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PALABRAS CLAVE Resumen Diversos estudios han evidenciado una resistencia cruzada entre isoniacida y etio-
Etionamida; namida, 2de los farmacos utilizados en el tratamiento de la tuberculosis multirresistente.
Isoniacida; El objetivo del presente estudio fue determinar la resistencia cruzada entre ambos farma-
Mycobacterium cos en aislados de Mycobacterium tuberculosis obtenidos en un hospital de Lima (Peru), con
tuberculosis; alta proporcion de pacientes con tuberculosis. Se calculd la frecuencia de mutaciones aso-
Multifarmacorresistente; ciadas con la resistencia a la isoniacida (INH) evaluando el gen katG y la region promotora
Resistencia cruzada inhA mediante la prueba molecular Genotype MTBDRplus v2.0. El método gold standard cono-

cido como agar proporciones en placa (APP) permitio la identificacion de resistencia a INH y
etionamida. De 107 aislamientos resistentes a INH, 54 fueron multirresistentes (identificados
mediante la prueba Genotype MTBDRplus) y 49 (es decir, el 45,8% del total) también fueron
resistentes a etionamida por el método APP. En los aislamientos resistentes a INH, se encon-
traron mutaciones en el gen katG en el 50,5% (54/107); en la region promotora inhA en el
23,3% (25/107), y un 14,0% (15/107) presentaron mutaciones en ambos. Un 12,1% (13/107)
fueron resistentes a INH por ausencia de banda wild type y banda de mutacion. La mutacion
C-15T en la region promotora inhA present6 una fuerte asociacion con la resistencia a etiona-
mida y alcanzo el 73,4% (36/49) de los aislamientos resistentes a dicho farmaco. Los resultados
del presente estudio sugieren que la identificacion de mutaciones relacionadas con resistencia
a INH, sobre todo en la region promotora inhA, podria ser de gran utilidad para identificar
la resistencia cruzada a etionamida y mejorar el tratamiento de las personas afectadas por
tuberculosis.
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Cross-resistance between isoniazid and ethionamide and its strong association with
mutation C-15T in Mycobacterium tuberculosis isolates from Peru

Abstract Several studies have shown cross-resistance between isoniazid and ethionamide,
2 of the drugs used in the treatment of multidrug-resistant tuberculosis. The objective of this
study was to determine the cross-resistance between both drugs in Mycobacterium tuberculosis
isolates from a hospital with high incidence of tuberculosis in Lima, Peru. The frequency of
mutations to isoniazid in the katG gene and the inhA promoter region was identified by the
Genotype MTBDRplus v2.0 molecular test. The gold standard Agar Proportion method (APM)
allowed todetect resistance to isoniazid and ethionamide. Of 107 isoniazid-resistant isolates
(54 multidrug-resistant isolates identified by the Genotype MTBDRplus test, 45.8% (49/107)
were also resistant to ethionamide by the APM. Mutations were found in the katG gene in 50.5%
(54/107), in the promoter region inhA in 23.3% (25/107) and 14.0% (15/107) that share both
mutations in the resistant isolates to INH. The absence of the wild type and mutation bands
indicated that 12.1% (13/107) of the isolates were resistant to INH. The mutation C-15T in
the inhA promoter region showed a strong association with resistance to ethionamide in 73.4%
(36/49) of the isolates analyzed. The results of the present study suggest that the identification
of mutations related to resistance to isoniazid, especially in the inhA promoter region, could be
very useful to identify cross-resistance to ethionamide and improve the treatment of individuals
suffering from this disease.

© 2019 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introduccion

La tuberculosis (TB) es en la actualidad una enfermedad
100% curable y prevenible, pese a ello, es una de las infec-
ciones contagiosas que ocasionan mayor morbimortalidad en
el mundo* %1233,

Perli es uno de los paises con mas alta carga de TB en
América Latina y lider en el nimero de casos de TB mul-
tirresistente (TB-MDR). La ciudad de Lima concentra el 60%
de casos de TB, asociados principalmente a la pobreza y
el hacinamiento de las personas®'. En 2017 se reporta-
ron 27.578 casos nuevos de TB, con una tasa de incidencia
de 116 casos por 100.000 habitantes, y 1.335 fueron casos
nuevos de TB-MDR. A pesar de que los casos de TB en gene-
ral han ido disminuyendo, los casos de TB-MDR han ido
en aumento afio tras afno®. Este escenario crea la necesi-
dad de implementar nuevas metodologias de diagndstico e
identificacion de resistencia a farmacos basadas en prue-
bas moleculares, las cuales en pocas horas pueden detectar
TB-MDR o TB extremadamente farmacorresistente (TB-XDR).
Desde hace algunos anos, en algunos lugares especializa-
dos del Per(, como el Instituto Nacional de Salud, estan
en uso para la deteccion de TB-MDR las pruebas molecu-
lares Genotype MTBDRplus (Hain Lifesciences, Alemania) y
GeneXpert MTB/RIF (Cepheid, Estados Unidos). Sus costos,
que incluyen infraestructura, recursos humanos, insumos y
equipos, van desde los 25 y los 40 ddlares por muestra,
respectivamente’®3:24.28,

La resistencia cruzada a antibiéticos usados en el trata-
miento de la TB estd muy bien documentada, tanto para
farmacos de primera linea como de segunda linea®'7:23.2%:30,
Las micobacterias se tornan resistentes a los farmacos
debido a la adquisicion de mutaciones o a la activacion

de bombas de eflujo, caracteristica propia de Mycobacte-
rium tuberculosis (MTB), a diferencia de otras bacterias,
que adquieren resistencia muy cominmente a través de
plasmidos o transposones?’. El tratamiento de la TB incluye
medicamentos de primera y de segunda linea, segln el diag-
nostico microbioldgico, y dosis estandares recomendadas
por la Organizacion Mundial de la Salud.

En pacientes con TB sensible, el tratamiento comprende
el uso de rifampicina (RIF), isoniacida (INH), etambutol y
pirazinamida. En pacientes con diagndstico de TB-MDR, se
aplican los farmacos levofloxacino, kanamicina, cicloserina
y etionamida (ETH)°.

La INH es un antibiético que inhibe la sintesis de la pared
de la micobacteria. La resistencia a INH involucra hasta
4genes: katG, ahpC, oxyR y la regién promotora inhA>.
La ETH es un farmaco de segunda linea que presenta una
tioamida estructural analoga a la INH. Las cepas con bajo
nivel de resistencia a INH frecuentemente muestran tam-
bién bajo nivel de resistencia a ETH, mientras que las cepas
con alto nivel de resistencia a INH tipicamente permane-
cen sensibles a ETH?"34, Las mutaciones presentes en cepas
resistentes a ETH estan relacionadas con los genes ethA y
ethR’. Ambos farmacos son profarmacos activados por la
catalasa-peroxidasa de la micobacteria, codificada por el
gen katG, y actuan inhibiendo la actividad de la enzima
enoil-ACP-reductasa, responsable de la sintesis del acido
micolico de la pared celular. Por tanto, las mutaciones en
la region promotora inhA, causantes de una sobreexpre-
sion de esta enzima, conducen a una resistencia cruzada
entre estos 2 farmacos antituberculosos'. En Peri, se han
realizado varios estudios acerca de la identificacion de mul-
tirresistencia mediante secuenciacion genética a partir de
aislamientos y de muestras de esputo®'".
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Figura1 Areas de Lima y distritos de Lima Este con alta incidencia de tuberculosis.

Se indica entre paréntesis el nimero de aislamientos procedentes de cada distrito analizado en el presente estudio.

En el presente estudio se analizaron 107 aislamientos de
M. tuberculosis recuperados en un hospital de Lima con alta
proporcion de pacientes con TB, con la finalidad de identi-
ficar la resistencia cruzada entre los farmacos INH y ETH, y
establecer una asociacion en relacion con el gen katG y la
region promotora inhA.

Materiales y métodos

Muestras clinicas, sensibilidad a farmacos y
extraccion de ADN

Las muestras biologicas fueron cepas y esputos obtenidos de
diferentes pacientes procedentes de los distritos de Lima
Este (fig. 1).

Las cepas fueron aisladas en medio Lowenstein Jensen y
los esputos incluidos fueron positivos a baciloscopia como
minimo 1+. La recoleccion de muestras fue por un periodo
de 6 meses (agosto del 2015-febrero del 2016).

De un total de 584 muestras analizadas mediante la
prueba Genotype MTBDRplus v2.0, se seleccionaron 107 ais-
lamientos resistentes a INH por APP. De estos, 52 fueron
resistentes a RIF y 49 a ETH. En la determinacion de la sen-
sibilidad a farmacos mediante APP, se usaron las siguientes
concentraciones: RIF: 1 pug/ml; INH: 0,2 ng/mly 1 pg/ml, y
ETH: 5pg/ml. El perfil de sensibilidad a INH y ETH, segln
la concentracion inhibitoria minima del crecimiento bacte-
riano, se muestra en detalle en la tabla 1.

Las placas se incubaron a 37 °C durante 21 dias. Las lectu-
ras se realizaron mediante el conteo de colonias en la placa
control, que se compard con el efectuado en las placas que
contenian los farmacos. Si la proporcion critica fue mayor
del 1%, se informo como resistente, y si fue menor del 1%,

se informo como sensible. Se utilizd el kit Genolyse (Hain
Lifesciences, Alemania) para la extraccion de ADN a partir
de las muestras descontaminadas, segiin recomendaciones
del fabricante?’-%,

PCR multiplex e hibridacién reversa

En la amplificacion génica se siguieron los procedimientos
moleculares segun lo indicado en el manual del fabricante®’.
Se considero el nimero de ciclos especificos para muestras
de esputo y cepas. Asimismo, la hibridacion se realizd segun
las indicaciones del fabricante®.

Identificacion de mutaciones en el gen katG, la
region promotora inhA y el gen rpoB

La identificacion de mutaciones relacionadas con la resisten-
ciaa INHy RIF se llevd a cabo con el kit Genotype MTBDRplus
v2.0 (Hain Lifesciences, Alemania). Se utilizé ADN de la cepa
H37Rv como control positivo sensible en cada corrida. La
ausencia de bandas wild type, la presencia de bandas de
mutacion o la combinacién de ambas se consideraron indi-
cativas de resistencia al farmaco en estudio.

Analisis estadistico

Se calcularon la odds ratio (OR) y sus intervalos de confianza
(IC) para identificar mutaciones estadisticamente significa-
tivas, responsables de conferir resistencia cruzada entre
INH y ETH. El valor de p<0,05 fue considerado estadisti-
camente significativo. Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando el software SPSS version 24 (IBM, Estados Unidos).
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Tabla 1  Perfil de sensibilidad a isoniacida (INH) y etionamida (ETH) de 107 aislamientos de Mycobacterium tuberculosis en un

hospital de Lima

Resistencia fenotipica n (%) CIM (pg/ml)
INH ETH
INH ETH 0,2 1
R R 29 (27,1) X X
20 (18,7) X X
R S 8 (7,5) X
50 (46,7) X

R: resistente; S: sensible; CIM: concentracion inhibitoria minima.

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investi-
gacion del Hospital Nacional Hipdlito Unanue, Lima, Per(.
Este comité autorizo el uso de las muestras de ADN almace-
nadas en el Criobanco del Laboratorio de Micobacterias del
Hospital Nacional Hipdlito Unanue.

Resultados

Identificacion de mutaciones en el gen katG, la
regiéon promotora inhA y gen rpoB

De 107 aislamientos resistentes a INH, el 48,6% (52/107) fue-
ron resistentes a RIF y el 45,8% (49/107) a ETH por APP. Se
encontré en un 50,5% de estos aislamientos (54/107) presen-
cia de mutacion en el codon S315T1 del gen katG, mientras
que en la regién promotora inhA de un 23,4% de los ais-
lamientos (25/107) se identificd la mutacion C-15T. En un
14% (15/107) se encontraron ambas mutaciones (14 aisla-
mientos con perfil S315T1/C-15T y un aislamiento con perfil
S315T1/T-8C). Asimismo, un 12,1% (13/107) fue resistente a
INH por ausencia de banda wild type o banda de mutacion.
Cabe indicar que todo este grupo de muestras presento resis-
tencia solamente a la concentracion de INH de 0,2 ug/ml.
En lo referido a la resistencia a RIF (gen rpoB), en el 14%
(15/107) de los aislamientos resistentes a INH se identifico la
mutacion D516V; en el 0,9% (1/107), la mutacion H526D; en
el 28% (30/107), la mutacion S531L, y hubo un 7,5% (8/107)
resistente por ausencia de banda wild type. En la tabla 2 se
indica el perfil fenotipico y genotipico de los 107 aislamien-
tos analizados en este estudio.

Resistencia cruzada entre INH y ETH

De los 52 aislamientos TB-MDR analizados, un 71,2% (37/52)
fue sensible a ETH y el 28,8% (15/52) fue resistente a
dicho agente. Entre estos Ultimos 15 aislamientos (TB-MDR
y resistentes a ETH), hubo 9 que mostraron bajos niveles de
resistencia a INH, en relacion con mutaciones en la region
promotora inhA, mientras que los 6 restantes presentaron
altos niveles de resistencia a INH en relacion con mutacio-
nes en el gen katG (5 de ellos) o en la region promotora inhA
(uno de ellos) (tabla 3). Cuando se analizo el tipo de muta-
cion asociada con la resistencia a ETH, se observd que la

mutacion mas frecuente fue la C-15T, presente en un 66,7%
de los casos (10/15). De igual manera, cuando se analiza-
ron los aislamientos resistentes a INH y a su vez resistentes
a ETH, se observo que la mutacion C-15T fue la mas fre-
cuente; esta representd un 73,4% de los casos (36/49). Se
observo una fuerte asociacion (OR = 50,7 [IC del 95%: 13,5-
190,8], p <0,0001) entre la presencia de la mutacion C-15Ty
la resistencia cruzada a ETH. El Unico aislado que presento
la mutacion T-8C no mostro resistencia a ETH. Asimismo,
no se detectaron mutaciones en la region promotora inhA,
pero si en el gen katG en un 10,2% (5/49) de aislamientos
resistentes a ETH (tabla 4).

Discusioén

La TB representa en Perd uno de los mayores problemas en
salud publica. Si bien es cierto que se estan realizando todos
los esfuerzos necesarios para disminuir las tasas de inciden-
cia y mortalidad, los casos de TB-MDR van en aumento cada
ano, asociados principalmente al bajo seguimiento de los
contactos intradomiciliarios de los pacientes afectados por
cepas farmacorresistentes. Esta situacion hace necesaria la
implementacion de metodologias de diagnostico rapidas, a
fin de que los pacientes puedan recibir el tratamiento nece-
sario oportunamente’- '8,

La monorresistencia a farmacos antituberculosos esta
presente en distritos con alta carga de TB en Per(. En
un estudio observacional que incluyé a 1.292 pacientes
peruanos, se encontro un 8,2% de monorresistencia a INH,
asociada al uso ilicito de farmacos y a un alto riesgo de una
pobre respuesta al tratamiento, mientras que se observo un
2,3% de monorresistencia a RIF, asociada a la infeccion por
el HIV y un alto riesgo de muerte®.

Este es el primer estudio realizado en Per( que examina la
prevalencia de las mutaciones en el gen katG y en la region
promotora inhA y la resistencia cruzada con ETH en aisla-
mientos procedentes de Lima Este, un lugar en el que la TB
es endémica y que incluye 5 grandes distritos (Santa Anita,
Chosica, Chaclacayo, El Agustino y San Juan de Lurigancho)
con elevada incidencia de TB.

Se encontré una marcada correlacién entre la presencia
de la mutacion C-15T dentro de la region promotora inhA
y la resistencia a ETH. Este hallazgo sugiere que hay 50
veces mas posibilidades de encontrar un aislamiento resis-
tente a ETH y que, a su vez, presente la mutacion C-15T.
Por otra parte, es necesario mencionar que la prevalencia
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Tabla 2 Resistencia cruzada a isoniacida y etionamida en 107 aislamientos de Mycobacterium tuberculosis en un hospital de

Lima

Perfil fenotipico Numero de aislamientos (%)

Perfil molecular segiin Genotype MTBDRplus

Isoniacida Etionamida Mutacion en katG Mutacion en region promotora inhA
R R 20 (41) - AUS WT1, MUT1 (C-15T)
1Q) - AUS WT1, AUS WT2, MUT1 (C-15T)
1) = MUT 1 (C-15T)
8 (16) - AUS WT1
12 (25) AUS WT, MUT1(S315T) AUS WT1, MUT1 (C-15T)
1(2) AUS WT, MUT1(S315T) AUS WT1, AUS WT2, MUT1 (C-15T)
1(2) MUT1(S315T) MUT 1 (C-15T)
5 (10) AUS WT, MUT1(S315T) -
49 (100)
R S 2 (3,4) - AUS WT1, MUT1 (C-15T)
1(1,7) - AUS WT1, AUS WT2, MUT1 (C-15T)
5(8,7) - AUS WT1
48 (82,8) AUS WT, MUT1(S315T) -
1(1,7) AUS WT, MUT1(S315T) MUT3A (T8C)
1(1,7) MUT1(S315T) -
58 (100)

R: resistente; S: sensible; AUS WT: ausencia banda wild type; MUT: presencia de banda de mutacion.

Tabla 3
con resistencia a ETH, en un hospital de Lima

Relacion entre presencia de mutaciones y niveles de resistencia a INH en 15 aislamientos multifarmacorresistentes,

Resistencia fenotipica katG katG y region Region promotora Aislamientos,
promotora inhA inhA n (%)
Bajo nivel de resistencia a INH, 0,2 pg/ml 0 0 9 9 (60)
Alto nivel de resistencia a INH, 1 pg/ml 5 0 1 6 (40)

Gen katG: mutacion S315T presente; region promotora inhA: mutacion C-15T presente.

Tabla 4 Mutaciones especificas en gen katG y region promotora inhA en 49 aislamientos resistentes a INH y ETH

Perfil fenotipico gen katG Region promotora inhA katG/inhA  Total
S315T1 ACC S315T2 ACA T-8A T-8C C-15T A-16G Ausencia banda S315T1 /
wild type C-15T
Monorresistencia a INH 0 0 0 0 13 0 8 14 35
MDR 5 0 0 0 9 0 0 0 14
Total 5 0 0 0 22 0 8 14 49

ETH: etionamida; INH: isoniacida; MDR: multifarmacorresistente.

de la mutacion C-15T en Lima Este fue alta, a diferencia
de lo que indican estudios previos realizados en Lima Oeste
(Callao), que reportan una mayor prevalencia de la mutacion
del coddn S315T en el gen katG>'".

Los estudios previos acerca de la resistencia cruzada
entre INH y ETH muestran resultados heterogéneos. En
Corea, Lee et al. analizaron 24 aislamientos multirresisten-
tes por secuenciacion del gen inhA, de los cuales 12 (50%)
fueron resistentes a ETH. Se identific6 la mutacion del coddon
C94T en el 100% de los aislamientos resistentes a ambos far-
macos y en un 16,7% de los asilamientos resistentes solo a
INH™. En Tailandia, Boonaiam et al.” analizaron 160 aisla-
mientos resistentes a INH, de los cuales el 79,4% presento

mutacion en el codén 315. De 24 aislamientos resistentes
a ETH, el 54,2% mostré mutaciones en el gen ethA y solo
6 (25%) aislamientos presentaron mutaciones en inhA, pero
fueron sensibles a ETH. Ese estudio demostré que no exis-
tia una asociacion entre mutaciones en inhA y resistencia a
ETH.

En Francia, Brossier et al.® analizaron 87 aislamien-
tos y encontraron mutaciones en los genes ethA, ethR
einhA y en la region promotora de este Ultimo en 38 de
47 (81%) aislamientos resistentes a ETH. En 24/47 (51,1%),
la mutacion C-15T estuvo presente. Machado et al.'®, en
Portugal, reportaron que la mutacion C-15T se encontro en
16 de los 17 aislamientos (94,1%) multifarmacorresistentes
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analizados, con alto nivel de resistencia a INH y resistencia
cruzada a ETH. Asimismo, identificaron los linajes Lisboa 3
y Q1 mediante 24 MIRU-VNTR.

Niehaus et al.??, en Sudafrica, analizaron 994 aislamien-
tos de M. tuberculosis con el kit Genotype MTBDRplus y
reportaron una prevalencia de mutacion en inhA y katG del
14,8 y el 10,3%, respectivamente. Asimismo, en 165 aisla-
mientos multirresistentes, estos autores observaron un 75%
de frecuencia de la mutacion C-15T.

Rueda et al.?>?° realizaron 2 estudios en Colombia sobre
resistencia cruzada a INH y ETH. En el primero de ellos,
al analizar 30 aislamientos multirresistentes y resistentes
a ETH, observaron que un 40% de estos tenian resistencia
cruzada por mutaciones en la region promotora inhA y el
30% estuvo asociado a la mutacion C-15T. El segundo estu-
dio analizd 64 aislamientos e incluyo los genes ethA, ethR,
mshA y ndh para la identificacion de resistencia por secuen-
ciacion. En 57 aislamientos multirresistentes y resistentes a
ETH encontraron un 33,3% de resistencia cruzada por muta-
ciones en la region promotora inhA, la mas frecuente fue la
mutacion C-15T (19,3%).

Dado este escenario, es necesaria la investigacion a nivel
molecular de la resistencia cruzada entre farmacos cuyos
mecanismos de activacion involucran enzimas en comun.
Debido a la alta tasa de resistencia cruzada entre INHy ETH
observada en este estudio, la inclusion de ETH en el tra-
tamiento de regimenes de segunda linea no tendria ningun
beneficio en los pacientes y deberian ser consideradas otras
combinaciones terapéuticas.

Los resultados expuestos sugieren que hay diferencias
entre los aislamientos procedentes de Lima Este y el Callao.
Estos hallazgos plantearian la nueva pregunta de qué tan
diferentes son las cepas resistentes a INH por ubicacion geo-
grafica en Lima. Asimismo, podrian explicar la falla en el
tratamiento por no contemplar la resistencia de bajo nivel
a INH y la resistencia cruzada a ETH en las cepas circulantes
en esta region de Lima, que incluye distritos con alta carga
de TB. La presencia de mutaciones en la region promotora
inhA podria ser usada como un criterio para evaluar resis-
tencia cruzada a ETH. Nuestros resultados demuestran que
la frecuencia de mutacién C-15T presente en la region pro-
motora inhA es alta en la zona de Lima Este y que, a su vez,
se encuentra asociada a resistencia simultanea a ETH.

A nivel local, no existen estudios que permitan hacer
comparaciones estadisticamente relevantes acerca de la
resistencia cruzada entre farmacos antituberculosos, y esto
es muy necesario, ya que la frecuencia de mutaciones espe-
cificas en cepas multirresistentes podrian ser distintas y
generar un perfil genotipico variable segln las areas geogra-
ficas. Es importante conocer las frecuencias de mutaciones
asociadas con la resistencia a INH en funcion de la distri-
bucién geografica en la ciudad de Lima, sobre todo en los
distritos con alta carga de TB, para evaluar la posible exclu-
sion de tratamiento con ETH en casos con diagnostico de
TB-MDR. Ademas, consideramos que es necesario realizar
mas estudios para poder entender la resistencia de bajo
nivel a INH y conocer el valor clinico que este hallazgo puede
tener en el tratamiento de TB-MDR.

Finalmente, podemos concluir que se evidencia una alta
resistencia cruzada entre INH y ETH en los aislamientos
analizados. Las mutaciones en el gen katG y en la region pro-
motora inhA estan relacionadas con la resistencia cruzada

entre ambos farmacos, ademas de existir un fuerte grado de
asociacion entre la mutacion C-15T de la region promotora
inhA 'y los aislamientos resistentes a ETH. Se hace necesario
disenar y realizar nuevos estudios que permitan determi-
nar el papel de otros genes involucrados en la resistencia
cruzada a estos 2 farmacos.
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