 °C por 20 s; 5 ciclos de 95 °C por
15s,64°Cpor5sy72°Cpor20s;y25ciclosde 94 °C por 15s,62°Cpor5sy 72

°C por 20 s, seguido de un paso final de elongacion a 72 °C por 5 min.

Los productos amplificados de cada gen se purificaron utilizando ExoSap
(USB), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Para comprobar la presencia
de los productos purificados y conocer su concentracion se realiz6 una nueva
electroforesis con un marcador de peso molecular para cuantificacién (MassRuler™
Low Range DNA Ladder, ready-to-use, 80-1031 bp, Fermentas). Los productos se
enviaron a SegXcel Inc. en San Diego, California, EUA, para ser amplificadas
utilizando nucleétidos terminadores de secuencia (BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, Applied Biosystems) y procesados en un secuenciador automatico ABI

Prism 3100 (Automated Capillary DNA sequencer, Applied Biosystems).
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3.3.5 Anélisis de mutaciones

La revision y edicion de los espectroferogramas (cromatogramas) de
secuenciacién obtenidos a partir de la amplificacién de cada uno los genes de
resistencia analizados se realiz6 con el software CodonCode Aligner versién 5.1.1
(CodonCode Corporation, 2015). La alineacién, andlisis y traduccion a aminoacidos de
las secuencias se realiz6 con el programa Mega versién 6 (Tamura et al., 2013), en
donde se verifico el cambio de base en los aislados que presentaron mutaciones en

funcién del espectroferograma en sentidos 5’-3'y 3'-5'.

De las secuencias traducidas a aminoacidos, se identificaron las mutaciones
sinénimas y no sinénimas y se determiné la frecuencia de aparicién de cada una de
ellas. Se compararon con las secuencias respectivas a cada gen de la cepa de
referencia de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, con los nimeros de identificacion
del Gen Bank mostrados en la (Tabla I. Genes que se asocian a drogorresistencia
contra farmacos antituberculosos, sus abreviaturas, nimeros de acceso en la base de
datos de “GeneBank” (Gene ID), cebadores utilizados para su amplificacion y tamafio
del fragmento amplificado en pares de bases (pb), para la cepa de referencia de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)..
Finalmente, de acuerdo a las mutaciones detectadas para cada uno de los genes
analizados, los aislados se clasificaron segun el grado de drogorresistencia como

sigue:

= TB-DR: Tuberculosis drogorresistente (resistente un solo farmaco de primera
linea)

= TB-PR: Tuberculosis polirresistente, resistente a dos o mas farmacos, que no
sean H+R.

= TB-MDR: Tuberculosis multidrogorresitente (resistente al menos a H+R).

= TB-XDR: Tuberculosis extremadamente resistente (TB-MDR y resistente
ademas al menos a una fluoroquinolona y a uno o mas de los farmacos

inyectables de segunda linea-kanamiciana, amicacina y capreomicina).

Cabe mencionar que no se contd con la informacién necesaria para clasificar
molecularmente a los aislados como TB-XDR, ya que no se amplificaron genes

asociados a drogorresistencia para los farmacos inyectables de segunda linea.
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Tabla I. Genes que se asocian a drogorresistencia contra farmacos antituberculosos,
sus abreviaturas, numeros de acceso en la base de datos de “GeneBank”
(Gene ID), cebadores utilizados para su amplificacion y tamafio del fragmento
amplificado en pares de bases (pb), para la cepa de referencia de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv. (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/).

Farmaco . .
relacionado Abreviatura | Gen Gene ID Cebadores Tamano
) . 5 AGCGGATGACCACCCAGGAC 3
Rifampicina R rpoB 888164 i ) 265pb
3" TCAGGGGTTTCGATCGGGCA 5
5" GCAGATGGGGCTGATCTACG 3
katG | 885638 ) ] 555pb
3" AACTCGTCGGCCAATTCCTC 5
Isoniacida H
. 5 AGGTCGCCGGGGTGGTCAGC 3’
inhA 886523 i i 517pb
3" AGCGCCTTGGCCATCGAAGCA 5
o } 5 GGCGTCATGGACCCTATATC 3
Pirazinamida z pncA 888260 ) ) 670pb
3" CAACAGTTCATCCCGGTTC 5
5" GTCAAGACCGCGGCTCTGAA 3
rpsL 888259 ) i 272pb
3" TTCTTGACACCCTGCGTATC 5
Estreptomicina S
5" AAACCTCTTTCACCATCGAC 3’
res 2700429 ) i 552pb
3" CAGGTAAGGTTCTTCGCGTTG 5
5" CGGCATGCGCCGGCTGATTC 3
Etambutol E embB 886126 i i 260pb
3" TCCACAGACTGGCGTCGCTG 5
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3.4 Andlisis epidemiolégico molecular

La informacién sociodemografica, clinica y molecular de los pacientes permitio

construir una matriz de 17 variables, clasificadas en tres grupos:

Variables sociodemogréficas:

© g > w N ke

Sexo

Edad

Lugar de nacimiento

Lugar de residencia

Tiempo viviendo en el lugar de residencia

Escolaridad

Variables clinicas:

© ©®© N o g w DN

Afo de diagndstico
Esquema de tratamiento
Tiempo de tratamiento
Tipo de ingreso

Tipo de egreso
Baciloscopia
Localizacion de la TB
Enfermedades asociadas

Sensibilidad farmacolégica de la cepa

Variables moleculares:

1.

Linaje (MIRU-VNTR 12)

2. Mutaciones en genes asociadas a drogorresistencia paraH, R, Z, Sy E.

28



Las variables relacionadas con la drogorresistencia (sensibilidad farmacol6gica

y mutaciones en genes asociados a drogorresistencia) fueron a su vez clasificadas

segun el grado de drogorresistencia (Tabla I1).

Tabla Il. Clasificacion de acuerdo al grado de drogorresistencia famacoldgica y
molecular (Secretaria de Salud, 2013).

Grado de
drogorresistencia

Sensibilidad
farmacologica

Drogorresistencia

molecular

Descripcion

Sin drogorresistencia

Sensible

Sin mutacion

No presenta drogorresistencia 0 mutaciones
en los genes asociados a farmacos de
primera linea

Drogorresistente o
monorresistente

TB-DR

TB-DR

Presenta drogorresistencia farmacoldgica o
alguna mutacion en un gen asociado a
drogorresistencia para un farmaco de
primera linea

Polirresistente

TB-PR

TB-PR

Presenta drogorresistencia farmacoldgica o
alguna mutacion en genes asociados a
drogorresistencia para al menos dos
farmacos de primera linea, que no sean H +
R

Multidrogorresistente o
multifarmacorresistente

TB-MDR

TB-MDR

Presenta drogorresistencia famacolégica o
mutaciones en genes asociados a
drogorresistencia para al menos H + R

Ultradrogorresistente o
con resistencia
extendida

TB-XDR

TB-XDR

Cepa TB-MDR y drogorresistente a una Fq y
a uno o mas de los farmacos inyectables de
segunda linea: kanamiciana, amicacina y
capreomicina.
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Se determinaron razones de momios (RM) para los grupos de drogorresistencia

contra las variables sociodemogréficas y clinicas para determinar asociaciones.

Tabla lll. Tabla tetracérica para el calculo de razones de momios (RM).

Resultado o Consecuencia
Negativo Positivo TOTALES
S} A B A+B
condicion
Sl C D C+D
condicion
TOTALES A+C B+D A+B+C+D

Los datos de la Tabla Ill se utilizaron para el célculo de la razén de momios
(RM), con el objeto de evaluar la asociacion entre las variables sociodemograficas y
clinicas, con la sensibilidad farmacoldgica y variables moleculares (drogorresistencia y
linajes).

Ecuacion 1. Calculo de razén de momios (RM)

Alg  AxD

RM = —
C/D CxB

Ecuacioén 2. Célculo de error estandar del logaritmo natural de la RM

1

1 1 1
SE{IH(RM)} = \/2+ E-l‘ E+ 5

Ecuacion 3. Célculo del limite inferior y superior del intervalo de confianza al
95%

IC 95% (limite inferiro) = exp(Ln(RM) — 1.96 x SE{In(RM)}

IC 95% (limite superior) = exp(Ln(RM) + 1.96 x SE{In(RM)}
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Cuando alguno de los valores de la Tabla Il era cero, se sumé 0.5 a los valores
A, B, Cy D, para evitar los calculos indeterminados, segun la metodologia descrita por
Pagano y Gauvreau (2000).

Ademds del célculo del intervalo de confianza, se calculd la significancia

estadistica (P<0.05) por medio de una prueba chi cuadrada para cada caso.
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4 RESULTADOS

4.1 Poblacion de estudio

Solo 33 (15.6%) aislados cumplieron con los criterios de inclusién establecidos.

4.2 Caracteristicas sociodemograficas

4.2.1 Sexoy Edad
La distribucion por sexos fue como sigue: 27 hombres (81.8%), 6 mujeres
(18.2%). La raz6n hombre/mujer fue de 5:1.

La edad promedio de la muestra de estudio (n=33) fue de 40 afios (ds+12.8),
siendo el paciente mas joven de 15y el de mayor edad de 70 afios. La edad promedio
de los hombres fue mayor que el de las mujeres, siendo de 42 (ds £12.8) y 34 (ds +12)
respectivamente (Tabla 1V).

Para evaluar la distribucién por edades en la muestra de estudio, se
clasificaron en seis grupos de edad, como sigue:

1) menores a 25 afios
2) de 25 a 29 afios
3) de 30 a 39 afios
4) de 40 a 49 afios
5) de 50 a 59 afios

6) mayores a 59 afios

El mayor porcentaje de individuos se encontr6 en el grupo de edades entre 40
y 49 afios (32.4%, 11 casos) y el menor porcentaje en los mayores a 60 afios (5.9%, 2

casos). (Figura 1).

La raz6n hombre:mujer present6 una variacion notoria entre los diferentes
grupos de edad, siendo de hasta 10:1 en el grupo de edad con mayor niumero de
casos(40-49 afos) y de tan solo 1:2 en edades menores a 25 afios. No hubo mujeres
en los grupos de edad de 25 a 29 afos y en el de mayor a 60 afios. En general, hubo
una tendencia hacia menores edades en las mujeres que en los hombres (Tabla 1V,

Figura 1).
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Tabla IV. Datos sociodemograficos de pacientes infectados con Mycobacterium
tuberculosis analizados en este estudio.

AISLADO | SEXO |EDAD LN LR | ANOSEN JEscoLarIDAD
C020 H 27 BCS BCS ND Secundaria
C022 H 47 SINALOA BC >5 Primaria
C023 M 37 CHIAPAS BC 1-5 Secundaria
C031 H 42 BC BC >5 Secundaria
C032 H 15 BC BC <1 Primaria
C034 H 40 JALISCO BC <1 Preparatoria
C035 H 70 DURANGO BC >5 Primaria
C036 H 26 BC BC <1 Profesional
C038 H 65 JALISCO BC 1-5 Secundaria
C046 H 46 BC BC >5 Preparatoria
C057 H 36 BC BC >5 Preparatoria
C062 M 45 | MICHOACAN BC <1 Primaria
Cco67 H 59 BC BC >5 Secundaria
C0o75 M 30 BC BC 1-5 Profesional
C0o78 H 32 BC BC >5 Secundaria
C169 H 41 MEXICO BC 1-5 Secundaria
C171 M 21 BC BC >5 Secundaria
C172 H 34 |GUANAJUATO| BC ND Sin escolaridad
C175 H 47 SINALOA BC <1 Primaria
C176 M 50 GUERRERO BC <1 Primaria
C177 H 48 BC BC >5 Primaria
Ci181 H 52 JALISCO BC 1-5 Primaria
C183 H 32 OAXACA BC >5 Primaria
C184 H 50 DF BC <1 ND
C191 H 51 VERACRUZ BC <1 Primaria
C193 H 34 GUERRERO BC <1 Secundaria
C194 H 32 BC BC >5 Secundaria
C201 H 56 CHIHUAHUA BC <1 Secundaria
C203 H 29 BC BC >5 Profesional
C204 H 42 BC BC 1-5 de tres a 5 afios
C205 H 26 BC BC ND Preparatoria
C206 H 43 BC BC ND Primaria
C211 M 22 Sonora Sonora >5 Profesional

Abreviaturas: H: Hombre; M: Mujer; LN: Lugar de nacimiento; LR: Lugar de residencia; BC:
Baja California; BCS: Baja California Sur; ND: No determinado.
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Figura 1. Numero de casos de la muestra de estudio clasificados por grupo de edad y
sexo. (n=33; H: hombre; M: mujer).
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4.2.2 Lugar de nacimiento y lugar de residencia

En cuanto al lugar de nacimiento, 19 pacientes nacieron fuera de Baja
California, (54.5%), y solo 15 pacientes (45.5%) nacieron en Baja California (BC)

(Figura 2).
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Numero de casos
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FORANEOS
GUANAJUATO

JALISCO
SINALOA
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CHIHUAHUA
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GUERRERO

Lugar de nacimiento

MEXICO
SONORA
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MICHOACAN
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J

Figura 2. Numero de casos de la muestra de estudio de acuerdo al lugar de nacimiento
(n=33). Barra en azul oscuro indica la sumatoria de todos los casos foraneos

a Baja California (BC). En azul claro se muestra la misma informacién por

estado, sin incluir BC (BCS: Baja California Sur; DF: Distrito Federal)
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La mayoria de los pacientes de la muestra de estudio declararon residir en Baja
California (31 casos, 93.9%) y solo 2 pacientes fueron de residencia foranea (6%)
(Figura 3). El tiempo radicando en el lugar de residencia fue mayor a 5 afos para el
39.4% de los casos, de 1 a 5 afos para el 18.2% y menor a 1 afo para el 30.3%,
aunque no se conté con esta informacion para 12.1% de los casos (Figura 3).
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Figura 3. Numero de casos de la muestra de estudio de acuerdo al lugar de residencia
y afios viviendo en el mismo (n=33; ND: No determinado, BC: Baja
California, BCS: Baja California Sur).
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4.3 Caracteristicas clinicas

Las variables clinicas que se incluyeron en el analisis de la muestra de estudio

fueron las siguientes: 1) afio de diagnéstico, 2) baciloscopia, 3) localizacién de la TB,

4) tipo de ingreso, 5) esquema de tratamiento, 6) tiempo de tratamiento, 7) tipo de

egreso y 8) comorbilidades (Tabla V)

Tabla V. Datos clinicos de pacientes infectados con Mycobacterium tuberculosis
drogorresistente analizados en este estudio.

— < a

8 é %m 9) :Z ﬁ’&? 8 ﬂ=3'

< | 5 ¢ SF W = Q9 W x 0

3| €| | 33| & > |zE ¢ g<

< | < o = 3 = . S

- Ll @)

C020 | 2008 | BK+++ | Pulmonar Nuevo Segunda L. 26 Curado Ninguna
C022 | 2009 | BK+ | Pulmonar | Reingreso Primario 12 Abandono Ninguna
C023 | 2009 | BK++ | Pulmonar | Referido Segunda L. 18 Curado Ninguna
C031 | 2006 | BK+ | Pulmonar | Recaida Retrat. 6 Defuncién Diabetes
C032 | 2010 | BK+ | Pulmonar | Recaida Retrat. 6 Defuncion Alcoholismo
C034 | 2010 | BK+ | Pulmonar | Recaida Retrat. 6 Defuncion Diabetes
C035 | 2008 | BK+++ | Pulmonar Nuevo Segunda L. 48 Curado Diabetes
C036 | 2008 | BK+ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Abandono VIH-Sida
C038 | 2009 | BK++ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Fracaso Diabetes
C046 | 2008 | BK+++ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Curado Ninguna
C057 | 2010 | BK+++ | Pulmonar | Recaida Primario 6 Defuncién Ninguna
C062 | 2009 | ND Pulmonar Nuevo Primario 7 Termino Tx Ninguna
C067 | 2010 | BK+++ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Curado Ninguna
C075 | 2010 | BK++ | Pulmonar | Reingreso | Continua Tx 12 Curado Ninguna
C078 | 2009 | BK+ | Pulmonar | Recaida Retrat. 6 Abandono Drogas
C169 | 2010 | BK+ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Abandono Otra
C171| 2010 | BK+ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Curado Desnutricion
C172| 2010 | BK+ | Pulmonar Nuevo Primario 12 Curado Diabetes
C175| 2010 | BK+ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Curado VIH-Sida
C176 | 2010 | BK+++ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Curado Ninguna
C177 | 2010 | BK+ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Abandono Ninguna
C181 | 2010 | BK+++ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Curado Alcoholismo
C183 | 2010 | BK+++ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Abandono Ninguna
C184 | 2010 | BK++ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Curado Ninguna
C191 | 2010 | BK+ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Curado Diabetes
C193 | 2010 | BK+++ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Curado Ninguna
C194 | 2010 | BK+++ | Pulmonar Nuevo Segunda L. 24 Curado Alcoholismo
C201 | 2011 | BK+++ | Pulmonar | Reingreso Retrat. 7 Curado Ninguna
C203 | 2010 | BK+++ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Curado Ninguna
C204 | 2011 | BK+ | Pulmonar | Recaida Primario 2 Abandono VIH-Sida
C205 | 2010 | BK+ | Pulmonar | Fracaso Segunda L. 25 Curado Ninguna
C206 | 2010 | ND Pulmonar Nuevo Primario 0 Defuncién Diabetes
C211 | 2010 | BK+ | Pulmonar Nuevo Primario 6 Fracaso Sx. Antifosfolipidico
Abreviaturas: Dx: Diagndstico; Tx: Tratamiento; BK: Baciloscopia; Sx: Sindrome;
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Localizacion de la tuberculosis, afio de diagnéstico y baciloscopia

En todos los casos la infeccion fue pulmonar (Tabla V).

Los pacientes incluidos en la muestra de estudio fueron diagnosticados entre
los afios 2005 y 2011, con una mayor frecuencia en el 2010 (63.6% de los casos) y

una desviacion estandar 1.5 (Figura 4).

Se registraron tres casos anteriores a 2008, dos en 2005 (aislados C020 y
C023), y uno en 2006 (aislado C031), todos registrados como TB-MDR, al haberse
detectado drogorresistencia para los cinco farmacos de primera linea para los aislados
C020 y C031, y drogorresistencia para H, R, Sy E para el aislado C023 mediante la
prueba MGIT 960 (Tabla V).
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Figura 4. Numero de casos de la muestra de estudio de acuerdo al afio de diagndstico
(n=33; ds=1.5).
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La abundancia de bacterias en la baciloscopia se registr6 de BK+ a BK+++. La

mayoria de los casos fueron BK+ (15, 45.5%), seguido de BK+++ (12, 36.4%), y por

altimo BK++ (4, 12.1%), aungue no se contd con esta informacion para 2 de los casos

(6.1%) (Tabla V, Figura 5).
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Figura 5. Numero de casos de la muestra de estudio de acuerdo a la baciloscopia

(n=33).

39



4.3.1 Tratamiento

En cuanto al tratamiento de los pacientes, se analizaron cuatro variables: 1)
tipo de ingreso, 2) esquema de tratamiento, 3) tiempo de tratamiento y 4) tipo de

egreso.

4.3.1.1 Tipo deingreso
El tipo de ingreso se clasificd en: 1) caso nuevo, 2) reingreso, 3) referido, 4)

recaida y 5) fracaso. La mayoria de los casos fueron casos nuevos (22, 66.7%),
seguido de recaidas (7, 21.2%), reingresos (3, 9.1%) y por ultimo fracasos (1 caso,

3%). El tnico ingreso como fracaso fue un hombre (Figura 6).
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Figura 6. Numero de casos segun el tipo de ingreso y sexo del paciente (n=33).
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4.3.1.2 Esquema de tratamiento
El esquema de tratamiento se clasificé en: 1) primario, 2) continda en

tratamiento, 3) retratamiento y 4) segunda linea (Tabla V)

Tabla VLa mayoria de los pacientes recibieron tratamiento primario (22 casos,
66.7%), seguido de tratamiento con farmacos de segunda linea y retratamientos (5
casos, 15.2% cada uno), y por ultimo, continda en tratamiento (1 casos, 3%). No hubo
mujeres que recibieran retratamiento, asi como hombres en la categoria de continGan

en tratamiento (Figura 7).
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Figura 7. Numero de casos de acuerdo al tratamiento administrado (n=33). Tx:
tratamiento; Retrat: retratamiento; Segunda L.: tratamiento con farmacos
de segunda linea).
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4.3.1.3 Tiempo de tratamiento
El tiempo de tratamiento fue registrado en meses, siendo el mas frecuente seis

meses (21 casos, 63.6%), seguido de 12 meses (3 casos, 9.1%), siete meses (2
casos, 6.1%), y los demas periodos de tiempo (1 caso, 3% cada uno) (Figura 8). El
caso de cero meses corresponde al aislado C206, que tuvo un egreso por defuncion y
los mayores a 12 meses fueron casos que recibieron tratamiento con farmacos de
segunda linea, por ser farmacologicamente resistente a los cinco farmacos de primera
linea (aislados C020, C023, C035, C194 y C205). No hubo mujeres en las categorias

de menos de 6 meses ni mayor o igual a 24 meses (Tabla IV y Tabla V).
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Figura 8. Numero de casos de acuerdo al tiempo de tratamiento en meses (n=33).
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4.3.1.4 Tipo de egreso
El tipo de egreso del paciente se clasificd en las siguientes categorias: 1)

curado, 2) abandono, 3) termino de tratamiento, 4) fracaso y 5) defuncion.

La mayoria de los pacientes egresaron como curados (18 casos, 54.5%),
seguido de abandono (7 casos, 21.2%), defuncion (5 casos, 15.2%), fracaso (2 casos,
6.1%), y término de tratamiento (1 caso, 3%). No hubo mujeres en las categorias de
“abandono” y “defuncién”. Hubo un caso de fracaso tanto para hombres como para
mujeres. El porcentaje de curados fue de 51.9% para los hombres y de 66.7% para las

mujeres (Figura 9).
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Figura 9. Numero de casos segun el tipo de egreso y sexo (n=33; Tx: Tratamiento).
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Con el objeto de comparar el tipo de egreso con el tiempo de tratamiento, tipo
de tratamiento e ingreso de los pacientes, se realizaron graficas con la combinacién de

estas variables, que se describen a continuacion.

4.3.1.4.1 Relacién entre el tipo de egreso y tiempo de tratamiento

Todos los pacientes curados (n=18) llevaron tratamiento minimamente por seis
meses; el mayor porcentaje (10 casos, 55.6%) tomad tratamiento por seis meses,
seguido por 12 meses (2 casos, 11.1%) y los demas (7, 18, 24, 25, 26, 27 y 48 meses)
con tan solo un caso cada uno (3%). Los pacientes con egreso de “abandono” fueron
siete, de los cuales cinco (71.4%) tomaron tratamiento por seis mes, uno por dos y
otro por 12 meses (3% cada uno). Hubo dos casos de “fracaso”, ambos con seis
meses de tratamiento. Hubo cinco defunciones, de las cuales cuatro (80%) habian
tomado tratamiento por seis meses y so6lo uno (20%) fallecié poco después de haber
sido diagnosticado. Hubo un solo caso que termind el tratamiento, pero sin

confirmacion de su curacion, el cual tomd tratamiento por siete meses (Figura 10).
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Figura 10. Numero de casos de acuerdo al tiempo de tratamiento en meses y segun el
tipo de egreso del paciente (n=33, Tx: tratamiento).
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4.3.1.4.2 Relacién entre el tipo de egreso e ingreso

De los 18 pacientes que egresaron como curados (n=33, 54.5%), 14 ingresaron

como casos nuevos (n=18, 77.8%), dos como reingresos y (n=18, 11.1%), de recaidas

y fracasos hubo un caso de cada uno (n=18, 5.6%) y otro como fracaso (n=18, 5.6%).

Hubo un solo caso de “término de tratamiento”, el cual fue caso nuevo. De los siete
abandonos (n=33, 21.2%), cuatro fueron casos nuevos (n=7, 57.1%), uno fue un
reingreso (n=7, 14.3%), y 2 casos ingresaron como recaidas (n=7, 28.6%). Los 2

casos con egreso de “fracaso” (n=33, 6.1%) habian ingresado como casos nuevos. De

los cinco casos con egreso de “defuncion” (n=33, 15.2%), cuatro habian sido recaidas

(n=5, 80%) y uno era caso nuevo (n=5, 20%) (Figura 11).
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Figura 11. Nimero de casos segun el tipo de egreso e ingreso (n=33; Tx:
Tratamiento).
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4.3.1.4.3 Relacién entre el tipo de egreso y el tratamiento administrado

Respecto a la relacion entre el tipo de egreso y el tratamiento administrado, de
los 18 casos que egresaron como curados (n=33, 54.5%), 11 tomaron tratamiento
primario (n=18, 61.1%), uno continuaba en tratamiento (n=18, 5.6%), uno llevé un
retratamiento (n=18, 5.6%) y cinco llevaron tratamiento con farmacos de segunda linea
(n=18, 27.8%). Hubo un solo caso con egreso “término de tratamiento” (n=33, 3%), el
cual recibio tratamiento primario. De los siete casos con egreso como “abandono”, seis
tuvieron tratamiento primario (n=7, 85.7%) y a uno le fue administrado un
“retratamiento” (n=7, 14.3%). Los dos casos con egreso como “fracaso” (n=33, 6.1%)
habian recibido tratamiento primario. De las cinco “defunciones” (n=33, 15.2%), dos

recibieron tratamiento primario (n=5, 40%) y tres retratamiento (n=5, 60%) (Figura 12).
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Figura 12. Nimero de casos segun el tipo de egreso y el tipo de tratamiento
administrado (n=33; Tx: Tratamiento; Segunda L.: tratamiento con
farmacos de segunda linea; Retrat: Retratamiento).

46



4.3.2 Comorbilidades

En cuanto a comorbilidades, el mayor niUmero de pacientes (16 casos, 48.5% )

no presentd enfermedades asociadas. Entre los que si presentaron alguna

comorbilidad, la mas frecuente fue

diabetes (7 casos, 21.2%), seguida por alcoholismo

y VIH/Sida (3 casos, 9.1% cada una); drogas, desnutricidén, sindrome antifosfolipidico y

otra (1 caso, 3% cada una). Solo 2

de las 6 mujeres presentaron comorbilidades,

siendo una desnutricion y la otra sindrome antifosfolipidico (Figura 13).
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Figura 13. Nimero de casos por comorbilidad y por sexo (n=33; Sx: sindrome).
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4.3.2.1 Relacién entre las comorbilidades y el tipo de egreso

Con el objeto de determinar si las comorbilidades tuvieron alguna tendencia

respecto al tipo de egreso, se relacionaron ambas variables en un grafico (Figura 14).

En la categoria de “curados” (n=18), el mayor porcentaje no tuvo enfermedades

asociadas (11 casos, 61.1%), seguido de diabetes (3 casos, 16.7%), alcoholismo (2

casos, 11.1%), y VIH-Sida y desnutricion (1 caso, 5.6% cada una). El Unico caso de

“término de tratamiento” no tuvo comorbilidades. En la categoria de “abandono” (n=7),

tres casos (42.9%) no tuvieron enfermedades asociadas, dos (28.6%) presentaron

VIH-Sida, y hubo un caso (14.3%) de drogas y de otra enfermedad no especificada

(Figura 14).
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Figura 14. Nimero de casos de acuerdo al egreso y a las enfermedades asociadas a

la TB (n=33; Tx: tratamiento; Sx: sindrome).
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4.3.3 Caracteristicas de drogorresistencia (fenotipicay molecular) y linajes
Se analizé6 la correlacion entre las caracteristicas moleculares

(drogorresistencia y linajes) y la sensibilidad farmacolégica (Tabla VI).

Tabla VI. Caracteristicas de drogorresistencia famacoldgica y molecular de los
aislados, incluyendo linaje por MIRU-VNTR 12

FARMACOLOGICO MOLECULAR
AISLADO NIVEL DE RESISTENCIA  NIVELDE
SENSIBILIDAD RRIIEDSFTS'SE?VCIA HINAJE MOLECULAR RREDSFigSECr)\K:lA
C020 HRZSE TB-MDR Haarlem HR,Z TB-MDR
C022 HRS TB-MDR Beijing H,R,S TB-MDR
C023 HRSE TB-MDR Beijing R, S TB-PR
C031 HRZSE TB-MDR S 4 TB-DR
C032 Z TB-DR LAM sm TB-PR
C034 HE TB-PR S H R, E TB-MDR
C035 HR TB-MDR X R, E TB-PR
C036 HRE TB-MDR No def. sm sensible
C038 HRE TB-MDR S sm sensible
C046 Rz TB-PR Cameroon sm sensible
C057 HRZSE TB-MDR Ghana sm sensible
C062 HRZSE TB-MDR LAM sm sensible
Co67 HRZSE TB-MDR S sm sensible
CO075 HRZSE TB-MDR Beijing sm sensible
Co78 HRZSE TB-MDR Uganda | sm sensible
C169 HRZSE TB-MDR Haarlem sm sensible
Ci171 HRSE TB-MDR Ghana sm sensible
C172 Z TB-DR Ghana sm sensible
C175 HRZSE TB-MDR LAM sm sensible
C176 HRZSE TB-MDR LAM sm sensible
C177 HRZSE TB-MDR EAI H TB-DR
ci181 HRZSE TB-MDR LAM sm sensible
C183 HRZSE TB-MDR Haarlem sm sensible
ci184 HRZSE TB-MDR Ghana sm sensible
C191 HRZSE TB-MDR LAM sm sensible
C193 HRZSE TB-MDR Ghana sm sensible
C194 HRZSE TB-MDR Ugandal | R,Z TB-PR
C201 HRZSE TB-MDR Ghana sm sensible
C203 HRZSE TB-MDR Haarlem sm sensible
C204 HRZSE TB-MDR Beijing H,R,S TB-MDR
C205 HRZSE TB-MDR No def. H R, Z E TB-MDR
C206 HRZSE TB-MDR S sm sensible
C211 HRZSE TB-MDR S H R, E TB-MDR

sm: sin mutacion, H: isoniacida; R: rifampicina; Z: pirazinamida; S: estreptomicina; E:
etambutol; No def.: no definido; linajes tomados de Garcia-Ortiz (2013).
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4.3.3.1 Sensibilidad farmacolégica (fenotipica)

La mayoria de los casos (29 aislados, 87.9%) fueron TB-MDR, dos aislados
(6.1%) TB-PR y dos aislados (6.1%) TB-DR. (Figura 15, jError! No se encuentra el

origen de lareferencia.).
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Figura 15. Nimero de casos de acuerdo a la combinacién de drogorresistencia

farmacoldgica y clasificacion de la misma (n=33; H: isoniacida; R:
rifampicina; Z: pirazinamida; S: estreptomicina; E: etambutol; TB-DR:

tuberculosis drogorresistente; TB-PR: tuberculosis polirresistente; TB-

MDR: tuberculosis multi-drogorresistente; Nivel de drogorresistencia segun

clasificacién de pag. 49).
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4.3.3.2 Drogorresistencia molecular
De los 33 aislados drogorresistentes en las pruebas de sensibilidad

farmacoldgica, se lograron amplificar los siete genes asociados a drogorresistencia
para los cinco farmacos de primera linea en 26 de los aislados (78.8%). En cinco
aislados (15.2% ) se lograron amplificar seis de los siete genes. En los dos aislados
restantes solo se lograron amplificar cinco y tres genes respectivamente (Anexo 4.
Tablas de datos). Los genes que no se lograron amplificar se repitieron por lo menos
tres veces, sin embargo, la secuencia obtenida fue de baja calidad para su lectura, por

lo que se eliminaron del andlisis.

El gen para el que se detecté un mayor porcentaje de aislados con mutaciones
fue rpoB (9 aislados, 27.3%), seguido de katG (15.2%), pncA (13.8%), y embB
(12.5%). Los demas genes (rrS, inhA y rpsL) presentaron porcentajes menores al 10%

(Tabla VII).

Tabla VII. NUmero de aislados secuenciados para los siete genes asociados a
drogorresistencia, indicando el nimero de aislados que presentaron

mutaciones.
9 Aisl
e Numero . % de Aislados ILC |s.ados
Antibiotico Aislados . secuenciados
de R Aislados con
/ Gen ] secuenciados . . con
Aislados secuenciados mutaciones .
mutaciones
H / katG 33 33 100% 5 15.2%
H /inhA 33 33 100% 2 6.1%
R/ rpoB 33 33 100% 9 27.3%
Z / pncA 33 29 88% 4 13.8%
S/ rpsL 33 32 97% 1 3.1%
S/rrS 33 28 85% 2 7.1%
E/embB 33 32 97% 4 12.5%

De los 33 aislados que fueron drogorresistentes en las pruebas de sensibilidad
farmacoldgica, solo 11 (33.3%) presentaron al menos una mutacién en los genes
asociados a drogorresistencia para alguno de los cinco farmacos de primera linea.
(Anexo 4. Tablas de datos). Las secuencias de los aislados con mutaciones fueron
sometidas al “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) y se encuentran

disponibles en su pégina de internet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Con el objeto de determinar si las mutaciones ya habian sido reportadas con

anterioridad, se realiz6 una busqueda en la base de datos de mutaciones de M.
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tuberculosis descrita por Sandgren et al. (2009), disponible en internet (
https://tbdreamdb.ki.se/Info/).
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4.3.3.2.1 Mutaciones en el gen rpoB

El mayor nimero de aislados reporté mutaciones en el gen rpoB (8 aislados,
24.2%). Todas las mutaciones fueron no sinénimas, y en orden de frecuencia se
presentaron en los codones 531 (4 aislados), 526 (3 aislados) y 516 (2 aislados), todas
ya reportados previamente en la literatura (Donnabella et al., 1994; Kapur et al., 1994;
Bodmer et al., 1995; Perdigdo et al., 2010; Surcouf et al., 2011) (Tabla VIII).

Tabla VIII. Relaciéon de aislados con mutaciones en el gen rpoB, asociado a resistencia
contra rifampicina y sensibilidad para éste farmaco.

AISLADO 4 {IINGAGIDD NUCLEGTIDO REPORTADA  GBID  Lpny 61
C023 D516V A1304T Si KF 444080 resistente
Co034 D516Y G1303T Si KF 444081 sensible
C035 H526Y C1333T Si KF 444082 resistente
C022 resistente

H526D C1333G Si KF444079
C204 resistente
C020 S531wW C1349G Si KF444078 resistente
C194 resistente
C205 S531L C1349T Si KF444083 resistente
C211 resistente

Nota: GB ID: nUmero de acceso a Gene Bank.
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4.3.3.2.2 Mutaciones en el gen inhA

Solo dos aislados (6.1%) registraron mutaciones en el gen inhA. Las
mutaciones detectadas se localizaron en el codén 94 y en la posicion -39 del promotor.
En el codon 94 se detectd la mutacién S94A en el aislado C020, la cual ya habia sido
reportada (Lee et al., 2000). En la posicion -39 del promotor se present6 la mutacion

C-39T en el aislado C177, no reportada previamente (Tabla IX).

Tabla IX. Relacion de aislados con mutaciones en el gen inhA ,asociado a resistencia
contra isoniacida, y sensibilidad para éste farmaco.

MUTACION MUTACION SENSIBILIDAD
AISLADO  A\MINOACIDO NUCLEOTIDO REPORTADA — GBID  \pvacoLOGICA
C020 S94A T280G Si KF444075 resistente
C177 promotor C -39T Si KF444077 resistente

Nota: GB ID: nimero de acceso a Gene Bank.
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4.3.3.2.3 Mutaciones en el gen katG

Se identificaron mutaciones en el gen katG en cinco aislados (15.2%). La
totalidad de estos aislados presentaron la misma mutacion, S315T, la cual ya habia
sido reportada en la literatura por varios autores (Heym et al., 1995; Hass et al., 1997,
Gandhi et al., 2013). (Tabla X).

Tabla X. Relacion de aislados con mutaciones en el gen katG, asociado a resistencia
contra isoniacida, y sensibilidad para éste farmaco.

AISLADO. \NGACIDO NUGLEGTIDO REPORTADA  GBID  pbyiico 6Gica
C022
C034
C204 S315T G944C Si KF477306 resistente
C205
C211

Nota: GB ID: nimero de acceso a Gene Bank.
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4.3.3.2.4 Mutaciones en el gen pncA

Se identificaron mutaciones en el gen pncA en cuatro aislados (12.1%). En

este gen se presentaron cuatro mutaciones no sinénimas diferentes y una en el

promotor. Las mutaciones no sinénimas fueron en los codones 57 (aislado C031, 3%),
102 (aislado C194, 3%), simultdneamente en codones 105 y 150 (aislado C020, 3%) y
en la posicion -11 del promotor (aislado C205, 3%). De éstas, las de los codones 105

y 150 (aislado C020) no habian sido reportadas con anterioridad. La mutacién en el

aislado C031 tampoco estaba reportada (Tabla XI).

Tabla XI. Relacién de aislados con mutaciones en el gen pncA, asociado a resistencia
contra pirazinamida, y sensibilidad para éste farmaco.

MUTACION MUTACION SENSIBILIDAD
AISLADO | AMINOACIDO | NUCLEOTIDO | REPORTADA | GBID | ) pviacoL6GICA

C031 H57R Al170G no KF429479 resistente

C194 A102 T G304A sSi KF429483 sensible
G105V G314T no

C020 KF429478 resistente
G150D G449A no

C205 promotor A-11G Si KF429484 sensible
Nota: GB ID: nimero de acceso a Gene Bank.
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4.3.3.2.5 Mutaciones en el gen rpsL

Se identificaron mutaciones en el gen rpsL en un aislados (3% de la poblacion
de estudio y 9.1% de los aislados con mutaciones). El aislados C023 presenté la
mutacion no sindnima K43R, la cual ya habia sido reportada (Nair et al., 1993) (Tabla
XI1).

Tabla XII. Relacion de aislados con mutaciones en el gen rpsL, asociado a resistencia
contra estreptomicina, y sensibilidad farmacolégica para éste farmaco.

MUTACION | MUTACION SENSIBILIDAD
AISLADO | A\\iNOACIDO | NUCLEOTIDO | REPORTADA | GBID | ) pvAcOLOGICA
C023 K43R A128G si KF477305 resistente

Nota: GB ID: nimero de acceso a Gene Bank.
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4.3.3.2.6 Mutaciones en el gen rrs

Se identificaron mutaciones en el gen rrs (de la subunidad 16S del ARN
ribosémico (ARNr)) en dos aislados (6.1% de la poblacién de estudio y 18.2% de los
aislados con mutaciones). Al ser rrs un gen para ARNTr, las mutaciones se expresan en
términos de nucledtidos. Los aislados C022 y C204 presentaron la mutacion A513C,
reportada con anterioridad (Finken et al., 1993; Meier et al., 1994; Sreevatsan et al.,
1996) (Tabla XIlI).

Tabla XIII. Relacién de aislados con mutaciones en el gen rrS, asociado a resistencia
contra estreptomicina, y sensibilidad para éste farmaco.

MUTACION MUTACION SENSIBILIDAD
AISLADO | AMINOACIDO | NUCLEOTIDO | REPORTADA | GB ID FARMACOLOGICA
C022 pendiente resistente
ribosomal A513C Si
C204 pendiente resistente

Nota: GB ID: nimero de acceso a Gene Bank.
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4.3.3.2.7 Mutaciones en el gen embB

Se identificaron mutaciones no sinénimas en el gen embB en cuatro aislados

(12.1% de la poblacion de estudio, 36.4% de los aislados con mutaciones),
localizadas en el codon 306. Los aislados C034, C035y C211 (75%) presentaron la

mutaciéon M306l, previamente reportada (Sreevatsan et al., 1997b; Shi et al., 2011); el

aislado C205 (25%) presento la mutacion M306V, reportada previamente (Sreevatsan
et al., 1997b; Shi et al., 2011; Gandhi et al., 2013) (Tabla XIV).

Tabla XIV. Relacion de aislados con mutaciones en el gen embB, asociado a

resistencia contra etambutol, y sensibilidad para éste farmaco.

AISLADO | i 6ACIDO | NUGLEGTIDD | REPORTADA| GBID | oo e Seiea
C034 resistente
C035 M3061 G918A Si KF417423 sensible
C211 resistente
C205 M306V A916G Si KF417424 sensible

Nota: GB ID: nimero de acceso a Gene Bank.
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4.3.3.3 Linajes
La determinacién de los linajes fue realizada utilizando 12 loci de MIRU-VNTR

por (Garcia-Ortiz, 2013). De los 33 aislados de la muestra de estudio, el mayor
porcentaje corresponde a los linajes S, LAM y Ghana (6 casos, 18.2% cada uno);
seguido de los linajes Haarlem y Beijing (4 casos, 12.1% cada uno); Uganda | y No
definido (2 casos, 6.1% cada uno); X, Cameroon y EAI (1 caso, 3% cada uno).
Ninguno de los aislados de linaje LAM, Gahna y Cameroon presentaron mutaciones en
los genes asociados a drogorresistencia. Los linajes con mayor nimero de aislados
con mutaciones en genes asociados a drogorresistencia fueron el Beijing (n=4, 75%
con mutaciones) y S (n=6, 50% con mutaciones). Solo se presentd un caso de los
linajes X y EAI, y ambos presentaron alguna mutacion en los genes asociados a
drogorresistencia (Figura 16).

4 ™\
7 A - 20 Drogorresist.
6 | molecular
16 BH,RZE
2 5 . BHRE
1]
v 1]
S 4 - 12 '® | ®H,R,S
o =
o I s H,R, Z
v 3 - i5
E -8 &  mRzZ
Z
2 - I I mR,E
1 -4 mR,S
I l_ .Z
U T T T T T T T T T ™ U
EH
N . N
\?Sx\c}\,b(“b :b'l\qj‘(\ é}§¢%obé\ Qb’b +Q}OO{\ < M
2
R N33 (J,b-:‘-‘
Linajes
. /

Figura 16. Numero de casos de acuerdo al linaje determinado por MIRU-VNTR 12 y de
acuerdo a la combinacion de mutaciones en genes asociados a
drogorresistencia (n=33; Farmacos de acuerdo a abreviaturas de Tabla I;
SM: sin mutacién; No def: linaje no definido; linajes tomados de Garcia-Ortiz
(2013)
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Al comparar los linajes con la sensibilidad farmacolégica, todos los aislados

correspondientes a los linajes Haarlem, Uganda | y EAI presentaron drogorresistencia

para los cinco farmacos de primera linea. Los demas linajes presentaron diferentes

combinaciones de drogorresistencia a los cinco farmacos de primera linea y en

diferentes proporciones (Figura 17).
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Figura 17. Numero de casos de acuerdo al linaje determinado por MIRU-VNTR 12y a
la sensibilidad farmacoldgica (n=33; Farmacos de acuerdo a abreviaturas de
Tabla I; No def: Linaje no definido; linajes tomados de (Garcia-Ortiz, 2013)
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4.3.3.4 Resumen de mutaciones, linajes por MIRU-VNTR 12, drogorresistencia
farmacoldgicay egreso de los pacientes.

Tabla XV. Mutaciones que presentd cada aislado en genes asociados con
drogorresistencia para farmacos de primera linea, en términos de codones,
ordenados por tipo de egreso y linaje (MIRU-VNTR 12).

FEIESD H R z S E (R
> o =
0 0
Gen > Linaje % '§ S| Egreso
Aislado inhA | katG rpoB pncA rspL rrs embB ? g
y o &
C022 S315T | H526D A513C Beijing HRS Abandono
C204 S315T | H526D A513C Beijing HRZSE | Abandono
C177 C-39T EAI HRZSE | Abandono
C169 Haarlem | HRZSE | Abandono
C183 Haarlem | HRZSE | Abandono
C036 No def. HRE Abandono
Co078 Uganda |l | HRZSE | Abandono
C023 D516V K43R Beijing HRSE Curado
C075 Beijing HRZSE Curado
C046 Cameroon RZ Curado
C171 Ghana HRSE Curado
C172 Ghana z Curado
c184 Ghana HRZSE Curado
C193 Ghana HRZSE Curado
C201 Ghana HRZSE Curado
C020 S94A S531W 211%%\6 Haarlem | HRZSE Curado
C203 Haarlem | HRZSE Curado
C175 LAM HRZSE Curado
C176 LAM HRZSE Curado
Cci181 LAM HRZSE Curado
C191 LAM HRZSE Curado
C205 S315T | S531L | A-11G M306V No def. HR Curado
C067 S HRZSE Curado
C194 S531L | A102T Uganda | HR Curado
C035 H526Y M306I X HR Curado
C057 Ghana HRZSE | Defuncién
C032 LAM z Defuncion
Co31 H57R S HRZSE | Defuncién
C034 S315T | D516Y M306I S HE Defuncion
C206 S HRZSE | Defuncién
C038 S HRE Fracaso
C211 S315T | S531L M3061 S HRZSE Fracaso
C062 LAM HRZSE | Termino Tx

Nota: En negritas las mutaciones expresadas en términos de nucleétidos, por ser en la regién promotora o
ADN ribosémico. Linajes tomados de Garcia-Ortiz (2013).
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4.3.4 Comparacion entre sensibilidad farmacol6gica, drogorresistencia

molecular, tipo de egreso y tratamiento administrado.

Se registré poca asociacion entre los resultados de sensibilidad farmacolégica

de las cepas y las mutaciones presentes en los genes asociados a drogorresistencia

(drogorresistencia molecular). La mayoria (22 de 33, 66.7%) de las cepas con

drogorresistencia farmacoldgica no presentaron mutaciones en los genes asociados a

drogorresistencia para los cinco farmacos de primera linea (Figura 18).
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Figura 18. Nimero de aislados de acuerdo a su drogorresistencia farmacoldgica y

molecular (n=33; sm: sin mutaciones).
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El tipo de egreso tampoco se relaciond con la drogorresistencia farmacoldgica.
Trece de los 18 casos (72.2%) de pacientes “curados” correspondieron a cepas TB-
MDR de acuerdo a la prueba MGIT 960 (Figura 19). siendo que solo cinco de ellos
recibieron tratamiento con farmacos de segunda linea (Figura 20)
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Figura 19. Numero de casos de acuerdo al egreso y a la drogorresistencia
farmacologica (n=33; Abreviaturas de farmacos de acuerdo a Tabla I).
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Figura 20. Numero de casos segun el tratamiento administrado y el tipo de egreso del

paciente (Tx: tratamiento; Retrat.: retratamiento; Segunda L.: tratamiento

con farmacos de segunda linea).
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Se comparo¢ la drogorresistencia molecular con el egreso y tipo de tratamiento

de los pacientes. De los pacientes curados (n=18), 13 no presentaron mutaciones y los

cinco restantes son los que recibieron tratamiento con farmacos de segunda linea

(Figura 20 y Figura 21), debido a que se detecté oportunamente drogorresistencia

mediante el método MGIT 960. Las demas categorias de egreso (que pueden

considerarse como el grupo de no curados), recibieron tratamiento primario aun

cuando presentaron diferentes grados de drogorresistencia (Figura 20 y Figura 21).
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Figura 21. Numero de casos de acuerdo al egreso y a la drogorresistencia molecular
(n=33; Abreviaturas de farmacos de acuerdo a Tabla I; Tx: tratamiento; sm:
sin mutaciones).
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4.4 Anélisis epidemioldgico molecular

Para su andlisis, los aislados se clasificaron en cuatro categorias de acuerdo a
la presencia o ausencia de mutaciones en los siete genes asociados a

drogorresistencia:

e Sin mutaciones

e Con alguna mutacién (TB-DR+TB-PR+TB-MDR)
e Grupo TB-DR + TB-PR

e Grupo TB-MDR

Se determinaron las RMs e IC 95% para todos los grupos con algun grado de
drogorresistencia contra el grupo sin mutaciones, y entre los grupos TB-DR+TB-PR y
TB-MDR.

4.4.1 Asociacion de variables sociodemograficas y clinicas con la sensibilidad
farmacolégica
Todos los aislados tuvieron algun grado de drogorresistencia farmacoldgica,
por lo que al menos fueron TB-DR. Al agrupar los aislados TB-DR con los TB-PR y
comparar este grupo con los aislados TB-MDR, se evidenciaron algunas tendencias en
sus razones de momios (RM), aunque no fueron estadisticamente significativas (los IC
95% incluyen la unidad y P>0.05) debido al bajo nimero de casos que cumplieron los

criterios de inclusiéon (Tabla XVI).
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Tabla XVI. NUumero de casos clasificados segun las variables sociodemograficas y

clinicas de acuerdo al nivel de drogorresistencia farmacolédgico y razon de

mMOomIos con sus parametros estadisticos.

TB-
DR+TB- IC 95%
Total PR TB-MDR | RM z P

Variable n=33 % | 4| % | 29 | % Min  Max
Sexo: Hombre 27 |79 4 | 100 | 23 79 | 0.4 0.0 8.5 0.59 0.56
Sexo: Mujer 6 181 O 0 6 21 | 25 0.1 52.5 0.59 0.56
LN foraneo 18 (53| 2 | 50 | 16 | 55 [ 1.2 0.2 10.0 0.20 0.85
Diabetes 7 21 2 | 50 5 17 | 0.2 0.0 1.9 1.41 0.16
VIH-SIDA 3 910 0 3 10 | 1.2 0.1 27.1 0.11 0.91
Desnutricion 1 3|10 0 1 3 0.5 0.0 13.5 0.44 0.66
Drogas 1 3|10 0 1 3 0.5 0.0 13.5 0.44 0.66
Alcoholismo 3 91| 25 2 7 0.2 0.0 3.2 1.10 0.27
Ninguna 16 (47|11 | 25 | 15 | 52 [ 3.2 0.3 34.6 0.96 0.34
Sx. Antifosfolipidico 1 3|0 0 1 3 05 0.0 135 0.44 0.66
Otra 1 3|10 0 1 3 0.5 0.0 13.5 0.44 0.66
Nuevo 22 |65 2 | 50 20 69 | 2.2 0.3 18.4 0.74 0.46
Reingreso 3 910 0 3 10 | 1.2 0.1 27.1 0.11 0.91
Recaida 7 21 2 | 50 5 17 | 0.2 0.0 1.9 1.41 0.16
Fracaso 1 3|10 0 1 3 0.5 0.0 13.5 0.44 0.66
Curado 18 (53] 2 | 50 16 55 | 1.2 0.2 10.0 0.20 0.85
Termino Tx 1 310 0 1 3 |05 0.0 135 0.44 0.66
Abandono 7 21 0 0 7 24 | 3.0 0.1 62.5 0.71 0.48
Fracaso 2 60 0 2 7 |08 0.0 20.0 0.12 0.90
Defuncién 5 151 2 | 50 3 10 | 0.1 0.0 1.2 1.84 0.07
Primario 22 |65 2 | 50 20 69 | 2.2 0.3 18.4 0.74 0.46
Continua Tx 1 30 0 1 3 |05 0.0 13.5 0.44 0.66
Retrat. 5 151 2 | 50 3 10 | 0.1 0.0 1.2 1.84 0.07
Segunda L. 5 |15| 0 0 5 17 | 20 0.1 43.3 0.45 0.65
< 6 meses 2 6|0 0 2 7 0.8 0.0 20.0 0.12 0.90
6 mes 21 |62 3 | 75 18 62 | 0.5 0.1 5.9 0.50 0.62
> 6 meses 10 (29 1 | 25 9 31 | 14 0.1 14.8 0.25 0.81

Nota: RM: razén de momios; IC 95%: intervalo al 95% de confianza; Z: estadistico Z; P: nivel de

significancia estadistica. No hubo valores estadisticamente significativos.
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4.4.2 Asociacion de variables sociodemogréficas y clinicas con la

drogorresistencia molecular

Solo 11 aislados de los 33 con drogorresistencia farmacologica presentaron
alguna mutacion en al menos uno de los genes asociados con drogorresistencia para
los farmacos de primera linea. Al evaluar la asociacion entre la presencia o ausencia
de mutaciones con las variables sociodemograficas y clinicas, s6lo en cuatro de ellas
se encontraron RMs estadisticamente significativas, en el tipo de tratamiento y el
tiempo en que fue administrado (Tabla XVII):

e Tratamiento primario (RM=0.13, IC 95% entre 0.02 y 0.65, P=0.01),
mostrando que los pacientes que recibieron tratamiento primario tienen una
proporcion de 0.13 veces el de otros tipos de tratamiento, de estar
infectados con una cepa que presente mutaciones en genes asociados a
drogorresistencia para farmacos de primera linea.

e Tratamiento con farmacos de segunda linea (RM=38.08, IC 95% entre 1.85
y 783.2, P=0.02), mostrando que los pacientes que recibieron tratamiento
con farmacos de segunda linea tienen una proporcion de 38.08 veces el de
otros tipos de tratamiento , de estar infectados con una cepa que presente
mutaciones en genes asociados a drogorresistencia para farmacos de
primera linea.

e Tratamiento administrado por 6 meses (RM= 0.17, IC 95% entre 0.03 y 0.82,
P=0.03), mostrando que los pacientes que recibieron tratamiento primario
por 6 meses tienen una proporciéon de 0.17 veces el de otros periodos de
tiempo de tratamiento, de estar infectados con una cepa que presente
mutaciones en genes asociados a drogorresistencia para farmacos de
primera linea.

e Tratamiento administrado por mas de 6 meses (RM=5.4, IC 95% entre 1.08
y 26.93, P=0.04), mostrando que los pacientes que recibieron tratamiento
por mas de seis meses tienen una proporcion de 5.4 veces el de periodos de
tiempo menores, de estar infectados con una cepa que presente mutaciones

en genes asociados a drogorresistencia para farmacos de primera linea.
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Tabla XVII. Numero de casos clasificados segun las variables sociodemograficas y
clinicas de acuerdo a la presencia 0 ausencia de mutaciones en los genes
asociados a drogorresistencia para los farmacos de primera linea.

: con
Variable Total m”fal‘gié“ mad%:cr}gn RM IC 95% z P
33[%| 22 | % 11 | % W

Sexo: Hombre 27|79 18 | 82 9 82 | 1.00 0.15 6.53 0.00 1.00
Sexo: Mujer 6 |18 4 18 2 18 | 1.00 0.15 6.53 0.00 1.00
LN foraneo 19|56 12 | 55 7 64 | 1.46 0.33 6.46 050 0.62
Diabetes 7121 4 18 3 27 1 1.69 030 9.36 0.60 0.55
VIH-SIDA 3|9 2 1| 9 | 100 008 1240 000 1.00
Desnutricion 1|3 1 0 0 | 0.62 0.02 16.56 0.28 0.78
Drogas 1|3 1 0 0 | 0.62 0.02 16.56 0.28 0.78
Alcoholismo 319 2 1 9 1.00 0.08 12.40 0.00 1.00
Ninguna 16 (47| 11 | 50 5 45 1 0.83 0.20 356 0.25 0.81
Sx. Antifosfolipidico 1|3 0 1 9 6.43 0.24 1714 1.11 0.27
oira 0| 0 |062 002 1656 028 0.78
NUevo 22|65( 17 | 77| 5 | 45 | 025 005 1.15 1.78 0.08
Reingreso 319 2 9 1 9 1.00 0.08 12.40 0.00 1.00
Recaida 7121 3 14 4 36 | 3.62 0.64 2041 1.46 0.15
Fracaso 1/3| 0| 0] 1| 9 |643 024 1714 111 0.27
Curado 18|53| 13 | 59 5 45 | 0.60 0.13 248 0.74 0.46
Termino Tx 13 1 5 0 0O | 0.00 0.02 16.56 0.28 0.78
Abandono 7121 4 18 3 27 1169 030 9.36 0.60 0.55
Fracaso 2/6| 1|5 | 1|9 |210 012 371 051 061
Defuncién 5 (15| 3 14 2 18 | 1.41 020 9.96 0.34 0.73
Primario 22|65[ 18 | 82 | 4 | 36 | 0.13 002 065 246 0.01
Continua Tx 1|3 1 5 0 0 | 0.62 0.02 16.56 0.28 0.78
Retrat. 5 (15| 3 14 2 18 | 1.41 020 996 0.34 0.73
Segunda L. 5 (15 5 45 |38.08 1.85 783.2 236 0.02
< 6 meses 2|6 1 9 210 0.12 37.12 051 0.61
6 mes 21|62 17 | 77| 4 | 36 [ 017 003 082 221 003
> 6 meses 10(29| 4 18 6 55 | 540 1.08 26.93 2.06 0.04

Nota: RM: razdén de momios; IC 95%: intervalo al 95% de confianza; Z: estadistico Z; P:
nivel de significancia estadistica. Valores estadisticamente significativos resaltados en
negritas.
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Se evaluo la asociacién entre el grupo de aislados TB-DR y TB-PR y los que no
presentaron mutaciones para cada una de las variables sociodemogréficas y clinicas,
arrojando RMs sin significancia estadistica en su mayoria, con excepcién del tipo de
tratamiento primario (RM=0.06, IC 95% entre 0 y 0.64, P=0.02), mostrando que los
pacientes a los que se les administro tratamiento primario presentaron una proporcion
de 0.06 veces la de otros tipos de tratamiento, de estar infectados con una cepa
clasificada molecularmente como TB-DR o TB-PR. Como contraparte de esto, los que
recibieron tratamiento con farmacos de segunda linea también tuvieron RMs con
significancia estadistica (RM=63, IC 95% entre 2.47 y 1606, P=0.01), mostrando que
los pacientes a los que se les administré tratamiento con farmacos de segunda linea
presentaron una proporcion de 63 veces la de otros tipos de tratamiento, de estar
infectados con una cepa clasificada molecularmente como TB-DR o TB-PR (Tabla
XVIII)

Se evalugd la asociacion entre el grupo de aislados TB-MDR y los que no
presentaron mutaciones para cada una de las variables sociodemogréficas y clinicas,
arrojando RMs sin significancia estadistica para la mayoria de las variables, excepto
para el tratamiento con farmacos de segunda linea (RM=25, IC 95% entre 1.02 y
613.72, P=0.05), mostrando que los pacientes a los que se les administr6 tratamiento
con farmacos de segunda linea presentaron una proporcion de 25 veces la de otros
tipos de tratamiento, de estar infectados con una cepa clasificada molecularmente
como TB-MDR (Tabla XIX).
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Tabla XVIII. Numero de casos clasificados segun las variables sociodemograficas y
clinicas de los grupos de aislados sin mutaciones y clasificado
molecularmente como TB-DR + TB-PR.

sin TB-DR + o
Variable 79 muacion| TBPR | gm T ° P
3B (% |22|%| 5 | % Min  Max

Sexo: Hombre 27 |79 |18 82| 4 | 80 | 0.89 0.08 10.24 0.09 0.92
Sexo: Mujer 6 | 18| 4 18| 1 | 20 |[1.13 0.10 1297 0.09 0.92
LN foraneo 19 |56 |12 |55| 2 | 40 | 056 0.08 4.01 058 0.56
Diabetes 7 |21 4 18| 2 | 40 |3.00 0.37 24.30 1.30 0.30
VIH-SIDA 3 9|2 0 0 | 075 0.03 17.91 0.18 0.86
Desnutricion 1 | 3|1|5] o 0 |1.30 0.05 36.58 0.16 0.88
Drogas 1 3 1 5 0 0 1.30 0.05 36.58 0.16 0.88
Alcoholismo 3 9|29 1 |20 |25 0.18 3467 068 0.49
Ninguna 16 | 47 | 11 | 50 2 40 | 0.67 0.09 4.80 0.40 0.69
i)ri:tifosfolipl'dico L] oo o] E

i 1 | 3|1|5] o 0 |1.30 0.05 36.58 0.16 0.88
NEYE 22 | 65|17 | 77| 3 | 60 | 0.44 0.06 3.42 0.78 0.43
Reingreso 3 /9|29 0 0 | 075 0.03 17.90 0.18 0.85
Recaida 7 |21 3 14| 2 | 40 |4.22 048 36.77 1.30 0.19
Fracaso 1 3100 0 0

Curado 18 | 53|13 (59| 3 | 60 | 1.04 014 753 0.04 0.97
Termino Tx 1 3 1 5 0 0 1.30 0.05 36.58 0.16 0.88
Abandono 7 |21 4 18| 1 | 20 [113 0.10 1297 009 0.92
Fracaso 2 6 1 5 0 0 1.30 0.05 36.58 0.16 0.88
Defuncién 5 |15 3 14| 1 | 20 | 158 0.13 19.42 036 0.72
Primario 22 | 65|18 82| 1 | 20 |0.06 0.00 0.64 232 0.02
Continua Tx 1 3 1 5 0 0 1.30 0.05 36.58 0.16 0.88
Retrat. 5 |15 3 14| 1 | 20 | 158 0.13 19.42 036 0.72
Segunda L. 5 |15 0| 0| 3 | 60 |63.00 247 1606 251 0.01
< 6 meses 2 |6 |15 0 0 | 1.30 0.05 36.58 0.16 0.88
T 21 | 62|17 | 77| 2 | 40 | 020 0.03 152 156 0.12
> 6 meses 10 |29 | 4 |18 3 | 60 | 6.75 0.83 54.67 1.79 0.07

Nota: RM: razén de momios; IC 95%: intervalo al 95% de confianza; Z: estadistico Z; P: nivel
de significancia estadistica. Valores estadisticamente significativos resaltados en negritas.



Tabla XIX. Numero de casos clasificados segun las variables sociodemogréficas y
clinicas de los grupos de aislados sin mutaciones y clasificado
molecularmente como TB-MDR.

Variable Tota me":I‘r(]:ié” '\ISR RM 1 95% zZ P
33(% |22 % |6| % Min  Méax

Sexo: Hombre 27|79| 18 | 82 (5({83 | 1.11 0.10 12.31 0.09 0.93
Sexo: Mujer 6|18 4 |18 |1| 17 | 0.90 0.08 9.97 0.09 0.93
LN foraneo 1956 12 | 55 |4| 67 | 1.67 0.25 11.07 0.53 0.60
Diabetes 7|21 4 |18 |1| 17| 0.90 0.08 9.97 0.09 0.93
VIH-SIDA 31912 | 9 (117|200 0.15 26.74 0.52 0.60
Desnutricion 13|21 |5 (0] 02110 0.04 3046 0.06 0.95
Drogas 1/3|] 1|5 (0] 0] 110 0.04 30.46 0.06 0.95
Alcoholismo 31912 | 9 (0] 0063 0.03 1490 0.29 0.78
Ninguna 16 (47| 11 | 50 (3|50 | 1.00 0.16 6.08 0.00 1.00
i)r(\.tifOSfolipidiCO 1(3] 0 0 [1]|17 |12.27 0.44 344.15 1.47 0.14
Otra 13|21 |5 (0] 02110 0.04 3046 0.06 0.95
Nuevo 22165| 17 | 77 (233 0.15 0.02 1.05 1.91 0.06
Reingreso 31912 | 9 (117|200 0.15 26.74 0.52 0.60
Recaida 7|21 3 |14 2|33 | 3.17 0.39 2558 1.08 0.28
Fracaso 1(3] 0 0 [1]|17 |12.27 0.44 344.15 1.47 0.14
Curado 185313 | 59 |2133|0.39 0.00 1.08 191 0.06
Termino TX 1/3] 1|5 (0] 0] 110 0.04 30.46 0.06 0.95
Abandono 7121 4 |18 (2133|225 030 16.85 0.79 0.43
Fracaso 216] 1 5 1|17 | 420 0.76 145.37 1.75 0.08
Defuncion 51151 3 |14 (1|17 | 127 0.112 1495 0.19 0.85
Primario 22|65| 18 | 82 [3{50 | 0.22 0.03 154 152 0.13
Continua Tx 1/3|] 1|5 (0] 0] 110 0.04 30.46 0.06 0.95
Retrat. 51151 3 |14 (1|17 | 1.27 0.112 1495 0.19 0.85
Segunda L. 5|15 0 | 0 |2|33| 250 1.02 613.72 1.97 0.05
< 6 meses 2|6 1|5 |1|17| 420 0.76 145.37 1.75 0.08
6 mes 21162 17 | 77 [2(33 ] 0.15 0.02 1.05 1.91 0.06
> 6 meses 10(29| 4 | 18 (3|50 | 450 0.30 16.85 0.79 0.43

Nota: RM: razén de momios; IC 95%: intervalo al 95% de confianza; Z: estadistico Z; P:
nivel de significancia estadistica. Valores estadisticamente significativos resaltados en
negritas.



4.4.3 Asociacion entre linajes y mutaciones asociadas a drogorresistencia

Los aislados de linajes LAM, Ghana y Cameroon no presentaron mutaciones
asociadas a drogorresistencia. El linaje que presenté mas mutaciones fue el Beijing,
con ocho mutaciones asociadas a drogorresistencia para los farmacos H, Ry S; le
siguid el linaje S, con siete mutaciones asociadas a drogorresistencia para los
farmacos H, R, Zy E (Figura 22, Tabla XX).
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Figura 22. Numero de aislados que presentaron mutaciones, clasificados por linaje y

drogorresistencia molecular por farmaco de primera linea. Linajes tomados

de Garcia-Ortiz (2013).
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Tabla XX. Numero de aislados de acuerdo al linaje determinado por MIRU-VNTR 12,

indicando el nimero de mutaciones en los genes asociados a
drogorresistencia para los farmacos de primera linea.

(%]

" 0

é § DROGORRESISTENCIA MOLECULAR POR FARMACO §

o % f: % 5

< 13 " =

o —

Linajes | 2 s H % |R % |Z % | S %| E % E
o

S 6 18.2| 3 136|2 286|2 222 |1 250/ 0O 0.0| 2 500/ 7
LAM 6 1826 273|0 00|0 00 |0 00| O 00| O 00| O
Ghana 6 182| 6 273|0 00|0 00 |0 00| O 00| O 00| O
Haarlem | 4 12.1| 3 13.6|1 143|1 111| 1 250/ 0 00| O 0.0 | 3
Beijing 4 1211 452 286(3 333|0 00| 3 1000 0 00 | 8
No def. 2 611 451 143|1 1111 250/ 0 00| 1 250/ 4
Ugandal | 2 611 45|0 00 |1 11.1|1 250/ 0 00| O 00 | 2
X 1 30|0 00/0 001 1110 00| O 00| 1 250 2
Cameroon| 1 30 |1 45|0 00|/0 00|0 00| 0O 00| O 00| O
EAI 1 30|0 00|1 143|0 00 |0 00| O 00| O 00| 1
TOTAL 33 10022 100|7 100 |9 100 | 4 100| 3 100| 4 100 | 27

Nota: Abreviatura de farmacos de acuerdo a Tabla I. Linajes tomados de Garcia-Ortiz (2013).

75




Al comparar los grupos de aislados sin mutaciones contra el grupo con

mutaciones.

mutaciones, respecto a sus linajes, no se obtuvieron RMs estadisticamente

significativos, sin embargo, el valor de RM mas elevado fue para el linaje Beijing, en

donde los aislados con mutaciones fueron 7.9 veces més que en los aislados sin

Tabla XXI. Numero de aislados de acuerdo al linajes y drogorresistencia molecular por

grupo, clasificados de acuerdo a la presencia o ausencia de mutaciones en

los genes asociados a drogorresistencia para farmacos de primera linea.

§ Z é § S o
Linajes g Ij % |5 '§ % %5 § % | RM 95% Z P

§ = g S e Min Max
S 6 18.2 3 13.6| 3 273124 04 144 09 0.35
LAM 6 182 6 273| O 00|01 00 22 1.5 0.15
Ghana 6 18.2 6 273 O 00|01 00 22 1.5 0.15
Haarlem 4 121 3 136| 1 91106 01 69 04 071
Beijing 4 12.1 1 4.5 3 273179 0.7 873 1.7 0.09
No def. 2 6.1 1 4.5 1 9121 01 371 05 0.61
Uganda | 2 6.1 1 4.5 1 9121 01 371 05 0.61
X 1 3.0 0 0.0 1 91|64 02 1714 1.1 0.27
Cameroon 1 3.0 1 4.5 0 00| 06 00 166 0.3 0.78
EAI 1 3.0 0 0.0 1 91|64 02 1714 1.1 0.27
TOTALES 33 100 | 22 100 | 11 100

Nota: Linajes tomados de Garcia-Ortiz (2013). RM: raz6n de momios; IC 95%: intervalo de
confianza al 95%; Z: estadistico Z; P: nivel de significancia.
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Al comparar los grupos de aislados sin mutaciones contra el grupo de TB-DR +

TB-PR respecto a sus linajes, no se obtuvieron RMs estadisticamente significativos y

las RMs més elevadas se obtuvieron para los linajes EAl y X, aunque de estos linajes

solo se encontré un aislado para cada uno (Tabla XXIII).

Tabla XXII. Numero de aislados de acuerdo al linaje y drogorresistencia molecular
agrupando los que no presentaron mutaciones en los genes asociados a

drogorresistencia para farmacos de primera linea y los clasificados TB-DR
+ TB-PR molecularmente.

Nota: Linajes tomados de Garcia-Ortiz (2013). RM: razén de momios; IC 95%: intervalo de

confianza al 95%; Z: estadistico Z; P: nivel de significancia.

S o o
& |5 |% c95%
Linajes 5 = % | & E % > % | RM VA P
2 = g - Min  Max
S 6 182| 3 136 1 200|158 0.13 1942 036 0.72
LAM 6 182 6 273 0 00023 001 535 088 0.38
Ghana 6 182 6 273/ 0 00023 001 535 088 0.38
Haarlem 4 121} 3 136 0 0.0 051 0.23 1136 043 0.67
Beijing 4 121} 1 45| 1 200|5.25 0.27 10243 1.09 0.27
No def. 2 61| 1 45| 0 00130 0.04 3046 0.06 0.5
Uganda | 2 61| 1 45| 1 20.0|525 0.27 102.43 1.09 0.27
X 1 30| 0 00| 1 20.0|15.00 0.52 430.50 1.58 0.11
Cameroon| 1 30| 1 45| 0 0.0/ 130 0.04 3046 0.06 0.95
EAI 1 30( 0 00| 1 20.0|15.00 0.52 430.50 1.58 0.11
TOTALES 33 100| 22 100| 5 100
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Al comparar los grupos de aislados sin mutaciones contra el grupo de TB-MDR

una significancia estadistica de P=0.08 (Tabla XXIII).

respecto a sus linajes, no se obtuvieron RMs estadisticamente significativo. Aunque

Tabla XXIIIl. Numero de aislados de acuerdo al linaje y drogorresistencia molecular
agrupando los que no presentaron mutaciones en los genes asociados a
drogorresistencia para farmacos de primera linea y los clasificados TB-
MDR molecularmente.

g . g | .

. = S .5 5 IC 95%

Linajes | © & % |3 2 % E % | RM VA P

2 = g - Min  Max

S 6 18.2| 3 136 2 333|317 04 256 1.1 0.29
LAM 6 182 6 273 0 0.0 |0.20 00 40 1.1 0.29
Ghana 6 182 6 273 0 0.0 (020 0.0 4.0 1.1 0.29
Haarlem 4 121 3 136 1 16.7(127 01 150 0.2 0.85
Beijing 4 121] 1 4.5 2 3331050 0.8 1454 1.8 0.08
No def. 2 6.1 1 45| 1 16.7|420 0.2 793 1.0 0.34
Uganda | 2 6.1 1 45} 0 00110 00 305 01 0.9
X 1 3.0 0 00| O 0.0
Cameroon 1 3.0 1 45} 0 00110 00 305 01 0.9
EAI 1 3.0 0 00| O 0.0
TOTALES 33 100 | 22 100| 6 100

Nota: Linajes tomados de Garcia-Ortiz (2013). RM: razén de momios; IC 95%: intervalo de

confianza al 95%; Z: estadistico Z; P: nivel de significancia.

fue notorio que el RM mas elevado fue para el linaje Beijing, con una RM de 10.5, con
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4.4.4 Asociacion de ladrogorresistencia detectada por caracteristicas

fenotipicas (sensibilidad farmacoldgica) y moleculares (mutaciones)

De los 33 aislados analizados con drogorresistencia farmacologica para al
menos uno de los farmacos de primera linea, s6lo 11 presentaron alguna mutacion en
los genes asociados a drogorresistencia, siendo todas las mutaciones no sinénimas.
Tres de las cinco mutaciones detectadas en el gen pncA (H57R, G105V y G150D) no
habian sido reportadas con anterioridad en la base de datos “TB Drug Resistnace
Mutation Database” generada por Sandgren et al. (2009). Estas nuevas mutaciones

confirieron drogorresistencia a los aislados que las poseian.

Para determinar el grado de asociacion entre las mutaciones detectadas con la
drogorresistencia farmacolégica, se calculo la RM para cada uno de los genes, el IC al
95% y la significancia estadistica P (Tabla XXIV).

Tabla XXIV. Analisis de asociacion entre drogorresistencia fenotipica y molecular para
los siete genes asociados a drogorresistencia para los cinco farmacos de
primera linea.

< @ | Resist. Sens » IC
Q (o]
Il 23 2| B o
HEEE - 23 S| 3| 3
Farmaco Sl 38| o| §| | 5| o l|RM P| 2| £| T | Ve |VPN
S| 85| 8| 8| 8| 8|2¢ 1 8| 3
2 5% 5| S| 5| S|E Min  Méx I
o 2| E I= £ E| °
© < c ] c
S| | 8| &
inhA | 2 |28 | 0 3 33 |0.61 0.02 15.57 0.77|0.40 1.00 091| 1.00 0.90
Isoniacida H
katG | 5 | 25| O 3 33 |1.51 0.07 33.62 0.79/0.63 1.00 091 1.00 0.89
Rifampicina R |{rmoB | 8 |22 1 2 33 |0.73 0.06 9.16 0.81/0.80 096 0.91| 0.89 0.92
Pirazinamida Z |pncA| 2 | 22| 2 7 33 |0.32 0.04 270 0.29|0.22 0.92 0.73| 0.50 0.76
rpsL 1123|0 9 33 |1.21 0.05 3249 091/0.10 1.00 0.73| 1.00 0.72
Estreptomicina | S
rrS 2 (22] 0 9 33 |2.11 0.09 48.27 0.64|0.18 1.00 0.73| 1.00 0.71
Etambutol E |embB| 2 |24 | 2 | 5 33 |0.21 0.02 185 0.16(0.29 092 0.79| 0.50 0.83

Ninguno de los valores de RM fue estadisticamente significativo (P<=0.05)
indicando a priori que no hay una asociacién entre los polimorfismos y la
drogorresistencia. Por otro lado, la especificidad del método molecular para detectar
drogorresistencia resulto ser igual o mayor a 0.92 para todos los genes, siendo de 1.0
para Hy S en los dos genes asociados en cada caso (inhA y katG para Hy rpsL y rrS
para S). Esto indica que al detectar una mutacion en estos genes hay una muy alta

probabilidad de que la cepa sea drogorresistente. La sensibilidad, sin embargo, resultd
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ser muy baja (<=0.8) para todos los genes, e incluso menor a 0.5 para los genes inhA,
pncA, rpsL, rrS y embB. Los valores de asociacion estadistica aqui obtenidos deben
ser tomados con cautela, ya que una debilidad de esta investigacion es el bajo nimero
de aislados con drogorresistencia farmacoldgicas con que se contg, lo cual se refleja
en la presencia de ceros en la Tabla XXIV.
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5 DISCUSION

El bajo nimero de casos en los que se cont6 con informacion de sensibilidad
farmacoldgica (33 aislados) limitd la deteccidn de asociaciones estadisticamente
significativas entre las variables sociodemograficas, clinicas y moleculares. Sin
embargo, se pudieron detectar tendencias en algunas variables, y sobre todo, reportar
las mutaciones asociadas a drogorresistencia en las cepas circulantes en Baja
California. Sera necesario seguir monitoreando la presencia de cepas
drogorresistentes de Mycobacterium tuberculosis en la region y sus caracteristicas
moleculares, como son polimorfismos y linajes de las cepas, para poder determinar
asociaciones entre las diversas variables que sirvan de base para la deteccion, manejo

y control de las cepas drogorresistentes en esta region.

5.1 Identificacion las mutaciones presentes en los genes asociados a
drogorresistencia contra farmacos de primeralinea, inhA y katG
(isoniacida), rpoB (rifampicina), pncA (pirazinamida), rpsL y rrS
(estreptomicina) y embB (etambutol), en aislados de M. tuberculosis
drogorresistente provenientes de Baja California.

Las mutaciones identificadas para los siete genes asociados a
drogorresistencia a farmacos de primera linea de los aislados analizados en este
estudio, ya han sido descritas en la literatura, con excepcién de tres mutaciones en el
gen pncA (Tabla XI), dos de ellas en el aislado C020 (codones G105V y G150D) y la
otra en el aislado C031 (codén H57R). La mutacién en el promotor (nucleétido C -39T)
del gen inhA, aunque no aparece en la base de datos “TB Resistnace Mutation
Database” (Sandgren et al., 2009), fue reportada por Zhang et al. (2005) en una cepa
proveniente de China. En nuestro estudio se detecté esta mutacion en el aislado C177
(Tabla IX), el cual corresponde a un varén de 48 afios que naci6 y radica en Baja
California, ingresado como “caso nuevo” en 2010, al que se le administré un
tratamiento primario por 6 meses, pero egresé como “abandono”. En la prueba de
sensibilidad famacolégica resultd tener una cepa TB-MDR, y resistencia para los cinco
farmacos de primera linea, sin embargo, solo se detectd la mutacion en el nucleétido C
-39T de la regién promotora del gen inhA, la cual se asoci6 a drogorresistencia para H,

el linaje de esta cepa fue EAI (Tabla VI).

De los aislados con mutaciones nuevas, el aislado C020, de linaje Haarlem,
corresponde a un varon de 27 afios nacido y radicado en Baja California Sur,
diagnosticado con TB en 2008 e ingresado como “caso nuevo”, al cual se le administré
un tratamiento primario por dos meses y se registré con un egreso de “fracaso” (Tabla

IV). Este caso ejemplifica un problema que se detecté en algunos registros al
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momento de analizar la base de datos epidemiolégica, en la cual se evidencia que
algunos datos no son debidamente actualizados con oportunidad y se registran
situaciones incongruentes, como por ejemplo, que se registre a un paciente como
“fracaso” en vez de “abandono”, al haber tomado el tratamiento por tan solo 2 meses,
siendo que el tratamiento primario acortado estrictamente supervisado (TAES) dura al
menos 6 meses. Posiblemente se detectdé drogorresistencia y por eso se suspendio el
TAES, pero no se registr6 debidamente esta informacion en el expediente. Respecto a
la drogorresistencia farmacolégica, la cepa fue resistente a los cinco farmacos de
primera linea, sin embargo, solo se detectaron mutaciones en los genes rpoB e inhA,
las cuales ya fueron reportadas previamente. Para el gen inhA, la mutacién S94A ha
sido reportada previamente por Lee et al. (2000) en la base de datos “TB drug
resistance mutation database” (Sandgren et al., 2009). Sin embargo, al revisar esta
publicacién, se observé que los autores mencionan que en los 24 aislados de Corea
del Sur que secuenciaron, no encontraron la mutacién S94A que esperaban detectar,
sino que detectaron una sustitucion de T por C en la regién promotora del gen inhA,

sin especificar el sitio preciso.

El aislado C031 corresponde a un varén de 42 afios que nacié y radicaba en
Baja California, diagnosticado en 2006 e ingresado como “recaida”, al cual se le
administrd un retratamiento por seis meses y egresé como “defuncion” (Tabla V).
Respecto a la drogorresistencia farmacoldgica, fue resistente a los cinco farmacos de
primera linea, pero solo se registré una mutacién en el gen pncA (codén H57R), la cual

no ha sido reportada. El linaje de la cepa fue S (Tabla XV).

Para analizar cada una de las mutaciones detectadas en los genes asociados a
drogorresistencia, se comparé con los reportes en México y otras partes del mundo,
determinando la distribucion y frecuencia de cepas con polimorfismos y generando una

tabla para cada gen, mostradas a continuacion.
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5.1.1 GeninhA

Mutaciones en el gen inhA y su region promotora se ha asociado a
drogorresistencia para H, como se reporta en varias publicaciones enlistadas en la
Tabla XXV (Morlock et al., 2003; Ramaswamy, 2004; Zhang et al., 2005; Hazbdn et al.,
2006). La mutacion reportada como de mayor frecuencia por todos los investigadores
es C-15T, sin embargo, en este estudio, se detectaron solo dos mutaciones: la
mutacion S94A, reportada por Hazbén et al. (2006) en cepas de origen global, y por
Morlock et al. (2003) en cepas provenientes de EEUU; y la mutacion en el promotor de
inhA (C-39T), reportada Unicamente para un aislado proveniente de China por Zhang
et al. (2005) y que no se encuentra registrada en la base de datos “TB Drug

Resistance Mutation Database” (Sandgren et al., 2009).

Tabla XXV. Numero de aislados con drogorresistencia farmacolégica para H con
polimorfismo en el gen inhA detectados por investigadores de diferentes
partes y en diferentes afios.

Autor — Presen'te A Zhang et al. Ramaswamy Morlock et al.
estudio al. etal.
afio = 2015 2006 2005 2004 2003
Localidad — I?aja ' Global China Monterrey | EEUU Rusia Brasil
California
C-39T 1 1
G-17T 4 1 1
C-15T 31 12 3 19 2 5
T-8A 3
T-8C 1
121T 2 1 2 1
121V 1 1 2
147T 1
S94A 1 5 2
1194T 3
1258T 2
Total 2 51 18 3 26 2 6
R?::::]::: @ 30 48 87 37 15 5 6
% 6.7 106.3 20.7 8.1 173.3 40.0 100.0

Nota: polimorfismos expresados en términos de codones y aminoacidos, excepto en el promotor,
donde se expresa la posicion del nucledtido corriente arriba del gen en negritas. Mutaciones
nuevas resaltadas en rojo.
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5.1.2 Gen katG

En el gen katG se detectaron cinco aislados (C022, C034, C204, C205y C211)
que presentaron alguna mutacion; todos los aislados presentaron la misma mutacion
en el codon S315T, la cual se asocio con drogorresistencia farmacoldgica y ya habia
sido reportada por varios autores (Dobner et al., 1997; Morlock et al., 2003;
Ramaswamy, 2004; Zhang et al., 2005; Hazbon et al., 2006; Zenteno-Cuevas et al.,
2009). En nuestro estudio, correspondieron a los linajes Beijing (aislados C022, C204),
S (aislado C034, C211) y un aislado de linaje no definido (C205) (Tabla XV). Esta
mutacion ha sido la més frecuente en el gen katG en México (Ramaswamy, 2004;
Zenteno-Cuevas et al., 2009) y a nivel global (Dobner et al., 1997; Morlock et al., 2003;
Hazbon et al., 2006), con excepcion de China, donde el polimorfismo R463L estuvo
presente en 18 aislados, contra 15 aislados con el polimorfismo S315T (Zhang et al.,
2005, Tabla XXVI).

Tabla XXVI. Numero de aislados con drogorresistencia farmacolégica para H con
polimorfismo en el gen katG detectados por investigadores de diferentes
partes y en diferentes afios.

i = Presen'te Zenteno- | Hazbon | Zhang | Ramaswamy Morlock et al. Dobner et al.
estudio Cuevas etal. etal. etal.
afio = 2015 2009 2006 2005 2004 2003 1997
Localidad — Baja Veracruz | Global | China | Monterrey | EEUU Rusia Brasil | Sierra Alemania
Polimorfismo California Leona
!

R128P 1

N138D 2

N138H 1

N138S 1

N138T 1

A172T 2

E195K 1

R249C 2

T275S 1

G279D 1

G307E 1

D311E 2

A312R 1

S315R 1

S315T 5 9 205 15 25 3 5 1 16 11
S315N 9 1

G316D

G316S 2

E318V 1

W321G 1
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Tabla XXVI (continuacion)

$331C 1
W328¢C 1

L336P 1

W3415 1

ins A1329 1

R463L 18 4 9
G491C 2

R515C 1

R515Y 1
ins 64pb 1559 1

L587P 1

G685R 1

A727D 1

D735A 1

Total 5 12+ 230 | 40* 30* 5 5 3 | 20 20
Resistentes a 24 91 237 87 25 15 5 6 | 25 25
Isoniacida

% 20.8 13.2 97.0 | 46.0 1200 | 333 100.0 50.0 | 80.0  80.0

Nota: polimorfismos expresados en términos de codones y aminoacidos, excepto en inserciones
(ins), donde se expresa la posicion del nucleétido en el gen en negritas. * Algunos aislados
presentaron mas de una mutacion.
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5.1.3 Gen rpoB

Las mutaciones detectadas en el gen rpoB fueron todas ya conocidas (Tabla

VIII). El codon 531 present6 polimorfismos en 4 aislados de 9 (44.4%). Tres de estos
aislados (C194, C205 y C211) presentaron la mutacion S531L, y el restante (C020) la

mutacion S531W. La mutacion S531L ya habia sido reportada por varios autores a

nivel global (Donnabella et al., 1994; Kapur et al., 1994; Qian et al., 2002;
Ramaswamy, 2004; Wu et al., 2009; Zenteno-Cuevas et al., 2009; Perdigéo et al.,

2010; Campbell et al., 2011; Surcouf et al., 2011). En México, las mutaciones en los

codones 526 y 531 ya habian sido reportadas en cepas de TB-MDR en el Estado de

México (Vazquez-Chacon, 2011), y especificamente la mutacion S531L en aislados

provenientes del Distrito Federal (Lopez-Alvarez et al., 2010), los cuales ademas

presentaron la misma mutacion (S315T) en el gen katG que los aislados C205y C211,

lo que les confirid su caracter de ser TB-MDR.

Tabla XXVII. Namero de aislados con drogorresistencia farmacoldgica para R con
polimorfismo en el gen rpoB detectados por investigadores de diferentes

partes y en diferentes afios.

Autor —

afio =

Presente
estudio

2015

Campbell
etal.

2011

Zenteno-
Cuevas

2009

Wu et
al.

2009

Ramaswamy
etal.*

2004

Qian et al.

2002

Kapur
etal.

1994

Localidad —

Polimorfismo {

Baja
California

Global

Veracruz

China

Monterrey

China

Taiwan Corea Japon

EEUU

S509Q
Q510K
L511P
L511R
S512T
del 1538-1546
Q513K
Q513L
ins 1540TTC
ins
1540TTCATG
ins 514F
M515I
del 1546-1551
D516A
D516E
D516G
D516V
D516Y
del 1549-1554
Q517H
Q517L

12

N R N R R R b

86




Tabla XXVII (continuacion).

518D
L521P
S522F
S522L
L524S
H526C
H526D
H526E
H526L
H526N
H526P
H526Q
H526R
H526Y
R528P
S531C
S531L
$531Q
S531W
S531Y
L533P
1561V

20

108

60

15

14

10

39

36

Total

9

140

16

91

33

23

16

17

3

114

Resistentes a
rifampicina

30

174

15

97

36

25

20

18

3

121

%

30.0

80.5

106.7

93.8

91.7

92.0

80.0

94.4

100.0

94.2

Nota: polimorfismos expresados en términos de codones y aminoacidos. Ramaswamy (2004) reporta

mutaciones en el sistema de numeracion de M. tuberculosis, por lo que se le sumaron 81 posiciones para

comparar con los demas autores en el sistema de E. coli.

* Algunos aislados presentaron méas de una mutacion.
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5.1.4 Gen pncA

En este estudio se registraron cinco mutaciones diferentes en el gen pncA, dos
ya han sido reportadas con anterioridad; la mutacion en el promotor A-11G (aislado
C205 de linaje no definido) reportada por Sreevatsan et al. (1997a) en cepas de
procedencia global, sin especificar localidades, y la mutacion A102T (aislado C194 de
linaje Uganda ) reportada por Marttila et al. (1999) para cepas de Rusia. En nuestro
estudio, todas las mutaciones en el gen pncA se asociaron con drogorresistencia
determinada mediante MGIT 960. Dos aislados (C020 de linaje Haarlem y C031 de
linaje S) presentaron mutaciones aun no reportadas que también se asociaron a
drogorresistencia farmacolégica (Tabla Xl). En aislados provenientes de la region
fronteriza entre México y Estados Unidos, especificamente entre los estados de Texas
y Tamaulipas, McCammon et al. (2005) reportaron 33 mutaciones no sinénimas en el
gen pncA para cepas resistentes a Z, pero ninguna de ellas coincidié con las
detectadas en nuestro estudio. En el estado de Veracruz, (Cuevas-Cdérdoba et al.,
2013b) detectaron 18 polimorfismos, 4 inserciones y 4 deleciones en el gen pncA en
cepas drogorresistentes de M. tuberculosis, ninguna de las cuales coincidié con los
cinco diferentes polimorfismos detectados en nuestro estudio. Es notoria la gran
variabilidad en los polimorfismos reportados por diversos autores, no solo a nivel
internacional, sino aun a nivel nacional para el gen pncA (Sreevatsan et al., 1997a;
McCammon et al., 2005; Cuevas-Cérdoba et al., 2013b).

Tabla XXVIII. Namero de aislados con drogorresistencia farmacoldgica para Z con
polimorfismo en el gen pncA detectados por investigadores de diferentes
partes y en diferentes afios.

Autor —

afo —
Localidad —

Polimorfismo {

Presente
estudio

2015
Baja
California

Cuevas-
Cérdoba et
al.
2013

Veracruz

Chiu et
al.

2011
Taiwan

Marttila
etal.

1999
Rusia

Scorpio
etal.

1997
USA

Sreevatsan
etal.

1997
Global

T-12G
A-11G
del 11 pb en Inicio
A3S
I5S
D8Y
del C28
Q10K
Q10PARO
D12A
D12N
L19P
V17G
G23A
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Tabla XXVIII (continuacion)

del G70
del G71
A26G
del C84
A28V
D33A
del C104
Y41PARO
V45A
V45G
T47A
T47S
D49G
D49H
D49V
H51Q
P54L
P54T
ins C168
D56C
H57D
H57P
H57R 1
F58L
P62Q
D63A
S66P
W68G
W6SL
P68R
del ACC207
H71Y
C72R
G75G
T76A
T76P
P83R
L85P
Fo4p
F94S
K96E
K96N
K96R
G97D
T100A
A102T 1
A102V
Y103C
Y103PARO
G105V 1
N112Y
L116R
W119R
L120P
R121P
V125D
V125F

11
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Tabla XXVIII (continuacion)

del 11 pb en 379-389 1
ins AGGTCGATG388 4
del G391 1
ins T393 1
G132D 1
G132S 1 2
1133T 1
Al134V 1
ins C403 1
T135A 1
H137P 1
H137R 2
del TG416 1
del G443 1
C138Y
V139A 2 1
V139L 1
G141P 2
T142K
T142M
A143P 1
R148C 1
del 8 pb 446 1
G150D 1
R154G 1
R154T 1
del C475 1
T160K 1
T160P 2
Al161P 1
Al171P 1
ins 5 pb 518 1
L172P 1
T177P 1
C184Y 1

Total Aislados q* 27* 29* 31* 30 48

R R RN

Resistentes a
pirazinamida

% 16.7 64.3 80.6 86.1 100.0 71.6

24 42 36 36 30 67

Nota: polimorfismos expresados en términos de codones y aminoacidos, excepto en inserciones
(ins) y deleciones (del), donde se expresa la posicién del nucleétido en el gen en negritas. Las
mutaciones nuevas se resaltan en rojo. *Algunos aislados presentaron mas de una mutacion.



5.1.5 GenrpsL

Para el gen rpsL sélo se detecté una mutacion (K43R) en el aislado C023, la
cual habia sido reportada por varios autores (Nair et al., 1993; Dobner etal., 1997,
Ramaswamy, 2004; Tracevska et al., 2004; Sun et al., 2010; Cuevas-Coérdoba et al.,
2013a) y estuvo asociada a drogorresistencia famacolégica para S. La cepa fue linaje
Beijing, lo que coincide con lo reportado por Sun et al. (2010), quienes detectaron que
este mismo polimorfismo fue el més frecuente en 92 aislados (89%) provenientes de
Singapur y que ademas se asoci6 fuertemente al linaje Beijing (RM=10; IC 95% entre
3.48 y 34.1). En México, en el estado de Veracruz, fue reportada esta misma mutacion
en 12 aislados con drogorresistencia para S (Cuevas-Cérdoba et al., 2013a), aunque
no se reporto el linaje de dichos aislados. En Monterrey también fue reportada esta
mutacién en seis aislados resistentes a S, siendo el Unico polimorfismo detectado en
ese estudio para rpsL (Ramaswamy, 2004). La Tabla XXIX contrasta los polimorfismos
detectados por los autores mencionados, siendo notorio que el polimorfismo en K43R
del gen rpsL fue el mas frecuente en todos los estudios, a pesar de provenir de cepas
de muy diversas localidades y en diferentes afios, lo que muestra la poca variabilidad

gue M. tuberculosis presenta en este gen.

Tabla XXIX. Numero de aislados con drogorresistencia farmacolégica para S con
polimorfismo en el gen rpsL detectados por investigadores de diferentes
partes y en diferentes afios.

Presente Cuevas- Ramaswamy | Tracevska
Autor — . Cdérdoba Sun et al. v Dobner et al.
estudio etal. etal.
et al.
ano — 2015 2013 2010 2004 2004 1997
. Baja Veracruz | Singapur | Monterrey Latvia Sierra Alemania
Localidad — . .
California Leona
Polimorfismo {
K43R 1 12 55 6 40 5 10
K88R 4 8 1 1
K88Q 2 1 1
Total 1 18 64 6 40 6 12
Resistentes a 24 91 102 25 66 25 25
Estreptomicina
% 4.2 19.8 62.7 24.0 60.6 24.0 48.0

Nota: polimorfismos expresados en términos de codones y aminoacidos.
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5.1.6 GenrrS

Para el gen rrS, que se ha asociado también a resistencia contra S, detectamos
un solo polimorfismo (nucleétido A513C) que se presento6 en dos aislados (C022 y
C204), ambos correspondiendo a cepas TB-MDR de linaje Beijing. Este polimorfismo
fue reportado por Dobner t al. (1997) para aislados de Sierra Leona y Alemania.
También fue reportado por Sun et al. (2010) en Singapur en dos aislados de linaje
Beijing y uno EAI. En Latvia se reportd esta misma mutacion, ademas del
polimorfismo C516T (Tracevska et al., 2004), que no detectamos en nuestro estudio
en BC, pero que si fue reportada por Ramaswamy et al. (2004) en aislados de
Monterrey. En este Ultimo estudio detectaron 5 polimorfismos en rrS que no
detectamos en BC. En el estado de Veracruz se reporté para ocho aislados el
polimorfismo A513C como el mas frecuente (30.8% de aislados resistentes a S) en
rrS, aungue reportaron siete polimorfismos mas que no detectamos en BC (Cuevas-
Cérdoba et al., 2013a). En la

Tabla XXX se contrastan los polimorfismos detectados por diferentes autores
en diferentes localidades para el gen rrS.

Tabla XXX. Numero de aislados con drogorresistencia farmacolégica para S con
polimorfismo en el gen rrS detectados por investigadores de diferentes
partes y en diferentes afos.

Presente Fuevas- Ramaswamy | Tracevska
Autor — estudio Cordaolba et | Sunetal. o o Dobner et al.
afio — 2015 2013 2010 2004 2004 1997
Localidad — Baja Veracruz Singapur Monterrey Latvia Sierra Alemania
Polimorfismo L California Leona

G189A 1

G426T 1

A483T 2

A485G 2

C491T 3 2 0
G496A 2

A513C 2 8 3 11 1 2
C516T 6 2 1 5 1
C795T 6

C870T 3

A905G 1
A906T 1
A907C 3

T1238C 3
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Total 2 26 5 9 16 3 5
Resistentes a 24 91 102 25 26 25 25
Estreptomicina
% 83 28.6 4.9 36.0 61.5 12.0 20.0

Nota: polimorfismos expresados en términos de nucleétidos y su posicion en el gen.
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5.1.7 Gen embB

Para el gen embB solo se detectaron dos mutaciones diferentes. Una de ellas
(M306I) se presento en los aislados C034, C035y C211. Esta mutacion se asocio a
drogorresistencia para E en los aislados C034 y C211, de linaje S, mas no en el C035,
de linaje X; ya habia sido reportada por varios autores en cepas de diversas
localidades (Sreevatsan et al., 1997b; Ramaswamy, 2004; Hazbon et al., 2005;
Cuevas-Cordoba et al., 2015; Roberto Zenteno-Cuevas, 2015). La otra mutacion se
detecto en el aislado C205 en el mismo coddn (M306V), pero codificando para el
aminoacido valina; se asocio a drogorresistencia famacoldgica para E, previamente
reportada por Shi et al. (2011) y Gandhi et al. (2013), entre otros. El linaje de este

altimo fue “no definido” (Garcia-Ortiz, 2013).

Tabla XXXI. Namero de aislados con drogorresistencia farmacoldgica para E con
polimorfismo en el gen embB detectados por investigadores de diferentes
partes y en diferentes afos.

z - - .
Presente enteno Fuevas Hazbdén et | Ramaswamy | Sreevatsan
Autor — . Cuevas et | Cordoba et
estudio al. et al. et al.
al. al.
afio — 2015 2015 2015 2005 2004 1997
Localidad — Baja Veracruz Veracruz Global Monterrey Global
California
Polimorfismo
l
F285L 1
M306! 3 3 9 58 10 15
M306V 1 3 13 35 1 13
M306L 7 1 2
F320L 7
D328G 2 2
del C977 3
D328G 1
F330L 1 1
F330V 1
G406A 1
G406D 2
T630I 1
Total 4 9 36 100 15 32
Resistentes a 26 ND 61 108 18 ND
Etambutol
% 15.4 ND 59.0 92.6 83.3 ND

Nota: Polimorfismos expresados en términos de codones y aminoacidos, excepto en
deleciones, donde se expresa en términos de nucleotidos.
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5.2 Determinacion de la asociacién entre la drogorresistencia detectada por
caracteristicas fenotipicas (sensibilidad farmacolégica) y moleculares
(mutaciones) en los aislados de M. tuberculosis drogorresistentes de Baja
California.

Es importante resaltar, que la mayoria de los aislados con drogorresistencia
farmacologica (21/33, 63.6%) fueron resistentes a los cinco farmacos de primera linea.
Se debe considerar que se hacen pruebas de sensibilidad farmacoldgica sélo en los
casos en los que el tratamiento primario administrado ha mostrado no ser efectivo
después de un periodo razonable de tiempo o en casos en los que hay sospecha de
drogorresistencia por alguna otra causa, como puede ser el contacto con otro paciente

infectado con alguna cepa drogorresistente.

Los resultados de este estudio muestran que para los genes embB y pncA el
valor predictivo positivo (VPP) es de tan solo 0.5, aunque para los genes asociados a
drogorresistencia para H (inhA y katG) y para S (rpsL y rrS) el VPP=1, que es lo ideal.
Altos VPP indican una alta probabilidad de que la cepa sea drogorresistente al
presentar mutaciones. Por otro lado, el valor predictivo negativo (VPN) fue mayor a
0.9 sdlo para rpoB. Bajos VPN reflejan alta probabilidad de ser una cepa

drogorresistente, aun cuando no se presente la mutacion.

Basados en estos resultados del analisis de asociacion entre la
drogorresistencia farmacolégica y molecular, la deteccidn de drogorresistencia
mediante la determinacién de polimorfismos no seria aconsejable como Unico método
en Baja California, pues a pesar de tener buena especificidad, se tendria un alto
porcentaje de falsos negativos que deberian ser confirmados por otro método, como el
MGIT 960.

En las referencias consultadas se reportan diferentes grados de discrepancia
entre la resistencia farmacoldgica y los polimorfismos detectados en los genes
asociados con drogorresistencia (Hazbén et al., 2005; Zenteno-Cuevas et al., 2009;
Surcouf et al., 2011), lo cual indica que se requiere mas investigacion sobre los
mecanismos que causan la drogorresistencia y es fundamental detectar las
mutaciones mas frecuentes en cada region, ya que puede haber una gran variabilidad
entre los polimorfismos circulantes en diferentes partes, como se evidencid, por
ejemplo, en el gen katG, en el que la mutacién mas frecuente reportada por Zhang
et al. (2005) en China fue R463L, siendo que el resto de las investigaciones en otras
partes del mundo reportaron S315T como la mutacién més frecuente. Otro ejemplo

muy extremo es el del gen pncA, en el cual se ha detectado una gran variabilidad en
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los polimorfismos que presenta, siendo diferentes para todas las investigaciones que
se revisaron (Scorpio et al., 1997; Sreevatsan et al., 1997a; Marttila et al., 1999; Chiu
et al., 2011; Cuevas-Cdrdoba et al., 2013b).

Una factor que puede contribuir a las discrepancias entre el método molecular y
el MGIT 960, es la relativa cercania de la concentracion critica con la concentracion
minima inhibitoria (CMI), necesaria para determinar actividad antimicobacteriana,
dando como resultado una clasificacion errénea de la susceptibilidad o resistencia de
un aislado y, como consecuencia, una baja reproducibilidad de las pruebas de
sensibilidad. Ademas de la dificultad técnica, las condiciones de pH, la temperatura y
el tiempo de incubacién podrian afectar los resultados de las pruebas (Secretaria de
Salud, 2010). Las discrepancias detectadas entre ambos métodos nos llevan a
recomendar que las concentraciones criticas utilizadas para la determinacién de
drogorresistencia a los farmacos de primera linea en el LTBT sean revisadas, para
evitar que haya un alto niumero de falsos positivos, lo que aparentemente podria ser la

causa de la poca asociacion entre ambos métodos en nuestra investigacion.

5.2.1 Mutaciones que no confirieron drogorresistencia.
En este estudio, se detectaron cuatro aislados que a pesar de presentar alguna

mutacion no sindnima en el gen correspondiente, fueron sensibles al farmaco:

e Aislado C034 en el gen rpoB, mutacion en codén D516Y (nucle6tido G1303T),
reportada por Kapur et al. (1994) y Zenteno-Cuevas et al.(2009) como
drogorresistente a R (Tabla XXVII).

e Aislado C035 en el gen embB, mutacion en codén M306I (nucleétido G918A),
reportada por varios autores como drogorresistente a E (Tabla XXXI).

o Aislado C194 en el gen pncA, mutacién en codén A102T (nucleétido

e G304A), reportada por Marttila et al. (1999) como drogorresistente a Z (Tabla
XXVIII).

e Aislado C205 en los genes pncA y embB. La mutacion en pncA se detect6 en
el promotor (nucleétido A-11G), reportada por Marttila et al. (1999) como
drogorresistente para Z. La mutacion en embB se detect6 en el codon M306V
(nucledtido A916G), reportada por Sreevatsan et al. (1997b) y otros autores
como drogorresistente para E, aunque Hazbon et al. (2005) reporta que el 37%
de los aislados que analizaron con esta mutacion fueron sensibles a E (Tabla
XXXI).

96



El hecho de detectar cepas con mutaciones no sinénimas en genes asociados
a drogorresistencia que aparentemente no confieren drogorresistencia fenotipica a las
cepas, ha sido reportado por varios autores (Hazbon et al., 2005; Campbell et al.,
2011; Engstrom et al., 2012; Maha Farhat et al., 2015; Roberto Zenteno-Cuevas,
2015), lo que hace pensar que hay otros factores aun no detectados que contribuyen a
la drogorresistencia o que hacen sinergia con éstas mutaciones para conferirla. Esto
evidencia la necesidad de més investigacion al respecto con el objeto de identificar

estos factores y los mecanismos que confieren la drogorresistencia a estas cepas.

Por otro lado, diversos autores han evaluado el desempefio del método MGIT
960 para la deteccién de drogorresistencia, con resultados variables (Tortoli et al.,
2002; Siddiqi et al., 2012). En un metanalisis, que incluy6 10 estudios diferentes,
Cruciani et al. (2004) determinaron una sensibilidad promedio de 81.5% y una
especificidad de 99.6%. Se ha reportado una discordancia importante para el farmaco
Z, dando un alto porcentaje (42%) de falsos positivos (Chedore et al., 2010), por lo que
se debe tener precaucion al tomar el método MGIT 960 en la determinacién de
drogorresistencia, en especial para este farmaco.

5.3 Determinacion de la asociacion entre los linajes por MIRU-VNTR 12 loci y las
mutaciones de genes asociados a drogorresistencia a los cinco farmacos
de primera linea.

Los linajes con mayor frecuencia en este estudio fueron LAM, S y Ghana (6
aislados,18.2% cada uno). De estos, los aislados LAM y Ghana no presentaron
ninguna mutacion en los genes asociados a drogorresistencia. Sin embargo, tres de
los seis aislados (50%) de linaje S presentaron alguna mutacién. Dos de estos
(aislados C034 y C211) presentaron los mismas polimorfismos en los genes katG
(S315T) y embB (M3061) y ambos se asociaron a drogorresistencia. Ambos aislados
presentaron también una mutacién en el gen rpoB; la del aislado C211 (S531L) se
asoci6 con drogorresistencia para R, mas la del aislado C034 (D516Y) no. Esto
contrasta con lo reportado por Zenteno-Cuevas et al. (2009), quienes detectaron un
caso en Veracruz drogorresistente para R con esta misma mutacion y con lo reportado
por Kapur et al. (1994) con 2 casos epidemiolégicamente relacionados con
drogorresistencia en Texas, EEUU. En la investigacion realizada por Saunders et al.
(2011) en el Reino Unido, dieron seguimiento mediante secuenciacion de los genes

katG y rpoB, a un paciente VIH negativo infectado originalmente con una cepa
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drogosensible a Hy R, con mala adherencia al tratamiento. Después de 9 meses de
tratamiento, detectaron drogorresistencia a H, conferida por una mutacion recién
adquirida en katG (S315T). Tres meses después, detectaron ademas,
drogorresistencia para R, conferida por otra mutacién recién adquirida en rpoB
(D516Y). Curiosamente, esta misma mutacion presentada por el aislado C034 de la
presente investigacion no mostr6 asociacion con drogorresistencia para R. Esto
muestra la complejidad y gran adaptabilidad que presenta M. tuberculosis y la
necesidad de mas investigacion sobre los mecanismos involucrados en la

drogorresistencia de estos microorganismos.

Los aislados con mutaciones en inhA correspondieron Unicamente a cepas de
los linajes Haarlem (aislado C020) y EAI (aislado C177) (Tabla XV). La mutacion del
aislado C020 (S94A) ya habia sido reportada por varios autores (Lee et al., 2000;
Morlock et al., 2003; Hazbdn et al., 2006) asociada a drogorresistencia para H. La
mutacion en el promotor del gen inhA (C-39T) del aislado C177, no habia sido
reportada con anterioridad y se asoci6 a drogorresistencia para H, por lo que habria
gue vigilar en estudios subsecuentes si se trata de una cepa que ha surgido
exclusivamente en Baja California o si se reportan casos con esta mutacién en otras
localidades, ya que fue de linaje Haarlem, el cual fue reportado como predominante en
Veracruz (Pérez-Martinez, 2013) y ha sido reportado, junto con el linaje Beijing, como
altamente asociado a drogorresistencia con una RM=1.7, IC 95% entre 1y 2.9, en
pacientes menores a 13 afios en Sudafrica (Marais et al., 2006). En nuestra
investigacion, el Unico linaje con una asociacion estadisticamente significativa con
mutaciones en el gen inhA fue el linaje EAI (RM=63, IC 95% entre 1.73 y 2275,
P=0.02).

La mutacién S315T fue la Unica detectada en el gen katG y se asoci6 a
drogorresistencia en todos los casos (5 aislados: C022, C204, C205, C034 y C211).
Dos de estos aislados fueron linaje Beijing (C022 y C204), dos linaje S (C034 y C211)
y uno de linaje no definido. La mutacion S315T en katG se ha reportado a nivel global
como la més frecuente en este gen (Dobner et al., 1997; Morlock et al., 2003;
Ramaswamy, 2004; Hazbon et al., 2006; Zenteno-Cuevas et al., 2009). En
Sudamérica se report6 en cepas de linaje Beijing en Venezuela (Aristimufio et al.,
2007). Cepas TB-MDR de este linaje se han reportado también en otros paises
latinoamericanos, como Colombia (Murcia et al., 2010). En México, se han detectado

cepas de linaje Beijing en Veracruz (Zenteno-Cuevas et al., 2013), Estado de México
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(Vazquez-Chacon, 2011; Zenteno-Cuevas et al., 2013) San Luis Potosi (L6pez-Rocha
et al., 2013) y Puebla (Martinez-Gamboa et al., 2008). De estos, el reporte de
Vazquez-Chacoén (2011) corresponde a una cepa TB-MDR con resistencia para los
cinco farmacos de primera linea, proveniente de un varén de Tlalnepantla, Estado de
México. Zhang et al. (2005), detectod otra mutacion (R463L) como la més frecuente
China asociada al linaje Beijing; estuvo presente en 18 aislados, contra 15 con la
mutacion S315T. Fue notorio en este estudio que cuando ésta mutacion se asociaba
con mutaciones en el promotor del gen inhA (C-15T o C-39T), la CMI para H
aumentaba hasta 16 pg/mL. La mutacion R463L también fue reportada para aislados
en Brasil (Cardoso et al., 2004), pero no ha sido reportada en Norteamérica. En
nuestra investigacion, ningun linaje tuvo una asociacion estadisticamente significativa

con mutaciones en el gen katG.

Los linajes de los aislados con mutaciones en rpoB fueron muy variados,
correspondiendo a Beijing (aislados C022, C023 y C204), linaje S (aislados C034 y
C211), linaje X (aislado C035), linaje Haarlem (aislado C020), linaje Uganda | (aislado
C194), y linaje no definido (aislado C205) (Tabla XV). Todas las mutaciones en este
gen se asociaron con drogorresistencia para R, excepto la mutacién D516Y en el
aislado C034, de linaje S. El linaje Beijing fue el Gnico que presentd una asociacion
significativa con mutaciones en rpoB (RM=11.5, IC 95% entre 1.01 y 131.29, P=0.05),
mostrando la tendencia reportada por otros autores para el linaje Beijing, de presentar
drogorresistencia para R (Qian et al., 2002; Jiao et al., 2007; Wu et al., 2009).

Los aislados con mutaciones en el gen pncA no se asociaron a ningun linaje en
particular. De los cuatro aislados con polimorfismo en pncA, el aislado C020 fue linaje
Haarlem, el aislado C031 fue linaje S, el aislado C194 fue linaje Uganda | y el aislado
C205 fue de linaje no definido. En la revision de trabajos realizados por otros
investigadores con cepas de diversas partes del mundo, fue notoria la gran variabilidad
de polimorfismos detectados, sin presentarse alguna mutacién puntual como la mas
frecuente entre las diferentes regiones del mundo (Scorpio et al., 1997; Sreevatsan
et al., 1997a; Marttila et al., 1999; Chiu et al., 2011; Cuevas-Coérdoba et al., 2013b). En
nuestra investigacion, ningun linaje tuvo una asociacion estadisticamente significativa

con mutaciones en el gen pncA.

El aislado C023 fue el Unico con mutacion en el gen rpsL y fue de linaje Beijing.
La mutacién que presento fue K43R, la cual se asoci6 con drogorresistencia para S. El
paciente en particular proviene del estado de Chiapas y llevaba radicando en BC entre

1y 5 afios al momento de la generacion de la base de datos. Aunque fue el Unico caso
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en este estudio, concuerda con lo reportado por Sun et al. (2010), quienes
determinaron una asociacion significativa con el linaje Beijing (RM=10.88, IC 95%
entre 3.48 y 34.1) para cepas de Singapur. Lipin et al. (2007) reportaron también 33
aislados resistentes a S en Moscu, que presentaron la misma mutacioén en rpsL
(K43R), estando presente en el 75% de los aislados de linaje Beijing. Al estar este
genotipo presente en la region de BC, y haberse detectado en un paciente que migré
recientemente (menos de 5 afios) desde Chiapas, seria recomendable mantener una
vigilancia epidemiol6gica en estos dos estados respecto a la presencia de cepas
Beijing con drogorresistencia para S. En nuestra investigacion, ningun linaje tuvo una

asociacion estadisticamente significativa con mutaciones en el gen rpsL.

El otro gen que se ha asociado a drogorresistencia contra S es el gen rrS. Los
dos aislados con mutacion en rrS (C022 y C204) presentaron la mutacion en el
nucleétido A513C y fueron linaje Beijing. El aislado C204 proviene de un paciente
nacido en BC y el C022 de uno nacido en Sinaloa, pero que llevaba radicando en BC
mas de 5 afios. Esta misma mutacion fue detectada por Sun et al. (2010) en 3 aislados
con resistencia para S, de los cuales 2 fueron linaje Beijing. En una investigacion
previa, Sun et al. (2007) reportaron asociaciones significativas entre el linaje Beijing
tanto en cepas TB-MDR (n=41, RM=2.66, IC 95% entre 1.28 y 5.50), como
drogorresistencia a R (n=48, RM=2.88, IC 95% entre 1.44 y 5.76) y drogorresistentes a
S (n=103, RM=3.35, IC 95% entre 1.99 y 5.62). Contrastando con esto, Lipin et al.
(2007) reportaron la presencia de la mutacién A513C en el gen rrS en cepas
provenientes de Moscu para el 100% de 10 aislados de linaje LAM con resistencia
contra S. La mutacion en el gen rrS que los aislados de linaje Beijing de dicho estudio
presentaron, fue en otra posicién (C516T, solo en el 17% de los aislados Beijing).
Dicha mutacion no fue detectada en nuestro estudio para ningun linaje, y ningin
aislados LAM presentd mutaciones en los genes asociados a drogorresistencia para
los cinco farmacos de primera linea. Esto muestra que las asociaciones entre
mutaciones puntuales con ciertos linajes puede variar considerablemente entre
diferentes regiones, y demuestra la importancia de realizar mas investigacion al
respecto. En nuestra investigacion, el tnico linaje con una asociacion estadisticamente
significativa con mutaciones en el gen rrS fue el Beijing (RM=59, IC 95% entre 2.2y
1599, P=0.02).

Las mutaciones en el gen embB se han asociado a resistencia contra E
(Sreevatsan et al., 1997b). En algunas investigaciones (Hazbdn et al., 2005; Cuevas-
Cérdoba et al., 2015) se han determinado asociaciones entre las mutaciones en el

gen embB con la predisposicién de la cepa a presentar drogorresistencia a un nimero
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creciente de antibidticos. Nuestros datos muestran que de los cuatro aislados que
presentaron alguna mutacion en el gen embB, dos fueron linaje S (aislados C034 y
C211) y presentaron la misma mutacién (M3061), que se asocié con drogorresistencia
para E. El aislado C211 fue ademas clasificado tanto farmacologica como
molecularmente como TB-MDR, al presentar mutaciones en los genes katG (S315T) y
rpoB (S531L). El aislado C034 fue clasificado farmacol6gicamente como TB-PR
(resistente a H y E), pero molecularmente como TB-MDR, al presentar mutaciones
tanto en katG (S315T) como en rpoB (D516Y). Curiosamente, el aislado C035
present6 también la misma mutacion en el gen embB (M306l), pero fue de linaje X'y
no se asocid con drogorresistencia para E, pero esta cepa fue farmacolégicamente
TB-MDR (resistente a Hy R) a pesar de no presentar mutaciones en los genes inhA'y
katG (asociados a drogorresistencia para H). El aislado C205 fue de linaje no definido
y present6 una mutacién diferente en el mismo codén de embB (M306V), la cual no se
asocio a drogorresistencia para E, pero el aislado fue tanto farmacol6gica como
molecularmente TB-MDR, presentando mutaciones en katG (S315T ) y en rpoB
(S531L). Aunque el numero de aislados con mutaciones en embB en nuestra
investigacion fue de solo cuatro, y no es suficiente como para sacar conclusiones
sé6lidas, concuerdan con los resultado de los estudios de Hazbon et al. (2005) y
Cuevas-Cordoba et al. (2015). Aunque el estudio de Cuevas-Cérdoba et al. (2015) fue
realizado en cepas provenientes de México (Veracruz), no detectaron cepas de linaje
S, como ocurrié en nuestro estudio en BC. En nuestra investigacion, ningun linaje tuvo

una asociacion estadisticamente significativa con mutaciones en el gen embB.

En resumen, se reportan tres asociaciones estadisticamente significativas entre
mutaciones en genes asociados a drogorresistencia y linajes determinados por MIRU-
VNTR de 12 loci (Tabla XXXII).

Tabla XXXII. Asociaciones estadisticamente significativas entre mutaciones y linajes
obtenidos mediante MIRU-VNTR de 12 loci.

. . IC 95%
Linaje Gen PoI|mo'rf|smo RM P
asociado Min Max
rpoB H526D 11.5 1.01 131 0.05
Beijing
rrS A513C* 59.0 2.18 1599 0.02
EAI inhA C-39T* 63.0 1.73 2295 0.02

Nota: RM=razén de momios; IC 95%= intervalo de confianza al 95%; P= significancia estadistica.
* Polimorfismos expresados en términos de nucleétidos. Linajes tomados de Garcia-Ortiz (2013).
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5.4 Determinacion de la asociacidn entre las caracteristicas epidemioldgicas,
linajes y las mutaciones identificadas en los genes analizados en los
aislados de M. tuberculosis drogorresistentes de Baja California.

No hubo asociaciones estadisticamente significativas entre los grupos de
drogorresistencia y las variables sociodemograficas. El tamafio de la muestra no
permitié que se detectaran dichas asociaciones. Es importante realizar estudios con un
namero mayor de muestras para poder evaluar si hay variables que se asocien a la
drogorresistencia en la poblacion de Baja California. Desafortunadamente, no se
hacen con regularidad pruebas de sensibilidad farmacologica para pacientes de nuevo
ingreso, sino hasta que hay una sospecha de drogorresistencia cuando el tratamiento
primario no esta siendo efectivo, lo que limita el nimero de casos para los que se

dispone de esta informacion.
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6 CONCLUSIONES

Se detectaron cuatro aislados que presentaron mutaciones en genes asociados
a drogorresistencia, pero que en las pruebas de sensibilidad farmacoldgica fueron

sensibles al farmaco en cuestion. Estas fueron:

e Aislado C034 en el gen rpoB, mutacién en codon D516Y (nucleétido G1303T)

e Aislado C035 en el gen embB, mutacion en codén M306I (nucleétido G918A).

e Aislado C194 en el gen pncA, mutacién en codon A102T (nucle6tido G304A).

e Aislado C205 en los genes pncA y embB. La mutacion en pncA se detecto en
el promotor (nucledtido A-11G). La mutacién en embB se detectd en el codén
M306V (nucleédtido A916G).

Esto muestra la complejidad del fenébmeno de drogorresistencia, sugiriendo que
debe haber otros factores que deben coincidir con la presencia de los polimorfismos
para conferir drogorresistencia a las micobacterias, por lo que aln se deben realizar
investigaciones en este sentido para detectar dichos factores, que pudieran ser

mutaciones en otros genes relacionados.

El gen inhA present6 dos polimorfismos (nucleétido C-39T y coddn T280G),
cada uno se presentd en tan solo un aislado. El polimorfismo en el promotor (C-39T)
solo se habia reportado en China y el del codén T280G en estudios realizados en
Estados Unidos y a nivel global. En el presente estudio ambos polimorfismos se

asociaron a drogorresistencia para isoniacida (H).

El gen katG present6 un Unico polimorfismo en 5 aislados diferentes (cod6n
S315T), el cual ya habia sido reportado como el mas frecuente en este gen en
diversos estudios a nivel global. En el presente estudio se asocié a drogorresistencia

farmacoldgica para isoniacida (H) en el 100% de los casos.

El gen rpoB fue el que presentd un mayor nimero de polimorfismos (9). La
mutacion en el codén S531L fue la més frecuente (3 aislados), seguida del codén
H526D (2 aislados), y con un solo aislado para las mutaciones D516V, D516Y, H526Y

y S531W. Todas se asociaron a drogorresistencia farmacologica contra rifampicina

R).

Se detectaron mutaciones nuevas Unicamente en el gen pncA (codones H57R,
G105V y G150D). Las mutaciones G105V y G150D se presentaron en el mismo

aislado (C020). Estas mutaciones se asociaron a drogorresistencia para pirazinamida
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(2). Otras dos mutaciones fueron detectadas sin asociarse a drogorresistencia
farmacologica (nucleotido A-11G y codon A102T). Este gen presenta una gran
variedad de polimorfismos que varian mucho entre localidades diferentes, por lo que
no es posible utilizar una mutaciéon puntual como marcador de drogorresistencia. En el
presente estudio, el 50% de los aislados con mutacion en pncA fueron sensibles a
pirazinamida (Z).

El gen rpsL solo present6 un polimorfismo (K43R) en tan solo un aislado; éste
se asocio a drogorresistencia contra estreptomicina (S). Este polimorfismo ha sido
reportado a nivel global como el mas frecuente, por lo que es un buen marcador de

drogorresistencia para S.

El gen embB presentd dos polimorfismo en el codén 306 (M306V y M3061). La
sustitucién de metionina por isoleucina confirié resistencia contra etambutol (E) para
dos aislados de linaje S, mas no parar un tercer aislado de linaje X, sugiriendo que hay
diferencias genéticas entre los linajes que pueden favorecer o no a la
drogorresistencia. Las evidencias muestran, que ademas de asociarse a
drogorresistencia para E, mutaciones en este gen se asocian con la propensién de las
cepas a presentar resistencia para otros farmacos. La deteccion de mutaciones en los
genes rpoB y katG en los aislados con polimorfismos en embB refuerza esta hipétesis

en la presente investigacion.

Se detectaron asociaciones estadisticamente significativas de las mutaciones
en los genes rpoB (codon H526D, RM=11.5, IC 95% 1.01-131, P=0.05) y rrS
(nucledtido A513C, RM=59 , IC 95% 2.2-1599, P=0.02) con aislados de linaje Beijing.

Se detectd asociacion estadisticamente significativa de la mutacion en el
nucleétido C-39T del gen inhA (RM=63 , IC 95% 1.73-2295, P=0.02) con aislados de
linaje EAL.

La administracion de tratamiento con farmacos de segunda linea ha sido
oportuna por parte del personal de la Clinica de Tuberculosis del Hospital General de
Tijuana (CTBT), logrando la curacion de pacientes con cepas de TB-MDR. El 100% de
los pacientes a los que se les administré tratamiento con farmacos de segunda linea

egres6 como curado.

Es importante continuar la investigacion sobre la drogorresistencia en Baja
California para poder disefiar estrategias que abatan la alta incidencia y mortalidad de

esta enfermedad en el estado.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo 1. Encuesta realizada para el estudio epidemioldgico de tuberculosis
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Método de diagndstico: I: I: D 1 = Baciloscopia, 2 = Cultivo, 3 = Histopatologia, 4 = Clinico, 5 = Radiolégico.
6 = Epidemioldgico, 7 = Clinico Epidemiologico, 8 = Otros, 9 = Ignorado
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( i
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9_ Resultado de baciloscopia: 1 = BK + (una cruz), 2 = BK ++ (dos cruces), 3 = BK +++ (tres cruces),
§ 1 =Baciloscopia, 2 = Cultivo, 3=Histopatologia, 4 = BK - (Negativo), 5 = Positivo, 6 = No se realiz6, 7 = Muestra inadecuada, 8 = De 1 a 9 bacilos, 9 = Ignorado.
8 4 =Rx de térax, 5 = TAC de craneo, 6 = PCR, Resultado de cultivo y PCR: 1 = Positivo, 2 = Negativo, 9 = Ignorado.
j 7 = Citoquimico de LCR, 8 = Otros, Resultado para Rx de Térax, TAC de craneo, Histopatologia y Citoquimico de LCR: 1 = Con datos
Especifi sugestivos de TB, 2 = Sin datos sugestivos de TB, 9 = Ignorado.
Resultado de otro: 1= Positivo, 2 = Sugestivo, 3 = Negativo.
'
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o [DROGAS 1V. | | | "l
|
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g Tuvo contacto con alguna persona que padezca o padeciera tuberculosis: D 1=S8i, 2= No, 9 = Ignorado
g En caso afirmativo, indicar el lugar:
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Inicié lralamienlo:[:] 1=8i, 2 =No, 9 = Ignorado. Fecha de inicio de tratamiento:
Dia /Mes/ Afio
Esquema de tratamiento: ':‘ 1= Primario acortado, 2 = Retratamiento primario, 3 = Retratamiento estandarizado, 4 = Retratamiento individualizado, 5 = Otro
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i Numero de contactos declarados: [ l
VI SEX0* EDAD** EXAMINADO™* CASO QUIMIOPROFILAXIS*
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* 1 = Masculino, **En caso de que el paciente sea menor de un afio registrar en edad: 00 y para ***1=PPD, 2 = BAAR,
2 = Femenino los pacientes menores de 10 afios registrar un cero antes de la edad, ejemplo:si 3 = Cultivo, 4 = Radiogratia, 5 = Clinico,
el paciente tiene nueve afios registrar 09. 6 = Cicatriz de BCG.
. J & De acuerdo a la Modificacion de la NOM-006-SSA2-1993, Para la Prevencion y Control de la Tuberculosis en la Atencion Primaria a la Salud.
>
VII Nota: Este apartado no es obligatorio para todos los casos; s6lo se llenara cuando se sospeche farmacorresi iaal m ) del diagnostico

Se realizo estudio de susceptibilidad antimicrobiana: I:l 1=8i,2=No, 9=Ignorado.  Si la respuesta es si, indicar el resultado en cada uno de los farmacos:
Isoniacida: [:] Rifampicina: D Pirazinamida: [__—] Estreptomicina: [:I Etambutol: D

Opciones de resultado para cada uno de los farmacos 1 = Sensible, 2 = Resistente, 3 = No realizado, 9 = Se ignora

Otros farmacos: ,:] 1 = Protionamida, 2 = Kanamicina, 3 = Amikacina, 4 = Capreomicina, 5 = Ofloxacina, 6 = Ciprofloxacina, 7 = Etionamida.

Fue analizado por el Comité Estatal de Farmacorresistencia: | | 1=Si,2=No, 9 = Ignorado.

FIRMA DEL MEDICO NOTIFICANTE NOMBRE Y FIRMA DEL EPIDEMIOLOGO JURISDICCIONAL
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8.2 Anexo 2. Glosario

Abandono: Interrupcion del tratamiento durante 30 dias 0 mas.

Baciloscopia: Técnica de laboratorio aplicada en el diagndstico de tuberculosis, que
mediante la tincion de Ziehl Neelsen, permite observar en un frotis, Bacilos
Acido Alcohol Resistentes (BAAR).

Caso de tuberculosis: Persona en quien se establece el diagnéstico de tuberculosis
pulmonar o extrapulmonar.

Caso nuevo: Enfermo en quien se establece el diagndstico de tuberculosis por
primera vez y nunca han recibido tratamiento antituberculoso.

Continta tratamiento: Paciente que continta recibiendo tratamiento después de seis
meses de haberlo iniciado.

Cultivo: Técnica de laboratorio que permite el aislamiento de colonias de M.
tuberculosis en medio sélido o liquido.

Curacion: Caso de tuberculosis que termina su tratamiento, desaparecen los signos
clinicos y tiene baciloscopia negativa en los dos ultimos meses o cultivo
negativo al final del tratamiento.

Defuncién por tuberculosis: Defuncion en la que la tuberculosis inicia la serie de
acontecimientos que llevan a la muerte.

Fracaso de tratamiento: Persistencia de bacilos en la expectoracion, o en otros
especimenes al término de tratamiento confirmada por cultivo, o a quien
después de un periodo de negativizacién durante el tratamiento, tiene
baciloscopia positiva confirmada por cultivo.

Recaida: Paciente con presencia de signos o sintomas con reaparicién de bacilos en
la expectoracion, o en otros especimenes, después de haber egresado del
tratamiento por curacion.

Reingreso: Enfermo de tuberculosis que reinicia el tratamiento después de haberlo
abandonado.

Referido: Paciente que por causa justificada se recibe procedente de otra parte para
continuar su tratamiento.

Retratamiento primario: Esquema de tratamiento que se instituye a los pacientes con
recaida, fracaso o abandono de un tratamiento primario acortado, comprende
la administracion de 5 farmacos de primera linea durante 8 meses, dividido en
3 fases HRZES/1HRZE/SH3R3E3.

Retratamiento estandarizado: Esquema de tratamiento que se instituye a un enfermo
con fracaso a un esquema de retratamiento primario o con tuberculosis
multifarmacorresistente, y es avalado por el Comité Estatal de
Farmacorresistencia correspondiente.
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Retratamiento individualizado: Esquema de tratamiento que se instituye a un
enfermo con tuberculosis multifarmacorresistente (TBMFR) multitratado o con
fracaso a un esquema de retratamiento estandarizado, fundamentado en el
resultado del estudio de susceptibilidad antimicrobiana. Comprende la
administracion de un tratamiento con farmacos de segunda linea, la
combinacion y el numero de farmacos seré definido por el grupo de expertos en
TBMFR.

Término de tratamiento: Caso de tuberculosis que ha completado el esquema de
tratamiento, han desaparecido los signos clinicos y no se realizé baciloscopia o
cultivo al finalizar el tratamiento.

Traslado: Es el proceso para enviar al paciente para tratamiento y control a otra
unidad de salud.

Tratamiento individualizado: Esquema disefiado con base en la historia detallada de
los medicamentos antituberculosos recibidos en tratamientos previos y los
resultados de las pruebas de sensibilidad farmacologica.

Tratamiento estrictamente supervisado: Tratamiento que administra el personal de
salud o personal comunitario capacitado por personal de salud, quien debe
confirmar la ingesta y deglucion del farmaco para garantizar el cumplimiento del
tratamiento.

Tratamiento primario acortado: Al tratamiento que se instituye a todos los casos
nuevos. Comprende la administracion de cuatro farmacos de primera linea
(isoniacida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z) y etambutol (E)) en 60 dosis
durante la fase intensiva y dos farmacos en 45 dosis durante la fase de sostén
(seis meses) 2HRZE/4H3R3.

Tuberculosis multifarmacorresistente o multidrogorresistente (TB-MDR):
Tuberculosis en la cual un microorganismo del complejo M. tuberculosis no es
susceptible a la accion de isoniacida ni de rifampicina, administradas
simultaneamente.
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8.3 Anexo 3. Abreviaturas

ADN: Acido dosoxiribonucléico

Am: Amikacina

ARN: Acido ribonucleico

ARNr: Acido ribonucleico ribosémico
BSL3: Bioseguridad Nivel 11l

CTBT: Clinica de Tuberculosis del
Hospital General de Tijuana

Cm: Capreomicina

Cs: Ciclocerina

ds: Desviacion estandar

Dx: Diagndstico

E: Etambutol

ECS: Escuela de Ciencias de la Salud
Eto: Etionamida

Fq: Fluoroquinolona

H: Isoniacida

INEGI: Instituto nacional de estadistica
y geografia

Km: Kanamicina

LEM: Laboratorio de Epidemiologia
Molecular

Lfx: Levofloxacina

LN: Lugar de nacimiento
LR: Lugar de residencia
Mfx: Moxifloxacina

NA: No aplica

ND: No determinado

No def.: No definido

ODM: Objetivos de Desarrollo del
Milenio

Ofx: Ofloxacina

OMS: Organizacion Mundial de la
Salud

OPS: Organizacién Panamericana de
la Salud

Pto: Protionamida

PNS: Polimorfismo no sindnimo

PP: Polimorfismo en el promotor

PR: Polimorfismo en ADN ribosémico
PS: Polimorfismo sinénimo

PSF: Prueba de sensibilidad
farmacologica

R: Rifampicina
Ri: Ribosémico
S: Estreptomicina
Si: Sinbnima

TB: Tuberculosis

TB-DR: Tuberculosis drogorresistente
(resistente a un solo farmaco)

TB-PR: Tuberculosis polirresistente
(resistente a dos 0 mas
farmacos)

TB-MDR: Tuberculosis
multidrogorresistente

TB-XDR: Tuberculosis con resistencia
extendida (o ultrarresistente)

Tx: Tratamiento

UABC: Universidad Autbnoma de Baja
California

Z: Pirazinamida
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8.4 Anexo 4. Tablas de datos

Tabla XXXIIl. Relacion de genes amplificados para cada aislado.

Antibidtico /
Gen

AISLADO

H/
katG

H/
inhA

R/
rpoB

z/
pncA

s/
rpsL

s/

rrS
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embB

Fq/
gyrA

TOTALES

C020
C022
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C032
C034
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C062
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C075
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C175
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C201
C203
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C205
C206
C211
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PR R R RRRRPRRPBRRRRARRRRPRRRERRRRPRRRRRRBRRRRERRR R

P R R P RRPRRPRRPRRRRPRRRRRRRRERRRRRRRRRRPRRRRRR
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R R R R R R R R R

PR R RPRRRPRRRRRRRRRR

R R R RRPRRRRPRRRRRRRRR

R R R R RRRRPRRRARRRRARRR
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P R R RPRRPRRRRRRRRRRRR

P R R R RRPRRRRRRRRRRE

=
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NN N 00 00 0000 N0 000000 N NNNPOONNOOOOONNNUoNOOONO

TOTAL

w
w

w
w

w
w

N
((-}

w
N

w
N

16

236

TOTAL CON
MUTACIONES

2

9

4

4

28

Nota: Los 1’s indican gen amplificado. Espacios vacios indican que el gen no fue amplificado
exitosamente. El color naranja indica presencia de mutacion. En los totales por renglén, la intensidad

del color indica el grado de completamiento del juego de genes amplificado (8 méaximo, 4 minimo).
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Tabla XXXIV. Informacién de resistencia en cultivo (CULT), mutaciones en los genes
asociados a drogorresistencia (MOLEC) de los 5 farmacos de primera linea y

egreso.
H R Z S E EGRESO
AISLADO | CULT |MOLEC | CULT | MOLEC | CULT | MOLEC | CULT | MOLEC | CULT | MOLEC

€020 1 1 \
c023 1 ND \
C031 1 1 |
C032 1 |
cos4 | 1 | 1 [ 1 | 1 | |
Co35 1 1 | 1| | ND_| | nND_| |
Co36 1 | 1| [ 1 |
Co38 1

o | o[ o |1 | o |IFecSeTH
cod o |+ o s [0 ol o |To| o | cuad |
cos7 o | s [ o |1 ] o |1 ] o |1 [ o |IOSRGERT

C062 o | s [ o | s ] o |1 o |1 ] o | Temnorx |

Cco67 n n n n Curado
C075 n n n n Curado
C078 Abandono
C169 Abandono
c171 1 Curado
C172 | Curado
C175 1 Curado
C176 1 Curado
C177 1 Abandono
c181 1 Curado
C183 1 Abandono
C184 1 Curado
C191 1 Curado
C193 1 Curado
C201 1 Curado
203 1 Curado
C204 1 1 1 Abandono
c205 | 1 1 1 |
cav6 | 1 |
C211 1 1 1 1 1 ND 1 \

Nota: . Las celdas amarillas con 1 indican resistencia / mutacion. Las celdas azules con 0 indican
sensible / sin mutacion. Las celdas blancas con ND indican que no se cont6 con el dato.
Abreviatura de los farmacos segun la Tabla I.
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