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RESUMEN

Objetivos. Sistematizar la informacion disponible referente a las mutaciones que confieren resistencia a los farmacos
antituberculosis de primera linea. Materiales y métodos. Se realizé una revision sistematica de la literatura cientifica para
identificar articulos que reportaron mutaciones que confieren resistencia a farmacos antituberculosis de primera linea.
Esta busqueda hizo énfasis en la resistencia a los farmacos de isoniazida y rifampicina en cepas de M. tuberculosis de
pacientes peruanos. La busqueda fue realizada en PubMed y LILACS (Literatura Latinoamericana y del Caribe en Ciencias
de la Salud). Resultados. Se incluyeron 14 articulos de los cuales tres reportaron mutaciones asociadas con resistencia
a isoniazida, seis a rifampicina, ocho a pirazinamida y uno a etambutol. Todas las mutaciones a isoniazida o rifampicina
fueron identificadas directa o indirectamente mediante la prueba de diagnéstico molecular GenoType MTBDRplus® v2.0.
La mayor variabilidad de mutaciones fue determinada en la resistencia a pirazinamida. Conclusiones. Existe una gran
variabilidad de mutaciones asociadas con resistencia a farmacos antituberculosis que han sido reportadas en Perd, y se
sistematizan en el presente reporte. Estas mutaciones deben de ser tomadas en cuenta para el desarrollo de dispositivos
diagnosticos o seleccion de pruebas diagnésticas a ser aplicadas en nuestro pais.
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MUTATIONS CONFERRING RESISTANCE TO FIRST-LINE ANTI-
TUBERCULOSIS DRUGS IN PERU: A SYSTEMATIC REVIEW OF THE
LITERATURE

ABSTRACT

Objective. To systematize available information regarding mutations that confer resistance to first-line anti-tuberculosis
drugs. Materials and Methods. A systematic review of the scientific literature was conducted to identify articles that
reported mutations conferring resistance to first-line anti-tuberculosis drugs. This search emphasized resistance to isoniazid
and rifampicin drugs in M. tuberculosis strains of Peruvian patients. The search was performed on PubMed and LILACS
(Latin American and Caribbean Health Sciences Literature). Results. Fourteen (14) articles were included, of which three
reported mutations associated with resistance to isoniazid, six to rifampicin, eight to pyrazinamide and one to ethambutol.
All mutations to isoniazid or rifampicin were identified directly or indirectly by the molecular diagnostic test GenoType
MTBDRplus® v2.0. The greatest variability of mutations was determined in resistance to pyrazinamide. Conclusions.
There is a great variability of mutations associated with resistance to anti-tuberculosis drugs that have been reported
in Peru, and they are systematized in this report. These mutations must be taken into account for the development of
diagnostic devices or selection of diagnostic tests to be applied in our country.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; Drug Resistance; Genotype; Mutation (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

de los cuales el 78% fue tuberculosis multidrogo resistente
(TB-MDR); es decir, presentaron resistencia simultanea a

La tuberculosis (TB) resistente a farmacos es un importante isoniazida y rifampicina ). Ademas, se determiné que de

problema de salud publica a nivel global. En 2018, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimé que diez
millones de personas desarrollaron la enfermedad. De estos
casos, 500 000 tuvieron tuberculosis resistente a rifampicina,

los casos TB-MDR diagnosticados, el 7,3% fueron casos
de tuberculosis extensamente drogorresistentes (TB-XDR);
es decir, presentaban de manera adicional resistencia al
menos a una fluoroquinolona (levofloxacino, ciprofloxacino
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o moxifloxacino) y a un aminoglucésido de segunda linea
(capreomicina, amikacina, kanamicina). El Pert no es ajeno
a las epidemias de TB-MDR y TB-XDR, encontrandose
dentro de los 30 paises con mayor carga de TB-MDR en
el mundo , y reporta alrededor de 3000 casos prevalentes
de TB-MDR anuales @.

La resistencia a farmacos antituberculosis esta determinada
por mutaciones en el genoma de M. tuberculosis, que
aparecen de manera espontanea o inducida por presién
selectiva de los farmacos ©). Pacientes que toman esquemas
terapéuticos inadecuados o que son poco adherentes pueden
generar, en presencia de concentraciones subterapéuticas
de los farmacos, proliferacion de las cepas que presentan
estas mutaciones genéticas de resistencia ©. Luego, estas
cepas se pueden trasmitir por via aérea a otras personas,
quienes desarrollan tuberculosis resistente a farmacos sin
previamente haber recibido ninguin régimen terapéutico.

Actualmente, se conoce que las mutaciones presentes en el
gen codificante de la «subunidad 8 de la RNA polimerasa»
(gen rpoB) confieren resistencia a rifampicina. Asimismo,
las mutaciones presentes en el gen «catalasa-peroxidasa»
(gen katG) y en la regién promotora del gen «enoil-ACP
reductasa» (gen inhA) estan asociadas con la resistencia a
isoniazida . Por otro lado, los dispositivos de diagndstico
molecular utilizados en nuestro sistema de salud, tales
como el GenoType MTBDRplus® v2.0 (Hain Lifescience) y
Xpert® MTB/RIF (Cepheid, USA) detectan resistencia a
los farmacos mencionados. Existen también mutaciones en
otros genes que han sido identificadas como responsables
de la resistencia a otros farmacos antituberculosis como
pirazinamida (pncA), aminoglicésidos (rs), fluoroquinolonas
(gyrA), entre otros.

La presencia y/o ausencia de mutaciones puede variar
significativamente de un pais a otro, lo que podria
hacer que los dispositivos diagndsticos que identifican
las mutaciones mas frecuentes en un pais, no tengan
el mismo rendimiento diagndstico en otro ©. Por ello, el
conocimiento de las mutaciones presentes en cepas de
M. tuberculosis que circulan a nivel nacional, puede
servir para desarrollar localmente nuevos dispositivos
diagnésticos que mejoren la deteccion de resistencia ©.

El objetivo del presente estudio es sistematizar la
informacion disponible referente a las mutaciones que
confieren resistencia a los farmacos antituberculosis de
primera linea, con énfasis en isoniazida y rifampicina, en
publicaciones que describen cepas de M. tuberculosis
procedentes de pacientes peruanos.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé una revision sistematica de la literatura cientifica
relacionada a la caracterizacion molecular de mutaciones

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. La resistencia a firmacos contra
la tuberculosis estd aumentando en el pais. Es importante sistematizar
la informacion existente sobre las caracteristicas genéticas de los
microorganismos resistentes que han sido reportados en nuestro
medio.

Principales hallazgos. Se encontraron 14 estudios que reportaron en
conjunto, 94 cambios en la estructura genética del microorganismo
que generan resistencia a los firmacos mas importantes que se usan en
el tratamiento de la tuberculosis.

Implicancias. Se deben tomar en cuenta estos cambios en la genética
del bacilo tuberculoso para disenar los mejores dispositivos para
diagnosticar la tuberculosis resistente o para escoger los métodos
comerciales que puedan identificarlos adecuadamente.

presentes en cepas de M. tuberculosis con resistencia a
farmacos antituberculosis de primera linea, segun las
recomendaciones de PRISMA ©). El estudio se enfoco en el
analisis de la resistencia a isoniazida y rifampicina, y a las
cepas de M. tuberculosis aisladas en pacientes peruanos.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Los criterios de inclusion para las publicaciones consideradas
en el estudio fueron en primer lugar, el idioma (articulos en
inglés, espafiol, francés y portugués); en segundo lugar,
el disefio de estudio (reportes o series de casos, estudios
observacionales o experimentales); en tercer lugar, que
sean articulos con informacion explicita sobre la secuencia
nucleotidica de la mutacién que confiere la resistencia a
farmacos de primera linea, principalmente isoniazida y
rifampicina (independientemente de otros andlisis adicionales
que pudieran haber hecho, incluyendo pruebas no
comerciales y comerciales); en cuarto lugar, que incluyeran
cepas procedentes de pacientes peruanos, y por ultimo,
que hubiesen sido publicadas en los ultimos diez afios, con
la finalidad de obtener un mejor reflejo de la diversidad de
mutaciones que confieren resistencia en la actualidad.

Se excluyeron articulos que soélo incluyeron pruebas
fenotipicas para diagnostico de resistencia, cepas de
pacientes de otros paises que no fueran Peru y articulos
cuyo objetivo fuera el estudio del linaje genético de
la micobacteria, mas no su resistencia a farmacos
antituberculosis.

ESTRATEGIA DE BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Se realizaron busquedas en las bases bibliograficas:
PubMed, de la Biblioteca Nacional de Estados Unidos,
y LILACS (Literatura Latinoamericana y del Caribe en
Ciencias de la Salud), a fin de identificar los estudios a ser
incluidos.
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Para la busqueda en PubMed, se utilizé la siguiente
estrategia: «(polymorphism OR genotype OR variant
OR mutation OR allele) AND Peru AND tuberculosis»,
palabras que fueron seleccionadas en base a revisiones
sistematicas previas sobre mutaciones 7®. La busqueda
en LILACS emple¢ la siguiente estrategia: «mutaciones» y
«tuberculosis» y «Peru».

En caso de muiltiples publicaciones sobre el mismo estudio,
se incluyd el estudio con la muestra mas grande o el
primero publicado.

SELECCION DE ESTUDIOS Y RECOLECCION DE
DATOS

AV y LS seleccionaron de manera independiente los
estudios a ser incluidos. Posteriormente, se reviso la lista de
estudios incluidos y excluidos. En los que no hubo acuerdo,
se discutio y llegd a un consenso. Asimismo, se revisaron
las referencias y articulos relacionados a las publicaciones
inicialmente identificadas.

Una vez definidos los estudios a incluir, se extrajo la
informacion acerca de las caracteristicas de la publicacién
(autor, revista, afio), del estudio (tipo de disefio, caracteristicas
de los pacientes) y de las cepas (farmacos evaluadas, genes
evaluados y mutaciones presentes) hacia tablas previamente
disefiadas para el recojo de datos. Finalmente, se obtuvieron
«tablas resumen» con la informacién recolectada.

No se realizd una evaluacion formal de la calidad de las
publicaciones, puesto que, al tratarse muchas veces de
reportes puntuales de mutaciones, y al existir heterogeneidad
significativa en la literatura médica para el reporte de este
tipo de publicaciones (las iniciativas para homogenizar
los reportes de las publicaciones de mutaciones en M.
tuberculosis recién estan surgiendo) se optd por no realizar
evaluacion de riesgo de sesgo en los estudios.

El principal aspecto a reportar fueron las secuencias
nucleotidicas de las mutaciones puntuales que se
encontraron asociadas con la resistencia a farmacos
antituberculosis de primera linea, particularmente isoniazida
y rifampicina. Finalmente, una vez extraida la informacién
sobre las mutaciones encontradas, se graduaron en
minima, moderada y alta confianza de asociaciéon a
resistencia de acuerdo a la guia técnica sobre el «Uso de
tecnologias de secuenciacion de proxima generacion para
la deteccién de mutaciones asociadas con la resistencia
farmacolégica en el complejo de M. tuberculosis» de la
OMS ©), Los resultados se reportan de acuerdo al farmaco
antituberculosis analizado.

Cabe mencionar que no se procedi6 al registro del protocolo
de esta revision y por tratarse de un tema puramente
descriptivo no se estructuré la pregunta PICO respectiva.

638 |

RESULTADOS

Se obtuvieron 70 articulos en PubMed y dos articulos en
LILACS, de los cuales uno fue duplicado. Adicionalmente,
se obtuvieron siete articulos mas a partir de las referencias
de los articulos seleccionados. Se excluyeron 64 articulos,
y finalmente, 14 estudios cumplieron nuestros criterios de
inclusion/exclusion, los cuales fueron admitidos para revision.
La Figura 1 muestra el flujograma de seleccion de los estudios
incluidos. Los estudios de Moradigaravan (9 y Barletta ("
fueron excluidos por abordar farmacos de segunda linea
(acido para-amino salicilico, y quinolonas y aminoglicésidos,
respectivamente).

Las caracteristicas principales de estos estudios se
muestran en la Tabla 1. De los 14 articulos, 13 publicados
en idioma inglés. Nueve articulos se enfocaron en la
evaluacién de mutaciones que confirieron resistencia a un
solo farmaco antituberculosis y siete evaluaron mas de un
farmaco a la vez. Las caracteristicas de tipo de poblacion y
especimenes también se describen en la Tabla 1.

Los farmacos antituberculosis de primera linea (isoniazida y
rifampicina) se abordan enlas Tablas 2y 3, respectivamente.

70 articulos identificados
en PubMed

2 articulos identificados
en LILACS

— 1 articulo duplicado

\4

71 articulos evaluados en
titulo y resumen

7 articulos adicionales en
busqueda secundaria

A4

78 articulos evaluados en
titulo y resumen

32 articulos excluidos por
| | tratarse de genotipificacion
de M. tuberculosis

18 articulos excluidos por
1 no precisar la mutacién
involucrada

14 articulos excluidos por
| otras causas (2 por abordar
farmacos de segunda linea)

\ 4

14 articulos incluidos

Figura 1. Flujograma de las publicaciones incluidas en la revision
sistematica sobre mutaciones que confieren resistencia a
farmacos antituberculosis en Pert
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Tabla 1. Caracteristicas principales de los estudios sobre mutaciones que confieren resistencia a los farmacos antituberculosis
de primera linea en Peru

Autor, afo de Tipo y nUmero

Estudio publicacioén, Objetivo Poblacion de especimenes
institucion incluidos
Gvdli 2019 Comparar el diagnéstico de resistencia a antituberculosis Cepas de pacientes con
1 6%CH 2 basado en el genoma completo con el diagnéstico basado en TB drogo-resistentes 189 cepas.
cultivos de M. tuberculosis. entre 2004-2015.
Describir las variantes de rpoB observadas, evaluar el
Maha, 2019, grado dle resistencia cruzada de rifampicina / nfab_utma y Esputos de pacientes con
2 construir mutantes rpoB en una cepa de laboratorio para 1003 esputos.
SES (¥ ) S ’ TB-MDR.
estudiar el efecto in vitro de D435V sobre las concentraciones
inhibitorias minimas de rifampicina y rifabutina.
. Identificar resistencia a antituberculosis mediante detecciones .
3 S, AU de mutacién de desajuste en fragmentos de genes asociados Gl pudien s 6o 16 cepas.
INS (4* . . ! TB-MDR y TB-XDR. :
a resistencia.
Desarrollar un dispositivo basado en microarrays de amplicén  Esputo de pacientes con
4 Linger, 2018, cerrado para la detecciéon de TB-MDR, caracterizar el sospecha y pacientes 25 esputos
SES(® comportamiento analitico y de vida util del dispositivo, y con diagnostico de putos.
evaluar la prueba. tuberculosis.
. . . . . . 23 cepas
5 Rueda, 2018,  Determinar las mutaciones asociadas a resistencia a la Cepas resistentes y .
. A ; . (11 resistentes y
UPCH (®) pirazinamida. sensibles a pirazinamida. )
12 sensibles).
Cepas de pacientes con 118 cepas
6 Tessema, 2017, Describir el perfil de resistencia de las cepas criopreservadas TFl)-}MDRp TB-XDR (102 TB-MDR,
UPCH (™ en el banco de cepas FIND TB. - Y 10 TB-XDR y 6
monorresistentes. -
monorresistente).
7 Sheen, 2017,  Determinar qué mutaciones estan asociadas a resistencia a TICBepag G0 PEEEIES con 65.3 cepas
ey - ) resistentes y sensibles (26 resistentes y 42
UPCH (#) pirazinamida. o ’ )
a pirazinamida. sensibles).
Dudlev. 2016 Estudiar la utilidad de la tipificacion de mutaciones pncA, Adultos diagnosticados
8 UPC%?—I ao  junto con las pruebas de resistencia fenotipicas y la con TB en Lima, Perq, 794 cepas.
espoligotipificacion, para detectar brotes nosocomiales. 1999 a 2005.
. . o . - ) . 167 cepas
9 Galarza, 2016, Determinar la resistencia a isoniazida y rifampicina mediante ~ Cepas de Pacientes con :
- , p (89 sensibles y 78
INS @0 el método HRM. TB-MDR y sensibles.
TB-MDR).
Galarza, 2014, Comparar el genoma de cepas MDR peruanas con el de la C'ep_a de TB resistente a
10 INS @ cepa KZN 1435 multiples farmacos, Cepa 2 cepas.
P ' africana KZN 1435*.
Sheen 2013 Analizar la contribucién individual y ajustada de la actividad Cepas de pacientes con
1 oo de pirazinamidasa, la expresion de pncA y la tasa de flujo de  TB sensibles y resistentes 30 cepas.
UPCH @ h TSRO : ’ A - ;
salida de acido pirazinoico en la resistencia de pirazinamida. a de M. tuberculosis.
Determinar y comparar la distribucion, a nivel de la .
. I s Cepas de pacientes
. estructura secundaria, de las sustituciones de aminoacidos )
Zimic, 2010, R : . con TB resistentes a
12 . de M. tuberculosis pirazinamidasa de cepas resistentes a L . h 108 cepas.
UPCH @ I . . ) pirazinamida previamente
pirazinamida encontradas en Peru con las reportadas a nivel )
’ estudiadas.
mundial.
Examinar la correlacion entre los parametros cinéticos .
- : ) Cepas de pacientes 13 cepas
de pirazinamida recombinantes mutadas clonadas a : ’
Sheen, 2009, X . iy . con TB resistentes a (12 cepas resistentes
13 24y partir de cepas clinicas de M. tuberculosis resistentes - 7 q AP
UPCH @4 A ) . S pirazinamida previamente  a pirazinamida y 1
a pirazinamida y el nivel de resistencia microbiana a )
S . estudiadas. control H37Rv).
pirazinamida.
Esputos de pacientes con 181 esputo (147 con
Sheen, 2009, Evaluar una prueba molecular rapida para deteccion de ] : TBy 34 muestras de
14 25 . . - . TBy TB con microscopia
UPCH @ resistencia a la pirazinamida. ) esputo para control
negativa. )
negativo).

* Estudios que abordan otros farmacos antituberculosis de primera linea.

UPCH: Universidad Peruana Cayetano Heredia; SES: Socios en Salud; INS: Instituto Nacional de Salud; TB: tuberculosis; TB-MDR: tuberculosis
multidrogo resistente; TB-XDR: tuberculosis extremadamente resistente.

No se tomaron en cuenta las cepas que no fueron de pacientes peruanos.
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Tabla 2. Estudios que describen mutaciones que confieren resistencia a isoniazida en pacientes peruanos.

Deteccion de mutacion Confianza de

Autor, . Estandar de Genes Mutaciones L.
ano Método referencia evaluados encontradas por GenoType asoclacion a
MTBDRplus® v2.0 resistencia ©
S315T Directa Alta
katG
a S315N Indirecta Alta
Linger, 12 =P MGIT 960 c-15t Directa Moderada
(15) Cuantitativa especifica; )
2018 Microarrays inhA* t-8a Directa No reportada
t-8¢ Directa No reportada
g-17t Indirecta No reportada
Ensayo de fusion de
Galarza alta resolucion MODS, inhA* c-15t Directa Moderada
2016 20) (PCR-HRM); 7H10
S iamiento d
ecuenciamiento de katG S315T Directa Alta
ADN
o sec“:éig:;:\il;ié de 7H10 katG S315T Directa Alta
2014 @0 ADN kasA G269S No detectada No reportada

* Se sefiala el cambio a nivel nucleotidico. PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; HRM: andlisis de alta resolucion de fusion; MODS: observacion
microscopica de susceptibilidad a farmacos; MGIT: tubo indicador de crecimiento micobacteriano.

Ademas, la informacion referente a pirazinamida se
encuentra presente en el material suplementario. Los
estudios que evaluaron varios farmacos en paralelo fueron
incluidos en todas las tablas que les correspondian.

De los tres estudios que reportaron resistencia a isoniazida,
dos evaluaron los genes inhA y katG, y uno evaluo los
genes katG y kasA.

De las siete mutaciones reportadas en estos estudios,
dos tuvieron una probabilidad de asociacion a resistencia
alta y una tuvo probabilidad moderada de asociacion
a resistencia ®®. La mutacién mas frecuente se notifico
en el codon 315 del gen katG. La ubicacion de estas
mutaciones en los genes inhA y katG, asi como la region
génica evaluada por la prueba comercial de diagndstico de
resistencia (GenoType MTBDRplus® v2.0) se muestra en
la Figura 2.

De los seis estudios que reportaron mutaciones asociadas
con resistencia a rifampicina, todos evidenciaron
mutaciones en el gen rpoBYy se pudo observar que el estudio
de Linger ® fue el que identific6 mas mutaciones. Los
estudios de Maha, Gygli y Galarza (' 1329 presentaron en
su mayoria mutaciones con alta probabilidad de asociacion
a resistencia. Las dos mutaciones mas frecuentes, D516V
y H526Y, tuvieron una alta asociacion a resistencia (Tabla
3, Figura 3).

Con respecto a las mutaciones en el gen pncA asociadas
con resistencia a pirazinamida, se pudo identificar ocho
estudios que reportaron una alta cantidad de mutaciones.
Ademas, se pudo apreciar que las mutaciones encontradas
presentaron una alta asociacion con resistencia a este
farmaco. La mutacion encontrada con mayor frecuencia
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fue la H51R, la cual se encuentra altamente asociada a
resistencia. En el material suplementario se reportan las
mutaciones de resistencia a pirazinamida que ya estan

A Mutaciones en el gen inhA

CGCGGCGAGACGATAGGTTGTCGGG
1817 -16-15 -14 -13 -12 -11 -10 9 -8
CGACGATAGG GT

Too A
MTBRDplus WT
(-15)

| MTBRDpIus WT MTBRDpIus wWT
(- 8)

MUT3A MUT3A
(T-8C) (T-8A)
B Mutaciones en el gen katG
I|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II
300 310 320 330 340 350 360

,GWKSSYGTGTGKDAITSGIEVWWTNTPTKWDNSFLEILYGYEWELTKSPAGAWQYTAKDGAGAG".

310 311 312 313 314 315 316 317 318 319 320
K D A | T S G I E V V
T

49,10
MTBRDplus WT
(315)
MUT1- MUT2
(S315T)

Figura 2. A. Mutaciones a nivel de nucleotidos reportadas para
la regiéon promotora del gen inhA. B. Mutaciones a nivel de AA
(aminoacidos) reportadas para el gen katG.

Los ndimeros pequefios muestran los estudios donde estas mutaciones
fueron reportadas de acuerdo a la Tabla 1. Los cuadros azul y rojo indican
la mutacién reportada por la metodologia GenoType MTBDRplus® v2.0,
sin embargo, el circulo rojo muestra una mutaciéon que no es identificada
directamente dicha metodologia.
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Tabla 3. Estudios que describen mutaciones que confieren resistencia a rifampicina en pacientes peruanos.

Deteccion de mutacion por

Mutaciones Confianza de

Autor, . Estandar de Genes GenoType s
afo Método referencia evaluados encor:iradas MTB??SIU@ IJI('I?glrItR(?F f:;::,::ﬁgz g)
. Secuenciamiento L533P (452) Indirecta Indirecta Moderada
Cygli, de genoma Thi1o poB H526L (445) Indirecta Indirecta Alta
2019 12 MGIT 960 i )
completo H526Y (445) Directa Indirecta Alta
Maha, Secuenciamiento D516V (435) Directa Indirecta Alta
2019 (9 de genoma 7H10 1poB S531L (450) Directa Indirecta Alta
completo H526Y (445) Directa Indirecta Alta
del507(426) Indirecta Indirecta No reportada
Q510H (429) Indirecta Indirecta No reportada
L511P (430) Indirecta Indirecta Minima
L511R (430) Indirecta Indirecta No reportada
S512T (431) Indirecta Indirecta Alta
S512R (431) Indirecta Indirecta No reportada
Q513L (432) Indirecta Indirecta Alta
Q513K (432) Indirecta Indirecta Alta
Q513P (432) Indirecta Indirecta Alta
M515I (434) Indirecta Indirecta Alta
D516E (435) Indirecta Indirecta No reportada
D516Y (435) Indirecta Indirecta Moderada
D516G (435) Indirecta Indirecta Alta
. K 611(.)' P.CR D516V (435) Directa Indirecta Alta
Linger, Cuantitativa MGIT 960 rpoB . .
20189 especfica; S522L (441) Ind!recta Ind!recta Moderada
Microarrays L524S (443) Inc.ilrecta Ind!recta No reportada
H526D (445) Directa Indirecta Alta
H526R (445) Indirecta Indirecta Alta
H526L (445) Indirecta Indirecta Alta
H526Q (445) Indirecta Indirecta No reportada
H526C (445) Indirecta Indirecta Alta
H526N (445) Indirecta Indirecta Minima
H526P (445) Indirecta Indirecta Moderada
H526Y (445) Directa Indirecta Alta
S531W (450) Indirecta Indirecta Alta
S531L (450) Directa Indirecta Alta
S531Q (450) Indirecta Indirecta Alta
S531C (450) Indirecta Indirecta No reportada
L533P (452) Indirecta Indirecta Moderada
Tessema, Seg:znecri]ir:::nto oo S531L (450) Directa :nj?rec:a Alta
2017 (7 completo D516V (435) Directa ndirecta Alta
S531L (450) Directa Indirecta Alta
D516V (435) Directa Indirecta Alta
ok, HRM H526D (445) Directa Indirecta Alta
2016 @) . Q513L (432) Indirecta Indirecta Alta
Secuenciamiento Q513P (432) Indirecta Indirecta Alta
de ADN M515I (434) Indirecta Indirecta Alta
7H10 rpoB ) .
D516G (435) Indirecta Indirecta Alta
D516Y (435) Indirecta Indirecta Moderada
N518H (437) Indirecta Indirecta No reportada
H526R (445) Indirecta Indirecta Alta
H526Y (445) Directa Indirecta Alta
S531F (450) Indirecta Indirecta Alta
Galarza,  Secuenciamiento 7H10 rpoB D516V (435) Directa Indirecta Alta

2014 @Y de ADN

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; HRM: analisis de alta resolucién de fusion; MGIT: tubo indicador de crecimiento micobacteriano.
** En paréntesis se reporta el nimero del codoén utilizado en la clasificacion de Miotto ?®
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400 410 420 430 440 460 470 480 490 500
ITTQDVEAITPQTLINIRPVVAAIKEFFGTSQLSQFMDQNNPLSGLTHKRRLSALGPGGLSRERAGLEVRDVHPSHYGRMCPIETPEGPNIGLIGSLSVYARVN
510 513 515 516 518 526 531 533
(429) (432) (434) (435) (437) (445) (450) (452)
Q L S Q F M D Q N NP L S G L T HTK R R L S A L G P
H4 P4 T4 L«a |4,9 H9 S‘ PM

4 R4 P4,9 GA‘Q RA,Q F9

KA YA,E WA

EA Lw 4 QA

Q, c,

MUT 1 c,
(D516V) N MUT 1
¢ (S531L)
MTBRDplus WT2 MTBRDplus WT4-WT. MUT 2B| p, |MUT 2A
| (429-432) | | (435-441) (H526Y) (H526D)
MTBRDplus WT2 MTBRDplus WT4-WT5 | [MTRDRplus WT7 | [MTBRDplus WT8
(429-432) (435-441) (445-448) (449-452)
XpertMTB/RIF Probe A XpertMTB/RIF Probe C XpertMTB/RIF Probe D
(426-431) (435-442) (447-452)
XpertMTB/RIF Probe B XpertMTB/RIF Probe D
(430-436) (442-449)

Figura 3. Mutaciones a nivel de AA (aminoacidos) reportadas para el gen rpoB.

Los nimeros pequefios muestran los estudios donde estas mutaciones fueron reportadas de acuerdo a la Tabla 1. Los cuadros
azul y rojo indican la mutacién reportada por la metodologia GenoType MTBDRplus® v2.0y el cuadro amarillo por la metodologia
Xpert® MTB/RIF. Los circulos rojos muestran mutaciones que son reportadas por la prueba GenoType MTBDRplus® v2.0 de

manera directa.

clasificadas por la OMS vy las que estan pendiente de
clasificacion.

Con respecto a los otros farmacos antituberculosis de primera
linea, se observd un estudio (2, en el que se evalud el gen
rpsL para la resistencia a estreptomicina. Este estudio utilizé
Secuenciamiento de Genoma Completo y como método
fenotipico el 7H10 y el MGIT BACTEC 960, encontrando
la mutacion K43R, la cual se encuentra fuertemente
relacionada a resistencia. Asimismo, Galarza también
utilizé Secuenciamiento de Genoma Completo para evaluar
resistencia a etambutol a través del gen embB, encontrando
la mutacion Y319S, que no genera resistencia @").

DISCUSION

La presente revision sistematica permitio identificar 14
estudios que reportan mutaciones en el genoma de
M. tuberculosis, en genes vinculados con la resistencia
a farmacos antituberculosis de primera linea. En total,
se reportaron siete mutaciones en relacion a resistencia a
isoniazida (dos de ellas con alta y una con moderada
confianza de asociacion a resistencia). Para rifampicina, de
las 31 mutaciones encontradas 21 ya han sido confirmadas
como asociadas a resistencia (15 de ellas con alta, cuatro
con moderada y dos con minima confianza de asociacion
a resistencia). Adicionalmente, solo se encontré una
mutacion asociada a etambutol, una mutacion asociada
a estreptomicina, y 48 a pirazinamida, farmaco en el
cual ha habido una cantidad significativa de estudios

642 |

de investigacion. De manera adicional a los objetivos del
estudio, pudimos identificar tres mutaciones asociadas
con resistencia a aminoglicésidos y cinco con resistencia
a quinolonas.

Esto denota un esfuerzo importante de los grupos de
investigacion en tuberculosis presentes en nuestro pais,
muchos de los cuales han sido muy activos durante
las ultimas décadas, produciendo investigaciones para
profundizar en el conocimiento de la epidemiologia, clinica
y microbiologia de la tuberculosis en el Peru. En los ultimos
anos, la rama que mas ha cobrado vigencia es la de la
biologia molecular, que sirve para establecer las bases no
solo para nuevas metodologias diagnésticas a través de
la deteccion del material genético de la micobacteria, sino
también para el desarrollo de nuevos farmacos 6,

Es importante precisar que, como parte del control de
la farmaco-resistencia en tuberculosis, la prioridad
debe ser la identificacion de la resistencia a los dos
pilares del tratamiento: isoniazida y rifampicina, por
lo cual estos farmacos fueron la prioridad del estudio.
Para la deteccion de la resistencia a la rifampicina, las
pruebas comerciales disponibles y recomendadas son: el
ensayo de sonda en linea GenoType MTBDRplus® v2.0
y Xpert® MTB/RIF. Ambas pruebas detectan mutaciones
en la «Region Determinante de Resistencia a Rifampicina»
(RDRR), mediante sondas de ADN que se unen de manera
especifica a dicha region. En un estudio comparativo,
realizado en el 2014 entre GenoType MTBDRplus® v2.0 y
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Xpert® MTB/RIF, se determiné la superioridad del primero
para la deteccion de M. tuberculosis monorresistente a
rifampicina en términos de sensibilidad ©”). Asimismo,
la deteccion de la resistencia a isoniazida soélo puede
realizarse mediante la prueba GenoType MTBDRplus®
v2.0 tomando en consideracion dos genes asociados con
la resistencia como son: el gen katG y la regidon promotora
del gen inhA. Mientras que la prueba Xpert® MTB/RIF no
detecta esta resistencia.

A nivel del gen katG, el codén 315 fue la Unica posicion
que evidencio la aparicion de dos mutaciones altamente
asociadas con la resistencia a isoniazida: S315T Y
S315N @19 Al evaluar las mutaciones detectadas por
GenoType MTBDRplus® v2.0 (Figura 2) podemos observar
que solo la mutacién S315T es identificada de manera
directa, mientras que la mutacién S315N (® es identificada
de manera indirecta. Del mismo modo, al contrastar la
informacion recopilada sobre las mutaciones encontradas en
el gen inhA con la prueba GenoType MTBDRplus® v2.0,
la mutacion presente en la posicion nucleotidica g-17t es
identificada de manera indirecta. Las mutaciones S315N y
g-17t de los genes katG e inhA, respectivamente, no
son detectadas directamente por la prueba GenoType
MTBDRp/us® v2.0, pero si indirectamente mediante la
ausencia de alguna banda de tipo salvaje (wild type). Por
otro lado, la mutacion G269S del gen kasA no es analizada
por dicha prueba molecular.

Respecto a las mutaciones reportadas en el gen rpoB,
en general, todas pueden ser detectadas mediante las
pruebas moleculares GenoType MTBDRplus® v2.0 y
Xpert® MTB/RIF. Ademas de las mutaciones clasicamente
asociadas a resistencia, se identificaron las mutaciones
L511R, D516E, N518H, Q510H, S512R, L524S, H526Q
y S531C (520 |as cuales no son reportadas en la guia
técnica de la OMS © . Estas mutaciones D516E, D516G,
D516Y, del507, H526C, H526L, H526N, H526P, H526Q,
H526R, L511P, L511R, L524S, L533P, M515], N516H,
Q510H, Q513K, Q513L, Q513P, S512T, S512R, S522L,
S531C, S531F, S531Q, S531W no se encuentran definidas
en las bandas de mutaciones del GenoType MTBDRplus®
v2.0; sin embargo, son detectadas indirectamente por esta
metodologia, debido a la ausencia de las bandas wild type
que abarcan los codones respectivos.

A pesar de que algunas mutaciones no son determinadas
directamente a través de la prueba GenoType MTBDRplus®
v2.0, tanto para isoniazida como para rifampicina, éstas
seran reportadas como resistencia inferida, debido a la
ausencia de bandas wild type. Algo similar ocurre con la
prueba Xpert® MTB/RIF, ya que trabaja con sondas salvajes
y no identifica mutaciones especificas ). Las sondas de
hibridacion A, B, C, D y E de la prueba Xpert® MTB/RIF
identifican de manera indirecta todas las mutaciones a
rifampicina reportadas en esta revision sistematica ?°30).

Otro hallazgo importante es la gran cantidad de mutaciones
que confieren resistencia a pirazinamida (Anexo 3). La
deteccion microbioldgica de resistencia a este farmaco
siempre ha sido un reto ?®, y hasta el momento el método
mas utilizado es el Wayne ©". El hecho que exista una
gran cantidad de mutaciones asociadas con resistencia a
pirazinamida dificulta el desarrollo de métodos moleculares
de deteccion de resistencia.

Enel 2018, el uso del secuenciamiento de genoma completo
para la deteccion de mutaciones asociadas a resistencia
en M. tuberculosis fue recomendada por la OMS para su
implementacion en laboratorios de referencia nacional © .
Debido a esto, el uso del secuenciamiento del genoma
completo de M. tuberculosis, en condiciones habituales o
de rutina, aportara informacion mas completa acerca de
la significancia de las mutaciones para la identificacion de
especies micobacterianas, deteccion de la resistencia a
farmacos antituberculosis y comprension de la dinamica de
transmision de los microrganismos 2 33),

Como parte de las fortalezas de nuestro estudio, se debe
tomar en cuenta que son pocas las revisiones sistematicas
sobre temas de biologia molecular, y especificamente sobre
resistencia a farmacos antituberculosis. Han sido publicados
estudios previos como el de Vasquez-Loarte ®4; pero mas
enfocados en la asociaciéon de polimorfismos para evaluar
el origen filogenético de M. tuberculosis. Sin embargo,
nuestro estudio aborda especificamente el tema de las
mutaciones presentes en las cepas que circulan en nuestro
pais. Esto puede resultar mas util desde el punto de vista
practico, dado que esta informacion relne datos sobre las
mutaciones que se encuentran presentes en las cepas
peruanas a la fecha. Por otro lado, puede servir de base
para el desarrollo de pruebas de deteccién de resistencia
a farmacos antituberculosis en nuestro pais, considerando
tanto las mutaciones de alta prevalencia a nivel mundial,
asi como las que aun no estan incluidas en los dispositivos
diagnosticos comerciales.

Asimismo, debemos puntualizar algunos aspectos del
estudio que limitan su @mbito de aplicacion. En primer lugar,
debido a que no todas las publicaciones registraron las
frecuencias de las mutaciones, no fue posible realizar una
aproximacion de las mutaciones que son mas prevalentes
en nuestro territorio. S6lo podemos mencionar que estan
presentes. Por otro lado, a pesar de nuestro esfuerzo
por verificar, de acuerdo a las recomendaciones de la
OMS, si las mutaciones conferian minima, moderada
o alta confianza de asociacion a resistencia, o no estaban
asociadas a resistencia, hubo numerosas mutaciones que
no pudieron ser clasificadas. Por lo tanto, las implicancias
clinicas de estas ultimas son inciertas por ahora, hasta que
existan mas estudios y se genere mas evidencia sobre su
impacto.

En conclusion, existe una gran variedad de mutaciones

asociadas con la resistencia a farmacos antituberculosis
de primera linea en pacientes peruanos. Para los
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farmacos isoniazida y rifampicina, pilares del tratamiento
antituberculosis, la cantidad de mutaciones asociadas
a resistencia es menor en comparacion a pirazinamida. Un
aspecto positivo es que la gran mayoria de mutaciones
tanto para isoniazida como para rifampicina son identificadas
indirectamente (por ausencia de hibridacién de sondas wild
type) en las pruebas GenoType MTBDRplus® v2.0 y Xpert®
MTB/RIF. Estas consideraciones deben de ser tomadas en
cuenta para el desarrollo de dispositivos diagndsticos a ser
aplicados localmente en nuestro pais.
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