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RESUMEN

La tuberculosis farmacorresistente, en particular a Isoniacida y Rifampicina, constituye un grave
problema de salud publica a nivel mundial, incluida su prevalencia en el Pera. Esta forma resistente
de la enfermedad complica tanto su tratamiento como su control, lo que se traduce en un aumento
considerable de la morbilidad y mortalidad asociadas. En la region del Cusco, el aumento en la
aparicion de cepas resistentes ha elevado la presion sobre el sistema de salud local, dificultando la
gestion y efectividad de los recursos disponibles para su tratamiento.

El objetivo principal fue detectar mutaciones genéticas en Mycobacterium tuberculosis resistentes
a Isoniacida y Rifampicina de pacientes con tuberculosis de la region del Cusco, periodo 2022 a
2023. La metodologia se realizd en el Laboratorio Referencial de Salud Publica de Cusco,
utilizando el método "GenoType® MTBDRPIus V2.0" para detectar resistencia a Rifampicina e
Isoniacida, segiin el protocolo del Instituto Nacional de Salud (INS, 2019). Se trabajé con 168
muestras de esputo y cepas de Mycobacterium tuberculosis de 87 cultivos en medio liquido
(BACTEC MGIT 960) y 68 en medios solidos (Ogawa y Lowenstein-Jensen), de un total de 323
pacientes (171 en 2022 y 152 en 2023). Las extracciones del material genético se realizaron en una
cabina de bioseguridad clase II tipo A, utilizando el kit de extraccion GenoLyse®, seguido de
amplificacion e hibridacion.

El estudio concluye que las pruebas moleculares son fundamentales para la deteccion rapida y
precisa de la tuberculosis resistente, lo que puede mejorar el diagndstico y tratamiento adecuado

de los pacientes.

Palabras clave: Tuberculosis farmacorresistente, Isoniacida, Rifampicina, Mycobacterium

tuberculosis.



il
ABSTRACT

Drug-resistant tuberculosis, particularly to Isoniazid and Rifampicin, poses a serious public health
problem worldwide, including its prevalence in Peru. This resistant form of the disease complicates
both its treatment and control, resulting in a considerable increase in associated morbidity and
mortality. In the Cusco region, the rise in the occurrence of resistant strains has increased pressure
on the local health system, hindering the management and effectiveness of the available resources
for treatment. The main objective was to detect genetic mutations in Mycobacterium tuberculosis
resistant to Isoniazid and Rifampicin from tuberculosis patients in the Cusco region during the
period from 2022 to 2023. The methodology was conducted at the Public Health Reference
Laboratory of Cusco, using the "GenoType® MTBDRPIus V2.0" method to detect resistance to
Rifampicin and Isoniazid, following the protocol of the National Institute of Health (INS, 2019).
A total of 168 sputum samples and Mycobacterium tuberculosis strains from 87 cultures in liquid
medium (BACTEC MGIT 960) and 68 in solid media (Ogawa and Lowenstein-Jensen) were
processed, from a total of 323 patients (171 in 2022 and 152 in 2023). Genetic material extractions
were carried out in a Class II Type A biosafety cabinet, using the GenoLyse® extraction Kkit,
followed by amplification and hybridization. The study concludes that molecular tests are essential
for the rapid and accurate detection of drug-resistant tuberculosis, which can improve the diagnosis

and appropriate treatment of patients.

Keywords: Drug-resistant tuberculosis, Isoniazid, Rifampicin, Mycobacterium tuberculosis.
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INTRODUCCION

La tuberculosis, es una enfermedad infectocontagiosa, ocasionada por el bacilo Mycobacterium
tuberculosis, que afecta principalmente a los pulmones, aunque puede invadir otros Organos
(tuberculosis extrapulmonar). Su transmision es via aérea, cuando una persona con tuberculosis
activa estornuda, habla o tose; liberando asi bacterias al ambiente.
Esta enfermedad histéricamente tiene muchos reportes por causar epidemias y actualmente sigue
siendo un grave problema de salud publica, al ser considerada como una de las principales causas
de muerte provocada por un solo agente infeccioso (Alarcon et al., 2017). A pesar de los avances
en su diagnostico y tratamiento, la TB contintia siendo una de las principales causas de morbilidad
y mortalidad a nivel mundial. En particular, la aparicion de cepas resistentes a farmacos como la
Isoniacida y la Rifampicina ha empeorado la situacion, complicando el control de la enfermedad.
En el mundo, la tuberculosis es la decimotercera causa principal de muerte y la enfermedad
infecciosa mas letal después del COVID-19, por encima del VIH/Sida (OMS, 2021), se estima que
10,6 millones de personas enfermaron de tuberculosis en 2021, en comparacion con 10,1 millones
en 2020, de los cuales 1,6 millones de personas murieron de tuberculosis (incluidas 187 000
personas con VIH) (OMS, 2022).
En 2019, el 56% de los casos de tuberculosis en América del Sur, se concentré en Brasil (33,1%),
Perti (13,4%) y México (10,3%). Aunque en 2020 hubo una leve disminucion de casos, la
tuberculosis sigue siendo un problema persistente. A pesar de las medidas de control, la falta de
conciencia social y el incumplimiento del tratamiento contribuyen a la resistencia a los
medicamentos, especialmente a la Rifampicina e Isoniacida. Esto prolonga el tratamiento, provoca
efectos toxicos y puede llevar a una farmacorresistencia mas grave sin opciones de tratamiento

efectivas. (Tanta, 2019; MINSA, 2022)
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Segun el mapa epidemioldgico de la Direccion de Prevencion y Control de Tuberculosis (DPCTB)
en el afio 2022 la region del Cusco registro 4 casos de Tuberculosis multidrogorresistente (TB-
MDR), 1 caso resistente a Rifampicina y 8 casos de resistencia a Isoniacida, ambos medicamentos
considerados nucleo terapéutico (DPCTB-MINSA, 2022).
Las técnicas moleculares detectan mutaciones que generan resistencia a los medicamentos clave
para su tratamiento, destacando por su rapidez, alta sensibilidad y especificidad. Herramientas
moleculares y comerciales el método “GenoType® MTBDRPIlus V2.0”, ha sido ampliamente
reconocido por su capacidad para detectar mutaciones especificas en los genes RpoB y KatG,
responsables de la resistencia a Rifampicina e Isoniacida, respectivamente (Alcaide et al., 2017).
Esta técnica se basa en la amplificacion de fragmentos especificos del ADN bacteriano a través de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), seguida de la hibridacion en una membrana que
permite identificar mutaciones genéticas clave para la farmacorresistencia. Comparado con otros
métodos fenotipicos, como el cultivo en medios solidos o liquidos, el “GenoType® MTBDRPlus”
ofrece resultados mas rapidos, con una sensibilidad del 98% para Rifampicina y del 84% para
Isoniacida, lo que acelera considerablemente el inicio del tratamiento adecuado (Monteserin,
2016).
El presente trabajo, tiene la finalidad de detectar las mutaciones genéticas en Mycobacterium
tuberculosis resistente a Isoniacida y Rifampicina de pacientes con tuberculosis en la region Cusco,
durante el periodo setiembre del 2022 a abril del 2023, mediante ensayo de sonda en linea
“Genotype MTBDRplus v2.0”, de esta manera busca optimizar el diagndstico y tratamiento a los

pacientes con tuberculosis.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La tuberculosis farmacorresistente (TB-FR), es un problema emergente en el mundo, cada afio se
reportan altas tasas de muerte ya que la resistencia a los medicamentos antituberculosos mas
importantes conlleva a tratamientos mucho mas costosos, los cuales muchas veces no pueden ser
adquiridos por pacientes de paises en vias de desarrollo (Araya, 2014).
En el Peru, la situacion es alarmante, ya que es el segundo pais con el mayor nimero de casos
estimados de tuberculosis (TB) en la Region de las Américas después de Brasil, con una creciente
incidencia en la region de Cusco (Ministerio de Salud del Peru, 2021). Segtin Pecho (2020), la tasa
de éxito del tratamiento para la tuberculosis multidrogorresistente (TB-MDR) en el pais, es solo
del 54,3% y los expertos advierten que, si un esquema terapéutico solo cura entre el 50% y el 60%
de los casos, la enfermedad no podra ser controlada efectivamente. Ademas, se reporta una tasa de
abandono del tratamiento del 33%, es decir, uno de cada tres pacientes interrumpe su terapia.
Asi mismo; en 2022, el Departamento de prevencion y control de la tuberculosis (DPCTB), ha
notificado 4 casos de TB-MDR en la region del Cusco, 1 caso de resistencia a Rifampicina y 8
casos de resistencia solo a Isoniacida (DPCTB-MINSA, 2022).
Esta resistencia a los medicamentos clave para tratar la tuberculosis, se debe principalmente a
mutaciones en los genes InhA y KatG para resistencia a Isoniacida y RpoB, para Rifampicina. La
resistencia a estos medicamentos clave se debe principalmente a mutaciones en los genes InhA y
KatG para la Isoniacida, y en el gen RpoB para la Rifampicina. A diferencia de otras bacterias que
adquieren resistencia a través de plasmidos o transposones, Mycobacterium tuberculosis se vuelve
resistente mediante la adquisicion de mutaciones o la activacion de bombas de eflujo (Sandoval et
al., 2020)

Ademas, los métodos tradicionales de diagnostico fenotipico de resistencia a farmacos son lentos
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y requieren semanas para ofrecer resultados. Esto retrasa el inicio de tratamientos adecuados, lo
que favorece la transmision de cepas resistentes y empeora el pronostico de los pacientes (Sandoval
et al., 2020). La implementacion de técnicas moleculares, como el ensayo de sonda “GenoType®
MTBDRplus”, permite la deteccion rapida y precisa de mutaciones genéticas en Mycobacterium
tuberculosis resistentes a INH y RIF, ofreciendo una soluciéon prometedora para mejorar el
diagnostico temprano y optimizar el tratamiento.
Por lo mencionado anteriormente, se plantea la siguiente interrogante de investigacion:
¢ Cudles son las mutaciones genéticas en Mycobacterium tuberculosis resistentes a Isoniacida y
Rifampicina de pacientes con tuberculosis en la region Cusco durante el periodo setiembre del
2022 a abril del 2023?
Como consideraciones para dar respuesta a esta pregunta primordial, se plantean las siguientes
preguntas especificas:
1. (Cuales son las mutaciones mas frecuentes en genes de Mycobacterium tuberculosis
resistentes a Isoniacida y Rifampicina?
2. (Cudl es la correlacion entre la mutacion mas frecuente de resistencia a Isoniacida con los
casos de antecedente de tratamiento en pacientes con TB de la region del Cusco?
3. (Cual es larelacion de las mutaciones mas frecuentes en genes de resistencia a Isoniacida
y Rifampicina con los factores demograficos? (edad, sexo y ocupacion).
4. (Cudl es larelacion de las mutaciones mas frecuentes en genes de resistencia a Isoniacida

y Rifampicina y su presencia en las provincias de la region del Cusco?
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JUSTIFICACION

La tuberculosis resistente a los medicamentos, constituye un reto significativo para la salud publica
global. En el Pertl, aunque la estrategia de control ha tenido €xito en el manejo de la tuberculosis
sensible, la irregularidad y el abandono del tratamiento por parte de los pacientes han propiciado
la aparicion de cepas resistentes. Segun el Ministerio de Salud, el pais es considerado el segundo
pais con el mayor nimero de casos estimados de tuberculosis (TB) en la Region de las Américas
después de Brasil; en tanto que ocupa el primer lugar de los cinco paises que concentran el 70%
de los casos estimados de tuberculosis resistente a la Rifampicina (TB RR) y tuberculosis
multidrogorresistente (TB MDR) (Ministerio de Salud del Pert, 2021).
Particularmente en la region del Cusco, se ha registrado un aumento notable en los casos de
tuberculosis farmacorresistente. Factores como el abandono del tratamiento y la falta de adherencia
han sido determinantes en el surgimiento de estas cepas, dejando a muchos pacientes sin opciones
efectivas de tratamiento (Tanta, 2019; Castafieda, 2021).
A pesar de los avances en el control de la tuberculosis, las pruebas fenotipicas convencionales para
identificar resistencias son lentas y requieren de un alto costo, lo que retrasa la implementacion de
tratamientos adecuados, este retraso aumenta el riesgo de transmisién de cepas resistentes y
empeora los resultados clinicos de los pacientes. En respuesta a esta amenaza, la OMS propone
actualmente la implementacion de pruebas moleculares de laboratorio, que son rdpidas y altamente
confiables para la deteccion de resistencia (Tanta, 2019). Técnicas moleculares, como el ensayo
de sonda en linea “GenoType® MTBDRPIus V2.0”, permiten una deteccion rapida de mutaciones
genéticas asociadas a la resistencia a Isoniacida y Rifampicina, acelerando el inicio del tratamiento.
Ademas, proporcionan resultados altamente precisos, minimizando falsos positivos y negativos, lo

que facilita la personalizacion del tratamiento para cada paciente. Diversos metaanalisis establecen
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una sensibilidad global del 98% para detectar resistencia a la Rifampicina y del 84,3% para la
Isoniacida, ambas con una especificidad del 98-99,5% (Alcaide ef al., 2017).

La reciente implementacion de esta tecnologia en el laboratorio referencial de salud publica del
Cusco permiti6 el desarrollo de esta investigacion, marcando un avance importante en la lucha
contra la tuberculosis farmacorresistente en la region, ya que la deteccion rapida de mutaciones no
solo mejora el diagnostico, sino que también facilita la personalizacion de los tratamientos. Esto
aumenta las probabilidades de éxito terapéutico y reducira las tasas de abandono del tratamiento.
Ademés, la investigacion proporciona informacion valiosa para el disefio de estrategias mas
efectivas en el control de la tuberculosis, generando datos especificos para la region del Cusco,
donde las cepas resistentes ejercen presion sobre los recursos sanitarios. Este enfoque beneficia

tanto a los pacientes como a la poblacion en general.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL:
Detectar las mutaciones genéticas en Mycobacterium tuberculosis resistentes a Isoniacida
y Rifampicina de pacientes con tuberculosis en la region del Cusco, mediante ensayo de

sonda en linea “GenoType MTBDRplus v2.0” durante el periodo setiembre del 2022 a abril

del 2023.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Identificar las mutaciones mdas frecuentes en genes de resistencia a Isoniacida y
Rifampicina, mediante ensayo de sonda en linea “GenoType MTBDRplus v2.0”.

e Determinar la correlacion entre la mutacion més frecuente de resistencia a Isoniacida con
los casos de antecedente de tratamiento en pacientes con TB de la region del Cusco.

e Analizar las mutaciones mdas frecuentes, en genes de resistencia a Isoniacida y
Rifampicina segun factores demograficos (edad, sexo y ocupacion).

e Analizar las mutaciones mas frecuentes, en genes de resistencia a Isoniacida y

Rifampicina, en provincias de la region del Cusco.



VARIABLES
Variable dependiente: Deteccion molecular de mutaciones genéticas en Mycobacterium
tuberculosis.

Variable independiente: Pacientes con tuberculosis en la region del Cusco.



OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

xi

Variables Definicion conceptual Dimensiones Indicadores
Variable Es la identificacion de cambios Muestras biologicas
Dependiente  especificos en el material genético de la Deteccion cualitativa de

bacteria Mycobacterium tuberculosis mutaciones. — Y

Este proceso se realiza a nivel molecular, Digestion y descontaminacion de las
. . oo muestras

utilizando técnicas especializadas.

Estos métodos ofrecen la posibilidad de

identificar mutaciones asociadas a TB- Extraccion de ADN

DR de forma precisa y generar

resultados a partir de 100 bacilos o Cargado de ADN

menos por muestra. Quizd lo mas . -

importante es que permiten realizar el Amplificacion de ADN

diagndstico en cuestion de horas.

(Cuevas & Zenteno, 2010) Hibridacién

Variable Personas que han sido diagnosticadas Antecedentes de tratamiento Si
Independiente con la enfermedad infecciosa llamada No

tuberculosis en la region del Cusco.

Presentan depresion inmunitaria y/o Edad < 18 afios

multiples comorbilidades como VIH, menor

Diabetes Mellitus, Artritis Reumatoidea, 19-60 afios

Insuficiencia Renal Cronica, constituyen adulto

un factor de riesgo importante para la > 60 afios

adquisicion de esta enfermedad, asi
como para la resistencia a drogas

Adulto mayor
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Variables Definicion conceptual

Dimensiones

Indicadores

antituberculosas
(Castafieda, 2021).

Ocupacién

Comerciante, desempleado
Estudiante

Personal de salud
agricultor

Provincias de la regioén

Acomayo
Calca

Canchis
Chumbivilcas
Cusco

La convencién
Paucartambo

Nota: elaboracion propia, 2024
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HIPOTESIS
HIPOTESIS GENERAL
e FEl ensayo de sonda en linea “Genotype MTBDRplus V2.0”, permite detectar las
mutaciones genéticas en Mycobacterium tuberculosis que confieren resistencia a
Isoniacida y Rifampicina en pacientes de la region del Cusco.
HIPOTESIS ESPECIFICAS
e Las mutaciones C15T en el gen InhA de resistencia a Isoniacida y Ser531Leu en el gen
RpoB de resistencia a Rifampicina son las mas frecuentes en la region del Cusco.
e El antecedente de tratamiento para TB esta relacionado con la presencia de mutacion C15T
de resistencia a Isoniacida.
e La ocupacion es la variable demografica con mayor grado de relacion en la generacion de
resistencia a Isoniacida y Rifampicina.
e En la region del Cusco, la provincia del mismo nombre presenta mayor cantidad de casos

farmacorresistentes.



CAPITULO1
MARCO TEORICO
1.1. ANTECEDENTES
1.1.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Araya (2014) Realizé un estudio transversal, titulado “Descripcion de la tuberculosis
multidrogorresistente en chile, periodo 2008 -2011”, utilizando datos de todos los pacientes
con tuberculosis (TB) y tuberculosis multidrogorresistente (TB-MDR) notificados y
registrados en el Programa para el Control y Erradicacion de TB (PROCET) en Chile
durante el periodo 2008-2011. Se utilizaron medidas estadisticas para analizar las
caracteristicas sociodemograficas de los pacientes; asi mismo, para comparar los casos de
TB y TB MDR, se aplicaron pruebas estadisticas como Chi2 y el Test de Fisher, con el fin
de identificar diferencias entre ambos grupos. Se registraron 9,847 casos de TB y 41 casos
de TB MDR. Los casos de TB MDR fueron mas comunes en pacientes con recaidas, VIH+,
inmigrantes, indigentes, y en aquellos que fallecieron o abandonaron el tratamiento.

Llerena et al. (2017) Realizaron un estudio retrospectivo descriptivo, “Descripcion de las
mutaciones de Mycobacterium tuberculosis que confieren resistencia a Rifampicina e
Isoniacida detectadas mediante “GenoType® MTBDRplus V.2” en Colombia”. Se
analizaron 837 pruebas, que incluyeron 670 aislamientos de M. tuberculosis y 167 muestras
de esputo enviadas al Laboratorio Nacional de Referencia en 2014. Las muestras fueron
procesadas mediante baciloscopia, cultivo, extraccion de ADN, y la prueba “GenoType®
MTBDRplus V.2”. Se detectaron diversas mutaciones en el gen Rpof3, de las cuales la mas
frecuente fue la Ser531Leu (36,6 %), seguida por la Asp516Val (21,6 %), en tanto que en

el gen KatG la més frecuente fue la Ser315Thrl (91,9 %). Concluyendo que se detectaron



varias mutaciones en los casos resistentes reportados en el pais, con frecuencias similares
a las reportadas en otros paises de la region de América del Sur.

Franco et al. (2017) Llevaron a cabo un estudio titulado, “Deteccion de genes asociados a
resistencia para Isoniacida y Rifampicina en cepas de Mycobacterium tuberculosis en
Ecuador”, utilizando técnicas de PCR-RFLP y PCR en tiempo real (Xpert MTB/RIF). Las
muestras fueron obtenidas de 18 provincias de Ecuador entre 2006 y 2012, y se incluyeron
cepas cultivadas en medios especificos para su analisis. Sus resultados demostraron una
correlacion entre la resistencia fenotipica a Rifampicina e Isoniacida y las mutaciones
encontradas en los genes Rpof (91,6 %) y KatG (90,3 %) concluyendo ademds que en
Ecuador las mutaciones asociadas a la drogorresistencia son similares a las reportadas en
otros paises.

Leyes et al. (2020) Realizaron un estudio descriptivo y transversal titulado “Perfil de
resistencia del Mycobacterium tuberculosis a farmacos antituberculosos de primera linea y
sus combinaciones” en el Departamento del Atlantico, Colombia. Se incluyeron todos los
laboratorios clinicos de la region y se evaluaron casos de tuberculosis con pruebas de
sensibilidad a Isoniacida y Rifampicina. El analisis abarco 2,701 registros de pacientes, con
una mayoria de hombres (66.53%) y un grupo etario predominante de 15 a 44 afios (53%).
La resistencia global de M. tuberculosis a los farmacos fue del 9.37%. En los casos nuevos,
la resistencia se encontrd en un 7.30%, con un 5.25% mostrando resistencia a Isoniacida y
un 0.68% a rifampicina. En los casos previamente tratados, la resistencia alcanzo el
18.27%, con un 10.81% de resistencia a Isoniacida y un 1.77% a Rifampicina. La
prevalencia de tuberculosis multidrogorresistente (MDR) fue del 1.1% en casos nuevos y

del 5.7% en casos previamente tratados.



1.1.2.

Se observo una reduccion en la resistencia global, que paso del 12,5% en 2011 al 6,95% en
2016. Los principales factores de riesgo asociados a la resistencia incluian haber sido
previamente tratado, fracaso en el tratamiento, contacto con pacientes con tuberculosis
resistente y la comorbilidad con VIH.

ANTECEDENTES NACIONALES

Davila (2016) Llevo a cabo un estudio titulado, “Factores asociados a Ia
multidrogorresistencia en pacientes con diagnostico de tuberculosis en el Hospital Nacional
Guillermo Almenara Irigoyen durante el periodo 2014”, la investigacion incluy6 a 297
pacientes diagnosticados con tuberculosis, de los cuales 89 tenian TB-MDR y 208 no. Se
seleccion6 una muestra de 168 pacientes, que comprendia todos los casos de TB-MDR y
79 casos de tuberculosis no MDR elegidos al azar. Para la recoleccion de datos, se utilizo
el andlisis documental de historias clinicas. Se aplicé la prueba Chi cuadrado para
identificar asociaciones significativas entre variables. Los resultados mostraron que la TB-
MDR era més frecuente en pacientes jovenes, con un 32.6% entre 19 y 28 afios y un 25.8%
entre 29 y 38 afios. Ademas, el 71.9% de los pacientes con TB-MDR eran hombres. La
mayoria de los pacientes (56.1%) eran empleados, y el 73% no presentaba comorbilidades.
Ademas, el 83.1% no habia tenido contacto previo con personas infectadas por
tuberculosis. Se identificd una asociacion significativa entre la falta de tratamiento previo
y la TB-MDR, ya que mas de la mitad de los casos de TB-MDR correspondian a pacientes
que nunca habian recibido tratamiento. En cuanto a los patrones de resistencia, cerca del
50% de los casos mostraron resistencia tanto a Isoniacida como a Rifampicina.

Bravo (2018) Realizo un estudio, titulado “Factores de riesgo asociados a TB-MDR

realizado en pacientes del hospital II Vitarte Essalud durante 2010-2016.” Utiliz6 una ficha



para recolectar datos generales y caracteristicas epidemiologicas, clinicas y sociales de los
pacientes. El andlisis bivariado revel6d que los pacientes con antecedentes de contacto con
TB-MDR tuvieron 34.9 veces mas posibilidades de desarrollar TB-MDR. Aquellos con
antecedente de abandono de tratamiento tuvieron 7.45 veces mas posibilidades, y los
pacientes con tuberculosis previamente curada tuvieron 10.96 veces mas posibilidades de
desarrollar TB-MDR. Ademas, un tiempo de enfermedad superior a 7 semanas se asocio
con 7.27 veces mas probabilidades de TB-MDR, y los pacientes con diabetes mellitus
tuvieron 6.54 veces mas posibilidades. El consumo de alcohol y drogas también se asocio
con 5.1 y 6.54 veces mas posibilidades de desarrollar TB-MDR, respectivamente.

Tanta (2019) Realizo un estudio titulado “Prevalencia de mutacion genética en pacientes
con tuberculosis resistente a Isoniacida en Lima Norte durante el periodo 2016-2018”, Se
analizaron los resultados de la prueba “GenoType MTBDR Plus” de pacientes del
programa contra la tuberculosis del Hospital Nacional Sergio Bernales. registrados en el
sistema NetLab del Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto Nacional de Salud,
utilizando pruebas estadisticas con chi cuadrado (p<0.05).

Los resultados mostraron que, de los 324 pacientes, el 46% (148) tenia resistencia a
Isoniacida. La edad promedio de estos pacientes era de 33 afios. La mayoria de los pacientes
presentaba multidrogoresistencia (MDR) en un 74.3%, mientras que el 25.7% mostrd
resistencia solo a Isoniacida. La frecuencia de mutaciones genéticas en general fue del
42.3%, siendo la mutacion en el gen KatG la més frecuente (61.5%). En términos de sexo,
los hombres representaron el 50% de los casos de MDR, y el 23% fueron mujeres. La
relacion entre comorbilidades y la presencia de mutaciones genéticas no mostrd

significancia estadistica significativa. La farmacodependencia se asocid con un mayor



riesgo de mutacion en el gen InhA. Los pacientes con antecedente de tratamiento previo
presentaron un mayor riesgo de MDR comparado con aquellos nunca tratados. La mutacion
en el gen KatG fue mas prevalente en pacientes nunca tratados. Concluyendo que, se
necesitan nuevas estrategias para reducir la resistencia a medicamentos antituberculosos y
prevenir mutaciones genéticas.

Pecho et al. (2020) Efectuaron un trabajo de investigacion, “Deteccion de las mutaciones
KatG e InhA para guiar el uso de Isoniacida y Etionamida en el tratamiento de la
tuberculosis multidrogorresistente en el Pertt”, Revisaron los resultados de pruebas de
sensibilidad de pacientes con tuberculosis en el Hospital Nacional Rebagliati, utilizando
métodos como MODS, “Genotype MTBDRplus” y pruebas convencionales.

Encontraron que, de 226 pruebas “Genotype MTBDRplus” que indicaban tuberculosis
multidrogorresistente (TB-MDR), 180 eran resistentes a Isoniacida. De estas, el 64.4%
tenia mutaciones en el gen KatG, el 34.4% en el gen InhA, y solo el 1.1% tenia mutaciones
en ambos genes al mismo tiempo. También observaron que el 80.7% de las mutaciones en
KatG eran sensibles a Etionamida, y el 60% de las mutaciones en InhA eran sensibles a
altas dosis de Isoniacida.

Vigo et al. (2020) En el estudio denominado "Mutaciones que confieren resistencia a
farmacos antituberculosos de primera linea en Pert: una revision sistematica de la
literatura", el estudio revisé exhaustivamente la informacion disponible sobre mutaciones
que causan resistencia a medicamentos antituberculosos de primera linea, centrandose en
Isoniacida y Rifampicina en cepas de M. tuberculosis de pacientes peruanos.

Analizaron 14 articulos cientificos, encontrando que tres articulos trataban mutaciones

relacionadas con la resistencia a Isoniacida, seis con Rifampicina, ocho con pirazinamida



y uno con etambutol. Las mutaciones relacionadas con Isoniacida y Rifampicina fueron
identificadas a través de la prueba molecular “GenoType MTBDRplus® v2.0”. En los 3
estudios en relacion a Isoniacida se reportaron siete mutaciones, siendo la més frecuente en
el codon 315 del gen KatG, y de los seis estudios relacionados a Rifampicina, todos
reportaron mutaciones en el gen RpoB, con D516V y H526Y siendo las mas frecuentes y
altamente asociadas con resistencia.

El estudio concluyé que en Peru hay una amplia variedad de mutaciones que causan
resistencia a medicamentos antituberculosos que han sido documentadas. Se resalto la
importancia de considerar estas mutaciones en el desarrollo de dispositivos de diagnodstico
o seleccion de pruebas diagnoésticas a aplicar en el pais.

Vargas et al. (2021) Realizaron un estudio titulado “Mutaciones genéticas que confieren
resistencia a Isoniacida en pacientes con tuberculosis en Lima Centro, Per 2017-2018.
Donde analizaron la frecuencia de mutaciones en los genes KatG e InhA relacionadas con
la resistencia a Isoniacida en una muestra de 777 pacientes, utilizando la prueba “GenoType
MTBDRplus” y la prueba de sensibilidad convencional en agar.

Los resultados mostraron que el 68% de los pacientes eran hombres y su rango de edad era
de 17 a 72 afos. El 72.2% de los pacientes no habian sido tratados previamente (p<0.05).
Se encontré que el 54% de las mutaciones mas frecuentes eran en el gen KatG y el 46% en
el gen InhA. Las mutaciones en el gen KatG se asociaron con resistencia a la
Estreptomicina en un 76.7% (p<0,05), a Rifampicina en un 66.7% (p<0,05) y a Etionamida
en un 33% (p<0,05). Por otro lado, las mutaciones en el gen InhA se asociaron con
resistencia a la Etionamida en un 68.1% (p<0,05), a Rifampicina en un 47.2% (p<0,05) y

a Estreptomicina en un 33% (p<0,05).



1.1.3.

Santos et al. (2022) Llevaron a cabo un estudio titulado “Estructura genética de cepas
drogorresistentes de Mycobacterium tuberculosis en Perti basada en haplotipos obtenidos
de un ensayo con sondas en linea”. El estudio descriptivo transversal se realizd con 6589
muestras de esputo o cultivos de Mycobacterium tuberculosis del Laboratorio de
Referencia Nacional de Micobacterias del Peru, se analizaron muestras obtenidas entre
2011 y 2015. Se emplearon el ensayo de sonda en linea “GenoType® MTBDRplus v2.0”
para la deteccidon genotipica y el método de proporciones en agar 7H10 para la evaluacion
de sensibilidad fenotipica.

Los resultados mostraron que el 89.8% de las muestras eran resistentes a Isoniacida, el
66.3% a Rifampicina, y el 56.2% mostraron resistencia a ambas drogas, indicando la
presencia de TB-MDR. La evaluacion fenotipica reveld que el 72.4% de las muestras
presentaron resultados validos, con una alta prevalencia de TB-MDR (41.6%) y TB-rH
(24.3%). En cuanto a las mutaciones, se identificaron principalmente mutaciones RpoB
S531L y D516V asociadas con resistencia a Rifampicina, y mutaciones KatG S315T1 y
InhA C-15T vinculadas a resistencia a Isoniacida. El andlisis de haplotipos revelo la
presencia de 134 haplotipos resistentes, siendo la mayoria raros, mientras que los
haplotipos comunes eran mas frecuentes en Lima y Callao. La diversidad genética fue alta
en la mayoria de los departamentos.

ANTECEDENTES LOCALES

Castafieda (2021) En su trabajo de tesis titulado: “Factores de riesgo asociadosa la
tuberculosis drogorresistente en la region Cusco 2015 cuyo objetivo fue identificar los
factores de riesgo individuales, institucionales y socioeconémicos asociados a la

tuberculosis drogorresistente en Cusco durante 2015. Se analizaron pacientes con TB-DR



y un grupo control de pacientes con tuberculosis pulmonar utilizando una ficha de
recoleccion de datos basada en historias clinicas. El analisis de los datos incluyo técnicas
estadisticas univariadas y bivariadas, asi como analisis multivariados de regresion y
correlacion.

Los pacientes con TB-DR eran en su mayoria adultos jovenes, predominantemente
hombres, con los agricultores como la ocupacion mas frecuente en ambos grupos. La
desnutricion se reveld como un factor de riesgo significativo, con los pacientes desnutridos
teniendo 9.33 veces mas probabilidades de desarrollar TB-DR. El abandono del tratamiento
también se asoci6 con un aumento en la probabilidad de TB-DR, con una odds ratio (OR)
de 8.50. Las irregularidades en el tratamiento mostraron una asociacion aun mas fuerte, con
una OR de 13.22. El alcoholismo se identific6 como un factor de riesgo importante, con
una OR de 6.00. Ademas, el inicio tardio del tratamiento se vinculd a un mayor riesgo de
TB-DR, con una OR de 13.50. Otros factores como reacciones adversas a medicamentos,

SIDA y diabetes no mostraron asociaciones significativas con la TBC-DR en este estudio.



1.2. BASES TEORICAS
1.2.1. LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa causada por una bacteria
denominada Mycobacterium tuberculosis, conocida también como bacilo de Koch la cual
todavia existe y es prevalente en la poblaciéon mundial. Se transmite de persona a persona
a través de pequefias gotas o aerosoles que pueden quedar suspendidos en el aire hasta por
mas de 3 horas en ambientes cerrados no ventilados, cuando una persona enferma con
tuberculosis pulmonar activa tose, estornuda o habla, s6lo puede ser contagiosa cuando la
persona infectada ha desarrollado la enfermedad (tuberculosis activa), puesto que existe
también la infeccion de tuberculosis latente (LTBI), en la cual las personas infectadas no
podran contagiar hasta desarrollar la enfermedad propiamente dicha si no se tratan
adecuadamente durante el tiempo de latencia.

La TB es una enfermedad infecciosa que puede afectar a cualquier persona,
independientemente de su edad, sexo, raza o estatus social o econémico; ademas, ciertos
grupos de personas tienen un mayor riesgo de desarrollar TB y pueden enfrentar
complicaciones mas graves. Entre estos grupos de riesgo se encuentran las personas
inmunosuprimidas, como aquellas con infeccion por VIH, diabetes mellitus, trasplante de
organos, cancer de cabeza y cuello, abuso de sustancias nocivas y otras afecciones que
debilitan el sistema inmunoldgico. Sin embargo; es una enfermedad que se puede prevenir
y curar (MINSALUD, 2023).

La transmision al aire libre y presencia de luz solar es rara; debido a que las micobacterias,
incluida M. tuberculosis, son sensibles a la radiacion ultravioleta, ademas, en un espacio

abierto se diluyen en el aire, lo que reduce la concentracion de bacterias y, por lo tanto, la
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posibilidad de que una persona pueda inhalar suficientes bacterias para infectarse;
Asimismo, el grado de contagio esta relacionado con el nimero de bacilos en el esputo.
Se estima que para la infeccion se requieren de 5 a 200 bacilos, con la extension del
proceso en el pulmon y con la frecuenciade la tos del paciente con tuberculosis lo que
aumenta su capacidad de transmision de la enfermedad (Coila, 2019).

La TB es una enfermedad compleja que involucra una serie de etapas en su desarrollo,
desde la infeccion inicial hasta la formacion de granulomas como se observa en la Figura 1
y, en algunos casos, la progresion a la enfermedad activa. La patogenia de la tuberculosis
comprende los siguientes estadios. (Figura 2)

Estadio I: Las micobacterias son fagocitadas por los macréfagos alveolares no activados,
lo que lleva a la multiplicacion de los bacilos y la liberacion de citoquinas que atraen a
mas macréfagos y monocitos. Estadio II: Ocurre una acumulacién de monocitos y bacilos
intracelulares, también conocido como Fase de Crecimiento Logaritmico, entre los dias 7
y 21. Estadio III: Se produce necrosis tisular y de los macrofagos, lo que crea un medio
desfavorable para la multiplicacion de los bacilos. Estadio IV: Con la sensibilizacionde los
linfocitos CD4, se forma una reaccién inmunologica que activa a los macréfagos, capaces
de destruir el bacilo, lo que da lugar a la formacion de granulomas. Estadio V: Si se
produce la licuefaccion del material, se drena a la via aérea, lo que puede dar lugar a la
cavitacion, donde las condiciones son propicias para la multiplicacion extracelular de los
bacilos. La comprension de la patogenia de la TB es fundamental para el desarrollo de
estrategias de prevencion y tratamiento efectivas para combatir esta enfermedad. La
deteccion temprana, el tratamiento oportuno y la prevencion son elementos necesarios en

el control de la TB a nivel global (Coila, 2019).
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La progresion de la infeccion a enfermedad activa puede ocurrir rdpidamente, afios
después o nunca, quedando la infeccion en un estado latente. En individuos
inmunocompetentes infectados, aproximadamente el 5% desarrollara la enfermedad en los
dos afios siguientes y otro 5% la desarrollard mas tarde. En total, aproximadamente el 10%
de los infectados desarrollard la enfermedad en alglin momento de su vida, mientras que
el restante 90% permanecera libre de enfermedad (Coila, 2019).

Figura 1. Patogenia de la tuberculosis

Nota: Quispe (2009)

El personal de salud es responsable de administrar los esquemas de tratamiento para la
tuberculosis, que se determinan segun el tipo de tuberculosis que presente el paciente. Por
lo tanto, la duracion del tratamiento puede variar, oscilando entre 6 y 24 meses,
dependiendo de si se trata de tuberculosis sensible o tuberculosis resistente. Durante todo
este periodo, es importante que los medicamentos se tomen bajo la supervision del
personal de salud o de un miembro de la familia. Esto se debe a que, si el tratamiento se

interrumpe o se toma de manera irregular, los sintomas pueden reaparecer, y se corre el



12

riesgo de desarrollar una tuberculosis resistente, que es dificil de tratar ya que requiere
medicamentos mas potentes y dosis mas altas, e incluso puede ser fatal. En el caso de la
tuberculosis resistente, la duracion del tratamiento puede ser de 12, 18 o 24 meses

resistente, (MINSA, 2023).

Figura 2. Estadios de la tuberculosis pulmonar

Nota: Quispe (2009)
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1.2.2. Mycobacterium Tuberculosis
Las micobacterias pertenecen a la familia Mycobacteriaceae y al orden Actinomycetales.
Mycobacterium tuberculosis (b acilo de Koch), es una micobacteria que tiene forma de
bacilo y es acido alcohol resistente, es estrictamenteaerdbica y no produce esporas. Su
tamafo es de aproximadamente 0.5 x 3 micrémetros.

Clasificacion taxonomica de Mycobacterium tuberculosis

Dominio: Bacterias
Phylum: Actinobacteria
Clase: Actinobacteria
Orden: Actinomycetales
Familia: Micobacterias
Género: Mycobacterium

Especie: Mycobacterium tuberculosis

Nota: Modificado de Montalla (2021)
La envoltura celular de Mycobacterium tuberculosis es una caracteristica distintiva muy
importante en su patogénesis. Como se muestra en la Figura 3, estd formada por varias
capas complejas que protegen a la bacteria del sistema inmunitario del huésped y de
factores externos. La estructura celular incluye tres macromoléculas unidas
covalentemente:
1. Peptidoglicano: Una capa fundamental de la pared celular que consiste en una red de

polimeros de azucares y péptidos, proporcionando resistencia y rigidez a la bacteria.

2. Arabinogalactano: Un polimero complejo de azlicares en la pared celular externa de

M. tuberculosis. Contribuye a la resistencia de la bacteria y regula la interaccion entre
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la bacteria y las células del sistema inmunitario.
3. Acidos micélicos: Acidos grasos largos y ramificados que se unen covalentemente al
arabinogalactano, formando una capa protectora en la superficie celular.
La resistencia a la mayor parte de farmacos ocurre porque en los lipidos como los &cidos
micoélicos estdn enlazados a los arabinogalactanos y a los peptidoglucanos, creando una pobre
permeabilidad de la pared celular. Otra molécula que participa en la supervivencia del M.
Tuberculosis dentro de los macrofagos es el lipoarabinomanano(LAM), anclado a la
membrana plasmatica, el cual es importante en la modulacion de la respuesta inmunitaria del
huésped, permitiendo a M. tuberculosis evadir las defensas del sistema inmunologico y

establecer infecciones (Culqui, 2022).

Figura 3. Representacion de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis

Nota: Barrueco (2018)
El crecimiento de M. tuberculosis es notablemente lento, con un tiempo de desarrollo de
colonias en cultivos de laboratorio que varia entre 3 y 5 semanas. Este crecimiento lento

se debe en parte a la estructura unica de su envoltura celular, que es rica en compuestos
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hidrofobicos, haciendo que las células sean altamente impermeables a los nutrientes. La
bacteria crece en medios simples con sales minerales, amonio como fuente de nitrogeno,
y glicerol o acetato como fuente de carbono. El crecimiento también se estimula con
lipidos y acidos grasos, y a menudo se afiade yema de huevo a los cultivos para promover
un mayor crecimiento (Sanchez, 2011).

El genoma de M. tuberculosis es inico y complejo. En 1998, se publico la secuenciacion
completa del genoma de la cepa M. tuberculosis H37Rv, identificando 3974 genes
(actualmente 4011), como se observa en la Figura 4. Este genoma abarca un total de
4,411,529 pares de bases (pb) con un contenido alto de Guanina+Citosina (G/C) del
65.6%, lo que lo convierte en la segunda secuencia bacteriana mas grande conocida,
superada solo por E. coli. La alta proporcion de G/C esta distribuida de manera homogénea
a lo largo del genoma, lo que indica que no ha habido una fuerte transferencia horizontal
de islas de patogenia. No obstante, se identifican algunas regiones con una proporcion de
G/C superior a la media, relacionadas con secuencias de una amplia familia de genes,
incluyendo las secuencias polimérficas ricas en G/C (PGRSs, por sus siglas en inglés).

(Fontalvo et al., 2015).
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Figura 4. Mapa circular del cromosoma del M. tuberculosis H37Rv

El circulo exterior muestra la escala en megabase (Mb). El histograma (centro) representa
el contenido de G/C, las que contienen menos de 65% estan de amarillo y las mayores de
65% en contenido de G/C, en rojo.

Nota: Fontalvo ef al. (2015)
1.2.3. TUBERCULOSIS EN EL MUNDO

Se conoce la existencia de la tuberculosis desde tiempos remotos, segin indicios
encontrados en momias de distintas culturas, lo que ademas sugiere la universalidad de esta
enfermedad (Farga, 2004).

Aunque la tuberculosis estd presente a nivel mundial, 30 paises concentran la mayor carga
de morbilidad: Angola, Bangladesh, Brasil, China, Congo, Etiopia, Filipinas, Gabon,
India, Indonesia, Kenya, Lesotho, Liberia, Mongolia, Mozambique, Myanmar, Namibia,
Nigeria, Pakistan, Papua Nueva Guinea, Republica Centroafricana, Republica

Democratica del Congo, Republica Popular Democratica de Corea, Republica Unida de
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Tanzania, Sierra Leona, Sudafrica, Tailandia, Uganda, Viet Nam y Zambia. (OMS, 2022).
En 2014 y 2015, los Estados Miembros de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y
las Naciones Unidas adoptaron dos importantes iniciativas: los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) y la Estrategia Fin a la Tuberculosis de la OMS. La meta 3.3 de los
ODS, centrada en la salud y el bienestar, busca "poner fin a las epidemias del SIDA, la
tuberculosis, la malaria y las enfermedades tropicales desatendidas" para 2030. Estas
iniciativas estan disefiadas para reducir significativamente la incidencia y mortalidad por
tuberculosis, minimizar los costos para los pacientes y sus familias, y movilizar recursos
para mejorar la deteccion temprana y el acceso a tratamientos efectivos (OMS, 2020).

A pesar de estos esfuerzos, la pandemia de COVID-19 ha afectado gravemente el
progreso en el control de la tuberculosis. En 2020, se estimo6 que 9.9 millones de personas
contrajeron tuberculosis y 1.5 millones murieron a causa de la enfermedad, con 214,000
de estas muertes ocurriendo en personas con VIH (OPS, 2023). La disminucién en las
notificaciones de casos en 2020 ha ampliado la brecha entre el numero de personas
enfermas y las diagnosticadas y notificadas, retrocediendo el progreso de afios anteriores
(OMS, 2021).

El informe global sobre tuberculosis de 2022 muestra un aumento en los casos de
tuberculosis a 10.6 millones en 2021 y 1.6 millones de muertes, incluyendo 187,000 con
VIH. Ademas, la tuberculosis farmacorresistente aument6 un 3% entre 2020 y 2021, con
450,000 nuevos casos detectados, pero solo 161,746 tratados (OMS, 2022).

Diversos estudios han reportado que la tuberculosis afecta principalmente a adultos, y
dentro de este grupo, hay una mayor incidencia en hombres que en mujeres. Ademas,

muchos de los nuevos casos de tuberculosis se asocian con cinco factores de riesgo
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especificos: desnutricion, infeccion por VIH, trastorno por consumo de alcohol,
tabaquismo y diabetes.

1.2.4. TUBERCULOSIS EN EL PERU
En el Peru, la tuberculosis sigue siendo un desafio prioritario para el sistema de salud.
Para abordar este problema, el Ministerio de Salud (MINSA) desempefia un papel
fundamental como entidad rectora, siendo responsable de disefiar estrategias e
intervenciones para el control de la enfermedad a través de la Direccion de Prevencion y
Control de Tuberculosis (DPCTB). A través de la Ley 30287, conocida como la Ley de
Control y Prevencion de la Tuberculosis en el Pert, y su respectivo Reglamento (Decreto
Supremo 021-2016), esta legislacion declara la lucha contra la tuberculosis como un asunto
de interés nacional, lo que garantiza que el control de la enfermedad sea una politica
sostenida y prioritaria a lo largo del tiempo, independientemente de los cambios en los
gobiernos de turno.
Las personas afectadas por tuberculosis (TB) reciben diagndstico y tratamiento de manera
gratuita a través de las instituciones del sistema de salud del pais. Estas instituciones
incluyen el Ministerio de Salud (MINSA), El seguro Social (ESSALUD), el Instituto
Nacional Penitenciario (INPE) y las Sanidades de la Policia Nacional y las Fuerzas
Armadas. Es importante mencionar que la atencion privada de la TB es limitada en el Pert
debido a la regulacion que prohibe la venta libre demedicamentos antituberculosos. Como
resultado, los pacientes diagnosticados en el sector privado son referidos y atendidos en
coordinacion con ESSALUD y el MINSA, tanto para las formas sensibles como para las
resistentes de la enfermedad (Alarcéon, 2017).

De acuerdo con la Direccion de Prevencion y Control de Tuberculosis (DPCTB), el Pert
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ocupa el segundo lugar en la Latinoamérica en cuanto al mayor nimero estimado de casos
de tuberculosis. Ante esta situacion, el Plan Multisectorial de la Respuesta Nacional a la
Tuberculosis 2010-2019 se implementd con el objetivo de mejorar la prestacion de
servicios de salud para la atencion integral de personas afectadas por TB sensible y
resistente. Dentro de las acciones realizadas, se enfoco en mejorar la infraestructura y el
equipamiento de los establecimientos de salud prioritarios para el manejo especializado
de la enfermedad. Asimismo, se fortaleci6 el control de infecciones en estos
establecimientos, una medida necesaria para prevenir la propagacion de la enfermedad en
el entorno hospitalario. Otra importante iniciativa fue la implementaciéon del manejo
programatico con farmacos del 5to grupo, siguiendo la clasificacion establecida por la
OMS.

En el 2019, se notificaron mas de 32 000 casos de TB en todas sus formas, asi como
alrededor de 1600 casos de TB drogorresistente, disminuyendo en el 2020 cuando se
reportaron 24,296 casos, de los cuales 1174 son pacientes con TB MDR y 114 pacientes
con TB XDR, sin embargo, en el 2021 notificaron 26 437 donde el 88 % de ellos eran casos
nuevos, siendo Lima y Callao las regiones mas afectadas en el pais. (MINSA, 2022)

En 2022, se notificaron 27 mil casos nuevos de enfermedad activa y 17 mil casos nuevos
de tuberculosis pulmonar frotis positivo, ademéas el MINSA, menciono que se han
registrado 12 regiones con un riesgo “muy alto” y “alto” de esta enfermedad en Perti. En
el primer grupo se encuentran Ucayali, Madre de Dios, Loreto, Tacna, Tumbes y Callao
y en el segundo estd en Lima, Cusco, San Martin, Amazonas, Lambayeque y Cajamarca

(DPCTB-MINSA,2022).


https://www.infobae.com/america/peru/2021/10/21/la-victoria-san-juan-de-lurigancho-y-cercado-de-lima-los-distritos-con-mayor-riesgo-de-tuberculosis/
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1.2.5. TUBERCULOSIS EN EL CUSCO
Segun la Direccion Regional del Cusco mediante del informe asistencial refiere en el afio
2018 hubo total de 2465 usuarios con tuberculosis de los cuales 166 son del sexo
masculino, mientras que del sexo femenino presenta 80 casos, sin embargo 144 de ambos
sexos presentan frotis positivo (Bravo, 2019).
Aunque existe muy poca informacidon se puede encontrar datos en los boletines de
informacion publicados por la Direccion de Prevencion y Control de Tuberculosis
(DPCTB), en el 2020 se observaron 6 casos de RR/MDR en la region del Cusco, y ningiin
caso de XDR, como se muestra en la Figura 5.

Figura 5. Casos de tuberculosis farmacorresistente (RR/MDR Y XDR) en el Cusco, 2022

Nota: DPCTB-MINSA (2022)
Para el afio 2021, se identifico a la region del Cusco en una situacion de muy alto riesgo

en relacion con la tuberculosis (TB) como se observa en la Tabla 2. La estratificacion de
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riesgo se baso en la combinacion de doce indicadores, que comprenden cinco indicadores
epidemiologicos y siete indicadores operacionales. Estos indicadores se han venido
observando desde el afio 2010, lo que permitid realizar un analisis longitudinal para
determinar la situacion de riesgo actual A partir de este analisis, se clasific6 como MUY
ALTO riesgo a las regiones de Ucayali, Lima, Callao, Madre de Dios, Tumbes, Cusco y
Amazonas. Por otro lado, las regiones de Loreto, Ica, San Martin, Huancavelica,
Apurimac y Puno fueron clasificadas como ALTO riesgo.

Es importante resaltar que se evidencidé un mayor riesgo de tuberculosis en todas las
regiones de la selva peruana, asi como en Cusco en la sierra, Lima en la costa central y
Tumbes en la costa norte. Estos hallazgos subrayan la necesidad de abordar la tuberculosis
de manera prioritaria y coordinada en las diferentes regiones del pais, con especial

atencion en aquellas identificadas con un mayor nivel de riesgo.

Tabla 2. Tendencia del riesgo TB de la region Cusco, 2022

Nota: DPCTB-MINSA (2022)
Como se observa en la Tabla 3, En el afio 2022, en Cusco se han captado un total de 109
pacientes con tuberculosis 60% (65) de género masculino y 40% (44) de género femenino.

La etapa de vida adulto mayor y joven tienen el mayor numero reportado de casos.
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Tabla 3. Numero de pacientes con tuberculosis de la region del Cusco en el 2022

Nota: Hospital Regional del Cusco (2022)
Asimismo, como se observa en la Tabla 4, la capital de la region es la que mayor cantidad

de casos de TB ha presentado hasta el 2022.

Tabla 4. Numero de casos de TBC segun provincia de procedencia en la region del Cusco

Nota: Hospital Regional del Cusco (2022)
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1.2.6. TUBERCULOSIS FARMACORRESISTENTE (TB-FR)
La tuberculosis farmacorresistente, es una forma de tuberculosis, en la que la bacteria
Mycobacterium tuberculosis muestra resistencia a uno o mas de los medicamentos
antituberculosos mas importantes utilizados en su tratamiento, la Isoniaciday la
Rifampicina. La presencia de Tuberculosis Resistente a Farmacos (TB-FR) se determina
al conocer el patron de resistencia a los medicamentos antituberculosos, mediante pruebas
fenotipicas o genotipicas. La farmacorresistencia se clasifica en base a las pruebasde
sensibilidad a los farmacos (PFS) de la siguiente manera:
Monorresistencia: Cuando hay resistencia a un solo medicamento antituberculoso de
primera linea.
Polirresistencia: Se refiere a la resistencia a méas de un medicamento antituberculoso de
primera linea, pero sin ser simultdnea para la Isoniacida y la Rifampicina.
Multidrogocorresistencia (MDR): Implica resistencia tanto a la Isoniacida como a la
Rifampicina de manera simultanea.
Extensamente resistente (XDR): Se produce cuando existe resistencia a cualquier
fluoroquinolona y al menos a uno de los tres medicamentos inyectables de segunda linea
(capreomicina, kanamicina y amikacina), en casos con multidrogorresistencia.
Resistencia a la Rifampicina (RR): Esta resistencia se detecta mediante métodos
fenotipicos y genotipicos, y puede presentarse sola o en combinacidn con resistencia a otros
medicamentos antituberculosos. Esto incluye cualquier nivel de resistencia a la
Rifampicina, ya sea monorresistencia, multidrogorresistencia, polirresistencia o la
extensamente resistente (DGE, 2019).

Mycobacterium tuberculosis tiene la capacidad de acumular mutaciones espontaneas y
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aleatorias, lo que le confiere una caracteristica Unica al generar cambios en los sitios de
accion de los medicamentos antituberculosos, lo que lleva a adquirir resistenciaa ellos.
Existen tres mecanismos mediante los cuales el M. tuberculosis puede desarrollar
resistencia a los farmacos:
1. Generando mecanismos de barrera que impiden la entrada del farmaco a la célula.
2. Produciendo enzimas que inactivan los firmacos a nivel intracelular.
3. Modificando el blanco de accion del farmaco, lo que implica mutaciones puntuales en
genes especificos del microorganismo. Esta tltima es la forma mas comunmente utilizada
por esta bacteria (Acevedo, 2013)
Es importante utilizar esquemas de tratamiento adecuados y completos para prevenir la
propagacion de cepas resistentes y mejorar el control de la tuberculosis. La aparicion de
resistencia subraya la importancia de una vigilancia epidemioldgica efectiva para
monitorizar y tomar medidas oportunas contra la apariciéon y propagacion de cepas
resistentes.

1.2.7. RESISTENCIA A ISONIACIDA

1.2.7.1.GENES DE RESISTENCIA A ISONIACIDA:
Mutaciones en varios genes, incluyendo KatG, ahpC, InhA, kasA y ndh se han asociado
con resistencia a INH. Sin embargo, dos mecanismos moleculares han mostrado ser la
principal causa de resistencia a este medicamento: mutaciones en los genes KatG, InhA
y su region promotora (Gomez et al, 2018).
La proteina InhA (enoyl acyl Carrier protein reductase) estd involucrada en la sintesis de
acidos micolicos. En cepas resistentes se ha encontrado transversiones en InhA que

involucran durante la transcripcion de la proteina, el reemplazo de un aminoacido por otro
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este tipo de mutaciones se ha hallado en distintas partes del locus, como se observa en la
Figura 6. Alternativamente también se ha hallado mutaciones en las regiones promotoras
putativas que producirian una hiper expresion de InhA la cual condicionaria una
resistencia a INH.

Figura 6. Mutaciones en el gen InhA

A. Mutaciones a nivel de nucleotidos reportadas para la region promotora del gen InhA.

Nota: Modificado de Vigo et al. (2020)
El gen KatG tiene un tamaifio de 1.771 pares de bases (pb); codifica la enzima catalasa-
peroxidasa que convierte la pro-droga INH en su forma activa. Del 30-65% de las
mutaciones se localizan en el codon 315Ser, siendo las mas frecuentes las sustituciones
de la serina 315 por treonina (S 315—T) y el residuo de arginina 463 por leucina (R
463—L) También serina 315 puede cambiar por Asn o Arg; otras mutaciones de menor
frecuencia se han reportado en los codones 300, 321, 418, 501, 525, 587 y 700, como se
observa en la Figura 7. La mutacién S315T anula la capacidad de la enzima de activar la

pro-droga, lo que induce altos niveles de resistencia a INH.



26

Figura 7. Mutaciones en el gen KatG

Polimorfismos en la proteina KatG de M. tuberculosis. (Las variantes de los aminodcidos se numeran
verticalmente). Para los aminoacidos se utilizan abreviaturas. Se indica a continuacion el esquema de
nucledtidos y aminodcidos donde se producen cambios en los codones con dos o mas variantes de codones.
El cambio en KatG463 Leu <-> Arg es un polimorfismo natural que ocurre y no es asociado con la
susceptibilidad a H A: Alanina, C: Cisteina, D: Acido aspartico, E: Aido glutamico, F: Fenilalanina, G:
Glicina, H: Histidina; I: Isoleucina, L: Leucina, M: Metionina; N: Asparagina, P: Prolina, Q: Glutamina;,
R: Arginina; S: Serina, T: Treonina; W: Triptofano; V: Valina.

Nota: Jaramillo (2009) citado de S. Ramaswamy, J. M. Musser (1998)

Se ha observado que las mutaciones en el gen KatG S315T ocurren més frecuentemente
en cepas MDR que en monorresistentes a INH y se ha postulado que esta alteracion no
produce un costo en la aptitud bioldgica de la bacteria. Las mutaciones en KatG e InhA
estan presentes en 50-95% y 15-34%, respectivamente, de los aislamientos clinicos
resistentes a INH. Mutaciones en InhA causan resistencia no solo a INH sino también a
Etionamida, una droga de segunda linea estructuralmente relacionada a INH. (Tello,
2008; Jaramillo, 2009; Cuevas & Zenteno, 2010; Monteserin, 2016).

También, segiin Pecho (2020) la frecuencia de estas dos mutaciones (KatG e InhA) varia

geograficamente.
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1.2.7.2. MECANISMO DE RESISTENCIA A ISONIACIDA

La Isoniacida (Hidrazida del &cido isonicotinico, INH) es un medicamento ampliamente
eficaz en el tratamiento de la tuberculosis. Actia bloqueando ciertas enzimas esenciales
para las micobacterias, lo que resulta en la interrupcion de la sintesis del acido micolico
y, en la incapacidad de formar la pared bacteriana (Figura 8).

La administraciéon principal de la Isoniacida es oral, aunque también es posible
administrarla por via intramuscular. Después de la administracion oral, la Isoniacida se
absorbe rdpidamente, alcanzando niveles maximos en la sangre entre 1 y 2 horas mas
tarde. Sin embargo, la presencia de alimentos en el estdmago reduce tanto la velocidad
como la cantidad de absorcion. Este medicamento se distribuye ampliamente por todo el
organismo, incluyendo 6rganos y tejidos, y tiene la capacidad de penetrar en las meninges
inflamadas, logrando niveles terapéuticos en el liquido cefalorraquideo. Ademas,
atraviesa la barrera placentaria y se distribuye en la leche materna.

En el higado, la Isoniacida es metabolizada a través de la acetilacion, dando lugara
metabolitos inactivos. La velocidad de eliminacion del farmaco, con una vida media de
1-4 horas, depende de si el paciente es un metabolizador rapido o lento. Sin embargo, esta
vida media no afecta la eficacia del medicamento cuando se administra en una sola dosis
diaria. Aproximadamente el 75% de la Isoniacida y sus metabolitos se excretan en la orina,

heces y esputo. (ANMAT, 2012)
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Figura 8. Mecanismo de accion de Isoniacida.

La Isoniacida es un profarmaco activado por la enzima catalasa-peroxidasa, que una vez activo
interfiere con la sintetasa de los dacidos micdlicos de cadena larga (FAS-II).

Nota: Martinez (2014).

1.2.8. RESISTENCIA A RIFAMPICINA

1.2.8.1. GENES DE RESISTENCIA A RIFAMPICINA
Pese a que el gen RpoB tiene un tamafio de 3.534 pb, el 96 0 97% de las mutaciones que
causan resistencia a Rifampicina estan localizadas en una region de 81 pb, entre los
codones 507-533 y consisten por lo general en mutaciones puntuales no sinénimas. Como
se observa en la Figura 9, las mutaciones en esta region incluyen deleciones, inserciones,
sustituciones, siendo las mas frecuentes, las mutaciones en codones para asparagina 516,
histidina 526 y serina 531, de acuerdo con los resultados de diversos estudios. En el 40—
70% de los aislados, se observaron mutaciones puntuales en el codon 531 Ser por Leu
(TCG- TTG) o por Thr (AGC-ACA). Del 32-36% de las cepas estudiadas mostraron
cambios en el codon 526 His; y del 7-9% en el codon 516 Asp. También se han reportado
mutaciones o deleciones de menor frecuencia en otros codones como: 498, 511-518, 524—

527, 456, 531, 533. En los tltimos afios se han observado algunos aislados resistentes
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cuya mutacion no se localiza en la region de 81 pb, por lo cual se propone la existencia
de mecanismos adicionales generadores de resistencia. (Jaramillo, 2009; Cuevas &
Zenteno, 2010).

Figura 9. Mutaciones en el gen RpoB.

Mutaciones en los codones 507 - 533 del gen RpoB en M. tuberculosis en 307 cepas resistentes a
R. Las inserciones y supresiones se muestran por encima de la secuencia de tipo salvaje y las
sustituciones se muestran hacia abajo de la secuencia de tipo salvaje.

Nota: Jaramillo (2009) citado de S. Ramaswamy, J. M. Musser (1998)

1.2.8.2. MECANISMO DE RESISTENCIA A RIFAMPICINA
La Rifampicina (RIF) es un firmaco con un alto poder bactericida y se difunde facilmente
a través de la membrana plasmatica y la envoltura nuclear, el blanco de la RIF es la RNA
polimerasa, siendo su funcion especifica la de inhibir la transicion de la sintesisde
pequeiios oligoribonucleicos a transcritos de longitud total (Figura 10). La RNA
polimerasa es un complejo oligomerico compuesto por 4 subunidades o, B, B v o los

cuales son codificadospor RpoA, RpoB, RpoC y RpoD respectivamente. Este farmaco
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actua directamente en la subunidad 3 por lo que la mutacion en RpoB genera resistencia
a la RIF. (Tello, 2008).

La Rifampicina se absorbe facilmente en el tracto gastrointestinal, y una vez absorbida,
es rapidamente eliminada en la bilis, donde sufre un proceso de desacetilacion progresiva,
aproximadamente, en unas 6 horas, casi todo el farmaco se encuentra en forma
desacetilada. Es importante destacar que este metabolito conserva su actividad
antibacteriana, lo que significa que sigue siendo efectivo contra las bacterias.

Este farmaco experimenta un fenémeno de circulacion enterohepatica, lo que significa
que se reabsorbe en el intestino después de ser excretado en la bilis. Sin embargo,debido a
la desacetilacion, la reabsorcion intestinal se reduce, lo que facilita la eliminacion del
farmaco del organismo. Alrededor del 30% de una dosis de Rifampicina se excreta a
través de la orina.

Figura 10. Mecanismo de accion de la Rifampicina

La Rifampicina interfiere con la transcripcion del ARN mensajero al unirse a la subunidadp de la
ARN polimerasa.

Nota: Martinez (2014)
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1.2.9. METODOS DIAGNOSTICOS DE TUBERCULOSIS FARMACORRESISTENTE

e EL METODO DE LAS PROPORCIONES BACTEC.
El método BACTEC utiliza cultivos bacterianos en medios con y sin antibidticos para
detectar resistencia. Usa 4acido palmitico marcado con carbono-14, y mide Ia
radioactividad del CO2 liberado por las micobacterias para evaluar el crecimiento.
Aunque es preciso (mas del 90% de sensibilidad y especificidad), tiene desventajas como
residuos radioactivos, altos costos y necesidad de personal especializado (Cuevas &
Zenteno, 2010). Ademas, su lentitud puede contribuir a la transmision de tuberculosis
multidrogorresistente (TB-MDR).

e EL BACTEC MGIT 960S
Es un método automatizado para el crecimiento y deteccion de Mycobacterium, basado
en un sensor de fluorescencia sensible al consumo de oxigeno. Este sistema logra una
sensibilidad del 100% y una especificidad del 89.8% para la Estreptomicina. A diferencia
del sistema BACTEC, el MGIT 960s ofrece la ventaja de detectar el crecimiento
micobacteriano de manera mas rapida y sin generar residuos radioactivos. Sin embargo,
mantiene desafios como la necesidad de personal capacitado y altos costos de inversion
en equipo, materiales y reactivos (Cuevas & Zenteno, 2010).

e FEl ensayo de susceptibilidad a medicamentos mediante observacion microscopica

(MODS)

Detecta la resistencia de M. tuberculosis a Isoniacida y Rifampicina directamente en
muestras de esputo. Aprovechando el rapido crecimiento del bacilo en medio liquido, esta
técnica observa placas de cultivo con medio Middlebrook 7H9 y el antibiotico

correspondiente, inoculadas con muestras de esputo a través de un microscopio de luz
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invertida. Este método identifica microcolonias caracteristicas de la tuberculosis en
aproximadamente 7 dias. (Cuevas & Zenteno, 2010).
¢ El método de oxi-reduccion: Utiliza tres enfoques diferentes: alamar azul, resazurina y la
actividad nitroreductasa.

1. Alamar Azul: Este método colorimétrico usa el colorante alamar azul, que cambia de
azul a rosa en presencia de células viables. Es eficaz para detectar resistencia a
Isoniacida y Rifampicina, pero es menos claro para Estreptomicina y Etambutol. Es
econdémico y adecuado para paises con recursos limitados (Cuevas & Zenteno, 2010).

2. Ensayo de Microvaloracion con Resazurina (REMA): Utiliza el indicador
resazurina en medios con diferentes concentraciones de antibidticos, cambiando de azul
a rosa cuando hay bacilos vivos. Es sencillo y econémico, aunque puede generar
aerosoles y transferir bacilos entre pozos (Cuevas & Zenteno, 2010).

3. Prueba de Nitroreductasa: Mide la actividad de la enzima nitroreductasa, que reduce
el nitrito a nitrato, mostrando resistencia mediante un cambio de color de rosa a violeta.
Proporciona resultados en 10-14 dias y es de bajo costo con buenos niveles de
sensibilidad y especificidad (Cuevas & Zenteno, 2010)

e MICOBACTERIOFAGOS
La utilizacién de micobacteriéfagos para el diagndstico de tuberculosis resistente a
medicamentos (TB-DR) proporciona resultados fenotipicos de manera rapida y a un costo
accesible.
1. La amplificacion biologica de fagos
Este método aumenta la cantidad de fagos en micobacterias expuestas previamente a

antibidticos. Tras la fagoinfeccion, los fagos que entraron en las bacterias sobrevivientes
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se replican, liberando nuevas particulas de fago en el medio. Las placas de lisis en las
células infectadas indican la resistencia bacteriana (Cuevas & Zenteno, 2010).
2. Fagos reporteros de luciferasa
Se usan fagos con el gen reportero fflux, que codifica la luciferasa de luciérnaga. Este gen
solo se expresa en células viables, liberando fluorescencia en presencia de ATP. En
muestras de tuberculosis sospechosas, se aplican fagos reporteros, y las cepas resistentes
emiten fluorescencia detectable con un lumindémetro o pelicula radiografica. El
luminémetro proporciona resultados en unas 54 horas, mientras que la pelicula
radiografica es mas econdmica pero mas lenta (94 horas). También se ha usado en
muestras de esputo, con resultados en aproximadamente 12 dias, siendo 1til en paises con
alta prevalencia de TB-FR (Cuevas & Zenteno, 2010).
METODOS DIAGNOSTICOS GENOT{PICOS O MOLECULARES
Los métodos genotipicos de diagndstico han sido posibles gracias a la secuenciacion del
genoma de M. tuberculosis y la identificacion de genes asociados a la farmacorresistencia.
Estos métodos permiten identificar mutaciones con precision, generando resultados a
partir de 100 bacilos o menos en cuestion de horas (Cuevas & Zenteno, 2010)
1. Secuenciacion Genomica:

- Me¢étodo mas preciso para definir genotipicamente una cepa farmacorresistente.

- Permite la identificacion exacta de mutaciones al analizar la secuencia

nucleotidica del ADN.

- Limitaciones: Altos costos de equipo, reactivos, y personal especializado.

2. Sistemas de Deteccion por Fluorescencia mediante PCR en Tiempo Real:

- Utiliza sondas de ADN marcadas con fluorescencia para detectar mutaciones.
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- Amplifica la region de interés y analiza la fluorescencia del producto generado.
- Alta sensibilidad y especificidad, con aplicaciones en diversas muestras clinicas.
3. Polimorfismo Conformacional de Hebra Sencilla por PCR (SSCP):
- Me¢étodo de bajo costo para identificar mutaciones asociadas con resistencia a
antibioticos.
- Basado en la conformacién espacial del ADN en condiciones no
desnaturalizantes.
- Cuestionamientos sobre su sensibilidad y especificidad.
4. Ensayo de Prueba en Linea (LiPA):
- Utiliza hibridacion de ADN sobre una membrana con sondas de oligonucledtidos.
- Alta sensibilidad y especificidad para detectar tuberculosis resistente a
Rifampicina.
- Se emplea en muestras previamente diagnosticadas por cultivo en BACTEC.
5. GenoType MTBDRplus:
- Me¢étodo comercial para detectar cepas resistentes a Rifampicina e Isoniacida.
- Puede aplicarse en cultivo o directamente en esputo.
- Alta sensibilidad y especificidad para ambas drogas.
6. Microdispositivos de ADN (DNA Microarray):
- Técnica reciente que utiliza hibridacién de sondas marcadas con fluorocromos.
- Permite analizar cientos de mutaciones en genes simultdneamente.
- Ahorro de tiempo considerable, pero limitado por altos costos de equipo y
personal especializado.

. El resumen de estos métodos de diagndstico para TB-FR se observa en la Tabla 5.
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Tabla 5. Resumen de métodos de diagnostico de tuberculosis farmacorresistente
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Costos: US dolares, no se consideran costos derivados de manejo, transportacion, gastos de pago personal y equ

Modificado de Cuevas & Zenteno, (2010)

Nota
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1.2.10. GENOTYPE ® MTBDR PLUS V2.0

El ensayo “Genotype MTBDR plus v2.0”, es una prueba molecular cualitativa in vitro que
se utiliza para identificar el complejo Mycobacterium tuberculosis y determinar su
resistencia a los medicamentos Rifampicina e Isoniacida. Este ensayo se lleva a cabo
utilizando muestras de esputo con baciloscopia positiva, cultivos o aislamientos obtenidosen
medios solidos (Ogawa y Lowenstein Jensen) o medios liquidos (Bactec MGIT 960).

El fundamento de esta prueba se basa en la tecnologia de tiras de ADN, en la cual las tiras
de membrana se encuentran recubiertas con sondas especificas inmovilizadas pertenecientes
a secuencias silvestres (Wildtype) y de las mutaciones mas frecuentes de los genes katG e
InhA (Isoniacida) y RpoB (Rifampicina) que son complementarias a los acidos nucleicos
amplificados, como se observa en la Figura 11. En un proceso altamente especifico, se
produce la unién entre estas sondas y el ADN complementario presente en la muestra.

En este contexto, la deteccion de la resistencia a la Rifampicina se lleva a cabo mediante la
identificacion de las mutaciones més comunes en el gen RpoB, que codifica la subunidad
beta de la RNA polimerasa. Para realizar este andlisis, se emplea una tira de membrana que
cuenta con una zona denominada "control de locus" y 8 sondas de tipo "wildtype" (WT) que
permiten analizar el segmento entre los cddones 505 y 533. Ademas,se incluyen cuatro
sondas especificas para las mutaciones asp516val, His526Tyr, His526Asp y Ser531leu,

como se observa en la Tabla 6.
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Tabla 6. Bandas de tipo salvaje y bandas de mutacion del marcador de resistencia a
Rifampicina, rpoB.

Abreviaciones: WT, bandas wild type o salvaje; MUT, bandas de mutacion
Nota: Rando (2021)

Por otro lado, para identificar la resistencia a la Isoniacida en un nivel elevado, se examinan
las mutaciones mas frecuentes en el gen KatG, que codifica la catalasa peroxidasa bacteriana.
En la tira de membrana, se encuentra una zona de "control de locus" y una sonda de tipo
"wildtype" (WT) que analiza el codon 315, como se observa en la Tabla 7. Asimismo, se
utilizan dos sondas especificas para las mutaciones Ser315Thrl y Ser315Thr2.

Para detectar la resistencia a la Isoniacida en un nivel bajo, se analizan las mutaciones mas
comunes en la region del gen InhA, que codifica la NADH enoil ACP reductasa bacteriana.
En la tira de membrana, se incluyen una zona de "control de locus", dos sondas "wildtype"
y cuatro sondas para las mutaciones C-15T, A-16G, T-8C y T-8A, Como se muestra en la

Tabla 8.
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Tabla 7. Bandas de tipo salvaje y bandas de mutacion marcador de alto nivel de
resistencia a Isoniacida, KatG

Abreviaciones: WT, bandas wild type o salvaje; MUT, bandas de mutacion

Nota: Rando (2021)

Tabla 8. Bandas de tipo salvaje y bandas de mutacion marcador de bajo nivel de resistencia a
Isoniacida, InhA

Abreviaciones: WT, bandas wild type o salvaje; MUT, bandas de mutacion

Nota: Rando (2021)

Esta técnica permite detectar de manera precisa y rapida la presencia del complejo M.
tuberculosis en la muestra analizada, asi como identificar si existe resistencia a los
medicamentos Rifampicina e Isoniacida. La utilizacion de tecnologias basadas en ADN ha
revolucionado el diagnostico de enfermedades infecciosas, incluida la tuberculosis, al
proporcionar resultados mas rapidos y confiables, lo que permite una intervencién y
tratamiento oportunos para los pacientes afectados.

Actualmente puede usarse a partir de cultivos o sobre muestras clinicas, incluso con
baciloscopia negativa. Diversos metaanalisis establecen una sensibilidad global del 98% para
laresistencia a la Rifampicina y del 84,3% para la Isoniacida, con especificidad del 98-99,5%,
respectivamente.

Se han descrito resultados no interpretables por ausencia simultanea de bandas naturales y

mutadas en el mismo locus, debidas a mutaciones no contenidas en el kit (Alcaide et.al.,
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2017).

Figura 11. Tira de nitrocelulosa con bandas de reaccion.

Donde: CC: control de conjugado; AC: control de amplificacion; TUB: M. tuberculosis complex
WT: sondas wildtype y MUT: sondas de mutacion
Nota: Asencios (2012)

1.2.11. TRATAMIENTO DE TUBERCULOSIS
El tratamiento para la tuberculosis en Perti sigue las directrices establecidas por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Ministerio de Salud del pais. El esquema
terapéutico para la tuberculosis en Pert es la terapia estandar de corta duracion, conocida
como el tratamiento directamente observado (TDO). EI TDO se basa en la combinacion de
varios medicamentos antituberculosos y su administracion y supervision son realizadas por

profesionales de la salud, generalmente consiste en una fase inicial de cuatro medicamentos
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durante dos meses, seguida de una fase de mantenimiento con dos medicamentos durante
otros cuatro meses. Los medicamentos utilizados incluyen Isoniacida, Rifampicina,
pirazinamida y etambutol. En casos especiales, como la tuberculosis resistente a
medicamentos, se pueden utilizar otros farmacos de segunda linea y el tratamiento se
extiende durante un periodo mas prolongado.

Para el tratamiento de la TBMDR, nuevos estudios y la aparicion de nuevos farmacos y
reutilizacion de farmacos ya existentes han provocado un cambio importante en las
recomendaciones de la OMS, como se observa en la Tabla 9; publicandose las nuevas guias
de 2019 en la que los grupos de fairmacos han cambiado completamente en la cual se utiliza
un esquema sin inyectables, priorizando farmacos del grupo A. (Aznar, 2019)

Tabla 9. Grupo de farmacos para el tratamiento de TBMDR.

Nota: Organizacion Panamericana de la Salud. (2023).
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El Ministerio de Salud de Peru y otras instituciones de salud publica han establecido
programas y guias especificas para el tratamiento de la tuberculosis farmacorresistente.
Estos programas se centran en el uso de medicamentos de segunda linea mas potentes y
efectivos, asi como en la importancia de la supervision estrecha y el monitoreo de la
adherencia al tratamiento. Actualmente el tratamiento es individualizado y se adapta a
cada paciente segun sus resultados de pruebas de sensibilidad a medicamentos. Se utilizan
combinaciones de medicamentos de segunda linea, como fluoroquinolonas,
aminoglucoésidos, cicloserina, linezolid, entre otros. Los esquemas terapéuticos pueden
ser prolongados y requerir el uso de multiples medicamentos durante18 meses o mas. La
administracion de estos medicamentos de segunda linea puede tener efectos secundarios
graves y requiere una supervision estrecha por parte de profesionales de la salud. Ademas,
es fundamental proporcionar apoyo psicosocial a los pacientes durante el tratamiento

debido a su duracion y los efectos adversos asociados.
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CAPITULO 1L
MATERIALES Y METODOS
2.1. AREA DE ESTUDIO:

El presente estudio se desarroll6 en el laboratorio de tuberculosis (Nivel de bioseguridad 2) y
en el Laboratorio de Biologia molecular del Laboratorio de referencia regional de salud
publica del Cusco de la GERESA, con muestras enviadas por 5 Laboratorios intermedios,
Hospitales intermedios, seguro Social (ESSALUD) y Establecimientos penitenciarios (INPE)
de la region del Cusco (Figura 12 y 13).
Los laboratorios intermedios comprenden 120 laboratorios locales:

e Red La Convencion (32 Laboratorios y Hospital Quillabamba)

¢ Red Kimbiri (8 Laboratorios)

e Red Canas Canchis Espinar (11 Laboratorios, Hospital Sicuani y Espinar)

e Red Cusco Norte (34 Laboratorios)

e Red Cusco Sur (31 laboratorios y Hospital de Santo Tomas)
Hospitales Intermedios I1I-1:

e Hospital regional del Cusco

e Hospital Antonio Lorena
Establecimientos Penitenciarios:

e [Establecimiento Penitenciario “Qquenccoro” de Cusco

e Establecimiento Penitenciario de Quillabamba

e FEstablecimiento Penitenciario de Sicuani



Figura 12. Organigrama de la red de Laboratorios del Cusco

Hospital Reglonal del Cusco

Hospital Antonio Lorena

LABORATORIO DE REFERENCIA

2 HOSPITALES nivel llI4

REGIONAL
T L 1
5 REDES DE SALUD
—— RED LA CONVENCION _— RED CUSCO NORTE
Hospital Quillabamba ~ — 34 1aboratorios
33 laboratorios
RED CUSCO SUR
CANAS CANCHIS ESPINAR Hospital Sto. Tomas 32
Hospital Sicuani — Laboratorios
Hospital Espinar
13 laboratorios
RED KIMBIRI "
8 Laboratorios

Nota: LRRC (2013)

Figura 13. Organizacion de red de laboratorios en la region del Cusco

Nota: LRRC (2013)
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2.2. MATERIALES
2.2.1. MATERIAL BIOLOGICO
Se obtuvieron 168 muestras de esputo con baciloscopia positiva, cepas de Mycobacterium
tuberculosis de 87 cultivos en medio liquido (BACTEC MGIT 960) y cepas de 68 cultivos de
medios solido (Ogawa y Loweinsten Jensen) de 323 pacientes con tuberculosis, durante el
Periodo setiembre del 2022 a abril del 2023.
2.2.2. MATERIALES DE LABORATORIO
2.2.2.1. EQUIPOS
= Agitador de tubos-vortex. (THERMO SCIENNTIFIC)
= Balanza analitica (METTLER TOLEDO)
= Bafio Maria 45°C (MEME Rr)
= (Cabina de PCR (LABCONCO)
= (Cabina de bioseguridad clase II tipo A(LABCONCO)
= Centrifuga refrigerada con contenedor de aerosoles (THERMO BIO)
= Congeladora -20°C (SIN MARCA)
= Homogenizador (THERMO CIENTIFICA)
= Refrigeradora 4-8°C (MABE)
=  Termobloque 95° (LABNET)
= Termociclador (CTQ-CYCLER 96 HAIN LIFESCIENCIE)
=  TwinCubator (HAIN LIFESCIENCIE)
2.2.2.2. REACTIVOS
= (Citrato trisédico (Na3C6H507.2H20)

= Conjugado concentrado



= Fosfato disédico anhidro HNa2PO4
=  Fosfato monopotasico KH2PO4
=  Genolyse vs 1.0.
= Hidroxido de sodio (NaOH)
= N-acetil L-cisteina
= Solucidén de aclarado
= Solucidn de desnaturalizacion
= Solucién de dilucion de conjugado
= Solucién de dilucion de sustrato
=  Solucidén de hibridacion
= Solucién de lavado astringente
= Sustrato concentrado
2.2.2.3. FUNGIBLES Y CONSUMIBLES:
= Bandeja de hibridacion para equipo TwinCubator
= Espatulas de acero inoxidable
= Pipetas de transferencia de 3ml
= Tips de 0.5-10ul con filtro
= Tips de 1000ul con filtro
= Tips de 20ul con filtro
= Tips de 200ul con filtro
= Tubos de centrifuga de 50ml de polipropileno (base conica)
= Tubos de microcentrifuga de 1.5ml

= Tubos de microcentrifuga tapa rosca de 2ml

45
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= Tubos de polipropileno de 0.2ml para PCR
2.2.2.4. OTROS
= Cronometro (SIN MARCA)
=  Micropipeta de rango variable 0,5 - 10ul (SANTORIUS)
= Micropipeta de rango variable 10 - 100ul (SANTORIUS)
=  Micropipeta de rango variable 100- 1000ul (SANTORIUS)
=  Micropipeta de rango variable 20 - 200ul (SANTORIUS)
= Agua de grado molecular
= Alcohol a 70°C
= QGradillas para tubos de 0.2ml
= QGradillas para tubos de 1.5ml
= Lapicero de tinta liquida, libre de ADNasas.
= Pinzas
= Lejiaal 1%
= Equipo de proteccion personal (EPP)
= Guantes de latex y quirurgicos
= Qasas estériles
= Paquete estadistico JAMOVI v2.3.

» R studio, version 2023.03 "Cherry Blossom".
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2.3. METODOLOGIA

2.3.1.

2.3.2.

TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION:

El presente trabajo de investigacion es explicativo, con enfoque cuantitativo de disefio no

experimental, transversal y observacional.

FLUJOGRAMA DE LA METODOLOGIA DE INVESTIGACION

Muestras biologicas (esputo Ny
. - o Proceso de digestion y
con baciloscopia positiva o L2
. : descontaminacion de la
cultivos) de Pacientes con muestra
tuberculosis
Preparacion de mezcla Proceso de extraccion de
maestra(master mix) de PCR ADN de esputo o cultivo
Amplificacion por PCR Proceso de Hibridacion

Lectura e interpretacion de

Registro y analisis de resultados del ensayo de sonda
Datos obtenidos lineal "Genotype MTBDRPlus
V2.0".

Resultados




48

2.3.3. OBTENCION DE LA MUESTRA
Las muestras bioldgicas de pacientes con tuberculosis, que presentan los principales
factores de riesgo para tuberculosis resistente segun la resolucion ministerial N° 752-2018
del MINSA detallados en la tabla 10, fueron transportadas desde los diferentes centros de
salud, penitenciarios y hospitales de la region Cusco en contenedores refrigerados (Cooler)
con destino al area de tuberculosis del Laboratorio de referencia regional de la GERESA —
Cusco (ANEXO 4), se realiz6 el diagnodstico utilizando el ensayo de sonda en linea
“GenoType® MTBDRPIlus V2.0, segun el protocolo del Instituto Nacional de Salud
(INS, 2019), para determinar si los pacientes presentaban tuberculosis farmacorresistente.

Tabla 10. Principales factores de riesgo para TB resistente.

1. Fracaso a esquema con medicamentos de primera iinea.

2. Contacto de caso confirmado de TB resistente.

3. Recaida dentro de los siguientes 6 meses de haber sido dado de alta de
un esquema con medicamentos de primera linea.

4. Recaida iuego de haber sido dado de alta con medicamentos de segunda
linea

§ Personas privadas de su libertad (PPL) y residentes de aibergues,
comunidades lerapeuticas, entre ofros

6. Antecedente de tratamientos multiples (mas de dos episodios previos de
TB)

7. Antecedente de irregularidad ai tratamiento, abandono o terapia no

supervisada.

8  Contacto con persona que faliecid por TB.

| 9. Comorbilidades o condicion previa: ViH, diabetes meilitus, insuficiencia

| renal cronica, tratamiento inmunosupresor y otros,

| 10. Trabajadores y estudiantes de la salud.

Nota: Ministerio de Salud (2019)
Por tanto, en el presente estudio el material bioldgico utilizado, fue de 168 muestras de
esputo con baciloscopia positiva, cepas de M. tuberculosis de 87 cultivos en medio
liquido (BACTEC MGIT 960) y cepas de 68 cultivos de medios solido (Ogawa y
Loweinsten Jensen) de 323 pacientes con tuberculosis, contando con 171 casos en el aio
2022 y 152 casos en el afo 2023. Se utilizo el ensayo de sonda en linea “GenoType®

MTBDRPlus v2.0”, obteniéndose las extracciones del material genético de M.
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tuberculosis en una cabina de bioseguridad clase II tipo A en el area de Tuberculosis,

utilizando el kit de extraccion GenoLyse® y posteriormente, la amplificacion en el area

de Biologia molecular, finalmente la hibridacion se realizo segun el protocolo brindado

por el Instituto Nacional de Salud. (INS, 2019).

2.3.4. DIGESTION Y DESCONTAMINACION DE LA MUESTRA

La digestion y descontaminacion de las muestras se realizo por el método N-acetil L-

cisteina-hidréxido de Sodio (NALC.NaOH). Siguiendo el Protocolo del Laboratorio de

Referencia Nacional de Micobacterias del Instituto Nacional de salud, 2019. Como se

detalla a continuacion:

» Con una pipeta de transferencia tomar un volumen de 3mL (hasta un maximo de 5SmL)
de esputo y dispensar en un tubo de centrifuga de S0mL.

» Con una pipeta serologica de 10mL, agregar igual volumen de solucion de
descontaminacion (ANEXO 1), ajustar las tapas y mezclar cada tubo en un vortex por
10 segundos.
Nota: Es necesario asegurarse que la muestra este completamente licuada, si en caso
la muestra siga mucoide o viscosa, agregar solucion descontaminante Iml (hasta
maximo 2ml) o una pequefia cantidad de NALC en polvo(0.30gr hasta maximo de
0.35gr) directamente al tubo y mezclar por inversion.

» Dejar actuar a la solucion descontaminante por 15 minutos a temperatura y/o bafio
maria (25°) en agitacion.

» Transcurrido el tiempo agregar a cada muestra tampon fosfato PH 6,8 (ANEXO 2)
hasta completar los 50mL y mezclar por inversion.

» Centrifugar por 15 minutos a 3000g o su equivalente en rpm, y a una temperatura de
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10 C°.

Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento agregando 1.5mL de tampon
fosfato y agitar en un vortex por 5 segundos.

Realizar la siembre en dos tubos de medio de cultivo Lowenstein-Jensen a razon de
0.2ml por tubo.

Rotular con la fecha y los datos correspondientes a cada tubo.

Conservar la muestra a 4-8°C para luego ser utilizado en el proceso de extraccion.

2.3.5. EXTRACCION DE ADN

Se realiz6 siguiendo el manual de uso del Kit de extraccion GenoLyse V1.0 (ANEXO 6).

a partir de muestras de esputo descontaminadas, cultivos liquidos y s6lidos.

>

Tomar 500ul de la muestra descontaminada de esputo y transvasar en un tubo de
microcentrifuga tapa rosca de 2mL. (en caso de cultivo liquido transvasar 1000uL)
Concentrar la muestra por centrifugacion dentro de una cabina de bioseguridad durante
15 minutos utilizando una microcentrifuga con contenedor de aerosoles a 10 000 g.
Decantar el sobrenadante y adicionar 100uL de A-LY'S, tapar y agitar en un vortex por
5 segundos.

Nota: Tener en cuenta que se debe incluir una muestra de control negativo para la
deteccion de una posible contaminacion de extraccion de ADN.

Para el control negativo, se procede de la siguiente manera:

Dispensar 100uL de tampdn de lisis (A-LYS) en un tubo de microcentrifuga de 1,5mL
con tapa de rosca

Centrifugar por 5 segundos.

» Inactivar las bacterias en un bafio maria o termobloque a 95°C por 5 minutos y
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centrifugar por 5 segundos.

Agregar 100ul de tampodn de desnaturalizacion (A-NB) tapar y agitar en un vortex por
5 segundos.

Centrifugar durante 5 minutos a 12000g.

Recuperar el sobrenadante en un tubo de microcentrifuga de 1,5mL.

Conservar la solucion de ADN a -20°C hasta su uso.

Extraccion de ADN a partir de cultivo sélido:

El procedimiento se realizd segin el Protocolo del Laboratorio de Referencia Nacional de

Micobacterias del INS, 2019. Es el siguiente:

>

>

>

Coger con ayuda de una espatula de siembra una masa bacteriana de colonias y
resuspender en 100ul de tampon de lisis(A-LYS)

Agitar en agitador de tubos tipo vortex y centrifugar por 5 segundos.

Inactivar las bacterias en bafio maria o termobloque a 95°C por 5 min y centrifugar por
5 segundos.

Agregar 100ul de tampdn de neutralizacion (A-NB), tapar y agitar en un vortex por 5
segundos.

Centrifugar durante 5 minutos a 14000rpm.

Recuperar el sobrenadante en un tubo de microcentrifuga de 1.5mL.

Conservar el ADN a -20°C hasta su uso.

2.3.6. CARGADO DE ADN

El procedimiento se realizd segun el Protocolo del Laboratorio de Referencia Nacional de

Micobacterias del INS, 2019, en el area limpia y de sembrado de Biologia molecular de la

GERESA, dentro de una cabina de PCR, completamente estéril (ANEXO 7). En el cual se
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anade 5ul de muestras extraidas a los tubos con 45ul de master mix (ANEXO 3), para
obtener un volumen de 50ul. Es importante colocar los controles (positivo y negativo).
» Tubo control negativo: Anadir SulL de agua grado molecular en uno de los tubos que
contiene el mix de PCR, en cada ensayo realizado.
» Tubo control positivo: Anadir ADN de controles positivos con perfil de resistencia a
Isoniacida y Rifampicina, por lote.
2.3.7. AMPLIFICACION
Se llevo a cabo en el 4rea de PCR de Biologia molecular (ANEXO 7), donde se colocaron
los tubos de PCR cargados con ADN en el termociclador, siguiendo el protocolo de
amplificacion, brindado por el Laboratorio de Referencia Nacional de Micobacterias del
INS, 2019.

Tabla 11. Protocolo de amplificacion

Etapas Temperatura/tiempo Muestras de  Muestras de
esputo cultivo

Desnaturalizacion 95°C/15 min 1 ciclo 1 ciclo
Ciclos de 95°C/30seg 20 ciclos 10 ciclos
amplificacion (1) 65°C/2min }
Ciclos de 95°C/25seg 30 ciclos 20 ciclos
amplificacion (2) 50°C/40seg

70°C/40seg
Extension final 70°C/8min 1 ciclo 1 ciclo

Nota: INS (2019)

Los productos de amplificacion pueden almacenarse a 4 °C (si se utiliza dentro de las 24

horas) y -20°C (si se usa después de las 24 horas)
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2.3.8. HIBRIDACION
Se realiz6 en el laboratorio de micobacterias de nivel 2, siguiendo el protocolo brindado por
el Instituto Nacional de Salud. (ANEXO 8).
Previo al procedimiento se incubo la soluciéon HYB (Hibridador) y STR (Astringente) para
su uso.

» Usando una pinza se retiraron las tiras de nitrocelulosa las cuales estan contenidas
dentro de tubos y se rotularon.

» Se dispenso 20 ul de la solucion de desnaturalizacion (DEN) en la esquina inferior de
cada uno de los pocillos de la bandeja de hibridacion.

» A lasolucion DEN se anadio 20ul de muestra amplificada (amplicones), se pipetea de
arriba a abajo y luego se incubo a temperatura ambiente durante 5 min

» En la esquina superior de cada pocillo se anadi6 Iml de tampdén de hibridacion
precalentado (HYB, verde), se agito suavemente la bandeja hasta que la solucion
obtuvo un color homogéneo.

» Con una pinza se coloc6 una tira en cada pocillo, es necesario que las tiras queden
completamente cubiertas por la solucion de hibridacion y el lado con las sondas hacia
arriba.

» Se coloco la bandeja de hibridacion sobre la plataforma de agitacion del equipo de
hibridacion durante 30 minutos a 45°C.

» Posteriormente, se aspira el tampon de hibridacion completamente con una punta de
micropipeta.

> Se anadi6é 1ml de solucion de lavado astringente (STR, roja) a cada tira y luego se

incubo durante 15 min a 45°C.
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» Se procedi6 a aspirar también en su totalidad la solucion STR.

» Se hizo el lavado una vez cada tira con 1ml de solucion de aclarado (RIN) sobre la
plataforma de agitaciéon de Twincubator durante Iminuto, luego de la incubacion el
lavado se elimind.

» Se afiadié 1ml de conjugado diluido a cada tira y se incubo durante 30 minutos sobre la

plataforma de agitacion del equipo.

» Se elimino la solucidn y luego se realizaron dos lavados con 1ml de solucion de aclarado

RIN durante 1 minuto cada lavado sobre la plataforma de agitacion del equipo y se

desech¢ la solucion por cada lavado

» Luego se realizo un lavado a cada tira con 1ml de agua destilada sobre la plataformade

agitacion del equipo y nuevamente se desecho la solucion por cada lavado

» Se afadio 1ml de sustrato diluido a cada tira y se incubara en Twincubator por 5 al0

minutos, sin agitacion y protegiéndolo de la luz hasta que las bandas seobservaran

claramente visibles.

» Se lavaron las tiras dos veces con 1ml de agua destilada y se deseché totalmente el

liquido.

» Posteriormente se retiraron las tiras usando pinzas y se colocaron en papel toalla para su

secado respectivo.

» Finalmente se pegaron las tiras en la ficha de registro de tiras reveladas y se realizo la

lectura.
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2.4. ANALISIS DE DATOS

2.4.1.

2.4.2.

REGISTRO DE DATOS OBTENIDOS

Al determinar el estado de resistencia se anotaron los datos obtenidos en una hoja de
registro de Microsoft Excel 2016.

REPORTE E INTERPRETACION DE DATOS OBTENIDOS

Los datos obtenidos fueron registrados en el programa Microsoft Excel 2016, y
posteriormente fueron analizados estadisticamente mediante el programa JAMOVI v2.3
(Jamovi, 2023) y R Studio, version 2023.03 "Cherry Blossom”, para la limpieza de
datos (R Core Team, 2023). Ambos programas cuentan con paquetes y librerias

especializadas para el manejo de datos a nivelprofesional y académico.



56

CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. DETECCION DE MUTACIONES GENETICAS DE Mycobacterium tuberculosis

RESISTENTES A ISONIACIDA Y RIFAMPICINA.

Los resultados se presentan en el ANEXO 10 (la tabla 33 con un total de 171 casos en el afio
2022 y en la tabla 34; con 152 casos en el afio 2023), evaluandose un total de 323 pacientes
con tuberculosis.

Asimismo; En la Figura 14 se muestra una ficha representativa de registro de tiras reveladas
correspondiente a 17 pacientes, para su analisis respectivo; donde: los pacientes N° 01, 02, 03,
04, 05, 06, 07, 08, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 y 17 no presentan ninguna mutacion detectada.
Por el contrario, al examinar la muestra de esputo del paciente N° 09, se identifico la ausencia
de la sonda wildtype en el gen KatG y la presencia de la mutacion KatG MUT1 (Mutacion 1
para el gen KatG, especificamente la mutaciéon Ser315Thr). Este hallazgo indica una

resistencia a Isoniacida por parte de este paciente.

Segun Vigo et al. (2020), en el articulo de revision denominado "Mutaciones que confieren
resistencia a farmacos antituberculosos de primera linea en Pera: una revision sistematica de
la literatura", menciond que gran parte de los estudios realizados en el pais para observar la
resistencia a Isoniacida y Rifampicina en cepas de M. tuberculosis, se realizaron utilizando la
prueba molecular “Genotype MTBDRplus V2.0”. Esta técnica, permite detectar de manera
precisa y rapida la presencia de mutaciones en genes de resistencia a medicamentos de primera

linea de M. Tuberculosis (Alcaide et al. 2017).



Figura 14. Ficha de registro de tiras reveladas para la deteccion de mutaciones genéticas de

Mycobacterium tuberculosis resistentes a Isoniacida y Rifampicina.
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Donde:

CC: Control de conjugado

AC: Control de amplificacion

TUB: Complejo Mycobacterium tuberculosis

RpoB: Gen RpoB

KatG: Gen KatG

InhA: Gen InhA.

RpoB WT1: Sonda tipo wildtype 1, analiza codén 505-509

RpoB WT2: Sonda tipo wildtype 2, analiza codon 510- 513

RpoB WT2/ WT3: Sonda tipo wildtype 2 y 3, analiza codon 510-517
RpoB WT3/ WT4: Sonda tipo wildtype 3 y 4, analiza codon 513-519
RpoB WT4/ WTS5: Sonda tipo wildtype 4 y 5, analiza codon 516— 522
RpoB WT5/ WT6: Sonda tipo wildtype 5 y 6, analiza codon 518 -525
RpoB WT7: Sonda tipo wildtype 7, analiza codon 526- 529

RpoB WTS: Sonda tipo wildtype 8, analiza codon 530- 533
RpoBMUT1: Presencia de mutacion Asp516Val

RpoBMUT2A: Presencia de mutacion His526Tyr

RpoBMUT2B: Presencia de mutacion His526Asp

RpoBMUTS3: Presencia de mutacion Ser531Leu

KatGWT: Sonda tipo wildtype para el gen KatG, analiza el codon 315
KatGMUT1: Presencia de mutacion Ser315Thrl

KatGMUT?2: Presencia de mutacion Ser315Thr2

InhAWT1: Sonda tipo wildtype para el gen InhA, analiza el codon 15y 16
InhAWT2: Sonda tipo wildtype para el gen InhA, analiza el codon 8
InhAMUT]1: Presencia de mutacion Cys15Thr

InhAMUT?2: Presencia de mutacion Alal6Gly

InhAMUT3A: Presencia de mutaciéon Thr8Gly

InhAMUT3B: Presencia de mutacion Thr8Ala

58



59

3.2 IDENTIFICACION DE MUTACIONES GENETICAS EN Mycobacterium tuberculosis
RESISTENTES A ISONIACIDA Y RIFAMPICINA

En la Tabla 12 y Figura 15 se describen los principales perfiles obtenidos para resistencia
de Rifampicina y Isoniacida, se ha podido determinar que en efecto se cuenta con 7 casos
(2.17%) resistentes solamente a Isoniacida, mientras que ninguno son resistentes solamente
a Rifampicina, ademas que 6 (1.86%) presentan TB-MDR, es decir son resistentes tanto a
Rifampicina como a Isoniacida. Finalmente, se ha determinado que 310 (95.97%) son
sensibles tanto a Rifampicina como Isoniacida.

Tabla 12. Perfiles de resistencia obtenidos con la prueba “GenoType ® MRBDRplus V2.0”

Perfiles de resistencia N %
Resistente a Rifampicina y Resistente a Isoniacida 6 1.86
Resistente a Rifampicina y Sensible a Isoniacida 0 0.00
Sensible a Rifampicina y Resistente a Isoniacida 7 2.17
Sensible a Rifampicina y Sensible a Isoniacida 310 95.97
Total de pruebas 323 100%

Donde: N: Numero de pacientes con TB; %: Porcentaje de pacientes con TB

Figura 15. Grdfica de Perfiles de resistencia obtenidos con la prueba “GenoType ® MRBDRplus
V2.0”
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Nota: Elaboracion propia, 2023



60

3.2.1. MUTACIONES DETECTADAS EN LOS CASOS RESISTENTES A ISONIACIDA
De acuerdo a la Tabla 13 y Figura 16 se encontraron 13 casos de resistencia a Isoniacida en
total,con 4 (30.8%) que corresponden al 2022 y 9 (69.2%) que corresponden al 2023. En
cuanto a las mutaciones se pudo determinar que el 61.54% de las mutaciones ocurrio en el gen
inhA,donde el tinico patrén discernible es la ausencia de WT1 y la presencia de MUT1, que
corresponde a la mutacion C-15T.

Tabla 13. Patrones de bandas de resistencia a Isoniacida

n % Mutacion

Patron en el gen katG

Ausencia de WT y presencia de MUT1 5 3846 Ser315Thrl
Ausencia de WT y presenciade MUT2 0 0 Ser315Thr2
Ausencia total de katG 0 0 Desconocida
Patron en el gen InhA

Ausencia de WT1 y presencia de MUT1 8 61.54 CI15T

Total 13 100

Donde: n: nimero de pacientes con TB-FR; %: Porcentaje de pacientes con TB-FR.
Nota: Elaboracion propia, 2023

Figura 16. Grafica de patrones de bandas de resistencia a Isoniacida
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Los resultados en el presente estudio demuestran que la mutacion C15T en el gen InhA, asociada
con la resistencia a la Isoniacida, fue identificada como la mas prevalente en la region del Cusco.
Este hallazgo difiere con los resultados de otros estudios, como los realizados por Llerena et al.
(2017), quienes en su trabajo de investigacion titulado “Descripcion de las mutaciones de
Mycobacterium tuberculosis que confieren resistencia a Rifampicina e Isoniacida detectadas
mediante “GenoType® MTBDRplus V.2” en Colombia” Obtuvieron 689 resultados de pruebas
siendo: 581(84,3%) sensibles, 58 (8,4 %) resistentes y 50 (7,2 %) multirresistentes, reportando que
la mutacion Ser315Thrl (91,9 %) en el gen KatG de resistencia a Isoniacida fue la més frecuente
y en el gen rpoB de resistencia a Rifampicina, la mas frecuente fue la mutacién Ser531Leu (36,6
%), seguida por la Asp516Val (21,6 %). También, Franco et al. (2017) en: “Deteccion de genes
asociados a resistencia para Isoniacida y Rifampicina en cepas de Mycobacterium tuberculosis en
Ecuador”, reportaron mutaciones encontradas en los genes rpof (91,6 %) de resistencia
Rifampicina y KatG (90,3 %) de resistencia a Isoniacida, concluyendo ademds que en Ecuador las
mutaciones asociadas a la drogorresistencia son similares a las reportadas en otros paises.

En el Pert; Tanta (2019) realizé un estudio de la prevalencia de mutacion genética en pacientes
con TB resistente a Isoniacida en Lima Norte durante el 2016-2018, siendo el total de pacientes
324, solo 148 presentaron resistencia a Isoniacida (46%), presentando la mayoria de pacientes
MDR en un 74.3% y de resistencia solo a Isoniacida 25,7%. De los cuales la mutacion mas
frecuente hallada fue en el gen KatG (61.5%).

Asi también, Pecho et al. (2020), realizaron la revision de los resultados de las pruebas de
sensibilidad (MODS, “Genotype MTBDRplus” y pruebas convencionales) de pacientes con
tuberculosis del hospital Nacional Rebagliati, Donde identificaron 226 pruebas “Genotype

MTBDR plus” que expresaron TBMDR, y se reporté que 180 eran resistentes a Isoniacida, ademas
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de este grupo el 64,4% era por mutacion en el gen KatG, seguido en un 34.4% en el gen InhA y
solo el 1,1% en ambos genes simultdneamente. Asi mismo, Vargas ef al. (2021) us6 la prueba
“GenoType MTBDRplus”y la prueba de sensibilidad convencional por el método de agar en placa,
encontrandose que el 54% de las mutaciones mas frecuentes fueron del gen KatG y el 46% del gen
InhA. Y Santos et al. (2022), cuyo objetivo fue determinar la estructura genética de las cepas
drogorresistentes de Mycobacterium tuberculosis que circularon en todo el Perti durante los afios
2011-2015 a través de haplotipos obtenidos de un ensayo con sondas en linea, reportaron que para
la resistencia a Isoniacida, la frecuencia de mutaciones se distribuye de la siguiente manera, KatG
S315T (59,5%) e InhA C-15T (25,7%).

Se sugiere que esta discrepancia puede deberse a diferencias geograficas, ya que el presente estudio

se centra en una region especifica en lugar de abarcar todo el pais.

3.2.2.MUTACIONES DETECTADAS EN LOS CASOS RESISTENTES A RIFAMPICINA
Se han encontrado 6 casos de resistencia a Rifampicina en total, donde 1 (16.67%)
corresponde al 2022 y 5 (83.33%) corresponden al 2023. En lo que respecta a la mutacion se
pudo determinar que el 66.66% (4) de las mutaciones corresponden la Ausencia de WT8 y
presencia de MUT3 (mutacion Ser531Leu), siendo esta la principal. De manera secundaria,
se tiene 01 caso (16.67%) de mutacion Ausencia de WT3 y WT4 y presencia de MUT1
(mutacion Asp516Val) y finalmente se tiene 01 caso(16.67%) de mutacion desconocida.

Como se observa en la Tabla 14 y Figura 17.



Tabla 14. Patrones de bandas de resistencias a Rifampicina
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Patrén n % Mutacion
Ausencia de WT8 y presencia de MUT3 4 66.66 Ser531Leu
Ausencia de WT3 y WT4 y presencia de MUT1 1 16.67 Asp516Val
Ausencia de WT7 y presencia de MUT2B 0 0.00 His525Tyr
Ausencia de WT7 y presencia de MUT2A 0 0.00 His526Asp
Ausencia de WT2 Y WT3 sin mutacion 0 0.00 Desconocida
Ausencia de WT3 y WT7 sin mutacion 0 0.00 Desconocida
Presencia de los WT1-WT7 y MUT3 1 16.67 Desconocida
Total 6 100

Donde: n: nimero de pacientes con TB-FR; %: Porcentaje de pacientes con TB-FR.

Nota: Elaboracion propia, 2023

Figura 17. Grdfico de patrones de bandas de resistencias a Rifampicina
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Ausencia de WT3 y WT4 y presencia de MUT1 16.67%
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Nota: Elaboracion propia, 2023
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Los resultados obtenidos en el estudio realizado muestran que, en la region del Cusco, la mutacion

Ser531Leu en el gen RpoB, asociada con la resistencia a la Rifampicina, fue identificada como la

mas frecuente. Este resultado concuerda con hallazgos similares reportados en otros estudios de

investigacion citados en los antecedentes de este trabajo, como los reportados por Llerena et al.
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(2017) donde informaron que en el gen RpoB, la mutacion Ser531Leu (36,6 %), seguida por la
Asp516Val (21,6 %) fueron las mas frecuentes. Y Santos ef al. (2022) en: “Estructura genética de
cepas drogorresistentes de Mycobacterium tuberculosis en Peru basada en haplotipos obtenidos de
un ensayo con sondas en linea” reportaron que las mutaciones de mayores frecuencias fueron:

RpoB S531L (55,4%) y RpoB D516V (18,5%) para la resistencia a Rifampicina.

3.3. RELACION ENTRE EL GEN MUTADO RESISTENTE A ISONIACIDA Y LOS
ANTECEDENTES DE TRATAMIENTO EN PACIENTES CON TB DE LA REGION
DEL CUSCO.

La relacion entre los antecedentes de tratamiento de los 13 pacientes con mutacion en InhA
C-15T de resistencia a Isoniacida. De acuerdo a la tabla cruzada se ha podido determinar que
entre los pacientes que no contaban historial previo de tratamiento, 04 (30.8% del total) no
presentaban la mutacién C15-T, mientras que el 6 (46.1%) presentaban la mutacion. Entre los
pacientes que tuvieron un historial de tratamiento, se ha determinado que 1 (7.7%) no
presentaron la mutacion C15-T, mientras que 2 (15.4%) presentaron la mutacion. Como se
muestra en la Tabla 15 y Figura 18.

El Odds Ratio para la presencia de la mutacion, de acuerdo a los antecedentes de tratamiento
del paciente. Se ha obtenido un valor de OR =1.33 que indica que una asociacion positiva
entre el tratamiento y la presencia de mutacion, de tal forma que el historial de tratamiento
indica 1.33 veces probabilidad de presentar la mutaciéon, no obstante, de acuerdo con los
intervalos de confianza, existe una gran variabilidad para el OR,de esta forma estos resultados

no son conclusivos. Como se observa en la Tabla 16.
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Tabla 15. Relacion estadistica entre el gen mutado resistente a Isoniacida y los antecedentes del
paciente

InhA MUT1 C-15T
Antecedente Presenta mutacion No presenta mutacion Total

n P n P n P
Antes tratado 2 15.4% 1 7.7% 3 231%
Nunca tratado 6  46.1% 4 30.8% 10 76.9 %
Total 8 61.5% 5 38.5% 13 100%

Donde: n: nimero de pacientes con TB-FR; P: Porcentaje de pacientes con TB-FR

Nota: Elaboracion propia, 2023

Figura 18. Grdfico de la relacion estadistica entre el gen mutado resistente a Isoniacida y los
antecedentes del paciente
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Nota: Elaboracion propia, 2023

Tabla 16. Calculo de los Odds Ratio de acuerdo a la presencia de genes a Isoniacida y los
antecedentes del paciente

Intervalo de confianza al 95%
Valor Inferior Superior
Odds ratio 1.33 0.0884 20.1

Donde: gl: grados de libertad; N: Numero total de pacientes con TB-FR y ¥?: estadistico de Chi
cuadrado

Nota: Elaboracion propia, 2023
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Los resultados indican que existe una asociacion positiva entre el antecedente de tratamiento y la
presencia de mutacion, esta afirmacion coincide con los reportados por Araya (2014), que en su
trabajo de investigacion titulado “Descripcion de la tuberculosis multidrogorresistente en Chile,
periodo 2008-2011", destaca que el abandono del tratamiento contribuye a la farmacorresistencia
en pacientes previamente tratados. Asi también; en Colombia, Leyes et al. (2020) estudiaron
variables sociodemograficas, clinicas y de vigilancia en salud publica, el estado de la
susceptibilidad de los aislamientos de M. tuberculosis a los farmacos antituberculosos para lo cual
evaluaron 2 701 pacientes con tuberculosis en el Departamento del Atlantico, durante los afos
2011 a 2016, tanto por el método de proporciones de Canetti, Rist y Grosset, como por metodologia
“Genotype MTBDR plus v2.0”. Reportando que, en los casos nuevos, la resistencia se encontr6 en
un 7,30%, con un 5,25% mostrando resistencia a Isoniacida y un 0,68% a Rifampicina. En los
casos previamente tratados, la resistencia alcanzo el 18,27%, con un 10,81% de resistencia a
Isoniacida y un 1,77% a Rifampicina. La prevalencia de tuberculosis multidrogorresistente (MDR)
fue del 1,1% en casos nuevos y del 5,7% en casos previamente tratados. Concluyendo que los
principales factores de riesgo asociados a la resistencia incluyen tratamiento previo, fracaso al

tratamiento, contacto con pacientes con TB resistente y comorbilidad con VIH.

En la region del Cusco, Castafieda (2021) concluyo que los factores de riesgo asociados a la
tuberculosis drogorresistente y que tienen una relacion estadisticamente significativa, son el
Abandono del tratamiento, la irregularidad del tratamiento, la falta de seguimiento, el diagndstico
tardio, alcoholismo y desnutricion, siendo los factores de riesgo de mayor relevancia el diagnostico

tardio y la irregularidad en el tratamiento.



3.4. MUTACIONES MAS FRECUENTES DE RESISTENCIA, SEGUN FACTORES
DEMOGRAFICOS
3.4.1. PARA LAS MUTACIONES RESISTENTES A ISONIACIDA

A. Por edad
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Se presenta una tabla que muestra la relacion entre la edad del paciente y la presencia o
ausencia del gen C-15T. En el grupo de menores de edad, solo 1 paciente (7.7%) presenta
la mutacion. En los adultos, la prevalencia es mas alta, con 6 casos (46.1%) que tienen la
mutacion. En los adultos mayores, 3 pacientes (23.1%) no tienen la mutacion, mientras que
2 (15.4%) si la presentan. Ast, los adultos son el grupo etario con la mayor prevalencia de
la mutacion. Tabla 17 y Figura 19.

La prueba de Chi Cuadrado realizada entre el grupo etario de los pacientes y la presencia
de la mutacion InhA MUT1 C-15T mostr6 un p-valor de 0.116, que es mayor que el valor
de significancia de 0.05. Esto indica que no hay una relacidn estadisticamente significativa
entre la edad y la presencia de la mutacion. Sin embargo, la medida de asociacion V de
Cramér fue de 0.576, lo que sugiere una relacion fuerte entre ambos factores, aunque esta

conclusion es valida solo para la muestra estudiada. Como se muestra en la Tabla 18 .

Tabla 17. Relacion entre la edad del paciente y la presencia del gen mutado resistente a
Isoniacida

InhA MUT1 C-15T

Grupo etario No presenta mutacion Presenta mutacion Total

n P n p n p
Menor (< 18 afios) 0 0.0% 1 7.7% 1 7.7%
Adulto (19 — 60 afios) 1 7.7% 6 46.1% 7 53.8%
Adulto mayor (>60 aiios) 3  23.1% 2 154% 5  38.5%
Total 4 30.8% 9 69.2% 13 100%

Donde: n: nimero de pacientes con TB-FR; p: Porcentaje de pacientes con TB-FR.

Nota: Elaboracion propia, 2023
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Figura 19.Grdfico de la relacion entre la edad del paciente y la presencia del gen mutado
resistente a Isoniacida
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Nota: Elaboracion propia, 2023

Tabla 18. Prueba de Chi cuadrado entre la edad del paciente y la presencia del gen mutado
resistente a Isoniacida

Valor gl p-valor
Ve 4.31 2 0.116
V de Crammer 0.576
N 13

Donde: gl: grados de libertad; N: Numero total de pacientes con TB-FR y ¥?: estadistico de Chi
cuadrado

Nota: Elaboracion propia, 2023

B. Por Sexo
Larelacion entre el sexo del paciente y el gen mutado C-15T. De entre los pacientes de sexo
femenino se puede determinar que 3 (23.1% del total) no presentan mutacién mientras que
5 (38.4%) presenta mutacion. Para los pacientes masculinos se puede determinar que 2

(15.4%) no presentan mutacion en dicho gen, mientras que 3 (23.1%) presentan la



mutacion. Tabla 19 y Figura 20.

La prueba de Chi Cuadrado realizada para evaluar la relacion entre el sexo del paciente y

la presencia de la mutacion C-15T no mostrd una asociacion estadisticamente significativa,

ya que el valor de significancia fue mayor que 0.05. Ademas, el valor de V de Cramér fue

de 0.0250, lo que indica que no hay una relacion entre el sexo y la presencia de la mutacion.

Tabla 20.

Tabla 19. Relacion entre el sexo del paciente y la presencia del gen mutado resistente a

Isoniacida
InhA MUT1 C-15T
Sexo No presenta mutacion Presenta mutacion Total
n P n
Femenino 3 23.1% 5
Masculino 2 15.4% 3
Total 5 38.5% 8

13 100%

Donde: n: nimero de pacientes con TB-FR; p: Porcentaje de pacientes con TB-FR

Nota: Elaboracion propia, 2023

Figura 20. Grdfico entre el sexo del paciente y la presencia del gen mutado resistente a Isoniacida
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Tabla 20. Prueba de Chi Cuadrado entre el sexo del paciente y el gen mutado resistente a
Isoniacida

Valor Gl p-valor
e 0 1 1
V de Crammer 0.0250
N 13

Donde: gl (grados de libertad), N (niimero total de pacientes con TB-FR), y %? (estadistico de Chi

cuadrado).

Nota: Elaboracion propia, 2023

C. Por ocupacion

La relacién entre la ocupacion del paciente y la presencia de la mutacion C-15T, presentada

en la Tabla 21 y Figura 21, revela que los pacientes desempleados tienen la mayor

incidencia de mutaciones, con 3 casos que representan el 23.0% del total. Los grupos de

estudiantes y personal de salud muestran cada uno 2 casos de mutacion, lo que equivale al

15.4% del total. Por lo tanto, se concluye que los pacientes desempleados son los mas

expuestos a esta mutacion.

La Tabla 22 presenta los resultados de la prueba de Chi cuadrado, que evalud la relacion

entre la ocupacion del paciente y el gen mutado. Con un valor de significancia de 0.05, se

encontr6 que el p-valor de 0.0381 es mayor a 0.05, lo que indica que no hay una relacion

estadisticamente significativa entre la ocupacion y la presencia de la mutacion. Sin

embargo, el valor de V de Crammer calculado en 0.420 sugiere una asociacion fuerte entre

estas variables en la muestra analizada.
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Tabla 21. Relacion entre la ocupacion del paciente y la presencia del gen mutado resistente a
Isoniacida

InhA MUT1 C-15T

Ocupacion No presenta mutacion Presenta mutacion Total

n P n p n p
Comerciante 0 0.0% 1 7.7% 1 7.7%
Desempleado 2 15.4% 3 23.0% 5 38.4%
Estudiante 1 7.7% 2 15.4% 3 23.1%
Personal de salud 1 7.7% 2 154% 3 23.1%
Agricultor 1 7.7% 0 0.0% 1 7.7%
Total 5 38.5% 8 61.5% 13 100%

Donde: n: nimero de pacientes con TB-FR; P: Porcentaje de pacientes con TB-FR
Nota: Elaboracion propia, 2023

Figura 21. Grdfico de la relacion entre la ocupacion del paciente y la presencia del gen mutado
resistente a Isoniacida
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Tabla 22. Prueba de Chi Cuadrado entre la ocupacion del paciente y el gen mutado resistente a
Isoniacida

Valor Gl p-valor
e 2.30 4 0.681
V de Crammer 0.420
N 13

Donde: gl: grados de libertad; N: Numero total de pacientes con TB-FR y ¥?: estadistico de Chi
cuadrado

Nota: Elaboracion propia, 2023

3.4.2.PARA LAS MUTACIONES RESISTENTES A RIFAMPICINA
A. Por Edad

La Tabla 23 y Figura 22 muestra una tabla cruzada de acuerdo a la edad del paciente
(grupo etario) y la presencia o ausencia del gen MUT3 (Ser531Leu). Se ha observado que,
esta mutacion no se da en ningiin menor de edad. Para los adultos, 03 (49.9%) presenta la
mutacion, siendo esta la prevalencia mas alta dentro de todos los grupos etarios. Para los
adultos mayores, se ha encontrado 01 caso (16.7%) que cuenta con dicha mutacién. Por lo
tanto, se puede determinar que los adultos son el grupo etario con mayor prevalencia de
este gen, seguido en menor parte por los adultos mayores.

La Tabla 24 muestra la correspondiente prueba de Chi Cuadrado para determinar el grado
de asociacion entre la pertenencia a un grupo etario y la presencia o no, de la mutacion
Ser531Leu. De acuerdo al p-valor de 0.494, no se puede afirmar que la edad incida en la
presencia de la mutacién, dado que dicho valor es mayor que 0.05, o sea del nivel de
significancia. Ademas, se ha obtenido un valor V de Cramer, de 0.250 que es indicativo de
una relacion débil o ausente entre los intervalos etarios y la presencia de la mutacion. Por
lo tanto, se puede concluir que la edad no es un factor de riesgo para la mutacion

Ser531Leu.
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Tabla 23. Relacion entre la edad del paciente y la presencia del gen mutado resistente a
Rifampicina

RpoB MUT3 (Ser531Leu)

Grupo etario No presenta mutacion Presenta mutacion Total

n P n p n p
Adulto (19 — 60 afios) 1 16.7% 3 499% 4 66.6%
Adulto mayor (>60 afios) 1 16.7% 1 16.7% 2 33.4%
Total 2 33.4% 4 66.6% 6 100%

Donde: n: nimero de pacientes con TB-FR; p: Porcentaje de pacientes con TB-FR.
Nota: Elaboracion propia, 2023

Figura 22. Grdfico de relacion entre la edad del paciente y la presencia del gen mutado resistente
a Rifampicina
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Nota: Elaboracion propia, 2023

Tabla 24. Prueba de Chi Cuadrado entre la edad del paciente y el gen mutado resistente a
Rifampicina

Valor gl p-valor
e 0.375 1 0.540
V de Cramer 0.250
n 6

Donde: gl: grados de libertad; N: Numero total de pacientes con TB-FR y ¥?: estadistico de Chi
cuadrado

Nota: Elaboracion propia, 2023
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B. Por Sexo

Se muestra una tabla cruzada de acuerdo al sexo del paciente y la presencia o ausencia del
gen MUT3 (Ser531Leu). Se ha observado que, esta mutacion se da tanto en varones como
en mujeres, en particular 02 (33.33%) mujeres presenta la mutacion, asi como 02 (33.33%)
varones. No obstante, se observa que para los pacientes que no presentan la mutacion, son
dos (33.33%) mujeres quienes no presentan dicha mutacion, como se observa en la Tabla
25 y Figura 23.

La correspondiente prueba de Chi Cuadrado para determinar el grado de asociacion entre el
sexo del paciente y la presencia de la mutacion Ser531Leu. De acuerdo al p-valor de 0.221,
no se puede afirmar que el sexo del paciente determine la presencia de la mutacion, dado que
dicho valor es mayor que 0.05, o sea mayor que el nivel de significancia. Ademads, se ha
obtenido un valor V de Cramer, de 0.5 que es indicativo de una relacion débil entre el sexo
y la mutacion. Por lo tanto, se puede concluir que el sexo del paciente no tiene relacion con
la presencia (o ausencia) de la mutacion en la poblacion. Tabla 26.

Tabla 25. Relacion entre el sexo del paciente y la presencia del gen mutado resistente a
Rifampicina

RpoB MUT3 (Ser531Leu)

Sexo No presenta mutacion Presenta mutacion Total

n P n p n p
Femenino 2  33.33% 2 33.33% 4 66.6%
Masculino 0 0.0% 2 33.33% 2 33.4%
Total 2 33.33% 4 66.33% 6 100%

Donde: n: nimero de pacientes con TB-FR; p: Porcentaje de pacientes con TB-FR.

Nota: Elaboracion propia, 2023
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Figura 23. Grdfica de relacion entre el sexo del paciente y la presencia del gen mutado resistente
a Rifampicina
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Nota: Elaboracion propia, 2023

Tabla 26. Prueba de Chi Cuadrado entre el sexo del paciente y el gen mutado resistente a
Rifampicina

Valor gl p-valor
Ve 1.50 1 0.221
V de Crammer 0.5
n 6

Donde: gl: grados de libertad; N: Numero total de pacientes con TB-FR; y y?: estadistico de Chi
cuadrado

Nota: Elaboracion propia, 2023

A. Por Ocupacion
En la Tabla 27 y Figura 24 se muestra una tabla cruzada de acuerdo la ocupacion del
paciente y la presencia o ausencia del gen MUT3 (Ser531Leu). Se ha observado que, la
mutacion es mas frecuente en pacientes desempleados con un conteo de 02 (33.2%) del
total, luego esta mutacion se da entre comerciantes (01 caso) y personal de salud (01) caso.
La Tabla 28 presenta los resultados de la prueba de Chi Cuadrado para evaluar la

asociacion entre la ocupacion del paciente y la presencia de la mutacion Ser531Leu. Con
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un p-valor de 0.392, que es mayor al nivel de significancia de 0.05, no se puede concluir
que la ocupacion influya en la presencia de la mutacion. Sin embargo, el valor del V de
Cramer de 0.7 indica una relacion fuerte dentro de la muestra, aunque esta conclusion no
es generalizable a la poblacion.

Tabla 27. Relacion entre la ocupacion del paciente y la presencia del gen mutado resistente a
Rifampicina

RpoB MUT3 (Ser531Leu)

Ocupacion No presenta mutacion Presenta mutacion Total

n P n P n P
Desempleado 1 16.7% 2 332% 3 49.9%
Comerciante 0 0.0% I 16.7% 1 16.7%
Estudiante 1 16.7% 0 0.0% 1 16.7%
Personal de salud 0 0.0% 1 16.7% 1 16.7%
Total 2 33.4% 4 66.6% 6 100%

Donde: n: nimero de pacientes con TB-FR; p: Porcentaje de pacientes con TB-FR.

Nota: Elaboracion propia, 2023

Figura 24. Grdfica de relacion entre la ocupacion del paciente y la presencia del gen mutado
resistente a Rifampicina
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Tabla 28. Prueba de Chi Cuadrado entre la ocupacion del paciente y el gen mutado resistente a
Rifampicina

Valor gl p-valor
e 3.00 3 0.392
V de Crammer 0.7
n 6

Donde: gl: grados de libertad; N: Numero total de pacientes con TB-FR y ¥?: estadistico de Chi
cuadrado

Nota: Elaboracion propia, 2023

Los resultados muestran que en relacion a las variables demograficas: Por la edad, la prevalencia
mas elevada de mutacion resistente a Isoniacida y Rifampicina se observa en adultos, siendo este
el grupo etario con la mayor incidencia, en concordancia con hallazgos similares reportados en los
antecedentes presentados del trabajo. En Chile, Araya (2014), reporto que la TB-MDR predomina
en el sexo masculino y respecto al grupo etareo el joven -adulto es el mas afectado. En Peru, Davila
(2016) informo que el sexo, la edad, la ocupacion (empleados) y el antecedente de tratamiento
previo por TB, son factores asociados al desarrollo de TB-MDR donde es frecuente en el rango de
la edad entre 19 — 38 afios y respecto al sexo, en pacientes varones. Asi mismo Vargas et al. (2021)
reportaron la frecuencia de mutaciones genéticas KatG e InhA que confieren resistencia a
Isoniacida en una poblacion de 777 pacientes, demostrando que el 68 % de pacientes con

farmacorresistencia fue del sexo masculino y el rango de edad entre 17 a 72 afos.

Respecto a la variable Sexo y contrario a lo reportado por Araya (2014), Leyes et al. (2020), Davila
(2016), y Vargas et al. (2021), que indicaron una mayor frecuencia de farmacorresistencia en
pacientes masculinos, en nuestra region se observa, en términos generales, una mayor incidencia
en mujeres. Por otro lado, la Variable ocupacion es la de mayor grado de relacion en la generacion

de resistencia, siendo el desempleo uno de los factores que presenta mayor incidencia.
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Aunque no se encontr6 una relacion estadisticamente significativa para todas las variables, la
medida de asociacion V de Crammer indico una fuerte relacion entre estas. Por lo que, es necesario

senalar que esta relacion puede aplicarse solo a la muestra del presente estudio.

Se sugiere realizar investigaciones adicionales en la region con un tamafo de muestra mas amplio
para examinar la relacion entre las variables demograficas y la presencia de las mutaciones mas

frecuentes tanto para la resistencia a Isoniacida como para Rifampicina.

3.5. FRECUENCIA EN MUTACIONES DE ACUERDO A LA PROVINCIA DE
RESIDENCIA

3.5.1.PARA LA MUTACION RESISTENTE A LA ISONIACIDA
EnlaTabla 29 y Figura 25 se muestra la relacion entre la provincia de origen del paciente y
la presencia de la mutacién C-15T, de esta forma se encuentra que la provincia del Cusco es
la que concentra la mayoria de las mutaciones (4 o 30.7% del total de casos), las provincias
de Calca, Canchis, Chumbivilcas y La Convencion cuentan cada una con 01 caso de mutacion
de resistencia o 7.7% del total de casos observados. Por lo tanto, se puede concluir que la
presencia de mutaciones para la resistencia a Isoniacida corresponde principalmente a la
provincia del Cusco, es decir, al entorno urbano.
En la Tabla 30 muestra los resultados de la prueba de Chi Cuadrado, para determinar la
asociacion entre la provincia de residencia del paciente y la presencia de la mutacion C-15T.
Para un nivel de significancia del 0.05, no se puede afirmar que existe una relacion
estadisticamente significativa entre la provincia de residencia y la presencia de la mutacién
C-15T. Para las observaciones de la muestra, se ha calculado un coeficiente de asociacion V
de Crammer de 0.644 que indica una relacion fuerte entre la provincia de origen y la

presencia de la mutacion C-15T.
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Tabla 29. Relacion entre la provincia de residencia del paciente y la presencia del gen mutado
resistente a Isoniacida

InhA MUT1 C-15T

Provincia No presenta mutacion Presenta mutacion Total

n P N »p n p
Acomayo 1 7.7% 0 0.0% 1 7.7%
Calca 1 7.7% 1 7.7% 2 15.4%
Canchis 0 0.0% 1 7.7% 1 7.7%
Chumbivilcas 0 0.0% 1 7.7% 1 7.7%
Cusco 1 7.7% 4 30.7% 5 38.4%
La Convencion 1 7.7% 1 7.7% 2 154%
Paucartambo 1 7.7% 0 0.0% 1 77%
Total 5 385% 8 61.5% 13 100%

Donde: n: nimero de pacientes con TB-FR; p: Porcentaje de pacientes con TB-FR.
Nota: Elaboracion propia, 2023

Figura 25. Grdfica de relacion entre la provincia de residencia del paciente y la presencia del
gen mutado resistente a Isoniacida
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Tabla 30. Prueba de Chi Cuadrado entre la provincia de residencia del paciente y el gen
mutado resistente a Isoniacida

Valor gl p-valor
e 540 6 0.494
V de Crammer 0.644
n 13

Donde: gl: grados de libertad; N: Numero total de pacientes con TB-FR y ¥?: estadistico de Chi
cuadrado.

Nota: Elaboracion propia, 2023

3.5.2.PARA LA MUTACION RESISTENTE A LA RIFAMPICINA
En la Tabla 31 y Figura 26 se muestra la relacion entre la provincia de origen del paciente y
la presencia de la mutacién Ser531Leu. Se ha determinado que la provincia del Cusco
concentra la mayor cantidad de casos mutados (02), seguido por Acomayo (01) y
Chumbivilcas (01). De esta manera, se puede concluir, la mutacion Ser531Leu tiene mayor
prevalencia en el entorno urbano de la provincia del Cusco, sobre otras provincias mas
rurales.
En la Tabla 32 muestra los resultados de la prueba de Chi Cuadrado, para determinar la
asociacion entre la provincia de residencia del paciente y la presencia de la mutacion
Ser531Leu. Se ha obtenido un p-valor de 0.392, que al ser mayor que el nivel designificancia
de 0.05, determina que no existe asociacion entre la provincia de residencia del paciente y
la presencia de la mutacion Ser531Leu, para la poblacion de casos. No obstante el valor V
de Crammer de 0.707 es indicativo de una relacion entre provincia de residencia y la

presencia de la mutacion Ser531Leu, para la muestra.
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Tabla 31. Relacion entre la provincia de residencia del paciente y la presencia del gen mutado
resistente a Rifampicina

RpoB MUT3 (Ser531Leu)

Provincia No presenta mutacion Presenta mutacion Total

n P n p n p
Acomayo 0 0.0% I 16.7% 1 16.7%
Chumbivilcas 0 0.0% I 16.7% 1 16.7%
Cusco 1 16.7% 2 332% 3 49.9%
Paucartambo 1 16.7% 0 0.0% 1 16.7%
Total 2 33.4% 4 40.9% 6 100%

Donde: n: nimero de pacientes con TB-FR; p: Porcentaje de pacientes con TB-FR

Nota: Elaboracion propia, 2023

Figura 26. Relacion entre la provincia de residencia del paciente y la presencia del gen mutado
resistente a Rifampicina
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Tabla 32. Prueba de Chi Cuadrado entre la provincia de residencia del paciente y el gen
mutado resistente a Rifampicina

Valor gl p-valor
e 3.00 3 0.392
V de Crammer 0.707
N 6

Donde: gl: grados de libertad; N: Numero total de pacientes con TB-FR y y*: estadistico de Chi
cuadrado.

Nota: Elaboracion propia, 2023

Los resultados de este estudio constituyen un aporte significativo a la comprension de la resistencia
a los medicamentos de primera linea. Por primera vez, se documenta la presencia frecuente de las
mutaciones C15T en el gen InhA y Ser531Leu en el gen RpoB en la region del Cusco, las cuales
estan asociadas con la resistencia a los farmacos mencionados. Este andlisis destaca la importancia
de la investigacion localizada en areas geograficas especificas para una mejor comprension y

abordaje de la resistencia antimicrobiana.
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CONCLUSIONES

1. Se detectaron de manera eficiente las mutaciones genéticas en Mycobacterium tuberculosis

resistentes a Isoniacida y Rifampicina en pacientes con tuberculosis en la region del Cusco,
utilizando el ensayo de sonda en linea “GenoType MTBDRplus v2.0”, durante el periodo
comprendido entre septiembre de 2022 y abril de 2023.

. Mediante ensayo de sonda en linea “GenoType MTBDRplus v2.0”, se pudo identificar 6 casos
de resistencia Rifampicina, donde 04 mutaciones (66.67%) corresponde a la mutacion
Ser531Leuy 01 mutacién (16.67%) corresponde a la mutacion Asp516Val. Para la Isoniacida,se
identifico un total de 13 casos de resistencia, donde el 61,54% de las mutaciones (08) ocurrieron
en el gen InhA, cuyo patrén discernible es la ausencia de WT1 y la presencia de MUT1, que

corresponde a la mutacion C-15T.

3. Existe una relacion entre la mutacion (C-15T) del gen InhA de resistencia a Isoniacida y los

antecedentes de tratamiento. Se pudo determinar que los pacientes con historial de tratamiento
tienen una probabilidad 1.33 veces mayor a presentar el gen mutado que aquellos que nunca
tuvieron historial de tratamiento.

. Para los factores demograficos (edad, sexo y ocupacion), y la resistencia a Isoniacida, se ha
encontrado que la edad, y la ocupacion son las covariables con una relacion moderada-fuerte
con la presencia del gen mutado. Para la resistencia a Rifampicina, se ha encontrado una relacion

moderada-fuerte con las covariables de ocupacion y sexo del paciente.

5. La mutacion resistente a Isoniacida y Rifampicina se hallan concentradas en la provincia del

Cusco, con un 30.8% en cada caso. Ademads, se tiene una relacion moderada y fuerte entre la

procedencia y la presencia de la mutacion.
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RECOMENDACIONES

1. Que, los laboratorios de referencia en Perti que desarrollan trabajos con la prueba molecular
Genotype en el area de tuberculosis organicen talleres y cursos regulares sobre el uso y
optimizacién de la prueba molecular “GenoType MTBDRplus v2.0”, asi como sobre
nuevas tecnologias emergentes para la deteccion de resistencia.

2. Los laboratorios de referencia en Perti, especializados en la deteccion de tuberculosis,
establezcan alianzas estratégicas con instituciones académicas y centros de investigacion,
con el objetivo de colaborar en estudios conjuntos que impulsen la optimizacion de las
metodologias de diagndstico y tratamiento de la tuberculosis, promoviendo asi avances en
el manejo de la enfermedad.

3. Que, los investigadores profundicen en el estudio de la relacion entre las variables
demograficas y la aparicion de mutaciones de resistencia a medicamentos de primera linea
en la region del Cusco. Esto permitird una mejor comprension de los factores que influyen
en la resistencia, facilitando el desarrollo de estrategias de intervencion mas efectivas y
personalizadas para el control de la tuberculosis en la region.

4. El Ministerio de Salud (Minsa), en colaboraciéon con instituciones asociadas, debe
organizar campafias de sensibilizacion sobre la tuberculosis resistente. Estas campafias
deberian informar al publico sobre la importancia de la deteccion temprana y el tratamiento

adecuado, destacando las graves consecuencias de la resistencia a medicamentos.
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ANEXOS
ANEXO 1: PREPARACION DE LA SOLUCION DE DESCONTAMINACION
Segun el Protocolo del Laboratorio de Referencia Nacional de Micobacterias del Instituto Nacional
de Salud (INS), 2019: "Ensayo de sonda en linea para la identificacion y deteccion de resistencia

a Rifampicina e Isoniacida del complejo Mycobacterium tuberculosis"

Hidréxido de Sodio (NAaOH) g 40
Agua destilada mL 1000

Citrato trisédico (Na3;Ce¢Hs07 2H>0) g 29
Agua destilada mL 1000

e Pesar los solutos en una balanza analitica en las cantidades sefialadas.

¢ Disolver los solutos en un matraz con agua destilada, por separado, hasta lograr la completa
disolucion de los solutos en un agitador magnético (hot plate)

e Mezclar en iguales cantidades el citrato trisodico y el hidroxido de sodio.

e Para procesar muestras alicuotar las soluciones en botellas o frascos conteniendo no mas
de 60mL cada uno. Esta cantidad es adecuada para el procesamiento aproximado de 10
muestras.

e Esterilizar las botellas en autoclave a 121°C por 15 minutos a 1 atmosfera de presion.

e Rotular con el nombre respectivo y fecha de preparacion.

e Guardar en refrigeracion (4-8°C) hasta su uso (maximo hasta 30 dias)

e En el momento del uso agregar SOmL de la solucion de descontaminacion en el tubo de
centrifuga de 50mL en el cual se peso 0.25g de N-acetil L-cisteina (Na3CoNOss)

previamente. Mezclar y utilizar.
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ANEXO 2. PREPARACION DE SOLUCION BUFFER FOSFATO P.H 6.8
Segun el Protocolo del Laboratorio de Referencia Nacional de Micobacterias del Instituto Nacional
de Salud (INS), 2019: "Ensayo de sonda en linea para la identificacion y deteccidon de resistencia

a Rifampicina e Isoniacida del complejo Mycobacterium tuberculosis"

SOLUCION A | Fosfato Disodico Anhidro HNa2 PO4 g 9.47
Agua destilada mL 1000
SOLUCION B | Fosfato Monopotasico KH2PO4 g 9.07
Agua destilada mL 1000

e Pesar en una balanza analitica las cantidades sefialadas para la solucion “;

e Disolver los solutos en agua destilada en un matraz de un litro por separado hasta lograr
completar la disolucion de las sales en un agitador magnético (hot plate)

e Mezclar igual volumen de la solucién “A” y “B”

e Utilizar un potenciémetro para medir y llevar a un PH 6.8 (para ajustar el PH, afiadir
solucion “A” para elevar el PH o la solucion “B” para bajar el PH)

e Para procesar muestras, alicuotar el Buffer en botellas o frascos conteniendo no mas de
500mL cada uno. Esta cantidad es adecuada para el procesamiento aproximado de 10
muestras.

o Esterilizar las botellas en autoclave a 121°C por 15 minutos a 01 atmosfera de presion.

e Rotular con el nombre del buffer y fecha de preparacion

e Guardar en refrigeracion 4-8°C hasta su uso (maximo hasta 30 dias).
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ANEXO 3. PREPARACION DE LA MEZCLA MAESTRA (MASTER MIX) EN EL
AREA PRE-PCR
Segun el Protocolo del Laboratorio de Referencia Nacional de Micobacterias del Instituto Nacional
de Salud (INS), 2019: "Ensayo de sonda en linea para la identificacion y deteccion de resistencia
a Rifampicina e Isoniacida del complejo Mycobacterium tuberculosis".
e Preparar la mezcla de amplificacion dentro de una cabina de PCR y en un ambiente
separado libre de ADN.
e Retirar los tubos AM-A(Contenido Taq polimerasa, nucledtidos y buffer) y AM-
B(Contendiendo primers biotinilados mas aditivos) de la congeladora a -20°C y dejar
descongelar por 5 minutos a temperatura ambiente.

e Realizar la siguiente mezcla por cada muestra:

MEZCLA MAESTRA (MASTER MIX)
REACTIVO VOLUMEN
AM-A 10ul
AM-B 35ul
TOTAL 45ul

e Determinar el nimero de muestras a amplificar y colocar las cantidades calculadas de AM-
A y AM-B en un tubo de centrifuga (mezcla madre)
e Alicuotar la mezcla madre en volimenes de 45uLlL en tubos de 0.2ml de PCR.

e Afadir SuL de agua de grado molecular en uno de los tubos que contiene el mix de PCR

(tubo control negativo)
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ANEXO 4. OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Cubeta de traslado para muestras de tuberculosis debidamente rotulados, sellados y conParafilm.

Orden de solicitud de muestra positiva ( + + +) debidamente llenado.



ANEXO 5. DIGESTION Y DESCONTAMINACION DE LAS MUESTRAS

Materiales sometidos desinfectados y sometidos a luz UV
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g h

a) Dispensado de muestras en tubos Falcon de 50ml; b) Agregado de soluciéon de
descontaminacion (NALC-NaOH); ¢) Incubacion de las muestras por 15min; d) Agregando Buffer
a las muestras; e) Centrifugamos a 3000rpm por 15 min en centrifuga refrigerada; f) Decantado de
sobrenadante; g) Agregando Buffer al precipitado; h) Muestra concentrada

i j
En muestras extrapulmonares o negativas, se realiza sembrado: 1) En medio liquido (Bactec MGIT
960); j) En medio solido(Lowestein Jensen)



ANEXO 6. EXTRACCION DE ADN DE Mycobacterium tuberculosis
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i ]
a) Rotulado de material b) Obtencidn de cepas de medio liquido (Bactec MGIT 960); c) Obtencion
de muestras de medio solido (Ogawa o Loweistein Jensen) d) Centrifuga a 12000 rpm por 15min;
e)Agregado de tampon de lisis A; f)Posicionado en termobloque; g) Un push en centrifuga
refrigerada; h) Agregado de tampén de lisis B; i) Ultima Centrifugada a 12000rpm por 15 min; j)
Recuperacion de sobrenadante.
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ANEXO 7. CARGADO DEL MATERIAL GENETICO Y AMPLIFICACION.

En el area limpia: Anadiendo 45ul de Master mix.

En el area de sembrado: 5ul de muestras extraidas.

Amplificacion de ADN.
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ANEXO 8. PROCESO DE HIBRIDACION

a) Guia de Hibridacion, “Genotype MTBDRPlus V2.0”
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J k

b) Tiras de nitrocelulosa en los pocillos de hibridacion de Twincubator; ¢) Dispensado de solucion
de desnaturalizacion(DEN); d) Dispensado de muestra amplificada; e¢) Anadiendo Tampon de
hibridacion precalentado(HYB); f) Afiadiendo solucion de lavado astringente(STR); g) Lavado de
con solucion de aclarado(RIN); h) El conjugado diluido; i) Segundo lavado con solucién de
aclarado(RIN); j) El Sustrato diluido para el revelado; i) Tiras denitrocelulosa reveladas para su
lectura.
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ANEXO 9. SOLICITUD AL LABORATORIO DE REFERENCIA REGIONAL DEL
CUSCO PARA AUTORIZACION DEOBTENCION DE DATOS.
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ANEXO 10. RESULTADOS DE LA PRUEBA “GenoType® MTBDR v2.0”.

Tabla 33. Resultados “GenoType® MTBDRPIlus”, Septiembre - Diciembre 2022
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Donde:

1: Presencia 0: Ausencia; S: sensible R: Resistente; SEP: Septiembre; OCT: Octubre; NOV: Noviembre y DIC: Diciembre.
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Tabla 34. Resultados “GenoType® MTBDRPlus”, Enero - Abril 2023
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144 | ABR
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151 | ABR
152 | ABR

Donde:

1: Presencia 0: Ausencia; S: sensible R: Resistente; ENE: Enero; FEB: Febrero; MAR: Marzo y ABR: Abril.



