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RESUMEN

Antecedentes: Emplear los métodos tradicionales
para la determinacién de la susceptibilidad del
Mycobacterium tuberculosis a diferentes antibitticos
demara en el mejor de los casos 8 semanas. Si
usadramos técnicas de biologia molecular la
identificacién de cepas de Mycobacterium
‘tuberculasis resistentes, mediante la deteccién
rapida de los polimorfismos asociados en estos genes,
seria en unas pocas horas.

Métodos: En 94 cultivos positivos de M, tuberculosis
resistentes a isoniacida se hizo la extraccién de ADN
segun lo descrito por Van Soolingen. Con el ADN se
uso la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
para la amplificacién del gen katG. Para detectar la
mutacidn Argdé3Leu el fragmento amplificado fue
digerido con Nci1 . La mutacion del codén 315 fue
detectada por digestidn del producto de PCR con
MspA1l

Resultados: Se encontrd que solo 9 (9.5%) de las 94
cepas resistentes tenian una mutacion en el codoén
463. En cambio con la endonucleasa de restriccion
MspA1l hemos encontrado que las 94 (100%) cepas
tenfan una mutacién en el codén 315, siendo la
mds prevalente AGC ® AAC (Ser315Thr).
Conclusiones: El 100% de las 94 cepas de M.
tuberculosis resistentes a isoniacida tuvieron una
mutacién en el coddn 315 del gen katG.

INTRODUCCION

Hoy, después de 122 afos de descubierto el
agente causal y de mas de medio siglo de contar
con un tratamiento farmacclégico efective, la
tuberculosis continda siendo un grave problema de
salud. En 1997 hubo 16.2 millones de personas con
enfermedad tuberculasa, de las cuales 7.96 millones
fueron casos nuevos, 3.52 millones casos pulmonares
con baciloscopia positiva (BK +), ¥ 1.87 millones de
personas murieron por la enfermedad. En husstro
continente para 1995 la Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS) reporté que la tuberculosis
ocasiond la muerte de mas de 75,000 personas y
que 400,000 personas contrajeron la enfermedad.
En el decenio 1990-1999 se reporté una incidencia

acumulada de 88 millones de nuevos casos de
tuberculosis, de los cuales 8 millones fueron
atribuidaos a la coinfeccion con el virus de la
inmunodeficiencia humana (ViH). (1.2)

Con la introduccidén de agentes antituberculosos
efectivos durante la década de los 40s aparecieron
al final de la misma los primeros teportes de
resistencia a los medicamentos utilizados en pacientes
con enfermedad por Mycobacterium tuberculosis.
Se descubrié que este microorganismo presenta una
resistencia natural a los farmacos antituberculosos
que no se manifiesta si na se pone en contacto con
éstos.

Fue asi necesaric utilizar la terapia combinada para
el tratamiento exiteso de la tuberculosis. Los
primeros esquemas fueron de una duracién de 18 a
24 meses. Can la aparicién de la rifampicina y el
redescubrimiento de la pirazinamida se pudo tener
el tratamiento acortado de 6 meses, cuando ademas
se empleaban durante los 2 primeros meses
conjuntamente a la isoniacida y a la estreptomicina
o el etambutol, y se empleaban intermitentemente
por los 4 meses restantes a la rifampicina y a la
isoniacida.

Pero la alegria de contar con un tratamiento
altamente eficaz para tratar la tuberculosis puede
ser opacada por la aparicién de hacterias resistentes.
La aparicion de cepas resistentes a un farmaco no es
un problema mayor, pues por ello usamos varios
medicamentos simultaneamente. El problema se
tendra cuando nuestro paciente tiene tuberculosis
multirresistente, y serd una verdadera catastrofe
cuando la cepa es resistente al menos a la rifampicina
e isoniacida, que son los farmacos mas poderosos
en lo que se conoce como tuberculosis
multidrogorresistente (TB-MDR).

E! prondstico de los pacientes gue fracasan
dependerd en gran medida de que hagamos un
diagndstico temprano del problema y que podamos
disefar un esquema que incluya idealmente por lo
menos tres nuevos medicamentos a los que la cepa
del paciente sea sensible. Y para ello el primer paso
es identificar si el paciente tiene resistencia a los
medicamentos antituberculosos. La dificultad esta
en gue por los métodos tradicionales debemos
esperar de 4 a 8 semanas para que crezca la cepa y
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otro tanto para conocer su sensibilidad. Por ello se

‘han desarrollado otros métodos que son un poco
més rapidos: Los liquidos, por ejemplo usando el
medio Middlebrook 7H11, los colorimétricos como
el Alamar blue, los radioactivos, coma el Bactec, pero

en general necesitaremes de 2 a 4 semanas para_

tener un resultade. (3, 4)
Hoy sabemos que la resistencia del M, tuberculosis a
los medicamentos es la amplificacién de un
fenémeno natural de mutaciones genéticas que
conduce a la emergencia de resistencia clinica al
tratamiento. Durante los Gltimos 2Q afios hemos
determinado cuales son los genes que codifican la
resistencia para cada uno de los fairmacos: rpoB para
rifampicina, KatG e inhA para isoniacida, embA,B,C
para etambutol, PncA para pirazinamida. {5, 6, 7,8)
Si usaramos técnicas de biologia melecular la
identificacién de cepas de Mycobacterium
tuberculosis resistentes, mediante la deteccidn
rapida de los polimorfismos asociados en estos genes,
serfa en unas pacas horas. Indudablemente el utilizar
- esta metodologia conllevard a repercusiones
terapéuticas y epidemiolégicas para el control de la
enfermedad, pues-un buen tratamiento podria
instalarse rdpidamente v de esta manera se
conseguiria una pronta negativizacién del esputo,
- evitando la progresién de la enfermedad en el
paciente y se reduciria la tasa de infeccion a fos
coatactos intra y extra-domiciliarios.
Nasotros hemos desarrollado va la metodologfa para
determinar polimerfismos en el gen rpoB, y hemos
determinado que el 96% de las cepas rasistentes a
rifampicina en el Per( los presentan. (9) igualmente,
en la actualidad se han desarrallade técnicas de
biologia molecular para detectar resistencia a
isoniacida que puede proporcicnar informacién en
24 horas. La ventaja de estudiar la -resistencia a
isaniacida y a rifampicina es que son les dos farmacos
indicadores de multidrogoresistencia. La resistencia
a isoniacida en M. tuberculosis involucra a los genes
KatG (catalasa-peroxidasa) e inhA (encil-ACP-
reductasa). (7)
Es porello que disefiamos este trabajo cuyo cbjetivo
fue conocer en cepas de M. tuberculosis con
resistencia a isoniacida, determinaca por las métodos
tradicionales, aisladas de pacientes de la Sub- Regién
de Salud lll-Lima Norte.

MATERIALY METODOS

Las muestras clinicas utilizadas en el presente estudig
fueron de pacientes diagrosticados con TB
pulmonar provenientes del Hospital Cayetano
Heredia y de los diferentes centros de Salud de la
Sub-Regién Lima Norte, Per(, durante el perioda
2003 al 2004. Se incluyeron 94 aislamientos de
Mycobacterium tuberculosis para este estudio.

Frocedimientos
Baciloscopia, cultives y pruebas de susceptibilidad.

&2

Los procedimientos de baciloscopia vy cultivo se

realizaron siguiendao las especificaciones técnicas de
Ziehl-Nielsen y Ogawa (10). La determinacién de la
susceptibilidad antituberculosa fue realizada con los
4 farmacos de primera linea siguiendo fa variante
econdmica del método de las proporciones de Canetti
{(11), para lo cual se usaron las siguientes
cancentraciones: isoniacida {H}: 0.2 ig/ml,
estreptomicina (S): 4ig/m, rifampicina (R): 40 ig/ml,
etambutol (E): 2 ig/ml. Como criterio de resistencia
se utilizé el limite de susceptibilidad del 1% paratodas
las drogas.

Extraccion del acido desoxirribonucleico (ADN)
genomico de cultivos micobacterianos.

La extraccion de ADN se realizéd de acuerdo a lo
descrito por Van Soolingen (12). E| ADN usado para
la reaccidn en cadena de fa polimerasa {PCR) fue
extraido de los cultivos positivos de M. tuberculosis
resistentes a isoniazida (H}, obtenidos en el medio
de Lawestein Jensen.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) parala
amplificacion del gen KatG
Para la amplificacion del gen KatG se utilizaron los
oligenucldtidas, cuya secuencia fue descrita por van
Doonor. (13) Con ellos se logré por PCR un producto
de amplificacién de 642 pb del gen katG. La reaccion
del PCR (volumen final 20 ul) estuveo constituida por
5 ng de ADN gendmico de M. tubercufosis y una
mezcla de 2,0 pil de buffer 10x, 2.4ul de MgCl, 25
mM, 1.6l de desoxinucledtidos fosfato 2.5 mM 1
pmel de primer katg?/Katg2 y 0.2 U de Amplitag
ADN polimerasa (Perkin Elmer). La reaccion se llevé
a cabo en un termociclader GenAmp PCR System
2400 (Perkin Elmer, USA), bajo las siguientes
condiciones de temperatura: 95°C por 4 minutos, 8
ciclos de 95°C per 1 minuto, 66°C por 1 minuto y
72°C por 1 minuto, pesteriormente 32 ciclos de
amplificacion de 95°C por 1 minuto, 58°C por 1
minuto, y 72°C por 1 minuto, y finalmente un ciclo
de 72°C por 10 minutos,
Los productos de amplificacién obtenidos mediante
la reaccién de PCR fueron visualizadas por
electroforegis en geles de agarcsa al 1% en buffer
de corrida TBE (tris-acetato 0.089 M, acido hérico
0.089 M y EDTA 0.002 M). La electroforesis fue
realizada en una cdmara de electroforesis harizontal
{Modelo H5, GIBCO BRL) a 60 V por 45 minutos en
presencia de un marcador estindar de peso
malecular {100 pb). Los geles fueron tefiidos con
bromura de etidio (.5 ig/ml.) durante 3 minutos y
visualizadcs en un transtuminador de luz UV (UVP,
Modelo TM-26 San Gabriel USA).

Analisis de PCR-RFLP {polimorfisma en la longitud
de los fragmentos de restriccién )

Un- par de  primers, Katg1 (5-
‘CTGCTCCGCTGGAGCAGATG-3 Ny katg2 (5-
"CCGACTTGGGCTGCAGGCG-3 ), fueron usados para
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amplificar un fragmento de 642pb (posicion en el
gen KatG 2847 a 3491 en la cepa H37Rv [Gen Bank
miamero de acceso X68081]). Para detectar la
mutacion Arg463Leu del gen KatG, el fragmento
amplificado fue digerido con endonucleasa de
restriccién: Mcil (Amersham Pharmacia Biotech). Ncit
corta al tipo silvestre en dos posiciones, pero corta
al tipo mutante Argd63Leu {CGG’ICTG) en una sola
postcion. (Figura N° 1)

La mutacion del coddn 315 fue detectada por '

digestién del producto de PCR con MspA1l
{(Amersham Pharmacia Biotech). MspA1l corta al tipo
silvestre en tres posiciones, pero corta al tipo
mutante en dos posiciones : codon 315 (AGC'IAAC
o ACA [Ser315Thr]), AGC'IAAC[Ser315Asn]),
AGCATC[Ser315 lle]). (Figura N° 2)

Los fragmentos de restriccion de DNA fueron
analizados en agarosa al 2% y el fragmento obtenido
fue visualizado bajo luz UV.

RESULTADOS

. Este estudio lo efectuamos con 94 cepas de M.
tuberculosis. Todas fueron al menos resistentes a la

Figura N® 1. a. Secuercia del producta de amplificarion de gan KaiG, para Neft

T ooTGOT CEAGCAGATGEGCTTGEGCTGGAAGAGCTCGTATGECAGC GGAAC
CGGTAAGGACGCGATCACCAGCGGCATC GAGGTCGTATGGALGAACACCCLGACG
AAATGGGACAACAGTT TCCTCGAGATCCTG TACGGC TACGAGTGBGAGCTGACGAAG
AGCCCTGOTGGLEETIGGLAATACACCGLCAAGGACGGLGCCGETGLCEGCAGCAT
Eg, BHGACCCOTTCBGCGEGCCAGEGCECTCCCCGACGATGCTGGCCACTEACCTE

TGECTOCEOGT GRATCCBATCTATAABCGBATCACBCBTCECTAGCTGGAACACTT
COACGAATTGGCCBACBAGTTCGCCAAGOCCTBOTACAADCTGATCCACCOAGACA
TAGATCCCATTOCAABATACCTTRGACCGC TGETCCCCAAGCAGACCCTGUTGT GG
CAGGATCLOGTCCLTGCGSTCAGCCACGACCTCGTCBACAAAGCLBAGATTGLCAG
CCTTMGAGCCAGATC%’:? BGGCATCOGCGATTGACTATCTCACAGCTAGTTTCGAGCS

GCATGGGLGECEET CGTCGTTCCG GTAGCGACAAGCGCGGCGGCGCCAAEG
GTGGTCGCATC!

et
Fosicanes de cavie del extremc SEZESHEETAN

Sasuoncia e cone SGEICIGEY
Tamatin de Ibs productos de restriccion: B 282 auE YICERRBY AL ARG YRt

Figura N° 1b: Praductos de PCR-RFLP | digeridos con Nei
M : Marcador 123 ph
1245 :ADN normal
3.6 : ADN mutado
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Figura N 2. a. Secuencia del producto de amplificacion de gen KatG, para
MapAll

o?'ecwgﬂeGAGCN:—ATGGGCTTGGGCTGGAAGAGCTGGTATGGcACDGGMc
CGOTAAGBACGCCATCACEA) ERECATCOAGGTCGTATEBACGAACACCLCGACE

AAATGGGACAACAGTTTCOTCGAGATCCTRTACGGCTACGAGT GBGAGL TGACGAAG
AGCCCTGEETAEUGCTTGGCAATACACCGCCAAGRACGGLGLLEETGCCGGCATTCAT
CCOGGACCCETTOGGGGEGCCAGGGGLTCCCCBACGATGCTGGCCACTRACCTC
TOGECTGCEGETEGATCCGATCTATGAGCGGATCACGLGTCGCTAGCTRGAACACCC
CGAGGAATTGGCCCACGABTTCOCCAAGGCCTGETACAAGCTGATCCACCCAGAGA
TGGGTCCCGWGCGAGATAGCTTGGW@S EIGGTCCCCAAGCAGACCCTGCTETG

GCAGGATCCEETCCCTRCGETCAGECACGACCTGE TEBECGAAGCLGAGATTRLTA
GCCTTAAGAGCCAGATCCGGBCATCGGGATTGACTGTICTCACAGCTAGT Y TCGACCE
CATGGBCEGECGECETCEICETTCLG TG T AGLDGACAAGC GLBLGCGGLBLCAACEG
TEGTCBCATCAGCLTGLAGLLATAAZTCG GG

1 MspAll » .
Posiiones de corto del extromo SETAYET0H

Secuchein de care:  BIGIAEBICIGMBS!

Tamano de Ins productos de restriczion. (REEELHE, 4

PR R LI L
Figura N° 2b: Producios de FCR-RFLP |, digeridas con MspA 1l

M :Marcador 100pb; 1,2,3 :Aislamientos de diterentes cepas de M
tubercuiosis , las flechas indican log fragmenios ce ADN mutadc

isoniacida. En 39 (41.4 %} la resistencia fue primaria
y en 55 (58.5 %) adquirida. (Tabla N° 1)

Tabia N* 1. Resistancia primaria y adquirida en paclentes con
tubarculosts pulmonar resistenies a Isonlacida

ﬁ:m de pac]mll Cepas

n (%)
Sin ralemicnlo previo 35 414
Traludos prevismentc 55 585
TOTAL 54 100.0

En las cepas con resistencia primaria 2 sélo fueron
resistentes a una droga, 10 ados, 16 atresy 11 a
cuatro. Mientras que en las cepas con resistencia
adqguirida 3 lo fueron para una droga, 11 para dos,
23 para tresy 18 para cuatro (Tablas N° 2y 3).

Tabla N* 2. Resistencia primaria por drogas en aislamlentos ce M.

tubarculosle de paclantes con tuberculosis pulmonar de la Sub-Ragién da
salud Lima Norte.

Reslatencla a dragss A (%)
A una droga

INH 2 51
Adosdroges

INM + RIF 5 128
INH + 5M 5 12.8
A tras dogas

INH+EM + RIF 12 30.8
INH+ RIF + EMB 3 7.7
INH + 8M + EMB 1 26

A cwarto diogas

NH+8M-RIF+EME " 28.2
RESISTENTES 39 100
RFP=Rif: [NH=lIzoniagids, Sh=F: icina y FMA: butal
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Tabla N° 3. Resistencia adquirida por drogas en @islamientos de M.
tubefculos’s de pacientes con tuberculosis pulmonar de la Sub-Reglﬂn de

Salud Lima Norte.
Reslsterclag drogas __ Alsiamisno i}

. Aha drega - 7

INH 3 58
* Adosdrogas

INH + S_M 7 . 127

INH + RIF . 4 74

Atres dogas

IHH +SM + RIF @

INH + RIF + EMB 5 - 91

A cuarto dregas '

RFPHINH+SIAHEME 18 . Rt

REGISTENTES 85 100.0

RFP = Rifampicina, INH = Iscniacida, $M =Estreptamicina y EMB = Eiambutal

La resistenicia simultanea por lo menos a isoniacida y
rifampicina (multidrogoresistencia) fue de 79.5%
entre las cepas con resistencia primariay 81.8 % entre
las cepas con resistencia adquirida (Tabla N° 4).

TablaN°4, Multidrogomresistencia  ~

Tipo de paciente CepusMDR - Tades

' 1 (%) ()
§in tratmizao previe B n3 ' %W
me previements 4 . B3 L]
TQTAL ) . - T 0.8 - W

El analisis microbioldgico de susceptibilidad para los
94 aislamientos de M. tuberculosis se indica en [a
{Tabla N°5), en donde se observa el patréon de
resistencia para cada uno de los antibidticos en
estudio.

Los 94 aislamientos de M. tuberculosis de pacientes
con tuberculosis pulmonar fueron analizados con
endonucleasas de restriccidn para detectar mutacion
en el gen KatG.

Usando Nci? se encontré que solo 9 (9.5%) de las 94

cepas resistentes tenian. una mutacién en el codén
463. En cambio con la endonucleasa de restriccién .

MspA1l hemos encontrado que las 94 (100%) cepas

. Tﬂila N* §: Patrén de resistencia en 94 cepas de M. Hubereuiosis

N de COD
GROEN FCR N" DE CEPA_CENTRU DE SALUD REZSISTENCIA

1 o £69-02 Las libestadores R: INHEMiRIFTEMB

2 Ha2 5B59 Pilar del Naranjal R:IRHSWRF 5 EMB

a e B2 $.8. Primavera R:INH/SMRIF 5 ENB

4 o4 B3R5 Rimac R: INH/SM/RIFFEMB

.8 3005 7003 HNGH R:INH/SM/RIF 5. EMB

(] 06 7445 ifla Hoste RIINHISMRIF - 3; EMEB

T 278 2782 PNP/ABL R INRiSMIRIFTEME

8 D08 2853 AmaKela RIINESM/RIF S; EMS

g 008 2590 5.1, ge Salinas R: INH/RIFIEMBE 5. 5M

10 Ho 818 Canfraterhbad R INHRIFFEMA S:SM

R I o1 5E3-0Z Mexicn R: INHSMIRIFIEWMH

12 m2 3143 Cerm Candala R:INH/SMRIF S:EMB
13 L3 07 Primavera R INK'SMRIFEWB

L} HHMa nr-n2 HNCH R: INHSMIRIFEMB

15 HNns [Fic7 Chidady Campo R: INH/RIF  3:SWEMB
18 L0166 383-02 S.).de Amancaas R; INHRIFIEME S: SM

17 m7 ap11 C.Cuete Fernandini R:INH/SMRIF &: EMB
13 lofa 7283 Caqueth * R::MHBMRIFEME

19 g e Cerma Candela R: INHISMRIF/EME

n o2e 6635 SMP R:INHISWRIF 5: EMB

2 o 4183 AmaKela R: NHRIFFEME S:5M

22 022 081 Mariscal Castifla R: INHIRIFfEME 3.8M

23 -0 455-02 SWP R NHIRIF  S:SWEME -
24 024 552 Laura Caller R:INF/SWRIF 3:EMB
25 025 2851 Los Amgekes R:INF/SWRIF 5.EMB
26 H26 7362 Sagrado corazonde Jesds R INHSMRIFIEME

27 - 1oz7 E£8-02 G5, Los Livertadares R 'NHRIFFEME &:5M

24 3] 585 FCT R: ‘NHEMRF & EME

2 029 ] HNCH R: IMHSM - 5 RIFIEMB
au e 540 ESGL R: NHSMRIF S EMB

a1 M 328 Far de Amancaes R: INH/SMIRIE §: EMB

2 32 005 Pani Il Zona R: INHISMIRIF  S: EMB

kX L33 1204.02 Condavila R: INMIRIF  S: SIWEMBE
u 034 4504 HNCH RIINHEM & RIFEMB
a5 Hns 845 HKCH-Med. Trepleal R INHIEMRIF/EME

% to3e 808 Gueto Fernandinl R: ‘NHSMRIF/EMB

a7 o3z | "8 8.J. de Bafinas R: ‘NHEMRIFEME

] "z 6283 Caquefa R, NH'SMRIF/EME

] 039 1147 Rimac R NHSMRIF 5: EMB
40 040 1209 HNCH RiINH  S:SW/RIFEMB
4 041 1452 For de Amancaes R: NHSMRIF/EME

42 -2 1635 Las Olivos de Pro R: INHISMIRIF 5: EMB

43 043 6120 paru Iif Zona "Ri'NH  S:SW/RIFEEMB
Er) 1-044 4491 C.8. Primavera R: INF/EM/RIF & EMB
45 1045 140-02 HNCH R: INF/SM/RIF/EMB

% 1048 4077 infantas R: INF/RIF/EMB S: SM
a7 1047 . 1218 Rimec R:INH/SM  5: RIFFEMB
a8 1-048 1266 PNP R: INF/GW/RIF/EMB

4% 1-g49 1567 Mexicn R: INH/SM/RIF/EME

50 1050 ki Cuate Femarrdiné R: INF/SM/RIF/EME

51 1.051 1407 Mexico R:INF/SM  S: RIFFEMB
E2 1052 1415 Rimac R: INH/SW/RIFIEMB

53 1053 1782 Rimac R: INH/SM/RIF  S: EMB
& 1054 1726 Rirau R: INE/SMIRIF/EMB

55 1085 7156 Infantas R: INH/SMIRIFIEMB

56 1058 2527 Maxice R:INM/SM B RIFFEMB
5T 057 ] HNCH R: INHISMWRIFIEME

E] 058 o7 SMP R!INH/SWRIF S EMB
59 108 3061 Mariscal Casiilla R: INM/SM/RIF/EMB

0 1060 218 G.S.César Lopez Siva R INFISM/RIF S: EMB
&1 081 218 Flor de Amancass R INHISM/RIF  S: EME
82 [3.:r] ADEE C.8. Mexica R:INM/GM 5! RIFFEMB
63 083 287 Flor de Amancags R INH/BM/RIF/EMB

[} 1064 108102 Prmavera R INM/RIF/EMB S: SM
65 1085 7004 Confratamadad R INH/SM  S: RIFJEMB
.66 [2s- -1 214 ©.5. M.Infantl R: INH/RIF/EM3 S: BM
BT 1087 6843 C.E. Loz Clivos RINK/SMEM2 SRIF
B8 1068 Qa8 S:Mp R:INH SEMRAIFEMB
€8 1-089 T Meca Radonda R INH/RIF S BAUEMB
i} g 749 H.N.CH. R INH/SM/RIF/EMB

n 1071 77 ENCH R INWRF  5: SAVEMS
72 Lao72 950 R INVSWRIF S: EMB
Kl 1073 - 102-02 Rimac R INVRF S SM/EMB
74 1074 7580 SMP R INVEM/RIF/EMB

kil . o7 3764 Perd i/ Zona Rt INHSM/RIF 5:EMB
76 1078 4270 HNGH. -Ri IWHSM S RIFFEMB
w o7 €373 HHNGH Ri INHYSM/RIF/EMB

] 78 7177 Pen} 4 taZona R: INHBWRIF S EMB
79 [274:] =L HNGH. R: INHVSMIRIF S EMB
a0 080 2176 H.MGH. R:INH/SM S RIFFEMB
a1 241 op2z Rimac R: INHVSWRF S EMB
a2 1082 Lera Carlos Cuety Fenwnding - R: INHISWR F/EMB

a3 1083 2542 Lus Olivos R: INHISMWR:F S EMB
B4 1-084 4743 HNGH R INHRIF ' SM/EMB
B85 1-085 2440 Rimac R INHISI 5 RIFEME
86 1086 4057 SMP R INH/SWRIF  S: EMB
-87 1-087 2863 Caqueta R INHISMWRIF/EMB

B8 hOBB 2481 Los Oiivos R INHIRIF S SMAEMB.
B 1089 6297 Caguet R: INHISM S RIFFEME
w0 1090 5127 Rimac R! INHRIF 5! SMEMB
ol e 3497 Lanhtio Prado R: INHISMRIF  5: EME
82 52 By Virgen del Filar R INHISM/RIF/EMB

83 D93 3462 Valdiviezo R: INHISIMRIF 5: EMB
B4 09 A753 Los Angeles R INHRIF S SMEMB
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tenian una mutacién en el codon 315. En todas
estas cepas la mutacién fue AGC'IAAC (Ser315Thr).

DISCUSION

El presente estudio es el primer trabajo que se hace
en el Perdl para conocer los polimorfismos presentes
en el gen KatG, uno de los implicados en la resistencia
a la isoniacida. Hay estudios previos con cepas de
pacientes peruanos, pero que fueron realizados
fuera de nuestro pais, como el trabajo de Escalante,
{14) que se hizo en Houston, Estados Unidos de
Norteamérica.

El hallazgo mas importante del presente estudio es
que hemos encontrado que todas las cepas
estudiadas presentan mutaciones en el codén 315
del gen Kat G, lo cual concuerda con los estudios
realizados por Escalante. La frecuencia de
presentacién de mutaciones en este coddn varfa
desde un 30% en Singapur (15}, hasta un 100% en
Sudéfrica (16), pasando por un 52% en Madrid {17},
79% en el trabajo de Escalante en el Perli (14), y
93.6% en Rusia (18}, i

Si los resultados del presente estudio son una
expresién real de lo que sucede en el Perd nos
simplificaria enormemente los andlisis genéticos
necesarios en nuestro pais para conocer si una cepa
es o no resistente a la isoniacida, pues sélo
tendriamos que buscar en el gen KatG los
polimorfismos en el codén 315. A diferencia de lo
que sucede con la rifampicina que, en los diferentes
estudios efectuados en zonas diversas del mundo,
(19,20,21,22) se conoce que palimorfismos en el gen
rpoB determinan la resistencia del M. tuberculosis a
este antibiético en mas del 90% de casos, para
isoniacida estudiando las mutaciones en los codones
315 y 436 del gan KatG y en la region regulatcria del
operon del gen inhA se logra determinar solo entre
el 70% y 98% de las mutacicnes que han causado
esta resistencia a isoniacida. (17, 23, 24,25)

En un estudio previo hemos encontrado que el 96%
de las cepas estudiadas resistentes a rifampicina
tenian mutaciones en el gen rpoB. (26) Y uno de los

hallazgos interesantes de ese estudio fue que 94.2%
de las cepas resistentes a rifampicina lo eran ademads
aisoniacida (9). Pero en el presente estudio hemos
encontrado gue lo contrario no es cierto, pues el
80.9% de nuestras cepas resistentes a isoniacida lo
eran también a la rifampicina. (Tabla N> 8)

Con los resultados obtenidos podemos ya conacer
cuales son los polimorfismos en los genes que
debemos estudiar en el cultivo de esputo de los
pacientes con sospecha de ser portadores de
tuberculosis MDR: Ser-531, His-526, Asp-516 en el
gen rpoB, (5) y Ser 315 del gen katG.

La prueba de la catalasa fue la primera que se tuvo
para identificar a una cepa resistente a un antibistico
que no fuera microbiolégica. Los estudios de Zhang
y Cohn encontraron que todas la cepas catalasa
negativas eran resistentes a isoniacida. (27,28).
Asimismo Wolinsky reporté que no expresaban
catalasa el 82% de aislamientos resistentes a la
concentraciones de >10 ig /mL de INH (29)
Posteriormente, gracias a los trabajos de Stoeckie
aprendimos que habia cepas resistentes a isoniacida
que eran catalasa positivas (30). Y asi es que luego
conocimos que ademas de katG habian otros genes
gue codificaban cepas resistentes a la isoniacida.

Cuando hayamos implementado este sistema de
deteccidn ultrarrdpida de la MDR coma servicio a los
pacientes con contactos de MDR, coma son los
familiares préximos y los trabajadores de salud, y
para los pacientes en guienes se sospeche que estan
fracasando, podremos tener en el pais una certera
ayuda diagnostica que permitird iniciar el nuevo
esquema de tratamiento a estos enfermos antes de
que tengan un deterioro clinico que dificulte su
curacién (31)

£n conclusién, nuestros resultados demuestran que
para buscar la presencia de mutaciones en los genes
que codifican la sensibilidad a isoniacida seria
suficiente estudiar las mutaciones en el codon 315
del gen kat@, pues todas las cepas de Mycobacterium
tuberculosis resistentes las presentan.
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