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RESUMEN

Objetivo: Determinar la prevalencia de mutacion genética en pacientes con
Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima Norte durante el periodo 2016-
2018.

Materiales y Meétodo: Se realizO un estudio observacional descriptivo
transversal, se tomo a todos los pacientes del Programa contra la Tuberculosis
durante el Periodo 2016-2018 pertenecientes a la jurisdiccion del Hospital
Nacional Sergio Bernales. Mediante los datos obtenidos de los 324 pacientes,
se buscaron los resultados de la Prueba GenoType ® MTBDR Plus registrados
en el sistema NetLab del Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto
Nacional de Salud. Se obtuvo 148 pacientes que cumplieron con todos los
criterios de inclusion seguido se procedio a asociar con chi cuadrado, p<0.05.
Resultados: La edad fue 33.03+14.82 afos, 50.68% fue de sexo masculino
presentando MDR, 42.3% presentd mutaciébn genética, la presencia de
Resistencia a Isoniacida fue de 12% y MDR de 34%, 61.5% present6 mutacion
al gen KatG, los pacientes con DM-2 y VIH (+) presentaron una correlacion entre
la MDR en un 80% y 88.9% respectivamente, 50% presentd una relacién entre
el gen KatG y la farmacodependencia, 48.6% presentd correlacion entre el gen
InhA y la resistencia a Etionamida, los pacientes Antes tratados presentaron un
riesgo de presentar MDR en un 94.2%, pacientes nunca tratados presentaron
como gen mutado mas frecuente al gen KatG en 63.5%.

Conclusion: La prevalencia de mutacibn genética al Mycobacterium
Tuberculosis encontrado en Lima Norte es considerable. Es necesario la
instauracién de nuevas estrategias para reducir el nUmero de resistencia a
farmacos antituberculosos y asi evitar las alteraciones genéticas.

Palabras clave: Mutacion genética, Prueba Genotype, Etionamida



ABSTRACT

Objective: To determine the prevalence of genetic mutation in patients with
Isoniazid-Resistant Tuberculosis in Lima Norte during the period 2016-2018.
Materials and Methods: A descriptive cross-sectional observational study was
carried out. All patients of the Tuberculosis Program were taken during the 2016-
2018 Period belonging to the jurisdiction of the Sergio Bernales National Hospital.
Using the data obtained from the 324 patients, the results of the GenoType ®
MTBDR Plus Test registered in the NetLab system of the National Reference
Laboratory of the National Institute of Health were searched. We obtained 148
patients who fulfilled all the inclusion criteria followed and proceeded to associate
with chi-square, p <0.05.

Results: The age was 33.03 + 14.82 years, 50.68% were male with MDR, 42.3%
presented genetic mutation, the presence of Isoniacida Resistance was 12% and
MDR of 34%, 61.5% presented mutation to the KatG gene, patients with DM-2
and HIV (+) presented a correlation between MDR in 80% and 88.9%
respectively, 50% presented a relationship between the KatG gene and drug
dependence, 48.6% presented a correlation between the InhA gene and
resistance to Ethionamide, patients Previously treated had a risk of developing
MDR in 94.2%, never treated patients had as mutated gene more frequent to the
KatG gene in 63.5%.

Conclusion: The prevalence of genetic mutation to Mycobacterium Tuberculosis
found in Lima North is considerable. It is necessary to establish new strategies to
reduce the number of resistance to antituberculosis drugs and thus avoid genetic
alterations.

Keywords: Genetic mutation, Genotype test, Ethionamide



INTRODUCCION

La tuberculosis es una de las enfermedades que causa mas muerte en el mundo,
afectando principalmente a las poblaciones de estrato social mas pobre.

A pesar del conocimiento que se tiene sobre la enfermedad y las estrategias
implantadas por las autoridades en la terapéutica, las limitantes hacen que la
tuberculosis no presente disminuciones considerables en la incidencia,
convirtiendo a esta enfermedad en un grave problema social.

El desconocimiento social sobre la terapéutica y la falta de compromiso al
tratamiento provoca una alteracion, generando fendmenos de resistencia en su
mayoria al ndcleo terapéutico, rifampicina e isoniazida (TB-MDR) agudizando el
cuadro, lo que conlleva a la prolongacion del tratamiento que en su mayoria se
acompafia de efectos toxicos para el paciente.

La aparicibn y diseminacidon de cepas resistentes del Mycobacterium
Tuberculosis al nucleo terapéutico (Rifampicina e Isoniacida) alarmaron a la
poblacion mundial, debido al aumento de casos de Tuberculosis
Multidrogoresistente (MDR) generaron modificaciones en los esquemas de
tratamiento.

En el plan de respuesta a esta amenaza y con el fin de entender mejor la
patogénesis de la Tuberculosis, se buscé analizar genéticamente las cepas de
la TB. Asi, se revel6 la existencia de mutaciones en distintos genes, tal como
KatG, InhA, RpoB, embB, gyrA, entre otros. Esto abri6 una ventana a la
investigacién que intentaba conocer mas sobre estas mutaciones genéticas.
Ante los escasos trabajos sobre las mutaciones genéticas del Mycobacterium
Tuberculosis en el Per(, este trabajo ayuda a conocer mas sobre los fendmenos
de Resistencia a la Tuberculosis y la mutacion genética, de esta forma ayudar a
mejorar los tratamientos a nuestros pacientes y disminuir las tasas de muerte

gue preocupan a nuestra poblacion.
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CAPITULO I: PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del Problema

La tuberculosis (TB) continda siendo una problematica para la salud global,
segun las Ultimas estadisticas presentadas por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) sobre la tuberculosis para el afio 2014 a nivel mundial se estimé
que, alrededor de 9.6 millones de personas contrajeron la infeccion de
tuberculosis y 1,5 millones murieron a causa de este padecimiento. Ademas, se
estimé6 también que 480 mil personas desarrollaron tuberculosis
multidrogorresistente (TB-MDR) y 190 mil murieron a causa de esta enfermedad
@
La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa, que afecta
principalmente a paises en vias de desarrollo, es producida por el
Mycobacterium tuberculosis, que ataca principalmente a los pulmones, por lo
que resulta facilmente su transmision a través de la respiracion (el 80% de los
casos de TB son de tipo pulmonar).
A pesar de las investigaciones cientificas en las ultimas décadas y los avances
en la terapéutica, la diseminacion de las cepas resistentes a los principales
farmacos ha ido en aumento, causando un problema a nivel mundial por el
incremento de casos registrados. Se calcula que alrededor de 50 millones de
personas pueden estar infectadas por el bacilo de la tuberculosis
farmacorresistente. (9
En el esquema terapéutico contra M. Tuberculosis, existen dos de las drogas en
uso, la rifampicina (R) y la isoniacida (H), quienes recibieron gran atencién desde
su descubrimiento en los afios 1960 por su importancia terapéutica, siendo estas
las drogas méas importantes del tratamiento y nucleo del esquema de tuberculosis
sensible. Cuando el bacilo de la Tuberculosis se vuelve resistente a estos dos
antibioticos (R), (H), se produce la multidrogoresistencia (TB MDR).
El Peru tiene el mayor numero de casos de TBMDR en América, por lo menos
desde mediados de los afios 1990 hasta la actualidad ©@). A pesar de la mejoria
de resultados de la implementacion del sistema DOTS (Directly Observed
Treatment, Short Course, o0 Tratamiento Breve Directamente
Observado), basandose principalmente en la supervision de la toma asegurando
el cumplimiento del tratamiento, se ha observado un incremento de casos de TB
8



multidrogoresistente (TB MDR) y de TB extremadamente resistente (TB XDR).
Ante la problematica del incremento del nimero de pacientes MDR se trataron
de buscar relaciones entre alteraciones genéticas desde el punto de vista
terapéutico.

En el 2008, la OMS recomends el uso de métodos moleculares del tipo de
sondas en linea, entre los cuales se cuenta la prueba comercial Genotype®
MTBDRplus (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany), con sensibilidad de 97
% y especificidad de 99 % para rifampicina, y de 90 % y 99 % para isoniacida
respectivamente, en muestras pulmonares con baciloscopia positiva o0
aislamientos de M. tuberculosis en medios de cultivo sélidos o liquidos®.

Esto abre puertas a futuros estudios moleculares con el fin de favorecer la
deteccidn oportuna de la resistencia microbiana en el Pera.

1.2 Formulacion del problema

¢, Cudl es la prevalencia de mutacién genética en pacientes con Tuberculosis
Resistente a Isoniacida en Lima Norte durante el periodo 2016-2018?

1.3 Justificacion de la investigacion

La Estrategia de Control de Tuberculosis en el Perq, a pesar de ser exitosa en el
manejo de TB, el abandono o irregularidad del tratamiento por parte de los
pacientes a la terapéutica antimicrobiana, genera la aparicion de cepas
resistentes al Mycobacterium Tuberculosis; como respuesta a esta amenaza la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), actualmente sugiere la
implementacion de Pruebas Moleculares de Laboratorio rapidas y de alta
confiabilidad para la tamizacion de la resistencia.

Segun la Direccion de Salud Lima Norte VI — Tupac Amaru, que comprende los
distritos de Comas, Independencia y Carabayllo, ubicados en el cono norte de
Lima, se reporta mas de 1.500 casos de TB por afio, siendo este un sector
altamente afectado por M. Tuberculosis, presentando a su vez alta incidencia en
la resistencia a la terapéutica.

Ante esta problematica social del incremento de pacientes con resistencia a la
terapia antituberculosa, y su reciente implementacion de examenes moleculares
en la multidrogoresistencia; el presente estudio permite conocer la prevalencia
de la mutacion genética en pacientes resistentes a Isoniacida en Lima Norte. Los

estudios referentes a la mutacion genética en pacientes con Tuberculosis
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Resistente a Isoniacida ayudasen a implementar nuevas estrategias para su
manejo. Finalmente, los resultados de este trabajo podran servir de referencia a
los proximos estudios que otros profesionales en la salud deseen desarrollar, ya

gue se observa un gran campo de estudio referente a este tema.
1.4 Linea de investigacion

Este estudio de investigacion se realizé en la rama de Medicina Humana, en el
area de Tuberculosis, Siendo la 4ta prioridad segun prioridades Nacionales 2016
— 2021. Segun el departamento de investigacion INICIB de la Universidad
Ricardo Palma, este trabajo pertenece al area Clinica.

La obra presentada estuvo aplicada en el Hospital Nacional Sergio E. Bernales,
en el Departamento de Neumologia. Para la realizacion de este trabajo se
necesitd del registro de los pacientes atendidos en la Direccién de Prevencion y
Control de Tuberculosis.

1.5 Objetivos de la investigacion

Objetivo general

e Determinar la prevalencia de mutacion genética en pacientes con
Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima Norte durante el periodo 2016-
2018.

Objetivos especificos

e Identificar que mutacion genética es mas frecuente del perfil de resistencia
de la Isoniacida se asocia con respecto al sexo.

e Identificar si existe asociacion entre el perfil de resistencia y pacientes
inmunosuprimidos en Lima Norte.

e Determinar la correlacion entre comorbilidades y los genes mutados en
tuberculosis resistente a Isoniacida en Lima Norte.

o Determinar la frecuencia de ambos genes (KatG — InhA), en los pacientes
con resistencia a la Isoniacida en Lima Norte.

e Determinar la asociacion entre el gen mutado Resistente a Isoniacida y los
casos con antecedente de tratamiento en pacientes de Lima Norte.

o Determinar la prevalencia de Resistencia a isoniazida - Etionamida mediada
por el gen InhA en cepas de pacientes con diagnostico de TB MDR y

resistencia a Isoniazida en pacientes de Lima Norte.
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CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

Antecedentes Internacionales
Sanchez-Dominguez en su estudio “Determinacion de la mutacion
S315T del gen katG en aislados resistentes a Isoniacida de
Mycobacterium tuberculosis mediante PCR-RFLP” en el afio 2018. Sefala
gue un 74,46% de aislados fenotipicamente resistentes y 4,76%
fenotipicamente sensibles presentaron la mutacion del gen katG S315T,
esto sefiala que las nuevas pruebas moléculas como el PCR-RFLP resulta
ser una alternativa valida y rapida para poder diagnosticas la resistencia
a isoniacida, mediante las mutaciones en S315T del gen katG en
comparaciones con otros métodos convencionales, mejorando la
deteccion oportuna del Mycobacterium tuberculosis. ©)
Claudia Llerena en su estudio “Prevalencia de la resistencia de
Mycobacterium tuberculosis a quinolonas y farmacos inyectables en
Colombia, 2012-2013” presentado en el afio 2017. Donde evidencia la
presencia de resistencia a farmacos de segunda linea terapéutica en
pacientes con diagnostico de tuberculosis farmacorresistente sin
tratamiento o tratadas anteriormente con quinolonas o farmacos
inyectables, siendo los farmacos inyectables los que presentaron mayor
porcentaje de resistencia. En este estudio también se puedo encontrar
una mayor resistencia en los casos de personas que tenian antecedente
de tratamiento a diferencia de los que no habian sido tratados.
La presencia de resistencia a quinolonas o farmacos inyectables pone en
alerta de la resistencia a farmacos, por ello este estudio recomienda el
seguimiento de pacientes con el fin de lograr su pronta curacién y evitar
el incremento de resistencia.®
Franco-Sotomayor en el estudio que tiene como titulo “Deteccion de
genes asociados a resistencia para isoniacida y rifampicina en cepas de
Mycobacterium tuberculosis en Ecuador” en el afio 2017. En este trabajo
el autor sefala la resistencia a los farmacos en cepas de M. tuberculosis
multidrogoresistentes utilizando la PCR-RFLP y PCR en tiempo real, en
los resultados obtenidos se pudo encontrar una correlacién entre la
11



resistencia a rifampicina e isoniazida y las mutaciones en los genes rpoB
y KatG que conducen al farmaco resistencia de estos respectivamente.
Los resultados que se obtuvieron se encontraron genes rpof3 (91,6 %) y
katG (90,3 %) en cepas de Mycobacterium. Tuberculosis lo que concuerda
con datos similares en la bibliografia de diferentes paises.®)

Arias My Herrera M en su trabajo “Nuevos métodos para el diagnéstico
de la Tuberculosis” presentado en el afio 2016, sefialan los avances
realizacios en los métodos diagndsticos respecto a la tuberculosis en la
Ultima década, sus caracteristicas de sensibilidad y especificidad que
hacen recomendable su uso. Entre las pruebas utilizadas se encuentra
Genotype®MDRTB plus; donde a partir de muestra directa de esputo
presenta una sensibilidad de 95,7% para rifampicina, 95,8% para
isoniacida y 95,3% para TB-MDR y a partir de cultivos tiene una
sensibilidad de 100% para detectar resistencia a rifampicina, 97,5% para
isoniacida y 96,9% para TB-MDR. De esta manera resalta la importancia
en los ultimos diez afios de las tecnologias disponibles para el diagnostico
de la tuberculosis y para el tratamiento oportuno.(®

Gordillo en su estudio “Mutaciones Asociadas a Resistencia a
Rifampicina e Isoniacida en Aislamientos Clinicos del Complejo
Mycobacterium tuberculosis de Pacientes Del Hospital Roosevelt”
publicado en el afio 2015. En este estudio se buscé determinar la
susceptibilidad en drogas de primera linea por un método fenotipico y un
método genotipico en este Ultimo se utilizé6 un método molecular Genotype
MTBDRplus Segun este estudio el porcentaje de cepas TB-MDR méas
comun fue rpoB, InhA MUT1 y katG MUTL1. Entre los parametros
considerados en el estudio se evidencio la relacion existente entre los
perfiles genéticos de resistencia de Mycobaterium tuberculosis en
pacientes con infeccion por VIH.(

Rojas Ortiz en su estudio “Perfil de resistencia de tuberculosis pulmonar
a Isoniazida, Rifampicina y sus combinaciones mediante Pruebas de
Susceptibilidad a Farmacos antitubercolosos, Colombia 2009 a 2013”
presentado en el afio 2014. En este trabajo realizado en los laboratorios

de Colombia, se conocer que pacientes que han sido tratados
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previamente presentan mayor porcentaje con respecto a la resistencia
terapéutica en comparacion de los nunca tratados.®

Enrigue Bolado-Martinez en “Mutaciones asociadas con resistencia a
rifampicina o isoniazida en aislamientos clinicos de M. tuberculosis de
Sonora, México” presentado en el afio 2012. Sefala realizar un analisis
en regiones especificas de genes asociados con resistencia a isoniazida
o rifampicina. En este estudio se pudo detectar nuevas mutaciones, para
ello se recomienda realizar un estudio completo de la caracterizacion
genotipica de todas las cepas clinicas de M. Tuberculosis ©)

Pamela Araya en “Deteccion de mutaciones asociadas a cepas
multidrogo resistente de Mycobacterium tuberculosis en Chile” presentado
en el afio 2011.

En este estudio se buscO analizar los genes que se asocia al farmaco
resistencia provenientes de cepas de distintas areas geogréficas de Chile.
Se cree que la resistencia a las drogas tuberculosas se podria deber a
una disminucion en la permeabilidad de la pared celular o a mecanismos
de bombas de eflujo de drogas activas. De esta manera se concluy6 que
la mutacion genética mas frecuente correspondié al codén 315 KatG al
igual en la region de rpoB, esto indica la importancia de métodos
moleculares como pruebas de diagnéstico rapido para M. Tuberculosis 9
Antecedentes Nacionales

Rodriguez en “Perfil de resistencia del Mycobacterium tuberculosis a los
antimicrobianos en la poblacién del Seguro Social de Salud (Essalud) -
Region La Libertad- Pery” presentado en el afio 2017. Donde se demostro
gue la incidencia de TB MDR era mayor que la resistencia solo a
isoniacida; también hubo alta resistencia a rifampicina y Etionamida,
convirtiendo en una problemaética primordial para la salud publica. Destaca
la importancia de las pruebas que detecten resistencia a rifampicina, como
Gene Xpert TB test, seria de utilidad para diagnosticar a esta poblacion,
al igual serian utiles otras pruebas rapidas que detecten resistencia a
isoniacida y rifampicina como las pruebas Genotype MTBDR plus y

MODS. Finalmente, el autor enfatiza en universalizar las pruebas rapidas
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de sensibilidad como un prueba inicial en el diagnostico de la tuberculosis
pulmonar.®?

Tarazona en “Analisis gendmico comparativo de cepas peruanas de
Mycobacterium tuberculosis” en el afio 2016. Donde sefala que los
analisis realizados a los genomas de MTB (MDR y XDR) contienen
regiones de mutacion muy diferentes a las aplicadas en la resistencia a
farmacos por ello resulta interesante analizar, pues en un futuro puede
desempeniar un rol importante en la adaptacion y difusion. (12

Luis Asencios en su estudio “Prueba molecular Genotype® MTBDRPIus,
una alternativa para la deteccion rapida de tuberculosis
multidrogorresistente” presentado en el afio 1012. En este estudio la
prueba molecular Genotype® MTBDRPIus disefiada principalmente en la
deteccidn de resistencia a isoniacida y rifampicina, fue relacionada con el
método agar en placa. Los resultados de sensibilidad y especificad
obtenidos en este estudio fueron comparados con resultados obtenidos
en otras investigaciones. Se debe sefialar que para el uso de la prueba
Genotype® MTBDRPIus es necesario que la muestra de esputo sea frotis
positivo para poder utilizarlo. Finalmente se concluye que la prueba
Genotype® MTBDRPIus tiene una alta sensibilidad y especificad para
poder detectar la resistencia a INH y RIF, siendo esto una herramienta
importante para la deteccion rapida de la resistencia a las drogas
antituberculosas.®?)

Julio Torres en “Conglomerado de casos de Tuberculosis
Multidrogorresistente en un colegio del distrito de Ica, Peru” en el afio
2011.

Donde describe la evolucion y las caracteristicas de los casos de un
conglomerado de tuberculosis multidrogoresistente (MDR), en un colegio
ubicado en una zona urbano-marginal en Ica — Perl. Entre el 2001y 2009,
se identificaron 15 escolares con tuberculosis, 7 fueron mujeres con una
edad aproximado al momento del diagnéstico de 15 afios. En los
resultados que se obtuvo, 12 casos fueron MDR y 7 fueron resistentes a
las drogas de leralinea (RHEZS), 5 de los casos recibieron tres diferentes

esquemas de tratamiento antituberculoso; el tiempo aproximado de
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tratamiento contra la tb fue de 37 meses (minimo 21 y maximo 59 meses).
Trece casos curaron y dos fallecieron. De esta forma el autor menciona,
a los centros educativos como instituciones donde presenta mayor
vulnerabilidad a presentar brotes de enfermedades infectocontagiosas,
debido a su alta tasa de contacto y tiempo de exposicion prolongado.®*
Luis Capcha presentd un estudio denominado “Perfiles genéticos
(IS6110) y patrones de resistencia en aislamientos de M. tuberculosis de
pacientes con tuberculosis pulmonar. Lima Sur, Perd” en el afio 2006.

En este estudio se buscd conocer los perfiles genéticos del M.
Tuberculosis y determinar el patrén de resistencia a drogas mediante el
marcador genético 1S6110 (RFLP-IS6110). De los 144 pacientes
reclutados procedentes de servicios de salud del distrito Villa Maria del
Triunfo y del Hospital Maria Auxiliadora, 128 pacientes cumplieron con
criterios de inclusion, siendo la edad media 24.52 afios y 76 (59.37%)
fueron de sexo masculino. Finalmente se pudo observar que en 118 cepas
aisladas de Mycobacterium tuberculosis se detectaron 97 perfiles
genéticos entre 2 a 15 bandas por perfil. EI 29,7% de los aislamientos dio
como resultado a 14 clusters genéticos a diferencia del resto que mostro
patrones variables de bandas. Por otra parte, se vio que los pacientes
anteriormente tratados por farmacos presentaron mayor porcentaje que
los Nunca tratados.(®

2.2 Bases tedricas

Generalidades de la Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa causada en la
mayor cantidad de casos por el bacilo Mycobacterium Tuberculosis,
usualmente la TB afecta el pulmén, siendo su o6rgano de origen,
denominando tuberculosis pulmonar o tuberculosis primaria (TBP) pero se
vio que también puede dafiar a otros érganos como: pleural, rifiones,
intestino, peritoneal, genital, ganglios, hueso, sistema nervioso central,
pericardio, articulaciones, a ello se denomina como tuberculosis
extrapulmonar.?”

La tuberculosis es considerada la principal causa de mortalidad en paises

subdesarrollados afectando a personas entre los 15 a 49 afios. A pesar
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de contar con la terapéutica, la situacion actual de la tuberculosis en el
mundo refleja carencias econdémicas y sociales; incluso los paises
desarrollados se ven afectados por eso la tuberculosis es considerado de
distribucién universal. (18) (19)

En la tuberculosis la via de contagio es la respiratoria, trasmitiendo de
persona a persona, al inicio la multiplicacion de los bacilos es lenta
produciendo una leve inflamacion. La respuesta inmunitaria del huésped
contiene la infeccion, sin embargo, las bacterias que sobreviven tienen la
capacidad de reactivarse después de 6 a 10 semanas. %0
Generalidades del Mycobacterium Tuberculosis

El Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch, pertenece a la familia
Mycobacteriaceae y al orden Actynomicetales, es un bacilo curvo de un
aproximado 0.3 — 0.6 um de ancho y de 1-4 um de largo, siendo el agente
causal de la mayor parte de los casos de tuberculosis pulmonar y
extrapulmonar. )

El metabolismo presente en las mycobacterias es variable, entre ellas
podemos encontrar mycobacterias de crecimiento rapido como M.
porcinum que crecen en menos de tres dias en medios simples, asi como
mycobacterias que crecen lentamente, por ejemplo, en 3 a 5 semanas se
puede observar colonias para Mycobacterium Tuberculosis. El
crecimiento de las mycobacterias suele ser variable y depende en cierta
circunstancia de una atmosfera optima de 5-10% de CO2, al igual que de
una temperatura optima; el M. Tuberculosis lo hace a 37 °C con un rango
entre 30y 42 °C. (22

Tabla 1: Clasificacion modificada de Runyon sobre las micobacterias mas

frecuentemente aisladas en muestras de laboratorio 3.

Micobacterias de crecimiento lento MNT de crecimiento
répido

Grupo 1. Grupo Il Grupo lll. Grupo IV.
Fotocromégenas Escotocromégenas No cromégenas No cromégenas

M. asiaticum M. flavescens M. africanum M. abscessus
M. kansasii M. gordonae M. avium M. chelonae
M. marinum M. scrofulaceum M. bovis M. fortuitum
M. simiae M. szulgai M. gastri M. mucogenicum
M. xenopi M. genavense M. peregrinum

M. haemophilurm M. porcinum

M. intracellulare

M. malmoense

M. nonchromogenicum

M. shimoidei

M. terrae

M. triviale

M. tuberculosis

M. ulcerans

Fuente: Alcalde Fernandez F, Moreno JE, Gonzalez Martin J, Palacios JJ.
Recomendaciones de la sociedad espafiola de enfermedades infecciosas y

microbiologia clinica. Micobacterias.CIMC. 2005;(9): p. 2-9.
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Las micobacterias que son de crecimiento rapido y que presentan escasa
importancia clinica incluyen a los grupos Mycobacterium abscessus y M.
smegmatis, M. chelonae, M.fortuitum.

A diferencia del grupo de micobacterias que son de crecimiento lento que
presentan mayor importancia a nivel de la Saul Publica, en ellas se
encuentra el conocido Mycobacterium Tuberculosis, M. microti, M. caprae,
M. bovis BCG; M. pinnipedii y M. canettii, M. africanum. Ademas podemos
encontrar al Mycobacterium Avium-intracelular y otras micobacterias
infecciosas que son oportunistas afectando principalmente a las personas
inmunosuprimidas como son los pacientes con SIDA. (18)24)

En 95% de los casos, los pacientes inmunocompetentes controlan la
infeccion primaria, ya que pueden formar un granuloma caseoso, el cual
engloba por completo al bacilo y asi poder controlar su proliferacion; sin
embargo, el patégeno nunca es erradicado por completo del organismo
(infeccion persistente), razon por la cual el M. Tuberculosis se considera
como el patdgeno mas habil por su capacidad de mantencién en un estado
de latencia con una opcién de reactivacion en el futuro. A diferencia, de
las personas con infeccion por HIV o inmunodeprimidos, tienen un riesgo
de 5 a10% anual de reactivacion %

El problema de la Tuberculosis en el mundo

La tuberculosis en el mundo continta siendo una carga pesada en lo que
va de los afios. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el informe
mundial sobre la tuberculosis del afio 2017 planteé como objetivo
especifico reducir la tasa de mortalidad en un 90%, y los nuevos casos
anuales en un 80% de aqui a 2030, en comparacion con las cifras de
2015.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que en el 2016 se
reportaron 6,3 millones de casos nuevos de Tuberculosis (frente a los 6,1
millones de 2015), lo que resulta ser el 61% de la incidencia estimada de
10,4 millones; los ultimos datos acerca de los tratamientos muestran una
tasa de éxito terapéutico del 83%, muy parecido al de los ultimos afos.
Ademas se notificaron 476 744 casos de Tuberculosis en personas con

VIH positivos, de los cuales el 85% se encontraba en TARGA.(2%)
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Como se puede observar en la Figura N°1, la OMS presento en el ultimo
reporte sobre la Tuberculosis, una lista de paises con alta carga de
tuberculosis, esta lista sera utilizada por la OMS durante el periodo 2016
— 2020.

* MDR = multidrug-resistant ; RR= rifampicin-resistant
MDR/RR-TB = RR-TB cases including MDR-TB cases

Figura N°1: Incidencia estimada de MDR/RR-TB en 2015, en paises con al
menos con 1000 casos (OMS, Global Tuberculosis Report 2017)
Tuberculosis en el Peru

La Tuberculosis en el Peru ocupa el décimo quinto lugar de las causas de
muerte, y el vigésimo séptimo puesto de carga de enfermedad medida por
afios de vida saludable perdidos (AVISA), afectando principalmente los
estatus sociales mas pobres (10

Segun la Direccion de Prevenciéon y Control de Tuberculosis (DPCTB) del
Ministerio de Salud del Perd, en el 2017 se registré6 31087 casos de
Tuberculosis. Siendo las regiones mas afectadas Lima, Callao, Tacna, La
Libertad, Madre de Dios, Ucayali, Loreto, Ica, Cuzco, Arequipa,
Moquegua, en estas 12 regiones se concentran un alto riesgo de padecer
TB. (29

El MINSA recientemente ha implementado el “Plan de Intervencion de
Prevencion y Control de Tuberculosis en Lima Metropolitana y Regiones
priorizadas de Callao, Ica, La Libertad y Loreto 2018-2020”, ya que, segun
las ultimas fuentes, son estas regiones las que concentran el 75% de la

morbilidad de la TB del pais. El objetivo de este plan es disminuir
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considerablemente la incidencia de la tuberculosis sensible y
multidrogorresistente en Lima Metropolitana y en diferentes regiones.

En la Figura N°2, se muestra los principales indicadores epidemiolégicos
gue son analizados cada afio por la Estrategia Sanitaria Nacional
Prevencion y Control de la Tuberculosis (ESNPCT) entre los afios 2008 -
2015: tasa de incidencia, tasa de morbilidad, tasa de incidencia de TB
pulmonar frotis positivo y tasa de defunciones durante el tratamiento.
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2008 | 2009 | 2010 [ 2011 | 2012 [ 2013 [ 2014 [ 2016 |
SRi(miles) | 1371 | 1334 | 1122 | 1354 | 1427 | 1614 | 1645 | 1774
= Morbilidad | 1202 | 1181 | 1099 | 1097 | 1052 | 1044 | 1021 | 995
== Incid 18 1038 | 1027 | 957 | or4 | 932 | 919 | 888 | 815
> Incd TBPFP| 639 | 619 | 583 | 597 | 586 | 667 | 565 | 543
= Mortalidad® 33 3.2 34 29 35 39 37 3.7

*Expresada en nimero de defunciones durante el tratamiento por 100 mil habitantes

Figura N°2: Principales indicadores epidemiolégicos y numero de sintomaticos
respiratorios identificados (SRI), Pert 2008 — 2015.

En el afio 2015 se notificaron 30 988 casos de TB, y la tasa de incidencia
ha sido la menor reportada en los ultimos 25 afios, con 87,6 casos nuevos
de TB por cada 100 mil habitantes @8. A través de la Direccion de
Prevencion y Control de Tuberculosis y el Centro Nacional de
Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades, se busca reducir
el nimero de incidencia, permitiendo un diagnéstico y tratamiento
efectivo, ademas se busca contribuir con la prevencion y control de la

Tuberculosis.
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El problema de la Tuberculosis multidrogoresistente (TB MDR) en el
mundo

La TB MDR se ha convertido en un problema emergente en el mundo,
convirtiéndose en el mayor desafio para el control y tratamiento de la TB.
El M. Tuberculosis genera cambios en los sitios de accion de los
medicamentos antituberculosos adquiriendo resistencia. La MDR es
definida por los bacilos que presentan resistencia principalmente al ndcleo
terapéutico, Isoniacida (INH) y Rifampicina (RIF), las drogas mas potentes
de la primera linea de tratamiento.

Segun el Reporte Global de la Tuberculosis, se estima que el 3,3% de los
casos nuevos y 20,2% de los casos con tratamiento previo tienen
Tuberculosis MDR. En el 2014, se registraron cerca de 190 mil muertes
por infeccion de Tuberculosis MDR. Como muestra la Figura N°3 las

mayores incidencias se encuentran en el este de Europa y Asia Central.
(27)(29)
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Figura N°3: Porcentajes de casos nuevos de TB MDR en 2014. La figura
esta basada en los aflos mas recientes de los que se dispone informacion,
la cual varia entre los paises. TB XDR ha sido reportada por 92 paises.
Un porcentaje estimado: 9,7% (95% CI: 7,4%-12%) de los casos MDR son
TB XDR. [WHO Global tuberculosis report 2015].
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El problema de la TB multidrogoresistente (TB MDR) en el Peru
Segun lo planteado en el Reporte Mundial de la Tuberculosis presentado
en el afio 2017, el Perl se encuentra ubicado en la lista de los 30 paises
con mas alta carga de Tuberculosis Multidrogorresistente (TB MDR) para
el periodo 2016 — 2020, ya que presenta cifras superiores a los 1000 casos
de TB MDR.

A nivel de las Américas, el Peru se encuentra ubicado en el 3er lugar de
los paises con alta tasa de incidencia, luego Haiti y Bolivia.

De acuerdo a la Norma Técnica de Salud para la Atencion Integral de las
Personas Afectadas por Tuberculosis, la Tuberculosis resistente a
medicamentos (TB DR) se clasifica: I) Tuberculosis resistente a isoniacida
(H), si la resistencia es solamente a isoniacida, no a rifampicina; II)
Tuberculosis resistente a rifampicina (R), si la resistencia es solamente a
rifampicina, no isoniacida; 1lI) TB multidrogorresistente (TB MDR), si la
resistencia es tanto a Isoniazida y Rifampicina, y IV) TB extensamente
resistente (TB XDR), si ademas de presentar TB MDR (H y R), presenta
resistencia a una fluoroquinolona y a un inyectable de 2da linea (V-

En la Figura N°4 se muestran los casos notificados entre los afios 2008 y
2015. De la misma forma se presenta el incremento de uso de las pruebas
de sensibilidad rapida (PSR) para detectar resistencia a H y R por los
métodos Genotype® MTBDRplus, nitrato reductasa (Griess) y MODS
(Microscopic Observation Drug Susceptibility), este tltimo desarrollado en
el Pert por Caviedes et al. 3 Como se puede observar existe un
incremento notable en el uso de las Pruebas de sensibilidad rapida (PSR),
de 2636 pruebas en el 2008 a 26 500 en el 2015, esto ha contribuido a
disminuir el tiempo de deteccion de los pacientes con TB DR y llevo a que

los pacientes tengan un acceso oportuno a medicamentos mas potentes.

Figura N°4: Casos notificados de TB resistente a medicamentos y pruebas de
sensibilidad rapida (PSR), Pert 2008 — 2015. Fuente ESNPCT - MINSA
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Resistencia farmacoldgica del M. Tuberculosis.

A pesar del conocimiento de la fisiopatologia y los nuevos avances
cientificos, la tuberculosis sigue siendo la principal causa de muerte en el
mundo. Esta enfermedad ha incrementado su incidencia con la
diseminacion de la infeccién por VIH; la aparicion y diseminacion de cepas
resistentes a los farmacos de la tuberculosis increment6 el numero de
casos de tuberculosis multirresistente (TB-MDR) en los ultimos afios.
Desde el inicio de la terapéutica de la tuberculosis en los afios 1950,
comenzd a observarse resistencia en la administracion de farmacos,
como se vio al emplearse la estreptomicina como monoterapia, para poder
evitar este problema las estrategias implementaron la asociacion con
acido para-amino-salicilico (PAS) e isoniazida, donde redujeron el periodo
de tratamiento (18 a 24 meses), al creer haber encontrado una terapia
definitiva gener6 confianza y falta de interés de generar nuevos esquemas
terapéuticos, como consecuencia se produjo la aparicion de resistencia a
isoniazida, convirtiendose en una potente problematica social, la
resistencia a isoniazida y estreptomicina fue generando enfermos
cronicos que no se morian, pero aumentaban la tasa de
farmacorresistencia.

En 1993 se publica datos alarmantes de resistencia a farmacos
antituberculosos utilizados en esquemas de tratamiento de 2da linea:
resistencia a pirazinamida (32%), tionamida (40%), cicloserina (58%),
Acido para amino salicilico (PAS) (52%) (18)

El M. Tuberculosis presenta 3 tipos de resistencia; la resistencia natural,
gue es dado por cepas salvajes como resultado de su constante
multiplicacion; la resistencia adquirida o secundaria cuando se ve
afectado por una administracion de medicamentos de forma irregular
provocando bacilos resistentes naturales y finalmente la resistencia
primaria o inicial, causada por el contagio de un paciente portador de la
resistencia adquirida, a un paciente que no ha tomado ningun tratamiento
antituberculoso (caso nuevo) G0

La Multidrogoresistencia (TB-MDR) es reconocida como resistencia a las

drogas a isoniazida (INH) y rifampicina (RIF) de manera simultanea, que
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son agentes antituberculosos de primera linea y eje del tratamiento actual;
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que en el 2014 se
diagnosticaron 9,6 millones de casos nuevos de tuberculosis, de los
cuales 480.000 serian multirresistentes, pero las dos estimaciones
resultaron inferiores a los casos efectivamente notificados a nivel mundial.
(31

La Tuberculosis debe ser tratada con drogas de lera linea como
Isoniazida, Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol y Estreptomicina. Sin
embargo, esta primera linea muchas veces fracasa por diversas razones
como: mal compromiso del paciente a la adherencia del tratamiento,
pésima calidad de los farmacos, contagios de personas con cepas
resistentes, mala absorcion de los medicamentos. G%(2)

Resistencia a Isoniazida

La isoniazida o hidracida del acido isonicotinico (H), es una droga
ampliamente utilizada por su efecto bactericida, la mayor parte de las
cepas son inhibidas “in vitro” en concentraciones entre 0.02 a 0.05
pg/mL.@3)

La estructura de la isoniazida esta formada por un anillo de piridina y un
grupo hidrazida, estos componentes presentan actividad contra M.
Tuberculosis. Una vez activada, la H es capaz de inhibir la biosintesis de
acidos micoélicos, esenciales para la pared de M. Tuberculosis.

Existen varios genes involucrados en la resistencia a la isoniazida: katG,
InhA, ahpC, kasA, ndh. El gen mas frecuente y considerado el mas
importante (50%) el gen katG (S315T) que codifica la enzima catalasa-
peroxidasa que convierte la pro-droga INH en su forma activa, el segundo
gen InhA (enoyl acyl carrier protein reductase) entre el 7% al 25% de los
aislamientos resistentes, involucrada en la sintesis de acidos micolicos.
Se han reportado mutaciones adicionales ubicadas en los genes ahpC y
kas A. (21)@9

Hay que tener en cuenta que la mutacién de un sitio de accién no siempre
conlleva a resistencia. La probabilidad de que se genere resistencia para
INH es (1:108), RIF es (1:108 ), Etambutol (EB) (1:10° ) y estreptomicina
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(S) (1:10%); por lo que la probabilidad para que se dé una doble mutacién
a medicamentos como INH y RIF es de (1:10%6)10,

Genotipificacidon

Ante la emergencia que genero la alta incidencia de TB MDR en el mundo,
los métodos de tipificacion molecular del M. Tuberculosis comenzaron a
tener mayor importancia en el diagnostico. Desde su aparicion en los afios
90 la genaotipificacion fue aplicada con gran éxito, lo que abrié una puerta
a los estudios moleculares, permitiendo establecer mejoras en las
estrategias del campo de la Salud Publica.

El incremento de las cepas resistentes al Mycobacterium tuberculosis
pone en riesgo a la poblacion de infectarse con estas cepas; es por ello
de la necesidad de la deteccion rapida de TB-MDR a partir de las muestras
de esputo.

Su utilizacion se basa en la descripcion del genoma de Mycobacterium
Tuberculosis y la deteccion de los genes relacionados con la resistencia.
La ventaja de estos métodos es que permite la identificacion de resistencia
en cuestion de horas y de esta forma poder utilizarla.

El método radica en la extraccion del material genético con amplificacion
mediante pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de la
region que contiene el gen y de esta forma poder detectar las mutaciones
gue presenten resistencia.

GenoType ® MTBDR Plus

La prueba molecular Genotype®MTBDRplus es un método que va permitir
identificar rapidamente las mutaciones mas frecuentes asociadas con la
resistencia a drogas antituberculosas de primera linea: Isoniacida (INH) y
rifampicina (RIF).

Esta prueba molecular utiliza tiras reactivas de nitrocelulosa (tecnologia
DNA Strip) que contienen regiones parciales de los genes rpoB, katG e
inhA fijadas sobre ella. La prueba se basa en un PCR multiplex que va a
generar multiples sondas mediante una hibridacion reversa, reconocen las
mutaciones genéticas mas frecuentes asociadas con la resistencia a INH
y RIF. @2
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Figura N°5: Patron representativo de las zonas de reaccién en cada tira
reactiva (DNA Strip) del sistema a Genotype®MTBDRplus

Esta técnica molecular estd disponible comercialmente, a partir de
muestras ya sean de esputo baciloscopia positiva y/o cultivos, detectando
mediante hibridacion de sondas especificas una variedad de mutaciones
en el fragmento de 81 pb del gen rpoB asi como la mutacion del codon
315 del gen katG y mutaciones en la region promotora del gen InhA, la
ventaja que presenta esta prueba es que reporta una sensibilidad para
determinar resistencia a rifampicina del 98,1% y para isoniazida del 90,2%
con una especificidad de 97,8% y 100% para cada medicamento
respectivamente. La versibn 2,0 es utili en muestras baciloscopia
negativas®3)

Tratamiento de la Tuberculosis

El tratamiento de la Tuberculosis se basa en las terapias combinadas de
corta duracién, utilizando drogas de capacidad bactericida, capacidad
esterilizante, y capacidad de prevencion contra la resistencia.

En la actualidad existen enfermedades que pueden favorecer el desarrollo
de diversas formas de resistencia a los farmacos antituberculosos como
la Inmunosupresiéon VIH/SIDA y la Diabetes Mellitus, lo que genera un

manejo y control mas detallado.
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La aparicion de cepas resistentes del M. Tuberculosis implica un reto para
los programas nacionales de salud, generando modificaciones en los
tratamientos convirtiéndose en tratamientos prolongados de un minimo de
20 meses de duracion asociado muchas veces de reacciones adversas.
Los medicamentos antituberculosos de primera linea son los mas
utilizados por el PNCT (Programa Nacional de Control de Tuberculosis):
Isoniacida, Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol y Estreptomicina

Los medicamentos presentan caracteristicas especificas; la isoniacida,
rifampicina y pirazinamida son consideraos los medicamentos mas
potentes, contra todas las cepas de Tuberculosis. La isoniacida (H) es la
hidracida del acido isonicotinico. Es un farmaco bactericida, que actla
sobre poblaciones de multiplicacién continua; la rifampicina (R) es un
derivado semisintético de la rifamicina, es un complejo antibiético
macrolido que inhibe la sintesis de acido ribonucleico en un amplio rango
de agentes patdgenos, interfiere con duplicacion de material genético del
Mycobacterium Tuberculosis, la importancia de su descubrimiento e
introduccion fue que permiti6 el acortamiento de la duracion del
tratamiento; la Pirazinamida (Z) es un derivado sintético de la
Nicotinamida, es activa en medio acido contra los bacilos que se
encuentren en el interior de macrofagos, este farmaco fue dejado de lado
durante algunos afios por su efecto hepatotoxico a dosis altas, sin
embargo se revaloré su importancia reajustando su dosis, de esta forma
se permiti6 junto a la Rifampicina crear los nuevos esquemas

terapéuticos.) ¢4
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Figura N°6: Descubrimiento a lo largo de los afios de Drogas Antituberculosas.
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En el Peru se ha trabajado con estrategias generando una experiencia

internacional en el manejo de la tuberculosis. Existen 3 estrategias que

son recomendadas por la Organizacion Mundial de la Salud:

Tratamientos estandarizados

Tratamientos Individualizados

Tratamientos Empiricos
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Figura N°7 Algoritmo de tratamiento de la TB en el Pert segun susceptibilidad a
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Tabla N°2: Farmacos antituberculosos y mecanismos de Resistencia por parte

de la M. Tuberculosis.
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CAPITULO lll: METODOLOGIA

3.1 Tipo y disefio de Investigacion

Este estudio es de tipo observacional descriptivo transversal. Se realiz6 una
descripcion de la frecuencia de mutacion genética teniendo como apoyo a la
prueba molecular GenoType ® MTBDR Plus, esta prueba molecular nos permite
conocer el Gen mutado del Mycobacterium Tuberculosis. Actualmente esta
prueba se encuentra avalada por OPS/OMS. El periodo de analisis comprendido
en el estudio fue desde el afio 2016 al 2018.

El presente trabajo de investigacion se ha desarrollado en el contexto de IV
CURSO - TALLER DE TITULACION POR TESIS segun enfoque publicado. 3¢
Se realizd este tipo de estudio, dado que no se cuentan con antecedentes
actuales del tema, a pesar del alto porcentaje de pacientes con resistencia al M.
Tuberculosis en Lima Norte. Asi mismo, estos estudios moleculares abren una
ventana a futuras investigaciones epidemiologicas para mejorar una de las

problematicas mas afectadas como es la Tuberculosis en el Peru.
3.2 Poblacion y muestra

Poblacion

e El presente estudio presenta un total de 324 pacientes atendidos en el
Programa contra la Tuberculosis por la jurisdiccion de Lima Norte durante el
periodo 2016 — 2018.

Muestra

e En la presente investigacion se consider6 a todos los pacientes en el periodo
2016 — 2018, siendo un numero de 148 pacientes que cumplieron con todos
los criterios de inclusion considerados para este estudio.

3.3 Criterios de selecciéon de la muestra

Criterio de Inclusion

e Pacientes atendidos por el Programa Contra la Tuberculosis en el Hospital
Nacional Sergio Bernales en el afio 2016 — 2018.

e Paciente con diagnéstico de Tuberculosis Resistente a Isoniacida.

e Pacientes con resultados de la prueba GenoType ® MTBDR Plus.

o Pacientes con Resistencia a Isoniacida con comorbilidades

o Pacientes con antecedente de tratamiento y pacientes nuevos en el

Programa Contra la Tuberculosis.
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Criterios de Exclusién

e Pacientes que no estén registrados en el Programa Contra la Tuberculosis
en el Hospital Nacional Sergio Bernales en el afio 2016 — 2018.

e Paciente con tuberculosis no pertenecientes a la Direccion de Salud Lima
Norte VI — Tupac Amaru

e Pacientes con diagnostico de otros tipos de Tuberculosis

e Pacientes que no presenten resultado de la Prueba Genotype Plus

e Pacientes con Tuberculosis Sensible.

e Pacientes con Resistencia a Rifampicina

3.4 Operacionalizacion de variables

) ) Natur | Indicad L ) L
Variable Tipo Definicion operacional Definicion conceptual
aleza | or
Indepe . . . -
) Cuant | Tiempo . ) Periodo comprendido desde el nacimiento y
Edad ndient | . Afos cumplidos L .
itativa | en afios el momento de la realizacién del estudio.
e
Indepe - o N
) Cualit | Tipo de | Condicion orgénica . n
Sexo ndient ) ) ) Caracteristica fenotipica de la persona
ativa sexo masculino o femenino
e
. Indepe . . .
Comorbilid ) Cualit | Enferm | Si presenta 1 o mas ) )
ndient ) Presencia o ausencia de enfermedad
ades ativa edad enfermedad
e
Indepe ) Condicién  patoldgica
Inmunosupr . Cualit | Enferm . . . . o
L ndient . VIH positivo, VIH | Disminucion de las reacciones inmunitarias
imido ativa edad )
e negativo
. . Indepe . i Condicién de 3 . ; .
Resistencia ) Cualit | Farmac L ) Farmaco de primera linea en tratamiento de
. . ndient . asociacion: Resistente o .
Etionamida ativa o] ) tuberculosis
e sensible

3.5 Técnicas de recoleccion de datos e instrumentos

En este estudio se utilizd la metodologia de GenoType® MTBDRplus es una
técnica molecular aprobada por la Organizacion Mundial de la Salud para la
deteccion de las mutaciones del complejo M. tuberculosis; se procedio a la
tabulacion de todos los pacientes registrados en la base de datos del Programa
de Prevencion y Control de la Tuberculosis de Lima Norte durante el periodo
2016 — 2018. Se procedié a buscar los resultados de la Prueba GenoType®
MTBDRplus registrados en el Instituto Nacional de Salud (INS) disponible en

www.netlab
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3.6 Técnicas para el procesamiento de la informacion

Una vez obtenido la informacion se registré a la base de datos del programa
Microsoft Excel 2016 y posteriormente a SPSS version 24 donde se pudo
elaborar las tablas y graficos

Se realiz6 un andlisis mediante la distribucion de frecuencias para determinar las
mutaciones genéticas en pacientes con Tuberculosis Resistente a Isoniacida en
Lima Norte durante el periodo 2016-2018. El Nivel de Confianza empleado fue
del 95% (IC: 95%).

Se analizaron las variables edad, sexo, comorbilidades presentes en algunos
pacientes y la asociacidn con la inmunosupresion y corresistencia a otros
farmacos. Los resultados se presentaron en cuadros y graficos, expresados en
valores nominales y porcentuales. Para el andlisis se utilizd Chi Cuadrado,
p<0.05.

3.7 Aspectos Eticos

El presente trabajo no colisiona con los aspectos éticos. Toda informacion de
cada paciente involucrado en el estudio se mantuvo en anonimato. Ademas, es
importante tener en cuenta que la informacion de cada paciente solo fue utilizada
por el autor de este trabajo por lo que los datos recolectados de los pacientes
son y serdn manejados de manera confidencial y no perjudicando de ninguna

manera a los participantes del estudio.

30



CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados

El presente estudio describe las caracteristicas de resistencia genotipicas,
basados en la técnica molecular GenoType®MTBDR plus. De los 324 pacientes
registrados, solo 148 presentaron resistencia a Isoniacida (46%), la edad fue
33.03+14.82 afios.

Gréafico N°1: Recuento de pacientes Resistentes a Isoniacida en Lima Norte
durante el periodo 2016 - 2018.

Pacientes con Tuberculosis

= MDR
® Resist.H

No MDR-No Resist.H
m TOTAL

54%

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

El grafico muestra que la mayoria de los pacientes no presentaban resistencia
MDR ni Resistencia a Isoniacida en un 54% (176 pacientes).

TABLA N°1: Distribucion de resultados de la Prueba Genotype en pacientes con
Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima Norte durante el periodo 2016-
2018.

MDR 110 74,3
Resistencia H 38 25,7
Total 148 100,0

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.
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El mayor porcentaje de la muestra tomada presento Multidrogoresistencia
(MDR), en un 74.3%.
TABLA N°2: Distribucion de los pacientes que presentaron mutacion genética

en Lima Norte durante el periodo 2016-2018.

Mutacion Genética 137 42.3%
Negativo 187 57.7%
Total 324 100%

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

La frecuencia de mutacién genética es de 42.3%

TABLA N°3: Distribucion de los genes mutados encontrados en pacientes con
Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima Norte durante el periodo 2016-
2018.

Negativo 11 7,4
KatG 91 61,5
InhA 38 25,7
Ambos (KatG-InhA) 8 5,4
Total 148 100,0

Fuente: Ficha de recoleccion de datos

La mutacion més frecuente hallada es en el gen KatG (61.5%)

GRAFICO N°2: Distribucién de la relacion entre sexo y resultados de la Prueba
Genotype en pacientes con Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima Norte
durante el periodo 2016-2018.

Prueba
Genotype

I VDR
[ Resistencia H

Recuento

Fuente: Ficha de recoleccién de datos
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Como se puede apreciar en el gréafico, el 50% de pacientes del sexo masculino
presenta MDR y el 23% fueron de sexo femenino.
TABLA N°4: Distribucién de la relacion entre el sexo y gen mutado en pacientes

con Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima Norte durante el periodo 2016-
2018.

) 6 68 23 3 100
Masculino
6% 68% 23% 3% 100%
_ 5 23 15 5 48
Femenino 0.68
10.4% 47.9% 31.3% 10.4% 100%
11 91 38 8 148
Total

7.43% 61.5% 25.7% 5.4% 100%
Fuente: Ficha de recoleccion de datos.

El gen mutado mas frecuente tanto como en el sexo masculino como en el
femenino, es el gen KatG; presentando un p>0.05.

TABLA N°5: Distribucion de la relacion entre comorbilidad y Prueba Genotype
en pacientes con Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima Norte durante el
periodo 2016-2018.

DM 80% 20%

DM-2 0.596
Niega DM-2 73.7% 26.3%
VIH (+) 88.9% 11.1%

VIH 0.302
VIH (-) 73.4% 26.6%
Depresion 89.5% 10.5%

Psicopatologia ] ] 0.105
Niega Depresion 72.1% 27.9%
Asma 100% 0%

ASMA 0.403
Niega Asma 74% 26%
HTA 100% 0%

HTA ] 0.555
Niega HTA 74.1% 25.9%

» . AR 100% 0%

Artritis Reumatoide . 0.555

Niega AR 74.1% 25.9%

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.
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La tabla nos muestra las comorbilidades halladas en el estudio; donde se
evidencia el mayor porcentaje con relacion a la Multidrogoresistencia (MDR), sin
embargo, esta asociacion no presenta grado de significancia (p>0.05)

TABLA N°6: Distribucion de la relacion entre comorbilidad y el Gen Mutado en

pacientes con Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima Norte durante el
periodo 2016-2018.

DM 0%  60% 33.3% 6.7%
DM-2 Niega DM- 0.642
8.3% 61.7% 24.8% 5.3%
VIH (+) 0%  77.8% 22.2% 0%
VIH 0.642

VIH (-) 7.9% 60.4% 25.9% 5.8%
Depresion 15.8% 57.9% 15.8% 10.5%

Psicopatologi

Niega 0.263
a . 6.2% 62% 27.1% 4.7%
Depresion
Asma 0% 50% 0% 50%
ASMA Niega 0.43
75% 61.6% 26% 4.8%
Asma
HTA 0% 100% 0% 0%
HTA Niega 0.889
7.5% 61.2% 25.9% 5.4%
HTA
Artritis AR 0% 100% 0% 0%

0.889
Reumatoide NiegaAR  7.5% 61.2% 25.9% 5.4%

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.

La tabla nos muestra como gen mutado mas frecuenta al KatG al asociarlo a las

comorbilidades, sin embargo, no presenta un grado de significancia (p>0.05)
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TABLA N°7: Distribucion de la relacién entre Habitos Nocivos y Prueba

Genotype en pacientes con Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima Norte
durante el periodo 2016-2018.

Sl 87.5% 12.5%
Farmacodependencia 0.106
NO 71.8% 28.2%
Sl 100% 0%
Consumo de Drogas 0.555
NO 74.1% 25.9%

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

Como se puede apreciar, los pacientes consumidores de drogas tienen como
riesgo presentar MDR, sin embargo, esta correlaciéon no presenta un grado de
significancia (p>0.05)

TABLA N°8: Distribucion de la relacion entre Habitos Nocivos y Gen Mutado en
pacientes con Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima Norte durante el
periodo 2016-2018.

SI 20.8% 50% 20.8% 8.3%
Farmacodependencia 0.041
NO 4.8% 63.7% 26.6% 4.8%

SI 0% 100% 0% 0%
Consumo de Drogas 0.889
NO 75% 61.2% 25.9% 5.4%

Fuente: Ficha de recoleccidn de datos.
La relaciéon entre la farmacodependencia y la mutacion de genes, a favor del gen
INHA, presenta un grado de significancia (p<0.05), a diferencia de la asociacion

entre el consumo de drogas que presenta un grado de significancia (p>0.05)
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TABLA N°9: Distribucion de la Relacién con otros farmacos antituberculosos y

Prueba Genotype en pacientes con Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima
Norte durante el periodo 2016-2018.

Sensible 75% 24.3%

Etionamida 0.515
Resistente 70.3% 29.7%
Sensible 64.6% 35.4%

Etambutol ; 0.000
Resistente 92.3% 7.7%
Sensible 70.7% 29.3%

Estreptomicina 0.054
Resistente 87.5% 12.5%
Sensible 65.4% 34.6%

Pirazinamida 0.000
Resistente 97.6% 2.4%
Sensible 73% 27%

Kanamicina 0.111
Resistente 100% 0%

. Sensible 73.2% 26.8%

Levofloxacino . 0.142

Resistente 100% 0%

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.

La resistencia a Etambutol y Pirazinamida presentaron asociacion con la MDR,

ambas asociaciones presentaron un grado de significancia (p<0.05)

TABLA N°10: Distribucion de la Relacion con otros farmacos antituberculosos y

Mutacion genética en pacientes con Tuberculosis Resistente a Isoniacida en
Lima Norte durante el periodo 2016-2018.

Sensible 9%
Etionamida ] 0.000
Resistente 2.7% 35.1% 48.6% 13.5%
Sensible 4.2% 52.1% 38.5% 5.2%
Etambutol 0.000
Resistente 13.5% 78.8% 1.9% 5.8%
Sensible 6% 56% 31% 6.9%
Estreptomicina . 0.007
Resistente 12.5% 81.3% 6.3% 0%
Sensible 6.5% 62.6% 25.2% 5.6%
Pirazinamida . 0.908
Resistente 9.8% 58.5% 26.8% 4.9%
. Sensible 7.1% 61.7% 27% 4.3%
Kanamicina 0.022
Resistente 14.3% 57.1% 0% 28.6%
. Sensible 7.7% 61.3% 26.8% 4.2%
Levofloxacino . 0.011
Resistente 0% 66.7% 0% 33.3%

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.
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Mediante la tabla se demuestra que la resistencia a Etionamida presenta
asociacion a la mutacion del gen InhA con un grado de significancia (p<0.05)
La resistencia a Etambutol, Estreptomicina, Kanamicina, Levofloxacino presenta
asociacion a la mutacion del gen KatG con un grado de significancia (p<0.05)
NOTA: La asociacion entre la resistencia a levofloxacino y KatG puede deberse
al escaso numero de pacientes resistentes a levofloxacino de la poblacion
evaluada.

TABLA N°11: Distribucion de la relacion entre Antecedente de Tratamiento y
resultados de la Prueba Genotype en pacientes con Tuberculosis Resistente a

Isoniacida en Lima Norte durante el periodo 2016-2018.

61 35 96

Nunca tratado

63,5% 36,5% 100,0%
49 3 52
Antes tratado 0.000
94,2% 5,8% 100,0%
110 38 148
Total
74,3% 25,7% 100,0%

Fuente: Ficha de recoleccion de datos.

Como se puede apreciar en la tabla N°10, los pacientes Antes tratado presentan
mayor riesgo de ser MDR antes que Resistente a Isoniacida; a diferencia del
Nunca Tratado que puede ser Resistente a Isoniacida. Existe un grado de
asociacion entre el antecedente de Tratamiento y la Resistencia MDR (P<0.05)

TABLA N°12: Distribucion de la relacion entre Antecedente de Tratamiento y

gen mutado en pacientes con Tuberculosis Resistente a Isoniacida en Lima
Norte durante el periodo 2016-2018.

2 61 28 5 96
Nunca tratado
2,1% 63,5% 29,2% 5,2% 100,0%
9 30 10 3 52
Antes tratado 0.007
17,3% 57,7% 19,2% 5,8% 100,0%
11 91 38 8 148
Total
7,4% 61,5% 25,7% 5,4% 100,0%

Fuente: Ficha de recoleccién de datos.
Los pacientes Nunca Tratados presentan mayor riesgo de presentar mutacion
en el gen KatG. Existe un grado de asociacion entre antecedente de Tratamiento

y la mutacién genética del M. Tuberculosis, a favor del gen KatG (P<0.05)
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4.2 Discusion

Ante la instauracion reciente de técnicas moleculares con el fin de detectar
precozmente la tuberculosis resistente y multidrogoresistencia en el pais, es
importante continuar promoviendo las investigaciones que generen resultados
que permitan aplicar beneficios en la terapéutica.

Este estudio es la primera descripcidon en Lima Norte que busca conocer la
frecuencia de mutaciones genéticas en la Resistencia a Isoniacida y la
Multidrogoresistencia

El resultado encontrado refleja una realidad muy parecida a lo explicado por
Capcha et. al, donde en su estudio hallo un 54.78% con el patron de
multidrogoresistencia (MDR), sin embargo, nuestra muestra estudiada fue mayor
(324 pacientes) en donde presento un 34% de MDR y 12% de Resistencia a
Isoniacida.

La mutacion en KatG fue la mas detectada en un 61.5%, resultados similares
describié Pamela Araya et. 2011 y Claudia Llerena et. 2017

En cuanto al sexo, se encontré al sexo masculino mas frecuente, al igual que
Luis Capcha et. al, encontrando un (59.37%), y Diego Molina et (52.6% )

En un estudio realizado en Santiago de Chile por Tania Herrera y col, concluye
gue los pacientes Diabéticos constituyen un grupo de riesgo para Tuberculosis,
similar a lo encontrado en nuestro estudio, sin embargo, esta correlacion no
presenta una significancia estadistica. A pesar de ello la “Norma Técnica de
Salud para la Atencion Integral de las Personas Afectadas por Tuberculosis”
indica que a todos los pacientes con Tuberculosis se tiene que realizar despistaje
de DM.

Asimismo, la infeccién con Virus Inmunodeficiencia Humana (VIH) no demuestra
un riesgo para presentar TB MDR con respecto a resistencia aislada a Isoniacida,
datos similares expone A. Cecilia Avalos et. al (2014)

La relacion que se presentd en nuestro trabajo entre las comorbilidades y los
genes mutados, no presento una significancia estadistica, ante el reducido
namero de estudios se vio imposible comparar esta asociacion, mediante ello
nuestros resultados quedan como un antecedente para proximos estudios.
Segun Liliana Villa et. al, en su estudio obtuvo resultados en donde el factor

social como la farmacodependencia y la drogadiccion eran un factor de riesgo

38



para infeccion de Tuberculosis, datos similares se demostré en nuestro estudio
sin embargo no demostré ser estadisticamente significativo.

En el presente estudio, el factor social como la farmacodependencia,
drogadiccion presentaba un riesgo para tener una infeccion MDR, sin embargo,
no resulto ser estadisticamente significativo; segun Liliana Villa et. al en su
estudio obtuvo resultados en donde el factor social como la
farmacodependencia, drogadiccion era un factor de riesgo para infeccion de
Tuberculosis,

En Colombia, un estudio identifico la prevalencia de corresistencia a isoniazida
— Etionamida mediada por mutaciones en el gen InhA en cepas de
Mycobacterium tuberculosis multidrogoresistente y resistente a isoniazida,
reportando una prevalencia de 8.6%; los datos presentados en este trabajo
hallaron una correlacion en un 13.5%.

Algunos estudios muestran una asociacion de KatG con resistencia a Etambutol
y Estreptomicina o ambas, como en el estudio de Van Doorn 2006. Esto se
comprobd en nuestro estudio donde se vio altos porcentajes de resistencia a
Etambutol y Estreptomicina (78.8% y 81.3% respectivamente) con la mutacion
en KatG.

Asi mismo se encontré una asociacion significativamente estadistica entre la
resistencia a Kanamicina y Levofloxacino con la mutacion en KatG, sin embargo,
el escaso numero de pacientes resistentes que hayan presentado mutacion en
el gen InhA, nos lleva a recomendar un estudio con una muestra mas amplia.
En nuestro estudio se pudo observar que los pacientes antes tratados, presentan
un riesgo mayor a presentar TB MDR, datos similares lo explica Bravo Gutiérrez
et. al, donde obtuvo 7.45% de posibilidades para tener tuberculosis MDR, de
igual forma concluye en el estudio presentado por Rodriguez Hidalgo et. al.

Asi mismo se demostrd que pacientes Nunca tratados presentan mayor riesgo a
presentar alteracion en el gen KatG, siendo estadisticamente significativos, tal

como lo sefiala Jenny Sanchez et.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e La tasa de resistencia al Mycobacterium Tuberculosis en este estudio fue similar a la
reportada en varios paises en los dltimos afios.

e El porcentaje de pacientes con Resistencia a Isoniacida y MDR, es aproximadamente 46%,
un dato alarmante, en donde se tiene que trabajar implementando estrategias con el fin de
reducir ese numero.

e En este estudio se observa que la prevalencia de mutacion genética al Mycobacterium
Tuberculosis en Lima Norte es de 42.3%.

e La mutacién genética que se observa con mas frecuencia es el sexo masculino.

e El gen mutado con mayor porcentaje fue el gen KatG en un 61.5%.

e La relacién entre pacientes con diagnostico de VIH y la infeccion de MDR no presenta una
asociacion estadisticamente significativa.

e El antecedente de tratamiento y la mutacién genética del M. Tuberculosis con respecto al
gen KatG presentd una asociacion estadisticamente significativa.

e Con respecto a la Etionamida presentd una corresistencia a isoniazida mediada por
mutaciones en el gen InhA en los pacientes con Tuberculosis MDR; a diferencia del

Etambutol y Estreptomicina que presentaron mutaciones mediadas en el gen KatG.
5.2 Recomendaciones

e Con este estudio nos vemos abocados a insistir sobre la importancia de una terapia vigilada
y educacidn social, con la finalidad de reducir los estandares de resistencia.

e En la actualidad es imprescindible disponer de métodos genotipicos especificos los cuales
permiten la deteccion temprana (horas), favoreciendo a una terapia precoz y efectiva

e Hay una necesidad prioritaria de investigar mas sobre las bases genéticas de las resistencias
para poder entender mejor la biologia de la tuberculosis.

e Es importante reconocer la importancia de nuevos métodos de diagnéstico, sin embargo,
estos no pueden reemplazar a los métodos estandares: cultivo y el tradicional DST. Se
recomienda englobar estos métodos diagnosticos para mejorar las estrategias.

e Se recomienda descentralizar los laboratorios con tecnologia de nivel, para que el
diagndstico de la Tuberculosis sea oportuno y pueda ser accesible a nivel de todo el pais, de
igual forma se recomienda que la demora entre la toma de muestra y los resultados de

meétodos diagndésticos sea reducida para que el manejo sea precoz y oportuno.
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ANEXOS

Matriz de consistencia

¢Cual es la
prevalencia de
mutacién genética
en pacientes con
Tuberculosis
Resistente a
Isoniacida en Lima
Norte durante el
periodo 2016-
20187

de mutacion genética en
pacientes con
Tuberculosis Resistente a
Isoniacida en Lima Norte
durante el periodo 2016-
2018.

ESPECIFICOS

-ldentificar que mutacién
genética es mas frecuente
del perfil de resistencia de
la Isoniacida se asocia con
respecto al sexo.
-ldentificar si existe
asociacion entre el perfil de
resistencia y pacientes
inmunosuprimidos en Lima

Norte.

-Determinar la correlaciéon
entre comorbilidades y los
genes mutados en
tuberculosis resistente a

Isoniacida en Lima Norte.

-Determinar la frecuencia
de ambos genes (KatG —
InhA), en los pacientes con
resistencia a la Isoniacida

en Lima Norte.

-Determinar la asociacion
entre el gen mutado
resistente a Isoniacida y
los casos con antecedente
de tratamiento en

pacientes de Lima Norte.

- Determinar la prevalencia
de Resistencia a isoniazida
- Etionamida mediada por
el gen InhA en cepas de
pacientes con diagndstico
de TB MDR Yy resistencia a
Isoniazida en pacientes de
Lima Norte.

Independientes:

Edad

Sexo

Comorbilidad

Inmunosuprimido

Resistencia Etionamida

Tiempo en afios

Tipo de Sexo

Enfermedades
presentes en los

pacientes

Enfermedad de
compromiso

inmunolégico

Farmaco resistencia

PROBLEMA OBJETIVOS VARIABLES INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL
-Determinar la prevalencia | Variables Tipo de estudio

El estudio epidemiolégico establecido
para el andlisis es observacional

descriptivo transversal.

Poblacion

El presente estudio presenta 324
pacientes atendidos en el Programa
contra la Tuberculosis por la jurisdiccion
de Lima Norte durante el periodo 2016 —
2018.

Muestra

En la presente investigacion se
consider6 a todos los pacientes en el
Periodo 2016 — 2018, siendo un nimero
de 148 pacientes que cumplieron con
inclusion

todos los criterios de

considerados para este estudio.
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Operacionalizacion de las variables

. ) Natur | Indicad L ) L
Variable Tipo Definicion operacional Definicion conceptual
aleza | or
Indepe , . . -
) Cuant | Tiempo 5 ) Periodo comprendido desde el nacimiento y
Edad ndient | . Afios cumplidos L _
itativa | en afios el momento de la realizacion del estudio.
e
Indepe - o N
. Cualit | Tipo de | Condici6n organica o "
Sexo ndient . . . Caracteristica fenotipica de la persona
ativa | sexo masculino o femenino
e
| Indepe . . .
Comorbilid ) Cualit | Enferm Si presenta 1 o0 mas . )
ndient ) Presencia o ausencia de enfermedad
ades ativa edad enfermedad
e
Indepe . Condicién  patol6gica
Inmunosupr ) Cualit | Enferm N o ) ) o
o ndient ) VIH positivo, VIH | Disminucion de las reacciones inmunitarias
imido ativa edad .
e negativo
) ) Indepe ) i Condicién de ) . ) )
Resistencia ) Cualit | Farmac L ) Farmaco de primera linea en tratamiento de
. . ndient . asociacion: Resistente o .
Etionamida ativa o ) tuberculosis
e sensible
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