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RESUMEN

Latuberculosis (TB) es un gran problema de salud publica. La biologia molecular ha aportado significativamente al estudio
de la epidemiologia de la TB a través de diversos métodos como el RFLP. Con ello se ha podido describir mejor los brotes
epidémicos de TB, la dindmica de transmision, el estudio de TB posprimaria, los factores de riesgo para TB en poblacion
general y en grupos vulnerables, la identificacion de fuentes de contaminacion en laboratorios u hospitales, la distribucion
geografica de clones de Mycobacterium tuberculosis y la resistencia a medicamentos. En el Pera se han realizado diversos
estudios moleculares para estudiar estos fenomenos epidemiologicos de TB, los que ayudaran a caracterizar con mayor
precision la situacion de la TB en el pais, proveyendo elementos clave para su control. Presentamos una breve revision de

cOomo se ha estudiado molecularmente la TB en el Peru.
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INTRODUCCION

lgunos autores consideran que la epidemiologia molecular

es la incorporacion de métodos y herramientas moleculares

a las investigaciones epidemioldgicas.”” Tomando en
cuenta la definicion de epidemiologia de Alarcon,’ la epidemiologia
molecular podria ser definida como la ciencia que estudia las causas
de la aparicion, propagacion, mantenimiento y descenso de los
problemas de salud en poblaciones mediante el uso de las técnicas
de la biologia molecular -como el estudio del ADN para identificar
biomarcadores en muestras humanas-, con la finalidad de
prevenirlos o controlarlos.** Es decir, la biologia molecular al
servicio del enfoque epidemioldgico.” Sin embargo, otros
estudiosos consideran que la epidemiologia molecular representa un
cambio en el paradigma de las investigaciones epidemioldgicas, ya
que es una nueva manera de practicarla, con implicancias en su
objeto de estudio y no solo el uso de nuevas herramientas.' A pesar
de las controversias en la definicion, existe consenso en que las
técnicas moleculares y el estudio de los genes y el genoma seran
insumos basicos para el futuro de la epidemiologia,"** haciéndose
extensivas a diversas areas del conocimiento, como la
epidemiologia de las enfermedades infecciosas.'

Las enfermedades infecciosas son todavia un problema de salud a
nivel mundial, sobre todo en los paises en vias de desarrollo como el
Pert, donde se mantienen como endemias o como enfermedades
reemergentes. La biologia molecular ha contribuido de manera
importante a las investigaciones epidemiologicas de estas
enfermedades, aportando nuevos conocimientos acerca de los
agentes patogenos, los vectores y hospederos, y dando herramientas
de mucha utilidad para la epidemiologia como la identificacion
molecular y el rastreo genético.” Sumada a los métodos de la
epidemiologia convencional, la epidemiologia molecular ha
permitido una mejor comprension de brotes epidémicos, cadenas y

dindmicas de transmision, u otras caracteristicas propias de los
procesos infecciosos como la inmunidad y la resistencia al
tratamiento.”™ Por la magnitud de cada enfermedad en la salud
mundial, destacan entre estos estudios los aplicados a la malaria, la
infeccion por VIH/Siday la tuberculosis.

La tuberculosis (TB) sigue siendo un serio problema de salud
publica, puesto que, segun cifras de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), un tercio de la poblacion mundial estaria infectado
con el Mycobacterium tuberculosis (Mtb) y, s6lo en el afio 2006,
habria matado a 1.7 millones de personas.” En los paises de bajos
recursos, se agrega ademas una elevada incidencia de tuberculosis
resistente.’

Para el Peru, la TB es considerada como una prioridad sanitaria
nacional, afectando a cerca de 50 000 peruanos cada afio, la mayoria
en Lima y Callao."" Asimismo, las alarmantes cifras de TB
multidrogo resistente (MDR) y extensivamente resistente (XDR)
colocan al Perti en el primer lugar de casos reportados para estas
formas agresivas de TB en la region, casi al nivel de los paises mas
pobres del Africa subsahariana,” siendo mads afectadas las
poblaciones de menos recursos y los estudiantes y profesionales de
lasalud. Sibien, amediados de la década pasada el Pert mostraba un
aparente control de los casos de TB sensible y era retirado de los 22
paises con mayor carga de enfermedad, en los tltimos afios la TB
resistente presenta una tendencia al aumento sostenido de casos, lo
que ha llevado a plantear a algunos autores la necesidad de declarara
la TB como emergencia sanitaria nacional, para tomar medidas
extraordinarias para su control."

* La epidemiologia molecular fue inicialmente descrita y utilizada en los estudios
sobre la patogénesis y transmision del cancer, y adquirié mas relevancia con el

. . 5,6
desciframiento del genoma humano.
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Para poder controlar la transmision y el impacto de la TB y la TB
resistente es necesario conocer mejor las caracteristicas que esta
epidemia tiene en el pais, y la biologia molecular resulta una gran
aliada para la investigacion epidemiologica de la TB.

De manera general, los métodos moleculares incorporados al
analisis epidemiologico de la TB se refieren principalmente a la
diferenciacion de cepas mediante el estudio del ADN de Mzb, a
través de diversos analisis, como el polimorfismo de longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés),
estandarizado en 1993.” Este método, y los otros que describiremos
brevemente, han brindado nuevos conocimientos sobre diversos
aspectos de los fenomenos epidemioldgicos de la TB que eran poco
posible identificar mediante los métodos de la microbiologia
convencional,” como el diagnéstico sin sospecha clinica, el estudio
de brotes epidémicos, el analisis de la dindmica de transmision de la
TB, el estudio de la TB latente -distinguiendo la reactivacion
enddgena de la reinfeccion exdgena-, la determinacion de factores
de riesgo para TB en poblacion general y en grupos vulnerables
(como los infectados con VIH/Sida), la identificacion de fuentes de
contaminacion en laboratorios u hospitales, y el estudio de la
distribucion geografica de clones de M7b, asi como el creciente
problema de la TB MDR y XDR.” Ademas de ello, y del mismo
modo que en la epidemiologia convencional, también son de mucha
utilidad los reportes de casos y la evaluacion de las intervenciones
utilizando las herramientas moleculares.

Entonces, teniendo en cuenta los conceptos y utilidades descritos,
asi como la pertinencia de la investigacion en TB en el pais, hemos
llevado a cabo una revision bibliografica sobre la epidemiologia
molecular de la TB, los métodos moleculares que se vienen
implementando y como han sido utilizados algunos de ellos en el
Peru para el estudio de los fendmenos epidemioldgicos
mencionados.

METODOS MOLECULARES
PARAELESTUDIO DETB

Mediante el desarrollo y mejoramiento de las técnicas moleculares
se pudo integrar los métodos de estudio de genotipo y la clasica
investigacion de epidemiologia para la conocer la distribucion de la
enfermedad y comprender los mecanismos o modos de transmision
de TB. Como hemos mencionado anteriormente, entre las
aplicaciones de la epidemiologia molecular en TB podemos citar la
deteccion de transmision sin sospecha clinica, estimacion de la
extension de una infeccion, identificacion de contaminacion
cruzada en el laboratorio, diferenciacion entre reinfecciones y
reactivaciones de los pacientes, identificacion de una misma cepa en
micropoblaciones y distribucion de cepas resistentes.” Asimismo, el
mejoramiento de los sistemas de estudio, donde el acceso a la
informacion de los diferentes genotipos es clave, permite a los
investigadores no solo realizar evaluaciones retrospectivas, sino
también estudios prospectivos que generen intervenciones
oportunas para lamejora del programa de control de TB.

La mayoria de los primeros estudios de epidemiologia molecular
aplicados en TB se basaron en el uso del método RFLP de la
secuencia de insercion [S6//0 de Mtb y -debido a su
reproducibilidad, poder discriminatorio y relativo bajo costo- fue
considerado por varios afios el método de referencia, ** permitiendo
caracterizar genéticamente aislamientos de Mtb discriminando
entre cepas relacionadas y no relacionadas, en la identificacion y
estudio de resistencia. La aplicacion de esta metodologia se realizd
en el Pert, con las investigaciones publicadas entre los afios 2002 y
2006.**" Sin embargo, el método 1S6110-RFLP es laborioso y
requiere de un buen crecimiento de bacterias en los medios de
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cultivo, lo que ocasiona demora en la obtencién de genotipos.
Ademas, hay evidencia que una alta proporcion de aislamientos
tendrian bajo niimero de copias de 1S6710.* Los métodos cuyo
blanco incluye secuencias esparcidas polimorficas en la regiones de
repeticiones directas (DR-direct repeat), incluyendo el spoligotipo,
resultan buenos para la investigacion; sin embargo, este método
subestima la diversidad clonal cuando se trabaja solo.” Con el
conocimiento de la secuencia completa del genoma de Mth cepa
H37Rv" se pudo evaluar otros genes para lograr un estudio
epidemiologico.

En los tultimos afios se han desarrollado métodos alternativos
basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), los cuales
podria mejorar los sistemas de intervencion, utilizando los VNTR
(variable number tandem repeat). En paralelo, investigaciones mas
tradicionales han sido mejoradas con la inclusion de marcadores
fluorescentes en el andlisis IS67/0 - amplified fragment length
polymorphism (AFLP).”

La integracion de nuevas herramientas para el estudio de genotipo
incluye el spoligotipo y MIRU-VNTRs (locus 12, 15 0 24). Esto ha
permitido mejorar las investigaciones epidemiologicas clasicas
sobre todo por la posibilidad de contar con una base de datos
disponible para comparar los datos a partir de MIRU-VNTR.

Diagnéstico molecular de TB

Han transcurrido mas de veinte afios desde las primeras
publicaciones del uso de un método de amplificacion para el
diagnostico molecular de TB."*"” Desde entonces, estos métodos han
permitido la obtencion de resultados mas rapidos comparados con
los métodos tradicionales. Los métodos moleculares no solo han
contribuido en el diagnostico sino también en la tipificacion y la
deteccion de resistencia a drogas en el estudio de TB."™ Se han
evaluado diferentes protocolos en la biisqueda de un sistema 6ptimo
de amplificacion a partir de muestras bioldgicas, muchos de los
cuales utilizan la secuencia de insercion IS6110, ADNr 16S
ribosomal y ARN 168 ribosomal. Sin embargo, es dificil evaluar la
efectividad de los métodos si no consideramos parametros como la
prevalencia de la enfermedad en la evaluacion de la especificidad,
sensibilidad y valores predictivos negativo y positivo. Igualmente,
es necesario considerar la presencia de inhibidores de acuerdo al
tipo de muestra a evaluar, esputo u otros fluidos corporales.” ™

Métodos para estudio de acidos nucleicos
IS6110-RFLP:

La secuencia de insercion 6110 (IS6110) que se detecta en las
especies del complejo Mtb tiene 1 361 pares de bases (pb). En un
inicio, esta secuencia fue utilizada para la deteccion de Mtb en
muestras clinicas mediante la amplificacion de ADN.” El
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP: restriction fragment length polymorphism) del gen 1S6110
ha contribuido en el estudio epidemioldgico discriminando cepas
relacionas y no relacionadas clonalmente.”*** Por muchos afios fue
considerado el método de referencia; sin embargo, requiere intensa
labor, cultivo, poder discriminativo y la base de datos RIVM.* En la
Figura 1 podemos observar un esquema de la prueba de RFLP
1S6110.

Pruebas basadas en PCR

Tiene reproducibilidad, poder discriminativo cuando se usa en
asociacion, requiere de las bases de datos en IP Guadeloupe, CDC
Atlanta e IP Lille/Borstel.

- DVR-Spoligotyping: La técnica Direct Variable Repeat Spacer
Oligonucleotide Typing se basa en la amplificacion mediante PCR
de una region locus DR (direct repeat) altamente polimorfico,
obteniéndose un patrén (perfil de espoligotipo).”"
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FIGURA 1. Método RFLP de la secuencia de insercion IS6110 de Mtb
para diferenciacion de cepas de dos muestras
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- MIRU-VNTRs (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units -
Variable Number Tandem Repeats): Mediante una PCR se
amplifica una seleccion de loci MIRU-VNTR. Estos loci (locus 12,
15y 24) son elementos que se repiten en tandem (de 40 a 120 pares
de bases) y estan localizados en regiones intergénicas del genoma de
los miembros del complejo Mtb.*** Este método estd siendo
considerado como referencia en el estudio epidemioldgico de cepas
de Mth.

Métodos comerciales

- GenoType® MTBDRplus: Prucba de hibridacion en fase solida,
puede detectar e identificar el complejo Mtb a partir de aislamientos
en cultivos y muestras clinicas. Sin embargo, su aplicacion mayor es
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la deteccion de resistencia rifampicina e isoniacida.”

- GeneXpert System: Mediante PCR en tiempo real, amplificacion y
deteccién simultdnea mediante sondas marcadas. A partir de
muestras clinicas con la adicion de hidroxido de sodio y alcohol,
utiliza un cartucho y permite detectar la secuencia blanco. El
sistema GeneXpert MTB/RIF incluye la deteccion del complejo
Mtby delaresistencia a rifampicina en un mismo analisis.™

Resistencia a drogas mediante deteccién molecular de Mtb

Los métodos moleculares para el estudio de resistencia a drogas
tienen como principio amplificar la zona “blanco” de accion del
antibiotico, con un consecuente estudio de la mutacion del gen
asociado a la resistencia al antibiotico, siendo el método referente el
secuenciamiento (Tabla 1). Aunque ampliaremos posteriormente,
los principales genes asociados a la resistencia a antibidticos se
describen a continuacién de acuerdo al tipo de droga empleada.”

Resistencia arifampicina:

El gen estudiado es rpoB (sub unidad f de la ARN polimerasa)
asociado con mutaciones entre los codones 507 a 533. Se conoce
que mas del 95% de la resistencia a rifampicina tiene una mutacion
en esta zona. Los primeros métodos empleados fueron el
secuenciamiento basado en PCR o el andlisis del polimorfismo
conformacional de cadena simple (PCR-SSCP),” siendo ahora
complementados por los métodos comerciales.

Resistencia a fluoroquinolonas:

Las quinolonas bloquean la topoisomerasa II (heterotetramero con
dos subunidades A y B), denominado ADN girasa del Mtb. Los
genes que la codifican son gyrA 'y gyrB, que estan asociados en su
mayoria con mutaciones entre los codones 67 a 106.”* Existen
métodos comerciales que detectan mutaciones gyrA.

Resistencia aisoniazida:

La isoniazida es una prodroga que requiere activacion de la enzima
catalasa-peroxidasa (KatQG), la cual es codificada por el gen katG,
para luego inhibir la enzima enoil-ACP reductasa dependiente de
NADH codificada por el gen inhA. Las mutaciones del gen katG
varian de acuerdo al origen geografico de los aislamientos, en tanto
que puede existir alteracion o sobreexpresion de InhA. Otros genes
cuyas mutaciones también estan relacionadas a resistencia son:
kasA, ahpC, ndh que codifican B-cetoacil ACP sintetasa,
alcilhidroperoxido reductasa y NADH dehidrogenasa
respectivamente. Los métodos de estudio de las mutaciones
incluyen amplificacién e hibridacion.”

Resistencia a pirazinamida:

El gen estudiado es pncA (que codifica la pirazinamidasa) asociado
con mutaciones diversas. Sin embargo, algunos aislamientos
resistentes no han mostrado ninguna mutacion, por lo que algunos
investigadores sugieren que aun hay mecanismos que deben
estudiarse.”

Resistencia a etambutol:

Los genes embA, embB y embC codifican tres proteinas homoélogas
de la enzima arabinosiltransferasa. Los métodos de estudio de las
mutaciones incluyen amplificacién e hibridacion inversa.

ESTUDIO DE LA’DINAMICA
DETRANSMISION DETB

-03-

La dindmica de transmision se refiere basicamente a la velocidad de
propagacion de una enfermedad infecciosa a través de la poblacion,
que es medida mediante la tasa de reproduccion de la infeccion. Este
pardmetro toma en cuenta la locacion espacial, la tasa de contagio
entre grupos y la infecciosidad entre cada caso.” La epidemiologia
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TABLA 1. Comparacion de diferentes métodos comerciales de amplificacion de acidos nucleicos para la deteccion del complejo Mrb de muestras clinicas
(Tomado de Alcaide F, et al).”

E Método de L. Volumen de Cambio de R, Control interno
nsayo e o Blanco Deteccion . Automatizacion en o
amplificacion muestra (uL) tiempo (h) de amplificacion
Cobas Amplicor PCR 16S rRNA Colorimétrica 100 6-7 Si Si
AMTD TMA 16S rRNA Quimioluminiscencia 450 25 No No
LCx LCR PAB Fluorométrica 500 6 Si No
BD Probe Tec SDA 1IS67110 - rRNA Fluorométrica 500 3.54 Si Si
Inno-Lipa Nested-PCR Gen rpoB Colorimétrica 500 12 Si No
GenoType MD NASBA 23SRNA Colorimétrica 500 55 Si Si
RT-PCR Red Time PCR 16S rRNA Fluorométrica 10-100 2-3 Si Si
GeneXpert Red Time PCR Gen rpoB Fluorométrica 1000 2 Si Si
GenoQuick PCR 1S6110 Colorimétrica 500 25 No Si

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa; LCR: reaccion en cadena de la ligasa; NASBA: amplificacion basada en secuencia de acido nucleico;
SDA: amplificacion de desplazamiento de cadena; TMA: amplificacion mediada por transcripcion.

convencional utiliza el estudio de los contactos tuberculosos para
aproximarse a la dinamica de transmision de la TB, investigando
parientes, compaifieros de trabajo, convivientes y personas cercanas
a un caso de TB confirmado, midiendo la carga de TB entre
contactos, los factores de riesgo y el tiempo de ocurrencia de un caso
. 16 . . . .

secundario. ' De esta manera, ha sido posible determinar el riesgo de
contraer TB intradomiciliariamente y en la comunidad.

Uno de los aspectos mas importantes para establecer la posible
dindmica de transmisién y caracterizar un brote epidémico es
determinar la clonalidad de las muestras aisladas. Este es un gran
aporte de la biologia molecular, ya que se pueden indentificar
aislamientos genotipicamente relacionados en clusters utilizando
técnicas moleculares, a través de la deteccion de patrones idénticos
de fingerprinting de Mtb (Figura 2). Si existen clones diferentes
entre los casos, ha de considerarse que una de las muestras no es
parte de la cadena de transmisién.” Mas adelante explicaremos la
distribucion clonal de Mtb en el Peru.

Reactivacién endogenay reinfeccion exégena

En paises como el nuestro, un gran porcentaje de la poblacion se
encuentra expuesto al Mzb. Es dificil encontrar cifras exactas, pero
muchos de los expuestos al bacilo no llegan a ser infectados por éste
o lo eliminan rapidamente, mientras que otro grupo desarrolla la
infeccion por TB. Segtin el paradigma convencional, dentro de este
grupo es posible encontrar los siguientes estadios de la enfermedad:
la primoinfeccion o TB primaria (generalmente en la nifiez), la TB
posprimaria temprana dentro de los primeros afos del contagio
(cerca del 10% de las personas infectadas con Mtb), y 1a TB latente,
en la cual los pacientes pueden mantener inactiva la enfermedad por
largos periodos. Luego de ello, si el paciente con TB latente
desarrolla la infeccion activa, se denomina reactivacion endoégena.
Existe ademas la posibilidad de que un mismo paciente con
antecedente de TB pueda adquirir nuevas infecciones por Mzb; lo
que se denomina reinfeccion exégena.™

En lugares de baja prevalencia, como USA, el 80% de los casos de
TB activa provienen de una infeccion latente reactivada.™ En estos
lugares, el criterio epidemiologico es muy util para determinar como

FIGURA 2. Modelo de
conformacion de grupos
genotipicamente similares en
clusters.
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TB reactivada a la presencia de enfermedad activa en un paciente
con antecedente de TB. Sin embargo, en paises de alta prevalencia
como el Pert o India, la mayoria de las formas se deben a TB
posprimaria temprana y a reinfecciones exdgenas.”

La determinacion de un caso como TB reactivada o una nueva
reinfeccion por TB en paises de alta prevalencia se hace dificil sdlo
con criterios epidemioldgicos. Aqui entran a tallar las herramientas
moleculares, como el RFLP. Estas han relativizado muchos de los
postulados de la epidemiologia convencional, incluso en los paises
desarrollados que han logrado controlar laTB.*

En la Figura 3 se aprecia de manera simple como un estudio de
fingerprinting RFLP IS6170 de Mtb puede ayudar a diferenciar una
reinfeccion exdgena de unareactivacion endogena.

Asimismo, la epidemiologia convencional tiene limitaciones para
estudiar los casos de TB latente, ya que en muchas ocasiones se trata
de pacientes sin sospecha clinica actual, y no se dispone de
biomarcadores eficientes aun. Por esto, en los Gltimos afos se viene
investigando citokinas y otros marcadores moleculares de la
respuesta inmune a TB en busca de un indicador adecuado para
medir la respuesta inmune a la infeccion por Mrb y diagnosticar la
TB latente.

Rol del sistema inmune

La inmunidad del infectado y caracteristicas genéticas del mismo
juegan un papel importante en la historia natural de la enfermedad,
en la eliminacion del bacilo o en la TB latente. Esta, en presencia de
otros factores externos de transmision, favorece el incremento de
nuevos casos.

FIGURA 3. Diferenciacion entre TB enddgena versus transmision activa
mediante métodos moleculares.

A B
|

A. Se muestra la comparacion entre dos muestras con huellas idénticas de RFLP del
1S6110. En este caso, se podrian esperar nexos epidemiologicos entre los pacientes y
suponer que se trata de transmision activa de la enfermedad por una fuente comin o
reinfeccion exégena. B. Cuando las muestras proveen patrones diferentes de RFLP
IS6110 no se esperarian que estén relacionadas epidemiologicamente se podria
suponer que corresponde a una reactivacion endogena.
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FIGURA 4. Respuesta inmune celular en tuberculosis
(Tomado de Farga & Caminero™)
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MIF: Factor inhibidor de la migracion del macrofago; MAF Factor activador del
macrofago; IFy: Interferon gamma.

El primer contacto que tiene el Mtb con el sistema inmune es a través
de los Receptores de Reconocimientos de Patrones (receptores tipo
Tolk TLR, receptores tipo RIF-I, receptores tipo NOD y receptores
lectinas tipo C), activando a la inmunidad innata para la produccion
de moléculas efectoras para el control de la infeccion y modular la
inmunidad adaptativa. La autofagia de los bacilos por parte de los
macréfagos es otro mecanismo de eliminacion bacteriana. Entre los
TLR estudiados, se encuentra el TLR9 que reconoce a la secuencia
palindréomica del ADN del Mycobacterium 5-CG-3" (CpG), esta
interaccion induce el aumento de actividad de las células NK e
induce la produccion de interferones tipo I; el TLR2 de los
macréfagos, son receptores para varios glicolipidos de la pared de
las mycobacterias (lipoarabinomannano, lipomannano, fosfatidil-
myo-inositol manosido) ademas de la lipoproteina 19-KDa de Mtb.
Los receptores tipo NOD ( NOD2, NRLP1, NRLP3 IPAF)
reconocen otros patrones moleculares del Mycobacterium; los
NOD2 reconocen al dipéptido muramyl del peptidoglucano, y
NRLP1,NRLP3 e IPAF favorecen la secrecionde IL-13 e IL18. Los
receptores tipo lectina C reconocen a la manosa bacteriana
favoreciendo la fagocitosis.

La primera linea de defensa contra la infeccion, esta dado por las
células fagociticas de la inmunidad innata celular (macrofagos
alveolares, macrofagos del parénquima pulmonar y células
dendriticas) que inician una respuesta inflamatoria local, reclutando
células monocucleares al sitio de infeccion, las Mtb son fagocitadas
por las células presentadoras de antigenos (CPA) y luego
presentadas los linfocitos T virgenes. La evasion inmune durante la
fagocitosis del Mtb es por inhibicion de la acidificacion fagosoma o
por escape del fagosoma hacia el citosol (Figura 4).

Lainfeccion activa de la TB en el hospedero comprende la presencia
de mutaciones y al polimorfismos de los genes relacionados a la
inmunidad innata, por ejemplo la proteina Nramp1 (proteina del
macrofago asociada a resistencia natural) podria estar involucrada
en la unién de cationes como el Fe’’ en la membrana del
fagolisosoma causando la muerte de la bacteria; la proteina Nramp1
es codificada por el gen SLCI1Al, cuyo polimorfismo esta
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relacionado a  agentes infecciosos intracelulares. Ademas el
polimorfismo del genotipo del TLR2 ha sido asociado a
susceptibilidad tuberculosa. Uno de los factores en el medio
ambiente del tejido infectado, observado en animales de
experimentacion, durante el estado de latencia de la infeccion, es
atribuida a la hipoxia, y ello depende de un sistema regulatorio de
dos componente (dosRS), el sistema regula la transcripcion de 50
genes bajo condiciones de hipoxia y en respuesta a oxido nitrico.
Bajo condiciones de estrés el monodxido de carbono producido por
Mtb regula al regulon dosR favoreciendo la sobrevida del Mtb in
vivo. Algunos genes del regulon 2R como el nar X, es previsto a
codificar para la nitrato reductasa permitiendo a la bacteria a
adaptarse a hipoxia. Genes de la nitrato reductasa (acg, RV3127y
Rv3131) podrian proteger al Mtb del estrés a nitrogeno.

Los linfocitos helper T, (T, y Ty,,) producen IFN y e IL-17 los
cuales ejercen una funcion protectiva contra la enfermedad. La
inmunidad activa es evocada cuando las CPA presentan los
antigenos del Mtb por medio de la moléculas HLA-II hacia los
linfocitos T,,. especificos a Mtb, desencadenando una mayor
respuesta de tipo celular (T,,). Durante la primoinfeccion TB es
controlado por la formacién de granuloma, limitando Ia
diseminacion de la bacteria. Por tal motivo, los brotes de nuevas
infecciones pueden tomar tiempo hasta que haya una disminucion
de lainmunidad.

RESISTENCIAADROGASANTITUBERCULOSAS

Antituberculosos de primera linea

Resistencia a la Rifampicina

La rifampicina (RIF) fue introducida para uso de la terapia
antituberculosa en el afio de 1972.”" Es utilizada en pacientes
infectados con cepas sensibles a este medicamento o por lo
menos a isoniazida o estreptomicina. El descubrimiento del
sitio de accion de la RIF se llevo a cabo gracias a estudios
realizados en Escherichia coli,™” los cuales también dieron
informacion auxiliar para la comprension de las bases
moleculares de laresistencia ala RIF en Mib.

La rifampicina actia a nivel de la subunidad B de la RNA
polimerasa, codificada por el gen rpoB, inhibiendo la etapa
de la transcripcion. E1 95% de los casos de cepas RIFR se da
por mutaciones puntuales, inserciones y deleciones en una
region limitada del gen rpoB, de 81 pares de bases (pb),
confiriendo 35 variantes alélicas distintas.**

Las mutaciones que predominan en esta region son las dadas
enlos codones Ser531Leu, His526Tyry Asp516Val.”™*

La resistencia se puede dar por un inadecuado esquema de
tratamiento o por mutaciones espontaneas en cepas no
expuestas previamente a drogas antituberculosas, en este
ultimo caso la tasa de mutacion es de una mutacion por cada
10"a 10° organismos.”

Con respecto al 5% restante de cepas RIFR que no pueden
explicarse por mutaciones en el gen rpoB, definitivamente
implica por lo menos un mecanismo de resistencia adicional
como la alteracion de la permeabilidad o mutaciones en otras
subunidades de la RNA polimerasa ya que la RNA
polimerasa esta compuesto por cuatro subunidades distintas
(a, B, B’, 0), codificadas por los genes rpoA, rpoB, rpoC,
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rpoD.

Es poco comun encontrar solo cepas RIFR, ya que
generalmente esta resistencia va acompafiada a otros
medicamentos como la isoniazida, en el 90% de los casos.”
Es por esto que la deteccion, de cepas RIFR, constituye un
marcador para la deteccion de cepas multidrogoresistentes
(TB-MDR)."

En el Pert, los estudios respecto a la epidemiologia
molecular de la resistencia a rifampicina son escasos. En el
afio de 1998, Escalante y cols. realizaron un estudio con
muestras de esputo de personas que vivian en Lima y Cusco,
en el cual encontraron que las mutaciones mas frecuentes,
presentes en el gen rpoB, estuvieron dentro de la region
hipervariable de 81 pb y los codones Ser531 y His526 fueron
los mas afectados con 61.1% y 27.7% respectivamente.” En
el afo 2002, Agapito y cols. estudiaron 62 cepas de Mtb,
detectando 52 cepas RIFR, 96% de estas cepas tuvieron
mutaciones en la region hipervariable del gen rpoB,
encontrando 20 diferentes alteraciones genéticas, el 70% de
estas mutaciones ocurrieron en los codones Ser-531 y His-
526, siendo complementarios con los hallazgos de Escalante
y cols.” También se encontrd, solo, una cepa RIFR que no
tuvo mutacion alguna en esta region hipervariable,
confirmando que existe mas de un mecanismo necesario para
la resistencia a la rifampicina como es descrito por otros
autores (4,5) y por ultimo en este estudio se reportd que todas
las cepas RIFR con excepcion de 2, tenian resistencia a por lo
menos un farmaco mas, constituyendo 98% de cepas
multidrogoresistentes (TB-MDR), confirmando la estrecha
relacion de la deteccion de cepas RIFR con la resistencia a
otros medicamentos antituberculosos, siendo un marcador
util, también en el Pert, para la deteccidon rapida de cepas
MDR.

Espinoza y cols. hicieron lo propio en el estudio titulado
“Frecuencia de mutaciones genéticas asociadas a
multidrogoresistencia en Mycobacterium tuberculosis”,” en
el cual se analizaron 88 muestras para el gen rhoB, en el cual
se encontrd un predominio de mutaciones en el codén 531, el
cual represent6 el 68.2% de las mutaciones analizadas para
este gen, la mutacion del codon Ser531Leu correspondio al
67.05% de estas , también se encontraron mutaciones en el
codon 526 (12.5%) y 516 (14.8%) vy, teniendo una
correspondencia con los hallazgos por Agapito y cols., se
hall6 un 1% de cepas RIFR cuyas mutaciones no estuvieron
dentro de la region de 81pb, concluyendo que tal vez sea por
mutaciones en el codon 176 o fuera del cluster I. S.S.Shin y
cols., en un estudio realizado con personas al norte de Lima-
Pert, tuvieron hallazgos semejantes a los ya descritos, 70%
de mutaciones en los codones Ser531y His516.”

Resistencia ala isoniazida

La isoniazida o hidrazina del acido isonicotinico (INH), fue
descubierta en los inicios de 1900s pero su accion
antituberculosa fue descubierta en 1951.% Considerado la
médula espinal junto a la RIF en el tratamiento contra la
tuberculosis ,tiene accion inhibiendo la biosintesis de los
acidos micoélicos que componen la pared celular, tornando
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susceptible la bacteria a los radicales de oxigeno u otros
factores del medio.” La resistencia a INH esta asociada a una
variedad de mutaciones que afectan mas de un gen como:

katG.- Este gen codifica a la enzima catalasa-peroxidasa.
Esta enzima es la unica que tiene la capacidad de transformar
ala INH en su forma activa.” La mayoria de las alteraciones
son encontradas entre los codones 138 y 328, siendo la
mutaciéon en el codon Ser315Thr la mas comun,
representando el 30-60% de las cepas INHR." Sin embargo,
no todas las mutaciones en este gen corresponden a cepas
resistentes como por ejemplo es el caso de Arg463Leu, el cual
es el polimorfismo mas comiin no asociado a cepas INHR.”

inhA.- Este gen codifica la enzima enoyl-carrier protein
(ACP) reductasa. Esta enzima forma un complejo activo con
el NADH el cual tiene la funcion de reducir la molécula 2-
trans-octenoyl-acyl carrier protein, importante en la
biosintesis de acido micolico.” La accién de la forma activa
de la INH es la union al complejo inhA-NADH,
imposibilitando su accién y procurando la inhibicion de
dcidos micolicos.” La resistencia se produce por dos
motivos: el primero es la mutacion del gen inhA,
modificando su afinidad por el NADH y resultando en la
expresion de un fenotipo INHR. Se han identificado siete
puntos de mutacion (Ile16Thr, 11e21Thr, I1e21Val, 11e47Thr,
Val78Ala y 11e95Pro, Ser94Ala),””" dentro de la region
codificadora.La segunda causa, la cual corresponde a la
mayoria de casos de resistencia a INH por mutacion del gen
inhA, se da por mutaciones en la region promotora el gen
inhA, en las posiciones -24(G-T),-16(A-G), -8(T-G/A) y -
15(C-T),” causando una sobre expresion de la enzima y
llevando a una baja tasa de resistencia. Las mutaciones en la
region promotora del gen inhA ocurren en el 20-34% de cepas
INHR ya sea solo o en combinacién con mutaciones en el gen
katG.” Las mutaciones de los genes katG e inhA son
encontradas en el 75-85% de los aislamientos de cepas
INHR.”

oxyR-aphC.- Este gen codifica a la enzima alkyl
hidroperdoxido reductasa la cual tiene como funcion la
detoxificacion del dafio causado por los peréxidos.” Esta
enzima tiene mayor actividad cuando se producen
mutaciones en el gen katG (Ser315Thr), debido a un falta de
actividad de esta, sin embargo no se presenta ningiin cambio
cuando existe la mutacion en el codon Arg463Leu,” es por
esto que las mutaciones en el gen aphC se postulan
principalmente como un marcador de resistencia a INH. Se
han identificado cinco mutaciones en la regiéon promotora.”’
Sin embargo se requieren mas estudios para llegar a una
conclusion definitiva.

kasA.- Este gen que codifica a la enzima fB-ketoacyl ACP
syntase, interviene en la biosintesis del acido micoélico. La
resistencia producida por sus mutaciones confiere resistencia
a la INH.”” Se han detectado cuatro mutaciones que
envuelven a los codones 66, 269, 312 y 413. Sin embargo,
hay estudios que muestras mutaciones de estos mismo
codones en cepas INHS.”"

Sin embargo estos no son los unicos genes relaciones con
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cepas INHR. Se han encontrado mutaciones en diversos
genes como: furA, iniA, iniB, iniC, ndh sin embargo en muy
bajo porcentaje” " y efpA podrian estarlo sin embargo se ha
encontrado mutaciones en cepas INHS y INHR.”

Laresistencia molecular a INH en el Pert ha sido descrita por
pocos autores y muy pocos de sus genes han sido estudiados.
Escalante, en el afio de 1998, fue el primero en el Peru, en
reportar el patron de resistencia molecular a INH, utilizando
la técnica molecular de secuenciamiento, estudio el gen katG
y determino en 24 cepas INHR, 79% de mutacién en el codon
Ser315Thr; sin embargo, hubieron cinco cepas INHR,
determinadas por estudios fenotipicos, que no pudieron
explicar su resistencia a nivel molecular, esto fue debido a la
falta de estudios de otros genes relacionados con la
resistencia a isoniazida.” Calderén, utilizando la técnica
molecular PCR - Single-strand conformation polymorphism
(SSCP), analizd la implementacion de este método en
reemplazo al método referencial de proporciones,”
encontrando una correlacion de 80% en pacientes con
resistencia primaria y de 90.9 en pacientes con resistencia
adquirida, teniendo una correlacion total del 83.9%,
postulando este método como alternativo para contribuir con
la prediccion de la resistencia y TB-MDR en pacientes con
riesgo. Posteriormente este mismo autor realizo un estudio
titulado “Frecuencia de Mutaciones genéticas asociadas a
multidrogoresistencia en Mycobacterium tuberculosis”," en
el cual encontrd, analizando el gen katG, por el método de
secuenciamiento, que el codon 315 presentd mutaciones en el
46.3% de las muestras analizadas, siendo el cambio
nucleotidico Ser315Thr la mutacion mas frecuente con
44.2%, habiendo correlacion con el estudio realizado por
Escalante. Un reporte importante hecho por Calderén fue que
la presencia de mutaciones en el codén 315 del gen katG fue
mas frecuente en la poblacion multidrogoresistente en
pacientes tratados con anterioridad (46.8%), que en nunca
tratados (37.5%), indicando asociacion.

Resistencia a pirazinamida

La pirazinamida (PZA), es un analogo estructural de la
nicotinamida. En el afio 1952 se descubre su accion anti-
tuberculosay se lo adiciona al esquema de tratamiento contra
la tuberculosis, produciendo una fuerte sinergia y aceleracion
de los efectos de la INH y RIF en el tratamiento, reduciendo
de doce a seis meses el periodo de tratamiento.” La PZA
ejerce suaccion in vitro a bajos niveles de pH (5.5), condicion
que inhibe el crecimiento de las Mpycobacterias,
especialmente las que se encuentran en estado latente como
las Mycobacterias presentes en los fagolisosomas de los
macrofagos.”™” Sin embargo, la PZA no actiia como tal ya
que es una pro — droga, es necesaria su conversion a su forma
activa (4cido pirazinoico [POA]), por la acciéon de la
pirazinamidasa (PZAasa), enzima codificada por el gen
pncA,” para que pueda actuar. El mecanismo de accion de la
PZA no esta del todo entendido pero se postula que luego de
la activacion del PZA, el POA es expulsado al medio externo
por una bomba, donde es protonado, si el medio se encuentra
a pH acido, donde posteriormente vuelve a ingresar a la
célula y protona moléculas del citoplasma, trayendo como
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consecuencia la alteracion de la permeabilidad y transporte
delacélula.”™

La resistencia a la PZA se produce, en la mayoria de casos,
por mutaciones en el gen pncA (70%), sin embargo deben de
haber otros mecanismos relacionados como: la alteracion de
la expresion del gen pncA o alteraciones en la bomba de
eflujo — POA ya que reportes realizados por Sheen y cols
demuestran que solo el 27.3% de cepas PZAR estan
relacionados con la funcién de la PZAasa.” Clasicamente se
estima que no existe una region especifica, hipervariable,
como es en el caso de la RIF en la cual se limita las
mutaciones a una region en especifico, sin embargo estudios
recientes realizados por Zimic y cols,” revelan una tentativa
region “caliente”, entre el sitio catalitico (AS) y el sitio de
coordinacion de metales(MSC), produciendo alteraciones
fisico-quimicas en el sitio catalitico.”

Con respecto a la resistencia molecular de PZA en el Peru, el
unico estudio encontrado fue el realizado por Escalante y
cols., en donde se secuenciaron 24 cepas de Mtb
pertenecientes al gen pncA, también se secuencio una region
de 100 pares de bases, localizada por encima de la region
putativa codificadora del gen, encontrando 4 cepas PZAR
con mutaciones en la region pncA y una cepa PZAR con
mutacion en la region por encima de la region putativa; sin
embargo, cuatro cepas PZAS, también tuvieron mutaciones
enel genpncA.”

Resistencia a etambutol

El etambutol (EMB), denominado quimicamente dextro-
etilenodiimino-di-1-butanol- dihidroclorido, es ampliamente
utilizado en el esquema primario para el tratamiento de la
tuberculosis. El mecanismo de accion del EMB es la
inhibicion de arabinoacil transferasa, relacionada en la
biosintesis de la pared celular.” Esta enzima presenta tres
formas homologas entre si, codificadas por los genes embC,
embB y embA. Sin embargo, las bases genéticas para la
resistencia a este farmaco estan asociadas mayormente a
mutaciones en el gen embB, en donde las mutaciones mas
frecuentes son dadas en los codones Met306Leu, Met306lle,
Met306Val, correspondiendo al 70-90% de las cepas
EMBR;"" siendo las mutaciones fuera del codén 306 raras.
Laresistencia molecular a ETB en el Pert ha sido descrita por
Escalante y cols. En este estudio secuenciaron 11 cepas
EMBR y solo pudieron encontrar cuatro organismos con
mutaciones en la region del gen embB. Tres de estas cepas
EMBR tuvieron mutacion en el codon Met306lle y un
organismo tuvo una delecioén de un residuo de adenina en el
codén328.”

Resistencia a estreptomicina

La estreptomicina (SM), anti-tuberculoso de primera linea,
es un aminociclitol glicosidico que inhibe la traduccion del
RNA mensajero (mRNA).” La SM interacttia con la region
16S del rRNA y la proteina ribosomal S12, codificado por los
genes 118 y rpsL, respectivamente, induciendo mutaciones en
estos genes. Sin embargo, el principal sitio de mutacion es el
gen rpsL."” El 65-67% de cepas SMR se relacionan a
mutaciones en estos genes, en donde las mutaciones en los
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codones 491,512,516,y 513 son las frecuentes en el genrrsy
las mutaciones en el codon 43y 88 lo son en el gen rpsL.”

Clasicamente, se correlaciona a las mutaciones en el gen rrs

con fenotipos de resistencia intermedia y a las mutaciones en
. . : 9394

el genrrsL con fenotipos de alto grado de resistencia.

En el estudio realizado por Espinoza y cols. se secuenci6 el
gen rpsL para el estudio de la resistencia a SM, se analizaron
80 muestras en donde las mutaciones en los codones
Lys43Arg y Lys88Thr presentaron una frecuencia de 8.8%
cadauna.”

Antituberculosos de segunda linea

Fluroquinolonas

Las floroquinolonas son usadas en el tratamiento de la
tuberculosis como drogas de segunda linea, principalmente
usada en cepas TB-MDR. La ciprofloxacina y la ofloxacina
son los medicamentos mas representativos. El sitio de accion
corresponde a la DNA girasa.”” Esta enzima es codificada
por dos genes: gyrA 'y gyrB .La resistencia esta mediada por
mutaciones en regiones especificas en estos dos genes, de
320pb y 375pb para el gen gyrA y gyrB, respectivamente.”
Sin embargo mutaciones en el gen gyrA esta mayormente
relacionado con cepas FQR, siendo los codones 90, 91 y 94
los mas afectados.” Con respecto a la resistencia molecular
en el Peru, Escalante y cols. no encontraron ninguna cepa con
mutaciones en el gen gyrA;” sin embargo, tampoco
realizaron estudios fenotipicos del caso, debido a que uno de
los objetivos de este estudio fue la clasificacion de las cepas
analizadas por un método descrito por Sreevatsan,” en el cual
mediante el secuenciamiento del gen KatG y gyrA se hallan
patrones de agrupamiento.

Capreomicina

Es un péptido que inhibe la sintesis de proteinas en

organismos procariotas. Se ha visto que mutaciones en el gen

rrs, que codifica el 16S RNA esta relacionado con la
. . . 99

resistencia a este medicamento.” No se han encontrado

estudios moleculares en el Pert respecto a este medicamento.

Etionamida

Este medicamento esta muy relacionado estructuralmente
con la INH. Este también es una pro-droga, activada por la
enzima codificada por el gen EthA. Su nivel de accion es a
nivel del complejo inhA-NADH y por lo mismo mutaciones
en el gen inhA procuran resistencia a este medicamento, sin
embargo mutaciones en el gen EthA también procuran
resistencia.”"” No hemos encontrado reportes moleculares
conrespecto a este medicamento en el Pert.

De los estudios analizados sobre la epidemiologia de la
resistencia molecular de antituberculosos de primera linea en
el Pert, se puede concluir que los estudios realizados en
cepas resistentes a la rifampicina, son acordes con los
reportes de la epidemiologia mundial, siendo la mutacioén en
el nucledtido Ser351 la mas reportada. Sin embargo, se
requieren mas estudios que puedan describir la resistencia
fenotipica en las regiones mutadas, externas a la region
hipervariable de 81 pb. Con respecto a los estudios
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moleculares de cepas resistentes a la pirazinamida, solo se
encontrd en la literatura un estudio no concluyente debido a
mutaciones en el gen pncA de cepas fenotipicamente
sensibles. En el estudio molecular de cepas INHR , es pobre
el contenido debido a la falta de estudio de genes. El tnico
gen estudiado es el KatG. Sin embargo, como ya se ha
establecido, existen muchos genes involucrados en la
resistencia fenotipica que requieren mayores estudios. Lo
mismo ocurrid en el estudio de cepas EMBR, en donde solo
hemos encontrado un estudio que reportd 3/4 cepas con
mutaciones en el codon Met306Ile, estando acorde con la
literatura internacional y, finalmente, en el estudio molecular
de la resistencia a la estreptomicina, sélo se ha estudiado el
genrpsL, faltando estudios con respecto al gen rrs.

Con respecto a la epidemiologia de la resistencia molecular
de antituberculosos de segunda linea en el Pert, s6lo se
encontrd un estudio realizado por Escalante y cols.” en el
cual se analizé el gen gyrA. Sin embargo, su objetivo no fue el
estudio del mismo, ya que no se realizaron estudios
fenotipicos para contraponer estos resultados. Por lo mismo,
el estudio de la resistencia molecular a la capreomicina,
etionamida y otros farmacos son ausentes en la literatura
peruana.

DISTRIBUCION CLONAL DE Mth EN ELPERU

Con respecto a la distribucion clonal de Mtb en el Pert, los
estudios tratan de determinar tres fendmenos. El primero se
refiere al agrupamiento de los patrones genéticos en una
determinada poblacion de pacientes, estimando el grado de
reactivaciéon o transmisién activa de una poblacion, el
segundo es la distribucion de la clonalidad tratando de
identificar focos de infeccion que ayuden a controlar de una
manera mas ordena y optima la transmision de la tuberculosis
y el tercero se refiere a determinar genotipos especificos con
alto grado de virulencia y patogenicidad.

Baldeviano y cols., en 2003, en un hospital referencial del
Callao, encontraron 50 perfiles genéticos, RFLP IS6//0 de
70 aislamientos en donde 34 (48.6%) se agruparon en 14
clusters 'y 36 tuvieron ocurrencia unica."”’ Los autores
concluyeron que esto posiblemente se deba al alto nimero de
infecciones reactivadas; sin embargo, los autores estimaron
que estos resultados no son concluyentes debido a que el
estudiono refleja el grado de agrupamiento del Callao por el
corto periodo de muestreo y también por la reducida fraccion
muestral. Lo mismo ocurrié en el estudio realizado por
Escalante y cols., en donde se estudiaron 29 cepas,
encontrando 27 perfiles 1S6110 diferentes.” En otro estudio
realizado por Capchay cols., en el distrito de Villa Maria del
Triunfo y publicado en el afio 2005, se encontraron 97
perfiles genéticos RFLP IS6/70 diferentes, obtenidos en 118
aislamientos. 35 (29.7%) perfiles genéticos se agruparon en
14 clusters y 83 tuvieron ocurrencia unica, concluyendo que,
dada la gran diversidad, se tratarian de casos de reactivacion
endoégena o que probablemente hayan tenido diversas fuentes
de contagio en el pasado."” Posteriormente, en un estudio

realizado por Ritacco en 2008'”, y analizado en Argentina, se
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recolectaron 1202 muestras de siete paises de Latinoamérica.
El objetivo del estudio fue determinar la contribucion de la
infeccion con cepas de Mtb (genotipo Beijing) en la
transmision de la TB en Suramérica. Se detectaron 19 cepas
genotipo Beijing por RFLP 1S6//0 y posteriormente
confirmadas por spoligotyping. De estas, 11 provenian de
Pert; sin embargo, 13 (68%) de las 19 cepas tipo Beijing, eran
pacientes de origen peruano, atribuyendo esto a Ia
inmigracion China al Pert en el siglo XIX. Por otro lado,
hubo una baja asociacion de resistencia a medicamentos con
cepas tipo Beijing en los aislamientos del Peru.

Agapito y cols., en 2003, genotipificaron segln el perfil
1S6110,” cepas resistentes a rifampicina con el fin de
demostrar cierta asociacion clonal entre ellas, no pudiendo
concluirlo. Se encontraron 25 patrones genotipicos
diferentes, concluyendo que la presencia de cepas rifR no se
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Finalmente, en un estudio realizado por Ahmed y cols. con
pacientes provenientes del Hospital Dos de Mayo y el
Hospital Maria Auxiliadora, se analizaron 80 cepas de Mtb de
pacientes VIH seropositivos y 25 cepas de pacientes VIH
seronegativos, utilizando la técnica molecular de Fluorescent
amplified fragment length polymorphisms (FAFLP).
Encontraron dos tipos distintos de genotipos relacionados
con el estado inmune del paciente, siendo el de los pacientes
VIH seropositivos los mas relacionados. Esto indico un
agrupamiento de clonalidad en este tipo de pacientes.105

Podemos decir, a manera de conclusion, que todavia no se ha
podido determinar asociacion de clonalidad en pacientes
infectados debido a la baja carga poblacional estudiaday a la
pobre unificacion de esfuerzos para determinar los patrones
de clonalidad en el Pert.

deben a la transmision en la comunidad de una unica cepa

. 104
resistente.
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MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF TUBERCULOSIS IN PERU.
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