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Determinacién de la frecuencia en las mutaciones de los gene&satG e inhA en aislados

de Mycobacterium tuberculosisresistentes alsoniacida, mediantePCR-RFLP.

RESUMEN

La determinaciénconvencional dela resistenciaenM . tuberculosises una técnica demorada

constituyendo las técnicas molecularexxomo una alternativaque ha ganado relevancia

fuertemente en los Gltimos affiod as mutacionesen los gene&satG e inhA han sido estudiadas

ampliamentepor estarrelacionadas a leesistencia a isoniacidaSin embargo, m se disponen

estudios en nuestro medio sobre la frecuencia de dichas mutacioapelscando herramientas

moleculares. Elpresente trabajotienecomo objetivodeterminarla frecuenciaenlas mutaciones

de los geneskatG e inhA en aislados deM ycobacterium tuberculosisesistentes a isoniaca

m ediante la técnica PCRRFLP. En aislados deM . tuberculosisdel Centro Naciorl de

Referencia de Micobacteriase realizéel anélisis del polimorfismo en la regién 315 del gen

katG y en la region promotora del gen inhA m ediante PCRRFLP con

lasenzimasM sply Satl.Los resultados obtenidos fueron evaluados empleando el program a

SPSS determinadndosdasensibilidad (S), especificidad (E),valores predictivo positivo (VPP)

y negativo (VPN), coeficientes de probabilidad positivo (LR+) y negativo (L)Rindices de

Youden (l1J).Seincluyeron 68aislados clinicosdeM .tuberculosisEI74% de cepas resistentes

fueron positivas para mutacién del gerkatG S315T (posicién 94%. La técnica RFLP para la

mutacién del genkatG alcanza: S: 85% , E: 95% VPP: 97%, VPN: 73,9%, LR+: 17,9, LR-:

0,15, 1J: 0,8. Se concluye quela PCR-RFLP resulta unaalternativavalida y rapidapara

deteccion de resistencia a la isoniacdadmediante la deteccién den utacion en el genkatG

S315T en comparacién con el método convencional de las proporciones.

Palabras Clave: M utaciones, Polimorfismoolsoniacida, PCRRFLP,M .tuberculosis katG e

inhA



ABSTRACT

The conventional determination of resistance iM . tuberculosisis a delayed technique,

constituting moleculartechnigues as an alternative thathas gained prominence in recentyears

strongly. M utations inkatG and inhA genes have been extensively studied as they relate to

resistance to isoniazid. However, no studies have in our midst on the frequency of these

m utations using moleculartools. This study aims to determine the frequency of mutations in

katG and inhA genesisolated from Mycobacterium resistant to boniazid by PCRRFLP

technique tuberculosis. In isolates ofM . tuberculosis National Reference Center for

M ycobacteriapolymorphism analysisitwas carried outin the region 315 of kln¢G gene and

in the promoterregion of inhA gene by PCRRFLP with Mspl and Saltenzymes. The results

were evaluated using SPSS determined the sensitivity (S), specificity (E), positive predictive

value (PPV) and negative (NPV), coefficients negative positive probability (LR +) andR{L

rates Youden (1J).68 clinicalisolates oM .tuberculosiswere included.74% ofresistantstrains

were positive for genekatG S315T mutation (position 945). The RFLP technique for gene

mutationkatG reached: S: 85% , specificity 95% , PPV 97% , NPV: 739 LR +: 17.9, LR-

0.15, 1J: 0, 8. We conclude that the PCRFLP is a valid alternative for raid detection of

resistance to $oniazid, by detecting mutation in the genkatG S315T compared with the

conventional proportion method.

Keywords: M utation, Polymorphism , Isoniazid, PCRRFLP,M . tuberculosis katGandinhA



INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada pwycobacterium tuberculosis

bacteriapatégenade hum anos, queafectalos pulmonesla mismaqguese transmite deersona

apersona por via aéreay segun seadandicién inmunolégicapuede mantenerla enferm edad

en estado latente o desarrollarla y manifestar sintom as caracteristicos como tos, sudores,

expectoracién, etc, y sin el tratamiento adecuado podria llegar a la muébt S, 2016).

Constituyéndose enun problema para la salud publica mundiala queaproximadamente un

tercio de la poblacién mundial estd infectaday es la responsablede millonesde muertes cada

affio (Bahrami, Bahrmand, Safarpour, M asoumi, & Saifi, 2013)

La tuberculosises tratabley curable en la mayoria de los casos, siemprey cuando se reciba el

tratamiento medicamentoso adecuado y oportunpero también existen casos en los gueas

bacteriasno se ve afectada porla medicacion (drogas de las diferenteslineas)cyos®ce com o

tuberculosis resistente(CDC, 2016). La tuberculosis multidrogoresistentéTBM DR ) es

causada por cepas que no responden al tratam iemtedicamentosode primera linea(m inimo

Isoniaciday Rifam picina)requiriendosertratadacon medicamentosde segunda linea;cuando

laresistencia secomplicaseconocecomotuberculosisultraiseente (TBXR)y solo responde

a pocos medicamentos antituberculos¢®M S, 2016).

Elcrecimientoemergensdde la tuberculosis multidrogresistente hallevado que en los Gltimos

afios se realicen estudios relaciodas con la resistencia a medicamentosy que se desarrollen

m étodosde diagndsticoque sean capaz de detectarla prontamen(f@upta & Anupurba,2015)

La secuenciaciéon del genoma d& ycobacterium tuberculosisy la identificacion de genes

asociados a drogeoresistencia, ha permitido la aplicacion de métodos de diagnostico

genotipicos que ofrecen la posibilidad de identificar mutaciones relacionadas a resistencia,

dentro de los cuales la técnica de PCR permite dan plificacion de la regiéngenéticaque



contiene la mutacién para una posterior identificacion mediante técnicas moleculares

complementarias dentro de los cualela PCR-RFLP, secuenciacién, PCR en tiem preal,

Genotype MTBDR PLUS DNA-Microarrays, entre ¢ros, son utilizados(Cuevas Cordova &

Zenteno Cuevas, 2010) Varios estudios han permitido determ inar quaslmutaciones en los

geneskatG e inhA de Mycobacterium tuberculosisson los responsables del 780% de los

aislados resistentegespecialmentea Isoniacida(Romay,y otros, 2012)

Aunque en nuestro pais se han implementado varios program as para prevenir,tratary evitarla

m ortalidadcausada por esta enfermedadnfatizando esfuerzos para prevenirla propagacién

de cepas resistente,sse desconocen estudiogenéticosrelacionados a la identificacion de las

mutaciones relacionadas con la resistencia a los medicamentos antituberculesoppr ello

gue el presente estudio tiene como finalidad determinarla frecuenciade las mutaciones de los

geneskatG e inhA en aislados clinicos recibidos en el CRN de Micobacterias del INSLPP

del afio 2015, utilizando la técnica molecular PGRFLP comoestrategia complementaride

diagnoéstico rapido para la deteccién de cepas resistentes.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis es una amenaza mundial para la salud publica, segin la OMS en el 2014 se

registraron 9,6 millones de personas enferm as dubbérculosis, 1,5 millonesmurierona causa

de la misma, 140 milcorrespondian a nifiosy 480 milpersonasakeslilaron TB M DR en el

mundo, adem adsconstituye una de las tres principales causas de muerte en pacientes con VIH

(OM S, 2016) En la region de las Am éricas, se estimaron 276 mil casos nuevos de TBelen

2012 (29casos de Th porn00 milhabitantes)19 mil muertes, a las que se sum an otras 6 m il

producidas en afectados con eimfeccién TB/VIH (1,9casos porl00 mil habitantes)y 7 miil

casos de TBM DR, de los queel 67 % ocurri6 en Am érica del Su(Publica, 2016) En el

Ecuador la tasa de mortalidagpiroducida por TBha disminuido progresivamente desde el afio



2005 (5,88 casospor 100 mil habitante3al 2014 en la cualsegin la OM Sexisti6una tasa 2,9

por 100 mil habitantes.En el 2014 fueron reportados4.897 casos nuevos de TB que

actualmente se encuentran en tratamiento bajo DOTS (tratamiento acortado directam ente

observado, porsus siglasen inglés),estrategiaque addpttesde el 2001 el Ministeriode Salud

Publica (M SP) con la finalidad de garantizar la cucridn del enferm o(M SP, 2016) Segln la

OMS se reportaron 1736 casos (nuevos y retratamientgs) fueron direccionadogara

realizar pruebas de TBM DROM S, 2016).

La TBM DR no responde a los tratamientos convencionales clsmniaciday Rifam picina,y

puede ocurrir por el uso inapropiado o incorrecto de los medicamentos ya sea porque los

pacientes no completan el tratamien{abandono)o toman en form a irregulary sin seguir las

indicaciones prescritas por eth édico, adem &4s, el uso de medicamentos de m alalidad, la

ausencia de los medicamentos correctos, errores en la prescripciéon, dosis o duracion del

tratamiento, recaidas luego de haber sido tratado&GDC, 2016) Desde un punto de vista

microbiolégico, la resistencia es cauda por mutaciones erel genoma de las micobacterias,

especificamente efnos genesque codifican para blancos de las drog,al® cual vuelve ineficaz

el medicamento frente a la bacteria mutantPiversos estudios ham ostradolas mutaciones

gue provocan resistencialsoniacida encontrandose que los gen&®atG e inhA estan entre los

m &s frecuentefiue presentan este tipo de mutacion@srraiz, Bermudez, & Urdaneta, 2005)

La tuberculosis multirresstente requiere una importante atencién en nuestro pais ya que la

detecci6n tardia de cepas resistenteboyel desconocimiento desus respectivasmutaciones

constituye un gran inconveniente porque disminuye la eficaciade los program asnaciona&les

control, aumentando el riesgo de transmision de resistencia medicamentosa a otras personas,

dando lugar a casos nuevos cada afio y a-imdfecciones en pacientes inmunodeprimidos

impidiendoun control adecuado.



FORMULACION DEL PROBLEMA

Con base en lo anteexpuestoy conociendo que en el paisla detecciénde cepas resistentes se

basa en pruebas clasicas que miden la capacidad de crecimiento en medio que contienen las

diferentes drogas antituberculosasehace evidenteque lafrecuenciaen las mutaciones dl®s

genes katG e inhA, los mismos que estan relacionados a resistencen aislados de

M ycobacterium tuberculosisesistente alsoniacidaes desconocida en nuestro paig,que la

detecci6énapropiadade laresistencigerm itiriaprevenirlatransmisiéony aplicareltratamiento

apropiado, acorde a nuestrm edio.

JUSTIFICACION:

El manejo y control de la tuberculosis se ve obstaculizado polriecremento de cepas

multirresistentes por lo cual resulta importante realizar ummeconocimiento temprano dda

resistencig a través de estudios de los genes asociados a la misma determinaciénde

mutacionesen los genekatG e inhA medianteel método PCRRFLP,asicomo su validacion

como herramientade deteccion dresistenciaa lalsoniacidaen nuesto pais, perm itirdn sentar

las basesgue guieneldesarrollo de estrategiamosteriores dirigida® un diagnoésticom asrapido

de las cepas resistenteysque contribuyan a la implementacién dena terapia medicamentosa

m a&s adecuadaconsiderando que los esquem as cortos propuestos porla OM S dejan de ser la

mejor opcién en pacientes resistentd€uevas Cordova & Zenteno Cuevas, 201.0)

OBJETO DE ESTUDIO

Aislados deM ycobacterium tuberculosis

CAMPO DE ESTUDIO

R esistencia antimicrobianaM utacionesenlos geneskatG e inhA.



OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de las mutacionesn los genes katG e inhA en aislados de

M ycobacterium tuberculosigesistentes a isoniaida procedentes del CNR dé& icobacterias

delINSPIA LI Pn el afio 2015, medianteCR-RFLP.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Obtenermediante PCRRFLP losperfilesde restricciobnconlas enzimasde restriccion

M spl y Satl del gen katG en cepas deMycobacterium tuberculosisque permitan

diferenciar cepassensibles yresistentes alsoniacida

1 Obtenermediante PCRRFLP losperfilesde restricciénconlas enzimasde restriccién

M spl y Satl del gen inhA en cepas deMycobacterium tuberculosisgue permitan

diferenciar cepassensibles yresistentes alsoniacida

1 Realizar andalisis com parativo entre los resultados obtenidos te Prueba de

sensibilidad a drogasy PCR-RFLP estableciendolos niveles de sensibilidad,

especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (WP,

eficacia diagnodstica,razéon de probabilidad positiva,razén de probabilidad negaginea

permitan determinar su aplicabilidad diagnéstica.

NOVEDAD CIENTIFICA:

Lanovedad cientificade este trabapstadada por la utilizacién de latécnica PC-RFLP como

m étodo de deteccion rapida para la identificacioén de mutaciones en los gema& e inhA,

asociados con laresistenciaa laisoniacida, medicamentode primeralinea usado para tratar la

tuberculosis. Le resultados que se obtegmn contribuirdn a fortalecer el conocimiento

relacionado a la resistencia a medicamentpsabren una puerta para futuras investigaciones

encaminadas al estudide la mayoriao nuevas mutaciones ¢éms cepas deM . tuberculosisque

influyen en la resistencia medicamentosa en nuestro pais.



CAPITULO 1I:

M ARCO TEORICO

1.1. TEORIAS GENERALES

La tuberculosis ha existido en la hum anidad desde épocas muy antiguas, encontrandose en

religuias de Egipto antiguo (momias), Indiay China; durante la Edad M edia se encontraron

pruebas de tuberculosis en los ganglios linfaticos y se creia que los rey®dipn curar la

enfermedad al tocar las ulceraciones; en el siglo XVIIl su incidencia aumento debido a las

condiciones insalubres y desnutricién y se la conocia como la plaga blanca. En 1882 el

microorganismo fue descubierto por Robert Koch y por ello selld a m a tambi ®n Abacilo

K ocho, en 1921 s e introduijo I a primera vacuna 'l amada B (

primeros antibioticos contra la tuberculosi¢M andal, 2016)

El géneroMycobacteriumes el Gnicodentro dela familiade lasbacteriasM ycobacteriaceae.

Las micobacterias son bacilos largos d8 a 5um de bngitud, no formadores de esporas,

aerobios, no se tifien con facilidad, pero una vez tefiidos resisten la decoloracién con una

mezclade adcido alcohol; su estructura es rica en lipidos y su ADN contiene de-B2@% de

guanina y citosina Existen 50 especies delgénero, entre ellas patégenos, saprofitas y

oportunistas(Rodriguez,2016)Se clasificande acuerdosauvelocidad de crecimiento (rapido

o lento), morfologiay capacidad de producir pigmentacién de las colonias en medio s6lido

(M oreno, Alcaide Fernandez de Vega, Gonzalez, & Palacios, 20.16Para finespracticosse

clasifican en3 grupos:

1 Complejo de Mycobacterium tuberculosis conformado por M. tuberculosis, M.

africanum, M . bovisy M. microtison las bacterias causantes de la tuberculosis.

1 Lepra, causada poM . leprae.

1 M icobacterias atipicas o no tuberculosas.


https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria

M ycobacteriumtuberculosises el principalresponsable de latuberculosisen humanpesuna
bacteria en forma de bacilo rectoligeramente curvadoy delgado que mide 0.2-0.7 x 1-10
micras (um ) se caracterizaporsergram positivasalcohol-acido resistemtes,aerobio estricto,
inm éviles,conuna tasa de crecimiento lenty,no forma capsulas niespora(Figura N°1). Es

resistente al frio, congelacién y desecacién y es sensible al calor,luz solary luz ultravioleta

(bio, 2016).
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Figura N°1.Bacilode M ycobacterium tuberculosis.
Fuente: (OMC, 2016)

La paredcelularde las micobacterias es abundandge lipidos que incluyendcidosm icdélicos,

ceras y fosfatidos. En lzélulalos lipidos se unen a proteinasy polisacaridpJawetz,2002)

El genoma deM . tuberculosisH37Rv fue publicado en 1998 y ha sido utilizado como
referencia dem Gltiplesestudios actuales, tiene un tam afio aproximado de 4 mrilde de pares

de bases y codifica alrededor de 4000 genes, que codifican para enzimas involucradas en el
m etabolismo de losicidosgrasos o para proteinaslocalizadasenlaparedesy membranacelular
implicados en la virulencia,patogénesis, latenciay supevencia(M aulen,2011)Sugenoma
contiene un 65,5% de Citosina/Guanina constante a lo largo de toda la secuencia, adem as es

rico en DNA repetitivo, especialmente en forma de secuencias de inserciéncomo lalS6110

(Genomes, 2016)

Los avances en herramientas de biologia moleculary el conocimiento del genom ade

tuberculosis ha permitido el estudio de los mecanismos de resistencia a medicamentos
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antituberculosos e identificarlas mutaonesde los genes asociados a laresistengia que las
primeras cepas resistentes surgen después de la aparicion de los primeros medicamentos

antituberculosos(AIlmeida Da Silva & Palomino, 2011)

La resistencia a drogas se la puede definir como la capacidad que tienen las cepa¥ .de
tuberculosisparacrecera concentraciones de antibiéticos mayoresque las cepassensibles.Las
cepas silvestres son aquellas que no han sido expuestas a drogas ®dretitwlosas y las cepas
con resistencia natural son aquellas cepas silvestres resistentes a una droga sin haber sido
expuestaalamismalLaresistenciaamedicamentos esh.tuberculosisse debe principalm ente
a alteraciones en la secuencia de nucledtides los genes que codifican blancos de los

antibi6ticos(Arrdiz, Bermudez, & Urdaneta, 2005)

Se conocen dos mecanismos deesistencia a los medicamentoen Mycobacterium: La
resistenciaintrinsecacausada poruna estructurainusualde la pared celularque contéecriéeos
micoélicos,y que provoca una baja permeabilidad a muchos compuestos como antibidticos y
otros agentes quim ioterapéuticoeste mecanismes importante debido aque limita @ldm ero

de medicamentosdisponibles para el tratamiento, favoreciendo la aparicién de cepas
resistentes.La resistencia adquiridaa diferencia de otras bacterias en las cuales es por
transferencia horizontal de elementos genéticos moéviles como integronglasmidos o
transposones en M. tuberculosis es causada por lamutacién espontanea de genes
cromosémicos que producen la aparicién de cepas resistentes durante el trizam
medicamentoso subéptimo. En los procariotas, d tasa de mutacién es inversam ente
proporcional altamafio delgenoma glepende del tipo de medicamento,pero para la mayoria
de los medicamatos antituberculosos es de 10m utaciones por division celulary esta es la
principalrazén porla que se adm inistraun tratamientocombinado,ya que el riesgo de que un

mutantetenga dos mutaciorsede resistenciaes menor a i'8 (Almeida Da Silva & Palomino,
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2011). La resistencia a multiples drogas d& . tuberculosises debido a que acumulan
mutaciones individuales en los genes responsables de la resistencia a un medicamento
determinado(Arrdiz, Bermudez, & Urdaneta, 2005).0os medicamentos de primeralinea que

se utilizan para el tratamiento d® . tuberculosisson IsoniacidaRifam picina,Pirazinam ida,
Estreptomicina yEtam butol;lascepas resistentesaporlo menoslsoniaciday Rifampicinadan

lugar a la tuberculosis multiesistente.

La isoniacida(INH), descubierta en 1952, es una prodroga bactericicd®n una estructura
simple que contiene un anillo de piridina y un grupo hidraciffigura NOZ), a pesar de su
sim plicidadtieneun mecanismo de resistencim dascom plejoque los otros medicamentoSu
actividad antibidtica estd relacionada con los gengse incluyencatalasa peroxidasdkatG)
(van Soolingen et al., 2000), enoydcilo reductasa(inhA) (Basso et al., 1998), alquil
hydroperoxidoreductasa(ahpC) (Sherman etal., 1996),etoacylacylproteinatransportadora
sintetasa(kasA) (M dlulietal.,1998)y NADH deshidrogenasandh) (Lee et al,2001).(Tung-

Yiu Leung,, y otros, 2003)

H
Ose _Nw
NH,
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N
Isoniacida

Figura N°2.Estructura quimica de Isoniacida
Fuente: (Vilcheze & Jacobs Jr, 2014)
La isoniacidase transformaen su principio activo gracias ala activacion bacterialporlaenzima
codificada por el genkatG, el producto activado reacciona con NA+Dpara formar INH-NAD,
produciendo inhibicién de la biosinteside dcidos mico6licosesenciales de la pared celular
bacteriana mediante la inhibicioén de enoil AGPeductasa dependiente de NADH, que esta

codificada porinhA, permitiendo que el microorganisme®e vuelva susceptible a la accion de
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radicales de oxigeno reactivo y a otros elementostexnos de respuesta del huésped y por
consiguiente la muerte celular micobacterigNilcheze & Jacobs Jr, 2014) a concentracioén

inhibitoria minima (CIM ) de la isoniacida es de 0,05pg/m(Fontalvo & Gomez, 2015)

LaresistenciaalNH puede ocurrirporlas mutacionesen algunosgenesceat6 ,inhA, kasA,
oxyRy ahpC, sin embargo del 7080% de la resistencia INHestdasociada con las mutaciones
en el cod6n315 de katG (Tadesse, y otros, 2016)EIl gen katG tiene un tamafio de 2223pb
(NCBI, 2016), codifica para la enzima catalasa peroxidasa utaciones o deleciones en este
gen, inhiben la actividad catalasa y estan relacionadas con6@% de las cepas resistentes a
isoniacida,las mutaciones estan localizadagsrincipalmente enel codén 315 Seima (AGC)
correspondiente a la posicién nucleotida 945, el cualcambia a FTeonina (ACC), Asparagina
(AAC) o Arginina (AGA), otras mutaciones menos frecuentes se encuentran en los codones

300-321-418-463-501-525-587-700(Cuevas Cordova yZenteno Cuevas, 2010)V éase figura

N 3
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KﬂGiSG KatG315 KatG3z28 KatG463
AAC->AGC (Asn->Ser) | AGC->ACC (Ser->Thr) | TGG->GGG (Trp->Gly) | CTG<->CGG (Leu<->Arg)
AAC->CAC (Aen->His) | AGC->ACA (Ser->Thr) | TGG->TTG (Trp->Leu)
AGC->»AAC (Ser->Asn) | TGG->TGC (Trp-»Cys)
AGC->ATC (Ser-> lio )
AGC->CGC (Ser->Arg)
AGC->AGA (Ser->Arg)
AGC-»GGC (Ser-> Gy )

Figura 3. Mutaciones en el gen katG. A: Alanina C: Cisteina D:-Aaspéartico E: A. glutdmico F:
Fenilalanina G: Glicina H: Histidina |: Isoleucina M : M etionina N: Asparagina P: Prolina Q: Glutamina

R: Arginina S: Serina T: Treonina W : Triptéfano V: Valina

Fuente: (Fontalvo & Gomez, 2015)
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Por otra parte, egen inhA, es otro blanco de accién de lasoniacida el mismo quecodifica

para la enzima Enoyl ACP reductasha cual al serinhibida porla isoniacida activada bloquea

la sintesis dedcidosmicélicosde la pared celularmutacionesde laregién promotoradénhA

en la posici6én-15 donde se produce el cambio de citosina por timina -{6T) (Vilcheze &

Jacobs Jr,2014)nducenla sobreexpresiondelgen produciendoiveles elevados de la enzima

enoyl reductasdos mismos que no pueden sdnhibidos porla isoniacida;com dnm enteestas

mutacionesse encuentran en cepas monoresistentgsserelacionan aproximadamente con el

25% de loscasos de resistenciaa INH(Arrdiz,Bermudez, & Urdaneta,2005)as mutaciones

en el geninhA no solo causan resistencia a isoniacida sinotambién a enlmimida(Fontalvo &

Gomez, 2015)

1.1.1. Epidemiologiade la Tuberculosis.

La tuberculosissigue siendo una amenaza mundial parala salud publicaseym antiene com o

una de las enfermedadesinfecciosde mayor mortalidad en el mundo, segun el reporte de la

OMS en el 2014 se registraro® millones de personague enfermaron de tuberculosiy 1.5

millones fallecieron (360000 de las cuales eran VIH positivasM.4s del 95% de las muertes

ocurrieron en paisescon ingresos medianosy bajelsmayornumerodecasosocurriéenAsia,

Américay Africa. Aproximadamente un mill6n de niffios entre los 0y 14 afios enferm aron de

tuberculosisy 140 mil murieron a causa de la misnf@M S, 2016)

La epidemiamundialde latuberculosis estad siendo agravada porlacreciente apariciénde cepas

resistentes alos medicamentos antituberculosos que se han venido usando por décadas. En el

2014, se reportarorm nivel mundial480 mil casos de tuberculosis mltirresistente y de estos

un 9,7% aproximadamente corresponden a tuberculosis ultrarresistgoOt® S, 2016)

En la regién de lasAm éricas,gr aci as a I a estrategia i Allatmoortalid&da Tuberc

disminuyo en un 63% entre 1990y 201383 carga de la tuberculosisvaria segun el pais siendo
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m assusceptibles quienesvivean zonas marginalesdonde no hay acceso a servicios basicosy

de salud. En el 2013a incidenciade la tuberculosisnela regién fue de 29 asos por cada 100

m il habitantes, 285.200 personas enfermaron de TB y 17 mil murieron, mientras que 6.900

personas enfermaron de tuberculosis multirresistente y fueron notificados 220.500 casos

nuevos de tuberculosigOPS, 2016)

En el Ecuador la tasa de mortalidad ha disminuido progresivamente desde el afio 2005,

reportandose en el 201H4os siguientes datosuna tasa de 2,9 por 100 mil habitantesl nim ero

de casos nuevos y recaidasfue de 5157 de los ®bsa224 corresponden a menores de 15 afios

un totaldel 1736 casos entre nuevos y retratamientos fueron reportamdersa realizar pruebas

para TBMDR, de los cuales se confirmaron 451 casos y 179 casos iniciaron tratamiento para

TBMDR (OM S, 2016)

Las provincias m as afectadas en nuestro pabsnsGuayas y M anabi que cubre el 65% de los

casos reportadoginforma,2016) Segun la OM S lasm etas son reducir la tasa de mortalidad

en un 90% vy la incidencia de nuevos casos en un 80% vy eliminar los costos catastro6ficos

debidos ala mismaOMS, 2016).

1.2. TEORIAS SUSTANTIVAS

La tuberculosis es una enfermedad infectmntagiosa, transm itida por el aire y que ataca

frecuentementea los pulmones; los sintomas son tos y flema por mas de 15 dias, fiebre,

debilidad, cansancio, sudores, pérdida de apetito. EIl diagnoéstico oportuno de una persona

infectada, permite que recibal tratamiento adecuado y deje de ser contagio(Saalud, 2016)

1.2.1. Diagnésticode la Tuberculosis.

El diagndésticode la TB se basa en identificar el agente causdétgente a la sospecha de

tuberculosis posterior a la valoracién clinica de signossyntom as, junto con el soporte de

Rayos X detérax que permiten una visualizacién de la existencia o no de cavitaciones en los
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pulmones;resulta muy importante realizarumiagnésticorapidoy efectivo de las muestras

parala identificacién de lascepasicobacterianas,yaseaque provengan deltractorespiratorio

(esputo normal o inducido, contenido géas¢trd, lavado bronquial y broncoalveolar, biopsias

endoscoépicas o quirargics®) o de otros 6rganos(orina, LCR, sangre y médula 6sea en

inmunodeprimidos, punciones aspirativas y biopsjaya que Ilos resultados obtenidos

permitirdn dar inicio al tratamiento adecuad¢Belda & Palmero, 2010)

Unavezobtenidas las muestras se realizan frotis o extendidos pkardrueba de baciloscomi

con el fin deidentificara los bacilos tuberculosos, que tienen la caracteristica de &eido

alcohol resistenteses decir que pueden captar en su paréa fucsina (fucsia) o auramina

(am arillos fluorescente) y retenerla coloracién apesardeluso de decolorantescomo la mezcla

de 4cido yalcohol. La coloracién de ZiehiNeelsen es latécnicarecomendadaporla OMS yla

utilizada en todos los laboratorios como pruelbapida de diagmstico, la desventaja principal

es que requiere gran carga bacilar para su detecc{®PS, M anual para el Diagnostico de la

Tuberculosis.Parte 1. Baciloscopia,20169in embargo cuando la carga bacilares pequefia se

realizael diagnostico a travéseal cultivo,que se basa en el crecimientoy visualizacién de las

colonias, los medios de cultivocominmente utilizados sonde Ogawa Kudoh (OK) o

Lowenstein Jensen (LJ), ée método(cultivo)es demoradoy tomade 4 a 6 semana@ero de

gran utilidad para el diagnésticoy la posterior aplicacide pruebas de sensibilidad a drogas

antituberculosagOPS, M anual para el diagnostico bacteriologico de lmbtrculosis Parte 2 ,

2016).

Un método convencionalam pliamente utilizadoyrecomendado por la OMaSa detecciéon de

sensibilidad a droga®s el método de las proporciones descrito por Canetti y G ros(slet63),

el cual determina el porcentaje de crecimiento de las colonias inoculadas en medios libres de

antibidticos, frente al crecimiento en medios de cultivo con diluciones de antibiétic®sapta

& Anupurba, 2015) Se lo considera el estandar de oro para la sensibilidad a isoniacida,
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rifam picina,etambutoly estreptomicina,ladesventaja es el tiempode respuesta q suele serde

60-90 dias, ya que se realiza posterior al cultivo de la muestra con resultado positivo Wara

tuberculosis(Ugarte, Ponce , & Moore, 2008)

A pesar que los métodos convencionales son fiables y precisos su tiempo de respuesta es

dem asiado largo,lo cuales un inconveniente para la deteccion rapida de las cepas resistentes

a drogas,razén porlacual en los Gltimos afios se han disefiado y evaluado diferentes m étodos

para un diagnésticorapido de la resistenc(i@upta & Anupurba, 2015) Los m étodosrapidos

de deteccién se los puede clasificar enm étodos fenotipicos basados en el cultivo

microbiol6égicode la muestra;y métodosgenotipicos basados en el ADN de las micobacterias

presentes en la muestra.

M étodos fenotipicos basados en la deteccién de los eftos de los medicamentoen el

crecimiento bacteriano yen el metabolismocelulacom parados con controlesno expuestos al

medicamento. Las pruebas basadas en el metabolismo celusan pruebas rapidas con

resultados de 12 dias posteriores a la obtenciénde la cepa que detectanel consumo de

oxigeno, produccién de CO2 radioactivo, actividad enzim atica, o cambios en la presion

atm osférica en los frascos de cultiv@Gupta & Anupurba, 2015;,Cuevas Cordova & Zenteno

Cuevas, 2010 Van Deun, Palomino, & M artin2010). Entre los métodos fenotipicos m as

comunestenemos:

1 Bactec 460es un método radiom étrico que identifica el crecimiento de micobacterias

en medios de cultivo con determinado medicamento antituberculosos, mediante el

m arcajede acido palmiticocon C14,el consumo del 4&cido graso por el crecimiento

bacterianoproducird CO, el mismo quees detectado y medid.o

1 M GIT 960 (tubo indicador de crecimiento micobacterianes un método rapidp

automatizado,que permite la detecciéon delcrecimiento bacteriano mediante un sensor

especial de fluorescencia sensible alconsumo de oxigeno
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1 M ODS esun método que detecta el crecimientorapido deloniasen medioliquido,

el cual ha sido inoculado con muestra de esputo y antibidtico, las microcolonias se

visualizan con microscopio de luz invertida

1 Indicador Colorim étrico REDO X: se basan en la reducciéon de un indicador

colorim étrico debido al crecimiento de Micobacteriasn medios que contienen

antibiéticos, el cambio de color de indicador es directamente proporcional al nium ero

de bacterias viables. Alam ar azuly Resazurina son dos m étodos redox.

1 Nitroreductasa se basaenlacapacidad de.tuberculosisdereducirelnitrito anitrato

en medioliguido, un cambio en lacoloraciénde rosa a rojo o violeta es indicativo de

micobacterias resistentes.

M étodosgenotipicos: llamados también métodos moleculares,se enfocan sobre la diversidad

en localizacién ynimerode varios elementosrepetitivosdel ADN bacterianwa am plificacién

del m aterialgenético permitela deteccién de mutaciones genéticasque confieren resistencia a

ciertos medicamentos antituberdasos( t A C Z E K , y otros, 20165)

Las pruebas de am plificacion de acidos nucleicos permiten obtenerresultadosen horas,son de

alta especificidad ysensibilidad, por lo que para evitar falsos positivos solamente se analizan

esputos BAAR positivos,su desventaja es elcosto. En tedas técnicas moleculares primero

se debe extraer el materialgenético,luego realizar la am plificaciéondel ADN que contiene los

genes mutados que confieren resistencia por la técnica de PCR y finalmente identificar

mediante métodos complementarios (Secmeiacién, RFLP, GenoType MTBDR, LIPA)

(Cuevas Cordova & Zenteno Cuevas, 2010)

En el caso de isoniacida,varios estudios previoemo Romay etal.,2012 y Nurul etal., 2016

han reportado mutaciones en algunos genesa{(G, inhA, ahpC) que son responsables de la

resistencia a este medicamento.Entre las técnicasgenotipicas mas comunes para deteccion de

resistencia a isoniacida tenemos:
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Secuenciacién Es el método molecular estandar de oro, que identificay analiza la

secuencia @ nucledtidosdeuna regién de ADNperm itiendo la localizaciérespecifica

de la mutaciéon causante de resistencia. Requiere obtencion de ADN de la cepa,

am plificaciéon de la regién del gen en estudio y posterior secuenciaciéon autom aticay

finalmente se obtiee la secuencia de nucledétidos. Para diagnosticar la resistencia a

medicamentos, se puede secuenciar el gen de inteyélsego com pararcon la de una

cepa sensible para identificarlas mutaciones especificas.La limitacién son los costos

de reactivos, m ateialesy equipos(Cuevas Cordova & Zenteno Cuevas,2010)dem &as

para obtenerdatoscompletosde resistencididerentesmedicamentos,sedeberealizar

una secuenciacion completa del genoma bacteriano o hacer varias secuenciaciones de

los genes, ya que como es el caso de isoniacida en el cual la resistencia a este

medicamento pudiera estar dada en diferentes genes o en wapimsiciones dentro del

mismo gen(Gupta & Anupurba, 2015)

Real Time PCR: Esta técnica permite detectar la am plificacion del ADN en tiem po

real, mediante la hibridacién deacidos nucleicos con sondas marcad con

fluorescencia (Fret, Tagman, beacons) que contienen la regi6on del gen de interés

causante de resistenciaalmedicamento,monitoméealaintensidad de la fluorescencia

gue es proporcional al ADN am plificado, su principal ventaja es la velocidad para

obtener resultados y menor riesgo de contaminacién porque la reaccién ocurre en el

mismo tubo.(Gupta & Anupurba, 2015)

SSCP (Polimorfismoconformacionalde hebra sencillapor PCR)esun m¢étodoque

identifica cepas mutadas con base en que las diferencias en la secuencia de hebras

individuales de ADN en condiciones no desnaturalizantes, ocasionan diferencias en

autoplegamiento (conformacién espacial)y por tanto distinto patrén de nmaigén en
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geles de poliacrilamida en comparacién con cepas sensiblg&suevas Cordova &

Zenteno Cuevas, 2010)

GenoType MTBDRplus: esuna técnicarapida,disponible comercialmente que utiliza

tiras reactivas de nitrocelulosa, u contienen fijadas en su superficie, regiones

parciales de los genespoB, katG e inhA se basa en una multiplex PCR que genera

varios productos de am plificacion que reconocen las mutaciones génicas (m as

frecuentes asociadas a resistencia de rifam picinaseniacida) sobre la tira, mediante

hibridacién reversa(Asencio, y otros, 2012)

M icroarrays: este método se basa@n la unién de ADN amplificado a sondas de

oligonucledétidos marcados con fluorocrom ggsadheridos a una membranao soporte de

vidrio.La fluorescenciaemitidase midey depende delgrado de uniéon produciday esto

permite detectargenes portadoresde mutacion®srmiteanalizarde form aimultanea

y autom aticala resistencia a variemedicamentos ycientos de mutaciones de uno o

diferentes genes®n un solo ensayo (Van Deun, Palomino, & M artin, 2010)

PCR-RFLP: Polimorfismoenlalongitud de los fragmentos de restricciésre refiere a

secuenciasnucleotidicasespecificas en el ADN(producto am plificado por PCR,)que

son reconocidasy cortadasn diferentesregionesor enzim as de restricciéon llam adas

endonucleasasproduciendo fragmentos de diferente tamafioy numero tanto en el ADN

silvestre como en el mutaret que luego son evidenciados mediante electroforesis en

gel de agarosa (Javed, Mahmood, Shahid, & Khalig, 2016)Tiene una aplicacién

potencial para el diagnéstico de la resistencia a isoniactdaido a la mutacién en el

genkatG (mutacion S315T), los resultados se obtienen en-B0O horas posteriores a la

extraccién del ADN(Cuevas Cordova & Zenteno Cuevas, 2010)
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1.3. TEORIAS EMPIRICAS

En los Gltimos afios se han venido realizando varios estudios relacionados a la resistencia a

Isoniaciday los genes déM . tuberculosisim plicados en la misma, siendo los m &s frecuentes

katG e inhA. M arahattaet al.,, 2011 dem ostraronla mutacién S315T del gn katG en cepas

resistentes a isoniacidm ediante la técnica de PCRFLP utilizandola enzima de restriccion

M spl,encontrando que el 62% de 37 aisladosresistent@gsesentaronla mutacioygconcluyen

gue hay una alta prevalencia de lmisma, porlocual la deteccién tempranade los pacientes

portadores de cepas restentes a isoniacida faciliteam m odificar el tratamiento y tom ar

medidas de control adecuadas para reducir el riesgo de un desarrollo mayorde la enfermedad

y evitar la transmisién de lauberculosis multirresistente.

Reza Moaddab, Farajnia, Kardan, Znaanlou, & Yousef Alikhani, 2011 estudiaron las

mutaciones mascomunesen el g&kmatG mediantePCR-RFLP, sus hallazgoan ostraron queel

56% de sus muestras estudiadasnia la mutaciénenkatG315y el20% en katG463,y un 20%

no presentaron mutacién, porlo cualconcluyen que la PQRRFLP es muy Gtilpara identificar

la resistencia a isoniacidaen mas del 76% de cepas resistenteM deuberculosisy puede ser

usada como un m étodo rapido dketeccién de resistencia.

Tessema,BeerEmmrich,Sack, & Rodloff,2012realizaron un andlisisde la frecuencia de las

mutaciones de los genes asociados con laresistencia a isoniacida, rifam picinay etambutol en

aislados de Mycobacterium tuberculosisen Etiopia, utilizando métodos moleculares,

encontrando que en un total de 260 aislados clinicos, se observaron resistencia a isoniacida,

rifam picinay etambutolen 35, 15 y 8 aislados respectivamente.De los 35 asilados resistentes

a isoniacida,33 present@an mutacionesen elgefhatG S315T y 2 cepas tenfian mutaciéonen el

geninhA C15T,con ello concluyen que las mutaciones asociadascon laresistenciaaisoniacida

se observan principalmente en el codén 315 del glatG.
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Romayetal.,2012, determinaroncomo contribuye la muoacién en elcoddén 315 delgekatG

en la expresion fenotipicade resistencia, mediante PRFLP. Los analisisde susceptibilidad

a drogas lo hicieron por el método de las proporciones de Canetti y nitrato reduct@sa.

resultadosevidenciaronque 15 cepas de un total de 17 cepas fenotipicamente resistentes a

isoniacida mostraronla mutacion S315T enelgkatG,con una sensibilidad de 88,24% ,100%

de especificidad, 100% de valor predictivo positivo,92% de valor predictivo negatiwana

altaconcordanciacon los métodos fenotipicos (kappa=0,85 (p menora 0,01),concluyendo que

la mutacién S315Tes el mecanismo de resistencia a isoniacida predominante en las cepas de

suregion de estudioy que esta caracteristica puede ser utilizadacom o herramienta diagnostica

rapida para detectar cepas resistentes a isoniacida, con gran ayuda en el tratamiento de los

pacientes.

Arjom andzadeganet al.,, 2015, disefiaron y evaluaron métodos moleculares idps para

detectar las mutaciones en los genes relacionadas con la resistencia a medicamentos

antituberculosos de primeray segunda linea, utilizando m étodos de PRKRLP, M AS-PCR,

AS-PCR y secuenciaciéon (gold estandar) com o alternativa a las pruebas desibélndad a

drogas que son demoradas. En su estudio encontraron que de 120 aislados clinicos  resistentes

y sensibles, hubo una prevalencia del 88% de la mutacion del gen katG315 en los aislados

resistentes a isoniacida por PCR y del 95,6% por PCRRFLP; el 93% de los aislados

resistentes a rifam picinacon mutaciones puntuales fueron detectados con MPR mientras

qgue el 75% por ASPCR. Concluyendo que la PCRFLP, MAS-PCR y secuenciaciéon fueron

m étodos que dieron resultados exitosos en la identificacdéenlas mutaciones asociadascon la

resistencia a los medicamentos antituberculosos de primera y segunda linea.

t ac z eek al, 2015, publicaron un estudio de anéalisis epidemiol6gico de cepas de

M ycobacterium tuberculosisisladas de pacientes que viven en pequefias zonas ubicadas en

Polonia, de 8 pacientes pertenecidaes a cuatro grupos de familiasitilizando técnicas
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moleculares como el gold standard IS6110RFLP y obtuvieron patrones de bandasnuy

similares entre indivduos de la mismafamiliayen el caso de pacientesque viven g@muueblos

pequefios;sin embargoencontrarondiferencias entre pacientesque vivenen pueblde mayor

nimero de habitanteslo cual les permiié concluir que habria una probabilidad alta de

transmisién directa enre familiaresque viven juntosaligualque personas que viven cerca en

donde el origen de transmision seria una fuente comdn, sugiriendo que los métodos

moleculares usado®en la epidemiologia de la tuberculosis permiten reconocimtesrapidos

de cepas especificas y supervisar la transmisiéon de la enfermedad.

Gupta & Anupurba, 2015realizaronuna revision de los métodos disponibles para la deteccio6n

de la resistencia aM ycobacterium tuberculosisncluyendoprincipios,ventajas y desventajas

de los métodos fenotipicos genotipicos Los métodos autom atizados en cultivo liquido, dan

respuestasn astem pranas pero requieren de equipesm plejosy personalcapacitadadem &s

gue su costo es elevado. Los m étodosoreculares sonrapidospara la detecci6én y buscan

determinantes genéticosde laresistenciaenlugardel fenotipo,su limitante eselcostoy lafalta

de estudios relacionados a las mutaciones en los genesreeistencia a los medicamentos,

concluyendofue que las pruebas de sensibilidad a drogas son aun el gold estanpdaara

deteccion de resistencia pesar de su largo tiempo de respuestagn faltaun método que sea

eficaz,sensible,especificraApidoy barato,paraeldiagnétsco de tuberculosis multiresistente.

Bornasiet al., 2015 com pararon dos técnicas moleculares ABBSCR y RFLP, para determinar

la mutacionen el codén 315 del gekhatG que esta relacionado con laresistencia a isoniacida,

para ello seleccionaron 60 aislados clinicos déycobacterium tuberculosisdiferenciados

comosensibles o resistentes seglin el método de las proporciones obteniéndose 27 sensiblesy

33 resistentes a isoniacida. Los resultados del secuenciamiento mostraron qué& @R tuvo

un 81,48% de sensibilidag PCR-RFLP tuvo 100% de especificidad pardaetectar mutaciones

en el coddén 315Ninguna cepa sensible presedita mutacién.Por ello concluyen que los dos
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m étodos son rapidos y simples para detectar la resistencia a isoniacida y son recomendables

para trabajosde rutina.

Javed,M ahmood, Shahid, & Khalig,2016dem ostraron mediante PCHRFLP laresistenciade

M ycobacterium tuberculosisa la ofloxacina y compararon los resultados con los que

obtuvieron al realizarpruebas de sensibilidad a drogas, en su estudimciuyeronl118 casos

sospechosoy obtuvieron frecuenciasde 94,92% de sensiblesy 5,08% de resistentes mediante

las pruebas de sensibilidad a drogas, y 97,5% de sensiblesy 2,3% de resistentes mediante la

PCR-RFLP, con lo cual concluyen que la PC-RFLP es Util para la deteccién rapida de

mutacionesy se puede utilizar para el diagndéstico de la resistencia a medicam entoesn as

sugierenconfirmar mediante secuenciamiento antes de comenzar el tratam igdretesegunda y

tercera generacio6mebido a que el sitio de restriccién es la piedra angubtke la PCRRFLP vy

la mutacién pudiera estar en otra parte. Recomiemdpue antes de iniciarun tratamiento, los

pacientes deben someterse a pruebas de sensibilidad a drogas (m étodo de la proporncidn)

m étodos genotipicos,para identificarqué tipo desistenciatieneny que sen tratados acorde

al resultadoevitando que estas cepas resistentes se propaguen a poblacién sana.

Abkaretal.,2016 estudiaronla resistencia a isoniacida producida por laregién promotoradel

geninhA, encontrando que el 11,9%le 42 cepas resistentes, tenianutaciéon en la posicién

15 ytodas tenfan mutaciones ekatG 315 que una cepa sensible fenotipicamente aisoniacida

presento la mutaciéon ennhA;por locualconcluyen que la deteccién molecularde lamutacion

de inhA -15C a T, no provee resultados efectivos en comparacién con los métodos que

investigankatG 315,y porello norecomiendan su uso en la practicade rutina o como método

complementario para detectar resistencia a isoniacida.

Tadesseet al., 2016 realizaron un estudio molecular para evaluar la frecuendia las

mutaciones en aislados de ycobacterium tuberculosisesistentes a isoniacida y rifampicina,

encontrando que el 3®% (41/112)y el 30,4% (34/112presentaron mutacionesque conferian
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caracteristicas de resistencia a isoniaciday rifampicinarespectivamente,y que de los 41 casos

de cepasresistentes aisoniacidael87,8% presento mutacionesen ekge® S315T,y el9,8%

tenia mutaciones en el gemnhA C15T, lo cual concluye que las mtaciones m as frecuentes

asociadas con la resistencia a isoniacida y rifam picina fueron observadas en el codén 315 de

katG y en el codo6on 531 depoB.
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CAPITULO Il

M ARCO METODOLOGICO

2.1. M etodologia

2.1.1 Tipo de estudio:

Estudioobservacional, cuantitativo, descriptivo y transversal.

2.1.2 Area de estudio:

Biotecnologia

2.1.3 Universoy Muestra

El universo de la muestra estuvo conformado porn utotal de 94 aislados clinicos

de Mycobacteriumtuberculosissensibles y resistentes a isoniacida previam ente diferenciados

por el método de las proporcionesecibidos en el CNRde M icobacteriasdel INSPI-LIP del

afio 2015 La muestra fue no probabilistica, obtenidar conveniencia en funcién del patrén

de sensibiidad o resistencia a lasoniacida.

2.1.4Criterios de seleccidon:

Se incluyeron las mnmuestras de aislamiento dB ycobacteriumtuberculosispreviam ente

clasificadas seglmsu patrén de sensibilidad o resistencia ailsoniacida, procesadas en el afio

2015 y se excluyeron aquellas muestras sin registro com pleto de informaciéon.

2.2.M étodos

Las muestrasfueron seleccionadasguindisponibilidady de acuerdo a su perfil fenotipico de

resistencia o sensibilidadiessoniacida,previamenterealizado por el CNRde Micobacteriasdel

INSPI de la ciudad de Guayaquildurde el afio 2015, obteniéndose 64 cepas resistentesy 30

cepas sensibles. Se obtuvo informacién clinica y epidemiolégirwe incluian edad, sexo,

procedencia,tipodenuestray fase de tratam ientbe cadam uestrasegunlas normagy criterios

de confidencialidaddel CNR.



26

2.2.1 Extraccion de ADN

Las cepas se mantenian en crio preservacién7d°C, se procedidé a realizar su inactivacién
entermocicladora 80°C por 30minutos(protocolo adoptado por INSPI de su supranacional
Chile),y se dej6 enfriar a tem peratura ambiente.

Para la extraccion del ADN se utilizé el protocolo descrito p6rardes& Bruns, 1993,al
mismo que se le hicieron algunas modificaciones de acuermdoprotocolo del laboratorio del
CNR. Para h extraccion de ADN lasepas inactivadas contenidas etmboseppendorf, seles
agreg6 50ulde lisozima(l0mg/ml),seincubé a°3C7por una hora en (termomixer),se adiciono6
80ul de SDS 10% vy 5ul deroteinasaKk (10mg/ml), se incubd a 65C por 10 minutos, se
adicionaron 100ul deNaCl5M y 100ul CTAB/NacCl, se mezclé e incubo a 8e por 10
minutos,se agreg6 100ulde Cloroform é&:lcohollsoamilico24:1,se agitéy centrifugépor 20
minutos a 14000 revoluciones por mmuto, se transfiri6 la fase acuosa a otro vial, se
adicion660ul deisopropanolal 90% y 2ul deRNAsa, se mezclo6 e incub@ -20°C durante toda
la noche. Se centrifugo 20 minutos a 14000 revoluciones por m inuto’€ 4Se descarté el
sobrenadante, se realizan dos lavados con etanol al 70% centrifugando cada vez por 20
minutos a 14000 revoluciones por minuto a’@. Se descarté el sobrenadante y se dej6é los
tuboseppendorfcon las tapas abiertas hasta que se evapore por completo el etanol.
Seresuspendiéel ADN en 200ul de buffer TE 1X.Los ADN se alm acenaron-2a0°C.

2.2.2 Cuantificaciénde ADN

El ADN extraido fue cuantificadousando unespectrofotén etro que mide laabsorbancia a
260nm y 280nm ,para lo cual se hizo la calibracién delequipo c&®mL de bufferTE 1X com o
blanco, posteriormentsediluyeron las muestrasen una proporcién de 1:3 cdoruffer TE 1X

y se colocaron50mLdecada dilucionen elequipopara irobteniendo los resultadosrespectivos.

La medida a 260nm permite calcular la concentracién de ADN. EIl radio entre las lecturas a
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260y 280nm permite calcularla pureza del dacido nucleico.Un ADN puro tiene un r radio de 1,8
a 2, valores inferiores indican contaminaci6cdel ADN.

2.2.3 PCR para am plificaciondelgenkatG einhA

La am plificacioén de los ADN blanco de los genelsatG e inhA se realizaronem pleando
secuencias de iniciadore®btenidas de trabajos previos (Tolareit al.,2012; Palominoet
al.,2014; Colmanet al.,2015)y de investigaciones realizadasanteriormente en el CNR
INSPI;en elcaso delgerkatG se utilizaron dos iniciadores sentidosy un sodmtisentido para

la obtencién de dofragmentos de tamafio diferente054pb (iniciadores ubicados en las
posiciones 500 y 1533dekatG)y 630pb(iniciadoresubicadosen las posiciones 904 y 1533 de
katG); en el caso del gerinhA se trabaj6 con iniciadorepara obtener un solo producto de

1120pbque incluye la regi6on promotora del gerfy éasetabla N° 1).

Tabla N°1.Secuenciasde iniciadores para am plificaciéon geneskatG e inhA

Gen Secuenci a de i niciad Posicion en el genoma de Tam afio
M . tuberculosis (CP009480.1) (pb)
katG katG 500fU T1 2150936 1054

5ACCCAACTGAATGGAGCATG
GGCGGACS3”

katG 1533rUT2

2149883
5ACGCACTTGACTTGTCTTCGT
CGGG
GTCGTGACCTCCCA3S3”
katG katG 904 2150512 630
fS’"AGCTCGTATGGCACCGGAA
c3’
katG 15331 T2
2149883
5’ACGCACTTGACTTGTCTTCGT
CGGGGTCGTGACCTCCCAZ3”
inhA inhApromoterFUT1 1668802 1120
5"ACCCAACTGAATGGAGCAGA
AA GGGATCCGTCATGGT3’
inhAruT2 1668921

5ACGCACTTGACTTGTCTTCGT
TTTGCACG TCGAGTTCGA3’
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Se tom aron las condicines de am plificaciéon pardos dos genes reportadas por Colm aet

al.,2015paracello lasreacciones se realizaromediantelamezcladé5 plde GoTaq Colorless
M aster Mix (Promega)quecontiene TagDNA Polimerasad00pM dNTPsy 3mM MgCl,; 22

ul de agualibre de nucleasas (Promega), 1 pdhiciador sentido, 1 pliniciador antisentido y 1
plde ADN extraido de las cepas bacterianamaraobtenerun totalde 50plde reacci6ofTabla

N°2). La mezclade PCRfue llevada atermocicladorTherm alCycler Biorad, modeloC 1000,

y corrida en tres fases: un ciclo de @snaturalizacién inicial,fase de desnaturalizacion,
anillamientoy extensién,y un ciclo de extension finallas condiciones de tem peraturas y
tiempos en cada fase para cada gen am plificado son indicadmadas tablas N 3 y N° 4.

Tabla N 2: Mezcla para PCR

Reactivo Concentracion Sol Madre Cantidad en pl por tubo
GoTaq Colorless Master Mix 2X 25 pl
Iniciador sentido 10 pM 1pl
Iniciador Antisentido 10 uM 1pl
Agua libre de nucleasas 22 pl
ADN 1l
Volumen total por reaccién 50 pl

Tabla N'3. Condiciones para PCR del genkatG

Ciclos Temperatura Tiempo

1X Desnaturalizaciéon inicial 95°C 5 minutos

39X Desnaturalizacién 95°C 0,45 minutos
Anillamiento 65°C 0,45 minutos
E xtension 72°C 0,45 minutos

1X Extensiéon final 72°C 5 minutos
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Tabla N'4. Condiciones para PCR del geninhA

Ciclos Temperatura Tiempo

1X Desnaturalizacién inicial 94°C 5 minutos

40X Desnaturalizacién 94°C 0,40 minutos
Anillamiento 60°C 0,45 minutos
E xtension 72°C 1 minuto

1X Extension final 72°C 5 minutos

Se realizaron reacciones control negativo con agdeastilada y positivo con un ADN extraido

propio del laboratorioSe procedié a realizar una segunda am plificacién para aquellos

productos que no fueron observados inicialmente.

2.2.4 Electroforesis para productos de PCR

Los productos de am plificaciofueronevidenciadosm ediante electroforesis,utilizando gelde

agarosa al2% en buffer TAE 1X, tefiido con SYBR safee deposité en cada pocillo, @l de

muestracon 1plde buffer de carga, se migr6 por 1 hora a 100V. Posbem ente se visualizé

en luz UV de fotodocum entador (Biorad).

2.2.5 PCR-RFLP

Para determinar el polimorfismo de la regién 315 del gkatG que es reportado en m as del

60% de las cepas resistenteslaoniaciday del geninhA se utilizé el procedimientodescrito

por HerreraLedénetal.,2005.De los 94 am pliconesde cada gen, fiezo una selecciérde los

mismosparalaposteriordigestion conlasenzimasde restriccidvhsply Satl(Uhletal,1995),

mismas quefueron evaluadaspreviamentei i n sdl pao a obtener I os s it

teéricos, utilizando el program a online W ebcutter 2.8e consideraron

solamenteaquellasmuestrasque habian am plificado pardos tres productos katG 500, katG

900 e inhA maslas que am plificaron paed productodekatG 900 de 630pbobteniéndose un

totalde 68m uestras de ADNen la cualesse procedid a realizarla digestion de la totalidad de
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las muestras, mientras queara los productos de am plificacion de 1054pb &atG 500 vy
1120pb de nhA,se seleccionaron 20 y 15 muestras am plificadas respectivamente. Las
reacciones de digestion fueron preparadg@sara un volumen final de 20ul, utilizando los
reactivosy volimenesndicadosen la tabla N°53egun la enzimade restricciénempleada; para
posteriormente sedigeridasa 37°C por 4 horas,seguida de electroforesisen gelde agarosa al
3% en buffer TAE 1X durante 3 horas a 100 voltios,se visualizé foagm entos obtenido®n

fotodocumentador (biorad).

Tabla N'5. Reactivos para Digestién con enzimas M spl y Satl

Reactivos Concentracion pl por tubo digestion ul por tubo digestién
Solucién M adre enzima Mspl enzima Satl

Buffer B 10X 2 pl 2 pl

BSA - 0,20 pul -

Enzima Mspl 10U/ pl 0,15 pl -

Enzima Satl 5U/ pl - 0,3 pl

Agua ultra pura - 7,65 pl 7,70 pl

Amplicén ADN 10 pl 10 pl

Volumen total 20 pl 20 pl

2.3. Hipo6tesis:

Las mutaciones de los genelsatG e inhA son responsables de la resistencia a isoniacida en

aislados deM ycobacterium tuberculosiy pueden ser detectados mediante PERFLP como

m étodo de diagnoéstico rapido como alternativa a los métodos convencionales utilizados

normalmente.
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2.4. Operacionalizacion de variables:

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

ARIABLE TIPO DEDEFINICION DIM ENSION INDICADOR / ESCALA
ARIABLE

INTRUMENTO

EDAD Cuantitativa Tiempo transcurrid{Afios Nuimero de afollntervalar:
continua desde ecum plidos que consta en 1.<20 afos
nacimiento hasta | base de dato|2.20 a 39
IndependientefeCha de realizacio¢ ZINEXTA 3.40 a 59
del estudio 4.60 a 79
SE X O Cualitativa C aracteristicas qulfFenotipo Sexo que constlDicotémica:
nom inal diferencian hombr en base de datd
de mujer ZINEXTA 1.masculino

Independiente

2.femenino

PROCEDENCIA Cualitativa Lugar del qugCiudad Ciudad dgCualitativa
nom inal procede una persong§ procedencia de lpolitémica:
muestra qu{l.Guayaquil

independiente consta en basq2. Quito
de datoy3. Babahoyo
ZINEXTA 4. M achala
5. Portoviejo
6.

Esmeraldas

7. Santg
Elena
ITIPO D E|Cualitativa M omento en que ufTipo Fase en que 9gCualitativa
TRATAMIENTO nom inal paciente ingresa pa encuentra epolitémica:

ANTITUBERCULOSO recibir el tratamiento tratam iento

antituberculoso 1.abandono

la fecha de|ge

Independiente

estudio GUfiratamiento

consta en base d2.virgen de

datosZINEXTA tratamiento

3.control d¢g

tratam iento

RESISTENCIA A |ICualitativa Cualidad peculiar d[Resistencia R esistencia Cualitativa
ISONIACIDA hom inal una especie que g isoniacida dicotémica:
hace resistente determinado po
Dependiente [tratamiento co prueba dd41: no
Isoniacida sensibilidad
drogas corz: si
m étodo de la

proporciones

M utacién del gen katG Cualitativa Polimorfismo erGenotipica Polimorfismos |Cualitativa
sitios de restricciéon evidenciados dicotémica:

independiente m ediante técnic

PCR-FRLP Y1 : no

electroforesis 5 si
M utaciones del geninhA Cualitativa Polimorfismo erlG enotipica Polimorfismos Cualitativa
sitios de restriccién evidenciados dicotomica:

Independiente mediante técnicyg

PCR-FRLP Y1: no

electroforesis > si
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2.5. Gestién de datos.

Todos los datos fueron recogidos en un formulario de recolecci6n disefiado por la augoea

incluia datos epidemiol6gicos como edad, sexo, procedencia, tipo de muestra, fase de

tratamiento,susceptibilidad aisoniacidelna vez recolectados se procedié ala codificaciéon de

los mismosen valores num éricos para una m as facildigitaciéon.Laoimfaciéon fue ingresada

en una base de datos mediante el programa SPSS version 22 donde se procedié a la tabulacién

y analisis.

A continuacién se realizé tablascruzadas de 2 por 2, tomandocomo columnas (gold estandar)

a la resistencia a la isoniacida pom étodo de las proporciones y en las filas la positividad o

negatividad para mutaciéon al gekatG mediantePCR-RFLP.

Resistencia a isoniacida total

M utaciéon katG + -

+ A (VP) B (FP) A+b
- C (FN) D (VN) C+d
Total A+c B+d A+b+c+d

VP:verdaderospositivos, FN: falsos positivos, C: falsos negativos, D: verdaderos negativos

De las tablas obtenidas se calcularon:

Sensibilidad = (a/a+c)

Especificidad = (d/b+d).

Intervalo de confianza 95% para la sensibilidad y especificidad:

D& v PY Y—

V& v b O 0 -

Donde mrepresenta el nimero de mutados y n representa el nimero sin mutacién
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El valor predictivo positivo (VPP) = al/(a+b).

El valor predictivo negativo (VPN) = d/(d+c).

Coeficiente de probabilidad positivo o likelihoodatio positivo (LR+) = sensibilidad/(4

especificidad)

Coeficiente de probabilidad negativo o] likelihood ratio negativo (LR = (1-

sensibilidad)/especificidad

Se obtuvieron los indices de Youden con la formula IJ= sensibilidad+ (especificiidia)d

Finalm ente se realizé un analisis de correlaciones mediante chi cuadrado de Pearson para

determinar asociacion estadistica entre la resistencia a isoniacida y variables como tipo de

tratamiento, ciudad derigen, edad, sexo,y mutaciéan genkatG.

2.6.Criterios éticosde la investigacién.

Pese a que lainvestigacién no representé riesgo alguno para los paciehada,la inform acién

obtenida, fue previaautorizacién de la Direcci6on del Centro Nacional de Referencia de

M icobacterias, INSPI,siguiendbos [ineamientosde permision de datos,los mismosque seran

tratados con el nivel de confidencialidad respectivo que precautele la seguridad de los

pacientes.
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CAPITULO Il

RESULTADO S

3.1 Descripcién de la poblacion de estudio

En este estudio se incluyeron 94 muestras de aislados Mecobacterium tuberculosis
diferenciados porel método de las proporcionesen 30 sensiblesy 64 resistedeels;totalidad

de muestras el74% correspondian a hombresy 26% a mujered;promediode edad fue de
35,19 aflos PS+ 14,02),la mayoria de aislados procedian de pacientesque se encontraban en
el intervalo de 20 a 39 afios (64 ) seguidos porel intervalo de 40 a 59 afios (194 ), (9,6%)
mayores a 60 afioy (6,4% ) fueron menores a 20 afios y. Aomtinuacién se presentan en la

Tabla 6 los inervalos de edad del grupo:

Tabla 6. Distribucién de aislados clinicos deM . tuberculosisde acuerdo a

intervalos de edad. CNR INSPI1.2015.

Intervalo de edad No. %

< 20 6 6,4
20 a 39 63 67
40 a 59 16 17
60 a79 9 9,6
Total 94 100,0

Fuente: base de datos ZINEXTA

Las muestras provenian en su mayorda laciudad de Guayaquil(74,47% ) seguido en orden

de frecuencia por la cudad de Babahoyo (7,45% )y Quito (6,38) como se observa en la

Figura 4:

Figura 4. Distribuciéon deaislados clinicosde acuerdo a la procedenciaCNR INSPI. 2015.
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Las muestras obtenidas fueron de tipo pulmonar (96,8% )y extrapulmonar (3,2%Yyowenian
de pacientes virgenes dteatamiento (45% ),lafrecuenciade abandono de tratamiento fue 42%
y controlde tratamientqproceso de tratamiento)3% .V éase Tabla 7Paramayorinformacién

en relacion a la eferencia de los datos epidem ioldgicos de las muestv@&sase en elAnexo 1.

Tabla 7. Distribucion de aislados clinicos deM . tuberculosisde acuerdo a

fase de tratamiento. CNR INSPI.2015.

Fase de tratamiento No. %

Virgenesde tratamiento 42 45
Abandono de tratamientc40 42

Control de tratamiento 12 13

Total 94 100

3.2 Resultados de los analisisgenotipicosde las cepas dMeycobacterium tuberculosis

3.2.1. Resultados de am plificacién por PCR

En eltotalde casos se realizé am plificacién mediante latécnica PCR, obteniéndoseltados

positivos y negativos para am pflicacién de cada uno de logproductospara losgeneskatG (2

productos) einhA (1 producto)como se aprecia en |Id@abla 8:

Tabla 8. Amplificacién por PCR geneskatG einhA. CNR INSPI.2015.

Gen #muestras am plificadas #muestras no am plificadas
katG500 61 33
katG900 68 26
inhA 64 30

De las 94 muestras am plificadas, 46 amplificaron para lérses productos, 17 parados

productos 20 para un solo productoy 11 muestras no am plificaron para ningdn producto.

La electroforesisen gelde agarosmerm itiéola visualizacién de los productosbtenidos de los
genes con su respectivo tamafio en pares de bases. Véase Figumrd Bumero inscrito en la

parte superior corresponde a la identificacién de la muestra,la 4 y 10 corresponden a cepas
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sensibles mientrasgela 51, 58 y 80 proceden de cepas resistentes aisoniacpdaa un mayor
detalle de los productos de PCRara todas las muestrasrevisat Anexo 2donde se detallan

todas las figuras correspondientes

PCR
katG 500 inhA katG 200

= Rl L R e LR e T 1

AR o o

400pb
300pb
200pb

100pb

Figura 5. Amplificacion por PCR de los genes katG e inhAlectroforesisen gel de agarosa.

CNR INSPI. 2015 observe lostamafios correspondientes de cada regi6on amplificad@ )

marcador de peso molecular de 100ph) katG 500, en las lineas 2 a la 6 se observa el

producto amplificado de 1054pb(B) inhA, en las lineas 7 al 11 se observa el producto

amplificado de 1120pb;(C) katG 900,lineas 12 a la 16 la amplificaciomdel producto de

630pbanalizada de ADN am plificado (4, 10,51,58 vy 80)

3.2.2. Resultados de digestion enzim atica RFLP

Realizada la am plificacién se aceptaron para los andalisis posterioresa 68 muestralsiyendo

las 46 que habian am plificado paralos 3 productos m &s todas las que am plificaronelagan

katG900 y descartando aquellaggue no dieron resultado para am plificaci¢sum ando en total

68 muestrasde las cualesA7 correspondiana cepas resistentes a isoniaciday 21 sensibliss;

distribucion dehom bresfue del 77,9% (53) y demujeres22,1% (15).

De las 47 cepas resistentes a isoniacida 37 correspondian a hombresy 10 a mujeres. M ayor

detalle se encuentra en el anexo 5.
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El promedio de edad delgrupo fue de 33,75 afios (B23,6) con un valor minimo de 15 y un

m aximo de 75 afios.la mayoria de los aislados clinicos procedian de pacientes que se

encontraron en el intervalode 20 a 39 afios (73,5% ) seguidos por el intervalode 40 afib$8

(13,2% ), 4 pacientes (5,9% ) fueron menores a 20 afios y 5 (7,4% ) mayores a 60 akos.

continuacién se presentanan la Tabla 9los intervalos de edad del grupo:

Tabla 9. Distribuciéon de aislados clinicos deM . tuberculosisde acuerdo a

intervalos de edad. CNR INSPI1.2015.

Intervalo de edad No. %

< 20 4 5,9
20 a 39 50 73,5
40 a 59 9 13,2
60 a 79 5 7,4
Total 68 100,0

Respecto a la proceanciala mayoriade aislados clinicos procediande laciudad de Guayaquil

(70,6% ) seguido por laciudad de Babahoy(8,8% )y Quito (7,4% ) Tabla 10. De las 48 cepas

de la ciudad de Guayaquil, 33 fueron resistentesy 14 sensibles, mayor detalle se encuentra en

el anexo 5

Tabla 10. Distribuci6on de aislados clinicos deM . tuberculosisde acuerdo aciudad de

procedencia. CNR INSPI.2015.

Ciudad No. %

Guayaquil 48 70,6

Quito 5 7.4
Babahoyo 6 8,8
M achala 3 4.4
Portoviejo 4 5,9
Esmeraldas 1 1,5
Santa Elena 1 1,5

Total 68 100,0
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Las muestras provenian de pacientes virgenes de tratam iealtmm om ento del estudio con 32

casos (48% ), en abandono deratamiento se representdé también un porcentaje importante

( o)y apenas 7 pacientes (11% ) se encontrabancemtrol del tratamientoV éase Figura 6

Figura 6. Distribucién de muestras de pacientes con tuberculosis de acuerdo a fase de tratamiento.

CNR INSPI. 2015.

De las 47 muestras resistentes a isoniaci®® corresponden a abandonos de tratamiento, 18

fueron virgenes de tratamiento y 7 estaban en control de tratam ieRt®evisar anexo 5.

3.2.2.1.Digestion enzim atica RFLP con enzima M spl.

Se tom aronlas 68 muestrasque am plificaron para el producto de 630pb del §atG900 para

realizar la digestion enzim atica con M spl de los am pliconesldetG500,katG900 einhA. La

enzimaM splreconoce la secuenciade cor@y C G,Gperm itiéndolereconocela mutacién en

la posiciéon nucleotidica 945, codén 315 del g&kratG ( A G C Y ACC)

Los fragmentostedricosque se esperan obteneron sus respectivostamafios luego de realizar

la digestiéndel gen katG 900 tantoen cepas con mutaciéy sin mutacién se detallan en la

siguiente tabla

Tabla 11. Digestion enzim atica con M spl dekatG 900

katG 900 630 pb Fragmentosesperadosde ADN (pb)

M utaciéon positiva( AGCY AC (65 132 147 - 228

M utacién Negativa 65 - 147 153 228
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Los fragm entosted6ricosque se esperan obtenercon sus respectivostamafiosluego de realizar

la digestién del genkatG 500 tantoen cepas con mutaci6ly sin mutacion, se detallan en la

siguiente tabla:

Tabla 12.Digestién enzim atica con M spl dekatG 500

katG 500 1054 pb Fragmentos esperados de ADN (pb)

M utacion positiva 65 79 118 132 136 147 - 228
(AGCY ACC)

M utaciéon Negativa 65 79 118 136 147 153 228

En ambos casoswand o | a mutaci - - neneGg@ik&tG €sta presentéa enzima M spl
corta el ADN y se produce un fragmento adicional de 132pb, la ausencia de la mutacién no

genera fragmento adicional.

Para el caso de la digestion del geinhA, los fragm entostedricosque se esperan obtener con

sus respectivos tamafios, se detallan en ligwiente tabla:

Tabla 13.Digestién enzim atica con M spl deinhA

inhA 1120 pb Fragmentos esperados de ADN (pb)

48 74 75 82 91 95 106 116

En la Figura 7, se aprecia que con el gekmatG 900 se distingue los casos positivos para

mutacién (muestra58 y 80)donde se evidenciala presencia del fragmento adicionalde 132pb.

En los negativos para la mutacién (muestras 4, 10 y 51) hay ausencia de fragmento de 132pb.

En las muestras de logeneskatG 500, se observa varios fragm entos de igual tam afio en todas

las muestras y no se distingue la presencia del fragmento adicional de 132pb haciendo

imposi bl e di ferenciar entre positiwvos y negativos p a

muestras delgeninhA se observan dos fragmentos de tam afio similaren cada una sin que sea
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posible diferenciar entre cepas mutadas y no mutadhas muestras 4 y 10 corresponden a

cepas sensibles y las muestras 51,58 y 80 a cepas resistentes.

A B C
Mspl
katG 500 inhA katG 900

400pb
300pb

200pb

Figura 7. Digestién enzimatica PCRRFLP para genes katG e inhA con enzimB spl,

electroforesisengel de agarosanuestras de Mycobacterium tuberculosi@NR INSPI. 2015

Se observa: (M) marcador de peso molecular de 100pb, (A) katG pH0iheas 2-6 no se

evidencia el fragmentode 132pb, (B)inhA,lineasl7l tienenigualnimero de fragmento,s(C)

katG 900, lineas 1214 se evidencian dos fragmentos y en las lineas 15 y 16 se observa un

fragmento adicional de 132pb indicativo de mutacién.

De las 68 muestras del gekhatG900 que fueron digeridasesobtuvieron36 muestras con la

mutacién en la posicién 98 coddén 315y26 muestras no presentaron mutacioRPara los

productos dekatG 500 se realizé ladigestion de 20 muestras,suspendiéndose elproceso debido

a que no se pudo diferenciar la presencia del fragmento adicional de 132pb indicativo de

mutacién. Pam el producto deinhA se realizé la digestién de 15 muestras, y en todas se

obtuvieron fragmentos similares alos teéricos esperados,lo que impidi6é diferenciarpresencia

oausenciade mutacién que permita asociararesistenciao sensibilidad aisoniaRada.m ayor

detalle de las muestras digeridas revisar Anexo 3.
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3.2.22.Digestién enzim atica RFLP con enzim aSatl.

Se tomaron de base las 68 muestras que am plificaron para el producto de 630pb del gen

katG900 pararealizarla digestion enzim aticacon Satd los ampliconesd&atG500,katG900

einhA. . La enzima Satl reconoce la secuenciade coeC §y N G fermitiéndolereconocela

posiciéon nucleotidica 945, del gekatG AGC cuando no hay mutaciéndiferenciandolo de las

diferentes mutaciones que confierela resistencia akatG315.

Los fragmentostedéricosque se esperan obtenercon sus respectivostamafiosluego de realizar

la digestién del genkatG 900 tantoen cepas con mutaci6ly sin mutacion, se detallan en la

siguiente tabla:

Tabla 14. Digestién enzim atica conSatl de katG 900

katG 900 630 pb Fragmentosde ADN (pb)
M utacion Positiva( A GC Y A C ( 135 148 247
M utacién Negativa 135 148 205 247

Los fragmentosteéricosque se esperan obtenercon sus respectivostamafiosluego de realizar

la digestién del genkatG 500 tantoen cepas con mutaci6ly sin mutacion, se detallan en la

siguiente tabla:

Tabla 15. Digestién enzim aticacon Satl de katG 500

katG 500 1054 pb Fragmentos esperados de ADN (pb)

M utacién positiva 66 - 81 135 148 183 - 281
(AGCY ACC)

M utacién Negativa 66 76 81 135 148 183 205 281

Cuandono h ay | a mutaci - n A GCY AKGtG laecemzim & Satenrta el ADN y se
produce un fragmentale 205pb, la presenciade la mutacionimpide el reconocimiento de la

enzimayno genera fragmento adicional.
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Los fragm entosted6ricosque se esperan obtenercon sus respectivostamafiosluego de realizar

la digestionenelcaso delgeninhA, se detallan en la sigiente tabla:

Tabla 16. Digestion enzim atica con Satde inhA

inhA 1120 pb Fragmentos esperados de ADN (pb)

92 116 125 146 169 268

En la Figura 8, se aprecia que con el gekatG 900 se distingue los casos positivos para
mutacién (muestra 58 y 80) debido a la ausencia del fragmento de 205pb que si esta presente
en las muestras negativas parala mutacién (4,10y 51). En las muestras dgelnes katG 500

se observa varios fragmetos de igual tamafio en todas las muestras y no se distingue la
presenciadel fragmento adicionalde 205pim pidiendodiferenciarentre positivosy negativos
para mutaci - n AGCY ACC. E n t odasnhAases obsareas tfra@gnsendoes lde g e n
tamafio similaren cada una sin que sea posible diferenciarentre cepas mutadasy no mutadas.
Las muestras 4 y 10 corresponden a cepas sensibles y las muestras 51, 58 y 80 a cepas

resistentes.

Satl
katG 500 inhA _ katG 900

Figura 8. Digestion enziméatica PCRRFLP para genes katG e inhA con enmzia Satl,
electroforesisengel de agarosanuestras de Mycobacterium tuberculosi@NR INSPI. 2015
Se observa: (M) marcador de peso molecular de 100pb, (A) katG 500, lined6s 2resentan

varios fragmentosy no se evidenciala ausencia del fragmento de 205BbH,inhA, lineas #11
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tienen igual ntmero de fragmentos, (C) katG 900, lineas-12 se evidencia un fragmento
adicionalde 205pb indicando ausencia drrutaciény en las lineas 15 y 16 no se observa un

fragmento adicional.

De las 68 muestras del gehatG900 que fueron digeridas se obtuvieron 36 muestras con la

mutaciénen la posicién 945 coddén 31% 23 muestras no presentaronPara los productos de

katG 500 serealiz6o la digestion de 20muestrasy se suspendiél proceso debido a que no se

pudo diferenciar laausencia dé fragmento de 205pb indicativo de mutacién, mismo que

presentar las cepas sin mutacién. Para el producto dehA se realizé la digestion de 15

muestras, y en todas se obtuvieron 5 fragmentos similares a los te6ricos espearald que

impidi6 diferenciar presencia o ausencia de mutacién que permita asociar a resistencia o

sensibilidad a isoniacidaPara mayor detalle de las muestras digeridas revisar Anexo 4.

3.2.3. Distribucién de casos positivosy negativos a mutaciéon en egen katG con enzim as

M sply Satl.

En la Tablal7 se observa la comparacién de loesultadosobtenidosluego de realizar la

digestionde las 68muestrasde katG 900, con M sply Satl.Con las dos enzimas se obtuvieron

igual ntm ero demuestras con lamutacién en la posicién 945, codén 315in embargqgcon

M spl se obtuvieron 26 muestras sin mutaciony con Satl fueron E3detalle de las muestras

con y sin mutacién se encuentra en el Anexo 5.

Tabla 17. Numero de muestras positivas y negativas a mutadin del genkatG900 con

enzima Msply Satl.CNR INSPI.2015

M utacién M spl Satl
Positivos 36 36
N egativos 26 23
sin resultado 6 9

Total 68 68
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3.2.4. Frecuenciade casos positivosy negativos a mutacion en el gelnatG con enzim a

M spl en relaci6n a resistencia fenotipica.

Las 68 muestras previamente diferenciadas por el método de las proporciones como sensibles

o resistentes fueron comparadas conosl resultados obtenidosdespués de la digestiéon

enzim atica con M spl, dando como resultad que 35 (74,46% ) muestras resistentes

fenotipicamente poseen la mutacion en el g&kmtG posicién 945 codén 315, mientras que 6

muestras (13,3% ) poseen resistenciafenotipicapero no indican mutaciénen la posicién antes

indicada. En el caso de lasmuestras sensibles fenotipicamente solo 1 (4,76% ) pre e hat

mutacion enkatG (Tabla 18).

Tabla 18. Frecuencia de casos positivos y negativos a mutacién en glnkatG con

enzima M spl en relaciéon a resistencia fenotipica.

Enzima M spl Resistentes Frecuencia Sensibles Frecuencia
+ Mutacién 35 74,46% 1 4,76%

-M utacién 6 13,3% 20 95,23%

Sin resultado 6 13,3% 0

Total 47 100% 21 100%

Fuente: anéalisis genotipico por técnica PC-RFLP

3.2.5. Frecuencia de casos positivosy negativos a mutacién en el g&mtG con enzim a

Satl en relacién a resistencia fenotipica.

Se compard la resistencia y sensibilidad fenotipica desl 68 muestras previam ente

diferenciadas por el método de las proporciones con los resultados obtenidos de la digestién

enzim atica con Salt, obteniendo como resultado que35 (74,46% ) muestras resistentes

fenotipicamente poseen la mutacion en el g&kmtG posicion 945 codoén 315, mientras que 6

muestras (13,3% ) poseen resistencia fenotipica pero no indican mutackdm el caso de las

muestras sensibles fenotipicamente solo 1 (4,76% ) pregelmtm utacién enkatG (Tabla 19).
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Tabla 19. Frecuencia de casos positivos y negativos a mutacién en el ge&kmtG con enzima Satl

en relaciéon a resistencia fenotipica.

Enzima Satl R esistentes Frecuencia Sensibles Frecuencia
+ Mutacién 35 74,46% 1 4.,76%

-M utaciéon 6 13,3% 17 80,95%

Sin resultado 6 13,3% 3 14,28%
Total 47 100% 21 100%

3.3. Resultados de la eficacia diagnéstica

A continuaci6onsepresentan los indicadores estadisticosde eficiencia diagnostieda técnica

PCR-RFLP parala positividadde la mutaciénen el genkatG 900 mediante las 2 enzimas de

restriccién comparadas con el reporte daes pruebas de sensibilidad a drogams €todo delas

proporciones)

Tabla 20. Sensibilidad,especificidad, valores predictivo positivo y negativo, coeficientes
de probabilidad positivo y negativo e indice de Youden paraa técnica RFLP en la
mutacion del genkatG mediante enzimas de restriccionM spl y Satl en muestras de

M ycobacterium tuberculosis CNR INSPI.2015

M utacién R esistencia a
de gen Isoniacida
katG 900 + - S (IC95% ) E(IC 95% ) VPP VPN LR + LR - 1J
N = N=21
41 N=18
M spl:
35/41 1/21 85,4 (73,397,4) 95,2 (83,86100,0) 97,2 76,9 17,9 0,15 0,81
Positivo
Satl:
35/41 1/18 85,4 (73,387,4) 94,4(81,1- 100,0) 97,2 73,9 15,4 0,15 0,80
Positivo

Fuente: analisis genotipico por técnica PCRS: sensibilidad;E: especificidad,VPP: valor predictivo positivo,

VPN: valor predictivo negativo,LR +: razén de probabilidad positivoL R -: razén de probabilidad negativolJ:

indice de Youden.

En la Tabla20,con las dos enzimasde restriccidM sply Satl)latécnicaPCR. RFLPalcanza

una sensibilidad de 85% , y una especificidad cercanaal 95% , lo gruckica que lapresencia de

mutacionen el genkatG permitediferenciara Ilss cepas sensibles de las resistented valor

predictivo positivo es para las dos enzimas de 97% lo que significa que si una cepa tiene la
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mutaciéon presenta 97% de probabilidad de tener resistencia a la isoniaceda,PN es del

73,9% lo que quiere decir que siuna cepa no tiene la mutacion del ganG, tiene 74% de

probabilidad de no tenerresistencia;elLR+ esde 17,9 es decirbpwseresultados determ inados

de acuerdo a la técnica PC-RFLP tienen una alta probmilidad diagnosticade serverdaderos

positivos, y el LR- es de 0,15 lo que significa questa técnica permite diferenciar casos

positivosy negativos con una baja probabilidad de falsos negativinalmente el indice de

Youden es de 0,8 lo que quiere dér que latécnica RFLP permiteen base ala mutacién S315T

en el productode 630phel genkatG clasificarde forma adecuada etne resistentesy sensibles

a la isoniacida en un 80% de los casos.

Tabla 21. Cepas deMycobacterium tuberculosisde acuerdo a resistencia a isoniacida y variables

asociadas.CNR INSPI. 2015

Variable R esistencia a Isoniacida Chi 2 P valor

+ (resistentes) -(sensibles)

M utacién M spl+ 35/41 1/21 37,05 0,000*
M utacién Satl + 35/41 1/18 33,49 0,000*
Sexo: masculino 37147 16/21 0,054 0,816
Provincia: Guayaquil 34/47 14/21 11,15 0,084
Abandono de tratamiento 22/47 7121 5,79 0,055

* Existen diferencias estadisticam ente significativas.

La Tabla 21lindicala resistencia a isoniacidastad asociada con la mutaciéndel gkmatG tanto

con la enzima de restricciém™ spl (p<0,05) como con la Satl(p<0,05), las otras variables

estudiadas no muestran asociacion estadisthcante significativa.Por tanto la técnica RFLP

permite la diferenciacién de resistencia y sensibilidad a isoniacida a través de la deteodddn

I a mutaci-n AGCYACC en I a posici - n nucleot?2dica 9414

del genkatG utilizando las enzimas de restrecdén M sply Satl.



47

CAPITULO 1V

DISCUSION

4.1 Contrastacion em pirica

La tuberculosisesunaenfermedad infectocontagiosacausadaMpcobacterium tuberculosis

la mismaqueconstituyeuna amenazaa nivelmundialy es laresponsable de aproximadam ente

1,5 millones de muertes cada afio, se estima que aproximadam ente un tercio de la poblacién

estd infectada con el bacilo tuberculoso y en la actualidad constituye una enferm edad

reemergente debido a la aparicién de cepas resistentes a los medicamentos que norm alm ente

son usados para el tratamiento de la enfermed4@M S, 2016)

En los Gltimos afios se han realizado estudios relacionados con la resistencia a medicamentos

gue han permiitdo el desarrollo de métodos fenotipicosy genotipicos (Gupta et aD15). La

secuenciacién del genoma devM ycobacterium tuberculosisy la identificacién de genes

asociados a drogeoresistencia, ha permitido la aplicacion de métodos de diagnostico

genotipicos tales como PCRRFLP que ofrecen la posibilidad de identificar mutaciones

relacionadas a resistencia (CuevaB6rdova et al., 2010. Las mutaciones en los genes de

M ycobacterium tuberculosis kat@ inhA, han sido reportados selbs responsablesdel 7-0%

de los aislados resistentes a isoniacid@Romay, y otros, 2012)

En nuestro pais se desconocen estudios relacionados a la identificagidmecuenciade las

mutacionesen los geneskatG e inhArelacionadascon laresistenciaimoniacida,utilizando la

técnica molecular PCRRFLP, como alternativa de diagnoéstico rapido para la deteccién de

cepas resistentes.

En el presente estudicse analizaron 68 muestras de aislados Meycobacterium tuberculosis

procedentes de diferentes provinciasdel Ecuadory que se encuentran formando parte delbanco

de cepas del CNR de Micobacterias INSHIIP y corresponden al afio 2015de los cuales
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77,9% fueron hombresy 22,1 % fueron mujereess decir la poblacién masculnenferma es

mayor que la femenina,coincidiendo con Reza etal., 2011, en cuyo estudio se identificd 56%

de hombresy 44% de mujeres.La edad promediodelgrupo fue de 33,75 afios con un rango de

15 a 75 afios, el intervalo de 20 a 39 afios obtuvo un poragetde 73,5% , lo cual nos indica

gue la tuberculosis afecta principalmente a la edad adulta m as productiva, sin em bargo todas

las edades estdn en riesgo, segun lo indicado porla OM S.

En nuestro estudipde las 68 muestras analizadael, 48% de los aisladseclinicos proveniande

pacientes que fueron virgenes de tratamiento (nunca tratados) y el 41% correspondia a

pacientes que habian en algin momento recibido terapia antituberculosa pero abandonaron el

tratamiento estedatono es considerado por otros autespero resulta valioso a la luz de la

teoria cientifica que sustenta los abandonos de tratamiento como una de las causas

favorecedoras de resistencia antibiotiga que de 47 aislados resistentes, 22 correspondian a

abandonos y 18 fueron virgenes de tmat iento, sin em bargono pudo ser demostrado por el

presente estudio donde el abandono del tratamiento no tuvo asociacién estadistica con la

resistencia (p 0,055).

Los 68 aislados clinicos analizados fueron previamente diferenciagos el método de las

proporciones para identificar laresistencia a isoniacida, correspondiendo 47 cepas (69,1% ) a

resistentesy 21 cepas (30,9% ) a sensibles, mientras que otros estudios trabajaroncon 50% de

cepas resistentes como lo reporta Reeré al.,2011; y M arahattaetal.,2011 trabap con 62%

de cepas resistentes, esto datesulta im portante porquenos perm itehacer una comparaciéon

conlosresultados obtenidos alaplicarla técnica RFLP en blisqueda de la mutaciény asociarla

con la resistencia,concordandocon estudbs a nivel mundialenfocados en los estudios sobre

la resistencia a medicamentos antituberculosos.
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En el total de casos se realizé am plificacion mediante la técnica PCR, obteniéndose dos

productos de tam afio diferente para el g&kmtG (630pb y 1054pb)y un producto para el gen

inhA (1120pb)genes que han sido también analizados por otros autores G uettal., 2013,

Bornasietal,  2015; debido a que@resentan la mayor cantidad de mutacionesrelaciona@aa

resistencia a isoniacida.

En nuestra investigacién al aplicar RFLP con las dos enzimas de restriccién para el producto

de inhA, se obtuvieronen todas las muestras analizadassultadosque concordaban con los

fragmentos tedricos esperados para genes sin mutacién,lo que impidokieas el analisis de

este gen con laesistencia a isoniacidaconcordando en lo indicado poAbkar etal2016, que

recomienda el estudio del gekatG 315y no la investigacién deinhA como método de rutina

ocomplementario en el laboratorio.

Con laenzimaM spl se obtuvieron36 casos mutados del gekatG coddén 315 y las mism as

muestras presentan la mutacién cuando se trabajoé con la enzima Shet¢ho que difiere a lo

publicado por Herreraet al., 2005, dondedem ostr6 que la enzim &atlreconoce un nGdm ero

adicionalde mutacionesdado que detecta cualquier mutaciéonen elcodoén 315 que afecta a los

nucledétidos guaninacitosina en la posicién 945 (codén 315), mientrad spl reconoce

Gnicamente el cambio de guanina por cdima en el codén 315 A GC Y A C 6hteniendo un

porcentaje de 43,8% Prasadet al., 2009 en su estudio realizado en el 200t m biénreporta

mayor numero de mutaciones con la enzimSaatl (68 casos) en relaci6on a las obtenidas con

M spl (59 casos).

El analisisgenotipico deresistencia aisoniacida detecté que de los 47 aislados fenotipicam ente

resistentes, 35(74,46% ) presentaron mutacién en el glatG S315T, con las 2 enzim as

utilizadasM sply Satl,frecuenciamenor a lareportadmor Tessem aetal.,, 2012 quienreportd

gue de 35 aislados resientes, 33 (94,28% ) presentarolm mutacién S315T En un estudio
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realizado por M ardattaen 2011, obtuvoun 62,2% de presenciade la mutaci«kmtG S315T de

los 37 aislados clinicosresistentescon que redlisu estudio,dato menorlaobtenido en nuestro

trabajo. Esto esim portante porque demuestraom o contribuyela mutaciénkatG S315T a la

expresiéon fenotipica de resistencia en los aislados clinicosMietuberculosis

En nuestro estudio el 13,3% de cepas fenotipicamente resistentes aisoniacida no presentaron

mutaciénen la posicién 945, codéon 315 deden katG, frecuencia ligeramente superioal

estudiode Romay etal., 2012 que obtuvo 11,8% de cepasresistentes sirmmian. Esto pudiera

deberse a que la resistencia a isoniacida esté relacionada con mutacienestras posiciones

del mismogenoen otrosgenescomonhA oahpC, y tuvieraquerealizarse un estudio posterior

de secuenciamiento para determinar la causaresistencia enestas muestras.

La presenciade la mutacionen el genkatG con el producto de tam afio 630phbutilizando la

técnica PCRRFLP, en nuestra investigacionesta dada pordeteccién dela presenciade un

fragm entoadicionalde 132pbcuando se utilizalaenzim M spl,y porlaausenciadelfragm ento

de 205pb cuando se utiliza la enzim&atl. Sin embargo no fue posible obtener resultados

diferenciadores demutaciéncuando serealiz6 el anélisis de los productos dkatG 1054pb e

inhA 1120ph.

La técnica PCRRFLP para detecciénde mutaciéndel ge&kmmtG 630pb con las dos enzimasde

restriccion M sply Satl) alcanza una sensibilidad de 85% , una especificidadde 95% , un VPP

de 97% , un VPN de 77% , un LR+ de 17,9 y un LRes de 0,15; valores muy similares a los

publicados por Rom ayet al., 2012 que reporta una sensibilidad de 88% , especificidad 100% ,

VPP 100% ,VPN 92% ;y a los de Bornasiet al.,, 2015 con una sensibilidad de 81% vy

especificidad de 100% .

El tiem po estimado para la obtencién de resultados por la técnica PRIRLP en el presente

estudio, fue de 24 horas por muestrg comprende extraccion de ADNmedicion de pureza,
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PCR, digestién enzim aticay electroforesibo que le vuelve m as rapido en com paracién del

tiempo de respuesta que ofrecen los métodos fenotipos como el método de las proporciones

gue tarda de 46 semanas, BACTEC tiene un tiempo de mewsesta de 410 diasy M GIT de 5

13 dias (Gupta et al., 2015).

4.2.Limitaciones

Una de las posibles limitaciones del presente estudio radica elnpoco m aterial genético

obtenido delas cepas analizadas incluso los ADN obtenidosm ostraron en todos los &sos

radios de impureza, lo cual pudo afectar la am plificaciéon y digestion de las mism as.

4.3 Lineas de investigacién

El presente estudio abre e paso a futurasinvigaciones en tuberculosis mutidrogoesistente,

como son los estudios con disefio de vdhicion de testdiagndéstico tratando de adaptarse a las

recomendacionesde la Guia STARD, respecto a la realizaciéon de las pruebas genéticascomo

test de prueba antes que la realizacién del gold estandar por método de proporciones y se

garantice el anélisisciego de las dos pruebas.

Futuras investigaciones podrianrealizarseconuniversos multicéntricos que incluyan muestras

superiores. Queda abierto el campo también al estudio de otras técnicas moleculares como:

IS6110-FRLP; Spoligotyping, MIRUs, entre otra que com paren las distintas técnicas para

identificar que mejor se adapte a nuestra realidad local.

Cada paispresenta especies d& ycobacterium tuberculosissdaptadas mediante mutaciones

gue les confieren caracteristicas de resistencia propias, por thmto deben continuarse

investigando otros genes involucrados a la resistencia de acuerdo a cada realidad local.
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4.4 Aspectos relevantes:

Se dispone poca informaciéon respecto a la identificacion de mutaciones genéticas en
M ycobacterium tuberculosi® nivellocal, por lo que la presente investigaciéon representa una
contribucién importante al conocimiento de las mutaciones en el gkeatG relacionadas a la
resistencha a isoniacida, evalta su frecuencia, asi como la utilidad diagndéstica de la técnica
PCR-RFLP enladeteccion deresistencia, alternativa masrapidaalos métodosconvencionales

actualmente disponibles por lo que abre un campo de investigaciéon amplio dirigido a la

implementaciéon de técnicas moleculares dentro de los centros diagndsticos del pais.
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CAPITULO V

PROPUESTA

Dada la altisima prevalencia de tuberculosis a nivel mundial y local, y la creciente tasa de

resistencia antibiética enMycobacterium tuberculosis los programas de control de la

enfermedad se ven cada vez m as abocados en ahondar esfuerzos para la pronta identificacién

y control de gérmenes mulidrogo-resistentes.

Los avances en biologia moleculary genética han hecho posible la apertura de un oadep

investigaciéon amplio, que se ha utilizado con éxito para la identificacién de mutaciones

especificasen el materialgenético de los miecpaoganismosque les confieren las propiedades

de resistencia antibiéticay han permitido a suvez eldisefio demfacos nuevos que sorteen la

posibilidad de resistencias.

Con losresultados aquiobtenidos respecto a la deteccidén de resistencia a isoniacida mediante

la identificacion de las mutacionesen el ge&kmtG, se aclarael problemarespectoa la duda de

la frecuencia en la que se presentan dichas mutaciones en t®&pas de Mycobacterium

tuberculosis a nivel de nuestro medio,y al demosintsa como una herramienta valida para la

deteccién rapida de resistencia, proponemos que las instituciones de salud del pafs,

implementen centros especializados en diagnéstico molecular y genético que permiten una

detecciobn mas rapidade gérmenesresistentes alos antibiéticoscomo laisoniacida,porlo tanto

podrian garantizar un tratamiento mas adecuado a los pacientes basadoseersidad de

aislamiento para impedir la propagacién de cepas mudtiogo-resistentes, un tratamiento

antibiotico dirigido a la susceptibilidad especificadelgermeny eluso racionalde losrecursos

sanitarios.

Basado en laidentificacionde mutacionesgecificascomo las aquiplanteadas, el futuro de la

industria farmacéutica deberia basarse en farmagendémica destinada a vencer las
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adaptaciones genéticasque eluso de antibiéticos hagenerado en mecganismos talescomo

el bacilo de Koch; méas aunal susceptibilidad de un germen especifico in vitroearia en

dependencia de otros factoresy condicionesvivo relacionadascon la mutaciéon del m aterial

genético del huésped, hecho que resulta en un campo ampliode investigacién ain no iniciado

por lo menos a nivel local.
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CONCLUSIONES

La mayoriade muestras procedieramr pacientesde Guayaquil,virgene® tratam iento

antituberculoso,de origen pulmonar, con edad promedio de 239 afios y fueron

seleccionadas previamente por el método de las proporciones como sensibles o

resistentes a isoniacida.

La PCR permiti6amplificaradecuadamente en la mayoriade las muestRPagroductos

para el genkatG de 630y 1054pb y 1 producto de 1120pb paimhA.

Las dos enzimasde restriccioM sply Satlpermitieron identificarlamutacion delgen

katG S315Tcon amplicén de 630pken las mismas muestraanalizadas.

ConlasenzimadM sply Satlno seobtuvieronresultados queermitan diferenciarcasos

positivosa mutaciéon debido a que no se pudo distinguir la presencia del fragm ento

adicionalde 132pb con M spl o la ausencia del fragmento de 205pb con Satl, egeal

katG 500 am plicéon 1054pb

ElgeninhA amplic6nl1120pb al serdigerido porlasenzimas M sply Satldioresultados

con igualnidmero de bandas en todas las muestras segun la enzima utilizada,y no se

pudo detectar mutacion nirelacionar con resistencia a isoniacida.

El74,46% de cepas resistentes fenpttamente presentaronla mutacidéem el genkatG

posicién nucleotidica 945 AGC por ACC (codén S315T)

El 95,23% de cepas sensibles fenotipmim ente no presentaron la mutaciéenn el gen

katG.

La técnica PCRRFLP presentauna sensibilidad del 85% y especifiaid del 95% para

la deteccién de la mutacién katG 315 en com paracién con la prueba de sensibilidad a

drogas m étodo de las proporciones.
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La técnica PCRRFLP tiene un tiempo de respussta de aproximadamente 24 horas,

siendo m d&s rapido que los tiem pos ofrecmdporlosmétodos fenotipicos m as utilizados

en la actualidad.

La técnica PCRRFLP resultauna herramientavalidapara deteccide resistenciaala

isoniacida mediante laidentificacion dl@a mutaciénenelgen katG posicién 945, codoén

315.
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RECOMENDACIONES

Dada la utilidad dem ostradde la técnica PCRRFLP para deteccién de resistencia ala

isoniacida mediante la identificacién dela mutaci6on 315 para el gen katG,

recomendamosla mismacomo una prueba mas rapida frente al m étodo convenkiona

de proporciones.

Futuros trabajos deberian buscar técnicas de extraccién de ADN autom atizadas para

acortar el tiempo y mejorar la eficiencia de dicho proceso.

Se recomienda trabajar estudios m udtiéntricos que permitan alcanzar un tam afio

muestral mayor

Debe ampliarse el estudio hacia otras técnicas moleculares talescomo IS6FARDP;

Spoligotyping, MIRUs, entre otras, que comparen las distintas técnicas para evaluar

aquellas con la mejor rentabilidad diagndéstica a nivel local.

Se sugiere que las prueds genéticas en futuros trabajos se realicen antes del gold

estandar (sensibilidad por m étodo de proporciones)y se garantice el anéalisisde las dos

pruebas de manera cegada para evitar el riesgo de sesgos.

Serecomiendaademaslarealizacion de secuenddamcposteriordel ADN obtenido para

confirmacién de lamutacion y también para identificar las causas genotipicas de

resistencia en el caso de los aislados resistentes a isoniacida por método fenotipico.

Dado la variabilidad genética que pudiera existintge las cepas deM . tuberculosisen

funcion de mutaciones para la resistencia antibiética, deben am pliarse estudios de

mutacion parakatG y otros genes involucrados en distintas &reas geograficasdel paisy

el mundo, que permitan comparar los patrones de resistencia en funcién del area de

residencia, vivienda en centros de reclusién o cuidados crénicos, etc
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ANEXO 1. Tabla de datos epidem iolégicos de 94 aislados clinicos d¥ . tuberculosis.

" Tipo Sexo sdad PROCEDENCI Fase de Resistencia
M uestra tratam iento Isoniacida
1 P M 31 Quito AT S
2 P M 35 Guayaquil VT S
3 P F 38 Guayaquil VT S
4 P F 29 Guayaquil AT S
5 EP M 62 Quito VT S
6 P 28 Quito AT S
7 P M 18 Portoviejo VT S
8 P M 35 Guayaquil AT S
9 EP F 45 Guayaquil VT S
10 P M 32 Guayaquil VT S
11 P 20 Guayaquil VT S
12 P F 35 Guayaquil VT S
13 P M 15 Guayagquil VT S
14 P M 50 Guayaquil AT S
15 P M 35 Guayaquil AT S
16 P F 72 Guayagquil VT S
17 P M 22 M achala VT S
18 P M 40 M achala AT S
19 P F 42 Quito AT S
20 P M 72 Guayaquil AT S
21 P M 15 Guayaquil AT S
22 P F 37 Guayagquil VT S
23 EP M 67 Quito VT S
24 P F 33 Guayaquil VT S
25 P M 22 M achala VT S
26 P F 70 Guayaquil AT S
27 P M 30 Guayaquil VT S
28 P M 60 Guayaquil VT S
29 P M 25 Guayaquil AT S
30 P F 39 Guayaquil VT S
31 P M 56 Babahoyo AT R
32 P M 45 Portoviejo CT R
33 P M 32 Babahoyo CT R
34 P M 49 Guayaquil CT R
35 P F 21 Babahoyo AT R
36 P F 33 Babahoyo AT R
37 P M 25 Guayaquil CT R
38 P M 34 Guayaquil AT R
39 P F 64 Guayagquil AT R




40 M 24 Babahoyo CT
41 M 30 Guayaquil CT
42 27 Guayaquil AT
43 M 42 Guayaquil VT
44 M 27 Guayaquil VT
45 M 65 Guayaquil AT
46 F 15 Guayaquil CT
47 M 75 Portoviejo AT
48 F 15 Guayaquil CT
49 M 39 Guayaquil AT
50 M 20 Guayaquil VT
51 M 31 Guayaquil AT
52 M 53 Guayagquil VT
53 M 32 Guayaquil CT
54 F 48 Guayaquil VT
55 M 28 Guayaquil AT
56 M 36 Guayaquil AT
57 M 49 Guayaquil VT
58 M 25 Guayaquil VT
59 M 23 Guayaquil VT
60 M 34 Guayaquil VT
61 F 33 Guayaquil VT
62 M 34 Esmeraldas VT
63 M 35 Guayaquil AT
64 M 26 Guayaquil AT
65 M 23 Guayaquil AT
66 M 24 Guayaquil VT
67 21 Guayaquil VT
68 M 35 Guayaquil AT
69 F 30 Guayagquil AT
70 M 34 Guayaquil VT
71 M 27 Guayaquil AT
72 M 31 Guayaquil VT
73 M 18 Guayaquil AT
74 M 53 Guayaquil VT
75 M 31 Guayagquil CT
76 M 44 Portoviejo AT
77 M 30 Guayaquil CT
78 M 20 Santa Elena VT
79 F 20 Guayaquil VT
80 M 26 Babahoyo AT
81 M 44 Portoviejo AT
82 M 32 Guayaquil VT
83 M 22 Guayaquil VT
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84 P 40 Quito AT R
85 P 31 Guayaquil AT R
86 P 26 Guayaquil VT R
87 P 26 Babahoyo CT R
88 P 50 M achala AT R
89 P 38 Guayaquil AT R
90 P 21 Guayaquil AT R
91 P 30 Guayaquil AT R
92 P 30 Guayaquil VT R
93 P 39 Guayaquil VT R
94 P 33 Guayaquil VT R

P=pulmonar

M =m asculino

VT= virgen de tratam iento

R=resistente

EP= extrapulmonar

F= femenino

AT=abandono de tratam iento

S= sensible

C=Tcontrolde tratam iento



ANEXO 2. Figuras de productos am plificadospor PCR

A) Gen katG 900 producto de 630pb.

Gen katG 900
STNANE S B 7 AN 8RO ST ORI 2181 3 VA5 TG/ 8 8=t

L e e e

M uestrassensibles fenotipicamentel-18),controles ¢)y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificacion.

Gen katG 9200
19" 20" 21 22723 2425726 27 2829 307 3173233834735 "36 -

M uestras sensibles fenotipicamente (130), resistentes (3136) controles ¢)y (+).

Espacios vacios significa ausencia de amplificacion.

Gen katG 900
37 387 394G A | NA D IR S SEA AN A S e 4 G A TSR A G

M uestrasresistentefenotipicamente (3749),controles () y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificacién.
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Gen katG 900
50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 -

M uestrasresistentes fenotipicamente (5607),controles () y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificacion.

Gen katG 900
68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 -

M uestrasresistentesenotipicamente (6885),controles ¢) y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificacién.

Gen katG 900
86 87 88 89 90 91 92 93 94 -

e D e e e A v

M uestrasresistentes fenotipicamente (8%4),controles ¢) y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificaciéon.

B) Gen katG 500 producto de 1054%45b.
Gen katG 500
8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 - +

M uestras sensibles fenotipicamente-(118),controles ¢) y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificacion.
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Gen katG 500
19720 21 22 237245255267 27728729°3083 17323313435 36 -

68

M uestras sensibles (180) y resistentes (1936), controles ¢) y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificacion.

Gen katG 500
37 38 39 40 41 42 43 44 45

e W e R e D W e

M uestrasresistentes fenotipicamente (34/5),controles ¢) y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificacion.

Gen katG 500
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63

M uestras resistentes fenotipicamente (4863), controles ¢) y (+).

significa ausencia de amplificaciéon.

Gen katG 500
64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83

oy B
ﬂ-—ﬂﬂﬂ—c oy v -

Espacios vacios

M uestrasresistentes fenotipicamente (683),controles ¢) y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificacién.
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Gen katG 500
84 85 8 87 88 89 90 91 92 93 94

S e D D D B B e e e S

M uestrasresistentes fenotipicamente (8%4),controles ¢) y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificaciéon.

C) GeninhA productode 1120phb
Gen inhA
IER2 304 56 N7 5= 8RRI RS O TS25 1351 471571 6117818 %=

M uestras sensibles fenotipicamente-(18),controles ¢)y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificacion.

Gen inhA
19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 - +

M uestras sensibles (180) y resistentes (3436), controles ¢) y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amlpficacién.

Gen inhA
37 38 39 40 41 - 42 43 44 45 46 47 48 -

M uestrasresistentes fenotipicamente (3478),controles () y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificacion.
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Gen inhA
49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 -

M uestrasresistentes fenotipicamente (406),controles ¢) y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificacion.

Gen inhA
67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 -

M uestrasresistentes fenotipicamente (684),controles ¢) y (+). Espacios vacios

significa ausencia de amplificaciéon.

M uestrasresistentes fenotipicamente (864),controles ¢) y (+). Espacios vacios significa

ausencia de amplificacién.

ANEXO 3. Figuras de la digestién con enzima M spl.

A) Gen katG 900 producto 630phb

(M) marcador de peso molecular. Muestras sensibles2B), resistenteqg31-37).Dos

fragmentos: sin mutaciéon. Tres fragmentos: mutacion.















