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"Una antigua enfermedad aniquila hoy mds gente que nunca. La
tuberculosis, que muchos de nosotros pensabamos que desapareceria en
nuestra época, retorna amenazadora. Estamos ante una encrucijada....
Podemos permitir que la epidemia de tuberculosis se vuelva mas mortifera o
actuamos ahora para poner fin a sufrimientos y muertes.

Estamos ante una encrucijada” «cee. e

G. ‘Harlem Brundtland, M.D. Director OMS, 1998.
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Sintesis

SINTESIS

Entre las principales causas que ha favorecido el incremento de la Tuberculosis (TB) a
nivel munutal, se encuentra la aparicién y circulacion de cepos multidrogorresistentes
(MDR). Del total de personas que se encuentran infectadas con Mycobacterium
tuberculosis (1722 millones), 50 millones lo estdn con bacilos MDR. Esta situacion
podria convertirse en el futuro en una epidemia de TB potencialmente incurable en la

gran mayoria del planeta.

En el presente trabajo se realizé la determinacién de las cifras de resistencia (primaria,
adquirida, combinada y MDR) a 1379 cepas de M. tuberculosis procedentes de todo el
pais durante el periodo 1995-1998. Se utiliz6 el método de las proporciones frente a las
drogas antituberculosas de pnmera linea (isoniacida, rifampicina, estreptomicina y
etambutol); estos resultados forman parte de los dos proyectos mundiales organizados
por la OMS/UICTER. En la pnmera etapa (1995-96), la Resistencia Primaria (RP)
reportada fue de 8,3 % y una MDR de 0,7 %. En el segundo estudio (1997-98) la RP
disminuyd a 6,5 % y la MDR fue de 0 %, sugiriéndose la existencia de una baja
circulaciéon de cepas MDR en la comunidad, asi como se observé la tendencia
descendente de la resistencia en nuestro pais. Como parte de ese proyecto se particip6 en
un proceso de garantia de la calidad de las pruebas de resistencia, demostrandose la con

fiabilidad de las pruebas realizadas.

Se evaluaron dos métodos rapidos (colorimétrico MTT y el Método de la Nitrato
Reductasa) para la deteccién de resistencia a las 4 principales drogas utilizadas en el
tratamiento de la TB. En 38 cepas de M. tuberculosis se aplicé el método colorimétrico
MT{, determinandose los valores de Concentracién Inhibitona Minima; los pardmetros
de sensibilidad, especificidad y concordancia para el ensayo se comportaron superior al
90,0 %. En 80 cepas se evalué el Método de la Nitrato Reductasa, obteniéndose un
coeficiente de concordancia de 98,4 %. Los métodos evaluados resultaron rapidos y de
facil ejecucion, recomendandose como meétodos alternativos para la deteccién rapida de

resistencia en cepas de M. tuberculosis.
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ABREVIATURAS:

ADN: 4cido desoxirribonucleico

CBM: Concentracién Bactericida Minima

ARN: acido ribonucleico

ATP: trifosfato de adenosina

BAAR: bacilos 4cido-alcohol resistentes

BCG: Bacilo Calmette-Guérin

BK+: baciloscopia positiva

CBF: Concentracién Bactericida Fraccionaria

CC: control de crecimiento

CIF: Concentracion Inhibitoria Fraccional

CIM: Concentracién Inhibitoria Minima

CM: control de esterilidad del medio

CPHE: Centro Provincial de Higiene y Epidemiologia
DMEF: dimetilformamida

DOT: Tratamiento Estrictamente Supervisado

DOTS: Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado
ELISA: Ensayo Inmuno-Enzimatico Ligado a Enzima
EMB: etambutol

GFP: proteina de fluorescencia verde

HC1: 4cido clorhidrico

HDF: Formacién Heteroduplex

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

INH: isoniacida

LCDC: Laboratorio Canadiense del Centro para el Control de Enfermedades
LNR: Laboratorio Nacional de Referencia

LNR-TB: Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y
Micobacterias

LRS: Laboratorio de Referencia Supranacional

MAA: Método Colorimétrico Alamar Azul



MDR: multidrogorresistencia

MNR: Método de la Nitrato Reductasa

MP: método de las proporciones

MTT: 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il) - 2,5 difenil bromuro de tetrazolio
OADC: 4cido oleico-albumina-dextrosa-catalasa

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

OPS: Organizacién Panamericana de la Salud

PAS: dcido para-aminosalicilico

PBS: solucién salina fosfato

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa

PIR: pirazinamida

PNC: Programa Nacional de Control

PRA: andlisis de restricciéon de producto de PCR amplificado.

RA: Resistencia Adquirida

RC: Resistencia Combinada

RELACTB: Red Latinoamericana y del Caribe de Tuberculosis
RMP: rifampicina

ROC: Caracteristicas Operativas para el Receptor

RP: Resistencia Primaria

SDS: duodecil sulfato de sodio

SM: estreptomicina

SNS: Sistema Nacional de Salud

SR+14: sintomatico respiratorio de mas de 14 dias

SSCC: Quimioterapia Estandarizada de Corta Duracion

SSCP: Polimorfismo Conformacional de Simple Cadena

TB: tuberculosis

TIO: tiocetazona

UICTER-. Unién Internacional Contra la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
UIT: medio Lowenstein-Jensen Modificado VIH: Virus de la Inmunodeficiencia
Humana

XTT: 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil-2H-tetrazolio-5-carboxinilide
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I. INTRODUCCION

1.1. introduccioén

A 120 anos del descubrimiento del bacilo de la tuberculosis (TB) por el cientifico
alemdn Robert Koch y a pesar de haberse descubierto drogas tan eficaces para combatir
a Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) como la isoniacida y la rifampicina, la
pandemia de TB sigue aumentando y se ha convertido en mucho mas que un problema
de salud; exigiendo una accién urgente a escala mundial para evitar que se convierta en

una enfermedad incurable.

Vanos factores, entre los que se destacan los socioeconémicos y el abandono de los
Programas Nacionales de Control (PNC), asi como la crisis econdmica mundial, el
aumento de las condiciones de pobreza y el hacinamiento determinan este fenémeno.
El impacto de la pandemia del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y la
multidrogorresistencia (MDR) han agravado esta situacién (Enarson et aL 2000; World

Health Organization 2000).

En la actualidad, una tercera parte de la poblacién mundial estd infectado por M.
tuberculosis (1722 millones). Se estima que para el afio 2020 alrededor de 1000 millones
de personas podrian contraer la infeccién; 200 millones desarrollar la enfermedad y
unos 35 millones morir a causa de esta. En el afio 2000, se declararon 8,4 millones de
nuevos casos en el mundo (1,5 millones pertenecen al Africa Subsahariana y 3 millones
al Sudeste Asidtico); si este incremento continua, se produciran 10,2 millones de casos
nuevos en el 2005. Cada afio mueren 2 millones de personas, estas defunciones
representan en los paises en desarrollo el 25 °o del total de muertes evitables en adultos.
Noventa y cinco por ciento de los casos y el 98 % de las defunciones causadas por esta
enfermedad, se. registran en estos paises (Bastian y Portaels 2000; World Health

Organization 2000; Rigouts y Portaels 2001; Hopewell 2002).
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En 1994, el Programa Mundial de Tuberculosis de la OMS y la UICTER, inicié un
proyecto mundial con el propésito de medir la prevalencia de la resistencia a las drogas
antituberculosas, basado en la existencia de una red de laboratorios de referencia en
diferentes paises que utilizan métodos estandarizados para este fin. Segtn este estudio,
se ha estimado que existen en el mundo 50 millones de personas infectadas por bacilos
tuberculosos multidrogorresistentes. Esta situacién se considera tan sélo el comienzo de
un problema de consecuencias impredecibles, ya que este importante reservo rio puede
ser el futuro de una epidemia de TB potencialmente incurable (Caminero 2001;

Borgdorff 2002).

En ausencia de una vacuna realmente eficaz, el tratamiento de los casos activos de TB
constituye el componente mds importante del PNC. Por tanto, contar con métodos
diagndsticos que brinden resultados confiables de resistencia es de gran utilidad para

evaluar la calidad del tratamiento (Heifets 2000; Palomino 2000, Schluger 2001).

Los métodos de susceptibilidad inVitro, juegan un papel fundamental en la vigilancia de
la resistencia de las cepas que circulan y en la seleccién de la terapia adecuada en
pacientes infectados con cepas MDR (Heifets y Cangelosi 1999). Las técnicas
convencionales como el Método de las Proporciones, el Método de las Concentraciones
Absolutas y el Método del Cociente de Resistencia, se basan en el crecimiento de las
micobacterias en medios de cultivo que contienen los antimicrobianos y usualmente

demoran varias semanas para que se obtengan los resultados (Heifets 2000).

Recientes avances en el campo de la Biologia Molecular y progresos en el estudio de las
bases moleculares de la resistencia, proveen herramientas ttiles para la deteccién
rapida de resistencia a las drogas; estos métodos han mostrado muy buena correlaciéon

con los métodos convencionales. Desafortunadamente, debido a los
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costos que involucran la implementacidn de estas técnicas, no se han podido aplicar en
la mayoria de los laboratorios de micobacteriologia, principalmente en los paises de

bajos recursos donde la TB constituye un serio problema de salud (Palomino 2000).

En los ultimos afios, muchas investigaciones se han encaminado hacia el desarrollo de
métodos rapidos y econdmicos, que faciliten la determinacién de resistencia como son
los métodos colorimétricos. En 1995 fue propuesto el microensayo Alamar Azul (Yajko
et al. 1995; Franzblau et al 1998) y en la actualidad se estdn disefiando estudios con el 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil bromuro de tetrazolio (MTT), (Abate et al 1998;
Mshana et al 1998).

En el presente trabajo se muestran los resultados de las pruebas de resistencia por el
Método de las Proporciones (MP); que forman parte de la participacion del Laboratorio
Nacional de Referencia en los dos proyectos mundiales realizados por la OMS/UICTER.
Ademas se realizé la evaluaciéon de dos métodos colorimétrico MTT y el Método de la
Nitrato Reductasa) para la deteccién rdpida de resistencia de M. tuberculosis a las

principales drogas antibacilares.

1.2 hipotesis:
> El perfeccionamiento de la vigilancia de la resistencia con la adopcién de los
criterios internacionales actuales, permiten conocer la circulacién de cepas M.

tuberculosis Multidrogorresistentes en Cuba.

V La introduccién de nuevos métodos para la deteccién de resistencia de M.
tuberculosis a las drogas antibacilares en el Laboratorio Nacional de Referencia,
permiten obtener resultados concordantes con los métodos convencionales de

forma simple y rapida.

Para dar respuesta a esta hipétesis nos planteamos los siguientes objetivos:
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1.3 objetivos

*  objetivo general:
Contribuir al conocimiento en Cuba de la resistencia de M. tuberculosis a las drogas

antibacilares de primera linea.

*  objetivos especificos:
1. - Determinar las cifras de Resistencia Primaria, Resistencia Adquirida, Resistencia
Combinada y Multidrogorresistencia a las drogas antibacilares en cepas de M.

tuberculosis empleando el método de las proporciones.

2. - Comprobar la calidad de las pruebas de resistencia realizadas en el LNR-TB

mediante un estudio de garantia de la calidad.

3. - Evaluar el método colorimétrico MTT determinando la Concentraciéon
Inhibitoria Minima a las drogas de primera linea en cepas de M. tuberculosis v comparar

los resultados con el método de las proporciones.

4. - Introducir el Método de la Nitrato Reductasa (MNR) para la deteccion de la

resistencia y comparar los resultados con el método de referencia.

1.4 Lanovedad cientifica consiste en que los resultados de las pruebas de resistencia de
M. tuberculosis frente a las principales drogas antibacilares realizadas durante el periodo
1995 - 1998 forman parte de los dos estudios mundiales (1997 y 2000) organizados por
la OMS/UICTER, del cual el Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en
Tuberculosis y Mycobacteria formd pane del grupo mundial de trabajo. Ademas las
cifras aportadas por Cuba, permitieron comparar nuestros resultados con el resto de los
paises participantes, sugiriéndose la baja transmision de cepas resistentes en la
comunidad y permitiendo realizar el perfeccionamiento en la vigilancia de la

resistencia con la adopcién de los criterios
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internacionales y la obtencion de resultados confiables. La introduccién de los dos
métodos rapidos (colorimétrico MTT y MNR) para la determinaciéon de resistencia
constituyen un aporte novedoso a nivel internacional; pues por su simplicidad, bajo
costo y capacidad de poder realizar multiples determinaciones simultdneamente,

pueden convertirse en métodos alternativos para el diagnéstico rapido de resistencia en

TB.

1.5 El valor teodrico del presente trabajo, radica en los aportes que brinda al
conocimiento de la Tuberculosis en nuestro pais, lo cual trasciende a mnivel
internacional por el éxito logrado en la lucha contra esta enfermedad- Los resultados
presentados en esta tesis han recibido premios, se han publicado en revistas nacionales e
internacionales y se han realizado diferentes tesis:
Logro de la Academia de Ciencias de Cuba, 1995
Premio de la Critica Cientifico - Técnica, 2001
Premio Anual de la Salud, 2002
X Forum Nacional de Ciencia y Técnica (Mencién Especial), 1996
XIV Forum Provincial (Relevente) y Nacional de Ciencia y Técnica (Destacado),
2002
Premio en el XXXIII Congreso de la Asociacién Mexicana de Microbiologia, 2002
Resultados Relevantes Institucionales (4)
Publicaciones Internacionales: libros y revistas 15
World Health Organization, 1997 (WHO/TB/97.227)
- Journal Clinical Microbiology, 1998 New England
Journal of Medicine, 1998 Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia, 1998 Rev.
Panamericana de Infectologia, 2000
Pan American Health Organization, 2000 (PAHO/HCP/HCT/163/2000).
World Health Organization, 2000 (WHO/TB/2000.278)
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Rev. Latinoamericana de Microbiologia, 2000
New England Journal of Medicine, 2001
Rev. Latinoamericana de Microbiologia (6), 2002
+  Publicaciones Nacionales: libros y revistas 4
Rev. Cubana Medicina Tropical, 1999 Avances Biotecnologia Moderna, 1999
Programa Nacional de Control de la Tuberculosis. Manual de Normas y

Procedimientos, 1999
Libro Microbiologia y Parasitologia Médicas. Micobactenas Cap. 36, 2001.
+  Tutor de 6 Tesis:

3 Tesis de Maestria en Bacteriologia - Micologia 2 Trabajos de Terminacién de
la Residencia en Microbiologia 1 Trabajo de Diploma de Licenciatura en

Microbiologia

1.6 El valor practico que se deriva de este estudio queda demostrado con los resultados
obtenidos en la vigilancia sistemdtica de la resistencia por parte del Laboratorio
Nacional de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y Mycobacteria del IPK”*
permitiendo conocer la tendencia de la misma, correspondiéndose con las altas tasas de
curacion de los pacientes, reconociéndose a nivel mundial la escasa circulacién de cepas

MDR vy el éxito alcanzado por el PNC en Cuba.

Con la introduccién de estos métodos novedosos, por la experiencia acumulada en el
tema de resistencia, nuestro laboratorio como Centro Colaborador OPS/OMS para la
Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y Mycobacteria cuenta con poderosas
herramientas utiles tanto para el diagndstico como para investigaciones
epidemioldgicas, las cuales pueden ser implementadas en otros paises de la regidn,
donde la Tuberculosis constituye un importante problema de salud por las altas tasas de

morbilidad y mortalidad que presentan.
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IT REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1 situacién epidemioldgica de la TB

I1.1.1 situacién mundial

En 1993 la OMS declaré la TB como una emergencia sanitaria mundial. Las metas
establecidas para lograr el control de esta enfermedad en el ano 2000, (deteccién del 70 % de
los casos con baciloscopia positiva y la curacién del 85 % de los mismos) han fracasado,
siendo aplazadas para el ano 2005; esto obedece principalmente a las siguientes razones
(Crofton et al 1997; Maher et al 1997; Maher y Mikulencak 1999): financiamiento y
compromiso politico insuficiente, organizacién inadecuada de los servicios de salud, no
hacer todo lo posible para que los enfermos tuberculosos tengan acceso a diagnoéstico y
tratamiento, usar tratamientos inadecuados, no usar regimenes terapéuticos normalizados y
no velar por el cumplimiento del tratamiento en los pacientes y exceso de confianza en la

vacuna BCG (Freire y Roscigno 2002).

Producto de esta situacién, en Marzo del 2000 se celebro la Asamblea Mundial de Salud para
poner en marcha la “Declaracion de Amsterdam Stop TB ” para acelerar la expansion de las
medidas de control de la TB reclamando apoyo politico y financiero de los gobiernos, sobre
todo en los 22 paises que aportan mayor carga de TB a nivel mundial (80 %) y poder lograr
estos objetivos para el afio 2005. La principal estrategia de expansion para el control de esta
enfermedad, es el Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES, DOTS siglas en
inglés), trazandose como meta, cubrir al menos el 70 % de todos los casos nuevos con
baciloscopia positiva. Esta declaracién, ademads dispone la implementacién, monitoreo y
evaluacion de los PNC usando las normas estandar internacionales adoptabas por la OMS. En
la siguiente figura se refleja la distribuciéon de casos de TB por regiones (World ] lealth

Organization 2001>%; Lee et al, 2002).
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63%  10.0%
40.0%
17.3%
22.2%
B Region del Mediterrineo Ornental B Region de las Améncas
O Region de Europa B Region de Afnica
B Region del Padifico Ocadental B Region de Asa Suronental

11.1.2 situacion en las américas

En la Region de las Americas, ciertos factores han estado creando condiciones propicias para
el agravamiento del problema. En varios paises se asocian el incremento de las condiciones
de pobreza que ha acentuado las inequidades de acceso a los servicios de salud, asi como
crecimiento de poblaciones marginales y migraciones en busca de mejor calidad de vida. A
este cuadro se suma el debilitamiento de los PNC, que al hacerse menos eficientes en sus
acciones, amenaza la posibilidad de controlar la TB en el futuro (Organizacién
Panamericana de la Salud 2000; World Health Organization 2000; World Health
Organization 2001b)

En 1999, el 6,3 % de los casos del mundo correspondié a las Américas, aproximadamente el
50 % lo aportan Brasil (33 %) y Pert (17 %), encontrandose entre los 22 paises del mundo
con mayor carga de TB. La incidencia en la Regién en 1999 fue de 238 000 para una tasa de
29/100 000 habitantes; se estima que anualmente 1/3 parte de los casos no es diagnosticada,
ni notificada, existiendo un estimado real de cerca de 400 000 nuevos casos. En la siguiente
tabla se muestra las tasas de incidencia estimada en las Américas para el afio 2000
(Organizaciéon Panamericana de la Salud 2000; World Health Organization 2000; World
Health Organization 2001°).
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Incidencia
< 24/100 000 > 25 - 49/100 000 > 50 - 84/100 000 > 85/100 000
Canada Belice Argentina Bolivia
Caribe Inglés México Bahamas Ecuador
Costa Rica U ruguay Brasil Guatemala
Chile Venezuela Colombia Haiti
Cuba El Salvador Honduras
Estados Unidos Guyana Nicaragua
Jamaica Panama Pera
Puerto Rico Paraguay Rep. Dominicana
Surinam

I1.1.3 situacién en Cuba

La lucha antituberculosa en Cuba ha atravesado 3 etapas, la pnmera, anterior a 1959; la
segunda, desde 1959 hasta 1970; y la ultima, posterior a 1970 (Gonzélez et al 1993). En
la primera etapa se realizaron acciones de atencién médica sanatonal y dispensarial a
cargo del Consejo Nacional de Tuberculosis con poco apoyo estatal y escasa cobertura.
Durante la segunda etapa se inicié el PNC (1963), esta se caracterizd por la atencién
médica gratuita a cargo del Sistema Nacional de Salud (SNS), con cobertura nacional
completa de toda la poblacién, en forma de programa vertical con policlinicos,
dispensarios, hospitales generales y antituberculosos. El rasgo principal de la tercera
etapa consistié en el desarrollo de acciones preventivo- asistenciales completamente
integradas dentro de los servicios generales de salud, con cobertura completa de toda la
poblacién, basada en la localizacién de casos a partir de los sintomaticos respiratorios,
con confirmacién del diagndstico por baciloscopia'o cultivos de M. tuberculosis y el

tratamiento ambulatono controlado de manera estricta (Armas y Gonzalez 1998).
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La evolucion de la TB de 1971 a 1991 muestra una tendencia descendente como expresion
del resultado de la lucha contra la TB, el fortalecimiento del SNS y las transformaciones
socioecondmicas operadas en el pais. La tendencia de la morbilidad en el periodo 1982-1991
refleja un descenso del 5,0 %, que nos sitia entre los paises con una baja incidencia

(Menéndez etal 1981; Gonzalez etai 1995; Marrero y Carreras 1996).

De 1992 a 1994, la incidencia se incrementa de una tasa de 5,0 a 14,3 por 100 000 habitantes.
Este incremento nacional ocurre como fenémeno multicausal asociado a las dificultades
economicas del pais, a reactivaciones enddgenas en adultos de la tercera edad y a problemas
operacionales del PNC. Por edades los cambios de la morbilidad se producen en la poblacién
adulta, fundamentalmente en el anciano masculino. Por forma clinica el aumento fue a
expensas de la TB pulmonar, la extrapulmonar presenta un comportamiento estable y aporta

entre el 10y 12 % del total de casos (Gonzalez et al 1995; Marrero y Carreras 1996).

Para contrarrestar esta nueva situacién epidemioldgica a finales de 1993 se realizé una
revision del programa, lo que permitié un mayor control en la operacién de cada uno de sus
componentes. En 1995 se obtienen los primeros resultados: se logra detener el incremento
de casos, se inicia la recuperacién progresiva del programa y la declinacién de casos. La tasa
registrada en el 2001 fue de 7,9 por cada 100 000 habitantes (MINSAP 2002). La mortalidad
por TB en los ultimos 5 afios no ha tenido variaciones significativas y se ha mantenido en
tasas de 1 por cada 100 000 habitantes. A continuacién se refleja el comportamiento de las
tasas de incidencia en Cuba en el periodo 1962-2000 (Gonzalez et al 1994; Marrero et al

2000).
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El fenémeno de coinfeccién VIH/TB no ha constituido un factor significativo en el
incremento de la TB en el pais. En el afo 2001, esta asociacién represento el 1,2 % de los

casos reportados en ese aiio (MINSAP 2002).

Dada la situacion epidemioldgica y operacional que presenta la TB en el pais, por el hecho de
cumplir con las metas fijadas por el PNC para la etapa de 1994 - 1997 (“estabilizar el
comportamiento de la TB y reducir la incidencia”) y haber cumplido las metas de la OMS
para el afio 2000 en el control de la TB, se tiene como perspectiva futura lograr la eliminacién

de la TB como problema de salud en el pais (Marrero et al 2000).

11.2 evolucién de Mycobacterium tuberculosis

El microorganismo productor de la TB es uno de los mas fieles exponentes de la presién
selectiva a la que han sido sometidas muchas especies y de una capacidad de adaptacién a medios
adversos realmente insuperable. Aunque las estimaciones le otorgan a M. tuberculosis una
antigiiedad de entre 15 300 a 20 400 afios -en atencién a su poco frecuente pérdida de
diversidad de nucledtidos y a su capacidad de mutacién- (Kapur et al 19942 Rothschild et al
2001), cada vez se acepta mds que esta especie evoluciond de otros microorganismos mas

primitivos dentro del propio género Mycobacterium.
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Es razonable pensar que si la mayoria de las especies de este género tienen su habitat natural
en el agua y la tierra, el origen del mismo haya estado en este medio ambiente. Diferentes
especies han emergido a lo largo de la historia y presiones ambientales selectivas han
condicionado cambios en su evolucidn, lo que condicionaria cambios en el reservorio de las
mismas. Si esto es asi y se aplica al género Mycobacterium, es necesario destacar cémo a
algunas especies de micobacterias- M. ulcerans- se les ha atribuido una antigiiedad de 150
millones de afios (Hayman 1984), lo que supondria que este género habria precedido incluso

al origen de los primates, Homo sapiens incluido (Martin y Rothschild 1998; Daniel 2000).

Se puede pensar que, en un momento de la evolucién, alguna especie micobacteriana, por
presion selectiva natural, pasara a tener su reservorio en animales. Esto quiza dio lugar a un
anciano progenitor de M. bovis, aceptada por muchos como la més antigua de las especies que
actualmente integran el denominado complejo Mycobacterium. Siguiendo esta aceptada
teorfa, un siguiente escalén en la evolucién del género Mycobacterium seria el paso de M.
bovis a la especie humana, coincidiendo con la domesticacion de los animales por parte del
hombre (Stead et al 1995; Haas 1996). De aqui, probablemente, pudo surgir M. tuberculosis
como patégeno humano, demostrandose que, durante los ultimos milenios, sigue con una
capacidad de adaptaciéon a medios adversos similar a la que demostraron sus posibles
ancestros. No en vano sigue siendo, en el nuevo milenio, la enfermedad infecciosa humana
mas importante que existe en el mundo y el patégeno que mayor nimero de muertes sigue

produciendo (Bates y Stead 1993; Rigouts y Portaels 2001).
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11.3 taxonomia y caracteristicas generales de las micobacterias

Las micobacterias estdn ubicadas taxondmicamente en el orden Actinomicetales, familia
Mycobacteriaceae, la cual contiene un solo género: Mycobacterium. Dicha familia se incluye
dentro del grupo de bacilos aerobios Gram positivos, donde se encuentran ademads, la familia
Corinebacteriaceae y las Nocardioformas (incluye a los géneros Nocardia, Rhodococcus, entre
otros). Estos ultimos géneros, poseen cierto numero de rasgos en comun con las
micobacterias: presentan arabinosa y galactosa en la pared celular, poseen un antigeno de

pared celular comin, y contienen acido micélico (Grange 1997; Rastogi et al 2001).

Este género incluye mas de cien especies que se dividen en tres grupos: Complejo
Tuberculosis, formado por M. tuberculosis, M. bovis (incluida la cepa BCG), M. africanum y M.
microti, Complejo Lepra, que incluye M. leprae y M. lepraemurium, causantes de la lepra en el
hombre y en el ratén respectivamente; y Micobacterias No Tuberculosas (atipicas), donde se
ubican todas las especies no comprendidas en los dos grupos anteriores, las que pueden ser
patdgenas, patdgenas oportunistas o saprofitas. Estos microorganismos pueden existir en el
suelo, el agua, los alimentos y en varias clases de animales, donde constituyen un peligro

potencial para el hombre (Brooks et al 1999).

Las micobacterias, morfolégicamente, son bacilos o cocobacilos ligeramente curvos o rectos,
en pocas ocasiones ramificados, miden cerca de 0.4 - 3 jam, no esporulan, no poseen cépsula
y son inmoviles. Son consideradas BAAR (bacilos acido alcohol resistente) por presentar
resistencia a la decoloracién con alcohol 4cido al 3 % después de la tincién con fuschina
(coloracion de Ziehl - Neelsen). Esta resistencia se cree que dependa de la integridad de la

cubierta de cera. (Roberts etal 1991; Brooks et al 1999).
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La mayoria de las especies de este género forman mads de una clase de colonias. Estas pueden
ser rugosas, color hueso crema, elevadas convexas, de bordes irregulares con bacilos densos y
compactos {M. tuberculcsis); o pueden ser lisas y transparentes, con bacilos sin agrupaciones
discemibles (M. intracellulare), o de aspereza intermedia (M. kansasi). En dependencia de la
produccién de pigmento se dividen en: fotocromdgenas (requieren luz para la formacion de
pigmentos), escotocromdgenas (forman pigmento con y sin luz) y no cromégenas (Roberts et

al 1991; Brooks et al 1999).

Las especies pertenecientes a este género se consideran aerobias estrictas y obtienen la
energia de la oxidacién de compuestos sencillos del carbono. Su velocidad de crecimiento es
mucho mads lenta que en la mayorfa de las bacterias, M. tuberculosis tiene un tiempo de
generacién de 18 horas, por lo que necesita de 3 - 4 semanas de incubacién a 37°C para
formar colonias visibles macroscopicamente. Las formas saprofitas tienden a desarrollarse
con mayor rapidez, proliferan bien entre 22 - 33°C, producen mads pigmento y son menos

acido resistentes que las formas patégenas. (Grange 1997; Brooks et al. 1999).

I1.3.1 la envoltura celular de las micobacterias

Las micobacterias, han sido consideradas tradicionalmente diferentes del resto de las
bacterias, debido a la estructura particular y composiciéon quimica de su pared celular. La
envoltura celular de las micobacterias, al igual que la de las bacterias Gram positivas y Gram
negativas incluye la membrana citoplasmdtica que estd formada por una bicapa lipidica
rodeada por un espacio periplasmadtico y cantidades variables de peptidoglicano, este tltimo

es el responsable de la forma celular (Parsons et al 1997).

La estructura mas original de la célula mico bacteriana es su pared celular, constituida por
multiples capas de aproximadamente 20 nm de espesor. Quimicamente, la pared es muy

compleja y bien diferente a la que presentan las bacterias
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Gram positivas y Gram negativas. Al igual que en los otros grupos bacterianos esta formada
por cadenas de polisacaridos y similar a las bacterias Gram negativas, presentan lipidos
externos. Contiene, ademds, abundantes lipidos complejos, algunos de los cuales son
exclusivos de las micobacterias y producen marcados efectos bioldgicos sobre el huésped.
Presenta una capa de peptidoglicano, arabinogalactano, (complejo polisacarido
covalentemente unido al peptidoglicano, formado por unidades de arabinosa y galactosa) y

acidos micdlicos (Draper 1991; Rastogi 1991).

Los acidos micdlicos son largas cadenas de acidos grasos de 60 - 90 dtomos de carbono,
perpendiculares a la superficie de la célula, presentan pocos dobles enlaces, lo cual le
confiere la hidrofobicidad a la capa y la convierte en una efectiva barrera contra la
penetracién de nutrientes hidrofilicos y antibidticos En la siguiente figura se puede observar
la estructura y composicién de la pared celular de las micobacterias (Draper 1991; Rastogi

1991; Parsons et al 1997).
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La porcién mas externa de la pared micobacteriana estd compuesta por glucdsidos fenolicos,
glucolipidos (principalmente trehalosa unida a las fracciones de dcidos micdlicos) y
glucopeptidolipidos (Grange 1996). Otros componentes lipidicos importantes son los
lipoarabinomananos, los cuales se extienden desde la membrana citoplasmadtica hasta la
superficie celular y cuya estructura parece jugar un papel importante en la patogenicidad de

M. tuberculosis (Besra y Chatterjee 1994).

Los canales en la pared celular micobacteriana son de naturaleza proteica, y constituyen una
ruta de entrada de pequefias moléculas de antibidticos hidrofilicos como la isoniacida. Las
moléculas grandes hidrofébicas como la rifampicina y los macrélidos se disuelven en la fase
lipidica y se ponen en contacto con la fase acuosa en el interior de la célula. El paso a través
de la bicapa lipidica juega un papel importante en la penetracién de solutos debido a que la
ruta hidrofilica es ineficiente. Muchas de las drogas efectivas contra micobacterias muestran
hidrofobicidad variable, y estudios in vitro han demostrado que los derivados hidrofébicos

de aminoglucdsidos son mas activos contra M. tuberculosis que la mayoria de los derivados

hidrofilicos (Rastogi y David 1993; Nikaido 1994; Brennan y Nikaido 1995).

11.4 mecanismo de accion de las principales drogas empleadas en el tratamiento de la TB

El tratamiento efectivo de la TB se basa en la aplicacién sistematica de la terapia multidroga
directamente supervisada y tiene como objetivos: curar al paciente, evitar que el paciente
fallezca de una TB activa o de sus consecuencias, evitar la recaida y disminuir la transmisién

a otras personas (Maher et al 1997).
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11.4.1 isoniacida

Isoniacida (INH) es un antibidtico sintético altamente efectivo contra M. tuberculosis, fue
introducido en 1952 en el tratamiento de esta enfermedad. Tiene efecto bactericida, es activa
mediante la administracién oral y produce pocas reacciones adversas (Bastian y Portaels

2000; Cohén etal. 2003).

La INH es una predroga que requiere para su activacién del complejo Mycobacterium catalasa
- peroxidasa, siendo la susceptibilidad a esta droga dependiente de la presencia de esta
enzima la cual es codificada por el gen katG (Heym etal 1995). El modo de accién primario de
INH o su derivado, parece ser el bloqueo de los pasos de biosintesis de acidos micélicos
dependientes de oxigeno. Se ha demostrado que mutaciones en el gen katG ofrecen altos
niveles de resistencia a INH en mas de 90 % de los casos. A continuacién se muestra un
esquema con el mecanismo de accién de las drogas antibacilares (Zhang y Young 1993;

Parsons etal. 1997; Somoskovi etal 2001; Cohén etal 2003).
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Recientemente fue identificado un nuevo mecanismo de resistencia a INH. Este involucra
mutaciones en el gen ndh que codifica para la enzima NADH deshidrogenasa. Mutaciones en
este gen producen un incremento del cociente NADH/NAD\ Estos altos niveles de NADH
pueden competitivamente inhibir la unién de INH - NAD al sitio activo de la enzima InhA
(proteina que adiciona el NADH necesario para la elongacién de los acidos grasos y
biosintesis de dcidos micdlicos). Alternativamente como NADH es sustrato de las enzimas
KatG y ApbC, altos niveles de NADH pueden competitivamente inhibir la peroxidacién de la

INH por KatG (Lee etal. 2001; Cohén etal 2003).

Existen otros genes involucrados en la resistencia a INH, aunque en menor frecuencia, estos
son iNbA, apbC, oxyR y kasA (Banerjee etal 1994; Deretic etal 1995; Blanchar 1996 ; Wilson y
Collins 1996; Drobniewski y Wilson 1998; Cohén et al. 2003).

11.4.2 estreptomicina

Estreptomicina (SM) fue introducida en 1944 en el tratamiento de la TB. Esta droga, al igual
que otros aminoglucésidos, como kanamicina, afectan la sintesis de proteinas procaridticas
provocando errores de lectura en el cddigo genético como son la inhibicién de la iniciacién
y de la transcripcion del ARN mensajero. La proteina S12y una subunidad del ribosoma 30S,
es el principal blanco de SM. Las cepas que muestran resistencia a SM, con frecuencia, son
debido a mutaciones en los genes rpsL Yy rrs que codifican para la subunidad proteica S12 y el
ARNr 16S respectivamente (Nair et al 1993; Bottger 1994; Drobniewski y Wilson 1998;
Cohen etal. 2003).

Aislamientos con bajos niveles de resistencia a SM, pueden no mostrar mutaciones en estos
marcadores y presentar alteraciones en la permeabilidad celular que afecta la incorporacién

de SM al interior de la célula (Parsons etal 1997).
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11.4.3 etambutol

Los primeros tratamientos con etambutol (EMB) datan de 1968. Se piensa que bloquea la
incorporacién de los dcidos micolicos al arabinogalactano o un paso en la biosintesis de
arabinogalactanos. La inhibicién de la sintesis de este componente por el producto de los
genes embA, embB o embC podria explicar la acumulacién de dcidos micdlicos y sus efectos
sobre la permeabilidad de la pared celular. El modo exacto de resistencia a EMB todavia es

desconocido (Cole 1994; Blanchar 1996; Cohén etal 2003).

Se ha demostrado que EMB puede romper la “barrera de exclusiéon” en especies como M.
avium y ayudar significativamente a la actividad bactericida de otros antimicrobianos intra y

extracelulares (Rastogi y David 1993).

Es de gran importancia el sinergismo entre EMB y SM cuando ambos se combinan durante
el tratamiento, EMB en su accién desestabilizadora de la pared micobacteriana produce
pequeiios poros que favorece la penetraciéon de SM al interior celular (Chopra y Brennan

1998).

11.4.4 rifampicina

Rifampicina (RMP) es un derivado semisintético de rifamicina B, fue usada por pnmera vez
en el afio 1965 y se ha convertido en una droga de pnmera linea en el tratamiento de la TB.
Es altamente efectiva contra M. tuberculosis y difunde ficilmente a través de la envoltura
celular. Es una droga bactencida, produce un efecto esterilizante, es absorbida rapidamente
en el tracto gastrointestinal y produce pocos efectos adversos (Bastian y Portaels 2000). La
monorresistencia a RMP es rara y se ha convertido en un indicador de

multidrogorresistencia (Parsons etal 1997).
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El mecanismo de accién primario de RMP es el bloqueo del paso de elongacién dependiente
de ADN durante el proceso de transcripcién que es llevado a cabo por la enzima
micobacteriana ARN polimrasa, cuya subunidad beta es codificada por el gen rpoB;
mutaciones en este gen generan altos niveles de resistencia (Chopra y Brennan 1998). Se han
encontrado aislamientos clinicos de M. tuberculosis que manifiestan resistencia a RMP los
cuales estan relacionados con mutaciones que ocurren dentro de la porcion central del
coddn 27 del gen rpoB, encontrandose alteraciones en Ser 531 o His 526 (Telenti etal 19935

Williams et al 1994; 19982 Cohén etal 2003).

Los aislamientos de M. tuberculosis resistentes a RMP que no contienen mutaciones en el gen
IpoB son raros, estos pueden involucrar cambios en la permeabilidad de la membrana o en la
incorporacién del antibidtico, por tanto, las técnicas de diagndstico molecular encaminadas a
la busqueda de mutaciones en el gen IpoB son de gran utilidad para la deteccion de

resistencia a esta droga (Parsons et al 1997).

11.5 cdmo ocurre la resistencia en Mycobacterium tuberculosis ?

La resistencia a antimicrobianos en M. tuberculosis surge, en primer lugar, por mutaciones
espontaneas. En toda poblacién de células sensibles, existe una pequefia proporcién de
murantes resistentes por cada generacidn, que varia en dependencia de la droga a la cual se
manifieste la resistencia. Cuando un tnico antimicrobiano es utilizado en el tratamiento de
la TB, una mayoria de bacilos sensibles a éste es inhibida o muerta, pero se favorece la
seleccion de mutantes resistentes a la droga empleada. Ademads, como el tratamiento es a
largo plazo porque la poblacién bacteriana es elevada, las células mutantes resistentes se van

multiplicando y se toman la mayoria (Caminero 2001; Nachega y Chaisson 2003).
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Por tanto, toda monoterapia (real o encubierta por asociacién con drogas previamente
resistentes e ineficaces) llevara ineludiblemente al fracaso y a la seleccién de resistencia. De
esta forma, la asociacién de drogas nunca usados en el enfermo (o que se hayan utilizado
asociados adecuadamente) debe ser la primera premisa que ha de tenerse en cuenta en el
tratamiento de la TB, hecho relativamente facil de seguir si se trata de un paciente inicial,
pero que se toma a veces dificil de realizar cuando un enfermo ha recibido ya previamente
vanos esquemas terapéuticos (Mitchinson 1984; Caminero 1989; Yew y Chau 1995;

Caminero 2001).

Segiin lo expuesto previamente, existirian tres conceptos completamente diferentes de
resistencias. La primera de ellas seria la denominada ‘“resistencia natural”’, que es aquella que
presentan las cepas salvajes, como fruto de su multiplicaciéon continua que hace que al
alcanzar un determinado nimero de bacilos se produzca una mutacién genética en un bacilo
concreto, mutacién que puede afectar especificamente al lugar donde interviene alguna de
las drogas. Pero esta resistencia natural debe ser seleccionada por las drogas para que se
exprese fenotipicamente. Cuando esto se produce por una mala terapéutica (monoterapia
real o encubierta) se da lugar a lo que se denomina “resistencia adquirida o secundarid\ que
siempre tendra detras de si una mala actuacién por parte de la especie humana, bien por
parte del médico al prescribir un mal tratamiento, o bien por el enfermo al seleccionar la
medicacién que estd tomando. Si un paciente portador de una resistencia adquirida contagia
con sus bacilos resistentes a un paciente que previamente no ha tomado ningun tratamiento
antituberculoso, le podrd ocasionar una TB con una resistencia que, en este caso, se

denomina “primarid\ por ser enfermos nunca antes tratados (Caminero 1989; Ausina 1996;

Caminero 2001).

Como se ha visto, las alteraciones de genes intrinsecos es el mecanismo pnmario de
desarrollo de resistencia en Mycobacteria, pues ocurre independientemente del contacto
previo del bacilo con las drogas. Sin embargo, el mayor tipo de resistencia en muchas otras

especies de bacterias ha sido la adquisicién de nuevos
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determinantes de resistencia llevados a cabo por elementos genéticos mdviles como son:
secuencia de insercidn, plasmidos y tramposones. Pero ninguno de estos elementos han sido
reportados hasta la fecha en M. tuberculosis como transmisor de resistencia a antimicrobianos

de una cepa a otra (Hatfull 1996; Nachega y Chaisson 2003).

11.6 métodos empleados en los estudios de resistencia a las drogas antibacilares

Los métodos para la deteccién de resistencia, juegan un papel fundamental en la vigilancia
de la resistencia a las drogas antibacilares y en la selecciéon de la terapia en pacientes

infectados con cepas MDR (Nachega y Chaisson 2003).

El principal requerimiento de las pruebas de resistencia es que permitan diferenciar entre
cepas susceptibles y resistentes. La concentraciéon de la droga que permite distinguir entre
cepas susceptibles y resistentes se denomina concentracién critica, y puede ser cualquier
concentracién entre la mayor Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) encontrada entre
cepas salvajes y la menor CIM encontrada entre cepas resistentes (Heifets y Cangelosi 1999;

Heifets 2000).

Los métodos de resistencia basados en el cultivo de las micobacterias sobre medios de huevo
o agar, pueden ser directos, si los medios controles y los medios con drogas son inoculados
directamente con la muestra, obteniéndose los resultados en 3 6 4 semanas, o indirectos si se
inoculan los medios con una suspensién bacteriana hecha a partir de un cultivo en medio
solido o liquido, obteniéndose los resultados en un periodo de 7 - 12 semanas. La ventaja de
los métodos directos es que se obtienen los resultados mas rapidamente y hay una mayor

representatividad de la poblacién bacilar original (Heifets y Cangelosi 1999; Heifets 2000).
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Actualmente se cuenta con diferentes métodos cuantitativos para la deteccién de resistencia.

Dentro de los mis frecuentemente utilizados se encuentran:

Concentracion Inhibitoria Minima (CIM): Es la concentracién mds baja de un
antimicrobiano que inhibe el crecimiento de mas del 99 % de la poblacién bacteriana
contenida en un medio de cultivo (Heifets 1988; Heifets y Cangelosi 1999; Heifets 2000;
Nachega y Chaisson 2003).

Concentracion Bactericida Minima (CBM): Es la concentracién mdas baja de un
antimicrobiano que causa la muerte a mas del 99,9 % de la poblacién bacteriana contenida
en un cultivo en caldo. El indice CIM / CBM es la expresiéon estandar para expresar la
potencia de un antimicrobiano (Heifets 1988; Heifets y Cangelosi 1999; Heifets 2000;
Nachega y Chaisson 2003).

Concentracion Inhibitoria Fraccional (CIF): Es una interaccién de coeficientes que indica
cuando una combinacién de antimicrobianos con actividad inhibitoria es sinérgica CIF < 0.5,
aditiva CIF = 1 o antagénica CIF > 4.0, donde:

CIF = (CIaM en combinacién / CI+M sola) + (CIsM en combinacién / CItM sola) a y b son los
antimicrobianos en los que se determinan su CIF (Heifets 1988; Heifets y Cangelosi 1999;

Heifets 2000; Nachega y Chaisson 2003).

Concentracion Bactericida Fraccionaria (CBF): Es una interaccién de coeficientes que indica
cuando una combinacién de antimicrobianos con actividad bactericida es sinérgica CBF <
0.5, aditiva CBF = 1 o antagénica CFB > 4.0, donde: CBF = (CB:M en combinacién / CBsM
sola) + (CBsM en combinacién / CBsM sola), a y b son los antimicrobianos en los que se
determinan su CBF (Heifets 1988; Heifets y Cangelosi 1999; Heifets 2000; Nachega y
Chaisson 2003).



26

Revision Bibliografica

Estos métodos cuantitativos se reservan bdsicamente para el estudio in vitro de
antimicrobianos. Sin embargo CIM y CIF son también empleadas en la determinacién de
resistencia en aislamientos de casos clinicos; siendo CIM aceptada como método cuantitativo
estandar para gran diversidad de especies bacterianas. Respecto a CIF, su uso estd reservado
cuando se necesita el uso combinado de antimicrobianos. Por otro lado CBM y CBF debido a
su costo y laboriosidad no se realizan rutinariamente en laboratorios de diagnéstico (Heifets

1988; Heifets y Cangelosi 1999; Heifets 2000; Nachega y Chaisson 2003).

11.6.1 métodos estandarizados para la deteccion de resistencia en TB

Los métodos estandarizados son aquellos que se han recomendado por la OMS/UICTER para
ser implementados por los laboratorios en estudios de vigilancia de la resistencia debido a los
resultados altamente reproducibles que brindan. La mayoria de ellos, se fundamentan en la
mediciéon del crecimiento micobacteriano en medios de cultivo que contienen los
antimicrobianos (usualmente se utiliza el medio Lowenstein - Jensen), (Heifets 1996; 2000;

Nachega y Chaisson 2003).

m método de las proporciones
El método de las proporciones o método proporcional de Canetti, constituye en la actualidad
la prueba de referencia (regla de oro) que permite vigilar la resistencia de las cepas que
circulan y seleccionar la quimioterapia de la TB a escala mundial segin recomendaciones del

Comité de Expertos en Tuberculosis de la OMS (Canetti etal 1963; 1969).

El principio de este método consiste en medir la proporcién de bacilos resistentes que existe
en una cepa de M. tuberculosis a una concentracién de antimicrobianos (concentracién
critica), capaz de inhibir el crecimiento de células sensibles, pero no de las resistentes. Para
conseguirlo, la prueba debe indicar el numero total de bacilos sembrados y el nimero de

bacilos resistente. Esta informacion se obtiene
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sembrando dos diluciones bacilares, escogidas de tal forma que una u otra dilucién de lugar a
colonias en numero contables. Se debe sefialar que para cada antimicrobiano esta definida
una proporcién de mutantes resistentes (proporcion critica) por encima de la cual la cepa es
considerada resistente. Los resultados se obtienen luego de 4 - 6 semanas de incubacion

(Canetti et al 1963; 1969; Heifets 2000).

m meétodo de las concentraciones absolutas
Se utiliza el medio Lowenstein - Jensen con las diferentes concentraciones de la droga para
determinar la concentracién mdas baja que inhibe el crecimiento micobacteriano.
Originalmente fue utilizado para determinar CIM de INH y SM. Se puede emplear una
concentracién critica, considerando resistencia, cuando hay un crecimiento de 20 é mas
colonias sobre esta concentracidn. Los resultados se obtienen en 4 - 6 semanas (Rieder et al

1998; Heifets 2000).

m metodo del cociente de resistencia
Es una variante del método de las concentraciones absolutas. Se define como la CIM de la
cepa en estudio dividida por la CIM de la cepa de referencia sensible (.Mycobacterium
tuberculosis Hs7Rv). Un cociente de 2 6 menos indica sensibilidad y un cociente de 8 ¢ mis

indica resistencia. (Rieder etal 1998; Heifets 2000).

m sistema radiométrico BACTEC460® TB (Becton Dickinson)
Se emplea el medio de cultivo Middlebrook 7H12 que contiene dcido palmitico marcado con
C!* que es metabolizado por la micobacteria y se libera *CO: cuya actividad es registrada
como indice de crecimiento. Al emplearse drogas antituberculosas que inhiban el
crecimiento micobacteriano se ve afectada la produccién de “C0:. La mayor ventaja de este
método es la capacidad de detectar crecimiento y su inhibicién en un periodo de tiempo
entre 9 - 1 8 dias con una buena correlacién con los métodos convencionales, pero tiene el

inconveniente de
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ser muy costoso, no solo por el equipamiento que lleva, sino por ser dependiente del
suministro de los medios de cultivo, ademas, es riesgoso debido a la cantidad de residuos

radioactivos que se liberan (Heifets 1986; 1996; 2000).

11.6.2 nuevos métodos rapidos

Muchos de los métodos estandarizados para la deteccién de resistencia tardan mucho tiempo
en dar los resultados, este retraso produce dafios significativos al paciente, la comunidad y a
los trabajadores de salud por lo que es importante buscar métodos rapidos de deteccién de
resistencia que puedan aplicarse en paises de escasos recursos donde la situacién de la TB es

alarmante (Palomino 2000; Nachega y Chaisson 2003).

11.6.2.1 métodos fenotipicos

Las técnicas fenotipicas generalmente necesitan de la presencia de las colonias para poder
realizar la interpretacion de los resultados, pero debido al crecimiento lento de M. tuberculasis
se necesitan varias semanas para que estos puedan ser interpretados. Un grupo de novedosos
métodos fenotipicos se han desarrollado permitiendo la detecciéon de signos tempranos
caracteristicos del crecimiento en micobacterias. Algunas tecnologias miden el metabolismo
mediante el empleo de indicadores coloreados, deteccién del consumo de oxigeno y la

visualizacién temprana de microcolonias (Gorden etal. 1996; Palomino 2000).

m E Test (ABBiodisk, Suecia)
El E Test es un método de deteccion de CIM, su principio esta basado en la dispersién de un
antimicrobiano contenido en tiras con un gradiente logaritmico de concentracidn, este
induce una zona de inhibicién de forma elipsoidal en la superficie del medio donde se hace
crecer la cepa en estudio. Debido a la necesidad de acortar el tiempo en brindar los
resultados de las pruebas de resistencia, este método puede ser una herramienta 1til para el

estudio a partir de muestras clinicas
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con baciloscopia positiva, pero tiene como principal desventaja el costo elevado (Wanger y

Mills 1994; Fabry etal. 1995; Hausdorfer etal. 1998; Palomino 2000).

m tubo indicador de crecimiento de micobacterias (MGTT, siglas en inglés; Becton

Dickinson).

Este método se introdujo como un método no radiométrico, alternativo al BACTEC 460 TB
para la deteccion rdpida de crecimiento en micobacterias. Su principio se basa en la
propiedad fluorescente de un compuesto sensible al oxigeno que estd contenido en un tapén
de silicona ubicado en el fondo del tubo que contiene el medio de cultivo. El oxigeno
disuelto en el medio extingue cualquier fluorescencia, de forma tal, que el consumo de
oxigeno producto del metabolismo de las micobacterias permitird la manifestaciéon de
fluorescencia cuando el tubo se expone a un transiluminador de luz ultravioleta con una
A=365 nm (Bergmann y Woods 1997; Rivera eta 1997; Morcillo et al 1998; Palomino et al
1999).

B ensayo Pha B (Organon Teknika)
Es un ensayo de amplificacién bioldgica de fago. Se basa en la habilidad de células de M.
tuberculosis para soportar la multiplicacién de un micobacteriéfago infectante; los fagos
exogenos no infectantes son inactivados por tratamiento quimico. El nimero de fagos
enddgenos, el cual es un indicador del nimero de células de M. tuberculosis viables, es
determinado después de ciclos de infeccién, replicacién y liberaciéon en micobacterias de
crecimiento rapido. Los resultados se obtienen en 3 6 4 dias. Este método pudiera emplearse
ademas directamente en las muestras, acortandose el tiempo en el cual se obtienen los

resultados de las pruebas de resistencia (Wilson etal. 1997; McNemey 1999).

B método de deteccion de microcolonias
Se basa en la deteccion de microcolonias en medio sélido. Cuando se inocula una capa fina
de medio Middlebrook 7H11,las micobacterias forman microcolonias tipicas facilmente

detectables con el microscopio. Se ha visto que con este método
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se acorta el tiempo en el cual se obtienen los resultados de las pruebas de resistencia. Por lo
que este método constituye una alternativa para los estudios de resistencia en los
laboratorios con escasos recursos (Welch et al 1993; Mejia et al 1999; Palomino y Portaels
2000).

B citometria de flujo
Se basa en la habilidad de M. tuberculosis de hidrolizar el diacetato de fluoresceina,
produciendo un efecto de fluorescencia en el bacilo, que puede ser detectado mediante
andlisis citométrico de flujo. Asi, la exposicién a antimicrobianos que afecten la viabilidad
detendra la reaccidn de hidrdlisis, resultando en menos fluorescencia. Los valores de CIM
obtenidos por este método se han correlacionado con los determinados por los métodos
convencionales y pueden obtenerse resultados en menos de 24 horas (Kirk etaL 1998; Moore

etal 1999).

B sistema de cultivo 11 ESP (Becton Dickinson)
Este sistema detecta cambios de presiéon que se producen ya sea por el consumo o
produccion de gas por las micobacterias que estan creciendo. Al ser un método automatizado

requiere de equipos complejos, lo que limita su empleo en paises en vias de desarrollo

(Bergmann y Woods 1998; Palomino 2000).

B microensayo alamar azul
El alamar azul es un reactivo de 6xido-reduccidn, que ha sido utilizado en una variedad de
pruebas para medir toxicidad, viabilidad o crecimiento celular. Este indicador cambia de
color azul (no fluorescente) cuando estd en su estado oxidado a rosado intenso (fluorescente)
frente a un ambiente reductor como el generado durante el metabolismo celular, este
cambio de color puede detectarse visualmente. Esta propiedad ha sido utilizada para medir
viabilidad de M. tuberculosis luego de la exposicién a las drogas antituberculosas. Es un

método simple, rapido y de bajo
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costo que no requiere de un equipamiento especial para su utilizacién (Yajko et al. 1995;

Franzblau etal 1998; Palomino y Portaels 1999).

M microensayo MTT
El MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil bromuro de tetrazolio es una sal de color
amarillo y soluble en solucién salina. Cuando es reducida por la deshidrogenasa
mitocondrial de las células vivas, enzima que cataliza la reacciéon donde la sal acepta
electrones desde NADH y NADPH, se produce una destruccién del anillo tetrazolio,
formandose cristales purpuras insolubles (formazan), que luego de la solubilizacién pueden
medirse espectrofotométncamente y de forma visual. Como NADH y NADPH solamente son

producidos por células vivas, la produccién de formazan puede emplearse como una medida

indirecta de la viabilidad (Mosmann 1983; Vistica etal. 1991; Mshana etal 1998).

Este ensayo es muy ttil para medir viabilidad en cultivos celulares y fue comparado con el
método tradicional en el que se usa la incorporacién de 3H-Timidina mostrando ventajas por
no utilizar radioactividad. Ha sido empleado, ademas, como indicador de viabilidad en
estudios con antivirales probados contra virus herpes simple, VIH-1 e influenza (Vistica etal

1991;Jabry etal. 1996).

Recientemente se ha explorado la posibilidad de introducirlo en estudios de resistencia en
TB por constituir un ensayo sencillo, rdpido y econémico (Mosmann 1983; Abate etal. 1998),
que brinda la posibilidad de determinar viabilidad de M. tuberculcsis luego de la exposicién a
las drogas antibacilares (Gomez et al 1995; Abate et al. 1998; Mshana etal 1998; De Logu etal
2001).

La sensibilidad del método depende del tipo de células empleadas, del estado fisioldgico
promedio de las mismas y del método empleado para la solubilizacién de los cristales
(Mosmann 1983). Algunos autores recomiendan solubilizar el formazan con una mezcla que

contenga 10 % de duodecil sulfato de sodio (SDS) con acido
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clorhidrico (HC1 0.01 N), isopropanol o una mezcla de 50 % de dimetilformamida (DMF) en
agua desionizada con 20 % de SDS (Vistica et al. 1991; Abate etal. 1998; Mshana et al 1998).

B método de la nitrato reductasa

La nitrato reductasa es una enzima que estd presente en muchos microorganismos entre los
que se encuentran el género Mycobacterium y especificamente M. tuberculosis, esta enzima es
la encargada de reducir los nitratos a nitritos. La reaccién bioquimica no se puede evidenciar
a simple vista, por lo que es necesario utilizar una mezcla de reactivos (acido clorhidrico +
sulfanilamida + N-I-Naftilendiamina) los cuales al unirse con el nitrito presente en el medio
dan origen a un derivado azoico coloreado que indica la reduccién (Virtanen 1960;

Golyshevskaia etal. 1996; Angeby etal. 2002).

Este procedimiento se utiliza de rutina como prueba de identificacién de especies, pero en
estudios recientes se ha visto la posibilidad de utilizarlo como prueba de resistencia en
medio so6lido indicando viabilidad luego de ser expuesto M. tuberculosis a las drogas

antibacilares (Angeby etal. 2002).

11.6.2.2 métodos genotipicos
Gracias al conocimiento de las bases moleculares de la resistencia a las drogas, asi como la
disponibilidad de nuevos métodos de biologia molecular, se han desarrollado diferentes

métodos genotipicos para la deteccion rdpida de resistencia a las drogas antibacilares

(Palomino 2000; Nachega y Chaisson 2003).

B secuenciacién automatica de ADN
La secuenciaciéon de ADN amplificado mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR, siglas en inglés) ha sido la técnica mds ampliamente utilizada, convirtiéndose en la
regla de oro para estos fines. Se han realizado procedimientos manuales y automatizados,

siendo descrita su aplicacién en la caracterizacion de
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mutaciones en el gen rpoB de cepas de M. tuberculosis resistentes a la RMP. También se ha

empleado en la deteccién de mutaciones responsables de la resistencia a INH, SM y

ciprofloxacina (Kapur et al 1994%; Kapur et al 1995).

B PCR-SSCP (polimorfismo conformacional de simple cadena)

Se basa en la propiedad de una simple cadena de ADN de doblarse formandose una
estructura terciaria cuya forma depende de su propia secuencia. Las cadenas simples de ADN
difieren en una o pocas bases por lo que al doblarse se enrollan en diferentes conformaciones
con diferente movilidad electroforética, produciéndose el Illamado Polimorfismo
Conformacional de Simple Cadena. Después de la amplificacidn de la region de interés por
PCR, las cadenas de ADN amplificadas se separan por calor seguido de enfriamiento hasta
obtener cadenas separadas y se van a doblar formando una conformacién caracteristica, las
que van a diferir en su movilidad en el gel luego de una electroforesis. Ha sido utilizado en la
deteccion de resistencia a INH, SM, RMP y ciprofloxacina (Pretorius etal 1996; Scarpellini et
al 1997).

B PCR-HDF (formacion heteroduplex)
Se realiza utilizando el ADN amplificado de las cepas en estudio con el de la cepa control
susceptible para obtener un ADN complementario hibrido. Si estd presente una cepa
resistente, la mutacién produce un heteroduplex que tiene una movilidad en el gel diferente
al homoduplex que no tiene mutacién. Este método ha sido empleado en la deteccién de

cepas resistentes a RMP que tienen mutaciones en la regiéon de 305 pb del gen rpoB

(Williams etal 1998; Palomino 2000).

m hibridacion en fase solida
Se emplean membranas de nitrocelulosa en forma de tiras donde estan inmovilizadas sondas
especificas a diferentes regiones del gen IpoB. A través de este método se pueden detectar

cepas resistentes a RMP en menos de 24 horas y con
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una alta especificidad. Ejemplo de esto es el estuche comercial Inno-Lipa RTB (innogenetics NI

Bélgica), (Rossau etal 1997; Gamboa et al 1998).

B microarreglo de ADN
Se basa en la hibridacién de ADN amplificado frente a cientos o miles de oligonucleétidos de
alta densidad organizados en un soporte de vidrio miniaturizado, lo que brinda la posibilidad

de evaluar una gran cantidad de secuencias en un simple paso de hibridacién (Head et al

1999; Troesch et al 1999).

B sistema de proteinas reporteras

Es un procedimiento basado en el principio de emisién de luz debido a actividad enzimadtica.
Uno de los métodos mas recientes emplea la enzima “Luciferasd” aislada de una variedad de
luciérnagas, cuyo gen fue clonado en el bacteriéfago temperado L5 y mas recientemente en
el pbAEBS, este funciona como vehiculo para introducir la mencionada enzima dentro de la

célula sin recurrir a la lisis celular.

El principio de este método va a ser la deteccién de fotones liberados por reacciones
dependientes de trifosfato de adenosina (ATP), metabolito muy ligado a la actividad vital de
la célula y que en ambientes desfavorables, como es la presencia de antibidticos, se ve
afectada su produccién (Beckers et al 1985; Nilsson etal 1988). Recientemente fue descrito un
sistema similar al Luciferasa, en este se utiliza la proteina de fluorescencia verde (GFP, en
inglés) de la medusa Aequorea victoria, la cual se emplea como molécula indicadora. Este

sistema no requiere cofactores ni sustratos debido a la naturaleza fluorescente intrinseca del

GFP (Jacobs etal 1993; Hickey etal 1996; Shawar et al 1997).
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11.7 diagnéstico de tuberculosis

La bacteriologia de la TB es uno de los aspectos fundamentales en un PNC y un componente
esencial de la estrategia DOTS. Por tanto, contar con una red de laboratorios es de vitar
importancia para detectar los casos infecciosos de TB pulmonar, realizar un seguimiento de
los resultados de tratamiento y verificar la curacién por medio de la baciloscopia una vez
finalizado éste. Esta red de laboratorios debe formar parte de los programas integrados de
control de la TB que, a su vez, deben formar parte de los programas generales de atenciéon

primaria de salud de los paises (Weyer etal 19982P).

La normalizacion de las técnicas basicas de bacteriologia de la TB tiene tantas ventajas que se
ha convertido en una necesidad inevitable. La carencia de técnicas normalizadas complica las
actividades de los servicios de laboratorio, asi como la integraciéon de los laboratorios
existentes a una red interrelacionada. La normalizacién permite obtener resultados
comparables en un mismo pais; facilita la capacitacion del personal, la seleccién del equipo,
los materiales y los reactivos que es preciso adquirir; también facilita la evaluacién del
desemperfio y el establecimiento de una supervisién apropiada a fin de mejorar la eficiencia y

reducir los gastos de ejecucién (Weyer etal 1998 b).

Las técnicas y los procedimientos normalizados son dtiles si responden a las condiciones
epidemiolégicas predominantes y a los distintos niveles de complejidad de los laboratorios y
se formulan de conformidad con estos elementos. Es preciso que las técnicas sean sencillas
(para lograr la maxima cobertura) y realizables por trabajadores de la red de laboratorios. Al
mismo tiempo, su sensibilidad y especificidad deben garantizar la fiabilidad de los resultados

obtenidos (Weyer etal 19982?).
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11.7.1 microscopia

Las tinciones para detectar bacilos acido alcohol resistente (BAAR) en muestras clinicas,
constituyen la primera etapa en el diagnéstico de laboratorio de la TB. Estas técnicas tienen
las ventajas de ser rapidas y de bajo costo, razones por las que han resultado de obligado
cumplimiento a lo largo de mas de un siglo, ofreciendo valiosos resultados en un gran
numero de casos (Enarson et al. 2000; Laszlo et al 2000). La baciloscopia tiene un valor
prioritario en el diagndstico de la TB; esta técnica detecta la principal fuente de infeccién
para proceder a su inmediato tratamiento y control; ademas, la baciloscopia es eficaz en el
control bacterioldgico del tratamiento quimioterapettico y permite una amplia cobertura
en el diagnostico. Sin embargo, tanto su sensibilidad como su especificidad no alcanzan
niveles 6ptimos debido, por un lado, a que precisan un numero alto de microorganismos en
las muestras a investigar, del orden de 10* bacilos/mL, cifras no alcanzables en muchos
especimenes clinicos, fundamentalmente liquidos orgdnicos originalmente estériles. La
existencia de cultivos positivos con microscopia previa negativa en algunas de estas muestras
clinicas, es un hecho bien conocido que limita la sensibilidad de las tinciones. Por otro lado,
la especificidad de una tincién positiva es restringida, ya que tinicamente indica la presencia
de BAAR, caracteristica compartida por todas las especies de micobacterias y aun por otras
bacterias de géneros diferentes. En el siguiente esquema se muestra la observaciéon

microscépica de BAAR utilizando la coloracién de Zielh - Neelsen (Weyer et al 19982).
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La sensibilidad de la microscopia oscila entre un 22 % y un 80 % dependiendo
fundamentalmente del tipo de muestra examinada, la poblacién de pacientes a evaluar, la
experiencia del observador y el tipo de gold standard con el que se compare. De todas las
muestras, las procedentes del aparato respiratorio son las que ofrecen la mayor sensibilidad,
pudiéndose diagnosticar hasta un 96 % de pacientes con TB pulmonar (Rieder eta 1998;

Weyer etal 19982).

11.7.2 cultivo

El cultivo es una técnica que tiene mayor sensibilidad, ya que basta que existan mas de 10
bacilos/mL en muestras digeridas y concentradas, para que sea positivo. Por esto, el cultivo
es el método de eleccidn actual para el diagndstico de esta enfermedad. Los cultivos pueden
ser persistentemente negativos en alrededor del 10 % de los casos de TB pulmonar, aunque
esta sea tan severa como una diseminacién miliar. Esto se debe a que al procesar el esputo,
los métodos de descontaminacién, unos mas que otros, son capaces de destruir gran cantidad
de bacilos. Por otra parte, las lesiones con escasas poblaciones bacterianas no excretan

bacilos todos los dias ni en todas las expectoraciones (Rieder et al 1998; Weyer etal 1998P).

Los cultivos tienen el inconveniente de su mayor costo y de la demora, pues rara vez son
positivos antes de transcurridas 2-4 semanas de su siembra. A pesar de estas limitaciones los
cultivos, por su mayor sensibilidad son de gran importancia para el diagnostico de la TB.
Ademads son indispensables para las pruebas de sensibilidad in vitro, para realizar la
tipificacién y en estudios actuales de Epidemiologia Molecular (Rieder et al 1998; Weyer et
al. 1998).

11.7.3 nuevas técnicas de diagndstico
Se han hecho muchos intentos para mejorar los métodos de cultivo del bacilo tuberculoso,
de modo que se pueda disponer de su resultado en plazos mas breves. Las técnicas mas tutiles

a este respecto parecen ser las no radiométricas (MGIT), que
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permiten hacer el diagndstico de la TB en pocos dias. Ademas, tienen una mayor sensibilidad
que los métodos bacterioldgicos tradicionales (Grange 1997; Brooks et al 1999; Perkins y
Kritski 2002; Drobniewski et al 2003).

Los métodos convencionales para clasificar micobacterias estdn volviéndose rapidamente de
interés historico. Las sondas moleculares proporcionan un método rapido, sensible y
especifico para identificar micobacterias; estas se pueden utilizar sobre el crecimiento
micobacteriano en medio sdlido o en cultivo en caldo. Las sondas ADN especificas para
secuencias del ARNr de los microorganismos sometidos a prueba se emplean en el
procedimiento de hibridacién (Grange 1997; Brooks etal 1999; Su 2002; Drobniewski et al.
2003).

La cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC ha sido aplicada a la identificacién de
muchas especies de micobacterias. E]l método se basa en el desarrollo de perfiles de acidos
micdlicos, que varian de una especie a otra, esta técnica se utiliza generalmente en

laboratorios de referencia (Grange 1997; Brooks etal 1999).

Se han usado ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) para detectar anticuerpos contra
antigenos de M. tuberculosis con una sensibilidad cercana al 90 % y una especificidad préxima
al 100 % en enfermos baciliferos, con una fuerte carga antigénica. La sensibilidad es menor
en la TB paucibacilar y extrapulmonar, que es justamente donde las técnicas bacterioldgicas
también muestran sus mayores limitaciones. Ninguno de estos métodos es adecuado para

emplearse en el diagnodstico sistematico (Montoro et al. 19942b; 1996).

El PCR es un método sumamente prometedor para lograr la deteccién directa y rapida de M.
tuberculosis en muestras clinicas. La sensibilidad total es de 55 % a 90 %, con una
especificidad cercana al 99 %. La prueba tiene una mayor sensibilidad cuando se aplica en

muestras que resultaron positivas a la baciloscopia;
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la prueba del PCR esta aprobada para este uso, aunque todavia, este método se encuentra bajo
intenso desarrollo para lograr su aplicaciéon generalizada ya que presenta como
inconveniente principal, problemas por la contaminacién ambiental con fragmentos libres
del ADN micobacteriano que dan lugar a reacciones falsas positivas y el alto costo de la
prueba cuando se compara con los métodos convencionales (baciloscopia y cultivo), (Roos et

al. 1998; Suffys etal 2000; Su 2002; Drobniewski et al 2003).

Utilizando el principio del PCR, es posible realizar la identificacién de micobacterias a partir
del aislamiento primario en medios de cultivo. E1 PRA {PCR-restriction analysis, nombre en
inglés) consiste en amplificar una regién de la proteina de choque térmico de 65 kD
(kilodalton) presente en todas las micobacterias y digerir posteriormente con dos enzimas de
restriccion Hae Il y BstE Il. Dichas enzimas producen cortes especificos y caracteristicos en
cada una de las especies micobacterianas. Mediante una separaciéon en gel de agarosa se
puede diferenciar visualmente las distintas micobacterias (Telenti et al 1993®, Devallois et al

1997; Su 2002).

11.8 tratamiento

Se tienen en cuenta tres propiedades fundamentales de los medicamentos antituberculosos:
su capacidad bactericida, su capacidad esterilizante y su capacidad de prevenir la resistencia.
Los medicamentos antituberculosos poseen estas propiedades en diferentes grados (Maher et

al. 1997).

11.8.1 casos nuevos

En los regimenes terapéuticos se distingue una fase inicial (intensiva) de dos meses de
duraciéon y una fase de continuacién que por lo general dura entre 4 y 6 meses. En la fase
inicial, en la que por lo general se utilizan 4 medicamentos [INH, RMP, PIR (pirazinamida) y
EMB]J se produce una rapida destruccion de bacilos tuberculosos. En una amplia mayoria, los

pacientes con baciloscopia positiva (BK+)
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se vuelven negativos en los primeros dos meses de tratamiento. La fase de continuacion
requiere un menor numero de medicamentos (INH y RMP) pero durante un tiempo mayor.
El efecto esterilizante de los medicamentos elimina los bacilos restantes y evita una ulterior
recaida (Gonzalez et a. 1994; Marrero y Carreras 1996; Maher et a 1997; Enarson etal. 2000;
Marrero etal. 2000).

En los enfermos de TB pulmonar BK+ existe el riesgo de seleccidn de bacilos resistentes, pues
estos pacientes albergan y excretan un numero elevado de bacilos. Los regimenes de
quimioterapia de corta duracién consistente en 4 medicamentos en la fase inicial y 2 en la
fase de continuacién reducen ese peligro (Marrero y Carreras 1996; Maher et a 1997;

Enarson etal 2000; Marrero €t al. 2000).

En casos con TB pulmonar o extrapulmonar con baciloscopia negativa el nesgo de seleccion
de bacilos resistentes es bajo, pues estos pacientes albergan un menor nimero de bacilos en
sus lesiones. En estos casos se ha comprobado la eficacia de regimenes de quimioterapia de
corta duracion con 3 medicamentos en la fase inicial y 2 en la fase de continuacién (Marrero

y Carreras 1996; Maher etal. 1997; Enarson etal. 2000; Marrero etal. 2000).

11.8.2 casos de retratamiento

Los pacientes tratados con anterioridad pueden haber adquindo una drogorresistencia.
Pueden albergar y excretar, con mayor probabilidad que los pacientes nuevos, bacilos
resistentes por lo menos a INH. El régimen de retratamiento consiste en 5 medicamentos en
la fase inicial (INH, RMP, PIR, SM y EMB) y 3 en la fase de continuacién (INH, RMP y
EMB). De ese modo, el paciente recibe en la fase inicial al menos 2 medicamentos eficaces, lo
que reduce el riesgo de seleccionar mas bacilos resistentes (Marrero y Carreras 1996; Maher

etal 1997; Enarson etal 2000; Marrero etal. 2000; Nachega y Chaisson 2003).
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11.8.3 medicamentos disponibles para tratar la TB multirresistente

Los regimenes elegidos deberan consistir en una combinaciéon de medicamentos bésicos [SM,
PIR, EMB y Tiocetazona (TIO)] y de medicamentos de segunda linea: aminoglucdsidos
(kanamicina, amikacina, capreomicina), tioamidas (etionamida y protionamida),
fluoroquinolonas (ofloxacina y ciprofloxacina), cicloserina y dacido para-aminosalicilico

(PAS) (Crofton etal 1992; 1997; Espinal etal 2000; Nachega y Chaisson 2003).
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I MATERIALES Y METODOS

111 1.1 determinacion de los patrones de resistencia a las drogas antibacilares por el método de
las proporciones

111.1.1 cepas de estudio

Segun las directrices para la vigilancia de la drogo-resistencia recomendadas por el grupo
mundial de trabajo de la OMS/UICTER (Bustreo et al. 1997), se seleccionaron las cepas objeto de
estudio por el método de muestreo por conglomerados {clusters). Esta seleccion fue adoptada, de
acuerdo a las caracteristicas que presenta nuestro pais con relacién a la distribucién de centros
de salud para realizar el diagndstico de TB. La red de laboratorios en Cuba, estd formada por 609
unidades (policlinicos y hospitales) que realizan baciloscopia y 49 laboratorios que realizan
cultivo. Ademas, se realizé un estimado promedio de casos de TB por provincias de acuerdo al
numero de casos BK+ notificados en el afio 1994. El total de cepas estudiadas representé del 40

al 50 % del total de pacientes BK+ en cada afio de estudio.

Como parte de los estudios de la vigilancia longitudinal de la resistencia en cepas de M.
tuberculosis que realiza el Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis
y Micobacterias (LNR-TB)/ Centro Colaborador OPS/OMS del Instituto de Medicina Tropical
“Pedro Kouri” (IPK) desde el afio 1975 y en el marco de nuestra incorporacion al grupo mundial
de trabajo para participar en los dos proyectos mundiales (1997 y 1999) organizados por la
OMS/UICTER para la vigilancia de la resistencia a las drogas antituberculosas, se seleccioné un
total de 1379 cepas aisladas del mismo numero de pacientes sintomadticos respiratorios (SR + 14)
que resultaron BK.+. Las cepas tieron recibidas durante el periodo de Enero de 1995 a
Diciembre de 1998 procedentes de los 14 Centros Provinciales de Higiene y Epidemiologia

(CPHE) y el municipio especial Isla de la Juventud.
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Las 1379 cepas fueron analizadas en dos periodos de estudio; el primero correspondiente a los
afos 1995-96 (786 cepas) y el segundo perteneciente a los afios 1997-98 (593 cepas). Dichos

periodos se establecieron de acuerdo a los resultados de los 2 proyectos referidos anteriormente.

Conjuntamente con las cepas se recibié la encuesta disefiada para el estudio de vigilancia de
resistencia donde se obtuvo datos relacionados con los pacientes: edad, fecha de diagndstico,
antecedentes de tratamiento anterior con drogas antibacilares, codificacién de la baciloscopia y
cultivo (anexo 1). Previo a la determinaciéon de la resistencia, se confirmé el diagnostico
bacterioldgico de M. tuberculosis mediante la realizacién de las pruebas bioquimicas de niacina y

catalasa a 68°C (Valdivia et al 1988).

111.1.2 método de las proporciones
Se empled el método de las proporciones (MP), en su vanante econdmica tipo b, mediante la
técnica indirecta para determinar los patrones de sensibilidad/ resistencia (S/R) a las drogas

antibacilares en cepas de M. tuberculosis (Canetti etal. 1963, 1969).

preparacion de las soluciones de trabajo de cada antimicrobiano

Teniendo en cuenta la potencia de cada droga se prepard una solucién patrén (1 mg/mL) en -
agua destilada estéril para INH, SM y EMB. En el caso de RMP se emple6 una mezcla (1:2) de
dimetilsulféxido y agua destilada estéril para su mejor disolucién (todas las drogas empleadas
fueron de la casa comercial SIGMA, EE. UU.). Las soluciones preparadas para cada una de las
drogas, fueron afiadidas por separado a 300 mL de medio Lowenstein - Jensen Modificado (UIT),

para alcanzar la concentracidn critica de cada antimicrobiano (anexo 2).
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Concentraciones criticas de los antimicrobianos empleados en el MP

Antimicrobiano Concentracién Cntica pg/mL)
INH 0,2
SM 4
EMB 2
RMP 40

preparacion del inéculo

A partir de un cultivo de 3 - 4 semanas de incubacién en medio UIT se tomé con un asa de 5
mm de didmetro la mayor cantidad de colonias posibles. Esta biomasa se colocé en un frasco
estéril de 5 cm de didmetro que contenia 30 perlas de vidrio de 3 mm de diametro y 2 6 3 gotas
de agua destilada estéril y se agitd realizando movimientos circulares con el objetivo de
homogenizar la biomasa. Luego se agregaron aproximadamente 3 mL de agua destilada estéril,
se agito y se dejoé reposar unos minutos. Una parte del sobrenadante se recogi6 y fue empleada
para preparar una suspension bacilar con turbidez similar al patrén 1 mg/mL de masa humeda
de BCG [correspondiente al tubo 0,5 de la escala de McFarland (1,5 x 108 células/mL)]. Una vez
que se obtuvo el patrén de 1 mg/mL se tomd 1 mL de esta suspensién y se realizaron diluciones
decimales senadas desde 10! mg/mL hasta 10> mg/mL, en tubos que contenian 9 mL de agua

destilada estéril, cambidndose la pipeta al realizar cada dilucién.

Se sembraron 0,2 mL de las suspensiones 10 mg/mL y 10° mg/mL en cada juego de medios (2
tubos de medio control o sea, medio sin antimicrobiano y un tubo de medio correspondiente a
cada antimicrobiano). Los tubos se incubaron a 37°C en posicién inclinada, de forma tal que el
in6culo se distribuy6 sobre toda la superficie, manteniendo las tapas ligeramente abiertas
durante 24 - 48 horas; pasado este tiempo, se ajustaron las tapas y se colocaron los tubos en
posiciéon vertical hasta que se realizé la lectura a los 28 y 42 dias. En cada lote de medio

preparado se
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incluyé como garantia de calidad la cepa de referencia internacional M. tuberculosis H7Rv con
patrones de sensibilidad para las 4 drogas analizadas y la cepa M. tuberculosis (288-99) resistente

a las 4 drogas.

111.1.2.1 lectura e interpretacion de los resultados

Una primera lectura se realizé a los 28 dias, esta fue definitiva sélo para aquellas cepas que
evidenciaron resistencia para la droga en cuestion. La lectura final se realizé a los 42 dias, para
realizarla, se escogi6 la diluciéon en la cual aparecieran colonias contables (menos de 100). La
media de la suma de la cantidad de colonias contadas en los tubos sin droga indica la cantidad de
bacilos inoculados en todos los tubos. Seguidamente se contaron la cantidad de colonias crecidas
en los tubos con antimicrobiano y se calculé la proporcion de bacilos resistentes que existia en

cada cepa, para lo cual se empleo la siguiente férmula:

Proporcién de bacilos resistentes = Nimero de colonias en tubo con droga X 100

Media del nimero de colonias en los 2 tubos sin droga (control)

Se compard la proporcion obtenida con la proporcién critica establecida para cada droga. Por
debajo de esta proporcidn, la cepa se considerd sensible y si la proporcién era igual o mayor se

considero resistente.

Proporcidn critica establecida para cada droga

Antimicrobiano Proporcién Critica (%)
INH 1
SM 10
EMB 1
RMP 1




47

Materiales y Métodos

111.2 estudio de garantia de la calidad de las pruebas de resistencia

Las directrices para la vigilancia de la drogo-resistencia publicadas por la OMS/UICTER
(Bustreo etal 1997), recomiendan para la participacién en dichos proyectos la realizaciéon de un
control de calidad internacional de las pruebas de resistencia mediante un intercambio de cepas de
M. tuberculosis en dos direcciones: del Laboratorio de Referencia Supranacional (LRS) al LNR y
del LNR al LRS.

El LNR-TB del IPK participé durante la ejecucién del segundo proyecto (1999) en el proceso

de garantia de calidad, para ello las cepas evaluadas pertenecieron a los afios 1997-98 (593).

111.2.1 del LRSal LNR

El LRS [Laboratorio de Tuberculosis del Instituto Panamericano de Proteccién de Alimentos y
Zoonosis (INPPAZ) en Buenos Aires, Argentina] envié al LNR-TB un total de 20 cepas
codificadas con el objetivo de realizar las pruebas de resistencia en nuestras condiciones. Las
cepas recibidas pertenecian al Instituto de Medicina Tropical “Principe Leopoldo” de Amberes,
Bélgica (Centro Coordinador Mundial designado para la realizacién de esta segunda etapa en la
ejecucion del proyecto). Los resultados obtenidos en el LNR-TB del IPK fueron enviados al LRSy

posteriormente se recibi6 la evaluacidn (sensible o resistente) para cada cepa analizada.

111.2.2 del LNRal LRS

El LNR envi0 al LRS una muestra de cepas de M. tuberculosis estudiadas en el periodo 1997-98
(593) para su evaluacion en el LRS. De acuerdo a las recomendaciones (Bustreo et aL 1997) se
envio el 10 % de las cepas (60), sin aplicar ningtn criteno de seleccién basado en resultados (p.
€j., resistente o sensible). Al igual que en el proceso anterior, se recibié del LSR los resultados

obtenidos de las cepas analizadas y la comparacién con los enviados por el LNR-TB.
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111 1.3 analisis y procesamiento estadistico de los resultados

Los resultados de las cepas estudiadas fueron clasificados en tres grupos en dependencia si
pertenecian a pacientes sin antecedentes de tratamiento anterior o con menos de 1 mes de
aplicacion [resistencia primaria (RP) 0 resistencia en casos nuevos] pacientes con antecedentes de
tratamiento por un periodo mayor de 1 mes [resistencia adquirida (RA) 0 resistencia en casos previamente
tratados] y resistenda combinada que representa el total de la resistencia: RP + RA. Para cada
clasificacion, se calculd el por ciento de cepas que mostr6 algun tipo de resistencia frente a las
drogas estudiadas: monorresistencia (resistencia a una sola droga); multidrogorresistencia

(resistencia al menos a INH + RMP) y cualquier otra combinacién (Bustreo etal. 1997).

Con relacion al estudio de garantia de la calidad internacional de las pruebas de resistencia, se
compararon los resultados obtenidos entre los dos laboratorios (LR] y LNR), realizando el célculo
de la sensibilidad, especificidad y concordancia. Se confeccionaron tablas para la presentaciéon

de los resultados.

111.4 método colorimétrico MTT

cepas de estudio: Se emplearon 38 cepas de M. tuberculosis pertenecientes a la coleccién del LNR-
TB, enviadas de los CPHE para la vigilancia longitudinal de la resistencia y confirmado el
diagndstico en el laboratorio del IPK. Todas las cepas fueron estudiadas en paralelo por el

método MTT y por el MP (ver III 1.2).

Para la realizacién del MP se emple6 el medio UIT (anexo 2) y para el microensayo MTT se
utiliz6 el medio Middlebrook 7H9 (DIFCO Laboratories, EE. UU), enriquecido con 10 % de OADC
(4cido oleico - albumina - dextrosa - catalasa, DIFCO Laboratories, EE. UU)). Se utilizaron las mismas

drogas descritas para el MP (ver III. 1.2)
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MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil bromuro de tetrazolio]

Se prepard una solucién patrén de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil bromuro de tetrazolio
{SIGMA, EE. UU.) a una concentracién de 5 mg/mL en solucién salina fosfato (PBS) estéril, pH
6,8. Se conservo a 4°C no mas de 3 semanas y protegido de la luz. El buffer de solubilizacién
para los cristales de MTT reducidos (formazdn), consistié en una solucién del 50 % de
dimetilformamida [(DMF), (BDH, Inglaterra)] en agua desionizada con 20 % de duodecil sulfato
de sodio [(SDS), (Riedel de Haén, Alemania)]. Se guardé a 4°C, siendo necesario calentarla a 55°C

antes de ser utilizada (Abate €l al. 1998; Mshana et al. 1998).

111.4.1 determinacién de los valores de CIM por el microensayo MTT

Para la aplicacién del microensayo MTT, se tuvo en cuenta los trabajos descritos por Abate etal.
(1998) y Mshana et al. (1998). Nos apoyamos ademds de articulos publicados sobre el método
colorimétrico Alamar Azul (Yajko et al. 1995; Franzblau et al 1998); asi como la experiencia

previa de utilizacién de este micrométodo en el LNR-TB (Cabrera 1999).

El in6culo fue preparado en las mismas condiciones descritas para el MP (ver 111.1.2}. Una vez
que se obtuvo el patrén de 1 mg/mL (correspondiente al tubo 0,5 de la escala de Me Farland), se
realizé una dilucién 1:2 en medio Middlebrook 7H9, obteniéndose una suspensién bacilar de

3,75 x 10¢ células/mL.

Se emplearon placas estériles de poliestireno, de 96 pocillos y fondo plano con tapas {Costar, EE.
UU.). Dos cepas fueron estudiadas por cada placa de 96 pocilios. Se adicionaron a todos los
pocilios de la periferia de la placa 200 UL de agua destilada estéril con el objetivo de evitar la

evaporacion del contenido del resto de los pocilios durante el tiempo de incubacién.
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A los pocillos de las filas C a la G, de la columna 2 a la 11 se le afiadieron 50 pL de medio
Middlebrook 7H9. Se adicionaron 100 PL de la solucién de trabajo de cada antimicrobiano (2X)
en los pocillos B2y B7 (INH), Bs y Bg (SM), B+ y Bo (EMB) y Bs y Bio (RMP). Una vez que se
depositd la concentraciéon maxima de cada antimicrobiano a analizar, se procedid con la pipeta
multicanal, a realizar diluciones dobles senadas de la fila B a la G y se descartaron 50 pL al final.
De esta forma, las concentraciones de los antimicrobianos en cada pocilio se correspondié con

los rangos establecidos para cada droga.

Concentracién 2X de cada antimicrobiano y rango ensayado en el Microensayo MTT.

Antimicrobiang Concentracion 2X Rango de concentracién
(ug/mL): (ug/mL)
INH 2 1-0,03125
SM 16 8-0,25
EMB 32 16-0,5
RMP 4 2 - 0,0625

Seguidamente se deposité la suspension bacteriana en una placa petri estéril y con la pipeta
multicanal se afiadieron 50 pPL de este in6culo a todos los pocilios con antimicrobiano
comenzando por la fila G (menor dilucién del antimicrobiano) hasta la fila B (mayor
concentracion). A los controles marcados con CM (control de esterilidad del medio) se le
depositaron 50 YL mas de medio Middlebrook 7H9 suplementado con OADC y a los marcados
con CC (control de crecimiento) se le colocaron 50 UL de la suspension bactenana. De esta forma
se alcanzd en todos los pocillos un volumen de 100 PL. Una vez tapadas las placas, se trasladaron

cuidadosamente a la incubadora de 37°C donde permanecieron por 5 dias.
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Al quinto dfa de incubacién se adicioné al control CC5 de cada cepa 10 pL de MTT y se

reincubaron las placas durante 3 1/2 h horas, pasado este tiempo se afiadieron 100 UL de

SDS-DMF y se incubaron durante toda la noche. En las cepas donde transcurrido este

tiempo se produjo un cambio de color de amarillo a violeta intenso, se procedié a realizar

el ensayo en todos sus pocilios. En aquellas donde no ocurrié cambio de coloracion en el

control CC5, se les realizé el ensayo en el pocillo CC7 (dfa 7 de incubacién) y se

incubaron 24 horas mads. De esta forma, el cambio de color en los pocillos CC5a1 CC13

indican el momento en que se le deben adicionar los reactivos al resto de los pocillos de

la cepa correspondiente. A continuacién se muestra el esquema de la placa utilizada.

Cepal Cepa 2
INH SM EMB RMP INH SM EMB RMP
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al b oy
Bf T 1 8 16 2 cM 1 8 % | 2 |CM
C 05 | 4 8 i CGs | 05 Y . 1 | Co
D[ 2 4 05 | cC1 | 05 | 2 3 05 | cor
E 1 2 0,5 | CO | 0125 | 1 2 0,5 | COY
Pl 00625 | 05 1 | 0,125 | CCH | 0,0625 | 05 1 0,125 | ccu
el cen |
Hl
Leyenda:

Filas: B - G: Rango de concentraciones utilizado para cada droga pig/mL)
Columnas 6 y 11: Controles de las cepas montadas en la placa.

CM: Control de esterilidad del medio.

CC 5 - CC 13: Controles de crecimiento correspondiente a los dias 5,7, 9,11y

EZ3 Pocillos con 200 PL de agua destilada estéril
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111 1.4.2 lectura e interpretacion de los resultados

Una vez afnadidos los reactivos MTT y SDS-DMF a todos los pocillos de la cepa, la lectura fue
realizada a las 24 horas. Esta se realiz6 por inspeccién visual, la CIM se definié como la menor

concentracién de la droga donde no hubo ningiin cambio de color (permaneci6 amarillo).

111.4.3 analisis estadistico de los resultados

Para definir el valor de corte para cada droga en el Microensayo MTT, se tuvieron en cuenta los
resultados de las 38 cepas estudiadas, este valor se calculd realizando la curva de Caracteristicas
Operativas para el Receptor (ROC) mediante el Programa Estadistico MEDCALC. Para cada droga
se calculd la sensibilidad, especificidad, coeficiente de concordancia y discordancia, asi como los
valores predictivos positivos y negativos, empleando el Programa Microsoft Excel. Los valores de
corte calculados se emplearon para definir patrones S/R en las cepas estudiadas por MTT y los
resultados obtenidos previamente por el MP, lo cual permiti6 calcular la concordancia entre los

dos métodos.

111.5 determinacion de los patrones de resistencia a las drogas antibacilares por el método de la

nitrato reductasa

cepas de estudio: Se emple6 el MNR descrito por Angeby et al (2002) para determinar
sensibilidad/ resistencia (S/R) en 80 cepas de M. tuberculosis, pertenecientes a la coleccién del
LNR-TB del IPK. Todas las cepas Rieron estudiadas en paralelo por el método de la Nitrato
Reductasa y por el MP (ver IIl. 1.2); se utilizaron las mismas drogas que en los trabajos

anteriores (INH, SM, EMB y RMP).

preparacion de medios y reactivos
Se confecciond el medio UIT (anexo 2) para realizar la prueba de resistencia por el MP. Para el

ensayo del MNR se utilizé este mismo medio, al cual fie necesario
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afadirle nitrato de potasio (KNOJ antes de realizar la coagulacién, de forma tal que quedé a una
concentracién final de 1 mg/mL. A los dos medios se le adicionaron los antimicrobianos a la
concentracién critica requerida (ver II 1.1.2). E1 PBS (solucién salina fosfato) con un pH + 7,4
se utiliz6 para realizar todas las diluciones bacilares necesarias para el MNR. Cada lote de
medio fue controlado con dos cepas, M. tuberculosis HzRv (sensible a las 4 drogas) y M.

tuberculosis (288-99) perteneciente a la coleccién del LNR-TB resistente a las cuatro drogas.

Se prepararon los siguientes reactivos:

(A) 4cido clorhidrico al 50 % (v/v)
(B) sulfanilamida al 0,2 % (p/v)
(C) N-l-naftilendiamina hidroclorhidrato al 0,1 % (p/v)

En el momento de ser utilizados se mezclaron de la siguiente forma: 1 volumen (A) + 2

volumenes (B) + 2 volimenes (C).

preparacion del inéculo

A partir de un cultivo de 3 - 4 semanas de incubacién en medio UIT se tomd con un asa de 5
mm de diametro la mayor cantidad de colonias posibles. Esta biomasa se coloc6 en un frasco
estéril de 5 cm de didmetro que contenia 30 perlas de vidrio de 3 mm de didmetro y 2 6 3 gotas
de PBS y se agité realizando movimientos circulares con el objetivo de homogenizar la
biomasa. Luego se adicion6 1 mL de PBS, se agité y con una pipeta de vidrio se extrajo el
contenido del frasco y este se fue depositando gota a gota en un tubo que contenia 9 mL de PBS
hasta que la turbidez se correspondié con el tubo 1 de la escala de MacFarland (3 x 108
células/mL), quedando asi constituido el patrén, a partir de este se realizé una dilucién 1:10 en

PBS.
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inoculacion

Se emplearon por cada cepa 7 tubos (3 tubos controles y un tubo para cada droga). Se
depositaron 0,2 mL de la dilucién 1:10 en los 3 tubos controles y los tubos con drogas se
inocularon con 0,2 mL del inoculo que se correspondi6 con el tubo 1 de Me Farland. Los tubos
se incubaron a 37°C en posicién inclinada, de forma tal que el indculo se distribuyd sobre toda
la superficie, manteniendo las tapas ligeramente abiertas durante 24 - 48 horas. Pasado ese
tiempo, se cierran las tapas y los tubos se colocaron en posicidn vertical hasta que se realizo la

lectura (7, 10 y 14 dias).

revelado de la prueba

El revelado de la prueba se realiz6 en diferentes tiempos (7, 10 y 14 dias), en dependencia del
cambio de color observado en el tubo control. A los siete dias se reveld el primer tubo control
adicionandole 0,5 mL de la mezcla de reactivos [(A) (B) + (C)] y se observé si se produjo un
compuesto coloreado (color rosado). Si esto ocurrio, se revelaron los tubos con drogas siguiendo
el mismo procedimiento. En caso de no ocurrir cambio de color en el tubo control se vuelven a

incubar hasta el dia 10 6 14.

I11. 5.1. lectura e interpretacion de los resultados
La cepa se considera sensible si no ocurrié cambio de color en el tubo con droga o si el cambio
de color es menor que el que se observa en el tubo control. Si el color que se desarrollé en el
tubo con droga es mas intenso que el observado en el tubo control

la cepa se considera resistente.

III. 5.2 analisis estadistico de los resultados

Se calcularon los parametros de sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos y
negativos y coeficiente de concordancia a través de una tabla de doble entrada para el MNR al
ser comparado con el MP; se utiliz6 el Programa Miawsoft Excel. Se confeccionaron tablas y

graficos donde se muestran los resultados.
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IV RESULTADQOS

IV. 1 determinacion de los patrones de resistencia a las drogas antibacilares por el método

de las proporciones

La determinacién de la resistencia utilizando el MP en cepas de M. tuberculosis frente a las 4
drogas empleadas: INH, RMP, EMB y SM; nos permitié disponer de los siguientes

resultados.

De las 786 cepas estudiadas correspondientes al periodo 1995-96; 763 pertenecieron a
pacientes clasificados como RP (de acuerdo a la informacién recogida en la encuesta); de
ellas 700 resultaron sensibles a las 4 drogas para 91,7 % y 63 cepas (8,3 %) presentaron algun

tipo de resistencia (tabla 1).

Al analizar el comportamiento de las cepas resistentes frente a cada droga; vemos que 55
cepas (7,2 %) presentaron monorresistencia, siendo SM la de mayor cifra (6,0 %), seguida de

INH con 1,0 %; solo una cepa (0,1 %) fue resistente a RMP y ninguna a EMB.

Con respecto a la presencia de MDR, se reportaron 5 cepas (0,7 %). La asociaciéon mas
frecuente observada fue INH + RMP + SM en 4 cepas (0,5 %). El resto de los patrones de
resistencia obtenidos (INH + SM y RMP + SM), no mostraron importancia, pues solo fue

hallado en 3 cepas.

La RA se manifesté en 23 cepas, de las cuales sélo 2 fueron sensibles para 8,7 % y 21
resistentes (91,3 %). La resistencia frente a una droga estuvo presente en 15 cepas (65,2 %),
la droga mas frecuente fue SM con 13 cepas (56,5 %) seguido de INH con solo 2 cepas (8,7
%), ninguna cepa resulto resistente a RMP y a EMB. Se observé solo 3 cepas (13,0 %) con

MDR; el resto de los patrones se comporté de igual forma que en la RP (tabla 1).
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La RC estuvo representada por el total de cepas estudiadas (786), de las cuales 702

resultaron sensibles (89,3 %) y 84 resistentes (10,7 %). La resistencia a una sola droga

representé el 8,9 % (SM 7,5 % e INH 1,3 %). E1 1,4 % (11 cepas) presentd algun tipo de

resistencia a RMP. La MDR solo alcanzé 1,0 %. La resistencia a 3 drogas estuvo

presente en 7 cepas (0,9 %) y ninguna cepa mostro resistencia a las 4 drogas (tabla 1).

tabla T Prevalencia de drogo-resistencia. Cuba, 1995-96

Total de cepas estudiadas

~ e R

08 1 08
INH + SM 0,3 87 05
RMP + M 01 i3 03
EMB + SM 0.0 0.0 0,0
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En el segundo periodo de estudio correspondiente a los afios 1997-98; 525 cepas
pertenecieron a pacientes clasificados con RP, de las cuales 491 (93,5 %) fueron sensibles a
las 4 drogas y 34 resistentes, para 6,5 % (tabla 2). E15,7 % de las cepas presentd resistencia a
una sola droga, siendo SM (4,9 %) e INH (0,8 %) las inicas que mostraron estos patrones. En
este periodo no se reportd ninguna cepa con MDR dentro de la clasificacién de RP. Sélo se

obtuvo 4 cepas con otra combinacién de patrones de resistencia (INH + SM y EMB + SM).

Con respecto a la RA, 68 cepas se incluyeron en esta categoria, de ellas 46 fueron sensibles
(67,6 %) y 22 resistentes (32,4 %). La resistencia a una droga fue de 17,6 % (11,7 % para SM
y 5,9 % para INH). La MDR alcanzé un valor de 11,7 % (8 cepas) y el resto de los patrones

representd solo 2,9 % (tabla 2).

En la RC representada por 593 cepas estudiadas; 90,6 % resultd sensible y 9,4 © o resistente.
La resistencia a una droga fue de 7,1 %; 9 cepas (1,5 %) presentaron algun tipo de resistencia
a RMP. La MDR represent6 solo 1,3 %. Seis cepas mostraron resistencia a 3 drogas. Al igual

que en el periodo an tenor, no se obtuvo ninguna cepa resistente a las 4 drogas (tabla 2).
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tabla 2 Prevalencia de drogo-resistencia. Cuba, 1997-98
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IV.2 estudio de garantia de la calidad de las pruebas de resistencia

Los valores obtenidos de sensibilidad, especificidad y concordancia del estudio de
garantia de la calidad para cada droga, se muestran en las tablas 3 y 4. En las 20 cepas
enviadas del LSR al LNR, la sensibilidad fue de 100 % para INH y SM; por su parte para
EMB y RMP fue de 89,0 % y 88,0 % respectivamente (para las 4 drogas fue de 92,6 %).
La especificidad fue de 100 % en 3 de las drogas evaluadas (INH, RMP y EMB) y de

forma general de 97,6 %. La concordancia total reportada fue de 95,6 % (tabla 3).

tabla 3 Parametros obtenidos del estudio de garantia de la calidad del LSR al LNR

Parametros INH SM:; Total
Sensibilidad 100 % 87,5 % 88,8 % 100 % 92,6 %
Especificidad 100 % 100 % 100 % 90,9 % 97,6 %
Concordancia 100 % 94,1 % 94,1 % 94,1 % 95,6 %

En la tabla 4 se muestran los resultados de las cepas enviadas del LNR al LSR. La
sensibilidad fue de 100 % para INH y RMP y la mas baja fue de 33,3 % para EMB (total
de 90,1 %). La especificidad obtenida fue de 100 % en las 4 drogas y la concordancia
total de 98,0 %.

En ambos estudios los parametros obtenidos fueron muy similares, excepto la baja

sensibilidad reportada para EMB (33,3 %) en la segunda etapa del estudio.

tabla 4 Parametros obtenidos del estudio de garantia de la calidad del LNR al LSR
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IV.3 método colorimétrico MTT

Una vez que se obtuvo la CIM de las 38 cepas estudiadas, los datos fueron procesados
mediante el programa estadistico MEDCAL, obteniéndose las curvas ROC para cada droga
(figuras la - Id). Los valores de corte obtenidos fueron > 0,0625 ng/mL, > 2 fig/mL, > 4
ng/mL y > 0,125 ng/mL para INH, SM, LMB y RMP, respectivamente, con un intervalo de

confianza de 95 %.
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figuras la - Id Curvas ROC con los valores de CIM de las 38 cepas estudiadas

La disposicién de las cepas de acuerdo al valor de corte determinado se muestra en las
figuras 2a - 2d. Las lineas verticales dividen cepas sensibles y resistentes para el método de

referencia (MP) y las lineas horizontales representan el valor de corte calculado mediante la

curva ROC.
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figuras 2a - 2d Distribucién de las cepas de acuerdo al valor de corte determinado
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Isoniacida

El valor de corte para INH fUe > 0,0625 pg/mL. En la figura 2a se observa que en 11 de las 13
cepas sensibles a INH mediante el MP se obtuvieron valores de CIM < 0,0625 pg/mL, las dos
cepas con resultados discordantes mostraron un valor de CIM de 0,125 pg/mL y 0,5 pg/mL. En 24
de las 25 cepas que resultaron resistentes mediante el MP, los valores de CIM fueron > 0,5 pg/mL

y solamente en una cepa se obtuvo un valor discordante (0,065 pg/mL).

Estreptomicina
El total de las cepas (17) sensibles a SM mediante el MP mostraron valores de CIM < 2 pg/mL
(figura 2b). De las 21 cepas resistentes, 18 tuvieron valores de CIM > 4 pug/mlL, solo en tres cepas,

se obtuvieron valores de CIM < 2 pg/mL.

Etambutol

El valor de corte para EMB fue > 4 ug/mL. En 5 de las 30 cepas sensibles a EMB se obtuvieron
valores de CIM discordantes (8 pg/mL) (figura 2c). Las 8 cepas resistentes mediante el MP,

mostraron valores de CIM > 8 pg/mL.

Rifampicina
Para RMP el valor de corte fue > 0,125 pg/mL. Las 23 cepas sensibles mostraron valores de CIM <
0,125 pg/mL y en 2 de las 15 cepas resistentes se obtuvo valores discordantes con CIM por debajo

del valor de corte calculado (figura 2d).

En la figura 3 se muestra un ejemplo de los resultados por duplicado obtenidos en una cepa
estudiada (MTT-9); se puede observar el cambio de color de amarillo a purpura en los pocillos

que resultaron resistentes de acuerdo a la CIM de la droga evaluada.
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Cepa MTTO
INH SM EMB RMP

INH SM EMB RMP

figura 3. Cepa MTT - 9. CIM > 1 pg/ml., < 0,25 pg/mlL, CIM > 16, CIM < 0,0625
pg/mlL para INH, SM, EMB y RMP, respectivamente

En la tabla 5 se muestran los valores de sensibilidad, especificidad, coeficiente de
concordancia y valores predictivos positivo y negativo, para cada droga y para el ensayo;
teniendo en cuenta los resultados de las 38 cepas estudiadas y el valor de corte determinado.
El EMB mostr6 una sensibilidad de 100 % y la especificidad mas alta se obtuvo para SM y
RMP (100 %); por su parte INH y RMP mostraron el coeficiente de concordancia mas

elevado (94,7 %). El método en su conjunto tuvo una sensibilidad y especificidad de 91,7 % y

95,0 % respectivamente.

64
Resultados

tabla 5 Pardmetros calculados para cada droga y para el microensayo MTT

Parametros Drogas antituberculosas Ensayo
INH SM EMB RMP
Sensibilidad | 96,0 % | 85,7 % 100% 86,7% | 91,7%
Especificidad | 92,3% | 1(X)% | 80,0% 100 % 95,0 %
Valor Predictivo (+) | 96,0 % | 100 % 57,1% | 100% 94,3 %
Valor Predictivo (-) | 92,3% | 85,0 % 100 % 92,0% | 92,7%
Coef. Concordancia| 94,7% | 92,1 % 84,2 % 94,7 % 93,4 %
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La lectura final con el microensayo MTT se obtuvo en un periodo de 7 - 14 dias. A los 7 dias en
7 cepas, a los 9 dias en 1 4, a los 13 dias en 15 y en las 2 cepas restantes a los 14 dias, con un

promedio de 10 dias. En la figura 4 se muestra la distribucién

5% 18%

-

40%
37%

M 7 dias W 9 dias = 13 dias 14 dias

de las cepas de acuerdo al dia en que se obtuvo los resultados.

figura 4 Tiempo en el que se obtuvo los resultados por el Microensayo MTT

IY.4 determinacion de los patrones de resistencia a las drogas antibacilares por el método de la

nitrato reductasa

Al emplear el MNR para determinar resistencia en cepas de M. tuberculosis y realizar el estudio
en paralelo con el MP se obtuvieron los siguientes resultados. En la tabla 6 se muestran los
resultados obtenidos en las 80 cepas estudiadas frente a cada droga. Se puede observar que el
total de las cepas coincidi6 para SM y EMB, en el caso de INH resultaron concordantes 77 cepas

(3 cepas discordantes) y para RMP se obtuvo 2 cepas discordantes.

tabla 6 Resultados de las 80 cepas estudiadas por el MNR y por el MP

Cepas INH SM RMP
Concordantes 77 80 80 78
Discordantes 3 0 0 2

Total 80 80 80 80
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En la tabla 7 se muestran los patrones de resistencia para las 5 cepas que resultaron

discordantes entre los dos métodos.

tabla 7 Patrones de resistencia para las 5 cepas discordantes

En las figuras 5a y 5b se observan dos patrones de resistencia diferentes a las cuatro drogas
estudiadas; en ellas se puede apreciar la presencia de coloraciéon (rosado - fucsia) luego de

ser afladidos los reactivos indicando resistencia para la droga en cuestién.

5 C INH SM EMB RMP

figura 5a Cepa Mycobacterium tuberculosis HrRv, sensible a las cuatro drogas estudiadas, 5b

Cepa Mycobacterium tuberculosis - 69 resistente a INH y RMP y sensible SM y EMB
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En la tabla 8 se muestran los valores de sensibilidad, especificidad, coeficiente de concordancia y
valores predictivos positivo y negativo, para cada droga y para el método. Se observa que los
mejores resultados se obtuvieron para SM y EMB, donde los valores de sensibilidad y
especificidad fueron de 100 %. En el caso de INH y RMP estos se situaron por encima de 90,0
%. Para el ensayo, la sensibilidad fue de 95,6 %, la especificidad de 100 % y el coeficiente de

concordancia de 98,4 %.

tabla 8 Parametros calculados para cada droga y para el ensayo

Parametros INH SM EMB RMP Ensayo
Sensibilidad 92,3 100 % 100% 92,6 % 95,6%
Especificidad 100 % 100 % 100% 100% 100%
Valor Predictivo + 100 % 100 % 100% 100% 100%
Valor Predictivo- 93,2% 100% 100% 96,3 % 97,6 %
Coef. Concordancia 96,3 % 100% 100% 97,5 % 98,4 %

En el analisis del tiempo de lectura de la prueba podemos apreciar que se obtuvieron resaltados
en tres intervalos de tiempo diferentes (7, 10 y 14 dias). Como ilustra la figura 6, en la lectura a
los 7 dias de incubacién se obtuvo resultados en 38 cepas (47,5 %), a los 10 dias en 40 cepas (50,0
%) y a los 14 dias para las dos cepas restantes (2,5 %), obteniéndose la mayoria de los resultados

entre los 7 y 10 dias (97,5 %).

2.5%

50.0%

B 7 dias W 10 dias L 14 dias

figura 6 Tiempo en el que se obtuvo los resultados por el MNR.
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V DISCUSION

V.l determinacidn de patrones de resistencia a las drogas antibacilares por el método
de las proporciones

Antes del inicio del primer proyecto mundial en 1994, la magnitud del problema de la
resistencia a las drogas antituberculosas no estaba bien definida. Una revisién de la
literatura y de reportes no publicados en las ultimas décadas sugiere la presencia de altos
niveles de resistencia en algunas regiones. Sin embargo, la mayoria de estos estudios
fueron realizados con muestras no representativas o en pacientes donde no se conocia el
antecedente de tratamiento previo o si correspondia a casos nuevos. Ademads, no existié un
consenso en la seleccién de las técnicas de laboratorio a utilizar. La existencia de estas
limitaciones, alert6 sobre la necesidad de la ejecuciéon de estudios mundiales, con el
objetivo de conocer la prevalencia de drogorresistencia y poder aplicar conceptos,
criterios y parametros iguales para realizar comparaciones validas entre los diferentes

paises participantes (Cohn etal 1997).

La drogorresistencia en TB fue reportada inmediatamente después de la introduccién de
SM en el tratamiento, aunque esto no fue considerado un tema importante en los paises
industrializados hasta la aparicién reciente de los brotes de MDR en personas infectadas
por el VIH (Center for Disease Control 1991; Edlin etal 1992). Desde que RMP e INH son
las drogas de primera linea mas poderosas en el tratamiento de la TB, ha existido un
interés creciente por conocer como la MDR afecta negativamente las actividades de
control de la TB y como cuando alcanza niveles significativos, los esfuerzos por obtener
una reduccién de la transmision de M. tuberculosis a través de la cura de los casos de TB

sera practicamente dificil de lograr en un pais determinado (Caminero 2001).

La administracién de la quimioterapia estandarizada de corta duracién (SSCQ siglas en
inglés) con las drogas de primera linea (INH, RMP, SM, EMB, PIR y TIO) bajo la terapia

directamente observada (DOT, siglas en inglés) es la piedra angular de los
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modernos PNC de TB. Desafortunadamente, los datos disponibles en el resultado del
tratamiento de los casos bajo condiciones de programas de rutina sugieren que pacientes

con MDR responden pobremente a la SSCC con estas drogas (Caminero 2001).

Como antecedente de estudios de resistencia realizados en Cuba, se cuenta con el reporte
de Valdivia y Suarez Méndez (1968), donde 1022 cepas de pacientes procedentes del
Hospital Antituberculoso “Julio Trigo” de La Habana fueron estudiadas. Se notificé una RP
de 8,6 % frente a INH, SM y PAS; INH fue la droga en que se obtuvo una cifra mayor de
resistencia (3,8 %). La RA fue de 90,8 %; donde INH mostro6 7,8 %. El 48,2 % de las cepas,

resulto resistente a las 3 drogas evaluadas.

Gonzdalez et al. (1974) reportaron el comportamiento de 37 cepas de M. tuberculosis frente a
las mismas drogas utilizadas en el estudio anterior, obteniéndose 16 cepas resistentes (43,0

%). E1 37,8 % y 29,0 % fueron resistentes a INH y SM respectivamente.

A partir de 1975 el LNR-TB del IPK comenzé el estudio longitudinal de la resistencia
paralelo al PNC con el fin de conocer sus magnitudes, variaciones y aspectos relacionados
con el tratamiento masivo. Se registré una RP de 6,0 % en 430 cepas estudiadas (1978-80)
frente a 4 drogas (INH, SM, PAS y TIO). El 3,5 % fue resistente a INH y 5,3 % a SM. No se
encontro resistencia a PAS y a TIO; esta no estuvo presente en dos o mas drogas. La RA
fue 5,3 %; la resistencia a cada droga, sola o asociada fue para INH de 4,2 %, a SM de 4,4
%, a PAS 1,8 % y a TIO de 0,7 % (Valdivia et al. 1982).

En otro estudio de Valdivia et al. (1988) en 503 cepas, se obtuvo una RP de 3,2 %; el 0,6 %
present6 RP a la asociacion INH-SM. Solo se encontré una RA de 0,6 %. Por su parte,
Montoro etal. (1992), analizaron 402 cepas empleando 7 drogas antituberculosas (INH, SM,
PAS, TIO, EMB, RMP y PIR). La RP fue 2,7 %; 2,2 % correspondié a una droga (SM); solo

0,2 % presentd resistencia a
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la asociaciéon SM - INH. La RA encontrada fue 1,5 %; 0,2 % fue resistente a SM y 1,2 %
mostro resistencia a INH-RMP (Gonzdlez et al 1994; Kantor 1994).

No es posible establecer una comparaciéon con relacién a los valores de RA, entre los
trabajos mencionados anteriormente y los actuales. A partir del afio 1982 ha existido una
disminucién marcada en este parametro, incluso valores muy por debajo a los obtenidos
en el presente estudio [1995-96 (91,3 %) y 1997-98 (32,4 %)]. Estos dltimos valores no
representan un aumento de la RA, sino que son producto de la adopcién de los nuevos
criterios recomendadas en las guias de la OMS/UICTER para la vigilancia de la resistencia
(Bustreo et al 1997). Actualmente el célculo de este tipo de resistencia se realiza de
acuerdo al total de cepas estudiadas de pacientes con antecedentes de tratamiento que
resultan resistentes entre el total de cepas estudiadas de pacientes con igual antecedente;
resultando un por ciento mayor; pues cada vez en nuestro pais existe un nimero menor de
pacientes que son sometidos a re tratamientos y un nimero mucho menor de ellos resulta
resistente. Anteriormente a este estudio, la RA se determinaba dividiendo las cepas de
pacientes que resultaban resistentes con -antecedentes de tratamiento entre el total de
pacientes estudiados incluidos en ambas categorias (RP y RA); obteniéndose por cientos

muy bajos.

En un trabajo realizado en el Hospital Neumoldgico Benéfico Juridico de La Habana, en
141 cepas aisladas en el periodo 1993-95, se aplicaron los criterios actuales para la
clasificacion de la resistencia. La RP fue de 8,6 % y la mayor resistencia a una droga
correspondié a SM (6,1 %); por su parte la MDR fue de 0,0 %. La RA fue de 76,9 %
reportada en 20 de 26 pacientes con antecedentes de tratamiento y la MDR de 23,1 %
(Rodriguez 1995). A pesar de que este trabajo se realiz6 con una muestra muy
seleccionada de pacientes que acuden al servicio especializado de este hospital; donde en
su gran mayorfa constituyen casos con complicaciones en la evolucién de esta
enfermedad; se puede apreciar que los resultados obtenidos son muy similares a los

reportados en las etapas 1995-96 y 1997-98.
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En Cuba, de acuerdo a las etapas por las cuales ha transitado el PNC, se han adoptado
diferentes estrategias de tratamiento. Asi, en una primera etapa (1964-1971), este se aplicd
en hospitales y dispensarios, por automedicacién, con una combinaciéon de SM, INH y
PAS durante 18 a 24 meses; en la segunda etapa (1971-87), se utiliz6 el DOT, con una
combinacién de SM-INH acompaiiada de TIO o EMB, durante 12-18 meses y la tltima
etapa, de 1987 hasta el presente, se aplica el TAES/DOTS, con la administracién de SM,
INH mas RMP y PIR, en una fase intensiva de 2 meses y una fase de continuacién que por
lo general dura entre 4 y 6 meses donde se administra INH y RMP (Gonzélez et al 1993;
1994; Marrero etal 2000).

En la primera etapa (1964-1971) se obtuvo inicialmente una conversiéon de esputos del
77,0 % en casos nuevos y alrededor de 50,0 % en casos crénicos o en vias de cronicidad.
No obstante, en uno de los estudios de enfermos hospitalizados al comienzo del
tratamiento se report6 una conversion del 100 %, al cabo de los 6 meses de seguimiento
(Caraballoso et al. 1972; Gonzédlez y Caraballoso 1972). Durante la segunda etapa, se
alcanzaron valores de conversion de los esputos entre 85,0 - 92,0 % (Aldereguia etal 1972;
Caraballoso et al 1973; Gonzalez y Caraballoso 1974) y en la tercera etapa, se han obtenido
tasas de conversion de 95,0 % y mas, en los grupos de enfermos estudiados (Gonzalez etal.

1994; Marrero etal 2000).

Como puede apreciarse, en los estudios de resistencia realizados en Cuba, en etapas tan
tempranas como 1965 (recién instaurado el PNC), existia un numero elevado de pacientes
cronicos, a los cuales se habian administrado varios esquemas de tratamiento anterior, sin
obtener la curacion, reportandose cifras elevadas de RA (90,8 %). Esta situacién es un fiel
reflejo del fracaso en los regimenes de tratamiento aplicados en el pasado (antes del PNC);
ya en 1970, con la puesta en practica en Cuba de una estrategia integrada de diagnoéstico
bacteriologico y tratamiento estrictamente supervisado, comienzan a notificarse altos
valores en la conversiéon de esputos y por consiguiente cifras bajas de resistencia. El
mejoramiento de los regimenes de tratamiento y su organizacién se acompaié de un
incremento en la proporcién de casos curados; particularmente, esto es mas evidente a

partir de la implantacién del DOT.
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Durante los cuatro afios (1994-97) de la ejecucién del primer proyecto mundial, 35 paises
o regiones de 5 continentes reportaron resultados de resistencia. Once pertenecieron a
Europa, ocho de Africa y las Américas, cinco de la regién del Pacifico Oeste y tres al
Sudeste Asidtico (participaron 16,0 % del total de paises, 20,0 % de la poblacién mundial y
16,0 % del total de casos reportados). Los resultados de Cuba correspondientes a la etapa
1995-96, fueron incluidos en dicho proyecto y forman parte de los resultados del siguiente

trabajo. La prevalencia de RP fue reportada en 32 paises y la RA en 25.

La prevalencia de RP oscilé en un rango del 2,0 % (Republica Checa) hasta 40,6 % en
Republica Dominicana, con un valor medio de 9,9 %. Los valores reportados por Cuba
fueron de 8,3 %, encontrandose por debajo del valor medio. Por otra parte, paises como
Argentina (12,5 %), Bolivia (23,9 %), Estonia e Ivanovo en Rusia (28,2 %), Vietnam (32,5
%), Letonia (34,0 %), Tailandia (36,6 %) y Reptblica Dominicana (40,6 %), reportaron

cifras por encima de la media.

La media en la prevalencia de cualquier tipo de resistencia para cada droga fue mas
elevada para INH (7,3 %) y SM (6,5 %), mientras que la resistencia a RMP (1,8 %) y EMB
(1,0 %) fue mas baja. Los valores de resistencia en nuestro pais se encuentran por debajo
de la media e incluso entre los valores mas bajos reportados por todos los paises

participantes; fue SM donde el valor se encontré ligeramente por encima de la media.

Desde los primeros estudios de resistencia realizados en Cuba, se pudo observar el
incremento de la resistencia a SM y probablemente sea producto de la no aplicacién de
una politica controlada en la administracién de la misma (restringiendo su uso solamente
en el tratamiento de la TB), ademas, otro factor importante a tener en cuenta, es que esta
droga desde su introduccion en 1948 ha sido la mas utilizada en el tratamiento de esta
enfermedad y posteriormente ha estado presente en todos los esquemas aplicados en Cuba

desde inicios del PNC en el afio 1963.
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La resistencia a RMP como droga unica fue muy baja (media 0,2 %), mostrando Cuba 0,1
%; por su parte la resistencia frente a las 4 drogas, report6é una media de 0,2 % con un
rango desde 0,0 % (Benin, Bolivia, Bostwana, Brasil, Cuba, Irlanda del Norte, Kenya,
Lesotho, Nueva Zelanda, Reino Unido, Rumania y Barcelona en Espafia) hasta 4,6 %

[Argentina, 1,7 %, Ivanovo (Rusia) 3,6 %, Estonia 4,5 % y Letonia 4,6 %].

La MDR primaria fue hallada en todos los paises estudiados excepto en Kenya; la media
fue 1,4 % con un rango que fluctué entre 0,0 % y 14,4 %. Cuba reporté uno de los valores
mas bajos (0,7 %). Entre los paises con cifras mas elevadas se encuentran: Peru (2,5 %),
Rumania (2,8 %), Tailandia (3,8 %), Ivanovo (4,0 %), Argentina (4,6 %), Costa de Marfil
(5,3 %), Republica Dominicana (6,6 %), Estonia (10,2 %) y Letonia (14,4 %). En estos
paises el problema de MDR primaria es preocupante, pues esto denota una alta circulacién

de cepas MDR en la comunidad y por tanto, un aumento en la transmisién de las mismas.

En casos de retratamiento se reporté con mayor frecuencia la aparicién de resistencia que
en los casos nuevos. La prevalencia de RA a cualquier droga vané desde 5,3 % en Nueva
Zelanda hasta 100 % en Ivanovo (Rusia), con un valor medio de 36,0 %. Con relaciéon a
este parametro, el valor reportado por Cuba, se encuentra por encima de la media e
incluso entre los valores mas altos (91,3 %); de este total, 56,5 % presento resistencia sdlo
a SM. Estas cifras de RA son producto del nimero pequeiio de pacientes evaluados (23)
dentro de esta categoria, de los cuales 21 presentaron algin tipo de resistencia. Esta
situacién es propia en paises donde existe desde hace afios un buen desempeiio de los PNC
y cada vez se reporta menor numero de pacientes crénicos con mala respuesta al
tratamiento. Por el contrario, paises que notificaron valores elevados de RP y MDR,
presentan de igual forma, altos por cientos de RA como es el caso de Argentina (41,3%),
Estonia (46,2 %), Republica Dominicana (52,1%), Letonia (73,7 %) e Ivanovo (100 %). En
estos lugares, la situacién con relacién al funcionamiento de los PNC, es bien diferente,
pues en muchos de ellos, no se aplica la estrategia DOTS y existen altas tasas de fracasos y

abandonos en el tratamiento.
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La media de resistencia a las 4 drogas en la RA fue de 4,4 % (rango desde 0,0 % hasta 17,0
%). Paises como Cuba, Brasil, Kenya, Nueva Zelanda, Rumania y Zimbabwe presentaron
0,0 %. La media de MDR fue de 13,0 %, con un rango desde 0,0 % en Kenya hasta 54,4 %
en Letonia. Con relacién a este parametro, Cuba presenté un valor igual a la media

referida (13,0 %).

La prevalencia de RC varié desde 2,3 % en la Reptiblica Checa hasta 42,4 % en Republica
Dominicana, con un valor medio de 12,6 %. Nuestros valores se comportaron por debajo
de la media con 10,7 %. La media de MDR en la RC fue de 2,2 % con un rango desde 0,0
% en Kenya hasta 22,1 % en Letonia (Cuba 1,0 %).

La ejecucién del primer proyecto mundial de vigilancia de la drogorresistencia permitié
conocer la prevalencia en varios paises distribuidos por todo el mundo. La presencia de
cepas resistentes, fue hallada en todos los paises estudiados, y la resistencia a INH o SM
fue la mas comunmente encontrada. Aunque el total de MDR fue baja, la alta prevalencia

en algunos paises reclama una atencién internacional.

Estudios realizados en Checoslovaquia (Styblo etal 1967), Argelia (Boulahbal etal 1989),
Corea (Kim etal 1992; Kim etal 1997) y en E.U.A (Baltimore, Nueva York y Texas), han
demostrado la amplia asociacién que existe entre la aplicacién de la estrategia DOTS y la
disminucién de las cifras de drogorresistencia (Weis et dl 1994; Chaulk et al 1995; Frieden
et al 1995; Fujiwara et al 1997).

Los resultados de la prevalencia de drogorresistencia, en los 35 paises participantes en este
proyecto, no constituyen un reflejo total de la situaciéon. Los paises incluidos, se
encuentran ubicados en los 5 continentes y representan varias de las categorias del
programa mundial de control de TB y los mismos fueron seleccionados de acuerdo a la
conveniencia de aplicar un disefio balanceado de la muestra seleccionada. La prevalencia
de esta enfermedad, puede ser mads alta en algunas regiones no incluidas en el estudio,
mientras que en los paises con mejores PNC y facilidades de laboratorio se pudo conocer

mucho mejor la situacidn existente.
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Entre 1996 y 1999, se llevé a cabo el segundo proyecto mundial de vigilancia de la
drogorresistencia, un nimero mayor de areas geograficas (72) perteneciente a 65 paises
estuvieron representadas (24,0 % del total de paises); en 54 de ellos se reporté RP y en 48
RA. La ejecucién de este proyecto incluyd a un total de 61 415 pacientes con TB. Los
paises participantes aportaron el 18,0 % de casos de TB reportados por la OMS en 1997 y
el 26,0 % de la poblacién mundial.

En los casos nuevos de TB, la prevalencia de resistencia oscil6 en un rango desde 1,7 % en
Uruguay hasta 36,9 % en Estonia (media de 10,7 %). Cuba present6 un valor de 6,5 %,
ligeramente inferior al primer proyecto (8,3 %). Los paises con cifras mas elevadas fueron:
China (Provincia de Henan 35,0 %), Ivanovo (32,4 %), Letonia (29,9 %), Tailandia (25,5
%), Sierra Leona (24,8 %) y Mozambique (20,8 %).

La prevalencia de MDR varié desde 0,0 % en 8 sitios, hasta 14,1 % en Estonia (media de
1,0 %). La MDR también fue elevada en la provincia China de Henan (10,8 %), Letonia
(9,0 %), Rusia (Ivanovo 9,0 % y Tomsk 6,5 %), Iran (5,0 %) y Zhejiang (China) 4,5 %.
Cuba al igual que Finlandia, Francia, Irlanda del Norte, Nueva Caledonia, Suiza, Uruguay
y Venezuela reportaron un valor del 0,0 %. Se puede apreciar en el caso de Cuba una

disminucién con relacién al reporte anterior.

La prevalencia de resistencia a una sola droga fue desde 1,3 % en la Reptiblica Checa hasta
17,9 % en Sierra Leona con una media de 7,0 %. Cuba redujo su por ciento de 7,2 en el
periodo anterior a 5,7 % en el presente. La resistencia a las 4 drogas oscil6é en un rango

desde 0,0 % en 24 sitios (incluyendo a Cuba), hasta 8,5 % en Estonia.

Entre los pacientes previamente tratados, la prevalencia de resistencia vané desde el 0,0 %
hasta 93,8 % con una media de 23,3 %. En esta etapa, Cuba mostrd una citra de 32,4 %,
superior a la media reportada, pero mucho mads baja que en el periodo anterior (91,3 %).
Esta disminucién es producto de la inclusién de un nuimero ligeramente mayor de
pacientes evaluados con retratamiento (68) obteniéndose un por ciento mayor de cepas

sensibles (67,6 %). Otros paises como la Republica Checa (21,2 %),



77

Discusion
Reino Unido (22,2 %), Francia (20,0 %), Italia (60,6 %), Suiza (27,5 %), E.U.A. (20,9 %) y
Uruguay (93,8 %) donde existen bajas cifras de RP y MDR, muestran valores de RA muy
similares a Cuba e incluso algunos mas elevadas. La explicacidn de este fenémeno ya fue
abordada en el analisis de los datos incluidos en el proyecto anterior, pero se insiste en el

éxito alcanzado por los PNC en esos paises y a las altas tasas de curacién que presentan los

pacientes al terminar el tratamiento (Espinal 2000; Caminero 2001).

La resistencia al menos a 1 droga fue desde 0,0 % en Finlandia hasta 81,3 % en Uruguay
(media 11,3 %). Cuba, disminuyé igualmente este pardmetro de 65,2 % a 17,6 %. La
prevalencia de MDR en estos pacientes fue desde 0,0 % en 4 sitios hasta 48,2 % en Iran
(media de 9,3 %). Nuestros valores fueron de 11,7 %. Cifras importantes se repiten en
China (Henan) 34,4 %, Estonia 37,8 %, Irdn 48,2 %, Ivanovo y Tomsk en Rusia con 25,9
% y 26,7 % respectivamente. Los valores de resistencia a las 4 drogas fluctuaron desde 0,0

% hasta 28,6 % (media 1,8 %).

La RC se comporté con cifras entre 2,9 % y 40,8 %. Los paises con menores y mayores
valores de resistencia, asi como MDR, ya han sido analizados en los pardmetros anteriores

de RPy RA.

En paises donde se dispone de datos de prevalencia de resistencia por tres o mas afos,
existié un aumento de la RP para cualquier droga; en Estonia, vario desde 28,2 % en 1994
hasta 36,9 % en 1998 y en Dinamarca aument6 desde 9,9 % en 1995 hasta 13,1 % en 1998.
Por otra parte, paises con datos de resistencia por 2 afios como Perd, Nueva Zelanda y
Alemania mostraron también un incremento en este parametro; sin embargo, en la ciudad
de Barcelona y Suiza se obtuvo una disminucién. A pesar de que no se observé un
incremento en Letonia, Estonia e Ivanovo en Rusia, se reportaron cifras elevadas de MDR
(9,0 % o mayor en otros sitios). Por su parte, Francia y E.U.A. mostraron una disminucién

de la resistencia.
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En los casos previamente tratados, no hubo evidencias de un incremento en la prevalencia
de drogorresistencia al menos a una droga. Existié una disminucién en Cuba, Reino

Unido, Pert y Corea. En Estonia la prevalencia de MDR en estos pacientes, se incrementd

desde 19,2 % en 1994 a 37,8 % en 1998.

Al analizar cuantitativamente la tendencia mundial de la resistencia a las drogas
antituberculosas aplicando métodos microbiolégicos y epidemioldgicos estandarizados, se
pudo comprobar que existen hallazgos que indican que la MDR continua siendo un seno
problema en paises de Europa del Este, especialmente en Estonia, Letonia y Rusia. Tales
hallazgos sugieren un aumento en la circulacién de cepas drogorresistentes debido a la
existencia de un mal manejo en los PNC, lo cual representa hoy en dia una amenaza para
otros paises. La tendencia en Ivanovo, confirmé que la situacién es critica, y la alta
prevalencia de drogorresistencia encontrada en el ultimo estudio en Siberia (Tomks),
mostrd que el problema esta presente en otras partes del pais e incluso puede extenderse a
toda Rusia. Ademas, se identificaron nuevas dreas con una alta densidad de poblacién
(China e Irdn) y elevada prevalencia de MDR; lo cual sugiere que la presencia de cepas

resistentes de M. tuberculosis no estd limitada sélo a una parte del mundo.

Desde que se demostro la asociacién de cepas MDR con altas tasas de fracaso y muerte (lo
contrario a lo que sucede con cepas sensibles), se ha hecho mucho mas dificil y costoso
tratar esta enfermedad (Mahmoudi y Iseman 1993). Por esta situacién, se han ejercido
grandes presiones sobre los sistemas de salud de esos paises, para que adopten
inmediatamente medidas de intervencién para el control de la TB, que permitan la
implantacién de la estrategia preconizada por la OMS (DOTY). El uso de drogas de segunda
linea para tratar la MDR en lugares con recursos limitados esta siendo dirigido como parte
de una iniciativa internacional “DOTS plus” para lograr la reduccién de la transmision
hacia casos nuevos, ademas, debe ser considerado como parte de un programa bien
estructurado, que permita poder realizar la evaluacion de la factibilidad en el uso de las

mismas (Espinal etal. 1999; Dye etal 2002; Espinal y Zaleski 2002; Pablos etal. 2002).
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Los resultados aportados en la segunda etapa del proyecto, mostraron que no se observd
un incremento en la prevalencia de MDR en casos nuevos en Bostwana, Chile, Cuba,
Republica Checa, Dinamarca, Reino Unido, Finlandia, Francia, Alemania, Nepal,
Holanda, Nueva Zelanda, Irlanda del Norte, Corea, Pert, Escocia, Sierra Leona, Barcelona,
Suecia, Suiza, y en los E.U.A.; la mayoria de estos paises han mantenido tasas elevadas de
curacién durante afios (Farga et al 1991; Hong et a 1998; Bloch et al 1999; Kenyon et al
1999; Espinal 2000; Marrero etal 2000).

Al analizar el comportamiento de la resistencia por regiones, vemos que en las Américas,
uno de los paises con una alta prevalencia de MDR fue Republica Dominicana; esta
situacién, probablemente sea el resultado de un debilitamiento en el desempefio del PNC,
aunque, otra posible explicacién, podria ser el flujo constante de viajeros entre Reptblica
Dominicana y Nueva York, ciudad donde a principios de los afios 90, la prevalencia de
MDR fue elevada (Frieden et al 1993). La alta prevalencia de MDR primaria en Argentina,
pudo estar asociada a la ocurrencia de brotes de TB entre personas seropositivas al VIH en
hospitales de Buenos Aires (Morcillo et al 1996; Espinal 2000, Organizacién Panamericana
de la Salud 2000).

Todos los paises que fueron estudiados en las Américas, por primera vez en la segunda
etapa del proyecto - incluyendo Canadd, Chile, Colombia, México, Nicaragua, Uruguay y
Venezuela - no mostraron signos de un serio problema de drogorresistencia (Organizacion
Panamericana de la Salud 2000). Se observé una paradoja en Cuba y Uruguay, paises que
han tenido buenos PNC por muchos afos; donde casi todos los pacientes previamente
tratados presentaron drogorresistencia, pero solo existié un nimero pequeiio de ellos. Por
lo tanto, un nimero reducido de pacientes previamente tratados con resistencia, no debe

estar relacionado como un signo de fracaso del PNC (Espinal 2000; Dye y Espinal 2001).

Muchos paises de Africa - incluso aquellos con una alta incidencia de coinfeccién VIH/TB
- no han sido seriamente afectados por la MDR (Raviglione et al 1997; De Cock y Chaisson

1999). Esta baja prevalencia, puede ser el resultado de varios
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factores entre los que se incluyen: la reciente introduccién de RIF, el uso de regimenes de
tratamiento gratuito con RIF en la fase de continuacién del tratamiento y el incremento
en la administracién del DOTS (Chaisson eta. 1999;Trébucq etal. 1999). Sin embargo, la
resistencia a INH fue hallada en casi 10,0 % de los casos estudiados y en paises como Costa
de Marfil se reporté 5,3 % de MDR (Raviglione et al. 1995, Espinal 2000). Otros paises en
Africa con una alta incidencia en TO - incluyendo Reptiblica Democratica del Congo,
Etiopia y Nigeria - no han sido estudiados aun; por lo tanto, se requiere disponer de
resultados de drogorresistencia, para tener un fiel reflejo de esta situacién en este

continente.

En el Oeste de Europa, la MDR no constituy6 un serio problema de salud, incluso en
Barcelona, donde el 28,0 % de pacientes con TB fueron coinfectados por el VIH, la
prevalencia solo fue de 0,5 %. Esta situacién refleja que la resistencia presente en los
ultimos afios en estos paises (Dinamarca y Alemania), estd limitada a subgrupos de
inmigrantes (Caminero 1989; Raviglione et al 1993; March 1994; Borchart et a 1995;
Lambregts-van Weezenbeeck 1997; Thomsen et al 2000).

Por su parte, Europa del Este, y particularmente la antigua Unién Soviética, mostré un
testimonio de un aumento reciente de TB, después de haber experimentado bajas tasas de
esta enfermedad en el pasado (Raviglione et al. 1994), esta situacién probablemente se debe
al suministro irregular de drogas y a la existencia de regimenes de tratamiento no
estandarizados; otros factores que pueden haber contribuido son la infeccién y ocurrencia
de brotes nosocomiales en prisiones. La prevalencia de MDR fue mas elevada en las
republicas bélticas exsoviéticas que en los otros paises estudiados. Si no se implementan
rapidamente politicas de control, la prevalencia de MDR esta llamada a incrementarse en

esa region (Coninx et al 1997).

En Asia se encuentran los dos paises mas poblados (China e India) que aportan 3,1
millones (39,0 %) del estimado mundial de casos de TB (8 millones), registrandose el 75,0
% de los casos en 5 paises de esta region. En la India, la prevalencia de MDR combinada

fue de 13,3 %, cifra muy cercana a la reportada en los paises situados en el
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Baltico. Los resultados del estudio llevados a cabo en China, Vietnam y Tailandia, reflejan
una MDR que puede convertirse en una amenaza regional; por lo que se requiere una
rapida expansion de la estrategia DOTS, la cual solo esta aplicada en el 44.0% de la
poblacién; ademas el manejo de la MDR, reclama el uso prudente de las drogas de segunda

linea en esta region (Murray etal. 1990; Raviglione etal. 1995; Espinal 2000).

La realizacién de estos dos proyectos mundiales proporcionaron datos confiables en la
prevalencia de la drogorresistencia en los diferentes paises, dados por la estandarizacién de
las técnicas y el control de calidad realizado en los laboratorios. Las limitaciones de los
trabajos anteriores (inclusion de muestras no representativas, utilizaciéon de técnicas de
laboratorio no estandarizadas, no distinguir entre casos nuevos y retratados para establecer

los criterios de RP y RA) fueron ampliamente superadas.

Diversas recomendaciones fueron derivadas de estos estudios. Primero, la Red de
Laboratorios de Referencia Supranacional, debe ser mantenida como un modelo y un
recurso mundial (una de las primeras creadas en Microbiologia, podrd constituir un
modelo para investigar y vigilar la drogorresistencia en otras enfermedades). Segundo, se
hace necesario la realizacién de estudios repetidos en los mismos paises para determinar la
tendencia de la MDR en el tiempo y su relacién con intervenciones programadas. Tercero,
de los 22 paises con mayor carga de esta enfermedad (aportan el 80.0 % de los casos
nuevos en el mundo), solo 11 poseen datos relevantes; por lo tanto, es importante
continuar ampliando los esfuerzos de vigilancia en esos paises. Las areas que no fueron
estudiadas, particularmente en Africa y Medio Oriente, deben ser objetivos para estudios
futuros. Cuarto, no pudo ser completamente aplicado en todos los paises participantes, la
separacion entre pacientes previamente tratados de los casos nuevos (Chaulet etal. 1995,

Dye etal 1999; Caminero 2001).

Estos proyectos no tuvieron como objetivo el tema de la administracién y evaluacién de
los regimenes de tratamiento; sin embargo el cumplimiento de los mismos debe ser

aplicado en el presente, de acuerdo a las recomendaciones hechas por la OMS y la
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UICTER (Crofton et al 1997). Por lo tanto, pacientes con MDR, deben ser trasladados a
centros especializados para la aplicaciéon de tratamientos adecuados; siendo ademads
necesario, realizar el andlisis del costo - efectividad para lograr el mejoramiento en la
distribucién de los recursos para el control de la MDR. Debe realizarse ademas,
investigaciones adicionales para evaluar la transmisibilidad y la virulencia clinica de las
cepas MDR comparandola con la TB causada por organismos drogosensibles (Cullinam

2002; Kim et al 2002; Suarez 2002).

La implementacién de las gufas de la OMS/UICTER (Bustreo et al 1997) permitié realizar
un trabajo de consenso en la definicién y terminologia utilizada, ademas la infraestructura
de salud y los procedimientos de laboratorio existentes, hicieron posible la determinacién
de la prevalencia de drogorresistencia en diferentes regiones donde varié con respecto a la
carga de TB. Sin embargo, distinguir entre la veracidad de RP y RA no siempre es posible.
En ausencia de registros de TB, la diferenciacién depende de las declaraciones que hagan
los pacientes de haber tenido un tratamiento anterior y en el entrenamiento de los
clinicos en obtener historias confiables. Los pacientes pueden estar conscientes en negar
el antecedente de tratamiento. La clasificacion incorrecta de los pacientes en casos nuevos
o previamente tratados, puede incrementar artificialmente la prevalencia de RP. Entre los
pacientes retratados, la drogorresistencia pudo haber estado presente en el episodio
original de la enfermedad y quizéas haya contribuido al fracaso del tratamiento. Asi, se
supone que no todos los casos de RA pueden ser debido a regimenes inadecuados o

tratamientos no terminados.

Por todo lo anterior, se hace necesario implementar de forma urgente medidas para el
manejo de la MDR, pero éstas solo pueden ser exitosas, si existe el control de las drogas de
primera linea en los casos sensibles, que en definitiva constituyen la gran mayoria de los
casos de TB. Si esto no se garantiza, es muy probable no obtener éxito alguno, aunque se
disponga de drogas de segunda linea para estos casos y traerd como consecuencia la
expansion de este fendmeno hacia otros lugares con el peligro inminente de convertir la
TB en una enfermedad incurable (Mitchison y Nunn 1986; Frieden et al 1995; Espinal y
Zaleski 2002).
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V.2 estudio de garantia de la calidad de las pruebas de resistencia
La red de LSR de la OMS/UICTER fue creada en 1994 con el objetivo de conocer la

exactitud de los métodos utilizados en los diferentes laboratorios para determinar la
resistencia de M. tuberculosis frente a las principales drogas antituberculosas y poder
comparar los datos obtenidos de la vigilancia entre los diferentes paises participantes en
los proyectos mundiales. La red de LSR estuvo integrada por 23 laboratorios; durante el
periodo 1994-98 el Laboratorio Canadiense del Centro para el Control de Enfermedades
(LCDC) actu6 como centro coordinador. En 1999, el Instituto de Medicina Tropical

“Principe Leopoldo” de Amberes, Bélgica actué como nuevo centro coordinador.

Los LSR pertenecientes a cada region geografica fueron responsables de realizar el control
de calidad a los LNR situados en su propia region. Seis rondas de pruebas de prohciencia
fueron realizadas durante el periodo 1994 - 99 (coincidiendo con los 2 proyectos
mundiales). Los dos Centros Coordinadores responsables (Canada y Bélgica) en cada
periodo de estudio, distribuyeron 2 juegos idénticos (20 cepas) de cultivos de M.
tuberculosis a todos los LSR y estos a su vez a los LNR participantes, los cuales debieron
realizar la determinacién de los patrones de resistencia de acuerdo a la técnica de rutina
utilizada en cada paifs y posteriormente enviaron los resultados obtenidos (cepas sensibles
o resistentes) a los LSR Los parametros de sensibilidad, especificidad y reproducibilidad

fueron calculados para cada laboratorio y para cada una de las 4 drogas analizadas.

Como premisa al comienzo del primer proyecto mundial, el Laboratorio del LCDC de
Canada dirigido por el Dr. Laszlo, coordiné la realizacion de la primera ronda de control
de calidad de las pruebas de resistencia a los 16 laboratorios participantes. La sensibilidad
total mas baja fue obtenida para EMB con 66,0 %, seguida de SM con 88,0 %; por su parte,
INH y RMP se comportd con 99,0 % y 94,0 % respectivamente. La especificidad fue de
100 % para SM e INH y para RMP y EMB fue de 96,0 % y
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98.0 % respectivamente. La reproducibilidad mas baja fue obtenida para SM con

89.0 %. Al analizar el comportamiento total de las cuatro drogas analizadas, observamos
que la sensibilidad se comporté con 87,0 %, la especificidad con 99,0 % y la eficiencia y
reproducibilidad fue de 95,0 % y 93,0 % respectivamente. Los valores de sensibilidad
variaron ampliamente entre los diferentes laboratorios; sin embargo, la especificidad se

comporté de forma mas homogénea y mas alta que la sensibilidad (Laszlo etal 1997).

Laszlo et al (2002) durante los afios 1994-98 realizé 5 rondas de control de calidad donde
participaron 14 laboratorios en todas las etapas. La eficiencia, sensibilidad y la
especificidad mostraron que los laboratorios evaluaban la sensibilidad a RMP y a INH de
manera muy confiable con valores que iban de 97,0 % a 99,0 %. Esto es particularmente
importante si se tiene en cuenta que son las drogas mas importantes en el tratamiento de
la TB y son las que definen la presencia de MDR. La sensibilidad para EMB aumenté de
60,0 % en la pnmera ronda a 98,0 % en la ultima, sin disminucién paralela de la
especificidad. Este estudio demostr6 que los controles de calidad regulares pueden mejorar
de manera significativa la calidad de las pruebas de ressitencia, aun en los laboratorios mas
desarrollados. Los resultados discordantes obtenidos con respecto al uso de SM y EMB,
exigen una intervencién de mejoramiento y pueden ser ficilmente corregidos si se
adoptan nuevas recomendaciones internacionales para definir un mismo criterio de
drogorresistencia (concentracion, proporcién critica, tiempo de lectura de la prueba y

correccion de la potencia de las drogas), (Laszlo etal. 1997, 2002).

Otro estudio de profciencia realizado mads recientemente por el LJR de Italia a los 22
laboratorios regionales de su pais, arrojé una sensibilidad de 76,6 %; la especificidad fue de
97,2 % vy la reproducibilidad de 92,8 % (Migliori et al 2000). Al igual que el trabajo
realizado por Laszlo et al. (1997, 2002), los valores mds altos (por encima de 90,0 %)
correspondieron a INH y RMP y la sensibilidad para SM y EMB se comporté con valores

inferiores.
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Los 58 paises incorporados en la segunda etapa del proyecto reportaron los valores de
concordancia entre los resultados de los LNR participantes y los LSR. La cifra mas baja
correspondidé a Tomsk en Siberia con 82,0 % y 9 paises obtuvieron 100 %; con un valor
medio de 95,7 %. Se obtuvo una sensibilidad total de 98,0 % y una especificidad de 95,0
%. Como se refleja en los resultados, el LNR-TB del IPK, obtuvo 98,0 % de concordancia;
superior a la media reportada. Otro pardmetro evaluado en las pruebas de proficiencia tue
la especificidad para RMP, donde en 50 paises (incluyendo Cuba) se obtuvo 100 %, la cifra

mas baja correspondié a Eslovaquia con 90,0 % y la media fue de 99,4 %.

En los resultados obtenidos por Cuba en los 2 procesos de control de calidad en que
participd, las cifras de concordancia se comportaron por encima del 94,0 % para todas las
drogas; la sensibilidad mas elevada se obtuvo para INH y SM (100 %) en las cepas enviadas
del LSR al LNR y para INH y RMP (100 %) en las cepas del LNR al LSR. La especificidad
fue del 100 % en los 2 procesos de control de calidad para INH, RMP y EMB. Por su parte,
EMB, mostré una sensibilidad de 33,3 % (cepas analizadas en el LNR y enviados los
resultados al LSR), pues s6lo 3 cepas del total evaluadas, resultaron resistentes; sin embargo
la especificidad fue de 100 % en ambos estudios. Como se puede apreciar en las
recomendaciones realizadas por Laszlo et aL (1997, 2002), coincidimos en que esta droga

requiere una estandarizacion para su uso en pruebas de resistencia.

Consideramos que la participacién del LNR-TB en los 2 proyectos mundiales organizados
por la OMS/UICTER, permiti6 realizar el perfeccionamiento de la vigilancia de la
resistencia con la adopcién de los criterios internacionales actuales obteniéndose
resultados confiables y comparables con otros paises del mundo, ademds los resultados
alcanzados sugieren la baja transmisiéon de cepas MDR que existen en la comunidad,
reconociéndose a nivel mundial el buen funcionamiento del PNC en Cuba y el éxito de la

aplicacién en nuestro pais del tratamiento estrictamente supervisado desde el afio 1971.
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V.3 método colorimétrico MTT

En los ultimos afios se ha estado trabajando a nivel mundial en el desarrollo de métodos
colorimétricos para estudios de resistencia en TB. Yajko et al (1995) y Franzblau et ai
(1998) empleando el método colorimétrico Alamar Azul (MAA) reportaron muy buena
correlaciéon con el método de las proporciones en agar y el sistema radiométrico BACTEC -

460 respectivamente, logrando sus resultados en un corto periodo de tiempo.

En el LNR-TB, Cabrera (1999) empleé el MAA, en una primera fase de un estudio
multicéntrico organizado por la Red Latinoamericana y del Caribe de Tuberculosis
(RELACTB), donde obtuvo los resultados en un periodo de 9 - 12 dias con una alta
concordancia con el MP. En una segunda etapa de este estudio, en el Laboratorio
Coordinador se analizaron los resultados de 4 laboratorios de RELACTB obteniendo
resultados en un periodo de aproximadamente 4 dias con valores de concordancia con el
MP de 80,0 %, 97,5 %, 75,0 % y 90,0 % para INH, SM, EMB y RMP, respectivamente
(Delgadillo etal 2001).

Gomez-Flores et al (1995) reportaron el empleo de otro método colorimétrico, el ensayo
MTT, que habia sido descrito con anterioridad, para medir viabilidad celular. Estos
autores compararon dicho ensayo con el método de incorporacién de glicerol-'H en la
deteccién de crecimiento de M. avium-intracellulare, encontrando muy buena correlacién
y ademads lo emplearon para determinar CIM de clofazimine y resorcinimicina frente a

cepas de esta misma especie.

Abate et al (1998) y Mshana et al (1998) describieron el ensayo MTT para la deteccién de
resistencia a RMP, empleando una concentracién critica, en cepas de M. tuberculosis y
encontraron una perfecta correlacién con los resultados obtenidos por el sistema

radiométrico BACTEC - 460.
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En los estudios anteriores los métodos colorimétricos resultaron rapidos, cuantitativos, y
ademds mostraron una buena correlacién con los métodos convencionales (Gomez- Flores
et a 1995; Yajko et al. 1995; Abate eta 1998; Franzblau etal 1998; Mshana et al 1998;
Cabrera 1999; Delgadillo et al 2001). Todas estas ventajas nos motivaron a implementar en
el LNR-TB el microensayo MTT y aplicarlo en la determinacién de CIM a las drogas de

pnmera linea en el tratamiento de la TB.

El tiempo de lectura de la prueba, constituye un reto para los estudios de resistencia. La
obtencion de resultados del ensayo MTT depende de la actividad metabdlica de cada cepa
y por tanto del periodo de incubacién que requiere cada una para alcanzar el estadio
fisioldgico y multiplicaciéon 6ptima para reducir la sal de tetrazolio. Por esta razén, todos

los resultados en las cepas estudiadas no fueron obtenidos el mismo dia.

Mientras que con el MP, los resultados para todas las cepas fueron a los 42 dias, con el
microensayo MTT se obtuvieron con un promedio total de 10 dias, en un rango de 7 - 14
dias. Yajko et al (1995) empleando el MAA, obtuvieron resultados a los 7 dias en el 58,0 %
de las cepas. Cabrera (1999), empleando el MAA obtuvo resultados en un promedio de 10

dias, necesitando 12 dias para lograr resultados en el 50,0 % de las cepas.

Con la aplicacién de estos métodos se observa una considerable disminucién del tiempo
en comparacion con los métodos convencionales, demostrandose las ventajas de emplear
métodos capaces de detectar signos tempranos del metabolismo de las micobacterias en

estudios de resistencia para M. tuberculosis.

Con el objetivo de determinar el valor de CIM a partir del cual las cepas fueron
consideradas sensibles o resistentes, se estudiaron mediante el microensayo MTT 38 cepas
de M. tuberculosis con patrones de resistencia conocidos por el MP. Las CIM donde se
obtuvieron los mejores valores de sensibilidad y especificidad fueron: > 0,0625 pg/mL, > 2
pg/mL, > 4 pg/mLy > 0,125 pg/mL para INH, SM, EMB y RMP, respectivamente. Morcillo

etal. (2001), han trabajado también con vistas a
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estandarizar el microensayo MTT para la determinacién de CIM de las drogas
antibacilares. Estos autores encontraron un valor de corte para SM igual al reportado en el
presente trabajo, mientras que para las otras drogas obtuvieron valores de CIM
correspondientes a una dilucién menor a la reportada por nosotros (0,125 pg/mL, 8 pg/mL
y 0,25 pg/mL para INH, EMB y RMP, respectivamente). Con los valores de corte
determinados en el presente trabajo, se encontré una correlacién entre el microensayo
MTT y el MP de 93,4 %, mientras que Morcillo etal. (2001) obtuvieron un coeficiente de

concordancia de 95,0 %.

Franzblau et a (1998), encontraron una correlaciéon entre el MAA y el sistema
radiométnco BACTEC - 460 de 87,9 %. Yajko eta (1995), al comparar el MAA con el
método de las proporciones en agar reportaron 97,0 % de concordancia entre ambos.
Cabrera (1999), empleando los puntos de corte encontrados por Yajko et al. (1995) y
Franzblau et al. (1998), report6é una concordancia entre el MAA y el MP de 95,0 % y 97,5

%, respectivamente.

Morcillo etal. (2001) empleando el método colorimétrico MTT para determinar CIM a
drogas de segunda linea para el tratamiento de la TB, reportaron resultados a los 8 dias de
incubacién con una concordancia de 100 % con el método de las proporciones en agar.
Recientemente Foongladda etal. (2002), obtuvieron una concordancia de 97,0 % entre este
método y el MP al estudiar 279 aislamientos clinicos frente a INH (sensibilidad y
especificidad de 89,2 % y 99,5 %, respectivamente) y RMP (sensibilidad y especificidad de
94,1 % y 100 %, respectivamente); sin embargo, al comparar dichos resultados con el
sistema radiométrico BACTEC - 460 encontraron 34,0 % de discordancia. Estos resultados
permiten apreciar que aun entre dos métodos estandarizados pueden encontrarse

discrepancias.

Laszlo etal. (1997), plantearon que cuando hay cepas de M. tuberculosis en las que el valor de
CIM o proporcién de mutantes resistentes (para el MP) coincide con el valor de corte, se
pueden presentar discrepancias al interpretar los resultados y estas se hacen mayores si

han sido estudiadas pocas cepas; situacion que ha influido en los resultados
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obtenidos con el método colorimétrico MTT. En nuestro trabajo encontramos varias cepas
con valor de CIM que coincidieron con el valor de corte determinado, considerandose
sensibles. En el caso de INH y RMP, hubo una cepa con CIM igual al valor de corte que
resulto resistente por el MP obteniéndose una concordancia de 94,7 %. Para SM, hubo 5
cepas con CIM igual al valor de corte y de estds, 2 fueron resistentes por el MP, para una
concordancia entre el microensayo MTT y el MP de 92.1 %. En el caso de EMB, hubo 9
cepas con CIM igual al valor de corte, resultando todas sensibles por el MP, sin embargo la
concordancia entre los dos métodos fue del 84.2 % debido a que 5 cepas sensibles por el

MP mostraron valores de CIM superiores al valor de corte.

Es valido sefialar que son muchos los pardmetros que influyen en la estandarizacién de un
método, mds aun, si tenemos en cuenta que todavia existen dificultades con los métodos
de referencia. En un estudio realizado por Laszlo et al (1997), se informaron resultados
obtenidos por métodos convencionales como el MP, el método de las proporciones en agar
y el sistema radiométnco BACTEC - 460 y se obtuvo valores de concordancia de 99,0 % y
94,0 % para INH y RMP, respectivamente. Los valores de concordancia fueron menores

para SM y EMB.

Luego de la realizacion de estudios que incluya un mayor numero de cepas, confirmen la
reproducibilidad del método y brinden valores de sensibilidad, especificidad y
concordancia elevadas; se puede implementar el microensayo MTT, empleando una
concentracién critica (valor de corte) para evaluar la correspondencia con los resultados
del MP. Esto aumentaria las posibilidades de aplicacién con un menor gasto en recursos al
poder estudiar mas de 2 cepas por placas. En un estudio realizado por Palomino y Portaels
(1999), empleando el MAA con una concentracién critica encontraron una correlacion

del 97,0 % con el MP y una considerable disminucién de los costos.
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Algunos autores han presentado dificultades en la estandarizacién del ensayo para INH.
De Logu et a. (2001), obtuvieron resultados a los 3 y 6 dias para RMP y SM
respectivamente, mientras que en este tiempo para INH se hacfa imposible determinar el
patrén S/R pues la producciéon de formazan fue alta, independientemente de la inhibicién
del crecimiento que encontraron al realizar un conteo de unidades formadoras de
colonias, por tal motivo, necesitaron 10 dias para obtener patrones de resistencia frente a
esta droga. Ellos plantearon que esto pudiera deberse al mecanismo de accién de cada
droga, teniendo en cuenta que INH requiere largos periodos de exposiciéon para poder

realizar su funcién antimicobacteriana.

Abate etal. (1998), reportaron que existen factores que pueden favorecer la reduccién del
MTT independientemente de que se produzca una inhibicién del crecimiento, entre estos
se encuentran compuestos con acciéon reductora sobre nucledtidos de pinmidina y
radicales superéxido, que pudieran actuar sobre el MTT luego de largos periodos de
incubacién. Esto quizés fue lo sucedido a De Logu etal. (2001), que luego de 10 dias de
exposicién frente a INH encontraron una elevada produccién de formazan y sin embargo,
no hubo crecimiento micobacteriano en las muestras con esta droga. Por esta razénm,
algunos investigadores han recomendado la aplicacién de una técnica que mida la
actividad catalasa (teniendo en cuenta que las mutaciones en el gen que codifica para la
enzima catalasa - peroxidasa, son las que se presentan con mayor frecuencia cuando hay

resistencia a INH), para determinar resistencia a esta droga (Abate etal. 1998; Caminero

2001).

De Logu etal. (2001; 2003) realizaron recientemente un estudio en el que compararon dos
sales de tetrazolio, MTT y XTT [2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil)-2H- tetrazolio-5-
carboxinilide], encontrando muy buena correlacién entre ambas, con la ventaja de que el
ensayo con XIT no requiere del paso de adicién del buffer de solubilizacién, pues el

formazan que se obtiene es soluble en agua.
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La introduccién de métodos genotipicos y fenotipicos abren nuevas posibilidades para los
estudios de resistencia a las drogas antibacilares y por tanto favorecen la vigilancia de la
misma. Los primeros tienen la ventaja de ser rapidos y especificos, pero muy costosos
(Palomino 2000; Schluger 2001). Los métodos fenotipicos como el microensayo MTT
requieren una evaluacién muy minuciosa y una validacidn para obtener niveles aceptables
de sensibilidad, especificiadad y reproducibilidad antes de que puedan reemplazar los

métodos convencionales (Palomino 2000; Morcillo etal 2001; Foonglada etal 2002).

Estudios adicionales con un mayor nimero de aislamientos clinicos son necesarios para
confirmar la aplicabilidad del método colorimétrico en estudios de resistencia a las drogas
antibacilares, no obstante debemos resaltar que en nuestro trabajo se obtuvieron
resultados comparables con el MP, lo cual estd en correspondencia con lo reportado en la
literatura internacional, constituyendo una herramienta ttil en tuturas investigaciones

clinicas y epidemioldgicas.

V.4 determinacion de los patrones de resistencia a las drogas antibacilares por el método
de la nitrato reductasa

La informacién acumulada sobre la genética de la resistencia en M. tuberculosis, ha
permitido desarrollar métodos que brindan los resultados en tiempos relativamente cortos.
La mayoria de estas técnicas requieren de una considerable inversién en equipos y
formacién profesional, lo cual las coloca mas alld del alcance de los paises de bajos

ingresos (Palomino 2000; Schluger 2001; Somoskovi 2001).

Recientemente se ha visto la posibilidad de emplear el MNR para los estudios de
resistencia en tuberculosis (Golyshevskaia et al. 1996; Angeby etal. 2002). En el presente
trabajo se empled este método para determinar la resistencia de 80 cepas de M. tuberculosis

frente a las principales drogas antituberculosas. Sélo en 5 cepas se
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obtuvo resultados discordantes y estas se comportaron como falsos negativos al ser
comparados con el método de referencia (MP). Siempre se evidenci6 la discordancia para

una sola droga (tres cepas para la INH y dos cepas para la RMP).

Angeby et al. (2002) compararon el MNR con el sistema radiométrico BACIHC-460. Al
estudiar las cuatro drogas (INH, SM, EMB y RMP), encontraron que los valores de
sensibilidad y especificidad oscilaban entre 75,0 %-100 % y 83,0%-100%
respectivamente; obteniéndose el valor mas elevado de sensibilidad para RMP (100 %) y
el mas bajo para EMB (75,0 %). La especificidad se comport6 de igual forma para la RMP
(100 %) y el valor inferior correspondi6 a SM. En nuestro estudio los valores de
sensibilidad para las drogas se ubicaron en un rango entre 92,3 % para la INH hasta el 100
% para SM y EMB. La especificidad resulté del 100 % para las cuatro drogas, obteniéndose
resultados superiores al trabajo realizado por Angeby et al. (2002); sin embargo cuando se
analizaron los métodos de forma general, se pudo apreciar que los dos parametros

estuvieron por encima de 90,0 %.

Golyshevskaia et al. (1996) reportaron el empleo del MNR en medio liquido obteniendo
los resultados en un periodo de tiempo entre 7 y 10 dias. Angeby et al. (2002) obtuvieron
el mayor por ciento de resultados en igual periodo de tiempo; lo cual coincide también

con los hallazgos del presente trabajo.

El MNR pudiera incluir un paso adicional, que consiste en la adicién de polvo de zinc para
identificar aquellas cepas que contintan la degradacién del nitrito a 6xido nitrico. Al
realizar nuestro estudio no encontramos ninguna cepa que presentara estas caracteristicas
en su metabolismo, por lo que no fue necesario este procedimiento ya que todas las cepas
estudiadas resultaron ser positivas al menos al dia 14 de la lectura (Virtanen 1960; Angeby

etal. 2002).
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De acuerdo a las posibilidades que brinda esta técnica en cuanto a rapidez, ficil ejecucién
y considerando confiables los resultados obtenidos en el analisis estadistico realizado, el
MNR puede servir también para evaluar drogas de segunda linea, teniendo en cuenta la
importancia para los pacientes infectados con cepas MDR donde los tratamientos con
drogas de primera linea fracasan. Por tanto, este método puede convertirse en una
herramienta ttil para ser aplicable en paises con pocos recursos, dado que solo se requiere

el equipamiento microbiolédgico de base para su ejecucion.

Con la introduccién de estos dos métodos novedosos para la detecciéon rapida de
resistencia en cepas de M. tuberculosis y por la experiencia acumulada en dicho tema el
LNR-TB como Centro Colaborador OPS/OMS cuenta con poderosas herramientas utiles,
las cuales pueden ser implementadas en otros paises de la regiéon donde la TB y la MDR

constituyen un problema de salud.
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VI CONCLUSIONES

1. Es la primera vez que el LNR-TB/Centro Colaborador OPS-OMS participa en un
estudio de vigilancia de la resistencia a drogas antituberculosas bajo el auspicio de la
OMS/UICTER, permitiendo realizar el perfeccionamiento de la vigilancia con la
adopcién de los criterios internacionales y la obtencidn de resultados confiables y

comparables con otros paises del mundo.

2. Los resultados de este trabajo permitieron conocer y comparar la magnitud de la
circulacién de cepas MDR en Cuba, el cual sugiere que existe baja transmisién de

cepas resistentes en la comunidad.

3. La vigilancia sistematica de la resistencia realizada en el LNR-TB, ha permitido
conocer la tendencia descendente de la misma, lo que se corresponde con las altas
tasas de curaciéon de los pacientes y es reflejo del éxito de la aplicacion del
tratamiento estrictamente supervisado; reconociéndose a nivel mundial el buen

funcionamiento del PNC.

4. Los resultados obtenidos por el LNR-TB en el estudio internacional de garantia de la
calidad de las pruebas de resistencia, reportaron altos valores de sensibilidad,
especificidad y concordancia, demostrandose la confiabilidad de las pruebas

realizadas.

5. Con la evaluacién del método colorimétrico MTT se determiné los valores de CIM
para las 4 drogas utilizadas. Los pardmetros de sensibilidad y especificidad para el

ensayo se comportaron superior al 90 %.
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6. Se obtuvo una buena concordancia con los métodos MTT y MNR, al compararse con la
técnica de referencia (MP). Los métodos evaluados resultaron rapidos y de facil
ejecucion para la deteccién de resistencia a las drogas antibacilares en cepas de M.

tuberculosis.
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VII RECOMENDACIONES

1. Continuar realizando la vigilancia de la resistencia de M. tuberculosis frente a las drogas
antituberculosas con los nuevos criterios adoptados y mantener la informacién de los

resultados obtenidos a los funcionarios del PNC y a la red de laboratorios del pais.

2. Participar en futuros estudios mundiales y ampliar la colaboracién con otros laboratorios como

parte de los términos de referencia del Centro Colaborador.

3. Estudiar un ntimero mayor de aislamientos clinicos por el método colonmétrico MTT con
vistas a superar los valores de sensibilidad y especificidad obtenidos e implementar el
microensayo MTT para determinar CIM a drogas de segunda linea en el tratamiento de la
Tuberculosis y realizar el montaje de la técnica empleando una concentracién critica para cada

droga para lograr un mayor rendimiento.

4. Aplicar el MNR directamente en muestras clinicas, ensayar con drogas de segunda linea y
proponer la ejecucion de un estudio multicéntrico entre los miembros de RELACTB con el

objetivo de que el MNR sea utilizado para estudios de resistencia en M. tuberculosis.
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Anexo 1
IPK

LAB. NAC. DE REFERENCIA E INVESTIGACIONES EN TUBERCULOSIS Y MYCOBACTERIA.

Cuestionario para el envio de cepas de Mycobecteriumtuberculosis para estudio de resistencia

1. Nombre (s) y apellidos 2. Sexo 3. Edad 4. Nacionalidad
5. Raza 6. Unidad de salud 7. Municipio y provincia
8. Material examinado 9. Examen directo:

Fecha mis reciente:

Codificacion:
10. Examen por cultivo: 11. Ha sido tratado anteriormente
Fecha: con drogas antituberculosas?
Codificacion: Si No Fecha/s
Cuales P
12. Fecha del diagnéstico 13. Fecha de inicio del tratamiento
14. Se realiz6 prueba HIV Si No
Fecha de prueba:
Resultado: Positivo Negativo
Observaciones:

Sobre la pregunta No. 11 este dato es fundamental. Debe ser de veracidad confiable para la
definicién de resistencia primaria, por lo cual, el interrogatorio debe ser exhaustivo, cuando se
reporte un caso como virgen de tratamiento. Si después de la prueba la cepa resulta resistente el
dato se confirmara con un nuevo interrogatorio.

Otros datos que considere importante.

Firma y Nombre del funcionario encuestador:.
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Anexo 2 Elaboracién del medio de cultivo Lowenstein-Jensen Modificado (UIT).

En un erlenmeyer de 2000 mL se prepard la solucién salina la cual se esterilizé a 121°C

durante 15 minutos.

Reactivos Cantidad
Fosfato monopotasico 24¢g
Sulfato de Magnesio 0,24 g
Citrato de magnesio 06g

Asparagina 3.6g

Glicenna bidestilada 12 mL
Verde malaquita 04g
Agua destilada 600 mL

En otro erlenmeyer, se cascaron asépticamente los huevos, se homogenizaron y se filtraron a
través de un dispensador estéril, hasta obtener un volumen de 1000 mL. Posteriormente se
mezclaron los 600 mL de la solucién salina con los 1000 mL de huevos homoganizados y se
ajustd el pH entre 6,8 y 7,2. Seguidamente se depositaron 300 mL de medio en 4 erlenmeyers
para adicionar los volumenes de cada antimicrobiano para alcanzar la concentracién critica
correspondiente a cada uno de ellos, el resto del medio se utilizé para la preparacion de los

tubos controles.
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