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RESUMEN

En presencia de aislamientos de Mycobacterium tuberculosis (MTB) multifarmaco-re-
sistentes (MTB-MDR) y con resistencia extendida (MTB-XDR) las tasas de fracaso de
los esquemas estandarizados de tratamiento son altas, constituyéndose en un verda-
dero problema de salud publica a nivel mundial. La farmaco-resistencia en MTB se
debe principalmente a mutaciones en genes blanco; sin embargo, una proporcion de
aislamientos farmaco-resistentes no presentan mutaciones en dichos genes, sugi-
riendo la participacién de otros mecanismos, tales como permeabilidad reducida de la
pared celular, modificacién enzimatica y/o bombas de eflujo. La resistencia clinica a
los medicamentos anti-tuberculosos (anti-TB) ocurre en gran parte como resultado de
la seleccion de mutantes resistentes durante la falta de adherencia del paciente al tra-
tamiento, inapropiados seguimientos y prescripcion médica, dosis subdptimas de far-
macos Yy dificultad de acceso a los servicios de salud y al tratamiento. Los Avances de
la biologia molecular y la secuenciacion del genoma de MTB han contribuido a mejorar
el entendimiento de los mecanismos de resistencia a los principales medicamentos
anti-TB. Un mejor conocimiento de los mecanismos de farmaco-resistencia en MTB
contribuira a la identificacién de nuevos blancos terapéuticos, al disefio de nuevos
medicamentos, al desarrollo de nuevos métodos diagndsticos y/o mejorar las técnicas
que actualmente estan disponibles para la deteccion rapida de TB farmaco-resistente.
Este articulo presenta una revision actualizada de los mecanismos y las bases mole-
culares de la resistencia de MTB a medicamentos anti-TB.

Palabras Clave: Resistencia a medicamentos; mycobacterium tuberculosis; tuberculo-
sis resistente a multiples medicamentos (fuente: DeCS, BIREME).

ABSTRACT

Due to the emergence of multi-drug resistant (MDR-MTB) and extensively drug-re-
sistant (XDR-MTB) Mycobacterium tuberculosis (MTB) isolates, the failure rates of
standard treatment regimens are high, thus becoming a major public health challenge
worldwide. Resistance to anti-tuberculous (anti-TB) drugs is attributed mainly to speci-
fic mutations in target genes; however, a proportion of drug-resistant MTB isolates do
not have mutations in these genes, which suggests the involvement of other mecha-
nisms, such as the low permeability of the mycobacterial cell wall, enzymatic modifica-
tion and/or efflux pumps.

Clinical drug resistance to anti-TB drugs occurs largely as a result of the selection of
resistant mutants caused by poor patient adherence to treatment, inappropriate follow-
ups and prescriptions, suboptimal doses of drugs and poor access to health services
and treatment. Major advances in molecular biology tools and the availability of the
complete genome sequences of MTB have contributed to improve understanding of the
mechanisms of resistance to the main anti-TB drugs. Better knowledge of the drug-re-
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sistance of MTB will contribute to the identification of new therapeutic targets to design new drugs, develop new diag-
nostic tests and/or improve methods currently available for the rapid detection of drug-resistant TB. This article presents
an updated review of the mechanisms and molecular basis of drug resistance in MTB.

Key Words: Drug resistance; mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; multidrug resistant (source: MeSH, NLM).

ara la revisién temadtica se utilizaron las bases de

datos de Scopus y Pubmed. En los criterios de in-

clusién se consideraron los articulos cientificos y
de revisién que tuvieran los términos: “tuberculosis” y
“Mycobacteryum tuberculosis” relacionados con los tér-
minos “drug resistant” y “molecular mechanism®. Se rea-
lizé busqueda boleana y se utilizaron diferentes combina-
ciones de términos en lenguaje controlado y natural. Se
excluyeron los documentos en idioma diferente a inglés a
espafiol y no hubo restriccién temporal en los resultados
de la basqueda. Se encontraron 186 documentos, de los
cuales 33 son especificos a abordar el entendimiento de
los mecanismos y las bases moleculares de la resistencia
de MTB a medicamentos anti-TB.

La Organizacién Mundial de la Salud (oms) declard
en 1993 la tuberculosis (TB) como una emergencia sani-
taria mundial y es considerada como la segunda causa de
muerte por enfermedad infecciosa, después del virus de la
inmunodeficiencia humana (viH) (1,2). Segin reportes
de la oMs, un tercio de la poblacién mundial estd infec-
tada con Mycobacterium tuberculosis (MTB) y aproximada-
mente el 10% desarrollard la enfermedad a lo largo de su
vida (3). En el afo 2015, se reportaron 10,4 millones de
casos incidentes y 1.4 millones de muertes a causa de esta
enfermedad (4).

El esquema terapéutico en Colombia para pacientes
con TB farmaco-susceptible, se basa en el tratamiento
acortado directamente supervisado (DOTS/TAES) el cual
incluye dos fases: una fase inicial de dos meses con los
medicamentos de primera linea: isoniacida (INH), rifam-
picina (RIF), etambutol (EMB) y pirazinamida (pza),
seguida de una fase de tratamiento continuo de cuatro
meses con INH y RIF (5). Este esquema puede alcanzar
tasas de curacién superiores al 90% (6). Sin embargo, la
convergencia de multiples factores como esquemas de
tratamiento inapropiados, falta de supervisién en la ad-
ministracién de los antibiéticos, dificultad de acceso a los
servicios de salud y al tratamiento, se asocian con irre-
gularidades en la toma de los medicamentos, abandonos
de tratamiento y fracasos terapéuticos. La interrupcién
del tratamiento puede resultar en la supresion parcial del
crecimiento bacteriano, generando condiciones favorables
para la aparicién y diseminacién de casos de TB multi-
fairmaco-resistentes (TB-MDR), la cual es definida como
aquella que presenta resistencia a INH y RIF (1,5-9). Los

datos de la oMms de 2014, indicaron que el 3.5% de los
nuevos casos de TB y el 20.5% de casos previamente tra-
tados tuvieron TB-MDR (4,10).

El tratamiento de la TB-MDR se basa en los llamados
medicamentos de segunda linea: fluoroquinolonas (FQs),
aminoglicésidos (AMGs), etionamida (ETH), D-cicloseri-
na (pcs) y acido p-amino salicilico (pas). Este grupo de
antibidticos produce mds reacciones adversas que impli-
can interrupciones en el tratamiento, son mas costosos
y pueden ser incluso menos efectivos contra MTB (6,8).
Una desafortunada consecuencia en el tratamiento de TB-
MDR, es que estos medicamentos también han generado
resistencia (11), conllevando a la aparicién de casos de TB
con resistencia extendida (TB-XDR), un término definido
en el 2006 como aquellos casos de TB que son resistentes
aINH y RIF, auna FQ y un AMGS inyectable (12). Para el
aflo 2013, la oMs reportd que la proporcién de casos de
TB-MDR con TB-XDR fue 9%. (4,10).

En Colombia en el 2014, se notificaron 12 415 casos
de TB donde la incidencia fue de 26 casos por 100 coo
habitantes (13). La Giltima encuesta nacional de TB-MDR
realizada en el afio 2005 reportd una incidencia de 2.38%
para casos nuevos y 31,44% para casos previamente tra-
tados. Entre los grupos mas afectados para la TB-MDR
estan los co-infectados con VIH y los privados de la liber-
tad en donde la incidencia llega al 5,6%. También se han
reportado casos de TB-XDR, los cuales a finales del 2012
sumaban ya 32 casos. (14-16).

La circulacién de aislamientos de MTB-MDR/XDR se
convierte en una situacién preocupante, debido a la com-
plejidad para hacer los diagnésticos oportunos, por los
riesgos de transmisién, lo complejo y prolongado del tra-
tamiento y el impacto econémico que puede tener esta
enfermedad en el sistema de salud de un pais (17-19).
Con el objetivo de mejorar el entendimiento sobre los
mecanismos de resistencia utilizados M. tuberculosis pre-
sentamos la siguiente revisiéon de tema.

Mecanismos de resistencia a medicamentos anti-tu-
berculosos en Mycobacterium tuberculosis

Varios factores que promueven la resistencia antimicro-
biana (RAM) podrian estar implicados en el aumento
de los casos de TB-MDR/XDR en diversas regiones del
mundo. Dentro de las propiedades de las micobacterias,
se incluyen factores que se han relacionado con resisten-
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cia constitutiva y resistencia adquirida a medicamentos
anti-TB (20-22).

Farmaco-resistencia constitutiva

La resistencia constitutiva o intrinseca, se define como la
farmaco-resistencia de cualquier especie bacteriana que
no ha sido adquirida como resultado de la exposicién a
antibidticos (20).

Permeabilidad reducida de la pared celular mico-
bacteriana

La resistencia intrinseca en MTB se ha atribuido al hecho
de poseer una pared celular compleja constituida por una
gran cantidad de lipidos, proteinas y polisacaridos que le
confieren una caracteristica hidréfoba con permeabilidad
celular restringida para un gran nimero de compuestos
antibacterianos (23-25). Las capas de péptidoglicano y
arabinogalactano limitan la entrada de moléculas hidréfo-
bas, mientras que la capa de dcidos micdlicos limita el ac-
ceso de ambas moléculas (26). Antibiéticos hidrofébicos
pueden ingresar a la célula por difusién a través de la bica-
pa hidrofébica, mientras que los antibiéticos hidrofilicos
que no se pueden difundir a través de la pared celular
utilizan canales como las porinas (27). Hasta la fecha, las
porinas MspA y OmpATb han sido identificadas y carac-
terizadas en M. smegmatis y MTB, respectivamente (27),
aunque no es claro cudl es el papel que desempenan estas
proteinas en la firmaco-resistencia de micobacterias, es-
pecificamente en MTB.

Modificacion y degradacion enzimatica de medica-
mentos

La produccién de enzimas es quizd un mecanismo de
respuesta bacteriana a los antibidticos, ya que estas uti-
lizan una serie de estrategias para superar las propieda-
des tdxicas de los antibiéticos. Un ejemplo de esto, es la
modificacién de medicamentos a través de kinasas, ace-
tiltransferasas, adenilitransferasas, glicosiltransferasas y
ADP-ribosiltransferasas (28). En MTB, la modificacién
enzimditica de medicamentos se debe principalmente a la
metilacién del ARNT. Por ejemplo, la resistencia intrinseca
de MTB a los macrdlidos y lincosamidas, se debe al gen
erm37, el cual codifica una metiltransferasa ARNr (29).
Esta enzima altera las estructuras de los ribosomas de
MTB a través de la metilacion del 23S ARNr reduciendo la
afinidad de los macrélidos y lincosamidas a los ribosomas
e impidiendo su actividad INHibitoria en la sintesis de
proteinas (30). Otro ejemplo es la metilacién del ARNT
que genera resistencia a capreomicina (CAP) y viomicina,
dos medicamentos utilizados para tratar la TB-MDR. La
CAP interactta con las hélices 69 y 44 de las proteinas
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ribosomales 16S y 23S RNAr respectivamente, resultando
en la INHibicién de la sintesis de proteinas (31). Estudios
genéticos, han sugerido que la resistencia a estos dos me-
dicamentos se debe a mutaciones en el gen tlyA, el cual
codifica para una metiltransferasa (2°- O-metiltransfera-
sa) (32). El gen tlyA metila los nucledtidos C1409 en la
hélice 44 de la proteina 16S ARNry C1920 en la hélice 69
de la proteina 23S ARNr. La pérdida de estas metilaciones
confiere resistencia a CAP y viomicina (33) La degrada-
cién enzimatica de medicamentos, es un mecanismo que
se ha estudiado principalmente en los B-lactamicos. Las
B-lactamasas, hidrolizan el anillo B-lactamico proporcio-
nando resistencia a este grupo de medicamentos (34). La
B-lactamasa mds importante en MTB es la BlaC (35,36),
la cual tiene actividad contra los carbapenémicos, que son
generalmente resistentes a las f-lactamasas de otras bac-
terias. Adicionalmente, MTB codifica otros tres genes con
funcién B-lactamasa: blaS, rvo4o6¢ y rv3677c¢, los cuales
han mostrado menor actividad que BlaC (37).

Bombas de eflujo como mecanismo de resistencia a
medicamentos anti-TB
Las bombas de eflujo, son proteinas transportadoras loca-
lizadas en la membrana citoplasmatica de todos los tipos
de células y acttian como transportadores activos, ya que
requieren una fuente de energia para realizar su funcién.
En sistemas de eflujo bacterianos, probablemente su papel
fisioldgico, es proteger a la célula contra moléculas toxi-
cas, incluyendo antibidticos clinicamente importantes, al
transportarlos una vez que ingresan a la célula bacteriana
hacia el ambiente extracelular (38,39). Esta caracteristica
reduce la concentracién intracelular de los antibiéticos a
niveles sub-INHibitorios y de esta manera se piensa que
promueven la emergencia de firmaco-resistencia (40,41).
Genes que codifican bombas de eflujo estan constitutiva-
mente expresados en células wild-type; por lo que se ha
sugerido que dichos sistemas confieren resistencia de bajo
nivel a multiples medicamentos, sus actividades brindan
una mejor tolerancia a los medicamentos y potencian la
adquisicién y acumulacién de mutaciones cromosomales
que confieren altos niveles de resistencia (39,42). Se ha
observado que de los aislamientos de MTB resistentes a
medicamentos anti-TB, entre un 20-30% de los resisten-
tes a INH, aproximadamente el 5% con resistencia a RIF
y alrededor de un 15-58% de aquellos resistentes a FQs
no presentan alteraciones genéticas asociadas con dicha
farmaco-resistencia (11,43—45), lo que sugiere que otros
mecanismos pueden contribuir a la firmaco-resistencia en
MTB, dentro de los cuales se incluyen las bombas de eflujo.
Basado en perfiles estructurales y bioenergéticos, las
bombas de eflujo se clasifican en dos grupos: (i) trans-
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portadores primarios, a los cuales pertenece la familia de
casete de unién a ATP (ABC) y utilizan la energia libre de
la hidrélisis de ATP (46); y (ii) transportadores secunda-
rios, que se caracterizan por utilizar el gradiente de pro-
tones o iones de sodio como fuente de energia (39,41) y
se dividen en 4 familias: Superfamilia de Maximo Facili-
tador (MFs), Familia Multi-firmaco Resistencia Pequefia
(SMR), Resistencia a Divisién por Nodulacién (RND) y
Familia de Expulsiéon de Compuestos Toxicos y multi-far-
macos (MATE) (39,41,47) (Tabla 1).

Farmaco-resistencia adquirida

En bacterias, la resistencia genética generalmente es
mediada a través de la adquisicién de genes exdgenos a
través de plasmidos, transposones, integrones y bacte-
riéfagos (21). Sin embargo, en MTB no se han reportado
mecanismos de adquisicién de genes de resistencia por
dichos elementos. Por lo tanto, la resistencia a medica-
mentos anti-TB se debe principalmente a alteraciones en
genes que codifican blanco de antibidticos, en productos

genéticos involucrados en la activacién de pro-firmacos
o regiones reguladoras (9,11,48). No obstante, no se co-
noce una alteracién genética que por si misma, dé lugar
al fenotipo de TB-MDR/XDR. Sin embargo, numerosos
estudios se han realizado para describir los mecanismos
genéticos de resistencia en MTB, en los cuales se ha ob-
servado que la acumulacién de mutaciones en diferentes
loci de genes especificos dan origen a los fenotipos resis-
tentes MDR y XDR (Tabla 2) (9,11,49). La transmisién
y adquisicién de farmaco-resistencia puede depender
del linaje genético. Se ha sugerido, que diferentes linajes
pueden compensar el "costo del fitness" de la resistencia
adquirida, lo cual contribuye a mejorar la transmisién de
aislamientos farmaco-resistentes o en otros casos llevan-
do a la rapida aparicién de farmaco-resistencia durante el
tratamiento anti-TB debido a mayores tasas de mutacién
(50,51). Esta observacién, es apoyada por el hecho de que
en aquellas zonas con mayor proporcién de aislamientos
de MTB-MDR se han asociado con aislamientos que per-
tenecen al linaje Beijing (52,53).

Tabla 1. Transportadores involucrados con farmaco-resistencia en Mycobacterium tuberculosis

Descripcién del gen N° H37Rv Familia del Posible medicamento
Transportador expulsado
_Il\flaupltidrug-efflux transporter Rv1258¢ MFS INH, RIF, EMB, OFL
Multidrug-efflux transporte Rv1634 MFS FQ
MFS-type transporter Rv2846¢-efpA MFS INH-ETH
MFS-type transporter Rv2459 MFS INH, EMB
Amlnoeggo&des/tetracycI|ne- . RV1410c-P55 MES .TET,. RIE,
transport integral membrane protein aminoglicésidos
Multidrug resistance protein Mmr Rv3065-Mmr SMR ER, THZ
Transmembrane transport protein Rv2942 MmpL7 RND INH
Daunorubicin ABC transporter ATP- Rv2936-drrA ABC EMB, FQ, STR, INH, RIF
binding protein DrrA
Dl e I AT el Rv2937-drrB ABC EMB, FQ, STR, INH, RIF
permease DrrB
Daunorubicin ABC transporter Rv2938-drrC ABC EMB, FQs, STR,
permease DrrC
Descripcion del gen N° H37Rv N° CDC1551 a Familia del Posible medicamento
Transportador expulsado
Tetropasm-transport integral membrane Rv1217¢ Mt1255 ABC INH, RIF
protein ABC transporte
tetronasin-transport ATP-binding protein Rv1218¢ Mt1256 ABC INH, RIF
ABC transporte
Antibiotic ABC transporter permease Rv1456¢ Mt1503 ABC RIF, INH, EMB, STR
Antibiotic ABC transporter permease Rv1457¢c Mt1504 ABC RIF, INH, EMB, STR
Antibiotic-transport ATP-binding protein Rv1458¢ Mt1505 ABC RIE, INH, EMB, STR
ABC transporter
Antibiotic ABC transporter permease Rv2686¢ Mt2790 ABC FQ
Antibiotic ABC transporter permease Rv2687c Mt2761 ABC FQ
Antibiotic ABC transporter ATP-binding RV2688¢ Mt2762 ABC FQ, RIF, STR

protein

ABC, Casete de uniéon a ATP; MFS, Superfamilia de Maximo Facilitador; SMR, Familia Multi-farmaco Resistencia Pequefia; RND, Resistencia a Division por
Nodulacion; FQ, fluoroquinolona; RIF, rifampicina; STR, estreptomicina; EMB, etambutol; OFL, ofloxacina; KAN, kanamicina; TET, tetraciclina; ER, eritromicina;
THZ, thioridazina; AMP, ampicilina; CLO, cloranfenicol; NOV, novobiacina ND, no determinado; ATP, trifosfato de adenosina; PMF, fuerza motriz de protones.
*Genes evaluados en este estudio. a Se determiné el N° del gen al que corresponde en la cepa de referencia CDC1551, sélo para los genes que codifican bombas

de eflujo tipo ABC, ya que son los genes de interés en este estudio.
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Tabla 2. Genes asociados con resistencia a medicamentos anti-tuberculosos

Antibidtico Gen Mecanismo de accion Mecanismo de resistencia FrecugnCIa
mutaciones
Codifica para la enzima catalasa-
KatG peroxidasa: transforma la INH en el Mutaciones en este gen impiden la 30-60%
principio activo, inhibiendo la sintesis del activacion de la isoniacida °
acido micolico
isoniazida - L ; Mutaciones, inducen sobre-
Codifica la sintesis de la proteina - . L
: S expresion del gen sintetizando
. enoil ACP reductasa, implicada en . X X o
inhA la broduccién de acidos arasos de la altos niveles de la enzima enoil 20-35%
P micobacteriag reductasa en cantidades que
superan el poder inhibitorio de INH
Codifica para la subunidad  de la RNA
polimerasa, a la cual se une la Mutaciones, impiden la interaccion
rifampicina rpoB rifampicina, interfiriendo en la sintesis de la RIF ct‘)n Ig ARN polimerasa 96-98%
del acido nucléico en el proceso de P ’
replicacién bacteriana
Fluoroquinolonas gyrA/ gyrB Inhiben la actividad de la ADN girasa. Referirse al punto 1.6.2.1 42-85%
Impiden la sintesis de proteinas en Mutaciones en estos genes
el ribosoma bacteriano (inhiben la roducen una disminuci%n de la
kanamicina/ amikacina rpsL/rrs traduccion del ARNm. El sitio de accién p > 60%

es la subunidad pequefia del ribosoma

union de los medicamentos a la
unidad ribosomal

30S (rpsL) y el ARNr 16S (rrs)

A continuacién, se explicaran brevemente los mecanis-
mos genéticos conocidos que confieren resistencia a los
principales medicamentos anti-TB (INH, RIF, FQS y AMGS).

Resistencia a isoniacida

La INH es un profarmaco que es activado por la enzima
catalasa-peroxidasa (KatG), la cual es codificada por el
gen katG para generar una gran variedad de especies re-
activas las cuales atacardn multiples blancos en MTB (54—
56). Aunque el mecanismo de accién de la INH asi como
los mecanismos que confieren resistencia son complejos
ya que se ven involucrados varios blancos en la micobac-
teria, se cree que el principal blanco de este medicamento
es la enzima enoil-AcP reductasa (INHA), la cual estd in-
volucrada en la elongacién de los acidos grasos de cadena
larga y la sintesis de acidos micélicos (57). Las especies
reactivas producidas como consecuencia de la accién del
katG sobre INH, reaccionan con el NAD(H) para formar
el aducto INH-NAD, el cual detiene la actividad de la en-
zima INHA (58). Mutaciones en varios genes, incluyendo
katG, ahpC, INHA, kasA y ndh se han asociado con re-
sistencia a INH (59-61). Sin embargo, dos mecanismos
moleculares han mostrado ser la principal causa de resis-
tencia a este medicamento: mutaciones en los genes katG,
INHA y su regién promotora.

Resistencia a rifampicina

Debido a su eficiente accién antimicrobiana, la RIF jun-
to con la INH, es considerada el nucleo del tratamiento
acortado debido a su alta accién bactericida (62). La re-
sistencia a RIF aparece después de la resistencia a otros
medicamentos anti-TB, y es por esto que se ha convertido

en un marcador de TB-MDR (63). El mecanismo de ac-
cién de la RIF es INHibir la subunidad B de la enzima
ARN polimerasa (codificada por el gen rpoB), impidiendo
que esta enzima se una al ADN, bloqueando el inicio de la
transcripcién del ARN (64).

Resistencia a fluoroquinolonas

La actividad de las FQs contra MTB, su buena distribu-
cién tisular y celular, asi como los bajos efectos adversos
hacen que las FQs sean utilizadas para el tratamiento de
aislamientos de MTB-MDR, el tratamiento empirico en
comunidades con una alta tasa de MDR o el tratamiento
de pacientes con reacciones adversas a los medicamentos
de primera linea (6, 65 - 67).

Las FQs tienen como blanco las topoisomerasas bacte-
rianas 11y 1v (67,68). En las células, su funcion especifica
es catalizar la relajacién y el stuper enrollamiento del ADN
(80). MTB carece de la topoisomerasa 1V e incluye sélo la
topoisomerasa I1 0 ADN girasa, un tetrdmero que consiste
en dos subunidades A y dos subunidades B, codificadas
por los genes gyrA y gyrB respectivamente (11,69).

Resistencia a aminoglucoésidos

Dentro del grupo de los AMGs, la amicacina (AMK) y la
kanamicina (KAN) son los medicamentos inyectables de
segunda linea mas usados para el tratamiento de la TB-
MDR. Se ha sugerido, que la resistencia a KAN, es una de
las caracteristicas que define la presencia de aislamientos
de MTB-XDR (70). El mecanismo de accién de los AMGs
es INHibir la sintesis de proteinas al actuar sobre la subu-
nidad pequefia 30S del ribosoma, especificamente en las
proteinas ribosomales S12 'y 16S ARNr codificadas por los
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genes rpsL y rrs, respectivamente. La unién al ribosoma
interfiere con la elongacién de la cadena peptidica cau-
sando lecturas incorrectas del cédigo genético generando
proteinas anémalas (71).

La resistencia fenotipica de alto nivel a los AMGs (MIC >
80 ug/ml) se ha asociado principalmente a mutaciones en
la regién de 1.400-bp del rrs (72). La mutacién A1401G es
la alteracién mas reportada, se ha identificado entre el 30-
90% de los aislamientos de MTB resistentes a KAN y se ha
asociado con resistencia cruzada a la AMK y CAP (73,75) ¢
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