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RESUMEN

Objetivos: Conocer los perfiles genéticos de M. tuberculosis y determinar el patrén de resistencia a drogas en una
poblacién de sujetos infectados provenientes del sur de Lima mediante el marcador genético 1S6110 (RFLP-1S6110).
Materiales y Métodos: Entre octubre de 2002 y abril de 2003 se incluyeron pacientes mayores de 15 afios con
tuberculosis (TB) pulmonar frotis positivo procedentes de servicios de salud del distrito Villa Maria del Triunfo y del
Hospital Maria Auxiliadora. Se realiz6 la prueba de sensibilidad a las cuatro drogas de primera linea rifampicina (RIF),
isoniacida (INH), estreptomicina (SM) y etambutol (EMB) por el método de proporciones, y la genotipificacion mediante
el método estandar de RFLP-IS6110. Se recolectd informacién de los casos de los registros del establecimiento e
historias clinicas. Resultados: De 118 aislamientos de M. tuberculosis se identificaron 97 perfiles genéticos varian-
do entre 2 a 15 bandas por perfil. El 29,7% de los aislamientos dio origen a 14 grupos o clusters genéticos mientras
que el resto mostré patrones variables de bandas. De otro lado, los perfiles de resistencia revelaron que cerca de
33% de los sujetos participantes nunca tratados presentaron resistencia a drogas y 58% de los tratados con
anterioridad. La multidrogoresistencia fue de 8,42% y 36% en los nunca y anteriormente tratados respectivamente.
Conclusiones: Nuestro analisis revela la existencia de grupos genéticos con relacién epidemiolégica o clonal sin
evidencia de transmision de cepas resistentes a multiples drogas.

Palabras clave: Tuberculosis; M. tuberculosis / genotipificacion; Resistencia a drogas; Cdédigos genéticos;
Polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion; Epidemiologia Molecular; Pertu (fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

Objectives: To know the genetic profile of M. tuberculosis, and to determine its drug resistance pattern in a
population consisting in infected subjects from southern Lima using the IS610 genetic marker (RFLP-1S6110). Materials
and Methods: Between october 2002 and april 2003 patients older than 15 years of age diagnosed with pulmonary
tuberculosis (TB) by a positive sputum smear were included. Patients were recruited from health facilities in Villa
Maria del Triunfo district and Maria Auxiliadora Hospital. Susceptibility testing for all first-line drugs was performed:
rifampin (RIF), isoniazid (INH), streptomycin (SM), and ethambutol (EMB) using the proportion method, and genotyping
was performed using the standard RFLP-1S6110 method. Information was collected from case registries in health
facilities, as well as from clinical records. Results: Out of 118 M. tuberculosis isolates, 97 genetic profiles were
identified, with between 2 to 15 bands per profile. 29.7% of isolates originated 14 genetic groups or clusters, while
the others showed variable patterns in their bands. On te other hand, resistance profiles revealed that nearly 33% of
participating subjects who never received any previous therapy had drug resistance, as well as 58% of those
previously treated. Multidrug resistance was present in 8.42% and in 36% of those never before treated and those
previously treated, respectively. Conclusions: This analysis revealed the existence of epidemiologically- or clonally-
related genetic groups with no evidence for multidrug resistant strains transmission.

Key words: Tuberculosis; M. tuberculosis/genotipification; Drug resistanse; Genetic code; Polymorphism, restriction
fragment length; Molecular Epidemiology; Peru (source: DeCS BIREME).
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INTRODUCCION

A pesar de los esfuerzos mundiales para combatir la
tuberculosis (TB), la enfermedad permanece como el
mayor problema de salud publica en paises
industrializados y en paises en vias de desarrollo como
el Peru*? La enfermedad activa producida por
Mycobacterium tuberculosis, se desarrolla después
de una infeccidn adquirida recientemente (primaria) o
de la reactivacion de una infeccion adquirida en el pa-
sado (latente)®. El sindrome de inmunodeficiencia ad-
quirida (SIDA) es el mayor factor de riesgo tanto para
la reactivacion de la infeccion de M. tuberculosis laten-
te, como de enfermedad primaria en los paises euro-
peos y en Estados Unidos de América*®. En los paises
en vias de desarrollo parece ser que el principal factor
de riesgo son las condiciones econémicas y socia-
les®’. También se ha determinado que el diagnéstico
tardio de la tuberculosis esta asociado con la mayor
morbilidad y mortalidad debido al incremento de la
carga bacilar en el individuo, los factores asociados
con el diagnostico tardio son: automedicacion, per-
cepcion de un tiempo de espera prolongado, percep-
cion de un costo elevado y desconocimiento de la exis-
tencia de programas de control de tuberculosis®. Otra
de las grandes dificultades para el control de la TB es
la emergencia de cepas multidrogoresistentes (MDR)®.
Entre los factores claves para el control de la TB estan
la répida deteccién y una adecuada terapia para dete-
ner una futura transmision?.

En el Perl, esta enfermedad presenta altas tasas de
incidencia, en el afio 2000 se notificé el diagndstico de
39 918 casos de TB en todas sus formas, 58% de los
cuales fueron informados en Lima y Callao (inciden-
cia anual de 133,60 x 100 000 habitantes). En el caso
de la zona sur de Lima (donde se realiza el presente
estudio), los datos epidemioldgicos notificados por la
Direccién de Salud de Lima Sur sefialan que la inci-
dencia de tuberculosis pulmonar frotis positivo (TBP-
FP) es 125,8 x 100 000 habitantes; y los niveles de
resistencia primaria y adquirida en el Pert son de 17,8
y 23,5%, respectivamente (1999). Ademas, existen al-
gunas zonas de alta incidencia de tuberculosis en los
distritos de San Juan de Miraflores y Villa Maria del
Triunfo llamados «bolsones tuberculosos»'t.

Con el fin de entender mejor la dindAmica de la trans-
misién y la patogénesis de la TB se han desarrollado
en los ultimos afios diversas técnicas moleculares
que han permitido caracterizar genéticamente aisla-
mientos de M. tuberculosis. Uno de estos métodos es
el andlisis del polimorfismo de longitud de los frag-
mentos de restriccion usando como sonda la secuen-

cia de insercion 1S6110 (RFLP-1S6110, por sus inicia-
les en inglés), convirtiéndose en una poderosa herra-
mienta de la epidemiologia molecular en diferentes
paises?16,

En nuestro pais, los estudios que han usado esta he-
rramienta molecular son escasos, uno de ellos, reali-
zado en la provincia del Callao, encontr6 genotipos
asociados a resistencia, lo cual indicaria transmisién
activa de cepas resistentes'’. Estos datos sugieren la
importancia de continuar con la caracterizacion
genética de aislamientos peruanos de M. tuberculo-
sis, especialmente en zonas de alta incidencia como
el sur de Lima.

En ese sentido, el objetivo del presente estudio fue
conocer los perfiles genéticos (frecuencia y
agrupamientos) de M. tuberculosis en una zona del
sur de Lima (distrito de Villa Maria del Triunfo) median-
te el marcador genético 1S6110 (RFLP-1S6110) asi
como determinar el patrén de resistencia a drogas en
esta poblacion

MATERIALES Y METODOS

DESCRIPCION DEL AREA DEL ESTUDIO

Villa Maria del Triunfo es un distrito ubicado en el cono
sur de la ciudad de Lima, capital del Perd. Con una
extension de 70,57 km?, su &rea urbana ocupa sélo 21
km2, siendo el resto de su territorio zonas éaridas. Este
distrito se divide en 6 zonas (José Carlos Mariategui,
Cercado —capital del distrito—, Inca Pachacutec, Nueva
Esperanza, Tablada de Lurin y Villa Poeta José Galvez
Barrenechea). Tiene una poblacién de 330 348 habi-
tantes, de los cuales 51% son mujeres y mas de 60 %
son jovenes. Presenta un crecimiento caracterizado
por una constante migracion de poblacion procedente
principalmente de las provincias andinas del interior
del pais, y ademas tiene al 30% de su poblacién en
situacién de extrema pobreza.

POBLACION Y MUESTRAS CLINICAS INCLUIDAS

Entre el 1 de octubre de 2002 y el 30 de abril de 2003,
se incluyeron a pacientes mayores de 15 afios con
diagnodstico de TB pulmonar mediante baciloscopia
positiva, procedentes de diferentes servicios de salud
del distrito Villa Maria del Triunfo y del Hospital Maria
Auxiliadora (hospital nacional de referencia de la zona
sur de Lima). Los casos incluidos fueron los «nunca
tratados» y los «anteriormente tratados», las mues-
tras clinicas de esputo fueron transportadas al labora-
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torio del Hospital Maria Auxiliadora, acompafiada de la
ficha clinico-epidemioldgica estandar correctamente
llenada (que incluye datos de filiacion: edad, sexo, pro-
cedencia, antecedentes de tratamiento). Cuando fue
necesario completar los datos de los pacientes, se
revisé el libro de registros de baciloscopias y cultivos
o las fichas de tratamiento del centro de salud, y en el
caso de los pacientes del hospital se acudié a su his-
toria clinica. Ademas, en el caso de los pacientes «agru-
pados», cuyas cepas de M. tuberculosis forman parte
de un mismo cluster, se indagd por su relacién
epidemioldgica (antecedentes de contacto con un pa-
ciente con TB, antecedentes de TB clinica, antecedentes
de hospitalizacion previa en el hospital o en algun otro
hospital, y antecedentes de tratamiento ambulatorio).

CULTIVO Y PRUEBA DE SENSIBILIDAD A DROGAS
ANTITUBERCULOSAS

Las muestras fueron recibidas para la realizacion de
cultivo de M. tuberculosis, de acuerdo con los procedi-
mientos estandares!®. De estos, s6lo las muestras
aisladas fueron transportadas al Laboratorio Nacio-
nal de Referencia de Mycobacterias (LNRM), Centro
Nacional de Salud Publica, Instituto Nacional de Salud
(INS) donde inicialmente se realizo el reaislamiento
bacteriano y la prueba de susceptibilidad a drogas de
primera linea. Estas muestras fueron las que final-
mente se incluyeron para el estudio molecular.

La prueba de sensibilidad a drogas de primera linea
(rifampicina, RIF; isoniacida, INH; estreptomicina, SM
y etambutol, EMB) fue realizada de acuerdo con el
método convencional de las proporciones de Canetti,
Rist y Grosset, en su variante econémica®®.

Adicionalmente, se consideraron algunos criterios
basicos para sospechar de la presencia de
mycobacterias no tuberculosas, como: observaciéon de
caracteristicas de morfologia y tamafio de colonias,
presencia de ramificacion, velocidad de crecimiento,
coloracion y temperatura de incubacion®®.

CARACTERIZACION GENETICA MEDIANTE EL
METODO RFLP-1S6110

La caracterizacion genética de los aislamientos fue
realizado en la Divisién de Biologia Molecular del INS.
La cepa de referencia M. tuberculosis 14323, propor-
cionada por el LNRM, fue incluida en cada corrida de
electroforesis como un control para el analisis de ca-
racterizacién genética por el método de RFLP-1S6110.

El método empleado consistiéo en la restriccién
enzimatica o RFLP (de las siglas en inglés: Restriction
Fragment Lenght Polimorphism) e hibridacion de ADN
con una sonda correspondiente a un fragmento de la
secuencia de insercién 1S6110. Esta secuencia de in-
sercion esta presente en nimero (0 a 20 copias) y
posicién variable en distintas cepas de M. tuberculo-
sis, y esta forma genera un polimorfismo de bandas
(perfil genético RFLP-1S6110). El procedimiento se rea-
liz6 siguiendo el protocolo estandar propuesto por van
Embden®, y van Soolingen?.

Extraccion de ADN gendmico. Para ello, una asada
de cultivos jovenes (25 a 35 dias) fue resuspendida en
400 pL buffer TE (0.01 M Tris-HCI, 0,001 M EDTA [pH
8]) e inactivadas a 85 °C durante 20 minutos. Luego,
se adiciond 50 pL de lisozima, 10 mg/mL (SIGMA) y se
incubo a 37 °C durante 2 horas, para posteriormente adi-
cionar 70 pL SDS 10% (SIGMA) y 5 pL de proteinasa K, 10
mg/mL(SIGMA) y se incub6 a 65 °C por 15 minutos.
Finalmente, 100 pL de NaCl 5M y CTAB-NacCl fueron
adicionados para incubarlo a 65 °C por 15 minutos. El
ADN fue extraido mediante cloroformo: alcohol isoamilico
(24:1), precipitado mediante isopropanol absoluto y
resuspendido en buffer TE.

Restriccion enzimatica y transferencia de acidos
nucleicos. Una concentracion de 4,5 pg de ADN
genomico fue cortado con la enzima de restriccion Pvull
(PROMEGA), la mezcla de restricciéon fue Y puL H20
mQ, 2 uL de buffer de digestion 10X, 1 yL de la enzima
de restriccion Pvu 11 10 U/uL y X uL DNA (4,5ug) dando
un volumen final de 20 pL; la mezcla fue incubada a 37 °C
durante 3 horas. Los fragmentos fueron separados
mediante electroforesis en agarosa 0,8% (SIGMA) du-
rante toda la noche a 25 V. Luego, el ADN se transfirié
a una membrana de nylon (Hybond+, Amersham
Pharmacia, Biotech) por el método de capilaridad. La
duracién de la transferencia fue de cinco horas en un
buffer SSPE 10X.

Hibridacién con la sonda 245pb-1S6110 y obtencidn
de los perfiles genéticos RFLP-1S6110. La hibrida-
cion de acidos nucleicos fue llevada a cabo emplean-
do el kit ECL (Amersham Pharmacia, Biotech) de acuer-
do con las instrucciones del fabricante. Para ello, se
prepar6 un volumen de buffer de hibridacion y se agrego
la sonda marcada. La sonda empleada fue un producto
de amplificacion de 245 pb de la secuencia de insercion
IS6110 previamente amplificado por PCR usando los
primers INS1 (5-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC-3') e INS2
(5-GCGTAGGCGTCGGTGACAAA-3)y purificados median-
te electroforesis en gel de bajo punto de fusion (SIGMA).
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La sonda fue marcada con la enzima peroxidasa si-
guiendo el procedimiento del kit ECL. Luego de una
hibridacién de 12 horas, la membrana fue lavada con
un buffer conteniendo urea (Urea 7M, SDS %, SSC
0,5), y expuesto a un film (Hipefilm ECL, Amersham
Pharmacia, Biotech). Los patrones de restriccion fue-
ron visualizados exponiendo la pelicula de fotografia
con soluciones de revelado y de fijacién.

ANALISIS DE LOS PERFILES GENETICOS RFLP-
1S6110

Para comparar patrones genéticos que proceden de
diferentes geles, la cepa de referencia M. tuberculosis
14323 fue usada como control, e incluida en el primer
y ultimo carril. Los perfiles genéticos generados en
base al nimero y posicién de la secuencia de inser-
cion 1S6110 en el genoma de los diferentes aisla-
mientos de M. tuberculosis fueron analizado emplean-
do el programa GelCompar Il version 4.0 (Window 98,
Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). Los perfiles genéticos
generados a partir de diferentes geles fueron introdu-
cidos en una base de datos, aquellos geles cuyos
patrones genéticos de la cepa de referencia 14323 no
coincidieron en un 100% fueron repetidos.

Luego de eliminar aislamientos repetidos de un mis-
mo paciente, se definieron cepas que provienen de
una misma poblacién clonal como aislamientos «agru-
pados» si ellos compartieron patrones idénticos o con
s6lo una banda de diferencia (como se sabe las se-
cuencias de insercion son elementos genéticos movi-
les, por lo que entre cepas de una misma cadena de
transmisién [cluster] puede ocurrir un cambio de 1,5%,
ademés estos minimos cambios no afectan la inter-
pretacion de los resultados?®).Y «no agrupados» si sus
patrones genéticos fueron totalmente diferentes entre
si. Para estudiar la relacion genética de las cepas se
elabor6 también un arbol de similaridad basado en el
algoritmo UPGMA y el coeficiente de Dice. Todos los
patrones fueron inspeccionados visualmente para
detectar posibles errores, eliminando y volviendo a
repetir los ensayos cuyos patrones 1S6110 de la ce-
pas 14323 no coincidieron en 100%.

RESULTADOS

PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD

De 144 pacientes reclutados, 128 fueron selecciona-
dos por cumplir los criterios de inclusion para la prue-
ba de susceptibilidad. Los pacientes tuvieron una edad
media de 24,52 + 11,80 afios, y 76 (59,37%) fueron de

sexo masculino. Los pacientes «nunca tratados» fue-
ron 95 (74,21%) y los «antes tratados» fueron 33
(25,78%).

El andlisis de perfil de sensibilidad a drogas de las
cepas estudiadas, mostr6 de forma global que 50
(39,0%) presentaron resistencia de una a mas dro-
gas, con un nivel de resistencia primaria y adquirida
de 32,63 y 57,57%, respectivamente. En el grupo de
los pacientes «nunca tratados», 64 (67,37%) presen-
taron sensibilidad a todas las drogas de primera li-
nea, 31 (32,63%) mostraron resistencia de una a mas
drogas. En el grupo de los «antes tratados», 14
(42,43%) fueron sensibles a todas las drogas, mien-
tras que 19 (57,57%) fueron resistentes de una a mas
drogas. Se encontraron 20 cepas (54,78%) con el pa-
trén de multidrogorresistencia (MDR), de los cuales
8,42% pertenecian a los «nunca tratados» y 36,36% a
los «antes tratados» (Tabla 1).

PERFILES GENETICOS MEDIANTE RFLP

De los 144 pacientes reclutados se excluyeron 19 pa-
cientes, debido a que pese a repetidos ensayos de
extraccion de ADN de sus respectivas cepas de M. tu-
berculosis que se practicd, no fue posible recuperar
sus ADN genémicos en Optimas condiciones para el
analisis de RFLP; finalmente se realiz6 el RFLP-1S6110
a 125 cepas de M. tuberculosis; sin embargo, siete
perfiles genéticos con menos de cuatro bandas 1S6110

Tabla 1. Perfil de resistencia de aislamientos de M.
tuberculosis. Lima sur, 2002-2003.

Nunca tratados Antes tratados
(%) no (%)

Patrén de resistencia Total

Un medicamento

Isoniazida (INH) 1 1 (1,0) 0 (0,0)
Rifampicina (R) 2 1 (1,0 1 (3,0)
Estreptomicina (SM) 18 15 (15,7) 3 (9,0)
Etambutol (E) 1 1 (1,0 0 (0,0)
Dos medicamentos

INH+SM 8 5 (5.2) 3 (90)
INH+R 6 3 (3.2 3 (90)
Tres medicamentos

INH+SM+R 4 1 (1,0 3 (90)
INH+E+R 2 1 (1,0 1 (30
Cuatro medicamentos

INH+R+EM+SM 8 3 (3,2 5 (152)
Sensibles 78 64 (67.4) 14 (42,4)
Resistentes 30 23 (24,2) 7  (21,2)
MDR 20 8 (8,4) 12 (364)
Total 128 95 (100) 33 (100)
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Figura 1. Dendograma de similitud y cluster de patrones RFLP-1S6110.
Pacientes de la zona sur de Lima (octubre 2002 y abril 2003).
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Figura 2. Copias IS610 frente a los aislamientos agrupados y
no agrupados

si bien estan incluidas en el dendograma fueron pos-
teriormente excluidas del andlisis de agrupamiento
porque el andlisis del RFLP no tiene un buen poder
discriminativo en cepas menores de 5 bandas, que-
dando como poblacién final 118 cepas (Figura 1).

El nimero de copias 1S6110 varié desde 2 hasta 15
bandas y la mayoria estuvo entre 5 a 11 bandas (Tabla
2). Ademas el niumero de copias de 1S6110 se presen-
t6 con menor frecuencia en las poblaciones clonales
que en las no clonales (Tabla 1, Figura 2).

Tabla 2. Distribucién de copias 1S6110 entre aislamien-
tos de M. tuberculosis (n=125)

Aislados agrupados

N° de copias Aislados No
1S6110 N°de N°de agrupados
aislados clusters

2 0 0 2

3 3 1 0

4 0 0 2

5 4 2 3

6 10 3 9

7 7 2 10

8 2 1 9

9 4 2 16

10 6 3 11

11 2 1 12

12 0 0 3

13 0 0 5

14 0 0 3

15 0 0 2
Total 38 (30,4%) 14 87 (69,6%)

En total, 97 perfiles genéticos RFLP-1S6110 diferentes
fueron obtenidos de 118 aislamientos; 35(29,7%) per-
files genéticos se agruparon en 14 clusters y 83 perfi-
les RFLP-IS6110 tuvieron ocurrencia Unica.

De los 14 cluster encontrados la mayoria agrup6 pa-
cientes que presentaron perfiles genéticos desde 5 a
11 bandas con 100% de similitud, los cuales no pre-
sentaron link epidemioldgico que determine una trans-
mision activa de la tuberculosis, a excepcién del clus-
ter VIII que agrup6 a dos pacientes con un perfil
genético de 10 bandas, cuyo antecedente
epidemiologico fue que eran hermanos y compartian
la misma vivienda, demostrdndose en este cluster la
transmision activa de la TB. Ademas, el cluster XII pre-
sentdé 10 bandas y sus pacientes agrupados (02) vi-
vian en la misma localidad (Daniel Alcides Carrion) y
presentaron similar patrén de resistencia a isoniazida
y rifampicina; asimismo, el cluster XllI presentd perfi-
les genéticos con nueve bandas de similitud y el mis-
mo patron de resistencia a una droga (estreptomicina).

DISCUSION

La epidemiologia molecular usando el RFLP-1S6110
es una herramienta valiosa para estudiar la transmi-
sion de la TB?*?5, En el presente estudio se encontrd
una gran diversidad de patrones genéticos diferentes
(97 patrones), de las cuales 35 se agruparon en 14
cluster, aunque un cluster de tres cepas y que presentd
menos de cuatro bandas no fue considerado en el ana-
lisis de transmisién. Probablemente a estas cepas se
les deberia hacer una subtipificacion con otro método
molecular, tales como el spoligotyping, VNTRs o DRE-
PCR para confirmar su pertenencia a un cluster.

De nuestros hallazgos, en el cluster VIII se encontra-
ron genotipos relacionados (dos pacientes hermanos
y que vivian en la misma vivienda), lo que indicaria una
transmision activa de la enfermedad y una relacion
clonal con el agente etioldgico que causo la enferme-
dad en ambos casos. En el resto de clusters, dado
gue no se pudo establecer alguna relacion
epidemioldgica de transmision activa, se tratarian de
casos de reactivacion endégena, que probablemente
hayan tenido diversas fuentes de contagio en el pasa-
do. Sin embargo, cabe resaltar que no en todos los
pacientes se pudo realizar una indagacioén
epidemioldgica que nos pudiera indicar un mayor in-
dicio del encontrado.

Este método mediante RFLP-1S6110 se presenta como
una excelente herramienta para definir transmision
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reciente y reactivacion de TB'?131617 | as investigacio-
nes de numerosos brotes han demostrado que mues-
tras de M. tuberculosis con alguin link epidemiolégico
presentan similares patrones genéticos, mientras que
muestras no relacionadas tienen patrones diferentes?.
En paises de alta prevalencia de TB como el nuestro,
emplear este método serd de gran valor, dado que
permitird identificar grupos de alto riesgo de transmi-
sion, la identificacion temprana de casos, y una mejor
eleccion de los tratamientos antituberculosos.

Como se aprecia, la zona escogida para el estudio
(Villa El Salvador) presenta altos niveles de resisten-
cia y multidrogoresistencia, y metodologias como la
empleada, ligada a un fuerte componente
epidemioldgico y de antecedentes de tratamiento de
los casos, nos ayudaria a seleccionar alternativas de
tratamiento, con la consiguiente reduccion de la trans-
misién de la enfermedad. Si bien se encontré un alto
porcentaje de TB-MDR, nuestro estudio no revel6 una
transmision activa de MDR en la zona.

Se sugiere continuar con este tipo de investigaciones
de epidemiologia molecular, que nos permita caracte-
rizar la diversidad clonal de las cepas provenientes de
diferentes zonas del pais, asi como definir grupos de
perfiles genéticos asociados a transmision.
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