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RESUM EN

La tuberculosis multidrogorresistente (TB-M DR), causada por Mycobacterium
tuberculosis simultdneamente resistente a isoniacida (INH) y rifampicina (RIF), esta
propagandose mundialmente y convirtiéndose en un problema de salud muy serio. La
aparicién de la tuberculosis multidrogorresistente reactivé la necesidad de contar con

métodos rapidos para detectar resistencia a isoniacida (INH) y rifampicina (RIF).

El ensayo M ODS (Susceptibilidad a FArmacos mediante Observacién Microsc6pica) es
una técnicade cultivo liqguido que utilizaun microscopiode luz invertida para detectar el
crecimiento de M . tuberculosis en medio de cultivo contenido en placas con pozos. EI
crecimiento caracteristico en corddén se utiliza para su identificacién. Las muestras de
esputo previamente digeridas, decontaminadas,y concentradas son inoculadas en medio
cony sindroga. Esto permiteel acceso directo a las pruebas de susceptibilidad de INH vy

RIF para la deteccion simultdnea de TB-M DR.

Por tal motivo, el presente estudio pretende evaluar el método M ODS para la deteccidn
de resistenciaa INH y RIF en muestrasde esputo de pacientessintom aticosrespiratorios
recolectadasen los diferentes Centros de Salud del departamento de La Paz incluidas en

la Red del Programa Nacional de Control de la Tuberculosis.

En este estudio se incluyeron 100 muestras de esputo, se excluyeron 4 muestras por
contaminacion y el andalisis estadistico se realizé en 96 muestras que fueron procesadas
por el ensayo M ODS y el método de las proporciones como “gold estandar”. Segln los
perfiles de susceptibilidad por el método de las proporciones, se observé una relacién
estrecha entre la resistencia a RIF y MDR. Comparando los resultados de ambos
m étodos se obtuvo una fuerza de concordancia casi perfecta, altos porcentajes de
sensibilidad y especificidad tanto para la susceptibilidad a INH con 84.6% y 99.6 %
respectivamente, como para RIF y M DR con un 100% de especificidad y sensibilidad

para la deteccién de cepas M DR.

El tiempo promedio transcurrido para la disponibilidad de los resultados de
susceptibilidad mediante el método M ODS fue de 12 dias, tiempo corto com parado al
tiem po promedio transcurrido para la disponibilidad de los resultados de susceptibilidad

mediante el método de las proporciones que es de 142 dias.

En conclusiéon el ensayo M ODS puede ser considerado como un método valido y
aplicable, que permite la deteccién de casos de tuberculosis multidrogorresistente de
manera equivalentea los métodos microbiol6gicos de referencia, disminuyendo el costo
y sobre todo el tiempo del diagnéstico, que es clave para el tratamiento del paciente y

cortar la cadena de transm ision de la enfermedad

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, MODS, TB-M DR, método de las

proporciones, Isoniacida, Rifam picina.



ABSTRACT

M ultidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB), M ycobacterium tuberculosis
simultaneously resistant to isoniazid (INH) and rifampin (RIF), is spreading worldw ide
and becoming a serious health problem . The emergence of drug-resistant TB revived the

need for rapid methods to detect resistance to isoniazid (INH) and rifampin (RIF).

M ODS (Drug Susceptibility by Microscopic Observation) is a liquid culture technique
using an inverted light microscope to detect the growth of M. tuberculosis in culture
medium containing wells plates. The characteristic growth <cord is wused for
identification. The previously digested sputum samples, decontaminated, and
concentrated are inoculated in medium with and without drug. This allows direct access

to the susceptibility testing of INH and RIF for the simultaneous detection of MDR -TB .

Therefore, this study aims to assess the M ODS method for detecting resistance to INH
and RIF in sputum samples collected from patients with respiratory symptoms in
different health centers of the department of La Paz included in the National Network

Control Program Tuberculosis.

In this study 100 sputum samples were included, 4 samples were excluded by pollution
and statistical analysis was performed on 96 samples that were processed by the M ODS
assay and the method of proportions as the gold standard. According susceptibility
profilesby the method of proportions a close relationship between resistance to RIF and
M DR was observed. Comparing the results of both methods force keeping almost
perfect, high rates of sensitivity and specificity for both susceptibility to INH with
84.6% and 99.6% respectively, and for RIF and M DR was obtained with 100%

specificity and sensitivity for detection of M DR strains.

The average time for the availability of the results of susceptibility by M ODS method
was 12 days short compared to the average time for the availability of the results of

susceptibility by proportion method thatis 142 days.

In conclusion the M ODS assay can be considered a valid and applicable method that
allows detection of cases of M. tuberculosis multidrug-resistant equivalently
microbiological reference methods, reducing the cost and especially the time of

diagnosis, which is key to cut the chain of transm ission of the disease.

Keywords: M ycobacterium tuberculosis, MODS, MDR-TB, proportion method,

Isoniazid, Rifampicin.
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1. INTRODUCCION

La presencia mundialde latuberculosismultidrogorresistente (TB-M DR ) ha sido
documentada por la Organizacion M undial de la Salud (OM S), con estimaciones de casi
medio millénde casos al afio, y 150.000 muertes. (W orld Health Organization, 2010) La
TB-M DR es causada por el Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) que es
resistentealmenos alosdos fd&rmacos antituberculosos mas potentes isoniazida (INH) y
rifam picina (RIF). Adem s de los altos costos, la larga duraci6én del tratam ientoy la falta
de ensayos controlados aleatorios de regimenes 6ptimos, una barrera importante para el
control de la TB-M DR es la falta de capacidad de diagnoéstico de laboratorio en los

entornos con alta carga de TB. (Gandhi,y otros, 2010)

Se estan tomando diferentes acciones para ampliar las capacidades tanto para el
cultivo de M. tuberculosis como para las pruebas de sensibilidad a farmacos (PSF)
(Gandhi, y otros, 2010). Segun la OM S, de 27 paises con alta carga de TB-M DR, so6lo
22 paises entre ellos Bolivia, contaban con un laboratorio de referencia nacional en el
affio 2008. De 572 laboratorios que realizan PSF, sdélo la mitad particip6 en el control de

calidad externo (W orld Health Organization, 2010).

Bolivia es un pais con alta carga de TB con tasa creciente de co-infeccion VIH -
TB; Se calcula que un 7% de los pacientes con TB recién diagnosticados en 2010
estaban infectados por el VIH. Desde 2004 a 2010 se diagnosticaron 257 pacientes con
TB-M DR, de los cuales 102 iniciaron tratamiento y el resto no fueron captados por los
centros de salud. Estos casos de TB-M DR son los mas urgentemente necesitados de
diagndstico,ya que tienen lamayormorbilidady mortalidad atn con diagnostico eficaz.

(Organizacién Panamericana de la Salud, 2012)

La PSF clasica para M. tuberculosis en medios sélidos requiere de 12-15
semanas ya que la muestra de esputo primero debe ser cultivada y luego resem brada en
un medio que contiene el farmaco. En el afio 2007,1la OM S recomendé el uso de medios

liguidos para el cultivo y las PSF en paises de bajos y medianos ingresos como una



alternativa para aumentar la escala del diagnoéstico y tratamiento de la TBy TB-M DR.

(World Health Organization, 2007 ; W orld Health Organization, 2008)

EIl Ensayo de Susceptibilidad a Drogas mediante Observacién M icroscopica
(M ODS), es una PSF réapida y directa que ha sido evaluado para el cribado de la TB -
M DR a partir de muestras clinicas. EI método se basa en la observaciéon de cordones
caracteristicos de M . tuberculosis cuando crece en medio liquido, los cuales son
visualizados tem pranamente mediante el uso de un microscopio de luz invertida. EI
m étodo, ha sido disefiado para la deteccion del crecimiento de M. tuberculosis y la
susceptibilidad a INH y RIF. La simplicidad de la técnica, la gran sensibilidad, la
especificidad y el bajo costo son las mayores ventajas para su uso en paises en vias de

desarrollo.

El método puede ser aplicado en los laboratoriosque realicenla validacién,com o
un método radpido de tamizaje para la deteccid6n de resistencia a INH y RIF en muestras
de esputo de pacientescon tuberculosispulmonarque atln no hayan iniciado tratamiento
antituberculosis, pacientes nunca tratados, recaidas o abandonos recuperados con frotis

positivo o negativo. (Asencios Solis, Acurio Usca, & Quispe Torres, 2012)

EIl presente trabajo evalué la exactitud del ensayo M ODS en el diagndstico

precoz de la TB-M DR en casos sospechosos y nuevos de tuberculosis pulmonar.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los Gltimos afios, las tasas de TB fadrm aco resistente han aumentado. Durante
los afios 2009, 2010 y 2011 se diagnosticaron un total de 86, 106 y 62 casos de TB -
M DR en Boliviarespectivamente,observandoun marcado incrementoen comparacién a
los casos diagnosticados en afios anteriores 2006, 2007 y 2008 con un total de 34,16 vy

25 casos de TB-M DR respectivamente.

La falta de deteccidon de la resistencia a antibidticos genera un retraso en el

diagndéstico,aumento de lamorbi-mortalidady disem inaciénde laenfermedad por cepas



resistentes. Se estima que el tratamiento de la enfermedad por TB-M DR multiplica el
costo hasta por 500 veces el tratam iento.Se establece que un enferm o tiene tuberculosis
farmaco resistente solo mediante la confirmaciéon de la resistencia en cultivo y pruebas
de farmaco-sensibilidad in Vitro. La falta de deteccion del perfil de resistencias del M.
tuberculosis potencia este hecho y multiplica el costo del tratam iento. (M inion, Leung,

M enzies, & Pai,2010) (W orld Health Organization, 2011)

El cultivo de M . tuberculosis en medios so6lidos, seguido por una prueba de
susceptibilidad por el método de proporciones en medio LOwenstein-Jensen (LJ), tom a
alrededor de 90 dias. Este tiem po es am pliado por tramites adm inistrativos por lo que
este proceso no permite un tratamiento oportuno y se impide el proceso de interrupcién

de la cadena de transmisién.

Por otro lado, existen en la actualidad sistemas autom atizados o técnicas
moleculares disponibles, méas rapidos, pero lamentablemente méas costosas, por lo tanto

no viables en entornos de recursos econémicos limitados como Bolivia.

La OM S recomienda trabajar en el desarrollo y posterior aplicacién de pruebas
de diagndsticorapido especialmente para la determinacion de la susceptibilidad a RIF e
INH yaque estos constituyenel eje del tratamiento antituberculosis,en regiones con alto

riesgo de TB-M DR, sobre todo en las regiones con alta carga de VIH.

3. JUSTIFICACION

El diagnéstico de la tuberculosis resistente es eminentemente de laboratorio. Un
diagndstico definitivo de TB-M DR actualmente, requiere que el M. tuberculosis sea
aislado en un cultivo (sé6lido o liquido), identificado y sometido a una prueba de

susceptibilidad indirecta.

Es crucial que un paciente con TB-M DR cuente con un diagnoéstico rapido vy
apropiado ya que estos pacientes en com paracién de los casos de TB sensible requieren

de un régimen terapéutico mas prolongado hasta 18-24 meses, con farmacos



antituberculososde segunda linea que son menos eficacesy con efectos secundarios m 4as
graves. La curacién de TB-M DR solo se consigue en el 50-60% de los casos. (M artin,

2009)

Es importante una pronta identificacion laboratorial de TB-M DR para dar al
paciente el esquem a de tratamiento masapropiado, minimizarlos efectos secundarios de
los medicamentos y minimizaroromper lacadena de transmision. La ampliacién de la
capacidad para diagnosticar la TB y especialmente la TB-M DR es prioridad mundial

para el control de esta infeccidn.

Debido a que existen muchos factores que ocasionan un gran retraso en la
obtencion de los resultados, generando una pérdida tanto de tiempo como de recursos,
surge la necesidad de incorporar métodos accesibles tanto técnicamente como de bajo

costo para el diagndéstico preciso y rapido de la TB-M DR.

El ensayo M ODS nos proporciona una alternativa para el diagnéstico de TB -
M DR, ya que el mismo constituye una prueba accesible, que nos perm ite diagnosticar,
en un tiempo promedio de diez a trece dias, la presencia del bacilo tuberculoso en
muestras de esputo y simultdneamente determinar la susceptibilidad a RIF e INH en

cultivo liquido convencional adecuado.

En los paises con alta prevalencia de Tuberculosis con baciloscopia negativa, la
alta sensibilidad de M ODS vy la disponibilidad rapida y simultanea de los resultados de
sensibilidad a los medicamentos pueden ayudar a aumentar la proporcién de pacientes
confirmados microbiol6gicamente y con ello reducir el nimero de casos tratados

em piricamente.

Al obtener resultados positivos en este estudio, este método podria ser
incorporado como uno de los métodos diagnésticos de rutina para la deteccién de M.
tuberculosis drogo resistente y asi favorecer a los pacientes que presentan esta

enfermedad, otorgandoles el tratamiento adecuado en un menor tiempo de espera



diagndstica, minimizando de esta manera la transmisién de TB y TB-M DR, teniendo

como resultado la disminucién de la prevalencia de esta enfermedad en nuestro pais.

Por lasconsideraciones anteriores,una de las premisas a nivel mundial es buscar
nuevos procedimientos que nos ayuden a acortar el tiempo de obtencién de un

diagndstico y pruebas de susceptibilidad certeras al alcance de los pacientes.

4. HIPOTESIS
El ensayo M ODS es un m¢étodo valido y aplicable, que permite la detecci6n de
casos de M . tuberculosis multidrogorresistente de manera equivalente a los métodos

microbiolégicos de referencia, disminuyendo el tiempo y el costo del diagnéstico.

5. OBJETIVOS

a. OBJETIVO GENERAL
Evaluarel M étodo de Susceptibilidad a FArmacos por Observacién M icroscdpica
(M ODS) para la deteccion de tuberculosis multidrogorresistente en pacientes con

tuberculosis pulmonar en la ciudad de La Paz.

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Analizar las caracteristicas de los perfiles de resistencia antibi6ticas de M.

tuberculosis obtenidos por métodos diagnésticos de referencia.
. Evaluar la concordancia del método M ODS con el método de las proporciones.
. Estimar los valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos del
M ODS frente al método de las proporciones.
. Comparar el tiempo transcurrido hasta la obtenciéon de los resultados por ambos

métodos.



6. ANTECEDENTES

M . tuberculosis se ha visto involucrado en la expresién de resistencias a
diferentes farmacos, su resistencia es conocida desde los inicios del tratamiento con
estreptomicina (SM ) que fue el primer farmaco utilizado en la década de 1940s. Este
fenédmeno fue el que originé la necesidad de disefiar regimenes combinados de drogas.

(Iseman, 2007)

En 1952 fue sintetizada la INH a partir de la nicotinamida y de la
tiosemicarbazona, mostrando ser mas potente que la SM . También se demostré la
actividad sinérgica esterilizante de pirazinamida (PZA),y mas tarde se introdujo la RIF
a partir de la rifamicina B aislada del Streptomyces mediterranei, para mejorar los

regimenes de tratamiento. (Cardoso Ledo & Portaels, 2007)

A medida que se buscaban los mejoresregimenes para el tratamiento de la TB se
reportaba un creciente numero de casos resistentes a drogas, principalmente como
resultado de esquem as de tratam iento inadecuados y la no adherencia a los esquem as de

tratamiento. (Gandhi, y otros, 2010)

A partirde 1985 aparecen en algunos paises,incluso desarrollados, pacientes que
no responden de forma adecuada al tratamiento convencional de la TB y brotes
epidémicosen Nueva York, Miamiy Buenos Aires en los primeros afios de la década de
1990s. Se descubre que estos pacientes presentan formas de la enfermedad debidas a
cepasde M .tuberculosismultidrogorresistentes, definiéndolas como aquellas cepas que
son resistentes tanto a INH como a RIF. La curacién de la TB-M DR solo se consigue en

el 50% -60% de los casos. (Centers for Disease Control and Prevention, 2006)

En 1993 la Organizaciéon Mundial de la Salud (OM S) declara ala TB como una
emergencia de salud publica mundial para frenar la extension de la TB-M DR. Se ponen
en marcha medidas de control de esta enfermedad por parte de diversos organismos
nacionales e internacionales, uno de ellos Socios en Salud, sucursal Perd en 1996, en

convenio con el Programa Nacional de Control de la TB del M inisterio de Salud, inicié¢



el tratamiento integralde los casosde TB-M DR en Lima-Perd bajoel modelo basado en
lacomunidad que posteriormente fue adoptado y aplicado por otros paises.La incidencia
de TB disminuye en todo el mundo desde el afio 2003, sin em bargo aparecen formas de

tuberculosis altamente resistentes. (W orld Health Organization, 2007)

En el afio 2006, el Centro de Control de Enfermedades (CDC) de Estados
Unidos, la OM S y la Uni6n Internacional contra la Tuberculosis y Enfermedades del
Pulmén (IUATLD) publican los resultados obtenidos por 25 laboratorios de referencia
distribuidos por todo el mundo que indican que el 20% de M . tuberculosis aislados eran
M DR y que el 2% eran tam biénresistentesa farmacos de segunda linea: estas form as se
denominaron TB de resistencia expandida o extremadamente resistentes (XDR-TB).

(W orld Heath Organization, 2008)

La detecciéon de la resistencia a los farmacos se ha realizado en el pasado por los
Ilamados "m étodos convencionales", basados en la deteccién del crecimiento de M.
tuberculosisen presenciade antibiéticos: el método de las proporciones, el método de la

relacion de resistencia y el método de la concentraci6n absoluta.

ElI M étodo de las Proporciones o M étodo Proporcional de Canetti fue descrito en

1963 por Canetti et al., sigue siendo en la actualidad la prueba de referencia (método de

oro) recomendado por la OM S para monitorearla quimioterapiade la TB. (Canetti, Rist,

& Grosset, 1963)

Los métodos de cultivo en medio liquido semiautom atizados fueron
desarrollados en los 1980°s, dentro de éstos, el BACTEC TB-460, método radiom étrico
de alta confiabilidad, fue considerado durante dos décadas como el estandar de oro en

los paises de altos ingresos. (Deland & W agner, 1969)

En la Gltimadécada tratando de mejorar el diagndstico de TB drogo resistente se
han desarrollado diferentes métodos de susceptibilidad a drogas para M . tuberculosis,

qgue ya se han probado en aislamientos de cultivo y directamente en muestras de esputo



clinicas: M étodos basados en fagos, métodos colorim étricos, método de agar en capa
fina y el ensayo de la susceptibilidad a las drogas en caldo mediante observacidn

microscéopica (M ODS).

El método M ODS fue desarrollado y estandarizado en Perd, se creé en la
Universidad Peruana Cayetano Heredia por Luz Caviedesy Robert Gilman (Caviedes,y
otros, 2000). Desde su creaci6n, se han publicado en el mundo estudios acerca de su
desem pefio y aplicabilidad; en un estudio realizado por David Moore y col. se
utilizaron dos métodos de referencia para evaluar M ODS. En comparacién con el
m étodo de las proporciones y el sistema M BBacT, M ODS obtuvo una concordancia del
100% para RIF, 97% para INH, 99% para INH y RIF (MDR), 95% para etambutol
(EMB) y 92% para SM . EIl tiempo medio de los resultados de las pruebas de
susceptibilidad fue de 68 dias, 22 dias y 7 dias, respectivamente. (David A.J. Moore,

2006)

En el meta-analisis de M inion y col. de nueve estudios sobre la eficacia de
M ODS,en el diagndéstico de resistencia a RIF, se estimd una sensibilidad agrupada
de 98,0% y una especificidad agrupada de 99,4% , y con la INH fue 97,7% de
sensibilidad y 95,8% en especificidad, asimismo estim 6 el tiempo promedio de

respuesta en 9,9 dias. (M inion, Leung, Menzies, & Pai, 2010)

El meta-andalisisde pruebas directasy com binadas (directa e indirecta) de M ODS
realizado por la OM S indica que el método es 98% sensible y 99% especifico para la
deteccidon de la resistenciaa RIFy 91% sensible para laresistencia a INH (W orld Health
Organization, 2010). La capacidad de realizar las PSF en M ODS, directamente en
muestras de esputo en un corto plazo de tiempo y el bajo costo de los reactivos son

ventajas de esta técnica (Coronel, Roper, & Caviedes, 2010).

Actualmente,se observasu creciente utilizacién a nivel mundial, debido a que es
una técnica innovadora y Ilama la atencién el hecho de que esta libre de patente, por lo

que su reproduccién es libre, adem s cuenta con el respaldo de la OM S, que ha



designado a M ODS el estandar de oro para el diagndstico rapido de TB/TB M DR

(W orld Health Organization,2010). Algunos paisesdel hemisferioyala tienen dentro de

sus guias clinicas y otros van generando la evidencia necesaria para ello.

7. MARCO TEORICO

a. ASPECTOS GENERALES DE Mycobacterium tuberculosis

El M. tuberculosis pertenece a la familia M ycobacteriaceae, junto con M . bovis,
M .microti y M .africanum constituyen el “complejo M. tuberculosis”. Este patdégeno
bacteriano fue descrito por primera vez en 1882 por Robert Koch, razén por la cual
tam bién se conoce como “bacilo de Koch”. Tiene forma bacilar, de longitud de 2 a 4
micrasy didmetro 0,2 a 0,5 micras.Su pared celularestd com puesta por lipidos (m &s del
60,0% ), glicolipidos y proteinas. La presencia de acidos mico6licos son tipicos de este
bacilo dacido alcohol resistente (BAAR). Estos gérmenesson no esporulados,no moviles,

aerobios estrictosy de replicaciénbinaria cada 18 a 20 horas. (Koneman & W inn, 2008)

El M. tuberculosis es causante de la tuberculosis que es una enfermedad
infecciosa,transmisible,curable,usualmente crénica, de presentacién clinica variable, vy
con amplia distribucién mundial. Puede com prom eter practicamente todos los érganos,
pero los pulmones son generalmente los mas comudnmente afectados. (Torres & Varén,

2010)

b. ESTRUCTURA DE Mycobacterium tuberculosis

Las bacterias se clasifican en el género Mycobacterium en funcién de: 1) su
capacidad de acidorresistencia; 2) la presencia de 4cidos micélicos con 60 a 90 4tom os
de carbono que se escinden por pirrélisis en esteres metilo de 4cidos grasos de C22 vy
C26, y 3) un elevado contenido (61% -71% ) de guanina + citosina (G+C) en su acido

desoxirribonucleico (ADN). (Murray & Rosenthal, 2007)

Las micobacteriasposeenuna pared celular complejay rica en lipidos (figura 1).

Esta pared celular es la responsable de muchas de las propiedades caracteristicas de las



bacterias, como su acidorresistencia, crecimiento lento, resistencia a detergentes,
resistencia a los antibidticos antibacterianos frecuentes, antigenicidad y formacién de

agregados. (Murray & Rosenthal, 2007)

Las micobacterias cuentan con abundantes lipidos; incluyen acidos micé6licos,
ceras y fosfatidos. En la célula, los lipidos en gran medida estdn unidas a proteinas y
polisacaridos. EIl dipéptidomuram il (procedente de peptidoglicanos) forma complejos
con el d4cido micdlico y puede generar la formacién de granulomas; los fosfolipidos

inducen necrosis caseosa. (Brooks, Carroll, & Butel, 2011)

Enla membranaplasmatica se anclan proteinas, mano6sido de fosfatidilinositol y
lipoarabinomanano (LAM ), que presenta una relacién funcional con los liposacaridos O
antigénicos presentes en otras bacterias. La capa de peptidoglucano forma el esqueleto
béasico al que se unen los arabinogalactanos, unos polisacaridos ramificados formados
por D-arabinosay D-galactosa.El residuo terminal de D-arabinosa se esterifica para dar
lugar a 4cidos micdlicos hidrofébicos de alto peso molecular a los que se anclan

moléculas de glucolipidos de superficie.

A lo largo de las capas de la pared celular se intercalan proteinas transportadoras
y porinas,las cuales constituyenel 15% del peso de la misma. Las proteinas constituyen
antigenos importantesanivel biolégicoya que estimulanlarespuestainmunitariacelular
del paciente frente a la infeccidon. Se usan preparaciones parcialmente purificadas de
estos derivados proteicos (derivados proteicos purificados o PPD) como pruebas de
reactividad cutdnea para determinar la exposicién a M. tuberculosis. (Murray &

Rosenthal, 2007)



lustracion

Estructura de la pared celular micobacteriana

Consta de (A) membrana plasmica, (B) peptidoglucano, (C) arabinogalactano, (D)

lipoarabinomanano con cabeza de manosa, (E) proteinas asociadas a la membrana plasmdaticay a
la pared celular, (F) d&cidos micélicos y (G) moléculas de glucolipidos de superficie asociados a
los &cidos micélicos.

Fuente: M odificado de Karakousis et al: CellMicrobiol6:105-116, 2004.

c. PATOGENIA EINMUNIDAD

i. TRANSMISION

El contagio se produce habitualmente por via aer6gena a partir de pacientes

baciliferos con lesiones pulmonares «abiertas», es decir, conectadas con el exterior por

un bronquio de drenaje. Al toser se generan aerosoles de pequefias particulas liquidas



(gotas de Fligge), en cuyo interior se encierran uno o dos bacilos; al evaporarse queda
tan s6lo el ntcleo de bacilos que permanece flotando en el medio ambiente y se desplaza
con las corrientes de aire pudiendo ser aspirado por otras personas. (Murillo Godinez,

2009)

Las particulasde tam afio superiora 10 pm quedan retenidasen la barrera mucosa
de las vias respiratoriassuperioresy son eliminadasporel sistemadefensivo mucociliar,
pero las de menor tamafio (entre 1 y 5 pm) tienen la capacidad de llegar hasta los

alvéolos y desencadenan la primoinfeccién (Lozano, 2002).

En la mayoria de las ocasiones, los escasos bacilos que lIlegan hasta los alvéolos
son fagocitados y destruidos por los macr6fagos. S6lo un pequefio porcentaje de las
personas infectadas (aproximadamente, el 10% ) Illegard a desarrollar la enfermedad; la
m itad de ellos tem pranamente, a los pocos meses de la infecci6on, mientras que el otro
5% necesitarda de un largo intervalo (a veces, de varias décadas) para que se produzca la
reactivacion endégena de lesiones aparentemente curadas que albergan en su interior

micobacterias en condiciones metabdlicas adversas pero potencialmente viables.

ii. MECANISM O DE INFECCION
La patogenicidad de M . tuberculosis estd en relacién con su capacidad para
escapar a la destruccidén inducida por los macr6fagos y para provocar hipersensibilidad

de tipo retardado.

EI M . tuberculosisreside en fagosom as,que no son acidificadosen lisosomas. La
inhibicion de la acidificacién se ha asociado a laureasa secretada por las micobacteriasy
a la captacion de éstas por receptores del complemento o de manosa mas que por

receptores Fc.

Estudios clasicos en anim ales sugieren que hay cuatro etapas de la infeccién. La
primera fase es el contacto con los macré6fagos en la que algunos de los organismos son

destruidos y algunos son capaces de continuar multiplicAndose. Las micobacterias



patégenas son capaces de sobrevivir y multiplicarse dentro de los macr6fagos, ya que
inhiben la acidificacion del fagolisosom aestabilizando aun pH de 6.2 a 6.3 y se retienen
dentro de la via de reciclado endosom al, dado el acceso del organismo a los nutrientes

esenciales tales como el hierro. (Kaufmann, 2001)

El factor corddén se cree que desem pefia un papel importante en la prevencion de
la acidificacion, es un glucolipido de superficie que hace que este agente crezca in vitro
en cordones con configuraciéon de serpentina, las cepas virulentas presentan el factor
cordon en su superficie. Los fagosomas tampoco logran fusionarse con los lisosom as,

aunque si adquieren algunas proteinas lisosom ales. (Russell, 2001)

Durante la segunda etapa, los monocitos de sangre y otras células inmunes son
atraidos al sitio de la infeccién. Los monocitos se diferencian en macréfagos, que son
incapaces de matar a las micobacterias. Esta a s6lo un par de semanas m as tarde, la
tercera etapa, cuando la afluencia de células T antigeno especificas, controla la
m ultiplicacionde micobacterias.Esto sucede debido a la secreciénde IFN -y que activa
los macr6fagos y libera el bloque de maduraciéon fagosom al (Russell, 2001). La manera
eficiente de matar a las micobacterias depende del 6xido nitrico producido por la 6xido
nitrico sintasa y por otros radicales relacionados (Kaufmann, 2001). Este proceso se ve
favorecido por la acidificacion de la vacuola que contiene micobacterias, la cual ahora
puede darse debido a que el bloque estd ahora levantado. La Gltima etapa de infeccién
puede permanecer latente o, alternativamente,si las células inmunes no logran controlar
la multiplicaciéon de las bacterias se produce difusiéon y se desarrolla la enfermedad

activa. (Gillespie & Hawkey, 2006)

Los macr6fagos infectados producen grandes cantidades de mediadores
proinflam atorios tales como TNF- a, IFN- y, IL- 6, IL- 1B e IL- 12. Una gama de
citocinas antiinflam atorias se producen incluyendo IL- 4, el TGF- Be IL- 10. EI
equilibrio entre citocinas proinflam atorias y antiinflam atorias define la expresién de la

tuberculosis. La liberacion incontrolada de citoquinas es responsable de muchos de los



sintomas y signos de la tuberculosis, como la fiebre y la emaciacion. (Gillespie &

Hawkey, 2006)

iii. TUBERCULOSIS PRIMARIA O PRIMO-INFECCION
La fase primaria de infeccién se inicia con la inhalacién de las micobacterias y
termina con la aparicién de una respuesta inmunitaria de células T, que induce una

hipersensibilidad frente a los microorganismos (Cotran, Kumar, & Collins, 2000).

Los bacilos incluidos en los ntcleos de las gotitas de Pfligge superan los
mecanismos de defensa bronco-pulmonares, llegan a los alvéolos y se depositan
generalmenteen loslébulos inferiores, en general en aquellos ubicados inmediatamente
por debajo de la pleura. Esta invasion desencadena una reacci6n inespecifica de tipo
exudativo; los macr6fagos eliminan un determinado nimero de micobacterias y si la
invasion no ha sido masiva, muchas veces no se pasa esta fase local. Por otro lado, la
progresion a su vez puede hacerse hacia la necrosis del tejido invadido, o, mas
comunmente, a la formacién de una lesiéon histolégica producida por activacién de
células T, estimulaciéon y transformacién de un gran nimero de macr6fagos en células
que estadn altamente especializadas en la lucha contra las micobacterias (células
epitelialesy gigantes de Langhans) que se sitlan concéntricamente pararodear e intentar
destruir a los bacilos intrusos dando lugar al caracteristico granuloma tuberculoso:
tubérculo que da nombre a la enfermedad. Este granuloma tiene a su vez dos

posibilidades evolutivas: la cicatrizacién o la progresién. (Lozano, 2002)

La cicatrizacion puede hacerse por formacion de tejido fibroso a la cual puede
agregarse la calcificacién. Durante esta primera etapa, la multiplicacién de los bacilos
tuberculosos se efectla sin mayor interferencia de los mecanismos defensivos del
organismo del huésped. Es asi que desde el foco inicial sub-pleural son transportados
por los vasos linfaticos pulmonares a los ganglios ubicados en el hilio pulmonar vy el
m ediastino; estos ganglios se agrandan produciendo adenomegalias hiliares vy

m ediastinales. (Rodriguez De M arco, 2004)



El foco inicial que com prende una lesi6on parenquim atosa sub-pleural, ganglios
linfaticosaumentadosde tamafio (adenitishiliares y/o mediastinales) y necrosis caseosa
que han servido de drenaje al foco parenquimatoso, conforman el Illamado complejo

primario o complejo de Ghon. (Cotran, Kumar, & Collins, 2000)

Al alcanzar los ganglios regionales, es habitual que se produzcan pequefias
diseminaciones bacilares por via hematégena a los segmentos apicales pulmonares,
rifones, higado y huesos, que por lo general suelen controlarse localmente (Lozano,

2002).

Laevoluciony eldestino de esta primoinfecciéonson variablespero enla mayoria
de los casos los pacientes no presentan sintomas y las lesiones evolucionan hacia la

fibrosis y calcificacion (Cotran, Kumar, & Collins, 2000).

El 5% de los individuos infectados por TB tienen inmunocompromiso y la
enfermedad activa se desarrolla clinicamente un afio después de la infeccién, lo que se
denomina como infecci6on progresiva primaria (Judrez Beltran, Zaragoza Velasco, &

Criales Cortés, 2009).

iv. TUBERCULOSIS POSTPRIMARIA O REACTIVACION DE
LA TB
La tuberculosis posprimaria, también denominada secundaria o tuberculosis de
tipo adulto, es la forma clinicorradiografica mas frecuente, aunque en general el
individuo no tiene constancia de la primoinfecciéon previa por haber sido ésta

asintom atica o poco aparente.

En algunos casos, sobre todo en los paisescon alta prevalenciade tuberculosis, la
tuberculosis posprimaria se debe a una reinfeccién exé6gena pese al relativo grado de
inmunidad del sujeto infectado. No obstante, lo mas comdn es la reinfecci6on enddégena
por micobacteriaslatentes capaces de resistir ocultas en el interior de algunas células, o

en pequefios focos caseosos en condiciones metabdlicas adversas en un continuo



equilibrio con las defensas organicas, que se rompe tras muchos afios por alteraciones,
transitorias o persistentes, de la inmunidad.

La TB primaria se autolimita, mientras que la reactivacién es progresiva y se
caracteriza por la presencia caseosa y cavitacion en 20 a 45% de los pacientes, lo que
resultaen diseminaciéonhematégenade la enfermedad por todo el organismo,y a las vias
respiratorias liberando micobacteriasinfecciosasen aerosoles. (Judrez Beltrdn, Zaragoza

Velasco, & Criales Cortés, 2009)

d. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE LA TUBERCULOSIS

M ULTIDROGORRESISTENTE

i. ANIVEL MUNDIAL
En el reporte de la resistencia global a farm acos antituberculosos de la OM S en
el 2012 se estimé 450.000 casos de TB-M DR, de los cuales el nitmero estimado de
muertes es de 170.000 y se estima 310.000 casos de TB-M DR entre los casos de

tuberculosis pulmonar notificados. (W orld Health Organization, 2014)

ii. ANIVEL DE LAS AMERICAS

De acuerdo a estimaciones de la OM S, en la Regidéon de las Am éricas hubo 7.000
casos de TB-M DR en 2012, es decir 2.2% del total de casos de todo el mundo. 90% de
los casos estimados y notificados se encontraban en 12 paises de precedencia. 2.967
casos fueron notificados, menos que el affo 2011 debido a dificultades en la vigilancia
y/o elreporte. 98 casosde TB-XDR fueron notificadosen 11 paisescon laboratorios que
desarrollan PSF. Las PSF estan incrementandose en su desempefio pero para el 2012
esta todavia lejos de las metas de desem pefio en 100% de los casos con retratamiento y

20% en los casos nuevos.

Segun estimaciones acerca del tratamiento de TB-M DR, el 92% de los casos
comenzaron tratamiento con fadrmacos de segunda linea. M as del 92% de los casos
estaban en 12 paises de precedencia. La tasa de éxito en el tratamiento se ha

incrementado debido a la reduccién de los casos no evaluados.



Tabla

NUmero de casos estimados y reportados de TB-MDR en ciudades de las

Américas 2012.

Ne COUNTRY e"’t;’;f;e‘i reported 2012 % °
1| PERU 2200 1225| 56
2 | BRAZIL 1700 684 | 40
3| MEXICO 480 14| 24
4| HAITI 390 81| 21
5 | ECUADOR 380 223| 59
6 | ARGENTINA 340 63| 19
7 | DOMINICAN REPUBLIC 330 92| 28
8 | COLOMBIA 310 105| 34
9| BOLIVIA 150 117| 78
10 | GUATEMALA 140 69| 49
11 | VENEZUELA 100 21| 21
12 | HONDURAS 71 6| 8

(* )% de casos diagnosticados sobre el totalde casos estimados

Fuente: TB Regional Report, 2013

iii. ANIVEL DE BOLIVIA
En base al diagnéstico desarrollado en el laboratorio de referencia de
Tuberculosis (INLASA) durante las gestiones 2012, 2013 y 2014 se diagnosticaron en

Bolivia un total de 72,52 y 62 casos de TB-M DR respectivamente.

De los 62 casos de TB-M DR en el afio 2014 el mayor nitmero de casos (48
casos) diagnosticados se concentran en dos departamentos: Santa Cruzy La Paz con 40

(64% ),y 8 (13% ) casos respectivamente.



e. TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS

La historia de la tuberculosis (TB) cambi6 dramaticamente después de la
introducciénde agentes antimicobacterianos.EIl tratamiento antituberculoso se inicié en
1944, cuando la estreptomicina (SM) y el adcido paraaminosalicilico (PAS) fueron
descubiertos. En 1950, se realizé el primer ensayo que compard la eficacia de SM y de
PAS tanto monoterapia como combinados. EIl estudio demostr6 que la terapia
combinada fue m as eficaz y resulté en el primer tratamiento antituberculoso a maltiples
farmacos, que consistia en un transcurso largo de ambos fadrmacos. En 1952, un tercer
farmaco, la isoniazida (INH), fue affladido a la com binacién anterior, lo que mejoré la
eficacia del tratamiento, pero que todavia tenia que ser administrado durante 18-24
meses.En 1960, el etambutol (EM B) sustituyoal PAS,y el transcurso del tratamiento se
redujo a 18 meses. En los afios 70, con la introduccién de la rifampicina (RIF) en la
combinacién, el tratamiento se redujo a tan s6lo nueve meses. Finalmente, en 1980, la
pirazinamida (PZA) se introdujo en el tratamiento antituberculoso, el cual pudo

reducirse atn m as hasta sdlo seis meses.

Dos caracteristicas biolégicas explican por qué la terapia farmacolégica
combinada es mas eficaz en la curacién de la tuberculosis que la monoterapia. Una de
ellas es que el tratamiento de la tuberculosis activa con un solo tipo de farmaco resulta
en la seleccién de bacilos resistentes a los medicamentos y el fracaso para eliminar la
enfermedad.La otra es que las diferentespoblaciones de bacilos tuberculosos - cada una
de ellas con un patrén distinto de susceptibilidad a faAormacos antituberculosos - puede

coexistir en un paciente con tuberculosis. (Shamputa,y otros, 2006)

Poco después de la introduccion de los primeros farmacos antituberculosos, los
bacilos resistentesa los medicamentoscomenzarona surgir,pero el lanzamiento tanto de
la terapia combinada como de los medicamentos nuevos y méas eficaces parecia ser
suficiente paracontrolarla enfermedad. De hecho, se pensaba que la tuberculosis podria
ser erradicada a finales del siglo XX . Sin embargo, la tuberculosis inesperadam ente
volvié a surgir en los affios 80, y en los afios siguientes se produjo un aumento

importanteen la incidenciade lascepas poli-,multi-,y extensivamente drogo resistente.



Desde 1970, ningin nuevo farmaco ha sido descubierto para el tratamiento
antituberculoso, el cual parece insuficiente para hacer frente a la enfermedad.
Afortunadamente,los esfuerzos de investigacion han logrado el desarrollode una amplia

gama de nuevas moléculas con actividad antituberculosa prometedora.

En nuestros dias,debido a la reaparicionde la tuberculosis en todo el mundo y el
aumento de la incidencia de cepas multidrogorresistentes (M DR) y extensivamente
resistentes (XDR) de M. tuberculosis, se estdn investigando nuevos agentes anti-
micobacterianos, nuevos sistemas de liberacion de fadrmacos y nuevos regimenes de

tratamiento.

i. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD ACTIVA
La tuberculosis es una enfermedad curable si el tratamiento se realiza durante el
tiem po necesariocon latomade los fA&rmacosen nimero adecuado,de forma regulary a

las dosis correctas. (Centro Cochrane Iberoam ericano, 2009)

Con los esquemas de terapia actualmente disponibles se obtienen tasas de
curaciéon superiores al 95% con tasas de recaida a dos afios inferiores al 5% . Los
esquemas del Programa Nacional de Prevencién y Control de Tuberculosis son los
m ejores disponibles para la mayoria de los casos y deben seguirse para facilitar el

funcionamiento operativo del Program a.

La evidencia cientifica fundamenta el tratamiento de la tuberculosis en bases
bacteriolégicas, farmacol6gicas y operacionales, debiendo ser:

1. Asociado, utilizando minimo cuatro medicamentos antituberculosos para evitar
la selecciéon de resistencias. En casos de fracaso o mala respuesta, los nuevos
esquemas deben tener un minimo de 3 fAirmacos nuevos.

2. Prolongado,duranteun minimode 6 meses para lograr matar a todos los bacilos

en sus diferentes fases de crecimiento metabdlico. Se debe asegurar que el



paciente reciba al menos el 80% de las dosis. En la segunda fase se recomienda
sum inistrar los faArm acos tres veces por semana por 4 meses (18 semanas).

3. Supervisado, para garantizar la toma y cumplimiento del tratamiento hasta la
finalizacion y su condicion de curado (estrategia “DOTS”: Directly Observed
Therapy Strategy o “TAES”: Tratamiento Antituberculoso Estrictamente
Observado).

4. Controlado, con baciloscopias mensuales a partir del 2° mes de tratamiento.

5. En dosis kilogramo peso, para evitar sobre o sub dosificacion de los
medicamentos antituberculosos. (Tapia Sainz, Vidal Aranda, & Zaiduni Salazar,

2009) (Torres & Var6on, 2010)

El tratamiento oportuno tiene como objetivos:

. Curar al paciente con tuberculosis.

. Prevenir las muertes por tuberculosis o sus secuelas graves.

. Prevenir la selecci6on de bacilos resistentes a las drogas antituberculosas
(mediante DOT).

. Cortarlacadena de transmisionde laenfermedad. (Tapia Sainz, Vidal Aranda, &

Zaiduni Salazar, 2009)

ii. DEFINICION DE DOT

El tratamiento directamente observado (DOT) consiste en la observacion del
paciente al deglutir el medicamento, por un trabajador de salud. EIl supervisor de la
terapia de la salud puede ser un profesional de la salud o un miembro de la comunidad
supervisado. La OM S recomienda que todos los casos con esputos positivos deben
recibir tratamiento DOT. No se considera como DOT siun miembro de la familia sin
entrenamiento administraelmedicamento al paciente. Es muy importanteque cualquiera
que supervise el DOT este muy bien entrenado. La estrategia DOT es promovida
activamente por la OMS como un esfuerzo en controlar la incidencia global de
Tuberculosis. La estrategia puede producir un superior cumplimiento de la terapia en
comparacién con la terapia no supervisada y disminuir la recurrencia y la resistencia.

(Salazar Quirds & Sédenz Campos, 2005)



El tratamiento farmacolégico de la Tuberculosis sensible a las drogas considera
dos fases, am bas supervisadas:

a. PRIMERA FASE de inducci6n o bactericida: de adm inistracién diaria,
sirve para reducir rapidamente la poblacién bacilar de crecimiento vy
multiplicacion réapida (lograndose destruir al 90% de la poblacidn
bacteriana en los primeros 10 dias) y para prevenir la resistencia y con
ello el fracaso al tratamiento.

b. SEGUNDA FASE de mantenimiento o esterilizante: de adm inistracién
intermitente. En este momento la poblacién bacteriana se multiplica 1
vez por semana o menos frecuentemente, de manera que ya no requiere
tratamiento diario. Incluye menor nitmero de medicamentos, suficientes
para conseguir la eliminacién de los bacilos persistentes y evitar asi las

recaidas.

ili. SEGUIMIENTO DE LA TERAPIA
Se debe hacercon baciloscopiacada dos mesesy se debe contar con baciloscopia
negativa al sexto mes para declarar una curacién. Se deben solicitar pruebas de
susceptibilidad a farmacos antituberculosos de primera linea si la baciloscopia es
positiva al segundo mes. Usando el esquema convencional de 6 meses se habla de

curacioén cuando existe baciloscopia de esputo negativa al cuarto y al sexto mes.

Cuando la baciloscopia es positiva al segundo mes se deben solicitar pruebas de
susceptibilidady ajustar la terapia una vez se cuente con el resultado. Si la baciloscopia
es positiva al cuarto mes se deben solicitar pruebas de susceptibilidad y modificar la
terapia con las sospecha de TB-M DR (esquema categoria IV). Cuando la baciloscopia
persiste positiva al sexto mes se trata de un fracaso. Se habla de recaida cuando un
paciente que cumplié criterios de curacién bacteriolégica en cualquier esquema
reaparece sintom aticoy con bacteriologiapositiva (recaidao reactivacién).Este paciente

requiere pruebas de sensibilidad pero puede iniciar un esquema convencional mientras



se tienen los resultados de estas pruebas. (Organizacién Panamericana de la Salud ,

2010)

f. FARMACOS ANTITUBERCULOSOS Y SUINTERACCION

Los fdrmacos para el tratamiento de la tuberculosis suelen clasificarse como
farmacosde primeray segunda linea. Tradicionalmente, hay cinco farmacos de primera
linea: PZA, segunda linea de farmacos incluye los

INH, RIF, EMB, vy SM. La

aminoglucésidos kanamicina y amikacina, el polipéptido capreomicina, PAS,
cicloserina, las etionamida tioamidas y protionamida y varias fluoroquinolonas tales

como la moxifloxacina, levofloxacina y gatifloxacina.

Algunos reportes, incluyen a SM como farmaco de segunda linea, ya que su uso
ha disminuido en los Uultimos afios, debido a las altas tasas de resistencia, y también,
debido a que otros farmacos m as efectivosse han incorporado en el tratam ientocontra la
tuberculosis.Del mismo modo,los nuevos fAirmacos como la rifapentina derivados de la
rifamicina y rifabutina pueden considerarse entre los farmacos de primera linea.

Tabla

Clasificacion de los fArmacos antituberculosos.

Grupo Descripcion Droga Abreviatura
1 Orales de primeralinea Isoniazida H
Rifampicina R
Etambutol E
Pirazinamida z
Rifabutina R fb
2 Inyectables Amikacina A mk
(Agentesinyectables Al) Kanamicina K 'm
Capreomicina Cm
Estreptomicina S
3 Fluoroquinolonas (FQ) Levofloxacina L fx
M oxifloxacina M fx
Ofloxacina O fx
4 Orales de segunda linea Etionamida Eto
(Bacteriostaticos) Protionam ida Pto
Cicloserina Cs
Acido p-aminosalicilico PAS
5 Drogas de eficaciaincierta Clofazimine Cfz




Linezolid Lzd
A moxacilina/clavulanato Amx/Clv
Tioacetazona Thz
Claritromicina Clr
Imipinem Ipm

Fuente: Organization W orld Health, 2003

La mayoria de los programas de tuberculosis emplea cinco farmacos béasicos:

isoniazida, rifam picina, pirazinamida, etambutol y estreptomicina.

i. ESTRUCTURA, FARMACOCINETICA Y TOXICIDAD DE

LAS PRINCIPALES DROGAS ANTITUBERCULOSAS

1. ISONIAZIDA

a. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES GENERALES
LaINH esuna droga sintéticaintroducidaen la terapéuticaa partirde 1952, tiene
efecto bactericida contra los bacilos metabd6licamente activos y bacteriostdticos contra
los bacilos en reposo. La INH es activa contra M .tuberculosis, M. bovis y M. kansasii.

Las cepas de M. tuberculosis susceptibles muestran concentraciones minimas

inhibitorias (CM 1) de entre 0,02 y 0,2 mg/L.

Isoniazida (hidrazida del dcido
isonicotinico; C8H7N30, MW : 137.1) es
una de las drogas m s potentes contra la
TB. Es un polvo blanco cristalino soluble

en agua. Las soluciones pueden ser /

esterilizadas mediante autoclave.




b. FARMACOCINETICA

INH se absorbe facilmente en el tracto gastrointestinal (aunque la absorcién se
reduce por comida) o después de las inyecciones intramusculares. Las concentraciones
maximas de 3 - 8 mg/L aparecen en la sangre entre 1-2 horas después de la ingestiéon de
300 mg de INH. Se difunde en todos los tejidos corporales, incluyendo Iliquido
cefalorraquideo.La vida media en plasma varia de 1 a 6 horas. La INH se metaboliza en
el higado y en el intestino delgado: primero, un N -acetiltransferasa acetila a INH
produciendo acetilisoniazida; este producto se hidroliza a 4&cido isonicotinico y
monoacetil-hidrazida, y el Gltimo compuesto se acetila a diacetilhidrazina. Ninguno de
estos metabolitos derivado de INH tiene actividad antituberculosa. Dentro de la
poblacién, hay dos grupos de pacientes, en funcién de si INH se acetila lenta o
rapidam ente, una caracteristica que esta determinada genéticamente. Las
concentraciones de plasma de INH son maéas bajas en acetiladores rapidos que en
acetiladoreslentos, aunque esta diferencia no afecta a la eficacia del tratamiento. INH vy

sus metabolitos se excretan en la orina.

c. TOXICIDAD

INH es bien tolerado a las dosis recomendadas, aunque acetiladores lentos
pueden acumular concentraciones méas altas de INH y luego tener un mayor riesgo de
desarrollarefectosadversos. Entreel 10 % y el 20 % de los pacientes pueden desarrollar
aumentos transitorios de las enzimas hepdaticas al principio del tratamiento, y en
ocasiones desarrollar dafio hepatico. En estos casos, la adm inistracién de INH debe ser
detenido. La funcion hepdatica debe monitorearse antes y durante el tratamiento,
especialmenteen aquellos pacientes con antecedentes de disfuncién hepdatica o renal, en
los que las dosis de INH deben reducirse para evitar dafios mayores. Son menos
frecuentes los efectos adversos neurolégicos o hematolégicos y reacciones de
hipersensibilidad.Se recomienda una dosis diaria de 10 m g de clorhidrato de piridoxina
para reducir la neurotoxicidad y para tratar los efectos adversos causados. (Palomino,

Cardoso Leao, & Ritacco, 2007)



2. RIFAMPICINA

a. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES GENERALES

La rifam picina, a menudo Ilam ada

rifampin, (5,6,9,17,19,21 - hexahidroxi -

23 - metoxi 2,4,12,16,18,20,22 -
heptametil - 8 - [ N - (4 - metil -1 -
piperazinil ) formimidoil ] -2,7 - (

epoxypentadeca [1,11,13 ] trienimino ) -
nafto [2,1 - b] furan - 1 , 11 ( 2H ) -
dione21 - etilo ; C43H58N4012 ; MW

822.9 ) es un polvo cristalino de color

marrén rojizo poco soluble en agua; se

OA_& oH k/ !
o e

disuelve en alcohol metilico y se puede
almacenar a tem peratura ambiente

protegido de la luz.

La RIF es un derivado semisintético de la rifamicina B, es una droga de am plio
espectro que fue introducida en el affio 1967. Es bactericida contra micobacterias en
divisiony tam bién tiene alguna actividad contra los bacilos que no se dividen. Las cepas
de M . tuberculosisson normalmente susceptibles a 0,1-2 mg/L.La introduccién de RIF,
permite la reduccién de la duraci6n de los tratam ientos antituberculosos estandar de un
affio a nueve meses. Esto fue mas tarde reducido a seis meses después de la

incorporacion de PZA .

b. FARMACOCINETICA
Este farm aco se absorbe facilmenteen el tracto gastrointestinal (la comida puede
retardar o disminuir la absorcién de RIF); dentro de 2 a 4 horas después de la ingestién
de una dosis de 600 mg, las concentraciones plasm aticas maximas pueden llegar a 7-10

mg/L. También se puede administrar por via intravenosa. En la sangre, RIF se une a




proteinas plasm aticas y se distribuye en los tejidos y fluidos corporales, incluyendo
liguido cefalorraquideoy laleche materna,y atraviesala placenta. La vida media de RIF
varia de 2 a 5 horas. La RIF se metaboliza en el higado y se excreta en la bilis, heces y

orina.

c. TOXICIDAD

La RIF es bien tolerada, aunque pueden presentarse efectos adversos durante la
terapia intermitente o al reiniciar un tratamiento interrumpido. Los efectos adversos
incluyen diversas alteraciones en el tracto gastrointestinal, la piel, los riffiones y el
sistema nervioso. También puede producir trombocitopenia. La RIF causara una
coloraciénrojo - naranja de fluidos corporales tales com o orina, ldgrim as, saliva, sudor,
esputoy heces; podria dar lugar a la coloraciéon de lentes de contacto blandas. Ya que se
m etabolizaen el higado, las funciones hepaticas deben ser controladas antes de iniciar el
tratam iento y un seguimiento regular hasta que termine el tratamiento. Se debe tener
especial cuidado en pacientes con enfermedades hepaticas preexistentes. Un aumento
moderado de la fosfatasa alcalina puede observarse. (Palomino, Cardoso Leao, &

Ritacco, 2007)

3. PIRAZINAMIDA

a. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES GENERALES

Pirazinamida (amida de 4cido pirazinoico,

O
|

C5H5N30; MW: 123.1) es un polvo N C—NH2

blanco cristalino, soluble en agua. /

AN

N

La PZA es un farmaco bactericida activa solo contra M. tuberculosis, que no
tiene actividad in vitro frente a otras micobacteriaso cualquierotro microorganismo.Las
cepas sensibles tienen CIM s de 20 mg/L a pH 5,6. Es activo frente a bacilos persistentes

y no en divisiéon, incluso en contra de los que residen de forma intracelular, siendo casi




inactiva a pH neutro. La Introducci6n de la PZA en los regimenes de tratamiento de la

tuberculosis permite la reduccién de la duracién de dichos regimenes a seis meses.

b. FARMACOCINETICA
La PZA se administra por via oral, y se absorbe facilmente en el tracto
gastrointestinal. Las concentraciones séricas alcanzan un nivel pico de alrededor de 66
mg/L dos horas después de la adm inistraciéon de una dosis de 3g. Se distribuye en todos
los tejidosy fluidoscorporales,incluyendo el liquido cefalorraquideoy laleche materna.
La vida media de la PZA es de aproximadamente 9-10 horas. La PZA se hidroliza en el
higado, se convierte en acido pirazinoico, que es luego hidroxilado y finalmente se

excreta en la orina.

c. TOXICIDAD

La PZA es hepatotéxica de una manera dependiente de la dosis. Después de una
dosis diaria de 3 g de PZA ,el 15 % de los pacientes pueden desarrollar alteraciones del
higado, como ser aumentos transitorios de las enzimas hepaticas, hepatomegalia,
esplenomegalia e ictericia. La hepatitis se ha reportado en menos del 3% de los casos.
Puede producir hiperuricemia, que conduce a los ataques de gota. Ademas, esta
contraindicada en pacientes con dafio hepéatico y es aconsejable realizar pruebas de
funcién hepatica antes y periédicamente durante el tratamiento. Tampoco debe
administrarse a pacientes que tienen antecedentes de gota o hiperuricemia. (Palomino,

Cardoso Leao, & Ritacco, 2007)

4. ETAMBUTOL

a. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES GENERALES

Etambutol (N, N' - etilenbis (2 - H

. S CH,CH
aminobutan -1-0l) dihidrocloruro; HN/\/ 2 3
C,oH,,N,0,, 2HCI; MW : 277.2) Es un =
polvo blanco cristalino soluble en agua B OH
y alcohol que deben ser almacenado /\/ OH
preservado del aire. CH,CH;




El EMB es un derivado de la etilendiamina, activo solamente contra
micobacterias en divisiéon, siendo bacteriostatica. Desde que el EM B afecta a la
biosintesis de la pared celular, se ha sugerido que contribuye a aumentar la

susceptibilidad de M . tuberculosis a otras drogas.

b. FARMACOCINETICA

EI EMB se administra por via oral, ya que se absorbe bien en el tracto
gastrointestinal(y no es afectado significativamente porlos alimentos),aunque una parte
es excretada en las heces. Después de la absorciéon, se distribuye en la mayoria de los
tejidos y se difunde en la leche materna y liquido cefalorraquideo; también atraviesa la
placenta. Después de una dosis de 25 mg/kg de peso corporal se alcanza una
concentracion maxima de 5 mg/L en suero después de 4 horas. La vida media es de
aproximadamente 3 a 4 horas. Solo una fraccion de EM B se metaboliza en el higado; el

farmaco inalterado y sus metabolitos se excretan en la orina.

c. TOXICIDAD

EI EM B produce la neuritis retrobulbar con una reduccién de la agudeza visual,
la constriccion del campo visual, escotoma central o periférico, y la ceguera de color
rojo - verde (Fraunfelder, 2006). Esto puede afectar a uno o ambos ojos. La gravedad de
estos efectos depende de la dosis y la duraciéon del tratamiento. En general, la vision
normal se recupera un par de semanas después del final del tratamiento, aunque en
algunos casos, esta recuperacién puede no ocurrir hasta algunos meses después de la
finalizaciéon del tratamiento. En consecuencia, el EM B estd contraindicado en pacientes
con neuritis 6ptica, y se debe wutilizar con precaucién en pacientes con trastornos
visuales. Son recomendables los exdamenes 6pticos antes y durante el tratamiento. E|I
EM B no se suele adm inistrara nifios menores de seis afios de edad debido a la dificultad

en elcontrol de laagudeza visual,a menos que se sospeche alta resistencia a INH o RIF.




Otros efectos

adversos

incluyen

una

reducciéon de

la excreciéon de urato (que

produce gota), trastornos gastrointestinales y reacciones cutdneas de hipersensibilidad.

(Palomino, Cardoso Leao, & Ritacco, 2007)

5. ESTREPTOMICINA

PIEDADES GENERALES

a. ESTRUCTURA Y PRO

Estreptomicina (O- 2 - desoxi - 2 -
m etilamino - a - L - glucopiranosil - (1-2
) - O-5 - desoxi - 3 - C - formil - a -
Lyxofuranosyl - ( 1-4 ) - N , - N -

diamidino - D- streptamine ; C,,H;,N,0,,

;MW 581.6). Es un polvo cristalino de

color blanco, muy higroscépico y soluble

en agua que debe ser almacenado en

recipientes herm éticos.

NH
NH
HN NH,
HoN NH
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HO
OH
HO O |
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La SM, un antibidotico producido por algunas cepas de Streptomyces griseus, fue

el primer fadrmaco con actividad antituberculosa descubierto. Fue introducida en 1944

para

el tratamiento

de la TB.

La

mayoria

susceptibles a 1-8 mg/L de estreptomicina.

de las

cepas de M . tuberculosis son




b. FARMACOCINETICA

LaSM,como la mayoria de los aminoglucésidos, no se absorbe bien en el tracto
gastrointestinal, y por lo tanto debe ser administrada por inyecci6n intramuscular.
Debido a la toxicidad de la SM y la introduccién de otros farmacos que pueden ser
adm inistrados por via oral para el tratamiento de la tuberculosis, el uso de SM ha
disminuido, descendido al tratamiento de infecciones causadas por cepas resistentes a
los farm acos. Dos horas después de una inyeccién de 1g de SM , los niveles del farm aco
en sangre pueden alcanzar hasta 50 mg/L, donde un tercio de la misma circula unida a
proteinas plasm 4ticas. La vida media para la SM es de aproximadamente 2,5 horas.

La SM vy otros aminoglucésidos se difunden bien en la mayoria de los fluidos
extracelulares,tal vez con la excepciéon del liguido cefalorraquideo. Se difunde bastante
facil en la perilinfa del oido interno, causando efectos ototéxicos. Los aminoglucésidos
tam bién tienden a acumularse en tejidos especificos del cuerpo, como los rifiones. La

estreptom icina no parece ser metabolizado y se excreta sin cam bios por la orina.

La concurrenciade otras enfermedades pueden afectar la farmacocinética de SM
y esto puede llegar a ser relevante, ya que hay una diferencia relativamente pequefia
entre las concentracionesterapéuticasy téxicasde losaminoglucésidos.Porejemplo, los
pacientes con insuficiencia renal van a tener un aumentado de las concentraciones
plasm aticasde SM , mientrasque en los pacientesque tienen enfermedadesque causan el
volumen de liquido extracelular expandido o aclaramiento renal aumentado (como

ascitis, cirrosis, insuficiencia cardiaca, la desnutricién o quemaduras), se reduciran las

concentraciones de SM

c. TOXICIDAD
Como la mayoria de los aminoglucésidos, la SM tiene efectos ototéxicos que
afectan la funcién vestibularen lugar de la funcién auditiva (coclear),que se manifiestan
como mareosy vértigo. Es menos nefrotéxica que otros aminoglucésidos, aunque puede
producir insuficiencia renal cuando se administra con otros agentes nefrotéxicos. Se
recomienda una evaluacién regular tanto de la funci6n auditiva y renal. En caso de

efectos adversos graves, la SM puede ser eliminada por hemodialisis. La parestesia,



sintom as neurol6gicos tales como neuropatias periféricas, neuritis d6pticay escotoma,y
reacciones de hipersensibilidad de la piel también se han observado después de las

inyecciones de SM . (Palomino, Cardoso Leao, & Ritacco, 2007)

ii. MECANISM O S DE ACCION Y RESISTENCIA DE LAS

PRINCIPALES DROGAS ANTITUBERCULOSAS

1. ISONIAZIDA
La INH es una pre-droga que requiere para su activacion del complejo
micobacteriano catalasa-peroxidasa, siendo la susceptibilidad de la INH dependiente de
la presencia de esta enzima, codificada por el gen katG (Cohen, Sommers, & Murray,

2003).

Se ha demostrado que mutaciones en el gen katG ofrecen altos niveles de
resistencia a la INH en el 22-64% de los casos. La mutacién mas comudnmente
encontrada es en Ser315Thr; esta variante manifiesta una capacidad reducida de
activaciéon de la pre-droga y la mitad de la actividad catalasa de las cepas salvajes.

(Zhang, 2005)

Si la enzima catalasa-peroxidasa se encuentra intacta, el derivado activo de la
INH bloquea la sintesis de los 4cidos micdlicos. Una de las dianas intracelulares del
derivado activo seria la reductasa de la proteina trasportadora de 4acidos grasos
acilendlicos codificada por el gen inhA. En aproximadamente el 25% de las cepas
resistentes se producen mutacionesen laregiéon inhA y suelen asociarsea una resistencia
de bajo nivel. La mayor parte de estas mutaciones se han descrito en la regiodn
reguladora del gen y originan una sobreexpresion de la enzima que compensa la accién

inhibidora de la droga. (W ade & Zhang, 2004)

La resistencia a la INH también puede deberse a mutaciones en el gen ndh que
codifica para la enzima NADH deshidrogenasa. M utaciones en este gen producen un
incrementodel cociente dinucledtido reducido de nicotinamida adenina/dinucledtido de

nicotinamida adenina (NADH/NAD+). Estos altos niveles de NADH inhiben



competitivamente la uniéon de INH-NAD al sitio activo de la enzima InhA (proteina que
adiciona el NADH necesario para la elongaciéon de los dcidos grasos y biosintesis de
dcidos micdlicos).Ademas,como NADH es sustrato de las enzimas KatG y AphC, altos
nivelesde NADH pueden com petitivamente inhibirla peroxidacién de la INH por KatG.

(Lee, Teo, & Wong,2001)

S6lo el 10-20% de las cepas resistentes a la INH no presentan alteraciones en los
genes katG o inhA. Se han encontrado otros genes involucrados en la resistencia a esta
droga como el ahpC (alquilhidroperoxidorreductasa), kasA (cetodcidosintasa), ceoA
(UDP galactopiranosareductasa), mabA (3-cetoacil reductasa), oxyR, acpM y furA,
aunque queda por determinar el papel exacto de las alteraciones encontradas en estos

genes y su relacién con la resistencia a la INH. (Lee, Teo, & Wong, 2001)

2. RIFAMPICINA
La RIF es altamente efectivacontra M .tuberculosisy difunde facilmente a través
de la envoltura celular. Es un potente inhibidor de la sintesis de ARN mensajero,y por
tanto, de la transcripci6on genética; su mecanismo de accién primario es el bloqueo del
paso de elongacién dependiente de acido desoxirribonucleico (ADN) que es llevado a
cabo por la enzima ARN polimerasa. (Parsons, Somoskdvi, Urbanczik, & Salfinger,

2004)

La RIF ejerce su accidon al fijarse a la subunidad B de la enzima ARN polimerasa,

codificadapor el gen rpoB; mutacionesen este gen generan altos nivelesde resistencia a

la RIF.

M é&s del 96% de las cepas resistentes a la RIF presentan mutaciones que ocurren
dentro de la porcién central del codén 27 del gen rpoB. A pesar de que se han descrito
35 variantes alélicas distintas, con ligeras variaciones en su distribucién geografica, las
m utaciones mas comunes (65-86% ) son las que afectan al codén His526 o Ser531 y dan
lugar a una resistenciade alto nivel. Los aislamientos de M . tuberculosis resistentes a la

RIF que no contiene mutaciones en el gen rpoB son raros. En estas cepas, la resistencia



puede deberse a mutaciones fuera de esta regién, particularmente en la regi6én amino
terminal, asi como cambios en la permeabilidad de la membrana que afectan la

incorporacion de la droga. (Zhang, 2005)

3. PIRAZINAMIDA
La PZA es un analogo de la nicotinamida y difunde al interior de la célula por
transporte pasivo. Es una pre-droga que es convertida en su forma activa (acido
pirazinoico) por acci6on de la enzima micobacteriana pirazinamidasa cuando el pH
extracelular es dcido. Debido a los ineficientes mecanismos de eflujo, se produce en el
citoplasmade M . tuberculosisuna acumulaciénde d4cidoy por tanto una disminuciondel
pH que trae como consecuenciaafectaciones del potencial de membranay se produce la

muerte bacteriana. (Zhang, 2005)

ElI 72-97% de los aislamientos de M . tuberculosis resistentes a la PZA tiene
afectada usualmente, la actividad de la pirazinamidasa, enzima que es codificada por el
gen pncA; aunque también, la resistencia puede deberse a afectaciones durante la

incorporacion de la droga (Somoskovi, Parsons, & Salfinger, 2001).

Durante el tratam ientola PZA ejerce, junto a la RIF, un efecto esterilizante. Esta
droga actlasobre los bacilos en estado de latencia que persisten en el am biente 4cido de
los macré6fagos. Los estudios de susceptibilidad in vitro con esta droga se han visto
limitados debido a que el ambiente &dcido que ella necesita para ejercer su efecto
bactericida dificultaelcrecimiento de M . tuberculosis. (M artin, Francoise, & Palomino,

2006)

4. ETAMBUTOL
EI EM B bloquea la incorporaciénde los d&cidos mico6licos al arabinogalactano o a
un paso en la biosintesis de arabinogalactanos y lipoarabinomanano lo que provoca una
inhibicion de la biosintesis de la pared micobacteriana. Las alteraciones génicas
identificadas hasta ahora se concentran en una regién designada como embCAB, que
incluye genes codificantes para arabinosiltransferasas, enzimas que participan en la

sintesisde componentes tGnicos de la pared celular de micobacterias. Las mutaciones en



la regi6on emb se asocian a altos niveles de resistencia y se han identificado en
aproximadamente el 65% de los aislados clinicos resistentes a etambutol. (W ade &

Zhang, 2004)

5. ESTREPTOMICINA
La SM al igual que otros aminoglucésidos, interfiere en la sintesis de proteinas
procariéticas,produce erroresde lecturaen el cédigo genético como son la inhibicién de
lainiciaciény la incorporaciéonde nuevos aminoacidosa la cadena polipeptidica durante
la transcripcién del ARN (4cido ribonucleico) mensajero. La proteina S12, una

subunidad del ribosoma 30S, es el principal blanco de la SM . (W ade & Zhang, 2004)

Laresistenciaaestadroga estda asociada a mutaciones cromosomicas que afectan
a los genes rpsL o rrs que codifican para la subunidad proteica S12 y el ARNTr 16S,
respectivamente. Aislamientos con bajos niveles de resistencia a la SM pueden no
m ostrar mutaciones en estos marcadores y presentar mutaciones en la permeabilidad
celular que afecta la incorporacién de la SM al interior de la célula. (Parsons,
Somoskovi, Urbanczik, & Salfinger, 2004)
Tabla

Drogas de primera linea y mecanismos moleculares de resistencia en M.

tuberculosis



Drogas de primera linea y mecanismos moleculares de resistencia en M. tuberculosis

Agente Mecanismo de accién Genes afectados (producto génico) Frecuencia
antimicrobiano de la droga y mecanismo de resistencia de mutaciones
Isoniazida Inhibicidn de la sintesis katG {catalasa-peroxidasa: mutaciones en este 50-68%
de acidos micdlicos gen impiden la activacion de isoniazida
inhA (enoil ACP reductasa): mutaciones 21-34%
an inhA inducen sobreexpresion del gen
y niveles elevados de la enzima enail
reductasa en cantidades que superan
el poder inhibitorio de INH
Rifampicina Inhibicién de la transcripcién poB (subunidad b de la ARN polimerasa): 96-98%
de genes por interaccion mutaciones en este gen impiden la interaccion
con la ARN polimerasa de la rifampicina con la ARN polimerasa
Pirazinamida No dilucidado pncA (enzima pirazinamidasa): mutaciones penA 72-97%
determinan una disminucién en la produccion del
acido pirazinoico, el metabolito active
Estreptomicina Inhibicién de la sintesis rps! (subunidad ribosomal S12) 64-67%
de proteinas rrs (ARN ribosomal 16S)
Mutaciones en estos genes impiden 8-21%
la interaccidn con estreptomicina
Etambutol Inhibicién de la sintesis embCAB (enzimas arabinosiltransferasas): 47-65%
de componentes de la parad mutaciones en este gen o su sobreexpréasion
celular de micobacterias permiten la sintesis continua de
(arabino galactanos) arabinogalactanos

Fuente: Arrdiz,Bermudez, & Urdaneta, 2005

g. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD TUBERCULOSA
La historiaclinicay la radiologiason la base para sospechar la tuberculosis, pero

nunca deben considerarse confirm atorios del diagnostico o suficientes para iniciar un

tratamiento. Los pilares del diagnostico son la comprobaciéon bacteriol6gica de la

existenciadel M . tuberculosisen cualquiermaterial proveniente del sospechoso de tener
laenfermedad y/o el hallazgo histolégico de las lesiones caracteristicas (granulomas con

necrosis de caseificacion).

El diagndstico tiene dos fases: la busqueda de sospechosos y el diagnostico

propiamente dicho. Como sospechoso se entiende toda persona con alta probabilidad de

tener la enfermedad. Como <caso, toda persona con tuberculosis <confirmada

bacteriolégica y/o histopatolégicamente. Dentro del grupo de sospechosos, sin duda, el

de los sintom aticos respiratorios es el mas importante. Son todas las personas que tosen



durante méas de 15 dias. El criterio de expectoracion puede estar ausente, aunque no sea

lo comudn. (Torres & Varén,2010)

i. DIAGNOSTICO CLINICO

La localizaciéon pulmonar de la TB es la mas frecuente pero puede observarse en
cualquier 6rgano. EIl cuadro clinico es de comienzo insidioso y naturaleza crénica. Esto
dificultaeldiagndsticoprecoz.EIl sindrome de impregnaci6nbacilar estd constituido por
sintomas generales como astenia, adinamia, hiporexia, pérdida de peso, febricula
vespertina y sudoracién nocturna asociada a signo sintomatologia respiratoria (tos,
expectoracion, disnea). En aproximadamente 20 % de los casos los sintomas
constitucionalesson el Gnico hallazgo de enfermedad.(Programa Nacionalde Control de

la Tuberculosis, 2008) (Hoeppner, M arciniuk, & M cNab, 1999)

Si bien el paciente puede presentar disnea, dolor toradcico, hemoptisis, la tos es
por mucho el sintoma pulmonar méas frecuente; al inicio puede ser secay a medida que
avanza la enfermedad se transforma en productiva, con expectoracién mucosa,

mucopurulenta o hemoptoica (Aidar, Ambroggi, Arévalo Jave, & Brian, 2010).

Es importante evaluar con baciloscopia de esputo a todos los pacientes con tos y
expectoracion de mas de 2 semanas de evolucién (sintom &tico respiratorio),
especialmente si se asocia a fiebre y pérdida de peso (Programa Nacional de Control de

la Tuberculosis, 2008).

ii. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO
El diagnoéstico microbiolégico de enfermedad tuberculosa se establece en tres
etapas sucesivas: 1) Demostracion de bacilos acido-alcohol resistentes mediante
baciloscopia, 2) EIl aislamiento de M . tuberculosis en cultivo puro y posterior
identificacion de especie, 3) En determinados casos, estudio de sensibilidad in vitro a

farmacos antituberculosos (MDR-TB y XDR-TB). (Calvo Bonachera & Rosique, 2010)



1. BACILOSCOPIA
A pesar de los maltiplesavancesefectuados en los Gltimosafios en el diagno6stico
de la TB, la baciloscopia mediante la técnica de Ziehl-Neelsen continGa siendo la base
del diagndéstico y seguimiento de la TB por su sencillez, rapidez, reproducibilidad en
todos los &m bitos y bajo coste, y porque detecta los casos contagiosos de la comunidad,
lo que constituye la base del diagndsticoy seguimiento de la TB (Caminero Luna, 2003)
(Palomino, Cardoso Ledo, & Ritacco, Tuberculosis 2007. From basic science to patient

care, 2007).

Su principal inconveniente es su moderada sensibilidad de 50 a 60% , sefialando
qgue un resultado negativo no descartala enfermedad (falsos negativos). Sin em bargo, su
especificidad es muy elevada, superior al 95% , si bien una baciloscopia negativa no
descarta la TB, una baciloscopia positiva practicamente la confirma en mas del 95% de
los casos y es indicacién de iniciar tratamiento (Caminero Luna, 2003) (Palomino,
Cardoso Ledo, & Ritacco, Tuberculosis 2007. From basic science to patient care, 2007).

Se ha demostrado que debe haber 5.000 a 10.000 BAAR por mL de espécimen
para dar una baciloscopia positiva, en contraste, solo es necesario 10 a 100 organismos

para dar un cultivo positivo (Yeager, Lacy, Smith, & Lemaistre, 1967).

2. CULTIVO

El cultivo tiene una sensibilidad del 85% y una especificidad del 98% , por lo

tanto, un resultado positivo para BAAR es diagnoéstico de TB. EIl cultivo al identificar
con certeza M . tuberculosis, se convierte en el gold standard del diagno6stico de la
enfermedad tuberculosay sirve para los estudios de sensibilidad. En Bolivia, los medios
de cultivo maéas usados son el Lowenstein-Jensen (LJ) y Ogawa Kudoh en medios
s6lidos, pero ambos tardan de 3 a 6 semanas en detectar crecimiento bacteriano. Otros
medios méas rapidos, de 1 a 3 semanas, como el radiometrico BACTEC, por su elevado
costo en equipo, reactivos y mantenimiento, estdn fuera de uso rutinario (M organ M

1983).

Es obligatorio realizar cultivo en las siguientes situaciones:



- En el sintom aticorespiratoriocon baciloscopiaseriadanegativay persistencia de
la sospecha de tuberculosis.

- Cuando la baciloscopia de control al finalizar el segundo mes de tratamiento da
positiva para realizar pruebas de susceptibilidad.

- En las muestras de esputo inducido o aspirado gastrico.

- M uestras de origen extrapulmonar.

- Caso sospechoso de TB, que sea contacto de un <caso de tuberculosis
m ultirresistente.

- En el controlde tratam iento de pacientesque han sido diagnosticados por cultivo
o de fracasos en retratamiento.

- Para realizar pruebas de susceptibilidad del M. tuberculosis a los farmacos
antituberculosos, en pacientes que fracasan, recaen o abandonan el tratamiento

(M inisterio de la Proteccion Social de la Republica de Colom bia, 2009).

h. DETECCION DE LA RESISTENCIA A DROGAS

La farmaco resistencia de la tuberculosis (TB) es una cuestién de gran
preocupacion para los programas de control de la tuberculosis, desde que no existe cura
para algunos casosde TB producidos por cepas multidrogorresistentes (M DR-TB) de M.
tuberculosis. Existe la preocupacion de que estas cepas podrian propagarse por todo el
mundo, haciendo hincapié en la necesidad de medidas adicionales de control, como los
nuevos métodosde diagnodstico, mejores medicamentos para el tratamiento y una vacuna
m as eficaz. M DR-TB, que se define como resistencia al menos a rifampicina (RIF) vy a
isoniazida (INH), es un factorde interés com puesto para el control de la enfermedad, ya
que los pacientes portadoresde cepasde M .tuberculosisresistentesa m Gltiples farm acos
tienen que ser introducidos en los regimenes de tratamiento alternativos que implican

farmacos de segunda linea que son m as costosos, m as téxicos,y menos eficaces.

Por otra parte, el problema de las cepas extensamente resistentes a los
medicamentos (XDR) recientemente se ha introducido. Estas cepas, adem as de ser
M DR, se definieron inicialmente como las que tienen resistencia a al menos tres de las

seis clases principales de farmacos de segunda linea (aminoglucésidos, polipéptidos,



fluoroquinolonas, tioamidas, cicloserina, y 4cido paraaminosalicilico). Recientem ente,
en una reunién de consulta de la OM S, Grupo de trabajo mundial sobre la TB-XDR, que
tuvo lugar en Ginebra, se acord6 una definicién de caso de laboratorio revisada: "TB -
XDR es latuberculosisque muestraresistencia al menos a rifampicina e isoniacida, que
es ladefinicionde la TB-M DR, adem &4s de cualquier fluoroquinolonay a porlo menos 1
de los 3 siguientes medicamentos inyectables utilizados en el tratamiento de la TB:
capreomicina, kanamicina y amikacina". (Centers for Disease Control and Prevention,

2006)

La TB-XDR constituye ahora una amenaza emergente para el control de la
enfermedad y una mayor propagacién de la resistencia a los medicamentos,
especialmente en pacientes con infeccién por VIH, como se informé recientemente
(Gandhi, y otros, 2010). Por esta razén, la detecciéon rapida de la resistencia a los
medicamentos para farmacos antituberculosos de primera y de segunda linea se ha

convertido en un componente clave de los programas de control de la tuberculosis.

i. METODOS PARA LA DETECCION DE LA RESISTENCIA A
LOS FARMACOS

La detecciéon tempranade laresistenciaa los medicamentosconstituye una de las
prioridades de los programas de control de TB. Permite iniciar el tratamiento adecuado
de los pacientes, asi como la vigilancia de la resistencia a los medicamentos. La
deteccion de la resistencia a los medicamentos se ha realizado en el pasado por los
Ilam ados "m étodos convencionales" basados en la deteccion del crecimiento de M.
tuberculosis en presencia de antibiéticos. Sin embargo, debido a la laboriosidad de
algunos de estos métodos, y sobre todo, el periodo de tiempo largo necesario para
obtenerresultados, se han propuesto nuevas tecnologias y enfoques en los Gltimos afios.
Estos incluyen tanto métodos fenotipicos como genotipicos. En muchos casos, los
m étodos genotipicosen particular,han estado dirigidos a la deteccién de la resistencia a
RIF, ya que se considera un buen marcador indirecto de la TB-M DR, especialmente en
entornos con una alta prevalencia de TB-MDR. Los métodos genotipicos tienen la

ventaja de un tiempo de respuesta mas corto, no hay necesidad para el crecimiento del



organismo, la posibilidad de aplicacién directa en muestras clinicas, riesgo bioldégico
m as bajo, y la viabilidad de la autom atizacién. Sin embargo, no se conocen todos los

mecanismos moleculares de la resistencia a los medicamentos.

Los métodos fenotipicos, por otra parte, son, en general, mas simples de realizar
y pueden estarm 4s cerca de la aplicacion de forma rutinaria en los laboratorios clinicos

de micobacteriologia.

iih. METODOS FENOTIPICOS CONVENCIONALES
En general, los métodos fenotipicos evaltan la inhibicién del crecimiento de M.
tuberculosis en presencia de antibiéticos para distinguir entre cepas sensibles vy
resistentes. Esto es posible ya que aislados de M . tuberculosis de pacientes nunca
tratados antes son muy uniformes en su nivel de susceptibilidad, como lo muestran los
rangos estrechos de concentraciones minimas inhibitorias (CM 1) de los principales

farmacos antituberculosos (Heifets, 1996).

La definicién clasica de una cepa de M .tuberculosis resistente a fAirmacos es que
muestraun grado de susceptibilidad significativamente menorque la de una cepa salvaje
que nunca ha estado en contacto con el farmaco (Canetti, 1963; Canetti, 1969). Los
métodos fenotipicos basados en el cultivo de M. tuberculosis en presencia de
antibi6ticos han sido méas comunmente realizados en medios s6lidos a base de huevo o
de agar,y también se puede realizarcomo un método directo o indirecto. Para el método
directo, los medios que contienen antibidticos y medios control se inoculan con una
muestraclinica descontaminaday concentrada, mientras que para el método indirecto se
inoculan los medios que contienen antibidticos y control con una suspensién bacteriana
de la cepa aislada. Hay tres métodos fenotipicos convencionales del ensayo de
sensibilidad a los farmacos a base de medios sélidos: el método de la proporciéon, el
método de la relaciéon de resistencia y el método de concentracién absoluta (Canetti,
1963; Canetti, 1969; Kent, 1985). Los métodos mas recientes se basan en medios
liguidoscomo el BACTEC radiom étricoy los métodosen tubo indicador de crecimiento

de micobacterias.



1. METODO DE LAS PROPORCIONES

El método de las proporciones es el método mas comunmente usado en todo el
mundo entre los tres métodos mencionados anteriormente. Se perm ite la determinaci6n
precisa de la proporcién de mutantes resistentes a un determinado medicamento. En
pocas palabras,varias dilucionesseriadas 1 en 100 de bacilos se inoculan en m edios que
contienen drogas y libres de drogas (control). Una de esas diluciones debe producir un
nitmero de colonias que es facil de contar. El nitmero de colonias obtenidas en los
medios que contienen farmacos y el control se cuentan y se calcula entonces la
proporcién de mutantes resistentes. Cuando se realiza en tubos de medio Lowenstein -
Jensen, la prueba se lee por primera vez después de 28 dias de incubacién a 37°C. Si la
proporcion de bacteriasresistenteses superioral 1% para isoniacida,rifampicinay acido
para-aminosalicilico,o0 el 10% para elresto de las drogas,la cepa se considera resistente,
y los resultados son definitivos; de lo contrario, la prueba se lee de nuevo a los 42 dias
de incubacion para evaluar si la cepa es susceptible a un determinado farmaco (H eifets,
2000). Si la prueba se realiza en agar, se utiliza M iddlebrook 7H10/11 y el medio se
incuba en una atm 6sfera de CO, al 10 % . Los resultados se interpretan después de 21
dias de incubacién, o incluso antes si muestran que la cepa sea resistente (Kent, 1985).
Las concentraciones criticas de los principales farmacos utilizados en el método de las

proporciones se muestran en la Tabla 4.

Tabla

Concentraciones criticas de los principales fArmacos en el método de las

proporciones



Antibiotic Léwenstein-Jensen 7H10 agar 7H11 agar

Isoniazid 0.2 02,10 02,10
Rifampicin 400 1.0 1.0
Ethambutol 20 50 7.5
Streptomycin 4.0 20 20 100
Pyrazinamide 100 - -

PAS 0.5 20 80
Kanamycin 200 50 6.0
Ethionamide 200 50 10.0
Ofloxacin 20 20 20
Capreomycin 200 10.0 100
Cycloserine 400 - -

Fuente: Adaptado por Kent 1985; WHO/CDC/TB/2001.228; y NCCLS 2000

2. METODO DE LA RELACION DE RESISTENCIA
Este método se basa en la relacién de resistencia, que corresponde a la CIM de
una cepa de ensayo dividido por el CIM de la cepa de referencia H37Rv sensible a los
medicamentos probado al mismo tiempo. Por lo tanto, se com para la resistencia de una
cepa desconocida con la de una cepa de laboratorio estandar. Para la realizaciéon de la
prueba, conjuntos paralelos de tubos que contienen diluciones uno en dos de la droga a
prueba se inoculan a continuacién con un inoculo estandarizado tanto a la cepa a prueba

como lacepade referencia.La lecturade la prueba se lleva a cabo después de 4 semanas

de incubaciéon a 37°C. Tubos que contienen 20 o méas colonias son considerados com o
positivos para el crecimiento y el CIM se define como la concentraciéon mas baja de
farmaco en presencia del cual el nimero de colonias es inferiora 20. Un aislado con un

valor de la relacién de resistencia de 2 o menos se considera susceptible, mientras que



una proporciéon de resistencia de 8 o mas define el aislado como resistente (Kent, 1985;

Heifets, 2000).

3. METODO DE CONCENTRACION ABSOLUTA

Este método utilizaun in6culo estdndar de la cepa de prueba que se cultiva en un
medio que contiene el farmaco dilucién 1 en dos y el control libre de drogas. La
resistencia de una cepa se expresa en términos de la concentracién maéas baja de un
determinado farmaco que inhibe todo o casi todo el crecimiento de la cepa. Las
concentracionescriticasincluidasen el medio son similaresa los utilizadosen el método
de las proporciones (ver Tabla 4), pero la concentraciéon de farmaco considerado com o
"critico"debe determinarseen cada laboratorio (Heifets,2000). Para la interpretacién de
la prueba, lalecturase lleva a cabo después de 4 sem anas de incubacién a 37 °C, 0 en 5 -
6 semanas si no hay suficiente crecimiento. Una cepa se considera que es susceptible si
el nitmero de colonias en el medio con fadrmaco es menos de 20 con un (confluente)

crecimiento 3 + 0 4 + en el control libre de farmacos.

iii. METODOS GENOTIPICOS

Los métodos genotipicos para la resistencia a farmacos en la tuberculosis buscan
los determ inantes genéticosde resistenciaen lugar del fenotipo de resistencia,e implican
dos pasos basicos: amplificacionde 4cido nucleico mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), para amplificar las secciones del genoma de M. tuberculosis
conocido que es alterado por cepas resistentes;y una segunda etapa de evaluaciéon de los
productos am plificados para mutacionesespecificasque correlacionan con la resistencia
a farmacos (Garcia de Viedma, 2003; Palomino, 2005). Entre los métodos genotipicos
tenemos: Secuenciacién de ADN, técnicas de hibridaciéon en fase so6lida, Técnicas de

PCR en tiempo real, Microarrays.

iv. NUEVOS METODOS FENOTIPICOS
La laboriosidad y largo tiempo requerido por los métodos convencionales para
dar resultados y, por otro lado, la necesidad de equipos costosos y de personal técnico

cualificado parala mayoriade lastécnicas moleculares, siguen estimulando la bdsqueda



de métodos alternativosy asequiblespara ladeteccidon de resistenciaa los medicamentos

en TB.

Los siguientes métodos se consideran métodos nuevos para M . tuberculosis, que
ya se han probado tanto en aislamientosde cultivoy directamente en muestras de esputo
clinicas: M étodos basados en fagos, métodos colorim étricos, método de agar en capa
fina, ensayo de la susceptibilidad a las drogas en caldo mediante observacion

microscéopica (M ODS).

Se describiran los métodos de nitrato reductasa muy utilizado en nuestro medio

como el método M ODS que recientemente estd siendo evaluado en nuestro medio.

1. EL ENSAYO DE NITRATO REDUCTASA

El ensayo de la nitratoreductasa (ENR) es una técnica bastante simple basado en
la capacidad de M . tuberculosisde reducir el nitrato a nitrito, que se detecta mediante la
adicion de un reactivo quimico al medio de cultivo. M . tuberculosis se cultiva en medio
de Lowenstein - Jensen en presencia de un antibiético y su capacidad para reducir el
nitrato se mide después de 10 dias de incubacién. Las cepas resistentes reduciran el
nitrato, que se revela por un color rosa - rojo en el medio, mientras que las cepas
susceptibles van a perder esta capacidad, ya que son inhibidas por el antibi6tico
(Angeby, 2002). EI ensayo se ha evaluado en varios estudios de farmacos de primera
linea y la ofloxacina con buenos resultados (M ontoro, 2005; M artin, 2005). Tiene la
ventaja afiadida de utilizar el mismo formato y medio de cultivo como el método de las
proporcionesestandar. En un reciente estudio multicéntricoque evaludé el desem pefio del
ENR para la deteccién de la resistencia a los farmacos de primera linea, la prueba
demostré un com portamiento muy positivo para INH, RIF y EM B con una precision del
96,6% al 98% . Los valores mas bajos se obtuvieron para SM (M artin, 2005). Sin
embargo, el ENR se implementa facilmente en lugares con instalaciones de laboratorio
limitados. Dos estudios recientes aplicados al ENR directamente en muestras de esputo
produjeron resultados variables para la sensibilidad y especificidad; se obtuvieron los

mejores resultados para la deteccién de resistencia a INH y RIF (Musa, 2005; Solis,



2005). Estos dos estudios han dem ostrado la viabilidad de la aplicaciéon del ENR com o

una prueba directa de las muestras de esputo que justifican evaluaciones adicionales en

las poblaciones objetivo.

llustracién

Ensayo de Nitrato Reductasa mostrando una cepa susceptible y otra resistente

GC INH SM EM3 RMP GC INH SM EM3 RMP

03 48 Prreey

Fuente: Palomino, Tuberculosis 2007 de Basic Science to Patient Care, 2007

2. EL ENSAYO DE SUSCEPTIBILIDAD A DROGAS EN
CALDO M EDIANTE OBSERVACION

M ICROSCOPICA (MODS)

EIl ensayo de la susceptibilidad a drogas en caldo mediante observacion
microscoépica se ha descrito para la deteccién temprana del crecimientoy como método
répido de ensayo de la susceptibilidad a fdrmacos para M. tuberculosis. Se basa en la
observacion de la formaci6n de cordén que es caracteristica de M . tuberculosisy que se
visualiza microscépicamente en medio liguido con el uso de un microscopio invertido
(Caviedes, 2000). En este estudio, las muestras de esputo de TB-positivos fueron
probados para la susceptibilidad a INH y RIF por M ODS. Los resultados se com pararon
con los obtenidos con el método colorim étrico utilizando azul de Alamar. Obtuvieron
89% de concordancia entre los dos métodos con resultados disponibles en un promedio

de 9,5 dias. El método ha sido propuesto como un método rapido,econémico,sensible,y



especifico para el ensayo de sensibilidad a los medicamentos de M. tuberculosis,

apropiado para su uso en paises en desarrollo.

En un estudio operativo reciente realizado en el Pert, el rendimiento del ensayo
M ODS se comparé con un sistema autom atizado de cultivo de micobacterias, y el
m étodo de proporcidon en Lédwenstein-Jensen para la deteccién directa de la resistencia a
INH, RIF, EM B,y SM en muestras de esputo (M oore, 2006). EIl tiem po promedio para
obtener resultados fue de 7,22, y 68 dias para los M ODS, cultivo de micobacterias
autom atizado, y el método de las proporciones respectivamente. La concordancia entre
M ODS y elpatréon de referencia para las pruebas de sensibilidad a los medicamentos fue
del 97% para INH, el 100% de RIF,y 99% para INH y RIF combinado (MDR). Los
valores mas bajos de concordancia fueron obtenidos para EMB (95% ) v SM (92% ).
Llegaron a la conclusién de que un solo cultivo M ODS del esputo proporciona una
detecciéon mas rapida y sensible de la M DR-TB. Una pequefia desventaja del M ODS es

el requerimiento de un microscopio invertido para observacion del crecimiento de las

micobacterias.

8. DISENO METODOLOGICO

a. TIPO O DISENO DEL ESTUDIO
. Estudio observacional-descriptivo para la com paracién de técnicas diagnosticas.

. Test diagnéstico

b. SITIO Y CONTEXTO DEL ESTUDIO

Se obtuvieron muestras de esputo de pacientes sintom &ticos respiratorios en el
Instituto Nacional del Torax, Hospital Municipal de Caranavi, Hospital Boliviano
Holandes, Hospital de Clinicas, Hospital Corea y Hospital M aterno Infantil Los Andes.
Ubicados en la ciudad de La Paz, ciudad El Alto y en Caranavi, respectivamente. Todos

pertenecientes a la Red Nacional de Laboratorios de Tuberculosis.



Las muestras obtenidas correspondieron a la demanda natural de los referidos
laboratorios de diagndstico de TB. No fue requeridaninguna muestrabiolégica extra por
causa de este estudio, siendo aprovechado el mismo material usado en el diagndéstico de
rutina del Programa Nacional de Tuberculosis de Bolivia. No hubo ningdn tipo de

contacto del equipo investigador con los pacientes, con el fin de obtener informacién.

Los cultivos de esputo, se realizaron en los laboratorios de los distintos centros
de salud, donde adem 4s se realiz6 el test de niacina para la identificacion de especie.
Las pruebas de sensibilidad y resistencia se realizaron a partir de los cultivos positivos
enviados por los Laboratorios anteriormente citados, en el Laboratorio de referencia

nacional de tuberculosis (INLASA).

El ensayo M ODS se realizé6 con una alicota de las mismas muestras en el

Laboratorio de M icrobiologia M olecular del Instituto SELADIS.

¢c. UNIVERSO Y POBLACION O MUESTRA

La poblacion de estudio estuvo ~constituida por pacientes sintom aticos
respiratorios (individuos con tos por maéas de 2 semanas), mayores de 14 afios que
acudieron al Instituto Nacional del Torax, Hospital Municipal de Caranavi, Hospital
Boliviano Holandes, Hospital de Clinicas, Hospital Corea y Hospital M aterno Infantil

Los Andes.

i. CRITERIOS DE INCLUSION
v Muestras de pacientes sintom aticos respiratorios mayores de 14 afios, que

presenten baciloscopia de esputo positiva o negativa.

v. Pacientes que tengan llenado el formulario de solicitud de cultivo y prueba de
sensibilidad a farmacos para Micobacterias del Programa Nacional de

Tuberculosis.



il. CRITERIOS DE EXCLUSION
v No contar con el formulario de solicitud de cultivo y prueba de sensibilidad a
farmacos para Micobacterias del Programa Nacional de Tuberculosis.
v Pacientes cuya muestra estuvo guardada m as de 48 horas.
v, Pacientes cuya muestra no estuvo conservada en refrigeracién.
v. Pacientes cuya muestra presentaba desarrollo disgénico en el cultivo.
v, Pacientes que no contaban con resultados de sensibilidad y resistencia por el

m étodo de las proporciones.

ili. CRITERIOS DE ELIMINACION
v Cultivos que se contaminen a lo largo del periodo de estudio (M étodo de
Proporciones hasta 90 dias y ensayo M ODS hasta los 16 dias).

v, Cultivos identificados como micobacterias atipicas.

d. TAMANO DE MUESTRA
EIl tamafio de muestra para la comparacién de técnicas fue de 100 muestras con
Baciloscopia positiva destinadas a cultivo y pruebas de susceptibilidad a farmacos

realizado por el programa de control de la tuberculosis.

e. RECOLECCION DE LA INFORMACION

La informacién de los pacientes se obtuvo a partir de los formularios patrén
(ANEXO 2) llenados por los propios centros de diagnéstico que colaboraron en el
trabajo.Un formulariodel proyecto fue llenado con losresultadosde la baciloscopia, del
cultivo y de las PSF (método de Las Proporciones), que fueron realizados por los
propioscentros de diagno6sticoy el laboratorio de referencia de tuberculosis INLASA en

el caso de las PSF, segun protocolos aprobados porel PNCT.

La obtenciéon de muestras biolédgica respiratoria fue de al menos 2m L de esputo.
Para almacenarlos datos sobre las variables y los resultados del test se creé una planilla

con el programa Microsoft Excel 2013.



f. RECOLECCION DE MUESTRAS

La recoleccién de muestras de esputo de pacientes sintom aticos respiratorios, se
realiz6 en diferentes centros de salud (mencionados anteriormente) por el personal
capacitado respectivo de cada centro como rutina diaria para el diagndstico de
tuberculosis desarrollado por el PNCT. Para las pruebas de susceptibilidad se
aprovecharon las mismas muestras que fueron recogidas de cada centro y procesadas
antes de las 48 horas de ser recolectadas, durante ese tiempo las muestras fueron

conservadas a 4°C.

Se verificéo que todas las muestras estén en un envase adecuado y etiquetados
correctamente. Adem 4s se verificd la fecha de recoleccién de la muestra, priorizando a
las muestrascon dos dias o menos de recoleccién.Para elensayo M ODS, elcultivo y las

PSF porel método de las proporciones se utilizé la misma muestra.

g. DESCRIPCION DE LAS TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Pacientes con sospecha de presentar

tuberculosis, sintom aticos respiratorios

/ \

[ Muestras con baciloscopia positiva ] [ M uestras con baciloscopia negativa ]

Cultivo en medio sdélido, .
Llenado del formulario

en los hospitales de

procedencia l

Recoleccion de muestras

|

M étodo de las proporciones
Canetti, Risty Grosset.

INLASA




4 )

Procesamiento de las muestras
por el método MODS (Instituto

SELADIS)

Lectura diaria

l

Analisis de resultados
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e p
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h. CULTIVO EN MEDIO SOLIDO Y PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD
A FARMACOS
En el caso de las muestras con baciloscopia positiva, se verific6o antes de
recogerlas, que estas muestras hayan sido llevadas a cultivo en los Centros de salud de
procedencia. EIl cultivo en estos laboratorios se realiz6 en medio Lowestein Jensen,
Stonebrik, Ogawa, dependiendo de la técnica que emplea el laboratorio. Los cultivos
positivosuna vez desarrolladosen cada centro de procedencia se enviaron al laboratorio
de TuberculosisINLASA paralasPSF porelmétodo de las proporciones (segln norm as

estandarizadas por el Programa Nacional de Tuberculosis)

i. METODO MODS

i. DECONTAMINACION DELAS MUESTRAS
Se utiliz6 una alicuota de 2 mL de la muestra, a la cual se agreg6 el mismo
volumen de solucion digestiva (NaOH, citrato de sodio-NALC) (ANEXO 5),se mezclé
durante 30 segundos en vortex y se dejo reposar unos 15 a 20 minutos. Se le agregé PBS
(tampoén fosfato) pH 6,8 (ANEXO 4) hasta un volumen de 13 mL.Se Ilevd a centrifugar

a 3000g durante 15 minutos, luego se decant6 el sobrenadante y se agreg6 gotas (1-

3gotas) de acido clorhidrico (HCIl) 1M .



ii.h. PROCEDIMIENTO MODS
Luego de la decontaminacién de la muestra se procedi6 a agregar 1mL del
cultivo Middlebrook de los frascos con tapa blanca, correspondientes a las muestras
(previamente a estos frascos se les agrego 100ulL de PANTA (polimixina, anfotericina,
dcido nalidixico,trimetoprimay azlocilina) ,la preparacién de la misma se explica mas
adelante), se resuspendié el sedimento y se tomo6 0.5mL del resuspendido y se lo

almaceno6é en un criotubo de Im L, para luego llevarlo a congelacién, esto corresponde al

“back up” de la muestra.

ili. PREPARACION DE CONTROLES POSITIVOS
Se trabajé con cepas caracterizadas en el INLASA, se utilizé una cepa sensible
(ATCC), una cepa resistente a isoniacida y una cepa resistente a rifampicina. Se
trasladaron colonias del medio a un tubo de TB Diluting Fluid que contenia perlas, se
agitaron los tubos en vortex hasta diluir por completo las colonias. Luego se agreg6 el
contenido a otro tubo que contenia aguay Tween (ANEXO 6), ajustando a una turbidez
estandar de M cFarland de latex N°1 (3x106 UFC/mL) (ANEXO3). Se agreg6 5ulL de la

suspension de cepa a frascos que contiene caldo base Middlebrook 7H9.

iv. PREPACION DE LASSOLUCIONES ANTIBIOTICAS
Para la preparacion de los antibiéticos se utiliz6o tres frascos, uno con la letra I,
otro con la letra R y otro con la letra N impresa, los cuales correspondian a: Isoniacida,
Rifampicina y PANTA respectivamente. Se reconstituyeron los antibidticos en estos

frascos que contenian agua desionizada (ANEXO 7).

Luego se sellaron las placas con tapas de silicona y fueron colocadas en bolsas

ziplock, para luego ser Ilevadas a incubacién a 37 °C (ANEXO 8).

v. LECTURA DIARIA DE PLACAS
Pasados los 5 dias después de la siembra, se procedi6 a iniciar la lectura de las

placas con la ayuda de un microscopio, de luz invertida (ANEXO 9). Se realizé la



lectura de las placas hasta observar desarrollo en los pozos, indicando como positivo al
observar el desarrollo de las comas caracteristicas de M. tuberculosis, se continud las
lecturas de las placas positivas para observar la formacién de los cordones.
Paralelamente se realizé las lecturas de los pozos con droga, indicando como sensible al
observar desarrollos6lo en los pozos sin droga, como resistente a RIF o INH al observar
desarrolloya seaen el pozo que contiene RIF o INH respectivamentey como M DR si se
observa desarrollo tanto en el pozo que contiene RIF como INH (ANEXO 10). En el
caso de no observar desarrollo se realizdé la lectura diaria hasta llegar al dia 21, si hasta
ese dia no se observd el desarrollo de las com as, se reporté como muestra negativa. Se
reporté como indeterminado en el caso de observar el desarrollo s6lo en un pozo sin
droga. Se reporté como contaminadoen el caso de observar el desarrollo solo de hongos

o alguna otra bacteria diferente.

j. ANALISIS ESTADISTICO

Se describié los resultados obtenidos en cada una de las técnicas diagnodsticas
mediante el nimero de casos observados y sus porcentajes. Los resultados del ensayo
M ODS fueron comparados con los resultados del método gold estandar (método de las
proporciones) (Canetti, Rist, & Grosset, 1963).

La estimacién de la sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo y
negativo del test, se realizé medianteun andlisisde indicadores estadisticos basicos para

evaluar el desem pefio del procedimiento diagndstico.

Para estimar la concordancia entre las dos técnicas diagndsticas de M.

tuberculosis resistente a farm acos se utilizé el coeficiente de concordancia kappa.

Se analizaron los datos cuantitativosde los valores diagnoésticosa travésde tablas
2x2. EIl anéalisis de concordancia y chi-cuadrada se realizé con el programa M initab 15.
Los datos de las tablas 2x2 se introdujeron en el program a estadistico EPIDAT 3.0y se
realizé6 la determinacion de los valores de sensibilidad, especificidad y valores

predictivos positivosy negativos,tambiéncon laayuda de este programa se determin¢ la



concordancia entre las técnicas de diagndéstico (con un nivel de confianza del 95% ). Un

valor P inferior a 0,05 se utiliza para indicar la significancia estadistica.

k. ASPECTOS BIOETICOS

El presente estudio forma parte del proyecto “Validacion del ensayo M ODS
(Microscopic Observation Drug susceptibility) para el Diagndstico de tuberculosis
pulmonaren La Paz-Bolivia” llevado a cabo entre la Universidad M ayor de San Andrés
(UM SA) vy la Universidad Auténoma de Barcelona (UBA), por lo tanto se adjunta el
aval bioetico del proyecto. Documento adjunto (ANEXO 1). No fue necesario el uso del
consentimiento informado para cada paciente ya que el ensayo M ODS se realizé como

prueba adicional dentro del PNCT para larecoleccién de datos.

9. RESULTADOS

Se trabaj6 sobre un total de 100 muestras con baciloscopia positiva. Del total de
muestras mediante el método de las proporciones se obtuvieron 97 perfiles de
susceptibilidad y los 3 restantes se contaminaron. M ediante el ensayo M ODS se obtuvo

el resultado de susceptibilidad de 99 muestras y 1 contaminada.

Por lo tanto, para el anédlisis estadistico se excluyeron las 4 muestras, llevandose

a cabo el estudio en 96 muestras.

a. PERFILES DE SUSCEPTIBILIDAD OBTENIDOS MEDIANTE EL
METODO DE LAS PROPORCIONES

Estos perfiles se obtuvieron con el fin de establecer posibles asociaciones entre

fdrmacos. De las 96 muestras 59 fueron sensibles a todos los fArmacos (INH, RIF, SM,

EMB,PZA), 28 fueron monorresistentes, 7 polirresistentesy 2 M DR.

De las 28 monorresistentes, 20 fueron resistentes a SM ,6 a PZA y 2 alINH. De
las 7 polirresistentes, 4 fueron resistentes tanto a INH como a SM, 2 resistentes a SM y

PZA y 1 resistenteaINH,SM y EM B.



Las 2 muestras M DR, fueron también resistentes a SM . Las dos Gnicas muestras

resistentes a RIF son M DR (tabla 5).

Tabla

Perfiles de susceptibilidad obtenidos mediante el método de las proporciones

M uestras Resistencia a FArm acos de Primera Linea
IN H RIF SM EM B PZA TOTAL
M onorresistentes 2 0 20 0 6 28
v = v = o 4
Polirresistentes = = 4 = v 2

<
<
iR

M DR v v v 8 - 2
Total M uestras Resistentes 9 2 29 1 8 37
Total M uestras Sensibles - - - - - 59
Total M uestras 96

El objetivo de este estudio fue el de encontrar cepas M DR mediante el ensayo
M ODS, por esta razén se llevéo a cabo el andlisis y comparacién de los resultados
tomando Gnicamente el perfil de susceptibilidad a INH y RIF, siendo el gold estandar
paratodo el anéalisisestadisticoel método de las proporciones. (Canetti, Rist, & Grosset,

1963)

M ediante el método de las proporciones de las 96 muestras, que fueron enviadas
al estudio de susceptibilidad: 87 fueron sensibles tanto a INH como a RIF, 7
monorresistentes a INH, ninguna monorresistente a RIF y 2 resistentes a INH y RIF

(MDR) (Tabla 6).

De las 96 muestras mediante el ensayo M ODS se obtuviron 88 muestras
sensiblestantoa INH comoa RIF, 6 monorresistentesa INH, ninguna monorresistente a

RIF y 2 resistentes a INH y RIF (M DR) (Tabla 6).

Tabla




Comparacion de los resultados de las PSF a INH y RIF mediante MODS vy el

m étodo de las proporciones.

INH y RIF M étodo Proporciones M ODS
Sensibilidad a Ambos 87 88
Resistenciaa Ambos (M DR) 2 2
Resistenciasolo a INH 7 6
Resistenciasolo a RIF 0 0
Total 96 96

En los resultadosde susceptibilidad a INH se observé discrepancia en tres muestras, una
m al clasificada como sensible y dos mal clasificadas como resistentes mediante el
ensayo M ODS. Por otro lado, no se observé discrepancia entre los resultados de

susceptibilidad a RIF y MDR. (Tabla 7)

Tabla

Resultados delrendimiento de las PSF de MODS en referencia almétodo de

las proporciones para la deteccién de M. tuberculosis drogorresistente

METODO DE LAS PROPORCIONES
M ODS RIFAMPICINA ISONIAZIDA TB-M DR
Resistente Sensible Resistente Sensible Resistente Sensible

Resistente 2 0 7 1 2 0
Sensible 0 94 2 86 0 94

2 94 9 87 2 94
Total

96 96 96




b. CONCORDANCIA DEL M ODS CON EL M ETODO DE LAS
PROPORCIONES

Se calculdé el valor que expresa el grado en que el método de las proporciones

coincide con el ensayo propuesto en este estudio (M ODS), aplicando el indice de

concordancia kappa mediante el cual se obtuvieron los siguientes resultados:

Se realizo dos tablas de contingencia con los resultados obtenidos:

La primeratabla se realiz6ocon losresultadosobtenidos de susceptibilidada INH,

obteniendo un Chi-cuadrada de 62,696 (valor P<0,05) (tabla 8).
La segunda tablase realizé con los resultados obtenidos de susceptibilidad a RIF
y M DR, obteniendo un Chi-cuadrada de 96,000 (valor P<0,05) (tabla 9).

En los dos casos los valores nos indican que existe una dependencia entre los

resultados obtenidos, por lo cual si podem os realizar el analisis de concordancia.

Tabla

Tabla de contingencia entre los resultados de sensibilidad y resistencia a INH

entre MODS y elmétodo de las proporciones

M étodo de las proporciones
(INH)
Total
P N

P 7 1 8
M ODS
(INH)

N 2 86 88




Total 9 87 96

Tabla

Tabla de contingencia entre los resultados de sensibilidad y resistencia a RIF

entre MODS y elm¢étodo de las proporciones

M étodo de las proporciones
(RIFy MDR)
Total
P N
M ODS P 2 0 2
(RIF y
M DR) N 0 94 94
Total 2 94 96

A partir de la tabla 8, al determ inar la concordancia del ensayo M ODS frente al
m étodo de las proporciones respecto a la susceptibilidad a INH, se obtuvo una
concordancia observada del 0.9688, una concordancia esperada del 0,8385 y un valor

kappa de 0,8065.

A partir de la tabla 9, se determiné la concordancia del ensayo M ODS ante el
m étodo de las proporciones respecto a la susceptibilidad a RIF y M DR debido a que las
Gnicas muestras resistentes a RIF son también las Gnicas muestras M DR, se obtuvo los
mismosvalores, una concordancia observada del 1,0000, una concordancia esperada del

0,9592 y un valor kappa de 1,0000.

Estos datos obtenidos nos indican que entre M ODS y el método de las
proporciones tanto para INH, RIF y M DR existe una fuerza de concordancia casi

perfecta (tabla 10).



Tabla

Concordancia entre MODS y elmétodo de las proporciones respecto a la

Isoniacida y Rifam picina.

IN H RIF M DR
Concordancia observada 0,9688 1,0000 1,0000
Concordancia esperada 0,8385 0,9592 0,9592
Valor kappa 0,8065 1,0000 1,0000

Fuerza de concordancia

Casi perfecta

Casi perfecta

Casi perfecta

c. VALORES DE

PREDICTIVOS

PROPORCIONES

SENSIBILIDAD,

ESPECIFICIDAD

Luego de determinar la concordancia entre el método de

Y VALORES

DEL M ODS FRENTE AL M ETODO DE LAS

las proporciones y el

ensayo M ODS a partirde los datos obtenidos en la tabla 8 respecto a la susceptibilidad a

INH, el ensayo M ODS obtuvo una sensibilidad del 77.8% ,una especificidad del 98.8% ,

un valor predictivo positivo del 87.5%

y un valor predictivo negativo del 97.7% .

De acuerdo a la tabla 9 respecto a la susceptibilidad a RIFy M DR, se obtuvo una

sensibilidad del 100% , una especificidad del

100% y un valor predictivo negativo del 100%

Tabla

100% ,

(tabla 11).

un valor predictivo positivo del




Valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos delensayo MODS

ante el método de las proporciones respecto a la INH y RIF

INH RIF M DR
Sensibilidad 77.8% 100% 100%
Especificidad 98.8% 100% 100%
Valor predictivo positivo 87.5% 100% 100%
Valor predictivonegativo 97 . 7% 100% 100%

A partir de los datos obtenidos en la tabla 11 podemos indicar que el ensayo
M ODS identificade formacorrectala susceptibilidad a INH en un 77,8% ,a RIF y MDR
en un 100% de los casos verdaderos positivos,es decirla verdadera susceptibilidad a los
farmacos de los enfermos de tuberculosis, y es capaz de identificar correctamente al
98.8% , 100% y 100% de los casos verdaderamente negativos tanto para INH y RIF

como para M DR respectivamente.

El valor predictivo positivo nos indica que por el ensayo M ODS, en el caso de
obtener un resultado positivo, existe un 87,5% , 100% y 100% de probabilidad de que el
paciente evidentem ente tenga tuberculosis resistente a INH, RIF y M DR

respectivam ente.

El valor predictivo negativo obtenido, nos indica que ante un resultado negativo
en el ensayo M ODS, existe una probabilidad de 97.7%, 100% y 100% , de que el

paciente no tenga tuberculosis resistente a INH, RIF y M DR respectivamente.

Para evaluar al ensayo M ODS también se utilizé la curva ROC que nos perm ite

evaluar la calidad de un procedimiento diagnéstico trabajando con las nociones de



sensibilidad y especificidad. La interpretacion se realiza mediante la comparacion del
valor obtenido AUC (4rea bajo lacurva)con lossiguientesintervalos para los valores de
(AUC):

v (0.5 -0.6): Testmalo.

v (0.6 -0.75): Testregular.

v (0.75 -0.9): Test bueno.

v (0.9 -0.97): Testmuy bueno.

v (0.97 -1): Test excelente.

Con un nivel de confianza del 95% se obtuvo un &rea bajo la curva (AUC) de 0,8831
para el perfilde susceptibilidad a INH (grafical);y un area bajo lacurva de 1,0000 para
RIF y MDR. Lo cual indica que existe un 88% de probabilidad de que el ensayo M ODS
detecte correctamente la susceptibilidad a INH y un 100% de probabilidad de que el

ensayo M ODS detecte correctamente la susceptibilidad a RIF y M DR (grafica 2).

Grafica

Curva ROC delensayo MODS para Isoniacida
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d. TIEMPO TRANSCURRIDO HASTA LA OBTENCION DE LOS
RESULTADOS POR AMBOS METODOS

El tiempo transcurrido desde la fecha de inoculaci6on (procesamiento de la

muestra) a la fecha de la disponibilidad de los resultados de susceptibilidad para INH y

RIF mediante el método M ODS tuvo un rango de 5 a 16 dias con un promedio de 9 dias

para INH y 12 dias para RIF.

El tiem po transcurrido para la disponibilidad de los resultados de susceptibilidad
mediante el método de las proporciones por el Instituto Nacional de Referencia
(INLASA) vari6 entre 70 a 190 dias con un promedio de 140 dias. Este tiempo abarca
desde la inoculacién de la muestra, obtencién del cultivo puro (desarrollo de colonias),
resiem bra en Lowestein-Jensen con farmacos y finalmente la lectura del método de las

proporciones para el reporte de resultados.

e. PORCENTAJE DE MUESTRAS EN RELACION A LOS DIAS DE LA
OBTENCION DE RESULTADOS

De las 96 muestras procesadas por el método M ODS, 8 fueron resistentes a INH,

obteniendo los resultadosen un promedio de 9 dias después de la siem bra. Por otro lado,

2 muestras fueron resistentesa RIF, obteniendo los resultados en un promedio de 5 dias.

El resto de las muestras que resultaron sensibles, fueron reportadas como tal al dfa 16.

Serealiz6 la lectura hasta el dia 21 y no se observo cambio alguno.

M ediante el ensayo M ODS el 4% de los resultados de susceptibilidad a INH se
obtuvieron al dia 5, el 5% aldifa 7, 7% al dia 10, 8% aldia 11y 100% de los resultados

al dia 16. (Grafica 3)

En el caso de RIF, mediante M ODS se obtuvo al dia 5 el 2% de resultados y al

dia 16 se obtuvo el 100% de los resultados. (Grafica 3)
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M ediante el método de las proporciones en cuanto a la susceptibilidad a INH vy
RIF, al dia 90 se obtuvo el 5% ,al dia 110 se obtuvo el 15% ,al dia 130 se obtuvo el 36% ,
al dia 150 se obtuvo el 68% , al dia 170 se obtuvo el 92% vy al dia 190 se obtuvo el 100%

de los resultados de susceptibilidad (Grafica 4).
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Grafica 5

Relacién entre el porcentaje de resultados obtenidos con respecto aldia de
reporte de resultados, comparando elensayo MODS con elm¢étodo de las

proporciones
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10.DISCUSION

La TB constituye un grave problema de salud publica a nivel mundial y es
considerada, a las puertas del nuevo milenio, la enfermedad infecciosa humana m é&s
frecuente; y su agente causal, el patégeno que mayor nimero de muertes produce
anualmente (8 millones de nuevos casos y 2 millones de muertes) (Pai, Kalantri, &
Dheda, 2006). Desde el descubrimiento de las drogas antituberculosas el pasado siglo,
ha ocurrido una significativa reduccién de la morbimortalidad asociada a M.
tuberculosis; no obstante, la aparicién y diseminacién de cepas resistentes a las drogas
antituberculosas de primera linea, hacen que los beneficios obtenidos se encuentren

comprometidos actualmente (Aziz & W right, 2005).

Se estima que la tercera parte de la poblacién mundial estd infectada por M.
tuberculosis y aunque muchos paises disponen de programas de controly han adoptado
la estrategia DOTS como pilaren el controlde esta enfermedad, cerca de 50 millones de

personas estan infectadascon cepas MDR.EIlincremento de los casos de TB producidos



por cepas con estas caracteristicasse convierteen una situaciénpreocupante, debido a lo

complejo, prolongado y costoso que se vuelve el tratamiento (W orld Health

Organization, 2004).

La resistencia de M . tuberculosis a las drogas antituberculosas, ha emergido
como resultado de tratamientos inapropiados que han favorecido la multiplicacidn
selectiva de células resistentes. Tasas elevadas de TB causada por cepas M DR son cada
dia mas frecuentes en diversas regiones del mundo, no solamente entre pacientes
previamente tratados, debido a un mal manejo de los casos, sino adem &s entre casos
nuevos debido a la transmisiéon de este fendmeno en la comunidad. Esta situacién ha
generado una urgente demanda de nuevas pruebas de susceptibilidad para llevar a cabo

la vigilancia de la resistencia y la orientacion de tratamientos adecuados (Kim,2005).

La frecuencia de mutantes resistentes y sus niveles de resistencia, varian en
dependencia de la droga y de los genes mutados, cuya expresion fenotipica incluiré:
alteraciones en sitio de accién de la droga, pérdida de las enzimas que producen la
activacion de la mismay cambios en la permeabilidad de la pared (De Rossi, Ainsa, &

Riccardi, 2006).

Los métodos para el estudio de la susceptibilidad in vitro juegan un papel
primordialen el monitoreode laresistencia de las cepas de M . tuberculosis que circulan
y sus resultados ayudan a seleccionar o modificar la terapéutica e impedir
oportunamente la diseminaciéon de cepas resistentes en la comunidad (De logu, Uda,

Pellerano, Pusceddu, Saddi, & Schivo, 2001).

Actualmente, se dispone de una gran variedad de métodos para evaluar la
susceptibilidad de M . tuberculosis a las drogas antituberculosas; sin em bargo, ninguno
es perfectoy losresultados que ofrecen alln no satisfacen la orientaci6n clinica necesaria
paraimponerun tratamiento efectivoy evitarla propagaciéon de cepasde M .tuberculosis

resistentes (Kim, 2005).



La mayoria de los laboratorios disponen desde hace varios afios de las técnicas
convencionales basadas en el cultivo. Entre las mismas se detecta el M étodo de las
Proporciones descrito por Canetti desde 1963, método que en la actualidad contintGa
siendo la técnica de referencia, por ser altamente reproducible, de elevada correlacién
clinica y de bajo costo. El M étodo de las Proporciones, asi como el de las
concentraciones absolutasy el de cociente de resistencia son muy laboriosos y debido al
crecimiento lento de M. tuberculosis, tienen el inconveniente de requerir entre 4-6

semanas de incubaci6n para brindar sus resultados (Canetti, Rist, & Grosset, 1963).

El creciente aumento de los casos de TB-M DR cada vez mas frecuente en
diversas regiones del mundo y la repercusiéon de esta situaciéon en el control de esta
enfermedad,asi como eltiempo que necesitan las técnicas convencionales basadas en el
cultivo para mostrar los resultados de la susceptibilidad han motivado el desarrollo de

técnicas rapidas de detecci6n de resistencia.

Como una alternativa que permite una reduccién del tiempo necesario para
obtener los resultados,fue desarrollado el ensayo M ODS el cual se encuentra disponible
comercialmente. Los resultados que este método proporciona son perfectamente
comparables con los obtenidos mediante el método de las proporciones. EIl presente
trabajo corresponde a una evaluacién del ensayo M ODS para la deteccién de cepas

farmaco resistentes utilizando el método de las proporciones como gold estandar.

Se empez6é a trabajar sobre un total de 115 muestras con baciloscopia positiva,
las cuales estaban destinadas a realizar cultivo en los diferentes centros y PSF en el
laboratorio Nacional de Referencia INLASA. De estas muestras, 3 cultivos se
contaminaron antes de enviar a realizar las PSF y 12 cultivos fueron excluidos del
estudio debido al desarrollo disgénico de las colonias (ANEXO 11). En total para las
PSF se trabajé con 100 muestras que rendian los criterios de inclusiéon, de las cuales 4

resultaron contaminadas, trabajando para el andalisis estadistico con 96 muestras.



Uno de los problem as para el desarrollo de este estudio fue la contaminacidén del
cultivo primario observando desarrollo de colonias antes de las 48 horas, el cual es
indicativo de contaminacién, generalmente de origen bacteriano, pocas veces causada
por hongos. Para evitar al maximo esta contaminacién es importante el procedimiento
utilizado para descontaminar la muestra, cuyo principal objetivo es destruir la
microbiota asociada y no el M. tuberculosis. Una de las formas de disminuir la
contaminaciéon seria aumentar el tiempo de contacto de la muestra con la solucién de

lisis.

Casal et al. (1999), sostienen que los métodos de descontaminaci6én mé&s
utilizados en la actualidad son los de Petroff, Tacquety Ticcson, Kubica modificados
por Krasnow y N-acetil-L cisteina- Hidréxido S6dico (NALC-NaOH). Adem as afirman
que la eleccién de cualquiera de estos métodos dependerd del tipo de muestras que se
descontaminey, sobre todo, de la utilizacién de determinados medios de cultivo liquidos
y la realizacion de técnicas moleculares a partir del sedimento de las muestras
descontaminadas, ya que algunos reactivos utilizados en estos métodos pueden retrasar
el crecimiento de las micobacterias o interferir en las reacciones de amplificacion

(Griffith, 1998).

El porcentaje de contaminacién aceptado, para los medios s6lidos lo establecen
entre el 3% y el 5% . Un indice de contaminacion significativamente menor del 3%
indica que la descontaminaciéon es demasiado fuerte y un rango significativamente
mayor del 5% sugiere un proceso de descontaminacién dem asiado suave o de digestién
incompleta. Por lo que se deduce que la contaminacién total observada en el cultivo
primario mas las PSF por el método de las proporciones en medio LJ de la presente
investigacion se encuentra dentro del rango permitido con un 4.6% . (Parimango
Rodriguez, Chavez Castillo, Lujan Velasquez, Ortiniano Garcia, Robles Castillo, &

M ufioz Ganoza, 2007)

En el caso del ensayo M ODS el proceso de descontaminaci6én es muy severo con

un 1% de contaminacién, probablemente por la adicién de la solucién PANTA que se



afiade al medio liquido com puesto por diferentes antibi6ticos Polimixina B que tiene un
espectro de actividad limitado casi exclusivamente a los bacilos Gram Negativos,
Anfotericina B es un antibiético antifungico in vitro es activa contra muchos hongos
patégenos, Acido Nalidixico es un antimicrobiano perteneciente a la familia de las
quinolonas activo contra Gram negativos, Trimetoprimaesun antibi6tico bacteriostatico
con actividad contra Gram positivasy Gram negativas, Azlocilina es un antibidtico que
en su accién bacteriana muestra actividad en contra de un am plio espectro de bacterias,
incluyendo las Pseudomona aeruginosa y a diferencia de la mayoria de las
cefalosporinas exhibe actividad en contra de los enterococos. La solucion PANTA
inhibe el crecimiento de toda la microbiota acom pafiante, pero el crecim iento del M.
tuberculosis no se ve afectado. (Laboratorio de Investigacion en Enfermedades

Infecciosas, 2008)

La metodologia del M ODS protege inherentemente contra la contaminacion
cruzada desde el punto de inoculacién de la muestra en adelante porque el cultivo es
luego sellado dentro de una bolsade plastico transparente.Se tomé el cuidado suficiente
mientras se procesaba la muestra para evitar contaminacidén cruzada (proceso en
campana tipo Il). La contaminacién maxima se observdé en la fase inicial del estudio y
luego se fortaleci¢é la practica de descontaminacién dedicada y asepsia y de un
seguimiento continuo. Estos dos aspectos, junto con préacticas de bioseguridad estrictas

deben recibir la debida atencién para que el ensayo funcione correctamente.

Como se mencion6é anteriormente 12 cultivos fueron excluidos del estudio
debido al desarrollo disgénico de las colonias en medio LJ. Se refiere al crecimiento
disgénico como un crecimiento con colonias pequefias menores de 1 mm . de diametro
adheridas al medio, generalmente producidas por M. bovis y M. tuberculosis con
pretratamiento;y el crecimiento tipoeugénicocomo un crecimiento con colonias tipicas
mayoresal mm de didametro,tienen bordes irregularesaplanados,un centro en forma de

coliflory faciles de separar de la superficie del medio.



En la evaluacion del tipo de crecimiento de las colonias en el medio LJ se
observé que primo6 el tipo eugoénico. Las muestras que resultaron en crecimiento
disgénico fueron excluidas del estudio ya que referian micobacterias atipicas o M.

tuberculosis con tratamiento antibidtico.

El primer objetivo de este estudio fue analizar las caracteristicas de los perfiles
de susceptibilidad a farmacosde M . tuberculosis obtenidos por métodos diagno6sticos de
referencia, en este caso el método utilizado fue el método de las proporciones realizado

por el laboratorio nacional de referencia (INLASA).

Las formas mas comunes de TB monorresistente son a INH o a SM como
veremos en diferentes trabajos.Esta Gltimareflejael amplio uso de la SM en el pasado y
no representa un gran desafio para el tratamiento dado que esta droga ya no se incluye
en los esquem as estandarizados de tratam iento. (Ruiz, Rodriguez Cano, Zerolo, & Casal,

2003)

Park et al. (2002) estudiaron la susceptibilidad de 53 aislados, de acuerdo con el
m étodo de referencia7H 10 de proporciones,43(81% ) de los aislados fueron resistentes a

INH, 42(79% ) a RIF,31(58% )a EMB,y 39(74% )a SM .

M oore et al. (2004) de 276 pacientes con pretratamiento y en tratamiento 19 y

48% fueron resistentes a INH, 2 y 42% a RIF, 14 y 27% a EMB, 5y 22% a SM

respectivamente.

En un estudio posteriorrealizado por M oore et al. (2006) en 349 muestras 10.7%
fueron resistentes a RIF, 19.5% a INH, 10.1% a EMB, 21.4% a SM (Moore, y otros,

2006).

Llerena et al. (2010) analizaron las pruebas susceptibilidad de 128 pacientes
donde la mayor resistencia se encontré6 para la SM en 5,7% , seguida de la INH con

3,3% ,RIF1,6% yEMB 0,8%.



En nuestro trabajo observamos que SM presenta una cifra muy alta con 30.2% ,

seguida de INH con 9.3% ,PZA con 8.3% ,RIF con 2% y EMB con 1% .

Como podemos observar en el trabajo de Park et al. las cifras son bastante altas
en comparacién a nuestros resultados debido a que los aislados eran de pacientes con
alto riesgo de contraer TB-M DR, en cambio nuestros aislados provenian de pacientes
que asistian a los diferentes centros de salud con sospecha de TB. En el prim er trabajo
de Moore et al. (2004) estudiaron a pacientes pre tratados y en tratamiento donde se
observan cifras com parables en pacientes con pre tratamiento excepto a EM B y cifras
muy altas en pacientes con tratamiento, en nuestro estudio solamente se trabaj6 con
pacientes que nunca recibieron tratamiento contra TB. En el segundo trabajo de M oore
el al. (2006) trabajan con tres grupos de pacientes con sospecha de TB, pacientes con
riesgo de contraer TB-M DR y pacientes con HIV, al igual que en su primer trabajo se

observan cifras altas de resistencia en com paracién a nuestro estudio.

Nuestros resultados son comparables con el trabajo de Llerena et al. (2010)

donde analizan los perfiles de susceptibilidad realizadas en el Instituto Nacional de

Salud Colom bia, reportando mayor resistencia a SM , seguida de INH, RIF y EMB.

Los diferentes trabajos no incluyen la susceptibilidad a PZA, ya que para su
determinacién por el método de las proporciones en tubo usando el medio de
Lowenstein-Jensen requiere acidificar éste hasta un pH 5 para que la droga actle; sin
em bargo, el crecimiento de M . tuberculosis se hace dificil y algunas cepas no logran
desarrollarse. Por otra parte, si el pH es mayor a 5.5, la droga se inactivay es probable
que la prueba dé un resultado de falsa resistencia4-6. La prueba de la pirazinamidasa
(método de W ayne), se ha descrito para ser utilizada en reem plazo de la prueba de
sensibilidad a la PZA por el método de proporciones, ésta pone de manifiesto la
presencia del 4cido pirazinoico por la formacién de una sal ferrosa de color rosado, y
permite obtener el resultado en 4 dias (ANEXO 12). Las cepas de M. tuberculosis que

son sensiblesala PZA poseen laenzima pirazinamidasa (PZAsa)que metabolizala PZA



con formaciéndel &cido pirazinoico.Las cepasque resultenPZA -resistenteshan perdido

la actividad de esta enzima. (Leo,y otros, 2003)

Leo et al. en un trabajo realizado en Lima, Perld reporta 1.9% de resistencia a la
pirazinamida en 1074 pacientes sin antecedentes de tratamiento (Leo, y otros, 2003).
Gutierrezet al.estudi6 la resistenciade 650 cultivosen elcentro de referenciade control
de tuberculosis Cordova Espafia donde se reporta 2% de resistencia a PZA. Montoro et
al. en Caracas Venezuela de 102 cepas estudiadas 16 (15.7% ) fueron resistentes a PZA
porelmétodo de W ayne. EIl porcentaje de resistencia a PZA variaen diferentes trabajos
dependiendo de la regi6n, en nuestro medio encontramos un porcentaje intermedio

(8.3% ) en relacién a los otros trabajos realizados en diferentes paises.

Dentro de la TB polirresistente, la mas frecuente combinacién incluye la
resistenciasimultaneaa INH y SM , otras com binaciones son menos frecuentes, como es

el caso de la resistencia simultdnea a INH y RIF (M DR).

La baja frecuencia de resistencia a esta combinacién se debe a que la RIF
consideraunade las mejoresdrogas para el tratamientode la TB, siemprese ha utilizado
asociada a la INH y, en zonas del mundo con buenos PNC, también se combina con
otras drogas antituberculosas. Para que aparezca un mutante resistente a la RIF se
necesitan entre 107—109 bacilos, convirtiéndola en la droga que mayor tasa de mutacidn
necesita y por tanto se hace méas dificil la selecciéon de mutantes resistentes a punto de
partida de la adm inistracion deuna monoterapia real o encubierta. Estos aspectos, unido
a que por su precio maéas elevado no se ha podido em plear en extensas zonas del mundo
(las m é&s pobres) hasta hace s6lo algin tiempo, han condicionado que la resistencia a
esta droga se haya demorado en aparecer maéas de lo esperado. Sin embargo, en los
Gltimos 15 aflos, su uso se ha generalizado en la gran mayoria de los paises, condici6n
que, unido a que no siemprese ha administrado en el contexto de buenos PNC, ha hecho
emergerla resistenciaala RIF como un auténtico problema de salud pUblica, sobre todo

porque casi siem pre aparece asociado con la resistencia a la INH.



El hecho que la monorresistencia a la RIF sea rara y que mas del 90% de las
cepas resistentes a la RIF presenten adem &s resistencia a la INH, ha convertido la
resistencia a esta droga en un marcador de M DR, especialmente en paises con una alta

prevalencia de cepas resistentes.

En nuestros resultadosobservamosuna baja frecuencia de M DR (2.1% ), tam bién
una relacién estrecha en los perfiles de susceptibilidad a RIF y M DR, las dos UGnicas
muestrasresistentesa RIF son tambiénresistentesa INH, lo cual concuerda con estudios
realizados anteriormente donde utilizan a RIF como marcador de TB-MDR. Sin
embargo, en trabajos publicados observan bajos ©porcentajes de tuberculosis
monorresistentesa RIF, si bienno en todos los casos puede ser utilizado com o marcador
de TB-M DR, debe utilizarse para cambiar el esquem a de tratamiento y evitar el fracaso
terapéutico, por lo tanto la determinacién de la susceptibilidad a RIF es una de las m as

importantes para dirigir efectivamente el tratamiento.

Segun los datos obtenidos del INLASA durante los afios 2010 y 2011 los casos
de TB-M DR seencontrabanentre 1 a 2% del total de casos de tuberculosis pulmonar en
Bolivia, segtn el Informe Regional 2012 de la OPS y la OM S en el afio 2011 se calcula
un 2.9% de casos de TB-M DR en Bolivia. De acuerdo a nuestros resultados el
porcentaje de TB-M DR es de 2.1% , valor que se encuentra dentro del rango estadistico
en Bolivia tomando en cuenta que la muestra en estudio es de la ciudad de La Paz del

afio 2013.

En cuanto a la evaluacién de la concordancia del método M ODS con el método
de las proporciones. A partir de la tabla 8 al determinar la concordancia del ensayo
M ODS frente al método de las proporciones respecto a la susceptibilidad a INH se
obtuvo una concordancia del 96.9% . Hubo discrepancia en tres de las 96 muestras, una
m al clasificada como resistente y dos mal clasificadas como sensibles por el ensayo
M ODS. Una posible explicacién de la discrepancia entre los resultados de la prueba
M ODS frente al método de las proporciones en LJ radica en la naturaleza cualitativa de

la prueba M ODS. En el ensayo M ODS, a diferencia de los métodos en agar s6lido, no



hay colonias discretas para contar y, por lo tanto, una proporcién de resistencia no se
puede calcular. En el método M ODS, cualquier crecimiento en medio que contiene el
farmaco indica resistencia a los farmacos, mientras que en pruebas de agar so6lido, el
crecimiento de menos del 1% del que se dio en el medio libre de farm aco se interpreta

como susceptibilidad (Mello,y otros, 2007).

A partir de la tabla 10 al determinar la concordancia del ensayo M ODS frente al
m étodo de las proporciones respecto a la susceptibilidad a RIF y M DR se obtuvo una
concordancia del 100% en ambos casos. Ambos m¢étodos detectaron el 2.1% de los
aislados como TB-M DR y no hubo discrepancia entre los dos métodos. Los porcentajes
de concordancia entre el ensayo M ODS y el método de las proporciones del presente

estudio son similares a los reportados por anteriores estudios, como veremos adelante.

M oore et al. En wun estudio compara los resultados de las pruebas de
susceptibilidad de 349 muestras positivas entre el ensayo M ODS y el método de las
proporcionesen LJcomo gold standard. Se obtuvo una concordancia de 100% para RIF,

96.7% para INH y 98.8% para M DR.

Segun el trabajo de Girum Shiferaw y col. en 247 muestras la concordancia de

las PSF entre el M étodo de las Proporciones y el ensayo M ODS fueron para INH, RIF vy

M DR 96.7, 98.8 y 98.8% respectivamente (Shiferaw, W oldeamanuel, Gebeyehu,

Girmachew, Demessie, & Lemma, 2007).

Park et al., evalud el desempefio de las PSF mediante el ensayo M ODS
comparandola con el método de proporcién en agar 7H10 de referencia. Utilizé 53
aislados de M . tuberculosis de personas con alto riesgo de contraer TB-M DR, en este
estudio hubo una concordancia del 100% tanto para INH como para RIF entre los dos

m étodos. (Park, Bishai, Chaisson, & Dorman, 2002)

En wun estudio realizado en Vietnam los resultados de las pruebas de

susceptibilidad mediante M ODS fueron comparados con los resultados método de las



proporciones en LJ para 300 muestras. La concordancia entre ambos métodos fue

92.7% , 98.7% y 99% para la deteccién de aislados resistentes a INH, RIF y M DR

respectivamente. (Minh Ha,y otros, 2012)

Como podemos observar en los diferentes trabajos al igual que en el nuestro los
resultados de susceptibilidad tanto para INH, RIF como M DR delensayo M ODS frente
almétodo de las proporciones son comparablesya que existe una fuerza de concordancia

casi perfecta (tabla 10).

Los valores de sensibilidad,especificidady valores predictivos del M ODS frente
al método de las proporciones, revelan que los resultados del ensayo M ODS obtenidos
en este estudio fueron comparables a los trabajos realizados por diferentes autores.
Parsons et al. bajo una revision de la literatura y un meta-analisis conducidos para
analizar las sensibilidades y especificidades del ensayo M ODS, calculé que las
sensibilidadesy especificidades agrupadas para la deteccidn de resistencia a INH fue de
92% y 96% respectivamente, para RIF fue de 96% y 96% respectivamente (Parsons, y

otros, 2011).

En un estudio retrospectivo, M oore et al. Analiz6 la base de datos de 207
resultados de muestras respiratorias de pacientes pre tratados cultivados por el método
M ODS. EImétodode referencia fue el ensayo indirectode micropozos Azul Alamary/o
elensayo en micropozosde tetrazolium .Los valores de sensibilidad, especificidad, VPP
y VPN fueron 81.1%,96.9% ,85.7% y 95.7% para INH; 100%,98.3% ,57.1% ,y 100%
para RIF; 100%, 98.2% , 57.1% y 100% para M DR. Adem 4s analiz6 69 muestras de
pacientes en tratamiento. Los valores fueron 90.3% , 91.2% , 90.3% y 91.2% para INH;
92.9% , 89.7% , 86.7% y 94.6% para RIF; 90.9%, 93.3% , 87.0% y 95.5% para M DR

respectivamente. (M oore,y otros, 2004)

M oore et al. en un posterior estudio en 338 muestras obtuvo un porcentaje de

sensibilidad, especificidad, VPP y VPN en el ensayo MODS de 100%, 100% , 100% vy



100% para RIF; 84.6% ,99.6% ,98.2% y 96.4% para INH; 88.6% ,100% ,100% y 98.7%

para M DR respectivamente. (M oore,y otros, 2006)

Segun Minh Ha et al. (2012) la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de
M ODS fue 72.6% y 97.9%, 90.0% y 93.2% respectivamente para la detecci6on de
resistencia a INH, 72.7% , 99.7% , 88.9% y 98.9% respectivamente para la deteccidén de
resistencia a RIF, 77.8% , 99.7% , 87.5% y 99.3% respectivamente para la deteccién de

M DR.

En los diferentes trabajos publicados al igual que en el presente trabajo se

observan porcentajes altos de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN mediante el

ensayo M ODS obteniendo los mejores resultados en la deteccién de TB-M DR, seguida

de la deteccién de resistencia a RIF y por Gltimo la deteccién de resistencia a INH.

Como se menciond anteriormente uno de los pardametros mas importantes para
elcontrol de la TB-M DR, es el tiempo de espera que el paciente debe tener para recibir
su resultado siendo en promedio 140 dias en el caso del método gold estadndar cultivo -
método de las proporciones segun datos del presente estudio, y el tiempo promedio para
la obtenciéon de los resultados de susceptibilidada INH y RIF medianteel ensayo M ODS
fue 12 dias, con un Ilimite inferior de crecimiento de 5 dias y un tiempo maéaximo de

desarrollo de 16 dias.

Entre otros estudios realizados al respecto; Shiferaw et al. en un estudio
prospectivo de 262 muestras con baciloscopia positiva obtuvo los resultados tanto del
cultivo positivo como la susceptibilidad a INH y RIF en un tiempo promedio de 9 dias
con un rango de 5 a 29 dias (Shiferaw, W oldeamanuel, Gebeyehu, Girmachew,

Demessie, & Lemma, 2007).

M ello etal. realizé un estudio en 251 individuoscon riesgo de contraer TB drogo
resistente,180 resultaron positivos mediantelos métodos M ODS y LJy fueron incluidos

en el anélisisde susceptibilidad.EIl tiempo promedio desde la siem brahasta la obtencidn



de los resultados fue de 21 dias (rango 17 - 24 dias) para el ensayo M ODS y 49 dias

(rango de 46 - 55 dias) para el método de las proporciones. (Mello,y otros, 2007)

M oore et al., realizé un anélisis retrospectivo a dos grupos de pacientes, con pre
tratamiento y en tratamiento por M ODS, 8.2 dias (7.9 a 8.4 dias) y 10 dias (9 a 11 dias)
respectivamente,y por el método de las proporciones 17.3 dias (16.5 a 18.1 dias) y 23.6
dias respectivamente sin contar con el lapso de tiem po para obtener el cultivo puro. EI
tiem po fue significativamente mas corto en pacientes con pre tratamiento que en los

pacientes con tratamiento. (M oore,y otros, 2004)

Caviedes et al.obtuvo losresultadosde susceptibilidad de 88 pacientes mediante
el ensayo M ODS en un rango de 5 a 20 dias (9.5 dias promedio). (Caviedes, y otros,
2000)

M oore et al. (2006) en un estudio posterior obtuvo la susceptibilidad de 349
pacientes,el tiem po promedio de la obtencidon de resultados fue de 7 dias para el ensayo
M ODS, 22 dias para el cultivo autom atico y 68 dfas para LJ.

M ediante el método de las proporciones se obtuvo los resultados de
susceptibilidad para INH y RIF en un promedio de 142 dias desde la siembra de las
m uestras, con un limite inferior de crecimiento de 90 dias y un tiempo maéaximo de
desarrollo de 190 dias.

Para realizaresta PSF es necesario obtener primero el cultivo primario que tarda
un tiempo de 20 a 60 dias, para luego resem braren medio LJ con los diferentes farm acos

y realizar la lectura en un tiempo promedio de 45 dias.

En el Laboratorio Nacional de referencia de Diagnéstico de Tuberculosis
(INLASA), debido a la carga de muestras que recibe de toda Bolivia, los 45 dias que
deberian serinvertidosen laprueba de susceptibilidad porel método de las proporciones
no son reales, sino que pasan varios dias antes de que procesen los cultivos positivos
recibidos de los diferentes centros de salud. También existen otros percances como el
envio de los cultivos primarios desde otras ciudades y su contaminacién en el trayecto,

que trae como consecuencia empezar el proceso nuevamente desde la recolecciéon de la



muestra.Por otro lado, la contam inaci6n podria darse al momento de realizar el método
de las proporciones, que resulta en volver a realizar la resiembra una vez detectada la
contaminacion, la cual se da generalmente al momento de la lectura (45 dias). En caso
de haber una contaminacién por el método de las proporciones, el PNCT recurre al
m étodo de la nitrato reductasa para adelantar el resultado, pero de todas maneras éste

toma 21 dias hasta su lectura.

11.CONCLUSION

Los resultadosdel presente estudio apoyan nuestra hipo6tesis, dem ostrando que el
ensayo M ODS es wun método capaz de detectar <cepas de M . tuberculosis
drogorresistentes directamente de muestras de esputo con alta sensibilidad vy
especificidad, reducida inversién econdmica y tecnolégica,y sobre todo mayor rapidez

en comparaciéon a los métodos convencionales.

Los perfilesde susceptibilidad obtenidos medianteel método de las proporciones
m uestran que existe una relaciéon estrecha en la resistencia a RIF y MDR, ya que la
mayoria de las cepas resistentes a RIF tienden a ser M DR
Los resultados obtenidos mediante el método M ODS muestran que éste presentdé una
concordanciacasi perfectacon el método de las proporciones para la deteccién de cepas
resistentes tanto a INH, RIF como a cepas M DR.
Al determinar la sensibilidad, especificidad y valores predictivos del método M ODS
para la susceptibilidada INH, RIFy MDR, seobtuvieronresultados favorables ya que el
m étodo M ODS presentd una elevada sensibilidad y especificidad.
Si bien el ensayo M ODS y el método de las proporciones ofrecen resultados

comparables, el método M ODS es mucho mas rdpido comparando la variable tiempo.

Finalmente con los resultados obtenidos, se puede considerar al ensayo M ODS
como un método valido y aplicable, que permite la deteccién de casos de M.
tuberculosis multidrogorresistente de manera equivalente y aun superior a los métodos

microbiolédgicosde referencia,disminuyendoeltiempo y elcosto del diagno6stico, por lo



tanto valido para aplicarlo como método de diagndstico de rutina o de tamizaje de TB -

M DR en nuestro pais.
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ANEXOS



ANEXO 1. Aval Etico




ANEXO 2. Formulariopara elregistrode datos.




ANEXO 3. Escalade Mc Farland N°1.

ANEXO 4. Tampébn Fosfato PBS pH 6.8




ANEXO 5.Solucién digestiva

ANEXO 6. Tubos para preparaciénde controlespositivos.




ANEXO 7. Antibidticos

ANEXO 8.Placas M ODS selladascon tapas de siliconay bolsas ziplock incubando a

37°C en una estufacon ventilador.




ANEXO 9.0Observacion de las placas M ODS medianteel microscopiode luz invertida.




ANEXO 10.Crecimientode M. tuberculosisresistenteala INH en placas M ODS segun

dias de cultivo.

Dia 5-7 Dia 8-10
Dia 11-13 Dia 14-16
Dia 17-19 Dia 20-22



ANEXO 11. M étodo de las proporciones (coloniasdisgdénicasy eugo6nicas)

Colonias disgdénicas

Sin crecimiento

ANEXO 12. M étodo de W ayne (Deteccidén de resistenciaa laPZA)

Control (-)

M uestra(+)

Colonias eugdnicas




