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Introduccion

La tuberculosis continda siendo un grave problema de salud a nivel mundial. Cada
afio se reportan mas de 9 millones de casos nuevos y 1.7 millones de muertes.
Entre las principales causas de este incremento se destaca el aumento de la
resistencia de M. tuberculosis a las drogas antituberculosas; en este sentido, la
circulacién de cepas multidrogorresistentes y la reciente aparicién de las cepas
extremadamente resistentes vuelven aun mas dificil y costoso el control de esta
enfermedad, la que pudiera llegar a ser incurable (1).

El tratamiento efectivo de la TB se basa en la aplicacion sistematica de la terapia
combinada directamente supervisada (estrategia DOTS), con farmacos nunca
antes empleados para evitar la seleccion de células resistentes y eliminar todos
los bacilos en sus diferentes localizaciones y fases del crecimiento metabdlico.
Dentro de las drogas de primera linea se incluyen la pirazinamida (PZA),
isoniacida (INH), rifampicina (RIF) y etambutol. La PZA constituye una de las
drogas més importantes en el tratamiento, la asociacion de esta droga con INH y
RIF permitid acortar la terapia de 9 a 6 meses. Esta droga ejerce un efecto
esterilizante, actuando sobre los bacilos en estado de latencia que persisten en el
ambiente acido del interior de los macréfagos (2).

A pesar de la reconocida actividad in vivo, los estudios de susceptibilidad in vitro a
PZA se han visto limitados debido a que se requiere acidificar el medio de cultivo
para que la droga pueda ejercer su efecto bactericida;, este ambiente acido
interfiere en el crecimiento de M. tuberculosis y algunas cepas no logran
desarrollarse. Por otra parte, a un pH mayor, disminuye la actividad de la droga y
se obtendria un resultado de resistencia falso (3).

El mecanismo de accion de la PZA aun no se encuentra completamente
dilucidado. Varios estudios han propuesto que esta pre-droga una vez que se
encuentra en el interior de M. tuberculosis es convertida a su forma activa acido
pirazinoico (POA), por  accion de la enzima  micobacteriana
pirazinamidasa/nicotinamidasa (PZAasa), codificada por el gen estructural (pncA).
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El POA es excretado por difusion pasiva y en condiciones acidas es convertido en
su forma protonada (HPOA), la cual penetra facilmente a través de la membrana
celular. Una vez dentro, el proton es liberado y el POA difunde nuevamente para
repetir el ciclo anterior. Debido a los ineficientes mecanismos de eflujo se produce
en el citoplasma de M. tuberculosis una acumulacion de &cido y por tanto una
disminucién del pH, que afecta el potencial de membrana produciéndose un
desequilibrio celular que conlleva a la muerte bacteriana (4-6).

Dentro de los métodos convencionales disponibles para evaluar la susceptibilidad
a las drogas antituberculosas, el BACTEC-460 y MGIT-960 son consideradas las
herramientas mas confiable para los estudios de resistencia a PZA, sin embargo
su costosa implementacién ha impedido su uso en la mayoria de los laboratorios
de paises subdesarrollados; a su vez, el BACTEC-460 actualmente estd en
desuso debido al empleo de compuestos radioactivos (7, 8).

El ensayo enzimético de Wayne (EEW) es considerado una técnica de referencia y
ha sido incorporado en algunos laboratorios para conocer la susceptibilidad a PZA
a pesar de las limitaciones que se le atribuyen. Este método detecta actividad
pirazinamidasa (PZAasa) la cual es necesaria para que la droga ejerza su
actividad bactericida contra M. tuberculosis (9). Dentro de las deficiencias
atribuibles a este método se puede sefalar que no detecta la resistencia debido a
mecanismos alternativos como son los relacionados con la incorporacion de la
droga al interior de la célula, regulaciones del gen estructural o alteraciones en los
mecanismos de eflujo.

La nicotinamida (NIC) es una droga analoga estructural de la PZA; estas drogas
son convertidas por la enzima PZAasa, en sus formas &cidas activas, acido
nicotinico y POA, respectivamente. De este modo, las cepas que han perdido la
actividad de esta enzima son resistentes a ambas drogas. Sin embargo, mientras
gue M. tuberculosis requiere un medio acido para convertir la PZA en su forma
activa, la NIC puede ser convertida en acido nicotinico a un pH fisiolégico (10, 11).

En los dltimos afios muchas investigaciones se han encaminado hacia el
desarrollo de técnicas alternativas para la deteccion de resistencia a PZA como
son el Método de la Nitrato Reductasa (MNR) y el Microensayo Verde Malaquita
(MVM). EI MNR detecta a través de una reaccién colorimétrica el nitrito presente
en el medio de cultivo como un subproducto del metabolismo de M. tuberculosis;
por su parte, en el MVM, el indicador verde malaquita se decolora cuando se
produce el crecimiento de M. tuberculosis (12-14).

Tomando en consideracion que la PZA es convertida en su forma activa por
accion de la enzima pirazinamidasa (PZAasa) que es codificada por el gen pncAy
que dicha enzima es ademas responsable de convertir la nicotinamida (NIC), en
su forma activa sin requerir para esto de un pH acido. Nos propusimos realizar la
presente investigacion planteandonos los siguientes objetivos:



Objetivos

Implementar en el Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en
Tuberculosis del IPK (LNRTB-IPK) el Método de la Nitrato Reductasa y el
Microensayo Verde Malaquita para la deteccion de resistencia a PZA utilizando la
nicotinamida.

Comparar los resultados obtenidos con el Ensayo Enzimético de Wayne
(método de referencia).

Secuenciar el gen pncA de las cepas resistentes y las que muestren
resultados discordantes.

Disefio Metodologico

Cepas: Un total de 102 cepas de M. tuberculosis pertenecientes a la coleccién
del LNRTB-IPK fueron evaluadas. La cepa M. tuberculosis H37Rv (ATCC
27294), sensible a las drogas antituberculosas de primera linea fue utilizada como
control de sensibilidad y la cepa M. tuberculosis (ATCC 35828) monorresistente a
PZA fue empleada como control de resistencia en los métodos evaluados.

Método de la Nitrato Reductasa: Se siguio la metodologia descrita en el 2002
por Angeby et al (12). Para la realizacion del MNR se utiliz6 el medio LJ con las
drogas afiadidas antes de la coagulacion conteniendo KNO3; a una concentracion
de 1000 pg/mL.

Preparacion del in6culo: Se prepardé en PBS una suspension bacilar con una
turbidez similar al tubo 1 de la escala de McFarland (3,0 x 10° células/mL).
Seguidamente se tom6 1 mL de esta suspension y se realizé una dilucion 1:10 en
tubos que contenian 9 mL de PBS.

Inoculacion de los tubos: Se inocularon 3 tubos de medio control LJ + KNO3 con
200 pL de la dilucion 1:10 de la suspension de M. tuberculosis ajustada segun la
turbidez del tubo 1 de la escala de McFarland. Los tubos con NIC (500 pg/mL)
se inocularon con 200 uL de la suspension bacteriana ajustada segun la turbidez
del tubo 1 de la escala de McFarland.

Incubacion: Los tubos se incubaron a 37°C en posicion inclinada, de forma tal
que el inéculo se distribuyera sobre toda la superficie, manteniendo las tapas
ligeramente cerradas durante 24-48 horas. Pasado este tiempo, se ajustaron las
tapas y se colocaron los tubos en posicion vertical hasta que se realizé la lectura
(7, 10 6 14 dias).

Revelado del ensayo: Al séptimo dia de incubacion se revel6 un tubo control de
crecimiento, afiadiéndole 500 pL de la mezcla reveladora que estuvo formada por:
1 volumen (HCI al 50%) + 2 volumenes (sulfanilamida al 0,2%) + 2 volimenes (N-
1-naftil etilendiamina dihidroclorhidrato al 0,1%). La formacion de un compuesto de
color rosado indicé la viabilidad de M. tuberculosis y por tanto se revelaron los
tubos con NIC. De lo contrario los tubos fueron reincubados y revelados pasados
los dias 10 6 14 de incubacion.



Lectura e interpretacion: La cepa se considerd sensible cuando no se desarrollo
color en el tubo con NIC o si el color en el tubo con droga fue méas débil que en el
tubo control de crecimiento. Si el color desarrollado en el tubo con NIC fue mas
intenso que en tubo control de crecimiento, la cepa fue definida como resistente.
Método del Verde Malaquita: Se emple6 el método descrito en el afio 2008 por
Farnia et al (14). Se emple6 el medio de cultivo Middlebrook 7H9 (M7H9)
enriquecido con un 10% de OADC (acido oleico, albumina, dextrosa, catalasa)
(DIFCO Laboratories).

Preparacion del inéculo: Se prepard una suspension bacteriana con una turbidez
similar al tubo 1 de la escala de McFarland (3,0 x 10® células/mL). Luego se
realizé una dilucion (1:5) de la suspension utilizando el medio M7H9 para un total
de 3 mL.

Inoculacion de los viales: Se afiadieron 100 pL de la suspensién bacteriana en 3
viales control de crecimiento y en un vial con NIC (250 pg/mL).

Incubacion: Los viales se incubaron a 37°C hasta el dia de la lectura (7, 10 6 14).
Revelado del ensayo: Al séptimo dia de incubacion se afiadié 50 yL de solucion
de verde malaquita con una concentracion de 0,05 mg/mL a uno de los viales
control de crecimiento y control de medio. Ambos se incubaron de 12 a 24 horas a
37°C. Al dia siguiente se compararon ambos viales: si el vial control de medio
permanecio del mismo color y se produjo cambio de color en el vial control de
crecimiento, se procedi6 a revelar otro de los viales control de crecimiento y al vial
con droga, adicionandoles 50 pL de solucion de verde malaquita. Posteriormente
estos viales fueron incubados 24 horas para luego proceder a su lectura. Si al 7mo
dia de incubacién no se pudo realizar la lectura por no haber pérdida de la
intensidad del color en el vial control de crecimiento, se efectu6 el revelado de los
otros dos viales a los 10 6 14 dias de incubacion.

Lectura e Interpretacion:

Cepa sensible: cuando no se produce cambio de color en el vial con droga.

Cepa resistente: Si se produce disminucion de la intensidad del color (que pudiera
llegar a incoloro) en el vial con droga.

Ensayo enziméatico de Wayne: Se emple6 el método descrito por Wayne en 1974
(9) y se utilizo el medio Dubos.

Preparacion del in6culo: Se prepar6 una suspension bacilar con turbidez similar
al tubo 5 de la escala de McFarland (1,5 x 10° células/mL).

Inoculacion de los tubos: Se afiadieron 100 pL de la suspension bacteriana en 3
tubos de medio Dubos. Inmediatamente se distribuyd el indculo en toda la
superficie del medio y se procedio a incubar los tubos.

Incubacion: Los tubos se incubaron a 37°C en posicion vertical manteniendo las
tapas ligeramente cerradas durante 24-48 horas. Pasado este tiempo, se ajustaron
las tapas hasta que se realizo la lectura (4, 7 0 10 dias).

Revelado del ensayo: Al cuarto dia de incubacion se revelo uno de los tubos,
afadiendo 1 mL de sulfato de hierro amoniacal al 1%. Pasados 30 minutos se
examind la presencia de una banda rosada en el medio, de no aparecer se
refrigeraron los tubos por 4 horas y se volvieron a examinar, de lo contrario se
efectud el revelado de los otros dos tubos al séptimo o al décimo dia de
incubacion.



Lectura e interpretacion: La cepa se consideré sensible cuando aparecio una
banda rosada en la superficie que difunde en el medio, lo que indicoé actividad
PZAasa; de no aparecer dicha banda la cepa fue definida como resistente.

Amplificacién por PCR y secuenciacién automética: EI ADN de las cepas de
M. tuberculosis se obtuvo siguiendo la metodologia descrita por van Soolingen et
al (15). El gen pncA fue amplificado utilizando los oligonucleotidos
complementarios Pl: 5-GTCGGTCATGTTCGCGATCG-3 y P6: &5
GCTTTGCCGAGCGCTCCA-3’ descritos por Scorpio et al (16). Después del paso
inicial de desnaturalizacion durante 5 min a 95°C, se aplicaron 40 ciclos:
desnaturalizacion a 94°C por 1min; 55°C por 1 min y 72°C por 1 min. Una vez
completados los ciclos, se realizdé un paso de elongacion final a 72°C durante 10
min. El producto de PCR amplificado mostré una talla de 720 bp; este producto se
purific6 usando el kit de extraccion (Quiagen), y fue secuenciado utilizando un
secuenciador automatico modelo ABI 3130XL (Applied Biosystems) utilizando los
mismos juegos de cebadores (P1 y P6). Las mutaciones en el gen pncA fueron
determinadas mediante una comparacion con la secuencia salvaje del gen
utilizando la base de datos BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) o MacVector 10. Todas
las mutaciones identificadas fueron observadas en las secuencias de ambas
cadenas.

Andlisis estadistico: Se calcularon los parametros de sensibilidad y especificidad
utilizando el programa estadistico MedCalc.

Resultados

En la tabla 1 se muestra la distribucion de los resultados de acuerdo al dia que se
obtuvieron para cada método utilizado. Mediante el EEW los resultados estuvieron
disponibles a los 4, 7 y 10 dias para el 52,9%, 78,0% y el 100% de las cepas,
respectivamente. Mientras que con el MNR, los resultados del 89,2% de las cepas
se obtuvieron pasados los 10 dias de incubacion y para el 10.8% restante se
requirieron 14 dias de incubacion. Mediante el MVM sélo el 27.4% de los
resultados estuvo disponibles pasados los 10 dias de incubacion, la mayoria de
los resultados se obtuvieron a los 14 dias.

Tabla 1: Tiempo requerido para obtener los resultados de resistencia a PZA
mediante el EEW, MNR y MVM.

Dias de obtencion de los resultados

Métodos

4 7 10 14
EEW 54 25 23 -
MNR - 38 53 11

MVM - 2 26 74
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De las 16 cepas resistentes mediante el EEW, 15 mostraron igual comportamiento
mediante los métodos alternativos evaluados, alcanzandose una sensibilidad del
93,75% para ambos métodos. La especificidad para el MNR y el MVM fue del
97,67%.

El 87,5% de las cepas resistentes (14/16) mostraron mutaciones en el gen pncA.
En una cepa identificada por el MNR como falsa resistente se encontrd
mutaciones en el gen pncA.

Discusiodn

Tomando en consideracion que la PZA es una de las drogas utilizada en la fase
inicial intensiva del tratamiento antituberculoso, existe una necesidad urgente de
desarrollar métodos simples, confiables y econdmicos para la deteccion de
resistencia a esta droga. A pesar de la reconocida actividad in vivo, las pruebas de
susceptibilidad in vitro son dificiles de realizar debido a que esta droga es activa a
un pH &cido (3, 17).

Dentro de los métodos convencionales, el sistema radiométrico BACTEC-460 es
considerado la técnica mas confiable pero su uso esta limitado a los paises
desarrollados mientras que, el EEW es utilizado como una alternativa en aquellos
paises donde los métodos de cultivo automatizados no estan disponibles (7).

Hace varios afios se reportd que la NIC, un analogo de la PZA, presentaba
actividad antituberculosa (10, 18), que las cepas de M. tuberculosis resistentes a
PZA también eran resistentes a NIC y que la resistencia a PZA podia
determinarse de manera confiable cuando se empleaban altas concentraciones de
NIC sin necesidad de acidificar el medio de cultivo (19, 20). Basado en estos
reportes Martin et al estandarizaron el ensayo colorimétrico con resazurina (21) y
el MNR (22) para determinar la resistencia a PZA utilizando la NIC. En el 2008
Farnia et al (14) reportaron el uso del MVM para determinar resistencia a drogas
de primera y segunda linea, incluyendo a la PZA pero no reportaron el empleo de
la NIC. En el presente estudio, se evalué el MNR y el MVM para la deteccién de
resistencia a PZA utilizando la NIC.

En comparacion con el EEW, el MNR y el MVM utilizando NIC, mostraron
idénticos valores de sensibilidad y especificidad, 93.75% y 97.67%
respectivamente. Estos valores son similares a los reportados previamente por
Martin et al (22) quienes alcanzaron valores de sensibilidad y especificidad del
91.0% y 94.0%, respectivamente. Sorprendentemente, la sensibilidad del MVM
utilizando NIC fue superior a la reportada por Farnia et al (14) (75.0%), resultados
gue pudieron estar motivados por el escaso crecimiento micobacteriano en el
medio acidificado que se requiere para lograr la actividad de la PZA.

El EEW resulta asequible por ser un método econdémico y habitualmente confiable
pero la presencia de una banda rosada en el medio de agar Dubos convencional,
la cual indica actividad PZAasa y por tanto sensibilidad a la PZA, puede ser dificil



de apreciar debido a que esta puede ser tenue y por tanto apenas perceptible (21,
23). Con vistas a lograr que sea mas facil la interpretacion de los resultados y
poder identificar cepas con baja actividad PZAasa, Singh et al (23) recomendaron
extender hasta 10 dias la incubacién de las cepas que resulten negativas a los 4 y
7 dias. En nuestro trabajo tuvimos en cuenta este criterio y en 23 cepas fue
necesario esperar 10 dias para poder visualizar la banda rosada que indica
actividad PZAasa; si la lectura final la hubiésemos realizado a los 7 dias, estas
cepas hubieran sido erroneamente clasificadas como resistentes a PZA y por tanto
la sensibilidad del MNR y MVM hubiese sido mucho menor.

Los resultados alcanzados fueron confirmados mediante la secuenciacién del gen
pncA encontrandose que el 87,5% de las cepas resistentes (14/16) mostraron
mutaciones en el gen pncA lo que confirma que la pérdida de la actividad PZAasa
constituye el principal mecanismo de resistencia a PZA; en las dos cepas
resistentes en las cuales no aparecieron mutaciones en el gen pncA, la resistencia
pudiera deberse a una actividad de la enzima PZAasa por debajo de los limites de
deteccion de los métodos utilizados o la presencia de otros mecanismos de
resistencia como son la presencia de mutaciones en la diana de la droga o
alteraciones en el mecanismo de transporte de la PZA.

Hubo una cepa que fue reportada como resistente por el EEW y a su vez presento
mutaciones en el gen pncA sin embargo, fue sensible mediante el MNR y MVM lo
que podria sugerir que estos métodos son mas sensibles que el EEW en detectar
una actividad PZAasa baja. Sin embargo, este hallazgo no justifica porque a su
vez estos métodos fallaron en determinar actividad PZAasa en otras dos cepas
que el EEW identific6 como sensible. Por otra parte, en una cepa identificada por
el MNR como falsa resistente se encontré6 mutaciones en el gen pncA. Tomando
en consideracién los hallazgos encontrados, se hacen necesarios estudios
adicionales para evaluar el papel de la estructura — funcién de cada una de las
sustituciones aminoacidicas en la actividad de la enzima PZAasa.

En cuanto a los costos de aplicacion del MNR y MVM, estudios previos al nuestro
reportan que una determinacion de resistencia mediante el MNR para dos drogas
antituberculosas tiene un valor de 3.00 USD por cada aislamiento, lo que es
mucho mas econdmico que la determinacion mediante el sistema radiométrico
BACTEC-460 y MGIT manual que implica un gasto de 21.00 USD y 23.00 USD,
respectivamente (24). Los gastos que se han reportado para el MVM son de 2.50
USD para determinar resistencia a 12 drogas frente a un aislamiento clinico (14).

Conclusiones

El presente trabajo constituye el primer reporte cientifico internacional que evalua
y demuestra la alta confiabilidad de dos métodos colorimétricos que utilizan la
nicotinamida para la deteccion de resistencia a pirazinamida en M. tuberculosis.



e Por primera vez el LNRTB-IPK dispone de resultados de secuenciacion de uno
de los genes involucrados con la resistencia de M. tuberculosis, lo que confirma
la utilidad de los métodos estudiados.

e Por la sencillez de los métodos aplicados y no requerir el empleo de equipos
sofisticados se recomienda la implementacién de los mismos en Laboratorios de
Referencia de paises de bajos recursos.

e El disponer de métodos confiables para la deteccion de resistencia a pirazinamida
permitira conocer las cifras de resistencia a esta droga y a su vez contribuir al
cambio oportuno del esquema de tratamiento en pacientes portadores de cepas
resistentes, contribuyendo a disminuir la transmision de la enfermedad en la
comunidad.
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