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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad contagiosa que afecta a toda la poblacion sobre todo en
paises de bajos recursos econdémicos, su deteccion por métodos convencionales (cultivo y
baciloscopia) y aplicacion del método de las proporciones Canetti-Rist depende mucho del
envio oportuno de los cultivos al LRN. Para evaluar el efecto que tiene el tiempo vy la
temperatura de envejecimiento en los perfiles de resistencia en cultivos provenientes de la
RNLT se determiné el efecto que tienen sobre la viabilidad y el perfil de resistencia de los
cuales se tomaron 64 muestras separadas en dos grupos determinando su viabilidad a 37° C
y a temperatura ambiente que comprendia entre 16 y 20° C por un periodo de
envejecimiento de 70 y 90 dias de antiguedad.

La determinacion de la viabilidad se efectu6 realizando una suspension de las colonias de
los cultivos eugonicos enviados, la concentracion de la suspension se diluyo aun factor de
1:10 en una bateria de 10, 102,10°,10* 10 y 10, de las diluciones 10°,10° y 10°° se
tomaron 200 uL y se inocularon en medios de cultivo Lowenstein-Jensen sin droga. Para
determinar los perfiles de resistencia se utilizdé el mismo procedimiento de dilucion de las
colonias de los medios de cultivo y de las mismas formas se inocularon las diluciones en
medios de cultivo Lowenstein-Jensen con drogas incluidas (INH, RIF, EM, SM) y se
identificaron los perfiles de susceptibilidad por el método de las proporciones de Canetti-
Rist.

Los resultados mostraron viabilidad en los medios de cultivo a diferentes diluciones y
periodos de envejecimiento de acuerdo a la temperatura aplicada; en una de las muestras de
estudio se observo desarrollo similar a una biopelicula. Durante la determinacién de los
perfiles de susceptibilidad se identificaron cambios de susceptibilidad en medio Lowestein-
Jensen que incluia estreptomicina, por lo que se verifica un cambio en el perfil de
susceptibilidad a una temperatura de exposicion de 37° C, por esta verificacion se plantea
que el tiempo limite de ejecucién al método de las proporciones Canetti-Rist tenga como
fecha limite 70 dias como maximo para su ejecucion.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, envejecimiento en procariotas,
susceptibilidad, viabilidad, método de las proporciones Canetti-Rist



SUMMARY

Tuberculosis is a contagious disease that affects the entire population, especially in low-
income countries, its detection by conventional methods (culture and smear) and
application of the Canetti-Rist proportions method depends a lot on the timely shipment of
the crops to the LRN. To assess the effect of time and the temperature of aging on
resistance profiles in crops from RNLT, the effect on the viability and resistance profile of
which 64 separate samples were taken in two groups was determined by determining its
viability at 37° C and at room temperature between 16 and 20° C for an aging period of 70
and 90 days old.

The viability determination was made by suspending the colonies of the eugonic cultures
sent, the concentration of the suspension was diluted even a factor of 1:10 in a battery of
10-1, 10-2,10-3,10- 4,10-5 and 10-6, of the dilutions 10-3,10-5 and 10-6, 200 uL were
taken and inoculated in Lowenstein-Jensen culture media without drug. To determine the
resistance profiles, the same procedure of dilution of the colonies of the culture media was
used and in the same ways the dilutions were inoculated in Lowenstein-Jensen culture
media with drugs included (INH, RIF, EM, SM) and Susceptibility profiles were identified
by the Canetti-Rist proportions method

The results showed viability in the culture media at different dilutions and aging periods
according to the temperature applied; development similar to a biofilm was observed in one
of the study samples. During the determination of the susceptibility profiles, susceptibility
changes were identified in Lowestein-Jensen medium that included streptomycin, so that a
change in the susceptibility profile at an exposure temperature of 37 ° C is severed, for this
verification it is stated that the time limit of execution to the method of the proportions
Canetti-Rist has as a maximum date 70 days for its execution.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, aging in prokaryotes, susceptibility, viability,
method of Canetti-Rist proportions.



1. INTRODUCCION

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad provocada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis, que se encuentra distribuida por todo el mundo y contintia siendo una de las
causas principales de morbilidad y mortalidad. En el 2016, 10,4 millones de personas
fueron diagnosticadas con tuberculosis y 1,7 millones murieron a causa de esta patologia
(entre ellos, 0,4 millones de personas con VIH). Mas del 95% de las muertes por
tuberculosis se producen en paises de ingresos bajos y medianos (OMS, 2016).

Esta infeccidn bacteriana es posible curarla a base de antibioticos antituberculosos que se
han desarrollado a lo largo de décadas de estudio, sin embargo, el tratamiento oportuno y
eficaz depende de las pruebas de susceptibilidad a drogas antituberculosas otorgando
resultados confiables. En Bolivia el método de las proporciones Canetti-Rist que tiene la
capacidad de informar el nimero total de bacilos utilizados durante la prueba y muestra la
proporcién de bacilos resistentes que existen en la cepa a probar lo que la convierte en la
prueba Gold-Standard en el &mbito bacterioldgico y es la que se emplea a nivel Nacional y
de Sudamérica (Canetti, G. Rist, N. Grosset, J. 1963).

En el pais el Programa Nacional de Control de la Tuberculosis (PNT) es la estructura
oficial que controla la tuberculosis y cuenta con 58 laboratorios que realizan cultivo y 590
laboratorios que realizan baciloscopia (Tabla 1) distribuidos por todo el pais tanto en sus
ciudades capitales como en sus provincias, las cuales estan dedicadas a cultivar muestras de
esputo y otros liquidos corporales de pacientes infectados con la bacteria, asi mismo estos
son los encargados de hacer llegar a la brevedad posible los cultivos al LRN en donde se
lleva a cabo la prueba de resistencia a drogas antituberculosas de primera y segunda linea
por el método ya mencionado (Laboratorio de Referencia Nacional, 2016).

Para que la persona infectada tenga un esquema de tratamiento eficaz y certero la prueba
requiere de cultivos frescos de Mycobacterium tuberculosis que tengan un periodo de
desarrollo de no menos a 30 dias de incubacién primaria y no mayor a 60 dias desde la
fecha de inoculacion de la muestra. Las bacterias que son resistentes a isoniazida tienen una
tiempo de duplicaciéon menor que una cepa sensible por lo que realizar una prueba en
cultivos con desarrollo inferior a 30 dias podria causar un antibiograma con falsa
sensibilidad, por otro lado no se conocen los efectos del antibiograma realizado con un
periodo mayor a 60 dias dejando dudas en la confiabilidad del resultado, una vez que se
verifica el desarrollo en base a su fecha de inoculacion (primocultivo) este desarrollo debe
estar entre 30 y 60 dias y deben ser referidos a estudio (Canetti, G. Rist, N. Grosset, J.
1963).



El presente trabajo nos permitird determinar la fecha limite de ejecucion del metodo de las
proporciones Canetti-Rist a drogas de primera linea para el tratamiento de TB verificando
los perfiles de resistencia en funcion al tiempo de antigliedad y la temperatura de
exposicion de los cultivos primarios de Mycobacterium tuberculosis, lo cual sera de gran
utilidad para el personal de salud lo que permitira dar un tratamiento adecuado y eficaz
beneficiando directamente al paciente con esquemas de tratamiento certeros.

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El LRN en su base de datos, registro cultivos que excedian los 60 dias de primocultivo
llegando hasta los 77 dias (17 dias por encima del limite establecido por norma
internacional), el efecto sobre los perfiles de susceptibilidad y desarrollo son desconocidos
llegando a crear dudas en la aplicacion de los resultados del antibiograma al esquema de
tratamiento por lo que este estudio pretende disipar estas dudas mostrando datos de los
antibiogramas por fuera del tiempo establecido (Laboratorio de Referencia Nacional,
2016).

Se cree que el perfil de susceptibilidad podria ser afectado en relacion a su antigliedad
debido a posibles modificaciones que se puedan presentar en la maquinaria metabdlica del
bacilo afectando su viabilidad, es decir que estos cultivos contengan bacilos sin la
capacidad para desarrollarse dando como resultados falsos perfiles de susceptibilidad
siendo este como primer problema a abordar, es importante determinar las colonias
contables de Mycobacterium tuberculosis ya que una disminucion o la pérdida total de esta
capacidad podrian dar falsos sensibles.

Estudios referidos en base al efecto de la temperatura sobre el desarrollo de Mycobacterium
tuberculosis H37Ra demostraron que la viabilidad disminuye en funcién al tiempo vy
temperatura de exposicion y que los lipidos que componen la membrana celular son
afectados por estas variantes, por lo que los sitios de accion a drogas antituberculosas
podrian ser alterados y estos podrian verse reflejados en los perfiles de susceptibilidad
(Takayama, K. et al 1978). Como segundo problema a abordar es demostrar si estas
variantes influyen en los perfiles de resistencia de los bacilos aislados.

El PNT cuenta con una red de Laboratorios distribuidos por todo el pais que realizan
cultivo de micobacterias dando cobertura al diagnostico, pruebas de susceptibilidad a
drogas antituberculosas e identificacion de micobacterias. De las pruebas bacterioldgicas
mejor conocidos y establecidos en américa latina y en Bolivia es el método de las
proporciones (Canetti-Rist).



Para ejecutar esta prueba se requiere de condiciones como cultivos eugonicos, frescos, que
no presenten resequedad del medio de cultivo y que tengan un crecimiento mayor a 30 dias
en base a la fecha de primocultivo, por otro lado, la bibliografia internacional recomienda
no realizar la prueba de sensibilidad y resistencia en cultivos con un desarrollo de mas de
60 dias por presentar resultados dudosos. En trabajos internacionales no se han presentado
resultados que aclaren esta problematica (Canetti, G. Rist, N. Grosset, J. 1963).

Los problemas operativos, sociales y econémicos que presenta nuestro pais son los que
retrasan la llegada de los de cultivos de Mycobacterium tuberculosis al LRN por lo que una
ejecucion del método de las proporciones Canatti-Rist podria llegar a tener una fecha de
primocultivo mayor a lo establecido por norma lo que provocaria un resultado inherente a
la bacteria y no al huésped.

En Bolivia no se han reportado estudios en perfiles de resistencia que tengan un
crecimiento mayor a 60 dias de incubacién a 37°C y a temperatura ambiente a base de la
fecha de inoculacién y como este afecta a los perfiles de resistencia, esta situacion plantea
el desafio de enviar los cultivos en el menor tiempo posible al LRN para la ejecucion de la
prueba de susceptibilidad a drogas antituberculosas, no siendo factible cumplir la
recomendacion por diferentes razones sobre todo operativas, relativas a la imposibilidad de
remitir los cultivos, es por esta razon que se plantea verificar el efecto del tiempo y
temperatura sobre los perfiles de resistencia a medicamentos antituberculosos de primera
linea (Canetti, G., Rist, N. 1963).

1.2. JUSTIFICACION

Todas las pruebas de laboratorio requieren que las muestras de estudio cumplan con ciertos
requisitos para tener confiabilidad en el resultado, y el método de las proporciones Canetti-
Rist no es la excepcion, su confiabilidad en los resultados se basa en obtener primocultivos
de estudio frescos y eugonicos que permitan tener una poblacién representativa de bacilo
en estudio.

Como ya se mencion0 con anterioridad una ejecucion de la prueba de susceptibilidad con
una temperatura de incubacién de 37°C por un periodo mayor a 60 dias no esta claro por lo
que despejar esta duda tiene una importancia relevante en el tratamiento de pacientes que
estan infectados por el bacilo, los resultados certeros ayudaran al paciente en su tratamiento
dando un esquema correcto, certero y efectivo. Por otra parte, el personal de salud se
beneficiard con resultados confiables.

El presente trabajo pretende complementar el método de las proporciones Canetti-Rist
verificando los posibles cambios en los perfiles susceptibilidad en base a la fecha de
inoculo primario en relaciéon al tiempo y exposicion a la temperatura, por otra parte,



determinar la viabilidad de los cultivos de Mycobacterium tuberculosis a drogas
antituberculosas de primera linea que se encuentren con periodos de incubacion superior a
los 60 dias de aislamiento primario.

2. OBJETIVOS

Objetivo general

v Verificar la variacion de los perfiles de susceptibilidad a drogas antituberculosas de
primera linea por el método de Canetti-Rist en relacion al tiempo y temperatura de
exposicion de primocultivos de Mycobacterium tuberculosis aisladas en Bolivia.

Objetivos especificos

v Determinar la viabilidad de los cultivos de Mycobacterium tuberculosis en periodos de
tiempo entre 30-60 dias y a los 70 y 90 dias de envejecimiento del primocultivo en
relacién a la temperatura de exposicion.

v' Determinar la influencia de la temperatura de exposicion en los perfiles de
susceptibilidad por el método de Canetti-Rist en cultivos de Mycobacterium
tuberculosis a drogas antituberculosas de primera linea en periodos de tiempo entre 30-
60 dias y a los 70 y 90 dias de envejecimiento del primocultivo.

v Determinar el tiempo limite de ejecucién del método de las proporciones Canetti-Rist a
drogas antituberculosas de primera linea en base a la fecha de primocultivo.

Pregunta de investigacion
¢El perfil de susceptibilidad a drogas antituberculosas de Mycobacterium tuberculosis en
relacion al tiempo y exposicion a la temperatura tendré alguna variacion?
Hipotesis
e EIl perfil de susceptibilidad de Mycobacterium tuberculosis varia en relacién a la
antigiiedad del aislamiento y exposicion a la temperatura siendo diferentes a medida

que avanza el tiempo del cultivo, lo que ocasiona resultados erréneos y por consecuente
un esquema de tratamiento incorrecto.

3. MARCO TEORICO
Tuberculosis

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la Tuberculosis (TB) es una
enfermedad contagiosa provocada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis, este
microorganismo ingresa por medio de inhalacion hacia los pulmones lugar donde se ubican
para su replicacion afectando principalmente a los pulmones. La tuberculosis pulmonar es
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la forma maés frecuente de la infeccion observandose casos con mas del 80% de incidencia
que por otra parte es la forma contagiosa de la enfermedad. La tuberculosis extra-pulmonar
que es la que infecta otras partes del cuerpo ademés de los pulmones como: ganglios
linfaticos, columna vertebral, articulaciones, tracto genitourinario, sistema nervioso centra
en si la tuberculosis puede afectar cualquier parte del organismo (OMS, 2016).

La TB se desarrolla en dos etapas: la primera es cuando un individuo es infectado por otro
individuo infectado y la segunda etapa cuando se desarrolla la enfermedad. La enfermedad
se desarrolla en funcion a la concentracion de bacilos en los pulmones y la difusion del aire
hacia ellos. La persona infectada tose libera a los microorganismos en pequefias gotas
suspendiéndose por varias horas llegando a secarse asi la persona que ingresa en la
habitacion inhala estas gotas y se contagia. Las personas infectadas por la tuberculosis no
presentan los sintomas asociadas con la infeccion (OMS, 2016).

Entre los pacientes con TB alrededor de un 89-90% no desarrollan la enfermedad a menos
que se encuentren inmunologicamente comprometidos (OMS, 2016).

Tuberculosis en el mundo

En el 2015 el mayor nimero de nuevos casos de tuberculosis se registré en Asia, con un
61% de incidencia, seguido de Africa, con una incidencia del 26%. Por otra parte, alrededor
del 87% de nuevos casos de tuberculosis se registraron en 30 paises considerados de alta
carga de morbilidad por esta enfermedad (figura 1). Seis de ellos acaparan el 60% de los
nuevos casos de tuberculosis: la India, Indonesia, China, Nigeria, el Pakistan y Sudafrica.
El logro de avances a nivel mundial estd supeditado a la mejora de los servicios de
prevencion y tratamiento de la tuberculosis en los citados paises.
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Figura 1. Incidencia global de la enfermedad activa de TB (pulmonar y extra pulmonar). Los paises de altos
ingresos econdmicos, incluidos la mayoria de los paises de Europa occidental, Canada, Estados Unidos,
Australia y Nueva Zelandia, tienen las tasas mas bajas de tuberculosis activa, por lo general <10 casos por
100.000 habitantes por afio. Por el contrario, los paises de bajos ingresos econdmicos tienen tasas mas altas
de TB. Los datos para fundamentar estas estimaciones se adquirieron mediante una combinacién de
notificaciones de casos con opiniones de expertos, encuestas de prevalencia, notificaciones de casos con
ajustes estandar y metodologias de captura-recaptura. Reimpreso del Informe Mundial sobre la Tuberculosis
2015, 202 edicién, Organizacion Mundial de la Salud, Copyright (2015).

Tuberculosis en las Américas

En las Américas a tuberculosis es considerada una enfermedad peligrosa y problematica
para la salud publica en todo el mundo, en la regidn de las Américas en donde se estiman
aproximadamente 270, 000 casos y 23, 000 muertos cada afio por esta enfermedad la OMS
estima los casos notificados aumenta cada afio (figura 2) . La TB afecta
preponderantemente a las poblaciones més vulnerables, entre las que se cuentan las
personas con bajos recursos econémicos y sobre todo individuos infectados por el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH), personas con diabetes, personas que han desarrollado
adiccion a drogas, alcohol, tabaco y otro tipo de adicciones. La concentracion de la TB en
grandes ciudades como Guayaquil, Lima y Montevideo, se reportan mas del 50% de todos
los casos del pais y también la mayoria de los casos con TB resistente a los medicamentos.
Son las grandes ciudades las que también concentran los mayores desafios sociales y que
cuentan con areas urbanas y suburbanas con mayor nimero de habitantes que podrian
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diseminar con mucha facilidad la infeccion. La pobreza y extrema pobreza son otros
factores que estan implicados en la incidencia de tuberculosis (OMS 2018).

Organizacion
< Mundial de la Salud

PORCENTAJE

Ne PAIS L hSOS SOBRE EL PORCENTAJE

TOTALDECASOS ACUMULADO
Brasil 91.000
Perti 37.000
México 28.000
Haiti 20.000
Colombia 16.000
Venezuela 13.000

Argentina 12.000
Bolivia 12.000
Estados Unidos 10.000
10 Ecuador 7.200
Resto de América 35.800
Total 282.000

O 0o N ;OO Bk WN -

Figura 2. Paises con mayor ndmero de casos estimados de TB en las Américas en el afio 2017 (OMS
2018).

Tuberculosis en Bolivia

En Bolivia la tuberculosis continGa representando un problema de salud relevante. Desde
1990 hasta la actualidad, la prevalencia y la tasa de incidencia notificada, han disminuido
lentamente, manteniéndose con una brecha entre la tasa de incidencia estimada y notificada
de 37,5 % (Figura 3) (Arias, F. Bonilla, C. 2016), para el 2017 Bolivia la OMS reporto los
casos estimados en la Américas dejando a nuestro pais en el octavo lugar con casos
estimados para ese afio (OMS 2018).
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Figura 3. Relacion entre la incidencia estimada y notificada en funcién al tiempo y deteccién de sintomaticos
respiratorios (Laboratorio de Referencia Nacional 2016)

La brecha entre la incidencia notificada y la estimada, se ha mantenido practicamente
constante a lo largo del ultimo decenio; lo cual podria ser atribuido, en consonancia con lo
referido anteriormente, a una debilidad en la captacion de sintomaticos respiratorios y en el
diagndstico de los casos con TB, ocasionado por un acceso limitado a los servicios de salud
y la red de laboratorios, fallas en la identificacion del SR por parte del personal de salud y
fallas en el transporte de muestras; otro aspecto que podria estar influyendo, es la alta
rotacion de los recursos humanos en los servicios de salud y en la red de laboratorios, con
la consecuente necesidad de capacitacion del personal (Arias, F. Bonilla, C. 2016).

La OMS acerca de la incidencia, estimo 13.000 casos nuevos para el afio 2014 y el PNCT
notifico 7.572 casos en el mismo periodo, lo que significa que segin la OMS en el pais en
promedio se enfermaron de tuberculosis 36 casos/dia y segun el PNCT en promedio fueron
21 casos/dia. Esta situacion, es preocupante ya que se pueden estar embalsando casos de
tuberculosis en la comunidad. Aungue no todo puede ser explicado por fallas programaticas
y debilidades del sistema de salud, sino que también hay que mirar algunos aspectos
relacionados con las determinantes sociales y aspectos sociodemograficos, como la pobreza
y extrema pobreza, ademas de la concentracion poblacional en zonas urbanas, que por si se
convierten en areas de alta vulnerabilidad y alto riesgo social, donde conviven otras
enfermedades infecciosas y crénicas (VIH, DM), ademas de estilos de vida, que favorecen
el desarrollo de la tuberculosis (Arias, F. Bonilla, C. 2016).
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Programa Nacional de Control de la Tuberculosis

El Programa Nacional de Control de Tuberculosis cumple con varias funciones operativas
desde reducir la transmision la tasa de morbilidad y mortalidad de TB hasta la realizacion
de pruebas de susceptibilidad a drogas antituberculosas. EI PNT cuenta con una Red
Nacional de Laboratorios distribuidos por todo el pais tanto en sus ciudades capitales como
en sus provincias (tabla 1) las cuales estan encargados de realizar pruebas rapidas como la
tincion de Ziehl-Neelsen para la deteccidn del bacilo en muestras de esputo y cultivos para
la confirmacion de TB y envid de estos al LRN para su realizacion de perfiles de resistencia
por el método de las proporciones Canetti-Rist.

TABLA 1
Cobertura de Red de laboratorios de tuberculosis. Instituto de Laboratorios en Salud Bolivia 2015

HABITANTES/LAB.

SEDES POBLACION BACILOSCOPIAS HABITANTES/BK CULTIVOS CULTIVOS
LA PAZ 2.741.554 121 22.657 18 152.308
ORURO 490.612 40 12.265 6 81.768
POTOSI 798.664 61 13.092 3 266.221
COCHABAMBA 1.938.401 91 21.301 10 193.840
SUCRE 600.728 49 12.259 9 66.747
TARIJA 508.757 57 8.925 6 84.792
BENI 425.780 36 11.827 2 212.890
SANTA CRUZ 2.776.244 111 25.011 3 925.414
PANDO 109.173 24 4.548 1 109.173
BOLIVIA 10.389.913 590 17.604 58 179.084

Laboratorio de Referencia Nacional de tuberculosis 2016

Caracteristicas microbioldgicas de Mycobacterium tuberculosis

EL género Mycobacterium esta formado por bacilos aerobios inméviles y no esporulados
con un tamario de 0,2 a 0,6 x 1 a 10 um. En algunos casos, estos bacilos forman filamentos
ramificados; sin embargo, estos pueden romperse con facilidad. La pared celular es rica en
lipidos, lo que hace que su superficie sea hidrofébica confiriendo a las micobacterias
resistencia frente a muchos desinfectantes y frente a las tinciones habituales de laboratorio.
Cuando han sido tefiidos, los bacilos tampoco se pueden decolorar con las soluciones
acidas, motivo por el que reciben el nombre de bacilos acidorresistentes. Debido a que la
pared celular de las micobacterias es compleja y a que este grupo de microorganismos es
exigente desde el punto de vista nutricional, la mayoria de las micobacterias crecen
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lentamente y se dividen cada 12 a 24 horas dependiendo de las fuentes nutricionales que se
encuentren en el medio de cultivo. El aislamiento de los microorganismos de crecimiento
lento (p. ej., Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium-intracellulare [complejo
Mycobacterium avium], Mycobacterium kansasii) puede necesitar entre 3 y 8 semanas de
incubacion (Murray, P. Rosenthal. K. Pfalier. M., 2007).

Las bacterias se clasifican en el genero Mycobacterium en funcion de: 1) su capacidad de
acidorresistencia; 2) la presencia de acidos micélicos con 60 a 90 &tomos de carbono que se
escinden por pirolisis en esteres metilo de acidos grasos de C22 y C26, y 3) un elevado
contenido (61%-71%) de guanosina + citosina (G + C) en su &cido desoxirribonucleico
(ADN). Las micobacterias poseen una pared celular compleja y rica en lipidos (figura 4).
Esta pared celular es la responsable de muchas de las propiedades caracteristicas de las
bacterias (p. ej., su acidoresistencia, crecimiento lento, resistencia a detergentes, resistencia
a los antibidticos antibacterianos frecuentes, antigenicidad, formacion de agregados). La
estructura basica de la pared celular es caracteristica de las bacterias gram positivas: una
membrana citoplasmica interna cubierta con una gruesa capa de peptidoglucanos y carente
de membrana externa (Murray, P. Rosenthal. K. Pfalier. M., 2007).

No obstante, la estructura de la pared celular micobacteriana es notablemente mas compleja
que la de cualquier otra bacteria gram positiva. En la membrana plasmética se anclan
proteinas, mandsido de fosfatidilinositol y lipoarabinomanano (LAM) (Murray, P.
Rosenthal, K. Pfalier, M. 2007).

El LAM presenta una relacion funcional con los liposacaridos O antigénicos presentes en
otras bacterias. La capa de peptidoglucano forma el esqueleto basico al que se unen los
arabinogalactanos, unos polisacaridos ramificados formados por D-arabinosa y D-
galactosa. El residuo terminal de D-arabinosa se esterifica para dar lugar a &cidos micélicos
hidrofébicos de alto peso molecular a los que se anclan moléculas de glucolipidos de
superficie (Murray, P. Rosenthal, K. Pfaler, M. 2007).

También se detectan otros lipidos, glucolipidos y peptido-glucolipidos. Los componentes
lipidicos representan el 60% del peso de la pared celular. A lo largo de las capas de la pared
celular se intercalan proteinas transportadoras y porinas, las cuales constituyen el 15% del
peso de la misma. Las proteinas constituyen antigenos importantes a nivel biolégico ya que
estimulan la respuesta inmunitaria celular del paciente frente a la infeccion. Las
caracteristicas de crecimiento y morfoldgicas de las colonias se utilizan en la identificacion
preliminar de las micobacterias, Mycobacterium tuberculosis y otras especies relacionadas
(conocidas como complejo Mycobacterium tuberculosis) son bacterias de crecimiento
lento. Las colonias de estas bacterias no estan pigmentadas o tienen un color beis (Murray,
P. Rosenthal, K. Pfaiier, M. 2007).
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Figura 4. Representacion esquematica de la envoltura celular de Mycobacterium tuberculosis (Patrick, J.
Brennan, D. Crick, C. 2007).

La envoltura de la célula se compone de tres constituyentes principales; La membrana
plasmaética, el nacleo de la pared celular y los glucanos, lipidos y proteinas extraibles,
unidos de forma no covalente (Patrick, J. Brennan, D. Crick, C.2007).

Estructura, funcion y sintesis de la pared celular

La pared celular se compone de dos segmentos, superior e inferior. Mas alld de la
membrana esta el peptidoglicano (PG) en la union covalente a arabinogalactano (AG), que
a su vez esta unido a los acidos micélicos con su larga meromicolato y cortas cadenas a
esto se denomina nucleo de la pared celular del complejo micolilarabinogalactan-
peptidoglicano (MAGP). El segmento superior esta compuesto por lipidos libres, algunos
con acidos grasos mas largos que complementan las cadenas a mas cortas, y algunos con
acidos grasos mas cortos que complementan las cadenas mas largas. Intercalados de alguna
manera son las proteinas de la pared celular, los fosfatidil inositol mandsidos (PIM), los
lipidos que contienen tiocerol, lipomanano (LM) y lipoarabinomanano (Brennan, P.J.
2003).

Cuando la pared celular se rompe, por ejemplo, se extraen con varios disolventes, los
lipidos libres, las proteinas, el LAM vy los PIM se solubilizan, y el complejo de acido
micolico arabinogalactan-peptidoglycano permanece como el residuo insoluble. En
términos simplistas, se puede considerar que estos lipidos, proteinas y lipoglicanos son las
moléculas efectorinas de sefializacién en el proceso de la enfermedad, mientras que el
nacleo insoluble es esencial para la viabilidad de la célula (Brennan, P.J. 2003).
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Estructura de mAGP

Una serie de investigaciones intensivas desde 1950 a 1975 permitid la definicion de la
matriz insoluble de la pared celular como una PG reticulada ligada a AG y esterificada en
los extremos distales por los acidos micolicos. Historicamente, se piensa que la PG consiste
en unidades alternas de N-acetilglucosamina (GIcNAc) y un acido muramico modificado
(Mur). Las cadenas laterales tetrapéptidas de PG consisten en L-alanil-D-isoglutaminil-
meso-diaminopimelil-D-alanina (L-Ala-D-Glu-A2pm-D-Ala) con el Gluamidado mas.1-4
Este tipo de PG es uno de los mas comunes en las bacterias (Schleifer, K.H. Kandler, O.
1972).

Sin embargo, la PG micobacteriana difiere de dos maneras: algunos o todos los residuos
Mur estan N-acilados con &cido glicolico (MurNGly), y los enlaces cruzados incluyen una
proporcién entre dos Residuos de A2pm, asi como entre A2pm y D-Ala. Se sabia, incluso
en la década de 1950, que el polisacarido principal de la pared celular es una AG de cadena
ramificada serol6gicamente activa con los restos de arabinosa (Ara) formando los extremos
reductores. Se propuso una formula estructural, que resulto ser incorrecta, consistente en
repetir unidades de 11-16 residuos de azucar (Lederer, E. et-al 1975).

Biosintesis de mAGP

La importancia de comprender la biosintesis del complejo peptidoglicano-arabinogalactano
del acido micolico es mas en el contexto del desarrollo de nuevos farmacos contra la
tuberculosis (TB) y menos en la definicion de los factores bacterianos responsables del
proceso de la enfermedad (Brennan, P.J. 2003).

Uno de los grandes desarrollos en los ultimos afios en la definicion quimica del nucleo de la
pared celular fue el reconocimiento del puente diglicosil-P que se encuentra entre el PG
lineal y el galactano lineal, basado en la biosintesis de la pared celular en otras bacterias,
que la unidad de enlace completa, galactano y arabinano se sintetizan como una unidad en
un lipido portador de polipropil-P. El trabajo posterior ha proporcionado la base
experimental de lo que una vez fue especulacion. La sintesis de todo el nlcleo se inicia en
un decaprenil-P con sintesis de la unidad enlazadora, y luego hay una extension
concomitante de las cadenas de galactano y arabinano, mientras que este intermedio se
transporta a través de la membrana citoplasmica (Mikusova, K. Mikus, M. Besra, G.S.
Hancock, 1. Brennan, P. J. 1996).

Cultivo de Mycobacterium tuberculosis

En todos los casos las personas que han sido diagnosticadas con la enfermedad catalogados
como pacientes tuberculosos se deben realizar un examen microscopico de esputo
(baciloscopia) para determinar si son pacientes contagiosos, la baciloscopia es el Unico
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método rapido que permite el diagndstico de tuberculosis en paises en vias de desarrollo y
el cultivo es la herramienta complementaria de la baciloscopia que permite con certeza
realizar la confirmacion del diagnéstico de la enfermedad, evaluar el seguimiento de
tratamiento hasta su curacion permitiendo realizar su identificacion y pruebas de
sensibilidad y resistencia (Ratledge, C. Stanford, J. 1982).

El cultivo es un método bacteriolégico muy sensible que permite detectar al bacilo en
pequefias concentraciones en la muestra de esputo detectando un minimo de 10 a 100
bacilos por mililitro, el cultivo aumenta la sensibilidad de la baciloscopia en un 30-60%,
dependiendo del laboratorio (Ratledge, C. Stanford, J. 1982).

Caracteristicas de los cultivos

En los cultivos provenientes de muestras bioldgicas como el de esputo los bacilos
tuberculosos suelen crecer muy pobremente en los medios de cultivos tradicionales como
Lowenstein- Jensen y de Ogawa (figura 5), después de periodos prolongados el crecimiento
de colonias suele ser muy pocas, sin embargo, en algunas ocasiones ocurren variantes de
crecimiento mas rapidas. Los cultivos primarios de crecimiento lento se han denominado
"disgonicos" y la variante de crecimiento rapido "eugonicos". En los cultivos disgonicos
como (figura 14) las colonias son pequefias de color gris y en muy pocas cantidades en
cambio los cultivos eugonicos (figura 13) se observan colonias grandes, abundantes y
efluentes (Ratledge, C. Stanford, J. 1982).

Requerimientos nutricionales

Las bacterias miembros del genero Mycobacterium pueden utilizar un amplio rango de
componentes carbonados para su crecimiento y varios componentes nitrogenados como
fuente de nitr6geno. Las micobacterias pueden crecer utilizando glicerol como fuente de
carbono metabolizando el glicerol a piruvato, la asparagina o iones NH, son utilizados
como fuente de nitrégeno, glutamina, acido aspartico y glutamato pueden substituir a la
asparagina, la adicién de citrato al medio de cultivo puede favorecer al desarrollo del
cultivo con pequefios indculos de muestra (Ratledge, C. Stanford, J. 1982).

Los elementos inorganicos que comunmente son requeridos por microorganismos en un
pequefio nUmero para su crecimiento son necesarios para su desarrollo, estos elementos se
dividen en (potasio, fosforo, magnesio y azufre). Los requerimientos de K+, Mg+, SO,2 y
PO, por las micobacterias son agregadas en formas de sales en los medios de cultivos
(Tabla 3), la deficiencia de estos elementos puede provocar una alteracion en el
metabolismo de la bacteria, la deficiencia causa el agotamiento de la metionina y la
cisteina, lo que lleva a la interrupcion de la sintesis de proteinas y ADN; sin embargo, el
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ARN continta sintetizandose, la deficiencia de magnesio ocasiona una alteracion en la
ramificacion celular (Ratledge, C. Stanford, J. 1982).

A diferencia de otras micobacterias, Mycobacterium bovis no crece con facilidad en medios
de cultivo a base de glicerol como fuente de carbono requiere de otras formas de fuentes de
carbono como glutamato de sodio o piruvato. Un elemento clave para el desarrollo de las
micobacterias es la adicion de aloumina en los medios de cultivo que son incorporados en
los medios de cultivo preparados a base de huevo (Lowenstein - Jensen, medio de Ogawa)
que son los empleados por el Programa Nacional de Tuberculosis (Ratledge, C. Stanford, J.
1982).

Aislamiento de Mycobacterium tuberculosis

El diagnostico microbiolégico de la tuberculosis exige la deteccion, aislamiento e
identificacion de Mycobacterium tuberculosis, asi como la determinacion de su perfil de
susceptibilidad frente a las drogas antituberrculosas. La deteccion precoz del individuo
bacilifero es uno de los pilares basicos de una buena organizacion en la lucha contra la
tuberculosis (Ratledge, C. Stanford, J. 1982).

La sensibilidad y especificidad de los distintos métodos de deteccion es variable y depende
mucho de la experiencia e idiosincrasia de cada laboratorio en particular y de cémo los
adapte a su rutina de trabajo. En general, el examen microscopico directo de las muestras
clinicas, mediante técnicas especificas de tincion (baciloscopia), es la técnica menos
sensible pero la méas rapida. El cultivo es el método més sensible en bacteriologia se realiza
en diferentes medios de cultivo como Lowenstein-Jensen, Ogawa y Middlebrook
obteniendo diferentes tipos de desarrollo de colonias de Mycobacterium tuberculosis
(figura 5) (Ratledge, C. Stanford, J. 1982).

16



CARACTERISTICAS E INTERPRETACION DE LOS CULTIVOS

TUBOS
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Figura 5. Interpretacion del desarrollo de cultivos de Mycobacterium tuberculosis. Insituto de Laboratorios en
Salud 2016.

Efecto de la temperatura en Mycobacterium tuberculosis

La temperatura afecta sobre todo en la viabilidad, ciertas bacterias gram negativas como
Aeromonas aerogenes, Escherichia coli y Pseudomonas sp, presentaron una disminucion
en su viabilidad cerca de la fase logaritmica durante el enfriamiento rapido de 37°C a 10°C,
tal fendémeno es denominado como "choque frio". Varias cepas de Chromobacterium
violaceum mueren por enfriamiento rapido o gradual de 30°C a 0°C durante la fase
logaritmica o estacionaria (Gorrill, R. H. McNeil, E. M. 1960).
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En organismos superiores como animales, plantas y en microorganismos se demostro que
las bajas temperaturas cambian la estructura de los &cidos grasos aumentando el grado de
instauracion, se cree que esto podria provocar una mayor fluidez manteniendo un
metabolismo constante. Mycobacterium tuberculosis experimenta una alteracion en su
viabilidad después de estar varias semanas a 4°C (Takayama, K. et-al. 1978).

Mycobacterium tuberculosis H37Ra (bacilo tuberculoso atenuado) pierde de forma gradual
la capacidad de desarrollo después de 7 dias cuando se encuentra en un ambiente con una
temperatura de 16°C a 20°C y esta disminucion de la viabilidad aumenta en funcion del
tiempo. Después de incubar a 16°C durante 24 dias y reincubar a 37°C la viabilidad de la
cepa se ve afectada notoriamente como sefiala (Takayama, K. et al. 1978) y a los 32 dias se
Ve poco o casi ningun tipo de desarrollo (Gorrill, R. H. McNeil, E. M. 1960).

El efecto que este cambio de temperatura en la sintesis de acidos grasos es determinante
para su viabilidad, en Mycobacterium tuberculosis H37Ra experimentos mostraron que a es
incapaz de sintetizar cantidades significativas de &cidos grasos insaturados a bajas
temperaturas (Takayama, K. et-al. 1978).

Tres procesos se ven afectados por la incubacion a bajas temperaturas de Mycobacterium
tuberculosis H37Ra: (1) la proporcion de acidos micdlicos y (2) la proporcion de acidos
grasos Cis-19 monoinsaturados con respecto al total de acidos grasos sintetizados y (3) la
proporcion de &cidos grasos saturados Ca4.26 al total de &cidos grasos sintetizados aumenta
considerablemente. Estos procesos afectados se asocian con la sintesis de acidos micolicos
que es vital para la supervivencia de la bacteria (Takayama, K. et al. 1978).

Prueba de susceptibilidad de Mycobacterium tuberculosis por el método de las
proporciones Canetti-Rist

Como resultado de una consulta internacional de especialistas en bacteriologia de la
tuberculosis, organizada por la OMS en 1961 (Canetti et al. 1963) describieron criterios y
técnicas para pruebas confiables de resistencia micobacteriana. De los cuales el método de
las proporciones cumplia con los requisitos que debe tener una prueba de susceptibilidad de
las cuales se describen cuatro usos principales y fundamentales:

1. Para fines cientificos: contribuyen a nuestra comprension de los mecanismos de la
quimioterapia y de las razones del exito y el fracaso.

2. Para estudios epidemiologicos: ya sea en un momento determinado o en dos
momentos diferentes en el mismo pais, 0 para comparaciones entre paises.
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3. Para la planificacion del tratamiento a gran escala: ya que, por ejemplo, se
puede estimar la proporcion de pacientes con organismos totalmente sensibles en la
comunidad.

4. Para uso en el paciente individual: para decidir los regimenes que podrian ser
efectivos, especialmente en el retratamiento.

Todas las cepas de Mycobacterium tuberculosis contienen algunos bacilos que son
resistentes a los farmacos antibacilares. Sin embargo, en cepas resistentes, la proporcion de
tales bacilos es considerablemente mayor que en cepas sensibles. EI método de las
proporciones consiste en calcular la proporcién de bacilos resistentes presentes en una
cepa. Para este método se emplea el medio de cultivo de Lowenstein-Jensen. Dos
diluciones bacilares apropiadas se inoculan en un medio que contiene un farmaco y un
medio libre de farmaco, para proporcionar colonias numerables en ambos medios. La
relacién entre el nimero de colonias obtenidas en el medio que contiene el farmaco y el
numero de colonias obtenidas sobre el medio libre de farmacos indica la proporcion de
bacilos resistentes presentes en la cepa. Por debajo de una cierta proporcion, la cepa se
clasifica como sensible; Arriba, como resistente.

No se debe estudiar el perfil de susceptibilidad de una cepa que tenga menos de 30 dias de
incubacidn, debido a que los gérmenes resistentes a la isoniazida son generalmente mas
lentos en su multiplicacion, se corre el riesgo de que las colonias de estudio se llegaran a
clasificar como sensible a una cepa que no lo es. Por otra parte, es dudoso efectuar pruebas
de sensibilidad en cultivos con més de 60 dias. Cuando el nimero de colonias desarrolladas
en el cultivo a partir del cual se realiza la prueba es pequefio (por ejemplo, menor a diez
colonias) debe informarse, ya que esta muestra puede no ser representativa de la poblacion
bacilar que se encuentra en la lesion, realizar subcultivos de estas muestras no aumentara la
representatividad de esa muestra (Canetti, G. Fox, W. Khomenko, A. Mahler, H. T. et al.
1969).

Envejecimiento biol6gico en procariotas

La senescencia (0 envejecimiento) es un deterioro de la funcion con la edad que se
manifiesta como una disminucion de la supervivencia y la reproduccion. Investigaciones
recientes han revelado subpoblaciones de células microbianas que envejecen y mueren
rutinariamente, incluso en presencia de abundantes nutrientes. Aunque los mecanismos de
la senescencia microbiana aln no estan claros, una investigacion mas a fondo podria
proporcionar informacion relevante para el envejecimiento en todas las formas de vida
(Stephens, C. 2005).

En el contexto de la biologia, los términos "envejecimiento” y "senescencia” implican algo
mas que el paso del tiempo en la vida Gtil de un organismo. Con respecto a los microbios,
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la medida critica del envejecimiento seria una reduccién de la capacidad reproductiva:
intervalos de generacién méas largos que darian como resultado menos descendientes en
funcion del tiempo (Ackermann, M. C, Stephen. Jenal. U. 2003).

Si bien se ha demostrado que los requisitos para el envejecimiento en organismos
unicelulares sean una divisioén asimétrica en una célula juvenil, esto es similar a la idea de
que el requisito critico para el envejecimiento en organismos unicelulares es la presencia de
una célula madre que proporciona una célula de descendencia méas pequefia como lo han
demostrado organismos como Saccharomyces cerevisiae y la bacteria Caulobacter
crescentus, sin embargo se tiene evidencia de que en organismos con division simétrica y
sin una fase juvenil usando como marcador fenotipico los polos estructurales como
Escherichia coli presenta una disminucién de la produccion de la biomasa, reduccion de la
tasa de division celular y una probabilidad elevada de muerte lo que se traduce como un
envejecimiento de vida (Ackermann, M. C, Stephen. Jenal. U. 2003).

4. Antibidticos y mecanismo de accién

Los antibidticos son moléculas sintetizadas por microorganismos o derivados sintéticos que
son capaces de impedir el desarrollo de las bacterias, en la actualidad se han desarrollado
antibidticos modificados artificialmente con el fin de mejorar las terapias y evitar el
desarrollo de resistencia.

Para que un antibiotico pueda cumplir su misién de inhibir el desarrollo ante una bacteria
es necesario que cumpla algunos requisitos como:

a) Un antibiotico debe tener un objetivo susceptible en la célula.

b) El antibiotico no deber ser modificado o inactivado.

c) El antibidtico debe llegar a su objetivo en concentraciones suficientes (Sutcliffe, J.
Muller, J. 1999).

Los antibidticos tienen mecanismos de accion diferentes atacando a estructuras que para
una bacteria es muy Util y necesario para vivir y cumplir sus funciones.

De acuerdo al efecto que tienen los antimicrobianos se han clasificado de una forma un
tanto tradicional ya muy conocida y difundida en el campo de la bacteriologia médica, para
una bacteria un antibiético solo puede considerarse los términos bactericidas (ejercen una
accion letal para la bacteria) y bacteriostatico (solo inhiben transitoriamente el crecimiento
bacteriano) y no asi toxico (Martinez, L. 2008).

Lo Iimites de ambos conceptos se consideran en la actualidad un tanto difusos, Cada grupo
de antibioticos actua preferentemente de una forma u otra, aunque un mismo antibidtico
puede comportarse como bactericida o bacteriostatico, dependiendo de la concentracion
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que alcance en la diana, o de su afinidad por la diana de un determinado microorganismo.
En general, son bactericidas los antimicrobianos que acttan inhibiendo la sintesis de la
pared, alterando la membrana citoplasmatica o interfiriendo con algunos aspectos del
metabolismo del DNA, y bacteriostéticos los que inhiben la sintesis proteica, quitando de
lado los aminoglucosidos (Martinez, L. 2008).

Interferencia con la sintesis de la pared celular

La pared celular bacteriana compuesta en su mayoria por peptidoglicano juega un rol
importante en la supervivencia de la bacteria soportando una presion osmética (mayor
dentro la célula) permitiéndole soportar cambios brucos en solucion hipotonicas e
hipertonicas. Una pérdida de esta estructura condicionaria a la bacteria a su destruccion
provocada por un elevado gradiente de osmolaridad que suele existir entre el citoplasma y
el medio externo celular (Dover, L. Alderwick, L. Brown, A. et al 2007).

Un objetivo muy ingenioso para deshacerse de las bacterias es eliminar las proteinas
encargadas de la sintesis de la pared celular atacando al peptidoglicano u otras moléculas
asociadas como los acidos micolicos estas son estructura que se encuentra en mayor
proporcion convirtiéndolas en blancos de accién farmacologica, farmacos como las
cefalosporinas, penicilinas, la isoniazida y otros son encargados de actuar en estas
estructuras (Strohl, W. 1997).

Inhibicién de la sintesis de proteinas

Las proteinas son macromoléculas necesarias en todo proceso metabdlico tanto como
formas cataliticas y estructurales, se han sintetizados antibi6ticos que actian inhibiendo su
sintesis de una forma muy selectiva gracias a que existe una diferencia estructural de las
ribosomas de procariotas y eucariotas, las bacterias poseen un ribosoma conformado por
dos subunidades (30S y 50S) que contienen ARN-ribosémico (ARNr 16S en la subunidad
30S, y ARNr 5S y ARNr 23S en la subunidad 50S) y otras proteinas denominadas S (small
0 pequefias, encontradas en la sub-unidad 30S) o L (large o grande, en la subunidad 50S)
estas estructuras brindan objetivos de accion para diferentes antibidticos (determinados
nucleétidos para las oxazolidinonas, algunas proteinas S para las tetraciclinas o proteinas L
para el cloranfenicol). Dentro de los mecanismos de accion generalmente la mayoria de los
antibioticos se comportan como bacteriostaticos, aunque los aminoglucocidos se comportan
mas como bactericidas. Para lograr inhibir proteinas la droga actua a nivel de los ribosomas
afectando a la elongacién de estas macromoléculas, las subunidades 50S y 30S son los
objetivos de las drogas como los macrolidos, aminoglucocidos y otros (Strohl, W. 1997).
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En un proceso metabolico activo el proceso de sintesis proteica se lleva a cabo en
diferentes etapas y los antibidticos actian en de acuerdo a la etapa de la sintesis de
proteinas (Strohl, W. 1997).

Inhibidores de la fase de activacién

Los ribosomas encargados de la sintesis de proteinas tienen la funcion de unir las cadenas
de aminoécidos preformados uniéndolos a la cadena peptidica que estd en formacion, el
ARN de transferencia (ARNTt) es el encargado de llevar a cabo el transporte de esta cadena
de aminoécidos que se unira al ARN mensajero (ARNm) codificante de la proteina en
formacion, cada aminoacido se une con su ARNt especifico mediante una enzima también
especifica de aminoacido (ARNt aminoacil sintetasa). En las bacterias, el primer
aminoacido de la cadena peptidica es la metionina, es decir, la sintesis proteica se inicia
con la formacién del complejo formilmetionil-ARNt que reconocera el coddn de iniciacion
AUG del ARNm (adenosina-uracilo-guanosina). EI mecanismo de accion de la mupirocina,
antibidtico bacteriostatico obtenido de especies de Pseudomonas spp., que inhibe
competitivamente la enzima isoleucil-ARNt sintetasa, con lo cual no puede incorporarse el
aminoacido isoleucina al péptido en formacion y la sintesis de proteinas se interrumpe
(Ochsner, U. Sun, X. Jarvis, T. Critchley, I. et-al. 2007).

Inhibidores del inicio de la sintesis proteica

El ARNm tiene un codon especifico donde se une el ARNt donde se encuentra el
aminoacido formilmetionina ambos se unen en las subunidades 30S y 50S formando un
complejo de iniciacién de sintesis de proteinas, este complejo tiene dos sitios importantes,
el locus A donde se fija los aminoacil-ARNLt y el locus P donde se introduce el péptido en
formacion este punto es donde el formilmetionil-ARNTt sera introducido para dar inicio a la
elongacion de la cadena peptidica, este punto de elongacion e iniciacion proteica es el sitio
de accion para algunos antibiéticos como los aminoglucésidos y Oxazolidinonas (Strohl,
W. 1997).

Interferencia con la sintesis de acidos nucleicos

El genoma bacteriano contiene informacion para la sintesis de proteinas que se transmite a
través del ARN mensajero producido a partir del molde de ADN (transcripcion), y para la
sintesis de ARN ribosémico que formara parte de los ribosomas bacterianos. La
informacién del ADN debe duplicarse (replicacién) cuando la bacteria se divide, para
transmitir esta informacion a la descendencia. La replicacion y la transcripcion del ADN se
realizan en varias fases con la participacion de diferentes enzimas y sustratos, ademas del
ADN molde, que constituyen dianas para la accion de diversos antibidticos.

Una de las drogas antituberculosas que tiene este mecanismo de accion es la rifampicina
logrando intervenir la ARN-polimerasa inactivando la formaciéon del ADN. Otras drogas
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intervienen en enzimas como las topoisomerasas y las girasas durante la replicacion
causando ruptura de la doble cadena (Strohl, W. 1997).

Antibidticos activos en la membrana citoplasmatica

Todas las células tienen mucho en comin y comparten estructuras celulares similares,
todos poseen una barrera de permeabilidad selectiva llamada membrana citoplasmaética que
separa el medio interno del medio externo, participa en funciones de vital importancia en la
difusion de moléculas y trasporte activo. Las sustancias que alteran esta estructura
modifican la permeabilidad, y provocan la salida de iones potasio, elementos esenciales
para la vida bacteriana, o la entrada de otros que a altas concentraciones alteran el
metabolismo bacteriano normal. Los antimicrobianos que actlan en esta estructura se
comportan como bactericidas, incluso en bacterias en reposo, y pueden tener alta toxicidad
sobre las células humanas, al compartir algunos componentes de la membrana
citoplasmatica (Livermore, D. 2003).

Resistencia bacteriana a antibiéticos

En toda la historia del hombre las infecciones han causado un sinfin de muertes desde
épocas imperiales hasta nuestros tiempos, razones por las cuales se han desarrollado formas
de combatir y eliminar las bacterias causantes de estas infecciones. Desde el
descubrimiento de la penicilina en 1928 por Alexander Fleming las infecciones eran
tratadas con gran éxito sin problema alguno (Livermore, D. 2003).

Para el afio 1950 con la aparicion de una variedad de agentes antimicrobianos se pensaba
que cualquier infeccidn bacteriana seria tratada con éxito este pensamiento cambio cuando
se empezaron a detectar bacterias que presentaban resistencia a los antibi6ticos habituales
de esa época patdgenos tales como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y sin duda alguna Mycobacterium tuberculosis. Los esquemas de
tratamiento dejaron de ser eficaces y el numero de fallecimientos se incrementaban
conforme el tiempo transcurria. Ya para 1960 se detectaron genes involucrados en los
mecanismos de resistencia a antibioticos (Becerra, G. Placencia, A. et al 2009).

La aparicion de cepas resistentes se debe a diferentes factores como el uso indiscriminado,
uso inadecuado, perfil de resistencia erroneo, migracion de personas, hacinamiento,
mutaciones inducidas por el propio farmaco antimicrobiano. Al mismo tiempo que fueron
surgiendo bacterias multirresistentes muestro conocimiento y entendimiento sobre los
mecanismos moleculares y bioquimicos fueron aumentando llegando a comprender los
principales mecanismos por los cuales las bacterias adquieren resistencia a los antibioticos
(Senka, D. Jagoda, S. et al 2008).
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Los mecanismos de resistencia como las bombas de eflujo, resistencia intrinseca,
resistencia adaptativa a antibioticos, indiferencia al farmaco, inactivacion de antibidticos,
formacion de polimeros extracelulares, modificacion del sitio de accion, cambios en la
permeabilidad de la membrana celular, mutaciones, mutagenesis adaptativa, cepas
hipermutables y transferencia horizontal de genes son algunas formas conocidas de
resistencia, una o varios tipos de resistencia pueden estar presentes en una sola bacteria
causando una resistencia a un gran espectro de antibidticos (Senka, D. Jagoda, S. et-al
2008).

Aspectos bioquimicos de resistencia

Comprender los mecanismos de resistencia a antibioticos es un tema de gran importancia
desde el punto de vista bioquimico, saber los mecanismos sobre los cuales las bacterias
manifiestan su resistencia es un tema de gran importancia para la salud. (Wright, G. D.
2005)

Aunqgue los mecanismos por los cuales se adquiere resistencia varian de especia a especie,
los mecanismos estudiados y ya conocidos son:

= |nactivacion del antibidtico: Inactivacion directa de la molécula activa del

antibiotico.

= Modificacion del sitio de accion u objetivo: Alteracion de la sensibilidad del
antibidtico por modificacion directa del sitio de accion.

= Bombas de eflujo y cambios en la permeabilidad de la membrana externa (OM):
reduccion de la concentracion de farmaco sin modificacion del compuesto en si.
(Wright, G.D.2005)
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Figura 6. Aspectos bioquimicos y genéticos de los mecanismos de resistencia a antibidticos en bacterias
(Senka, D. Jagoda, S. Blaenka, K. 2008).

Inactivacion de antibidticos

En este proceso de mecanismo de accion se encuentran de por medio la liberacion de
enzimas (que participan en el proceso de degradacién y modificacion de la droga misma),
otros procesos biogquimicos como transferencia de grupos funcionales, hidrolisis y
reacciones redox.

Inactivacion por hidrolisis

En la actualidad se sabe que muchos antibioticos tienen enlaces quimicos como esteres y
amidas susceptibles a hidrolisis quimica. Se sabe que hay varias enzimas que producen esta
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actividad liberadas por las bacterias atacando al antibi6tico antes de que alcance su objetivo
0 sitio de accidn. Las amidasas hidroliticas clasicas y mejor conocidas son las f-lactamasas
que escinden el anillo B-lactdmico de las penicilinas y cefalosporinas (figura 7) (Senka, D.
Jagoda, S. Blazenka, K. 2008).

Las B-lactamasas segun su esquema de clasificacién funcional y perfil de inhibidores se
clasifican en tres grupos principales de acuerdo a su sustrato e inhibidor: las cefalosporinas
del grupo 1 que no estén inhibidas del todo por el &cido clavulanico; las cefalosporinas del
grupo 2 las penicilinasas, las cefalosporinasas y las b-lactamasas que por lo general son
inhibidas por los inhibidores B-lactamicos; y el grupo 3 metalo B-lactamasas que hidrolizan
penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos y gque estan poco inhibidos por casi todas las
moléculas que contienen b-lactdmicos (Bush, K. Jacoby, G. Medeiros, A. 1995).

En este mecanismo de resistencia las pB-lactamasas (EC 3.5.2.6) designadas asi por el
Comité de Nomenclatura de la Union Internacional de Bioguimica como "enzimas que
hidrolizan amidas, amidinas y otros enlaces C-N (Webb, E. C. 1984). Estas enzimas son la
principal causa de resistencia bacteriana a los antibidticos b-lactdmicos y han sido tema de
extensos estudios microbioldgicos, bioquimicos y genéticos (Bush, K. Jacoby, G.
Medeiros, A. 1995).

Otros ejemplos de enzimas hidroliticas incluyen esterasas que se han relacionado con
resistencia a antibidticos macrélidos y epoxidasas de apertura de anillo que causan
resistencia a fosfomicina (Kim, Y. Cha, C.J. Cerniglia, C.E 2002).

Inactivacion de antibioticos por transferencia de grupos

La familia més diversa de enzimas resistentes es el grupo de las transferasas. Estas enzimas
inactivan los antibioticos (aminoglucésidos, cloranfenicol, estreptogramina, macrélidos o
rifampicina) por sustitucion quimica (los grupos adenilil, fosforil o acetilo se agregan a la
periferia de la molécula de antibiético). Los antibidticos modificados se ven afectados en su
unién a un objetivo. Las estrategias quimicas incluyen O-acetilacién y N-acetilacion, O-
fosforilacion, O-nucleotidilacion, O-ribosilacion, O-glucosilacion y transferencia de tiol.
Todas estas estrategias de modificacion covalente requieren un co-sustrato para su
actividad (ATP, acetil-CoA, NAD +, UDP-glucosa o glutatién) y, en consecuencia, estos
procesos estan restringidos al citoplasma (Vetting, M. et al 2004).

Inactivacion de antibioticos por reacciones redox

En bacterias patogenas los procesos de oOxido-reduccién no han sido explotados en su
totalidad, sin embargo, hay algunas bacterias capaces de realizar este proceso por ejemplo
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Streptomyces virginiae productor del antibidtico estreptogramina tipo A y virginiamicina
M1 es capaz de reducir los grupos cetonas de su propio antibi6tico.

En Escherichia coli la sobreexpresion de la enzima TetX oxida la tetraciclina de amplio
espectro. TetX es una monooxigenasa dependiente de flavina que hidroxila de manera
selectiva el sustrato de tetraciclina, lo que da como resultado un compuesto inestable que
experimenta una descomposicion no enzimatica (Vetting, M. et al 2004).

b Inactivacidén por hidrolisis

Antibidtico

-w >
& Huesped susceptible T T

Inactivacidén por

gii)?f;‘iigg c impedimento estérico

Gen
objetivo

Figura 7. Interaccion directa con antibioticos. a Un huésped susceptible con un objetivo de accion que es
inhibido de manera eficiente por un antibi6tico. b La adquisicion y produccion de una enzima que destruye el
antibiotico (por ejemplo, B-lactamasas) evita la unién al objetivo y confiere resistencia. ¢ La adquisicion y
produccion de una enzima que modifica la estructura del antibidtico (por ejemplo, las enzimas modificadoras
de aminoglucdsidos) también puede evitar la unién al objetivo de accion y conferir resistencia (Blair, J.
Webber, M. Baylay, A.J. Ogbolu, D. O. Piddock, L. 2014).
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Modificacion del sitio de accién

Otro tipo de mecanismo de resistencia principal es la modificacion del objetivo, diana o
sitio de accion donde el antibidtico se une de manera especifica inactivando el componente
celular vital. Sin embargo, la célula puede sufrir cambios en su genoma mediante
mutaciones provocando modificaciones estructurales es el sitio de accion disminuyendo la
afinidad del antibidtico y aun asi continuando con su funcién celular (figura 8) (Spratt,
B.G. 1994)

b Mutacién en el objetivo

a Huesped susceptible

Antibiotico —
w T

Alelo mutante

objetivo - C Proteccién del sitio objetivo

Figura 8. Cambios en el sitio objetivo. a Huésped susceptible en el que un antibi6tico puede unirse
fuertemente a su objetivo especifico y ejercer un efecto inhibidor. b Mutacion del sitio diana (por ejemplo,
como se encuentra en mutaciones en genes de topoisomerasa en muchas especies que confieren resistencia a
fluoroquinolonas) o recombinacién para proporcionar un alelo mosaico (como se encuentra en las proteinas
mosaico de unioén a penicilina en neumococos y gonococos que confieren B-lactama resistencia) da como
resultado un objetivo funcional con afinidad reducida por el antibidtico, que no se une de manera eficiente vy,
por lo tanto, tiene un efecto reducido o insignificante. ¢ La modificacidn del objetivo mediante la adicion de
un grupo quimico también puede prevenir la union del antibidtico sin alterar la secuencia de proteina primaria
del objetivo, que conserva su actividad (Blair, J. Webber, M. Baylay, A.J. Ogbolu, D. O. Piddock, L. 2014).
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En algunos casos la alteracion del sitio de accion puede presentar una alteracion que la
célula se ve obligada a reemplazar con otras modificaciones en su estructura interna, este es
el caso de la resistencia a meticilina por Staphylococcus aureus adquiriendo una
modificacion en su funcién y forma estructural. (Leski, T.A. Tomasz, A. 2005).

Alteracion de la estructura del peptidoglicano

El peptidoglicano es una estructura de la pared celular que la convierte en un objetivo clave
para el uso de antibioticos, esta estructura es esencial para el crecimiento y supervivencia
de la bacteria, enzymas encargados de la sintesis de esta estructura la son blancos de ataque
para antibioticos usados en la clinica. La presencia de mutaciones provoca una alteracion
en las proteinas de union a penicilinas (PBPs) dando como resultado una baja afinidad de
unién a beta-lactamicos y ampicilinas. La resistencia a meticilina y oxacilina en S. aureus
se asocia con la adquisicion de un elemento genético mavil Ilamado SCCmec, que contiene
el gen de resistencia mecA (Tenover, F.C.2006).

Interferencia en la sintesis de proteinas

Un amplio rango de antibi6ticos actla en diferentes niveles en la sintesis de proteinas. La
resistencia a los antibioticos que interfieren con la sintesis proteica como tetraciclinas,
aminoglucocidos, cloranfenicoles, macrolidos y algunas vias ARN-Polimerasa por medio
de la rifampicina. La resistencia a la estreptomicina adquirida cromosdémicamente en
Mycobacterium tuberculosis se debe frecuentemente a mutaciones en el gen rpsL que
codifica la proteina ribosémica S12. Los microorganismos que producen aminoglucosidos
han desarrollado un mecanismo de alto nivel de resistencia a los antibioticos mediante la
metilacion postranscripcional del ARNr 16S en el sitio de unién a aminoglucésido. Este
mecanismo de resistencia se ha informado recientemente en patdgenos humanos de
infecciones nosocomiales y aislados de animales (Maravic G. V. Cubrilo, S. Tkaczuk, K.L.
Bujnicki, J.M.)

Interferencia en la sintesis de ADN

Las fluoroquinolonas interactian con las enzimas ADN girasa y topoisomerasa 1V y evitan
la replicacion y la transcripcion del ADN. La resistencia es conferida por mutaciones en
regiones especificas de los genes estructurales que alteran suficientemente estas enzimas
para prevenir la union de antibidticos (Khodursky, A.B. Zechiedrich, E.L. Cozzarelli, N.R.
1995). Las mutaciones mas comunes en esta region causan resistencia a través de la
disminucion de la afinidad del farmaco por el complejo alterado de girasa-ADN. (Willmott,
C.J. Maxwell, A. 1993).
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Bombas de eflujo y permeabilidad de la membrana externa

Las bombas de eflujo son las proteinas de membrana que exportan los antibidticos fuera de
la célula y mantienen sus concentraciones intracelulares en niveles bajos. La permeabilidad
reducida de la membrana externa resulta en una reduccion de la absorcion de antibidticos.
La absorcion reducida y el eflujo activo inducen resistencia de bajo nivel en muchas
bacterias clinicamente importantes (Nikaido, H. 1994).

Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo afectan a todas las clases de antibidticos, especialmente los
macroélidos, tetraciclinas y fluoroquinolonas porque estos antibioticos inhiben diferentes
aspectos de la biosintesis de proteinas y ADN vy, por lo tanto, deben ser intracelulares para
ejercer su efecto (Van Veen, H.W. Konings, W.N. 1997).

Este tipo de mecanismo de resistencia varia tanto en su especificidad como en su
mecanismo. Aunque algunos son especificos del farmaco, muchos sistemas de eflujo son
transportadores multidrogas que son capaces de expulsar un amplio espectro de farmacos
estructuralmente no relacionados, lo que contribuye significativamente a la resistencia a
maultiples farmacos bacterianos (MDR) (Van Veen, H.W. Konings, W.N. 1997).

Las bombas de eflujo bacterianas transportan activamente muchos antibioticos fuera de la
célula y son los principales contribuyentes a la resistencia intrinseca de las bacterias Gram-
negativas a muchos de los farmacos que se pueden usar para tratar las infecciones
bacterianas Gram-positivas. Cuando ocurre una sobreexpresion, las bombas de eflujo
también pueden conferir altos niveles de resistencia a antibi6ticos clinicamente Utiles.
Algunas bombas de eflujo tienen una especificidad de sustrato reducida (por ejemplo, las
bombas Tet), pero muchas transportan una amplia gama de sustratos estructuralmente
diferentes y se conocen como bombas de eflujo de resistencia a maltiples farmacos (figura
9) (Floyd, J. L. Smith, K. P. Kumar, S. H. 2010).

Existen ejemplos bien estudiados de bombas de eflujo MDR que estan presentes en todas
las bacterias, y se siguen describiendo nuevas bombas que exportan antibioticos. En los
altimos 2 afios, estos han incluido MdeA en Streptococcus mutans, FuaABC en
Stenotrophomonas maltophilia, KexD en Klebsiella pneumoniae y LmrS en
Staphylococcus aureus (Floyd, J. L. Smith, K. P. Kumar, S. H. 2010).

Las bombas de efusion multiflujo inducibles son responsables de la resistencia intrinseca a
los antibi6ticos de muchos organismos, y la mutacion de los elementos reguladores que
controlan la produccion de bombas de eflujo puede conducir a un aumento de la resistencia
a los antibidticos. Por ejemplo, la bomba de eflujo MexAB-OprM en Pseudomonas
aeruginosa normalmente esta regulada positivamente por la presencia de farmacos, pero las
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mutaciones en su regulador (mexR) conducen a la sobreexpresion de MexAB-OprM, que
confiere una mayor resistencia a los antibiéticos, como b-lactamicos (Poole, K. 2001).

Las bombas de eflujo actualmente se clasifican en cinco grupos. 1) La superfamilia
principal del facilitador (MFS) 2) la superfamilia del cassette de unién al adenosin
trifosfato (ATP) son muy grandes y las otras tres son familias méas pequefias: 3) la familia
de resistencia pequefia a multiples farmacos (SMR), 4) la division de resistencia a division
por nodulacion (RND) superfamilia y 5) la familia de extrusién de compuestos toxicos y
multidrogas (MATE). Los transportadores de eflujo se pueden clasificar en bombas simples
0 multicomponentes (Okusu, H. Ma, D. Nikaido, H. 1996).
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Figura 9. Vias que regulan el eflujo multidrogas a La expresion basal de resistencia las bombas de expulsién
de la divisién de nodulacion (RND) estan controladas por una familia localmente codificada de TetR represor,
y los niveles del factor de transcripcion de la familia AraC, que pueden aliviar la represion mediada por TetR
se mantienen bajos mediante la represion del represor de la familia de la proteina de resistencia a multiples
antibidticos (MarR). b Las mutaciones en el gen represor de la familia marR hacen que el represor pierda la
capacidad de inhibir los activadores de la familia AraC. La expresion incrementada del activador AraC
confiere una expresion aumentada de la bomba de eflujo RND AcrB y el adaptador periplasmico AcrA. ¢ La
mutacion en el gen represor de la familia TetR reduce la union del represor cadena arriba de acrA y acrB, lo
gue conduce a una transcripcion incrementada de acrAB. d Los antibi6ticos se unen a MarR y provocan
cambios conformacionales que evitan la represion del activador de AraC. El aumento de la expresion del
activador AraC conduce a una mayor transcripcion de acrA y acrB. Las vias activadas estan indicadas por
flechas solidas y las rutas inhibidas estan indicadas por flechas discontinuas (Blair, J. Webber, M. Baylay,
A.J. Ogbolu, D. O. Piddock, L. 2014).

Aspectos genéticos de resistencia

Los estudios de una amplia variedad de patégenos bacterianos han identificado numerosos
loci genéticos asociados con la resistencia a los antibidticos. Para algunos tipos de
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resistencia existe una gran diversidad de determinantes genéticos responsables. La
resistencia puede ser una propiedad intrinseca de las propias bacterias o puede ser
adquirida. La resistencia antibidtica bacteriana adquirida puede ser el resultado de una
mutacioén de la célula genes, la adquisicion de genes de resistencia extrafios o0 una
combinacion de estos dos mecanismos. Por lo tanto, hay dos formas principales de adquirir
resistencia a los antibioticos: i) mediante la mutacion en diferentes loci cromosomicos y ii)
a través de la transferencia horizontal de genes (es decir, adquisicion de genes de
resistencia de otros microorganismos). Esto plantea varias preguntas sobre la evolucién y la
ecologia de los genes de resistencia a antibioticos. Las ideas filogenéticas sobre la
evolucion y diversidad de varios genes de resistencia a antibidticos sugieren que al menos
algunos de estos genes tienen una larga historia evolutiva de diversificacion que comenzé
mucho antes de la era antibidtica (Aminov, R.l. Mackie, R.1. 2007).

Mutacién

Todos los organismos contienen una secuencia determinada de nucleétidos dentro de su
genoma. Una mutacion es una modificacion heredable en la secuencia de pares de base del
genoma llevando a cabo algunas modificaciones en la sintesis y metabolismo, de estas
alteraciones algunas pueden ser malas y otras buenas. (Brock, Madigan, M. T. 2009, p.
312).

Aungue muchas mutaciones ocurren al azar, en todas las regiones pueden llegar a tener una
mutacion, las alteraciones que ocurren dentro del ADN codificante (3% del total) son las
que traen peores consecuencias, este tipo de mutacién conocida como mutacion génica
afecta principalmente a la parte estructural de ARN o proteinas sintetizadas alterando la
secuencia de aminoacidos por otra parte las alteraciones que ocurren en otra regién del gen
denominada regién no-codificante (region reguladora ) produce variaciones en la expresion
de proteinas provocando sobreexpresion o represion de proteinas. (Luque, J. Herraez, A.
2006, p. 344)

En cualquier genoma procariota, las mutaciones se producen constantemente debido a
cambios en la base de nucledtidos causados por agentes exdgenos, errores de ADN
polimerasa, deleciones, inserciones y duplicaciones. Para procariotas hay una tasa
constante de mutacion espontanea de 0,0033 mutaciones / replicacion de ADN que es
uniforme para un amplio espectro de organismos. La tasa de mutacion de genes
individuales varia significativamente entre los genes y dentro de ellos. Algunas mutaciones
son tan raras que algunos investigadores no logran detectarlas en cambio otras mutaciones
ocurren tan a menudo que es dificil mantener un cultivo stock genéticamente estable.
(Drake, J. W. 1999)
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Las razones de estas variaciones son inciertas, pero se cree que estan bajo la influencia de
la secuencia de ADN local. Por ejemplo, se han detectado diferencias significativas entre
las velocidades evolutivas de genes de proteinas de choque térmico dentro del género
Mycobacterium. Los sitios no sindnimos del gen GroEL han evolucionado dos veces mas
rapido que los del gen Hsp65. Los genes de resistencia a los antibidticos que codifican
funciones de replicacion fundamentales del organismo tales como rpoB y gyrA son
tipicamente altamente conservados (Telenti, A. P. Imboden, 1993; Hughes, A. L. 1993).

Mutaciones espontaneas

Explorar los origenes de los mutantes resistentes comenzé con la era de los antibioticos en
la década de 1940, cuando los investigadores realizaron experimentos clasicos que
demostraban que las mutaciones que confieren resistencia a ciertos antibioticos surgen
antes o en ausencia de presion selectiva. Estos eventos de mutacion ocurren aleatoriamente
como errores de replicacién o una reparacion incorrecta de un ADN dafiado en células que
se dividen activamente. Se denominan mutaciones dependientes del crecimiento
(mutaciones espontaneas) y presentan un modo importante de generar resistencia a los
antibidticos (Krasovec, R. Jerman, 1. 2003).

La resistencia a los antibi6ticos se produce por mutaciones puntuales de nucleétidos que
son al mismo tiempo permisivas para el crecimiento y pueden producir un fenotipo de
resistencia. (Woodford, N. Ellington, M.J. 2007).

Existe un nimero sustancial de mecanismos bioquimicos de resistencia a antibiéticos que
se basan en eventos mutacionales, como las mutaciones de las secuencias de genes que
codifican el objetivo de ciertos antibioticos (por ejemplo, la resistencia a rifamicinas y
fluoroquinolonas es causada por mutaciones en los genes que codifican los objetivos de
estas dos moléculas, RpoB y ADN-topoisomerasas, respectivamente). La variacién en la
expresion de antibidtico por mutacion (por ejemplo, la expresion o ausencia reducida de la
porina OprD de P. aeruginosa reduce la permeabilidad de la pared celular a antibi6ticos
carbapenemicos). Ademéas de estos ejemplos, hay algunos patdgenos clinicamente
relevantes para los que no se han informado mecanismos de resistencia mediados por
plasmidos o transposones (Mycobacterium tuberculosis aislado en pacientes infectados
carece de los mecanismos de transferencia horizontal y, en consecuencia, puede adquirir
resistencia a los antibidticos exclusivamente por mutaciones) (Rasmaswamy, S. Musser,
J.M. 1998).
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Mutagénesis adaptativa

El proceso de mutacion se ha estudiado clasicamente en bacterias que se dividen
activamente, ya que se asumidé que la mayoria de las mutaciones ocurren como
consecuencia de errores durante el proceso de replicacion del ADN (mutaciones
espontaneas). Sin embargo, los datos experimentales méas recientes han demostrado
claramente que las mutaciones también surgen en células que no se dividen o se dividen
lentamente y tienen alguna relaciéon con la presion selectiva utilizada. Estas mutaciones,
denominadas mutaciones adaptadas, surgen solo en presencia de presion selectiva no letal
que las favorece. Esta es la caracteristica principal que distingue ellos de las mutaciones
espontaneas dependientes del crecimiento. El proceso de mutacion adaptativa puede ser una
de las principales fuentes de mutantes resistentes a antibidticos en condiciones naturales.
(Taddei, F. Radman, M. Maynard-Smith, J. Toupance, B. 1997).

Los principales factores en este proceso son la respuesta al estrés (como parte de la
respuesta SOS finamente regulada), las polimerasas de ADN V (umuCD) propensas a error
y IV (dinB), que aumentan transitoriamente la tasa de mutacion (Piddock, L.J. Wise, R.
1987). Se ha demostrado que algunos antibioticos (quinolonas, por ejemplo) pueden inducir
la respuesta mutagénica SOS y aumentar la tasa de aparicion de resistencia en Escherichia
coli y se vio que puede expresar un fenotipo hipermutable frente a estreptomicina (Ren, L.
Rahman, M.S. Humayun, M.Z. 1999).

Hipermutadores

Se ha aceptado ampliamente que la mutacion es la consecuencia inevitable de los errores
producidos en el proceso de replicacién del ADN o de la falla de los sistemas que evitan los
errores. Mantener la estabilidad de la informacién genética es vital para la perpetuacion de
las especies. Las bajas tasas de mutacion espontanea se mantienen por la actividad de
muchos mecanismos moleculares que protegen y reparan el ADN, asi como por los
mecanismos que aseguran la alta fidelidad de la replicacion del ADN (Nakamura, S.
Nakamura, M. Kojima, T. Yoshida, H. 1989).

Sin embargo, las bacterias con una tasa de mutacion elevada (cepas hipermutables o
mutadores) entre las poblaciones naturales y de laboratorios se han encontrado estudios
experimentales que indican que la frecuencia de mutadores observada entre las bacterias
naturales y clinicas, los aislamientos son mucho mas altas de lo esperado, lo que sugiere
que hay situaciones en la naturaleza en las que ser un mutador confiere una ventaja
selectiva. Segun el modelo actualmente mas aceptado de “estado hipermutable”, durante
una presion selectiva antibiotica no letal prolongada, una pequefia poblacion bacteriana
entra en un estado transitorio de una alta tasa de mutacion. Si una célula en este estado
hipermutable logra una mutacion util, aliviando asi la presion selectiva, la célula comienza
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a crecer y reproducirse, y al mismo tiempo sale del estado hipermutable. Aun no esta claro
qué es lo que realmente hace que las células ingresen al estado hipermutable; sin embargo,
parece que una hipermutacion esta regulada por un ADN-polimerasa mutador (pol V)
inducible por SOS (Krasovec, R. Jerman, I. 2003).

Tratamiento y medicamentos de primera linea para la tuberculosis

Aunque la TB es una enfermedad conocida desde hace mucho tiempo, su tratamiento
farmacologico es relativamente reciente. Los progresos en la terapéutica se han dado de
forma lenta pero continua desde que Waksman descubrio la estreptomicina en 1944. A
partir de ese momento en el tratamiento de la TB existen 3 fechas decisivas: el
descubrimiento de la isoniazida en 1952, la introduccion de la rifampicina en 1967 y
cuando la pirazinamida se incorpora al tratamiento como medicamento de primera linea al
final la década de los 70, lo que permitié acortar el tratamiento a 6 meses. Una terapia
farmacoldgica eficaz reduce rapidamente la poblacion de bacilos viables y con ello el
riesgo de transmision. El tratamiento de los casos de esputo positivo debe realizarse con la
maxima premura (Garcia, R. Lado, F. et-al 2003).

Es imprescindible conocer los principios bacterioldgicos que rigen la quimioterapia de la
TB para evitar errores en el planteamiento terapéutico, ya que un tratamiento incorrecto
podria conducir al fracaso y al desarrollo de resistencias a los farmacos antibacilares. Los
farmacos que se emplean en la pauta corta de 6 meses son la isoniazida (INH), rifampicina
(RIF), pirazinamida (PZ), etambutol (EMB) y estreptomicina (SM). Son considerados
farmacos de primera linea en funcion de su eficacia y tolerabilidad. Sin embargo, el
tratamiento de pacientes tuberculosos plantea diversas dificultades: los bacilos son sélo
sensibles a los farmacos bactericidas cuando estdn activos metabdlicamente y en
replicacion; ademas, durante periodos indefinidos permanecen subpoblaciones de bacilos
que solo se activan de modo transitorio durante lapsos muy cortos y por ultimo, puede
haber mutantes farmacorresistentes incluso en poblaciones de bacilos que nunca han estado
previamente expuestas a los antibidticos (Garcia, R. Lado, F. et-al 2003).

Rifampicina

La rifampicina (RIF) es un derivado semisintético de la rifamicina antibiético macrolido
complejo, potente antibidtico de amplio espectro actuando frente a las micobacterias como
bactericida y esterilizante. La accion bactericida altamente efectiva de este medicamento
contra M. tuberculosis lo ha convertido en un componente clave de la terapia (The World
Health Organization 1997).
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Actla frente a bacterias tipicas y atipicas del genero Mycobacterium. Interviniendo como
bactericida en cepas de Mycobacterium tuberculosis y esterilizando bacilos intracelulares y
extracelulares (Osorio, L. Villegas, M. 1998).

Junto con INH, RIF es un importante agente anti-TB de primera linea y ha sido incluido en
la quimioterapia estandar desde la década de 1980 (Mitchinson. D, 2000).

Mecanismo de accion

Asi mismo el mecanismo de accidn que tiene esta droga es fijarse de manera especifica a la
subunidad B del ARN-polimerasa dependiente del ADN (figura 11) de los bacilos y
bloquear la elongacién de ARNm cuando ésta alcanza 2 o 3 nucleétidos (Martinez, J.
Sanchez, F. 2007).

La Rifampicina estd incluida en una categoria selecta de agentes que retienen actividad
contra bacilos tuberculosos de crecimiento lento, e incluso no replicantes (Sala, C. Dhar, N.
Hartkoorn, R. et al 2010).

La mayoria de las bacterias poseen una sola enzima de ARN-Polimerasa dependiente de
ADN que comprende varias subunidades aff3’® formando una estructura de tipo 'garra de
cangrejo' (Borukhov S, Nudler E. 2008). Las subunidades B y P’ constituyen los
componentes principales de cada pinza de la garra, formando un surco que acomoda al
molde de la doble cadena de ADN y proporciona un sitio catalitico para la formacion de
enlaces fosfodiéster, un canal secundario para nucleétidos entrantes y una salida separada
para el crecimiento del ARN transcrito. En un ajuste complementario, RIF se une a la
subunidad B codificada por rpoB, inhibiendo asi la transcripcion (figura 10). El anélisis
estructural del Thermus aquaticus ARNP (ARN-polimerasa) mostro el sitio de unién de
RIF que esta ubicado dentro del canal de ADN / ARN, pero no en el sitio activo (Campbell,
E.A. Korzheva, N. Mustaev, A. et al. 2001).

Ademas, el ARNP unido a RIF retiene la capacidad de catalizar la formacion del primer
enlace fosfodiéster en un transcrito de ARN naciente, lo que sugiere que el RIF no inhibe la
catalisis. En cambio, parece que el medicamento obstruye la ruta de una cadena de ARN en
crecimiento de dos o tres nucledtidos de longitud: una vez que el elongamiento
transcripcional esta en pleno progreso, el ARNP ya no es vulnerable a la inhibicion
mediada por RIF. Por esta razon, la actividad RIF estd restringida a una etapa muy
especifica de la transcripcion (Campbell, E.A. Korzheva, N. Mustaev, A. et al. 2001). Sin
embargo, el mecanismo preciso mediante el cual la interferencia transcripcional mediada
por RIF conduce a la muerte celular no se comprende del todo bien.
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Figura 10. Representacion esquemética de RNAP mostrando los sitios de mutacion de tres diferentes
bacterias ubicando una relacion en el punto de mutacion (Koch, A. Mizrahi, V. Warner, D.F. 2014)

Mecanismo de resistencia a Rifampicina

Se han descrito 2 mecanismos de resistencia para este farmaco: el primero por mutacion del
gen rpoB lo que genera una disminucién en la afinidad por el antibidtico en la subunidad
beta del ARN bacteriano; el segundo con disminucion de la permeabilidad del farmaco en
la membrana de la micobacteria. La resistencia a este medicamento se debe a una alteracion
en la ARN-polimerasa. Los primeros estudios en Escherichia coli mapearon mutaciones
RIFR en tres grupos distintos (1, 11y I11) dentro del gen rpoB (Campbell, E.A. Korzheva, N.
Mustaev, A. et al. 2001). Durante muchos afios se supo que las mutaciones sin sentido y las
deleciones cortas en la region central del gen de la subunidad beta de la ARN-polimerasa
(rpoB) dan como resultado una Escherichia coli resistente a rifampicina (Lisitsyn, N.
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Sverdlov, A. et-al. 1984). Esta vision llevo a la caracterizacion del gen rpoB de
Mycobacterium tuberculosis y a la identificacion de una amplia variedad de mutaciones
que confieren resistencia a RIF (Miller, L. P. Crawford, J. T. Shinnick, T. M. 1994).

Las micobacterias, al igual que otros géneros bacterianos, adquieren resistencia a la
rifampicina mediante mutaciones en una region ya caracterizada de 81 pb (27 codones) de
la region central del gen que codifica la subunidad B de la polimerasa del RNA (rpoB)
(Miller, L. P. Crawford, J. T. Shinnick, T. M. 1994).

Incluso més del 96% de las cepas resistentes a RIF posee mutaciones en esta region y a
pesar de que se han descrito 35 variantes alélicas, con ligeras variaciones en su distribucion
geogréfica, las mutaciones mas comunes (65-86%) son las que afectan al codon 526 o al
codon 531 y dan lugar a una resistencia de alto nivel (CIM 432 mg/ml) (Musser, J. M.
1995).

RNA Polimerasa
DNA Cromosomal subunidad-beta

a~ Transcrnipcion del RNA

Figura 11. Mecanismo de accién de RIF, inhibe la transcripcion uniéndose a la subunidad f de la RNA
polimerasa (Parsons, L.M. Driscoll, J.R. Taber, H.W. Salfinger, M. 1997).

Isoniazida

La INH es un farmaco sintético de primera linea introducido en terapéutica en 1952. Los
miembros del complejo tuberculoso son, generalmente, muy sensibles a la INH, mientras
que el papel de la INH en el tratamiento de otras micobacterias es muy limitado, de hecho,
esta droga es un profarmaco que requiere activacion de una catalasa-peroxidasa. Poco
después de la introduccidn de la isoniazida, se observé que los aislados clinicos resistentes
a la isoniazida con frecuencia perdian la actividad de la catalasa y la peroxidasa
(Middlebrook, G. 1954).
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Sin embargo, la asociacion de esta enzima con la activacion de isoniazida no se demostrd
hasta principios de la década de 1990, cuando se clond y secuencié el gen primario de
catalasa-peroxidasa micobacteriana (katG) (Zhang, Y. Heym, B. Allen, B. Young, D. Cole,
S. 1992).

Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de INH, asi como los mecanismos que confieren resistencia a
INH, son complejos y no se comprenden completamente. Sin embargo, la evidencia sugiere
que INH inhibe la biosintesis de los acidos micolicos de la pared celular (figura 12) (acidos
grasos R-hidroxilados de cadena larga a-ramificado), lo que hace que las micobacterias
sean susceptibles a los radicales de oxigeno reactivos y otros factores ambientales (Shoeb,
H.A Bowman, B.U. Jr Ottolenghi, A.C. Merola, A.J. 1985).

La activacion de INH a un intermedio electréfilo inestable requiere la enzima catalasa-
peroxidasa (KatG, codificada por katG) y un sumidero de electrones (perdxido de
hidrogeno). Sin embargo, KatG es la Unica enzima capaz de activar INH vy, en
consecuencia, las cepas de MTB mutantes KatG son invariablemente resistentes a INH
(Shoeb, H.A Bowman, B.U. Jr Ottolenghi, A.C. Merola, A.J. 1985).

Mecanismo de resistencia a isoniazida

Los primeros estudios realizados por Middlebrook demostraron que la resistencia a INH se
asociaba con la pérdida de la actividad de catalasa. Los estudios genéticos demostraron que
la transformacion de las cepas M. smegmatis y MTB resistentes a INH con una KatG
funcional restablecio la susceptibilidad a INH y propuso la hipétesis de que la eliminacién
de katG puede causar resistencia a INH en MTB (Sherman, D.R. et al. 1995).

Sin embargo, en ausencia de una respuesta genética inducible por peréxido, mediada en la
mayoria de las bacterias por el factor de transcripcion OxyR, KatG es la Unica proteina
MTB inducible por perdxido. En consecuencia, la resistencia de MTB a INH es paraddjica;
Tiene que sacrificar la funcion de KatG. La capacidad de MTB para adaptarse a la pérdida
de la funcién KatG y combatir los peroxidos organicos es notable (Sherman, D.R. et al.
1995).

La resistencia a la isoniazida es un proceso complejo. Las mutaciones en varios genes,
incluyendo katG, ahpC, inhA, kasA y ndh, se han asociado con la resistencia a la isoniazida.
La isoniazida activada interfiere con la sintesis de acidos micolicos esenciales al inhibir la
enoil-ACP reductasa dependiente de NADH, que estd codificada por inhA. Se ha
demostrado que dos mecanismos moleculares son la causa principal de la resistencia a
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isoniazida: mutaciones en katG y mutaciones en inhA, o mas frecuentemente en su regién
promotora (Silva, M.S, Senna, S.G. Ribeiro, M.O. et al. 2003).

Se han encontrado que las mutaciones en katG, inhA y ahpC estaban més fuertemente
asociadas con la resistencia a la isoniazida, una disminucién o pérdida total de la actividad
de catalasa / peroxidasa como resultado de las mutaciones de katG son las alteraciones
genéticas mas comunes asociadas con la resistencia a la isoniacida (Zhang, Y. Heym, B.
Allen, B. et al 1992).
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Figura 12. Sitios de accién previamente demostrados y propuestos de isoniazida (INH), esta droga
antituberculosa inhibe la sintesis de &cidos micdlicos (Parsons, L.M. Driscoll, JR. Taber, H.W. Salfinger, M.
1997)
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Etambutol

Etambutol [(S, S9) -2,29- (etilendiimino) di-1-butanol; EMB] es uno de los principales
medicamentos utilizados por primera vez en 1966 en combinacion con isoniazida,
rifampicina, estreptomicina y pirazinamida para tratar la tuberculosis. El etambutol fue el
ultimo farmaco agregado al régimen actual de 4 farmacos utilizado para tratar la
tuberculosis. El etambutol se agrega a la isoniazida, rifampicina y pirazinamida durante las
primeras semanas de terapia para prevenir la resistencia a la rifampicina en los casos en que
existe una resistencia a la isoniazida no reconocida (Takayama, K. Armstrong, E.L.
Kunugi, K.A. et al.1979).
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Mecanismo de accion

El etambutol es un inhibidor de la pared celular de algunas micobacterias; impidiendo el
ingreso de la D-arabinosa en el arabinogalactano, lo que resulta en la acumulacion de una
molécula portadora de lipidos (Osorio, L. Villegas, M. 1998).

Mecanismo de resistencia a etambutol

La resistencia es el resultado de varios eventos genéticos responsables de la sobreexpresion
del operon de genes homdélogos embCAB, que codifica para la proteina Emb, a quienes se
les atribuye la actividad de arabinosil transferasa, importantes en la biosintesis de
exopolisacaridos como el arabinomanano (Osorio, L. Villegas, M. 1998).

Solo el isémero dextro de Emb es bioldgicamente activo, una observacion consistente con
la idea de que el farmaco se une a un objetivo celular especifico. Se identificaron tres genes
organizados como un oper6on y se designaron embCAB, los genes embCAB de
Mycobacterum tuberculosis correspondientes se identificaron a partir de una biblioteca de
cosmidos ordenada que codifican las proteinas Emb. A estas proteinas se les atribuyen una
funcién catalitica de arabinosil transferasa importante en la biosintesis de moléculas
extracelulares como el arabinomanano (Talenti, A. Philipp, W.J. Sreevatsan, S.
Bernascono, C. 1997).

Pese a que el mecanismo por el cual Mycobacterium tuberculosis adquiere resistencia a
etambutol no se ha establecido con claridad, hay varios estudios que podrian dar una cierta
aclaracion a este proceso de resistencia (Talenti, A. Philipp, W.J. Sreevatsan, S.
Bernascono, C. 1997).

Hace algunos afios, se demostré que en Mycobacterium tuberculosis los genes embCAB se
organizaron como un operén de 10 kbp que codifica para la arabinosil transferasa
micobacteriana. Usando un panel de M. tuberculosis que comprende aislados resistentes al
etambutol, se encontrd que cerca del 50% de ellos tenian mutaciones en el codén 306 de
embB (Talenti, A. Philipp, W.J. Sreevatsan, S. Bernascono, C. 1997).

Recientemente, se ha postulado que las mutaciones en embB306 pueden estar relacionadas
con grados variables de resistencia al etambutol y que esta alteracion molecular podria ser
necesaria, pero no suficiente, para la resistencia del etambutol de alto nivel. Los estudios de
intercambio alélico mostraron que las mutaciones individuales que producen ciertas
sustituciones de aminoacidos causaron resistencia al etambutol, mientras que otras
sustituciones de aminoacidos tuvieron poco o ningun efecto sobre la resistencia al
etambutol (Safi, H. Sayers, B. Hazbon, M.H. et al. 2008).
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Estreptomicina

La estreptomicina es un antibiotico glucosidico de aminociclitol perteneciente a los
aminoglucocidos que fue el primer antibiético utilizado en el tratamiento de la TB. La
estreptomicina se aislo por primera vez del microorganismo del suelo Streptomyces griseus.
En procariotas, su mecanismo de accion es inhibir el inicio de la traduccion mediante la
unién al ARNr 16S. Inicialmente, se observo que las cepas de M. tuberculosis aisladas de
pacientes antes del tratamiento eran notablemente uniformes en su susceptibilidad a la
estreptomicina. Desafortunadamente, como se us6 como monoterapia, la resistencia a la
estreptomicina emergio con bastante rapidez (Crofton, J. Mitchison, D.A. 1948).

Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de la estreptomicina se basa en la union del antibidtico a la
estructura ribosomal 30S logrando inducir cambios en su conformacion induciendo el
bloqueo del ARNm provocando que la sintesis de proteinas se vea afectados tanto en su
inicio como en la incorporacion de nuevos aminoacidos a la cadena polipeptidica (Crofton,
J. Mitchison, D.A. 1948).

Mecanismo de resistencia a estreptomicina

En Mycobacterium tuberculosis la base genética de la resistencia a la estreptomicina se
debe principalmente a mutaciones en rrs o rpsL, que producen alteraciones en el sitio de
unién a estreptomicina. Sin embargo, tales mutaciones se identifican en poco mas del 50%
de las cepas estudiadas hasta la fecha (Gillespie, S.H. 2002).

La mayoria de las mutaciones puntuales que producen resistencia a la estreptomicina se
producen en rpsL, siendo la mutacion mas comin K43R. También se han encontrado
algunos aislados clinicos que muestran resistencia de bajo nivel a la estreptomicina y
ninguna mutacion en rpsL o rrs, (Zhang Y, Telenti A. 2000) y consecuentemente han sido
teorizados como un mecanismo alternativo para la resistencia a la estreptomicina. Mas
recientemente se ha demostrado que las mutaciones en gidB, que codifica una 7
metilguanosina metiltransferasa conservada especifica para el ARNr 16S puede conferir un
bajo nivel de resistencia a la estreptomicina (Silva, P.E. Bigi, F. Santangelo, M.P. et al.
2001)

La frecuencia con la que aparecen mutantes resistentes en Mycobacterium tuberculosis es
de 10°. En las micobacterias, el mecanismo conocido de resistencia a los aminoglucosidos
es por alteracion de la diana sobre la que actian (ARN 16S) como consecuencia de
mutaciones cromosomicas. Estas mutaciones afectan a los genes que codifican el ARNr
16S (rrs) y la proteina ribosomica S12 (rpsL). Es interesante recordar que la mayoria de
eubacterias tienen varias copias del operon ARNr, mientras que Mycobacterium
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tuberculosis solo tiene una. Asi, en Mycobacterium tuberculosis, una mutacion que origine
cambios en los nucledtidos ya puede provocar resistencia (comportamiento dominante)
(Musser, J. 1995).

Las mutaciones que afectan al gen rpsL se dan en el 52-59% de las cepas resistentes y
producen una resistencia de alto nivel mientras que las mutaciones que afectan al gen rrs
provocan una resistencia de un 8-21 % de las cepas desarrolladas esto logra una resistencia
intermedia (Musser, J. 1995).

Resistencia en Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis una bacteria biologicamente compleja cuenta con una gran
gama de acciones anti drogo tuberculosas sin duda alguna, la primera barrera de defensa es
su pared celular altamente especializada y bioquimicamente compleja, es de caracter
hidrofébo causando una disminucion en la permeabilidad de la mayoria de los componentes
externos. Un sistema complejo de bombas de eflujo, enzimas que degradan las drogas
antituberculosas y los genes encargados de esta funcion son encontradas en Mycobacterium
tuberculosis (Zang, Y. Telenti, A. 2000).

Sin embargo, estudios de genética microbiana han mostrado que la resistencia de
antibidticos antituberculosos se deben a una acumulacion de mutaciones en la doble cadena
de DNA provocadas por mutaciones espontaneas modificando los sitios de accion, los
sitios de mutacion, delecidn o insercion estan asociados a provocar resistencia a drogas de
primera linea (rifampicina, isoniazida, etambutol, pirazinamida y estreptomicina) y a
varias drogas de segunda linea, no siempre las mutaciones en un punto de la doble cadena
provocan un fenotipo MDR ( multidrogorresistente) que es cuando la bacteria adquiere una
resistencia a rifampicina e isoniazida. Esta forma de resistencia es habitualmente conocida
por el mal uso de las drogas antituberculosas (Zang, Y. Telenti, A. 2000).

Mecanismos de resistencia en Mycobacterium tuberculosis

La historia de la TB cambi6 drasticamente después de la introduccién de los primeros
farmacos con actividad frente a micobacterias. Lo que hasta ese momento se consideraba
como una enfermedad que debia tratarse en sanatorios se convirtié en una enfermedad que
podia administrarse con antibiéticos. Sin embargo, poco después de la introduccion del
primer antibi6tico en 1944, surgio la resistencia a los medicamentos, principalmente debido
al uso de la estreptomicina como monoterapia (Wolinsky, E. Reginster, A. Steenken, WJr.
1948).
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Resistencia intrinseca

La resistencia intrinseca a los medicamentos de Mycobacterium tuberculosis se ha
atribuido tradicionalmente a la estructura inusual de su pared celular que contiene acido
micdlico que otorga a las bacterias una baja permeabilidad para muchos compuestos, como
los antibidticos y otros agentes quimioterapéuticos (Jarlier, V. Nikaido, H. 1994).

En las bacterias, la permeabilidad de la membrana y las acciones de los mecanismos de
transporte activo impiden el acceso de ciertos farmacos a los objetivos intracelulares. Estos
constituyen un mecanismo general de resistencia a los medicamentos capaz de conferir
resistencia a una variedad de farmacos estructuralmente no relacionados y compuestos
toxicos (Piddock, L.J. 2006).

Mas recientemente, el papel de los mecanismos de eflujo también se ha reconocido como
un factor importante en la resistencia natural de las micobacterias contra los antibioticos
como la tetraciclina, las fluoroguinolonas y los aminoglucésidos, entre otros (De Rossi, E.
Ainsa, J.A. Riccardi, G. 2006).

La resistencia a los medicamentos en Mycobacterium tuberculosis, como en cualquier otra
bacteria, es el resultado de multiples mecanismos que operan simultaneamente. Podria ser
debido a la acumulacion de mutaciones en los genes diana durante un periodo de tiempo,
exclusion de antibidticos por la pared celular altamente impermeable, la amplia gama de
mecanismos de eflujo mediados por varios transportadores ABC (Cassette de unién a ATP)
y proteinas de la super familia principal facilitadora (SFM) (De Rossi, E. Ainsa, J.A,
Riccardi, G. 2006) y para nombrar algunas otras formas de resistencia como las enzimas
modificadoras y degradantes de antibidticos (Ainsa, J.A. et al. 1997).

Muy a menudo, los farmacos en investigacién que tienen una inhibicion enzimatica
excelente no presentan una inhibicién igualmente potente de las bacterias, y este es un
desafio importante en el campo del descubrimiento de farmacos para la TB. Entre otras
causas, los mecanismos de eflujo contribuyen de manera importante a la resistencia
intrinseca a las drogas. Se han descrito bombas de efluentes de M. tuberculosis
pertenecientes a diferentes clases en los Gltimos afios, y algunas bombas han sido bien
caracterizadas (Ramon-Garcia S, Martin, C. Thompson, C.J. Ainsa, J.A. 2009).

Pertenecen a la familia de MFS, super familia ABC y SMR (resistencia a multiples
farmacos pequefios). La resistencia a medicamentos mediada por eflujo en M. tuberculosis
podria deberse a una 0 mas bombas de efusion que funcionan solas o en coordinacion. Esto
es posible debido a la redundancia de sus funciones, que pueden superponerse ampliamente
(Piddock, L.J. 2006).
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Los sistemas de eflujo de resistencia son caracteristicamente dependientes de la energia, ya
sea por la fuerza motriz del proton o por la hidrélisis del ATP. Recientemente, se han
descrito en micobacterias bombas de resistencia y de eflujo mediadas por eflujo que
confieren resistencia a uno o varios compuestos (Piddock, L.J. 2006).

El genoma de la cepa H37Rv de M. tuberculosis tiene 20 marcos de lectura abiertos que
codifican proteinas putativas de eflujo (Danilchanka, O. Mailaender, C. Niederweis, M.
2008), aungue la mayoria de ellos atn no se han caracterizado.

Resistencia adquirida

A diferencia de la situacion en otras bacterias donde la resistencia farmacoldgica adquirida
estd generalmente mediada por transferencia horizontal por elementos genéticos maviles,
como plasmidos, transposones o integrones, en M. tuberculosis, la resistencia
farmacoldgica adquirida estd causada principalmente por mutaciones espontaneas en los
genes cromosomicos, lo que produce la seleccion de cepas resistentes durante la terapia
farmacoldgica (Kochi, A. Vareldzis, B. Styblo, K. 1993).

El M. tuberculosis tiene la particularidad de que en presencia 0 no de medicamentos
acumula mutaciones espontaneas y al azar, confiriéndole una caracteristica especial al
generar cambios en los sitios de accion de los medicamentos antituberculosos y de esta
forma adquirir resistencia a los mismos (Kochi, A. Vareldzis, B. Styblo, K. 1993).

Son tres los mecanismos por los que la M. tuberculosis puede generar resistencia a los
farmacos: 1) Generando mecanismos de barrera que impidan la entrada del farmaco a la
célula. 2) Generando enzimas que inactiven los farmacos a nivel intracelular 3)
Modificando el blanco de accién del farmaco, donde se presentarian mutaciones puntuales
en algun gen del microorganismo, siendo esta ultima la mas comunmente utilizada por este
germen. Estos mecanismos no son excluyentes y algunas poblaciones bacterianas pueden
combinar uno o varios mecanismos para generar resistencia. Hay que tener en cuenta que la
mutacién per se dé un sitio de accion no siempre conlleva a resistencia. La probabilidad de
que se genere resistencia para INH es (1:10%), RIF es (1:10%), Etambutol (E) (1:10°% y
estreptomicina (S) (1:10°); por lo que la probabilidad para que se dé una doble mutacién a
medicamentos como INH y RIF es de (1:10'°) (Osorio, L. Villegas, M. 1998).

En procariotas, las mutaciones espontaneas se producen a una tasa baja de 0,0033 por
replicacion. La tasa de mutacion por pares de bases es inversamente proporcional al tamafio
del genoma. Estudios anteriores han demostrado que la tasa de mutacion depende de la
naturaleza de la seleccion del farmaco, pero para la mayoria de los farmacos principales
contra la TB, esto ocurre a una tasa de 10”° mutaciones por divisién celular. Esta es la razén
principal por la que se administran medicamentos antituberculosos como combinacion, ya
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que el riesgo de que un mutante contenga dos mutaciones de resistencia es <10
(Gillespie, S.H. 2007).

5. DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio
Descriptivo observacional
Poblacion de estudio

En el presente trabajo se consideraron 64 cultivos de Mycobacterium tuberculosis
correspondientes al primer trimestre de la gestion 2016 provenientes de diferentes
laboratorios que conforman la RLNT, de los cuales se dividieron en 2 grupos de 32 cultivos
por grupo para considerar el efecto de la temperatura y tiempo en sus diferentes perfiles de
susceptibilidad en base a su fecha de primocultivo.

Criterios de inclusién

- Cultivos eugonicos (con desarrollo de colonias abundante y con poblacion
representativa como se muestra en la figura 13)
- Cultivos con més de 30 dias de incubacion en base a la fecha de primocultivo

Criterios de exclusién

- Cultivos disgonicos (desarrollo escaso de colonias como se muestra en la figura 14)
- Cultivos con mas de 60 dias de incubacién después de la fecha de primocultivo

- Cultivos diferentes a Mycobacterium tuberculosis (cepas atipicas)

- Cultivos secos (medio de cultivo deshidratado por la temperatura de incubacién)

Criterios de eliminacion

- Se eliminaron 6 cepas que se contaminaron en el proceso correspondiente a los
diferentes laboratorios regionales, 2 cepas de Potosi, 3 cepas de Tarijay 1 cepa de
la region del Beni.

Lugar

Las muestras se procesaron en el laboratorio de la unidad de Tuberculosis del INLASA de
las muestras procedentes de las diferentes regiones del pais que fueron enviados en el
primer trimestre de la gestion 2016 (tabla 2).

Técnicas de estudio
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- Pruebas de susceptibilidad a drogas antituberculosas por el método de las
proporciones Canetti-Rist.
- Recuento de colonias en medio de cultivo Lowenstein-Jensen

Tabla 2
Cultivos recolectados de los diferentes laboratorios de la red nacional de Bolivia en el
primer trimestre de la gestion 2016 (INLASA 2016).

Ciudad Cultivos eugonicos
LA PAZ 4
COCHABAMBA 20
SANTA CRUZ 21
TARIJA
BENI
SUCRE
POTOSI
TOTAL 64
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Procesamiento de las muestras

Cepas aisladas de Bolivia (Mycobacterium
tuberculosis)

Seleccidn de cultivos eugonicos (aplicacion delos criterios
de inclusion)

Preparacion de medios de cultivo con las drogas incluidas (INH, EMB, RIF, SM)
vy sin drogas.

Determinacion de la viabilidad (recuento de colonias viables) para ambos grupos de
estudio

Preparacion de las baterias de susceptibilidad y ejecucion del método de las
proporciones Canetti-Rist

Cepas con envejecimiento a Cepas con envejecimiento a 37° ¢
temperatura ambiente

Lectura e interpretacion segun el método
Canetti-Rist

¥

ANALISIS DE RESULTADOS
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Seleccién de cepas para estudio

Para el presente estudio se emplearon cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas en la
RNLT de Bolivia, los cuales estan encargados de cultivar y enviar las cepas a Laboratorio
de LRN, enviando cultivos eugonicos y disgonicos. Los cultivos que se tomaron en cuenta
para el estudio de susceptibilidad a drogas antituberculosas fueron los que presentaron
desarrollo eugonico debido a que la poblacién bacteriana es representativa y factible para
realizar el estudio (figura 13 y 14).

Figura 13. Cultivo eugonico de Mycobacterium tuberculosis (Laboratorio de Referencia Nacional de
Tuberculosis 2016)

Figura 14. Cultivo disgonico de Mycobacterium tuberculosis (Laboratorio de Referencia Nacional de
Tuberculosis 2016)

Se seleccionaron todas las muestras del primer trimestre de la gestion 2016 con un total de
64 muestras (tabla 2).
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Preparacion de los medios de cultivo con y sin drogas antituberculosas de
primera linea

Para los diferentes estudios realizados se prepard el medio de cultivo Lowenstein-Jensen
con y sin la incorporacion de drogas antituberculosas de primera linea.

Preparacion del medio de cultivo Lowenstein-Jensen sin drogas

Tabla 3
Preparacion de tampon fosfato

REACTIVO CANTIDAD UNIDAD |

Fosfato mono potésico (KH,PO,) 2.4 g
Sulfato de magnesio (MgSO,) 0.24 g
Citrato de magnesio 0.6 g
L-Asparagina 3.6 g
Agua destilada 600 mL

Los reactivos se disolvieron en 500 mL de agua destilada y se homogenizaron hasta obtener
una solucion homogénea, seguidamente se determind el pH y se procedid a esterilizar en
autoclave a una temperatura de 121°C por 15 minutos.

Tabla 4

Preparacion del reactivo inhibidor

REACTIVO CANTIDAD UNIDAD
Verde de malaquita 2 g

Agua destilada 100 mL

Se disolvid el inhibidor en el volumen total de agua y se esterilizo en autoclave a
temperatura de 121°C por 15 minutos, se procedio a filtrar la solucién con la ayuda de una
gasa y algodon.

La albumina requerida para el cultivo se obtuvo de 25 huevos de gallina los cuales deben
ser previamente lavados, enjuagados y desinfectados usando etanol al 70% para evitar
contaminacion del medio.

En un matraz Erlenmeyer de 2000 mL se homogenizo los huevos hasta que no se observe

rastros de yemas enteras, se afiadio 600 mL del tampdn fosfato, 20 mL del inhibidor verde
de malaquita, 12 mL de glicerina Bi-destilada estéril y 2 g de Asparagina. Se homogenizo y
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se procedio a repartir 5 mL de la solucion preparada en tubos de 150X15 mm. La solucion
se llevd a un coagulador de 50-60 grados y una temperatura de 80° C durante 15 minutos.

Preparacion del medio Lowenstein-Jensen con drogas

La preparacion de los medios de cultivo Lowenstein-Jensen con drogas se prepar0
agregando la droga a la solucion ya descrita con anterioridad. EI medio de cultivo se
prepara incorporando las drogas previo al proceso de coagulacion.

Tabla 5
Solventes para preparar las soluciones stock. Cantidad que se debe agregar a 100 mg de
cada droga

Vgcl)‘nylill\.lrgE CONCENTRACION
SOLVENTE PARA 100 mg DE FINALuD/EmEI)_ROGA
DROGA g
Isoniazida Agua destilada 10.0 mL 10000
Estreptomicina Agua destilada 8.0 mL 10000
Etam_butol Agua destilada 8.9 mL 10000
clorhidrato
: . Alcohol etilico
Rifampicina 95% 5.0mL 20000
Tabla 6

Preparacion de las diluciones de drogas a partir de las soluciones stock para agregar el
medio. Cantidades para 500 mL de medio

VOLUMEN DE
DISOLUCION QUE SE
AGREGA A 500 mL
Isoniazida Dilucion A: 1mL

1:10 concentracion 1000
ug/mL

Dilucion B:

1:10 concentracion 100
ug/mL

DILUCION A PARTIR

DE SOLUCION STOCK

Estreptomicina Dilucion A 1mL
1:5 concentracion 2000
ug/mL

Etambutol clorhidrato Dilucion A: 1mL
1:10 concentracion 1000
ug/mL

Rifampicina Solucion madre sin diluir 1mL
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Las soluciones Stock deben ser preparadas a partir de las drogas puras el mismo dia de la
preparacion de los medios de cultivo.

Tabla 7
Concentracion de drogas antituberculosas en el medio Lowenstein-Jensen para la prueba
de susceptibilidad (Método de las proporciones Canetti-Rist)

DROGA CONCENTRACION CANTIDAD ug PARA 500 mL

: ug/mL - DE MEDIO
Isoniazida 0.2 100
Estreptomicina 4.0 2.000
Etambutol clorhidrato 2.0 1.000
Rifampicina 40.0 20.000

La dilucion de las drogas antituberculosas contenida en 1 mL se incorporé a 500 mL del
medio agitando suavemente durante 5 minutos.

Seguidamente se procedio a realizar el control de esterilidad incubando los medios de
cultivo a 37°C por 3 dias.

Determinacion de la viabilidad y crecimiento de cepas de Mycobacterium
tuberculosis a diferentes temperaturas en funcion al tiempo de envejecimiento

Una de las causas para que el método de las proporciones Canetti-Rist se invalide puede ser
a una pérdida progresiva de la funcion biologica de viabilidad de la micobacteria
ocasionado por el envejecimiento dando cultivos sin desarrollo debido a esta razén y no asi
por efecto de la droga obteniendo resultados como falsos sensibles.

Para la determinacién analitica de la viabilidad se utilizaron las cepas aisladas en los
diferentes laboratorios pertenecientes a la Red Nacional de Tuberculosis de Mycobacterium
tuberculosis que corresponde a 64 cepas de estudio aisladas en medio de Ogawa.

Para que el estudio tenga un valor estadisticamente significativo los 64 cultivos se
dividieron en 2 grupos de 32 muestras para ambos casos.

El inoculo se prepardé realizando una suspension de colonias en estudio a una concentracion
de 1 en la escala de Mcfarland debido a que la recoleccién de las colonias conlleva un
arrastre de medio y esto hace que la concentracion del bacilo no sea un aproximado al de la
escala Mcfarland, realizando una diluciéon seriada a escala decimal en 6 tubos que
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contengan 4,5 mL de agua destilada y 0,5 mL de la suspensién madre de 10, 102, 107,
10™,10° y 10° con una concentracién final de 1/10 de la suspensién inicial.

Para lograr observar colonias contables se tomé 200 uL de la dilucién 10 preparada que
corresponde a un factor de 1/1000000 de cada muestra recolectada y se inocularon por
duplicado en medios de cultivo de Lowenstein-Jensen sin drogas incluidas ya preparados y
se llevaron a incubacién por un periodo de 45 dias a 37° C.

Para ambos grupos de estudio todos los cultivos se dejaron envejecer hasta llegar a los 70 y
90 dias de antigiiedad, y el mismo procedimiento se repitid, para el primer grupo se dejé
envejecer a una temperatura constante de 37° C (tabla 8) y el segundo a temperatura
ambiente que corresponde en un rango de 16 a 20° C (tabla 9), estas dos temperaturas se
determinaron en base a revision bibliogréafica y experiencia en el campo laboral ya que se
presentaron casos en los que el medio de cultivo presento resequedad y por el retraso de
envios de los cultivos por los problemas ya mencionados con anterioridad.

La comparacion de las medias del recuento de colonias de los grupos estudiados se utiliz6
el estadistico ANOVA.

Tabla 8
Recoleccion y seleccion de cultivos del grupo 1 (37° C) del primer trimestre de la gestion
2016 (INLASA 2016).

Cantidad de cepas
recolectadas

11
10

28
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Tabla 9
Recoleccion y seleccion de cultivos del grupo 2 (entre 16 y 20° C) del primer trimestre de
la gestion 2016 (INLASA 2016).

Ciudad Cantidad de cepas
recolectadas
La paz 3
Cochabamba 9
Santa cruz 11
Beni 1
Tarija 3
Sucre 3
Total cepas 30

Determinacion de perfiles de resistencia de cepas de Mycobacterium
tuberculosis a diferentes temperaturas en funcion al tiempo de envejecimiento

El método de las proporciones se prepar0 realizando una suspension de las cepas en estudio
que se mantuvieron envejeciendo a una incubacion constante de 37° C parael grupo 1y a
temperatura ambiente (entre 16 y 20° C) para el grupo 2, después los primocultivos se
prepararon a una concentracion de 1 en la escala Mcfarland, el procedimiento se realizd
tomando con el asa bacteriologia estéril una parte de cada colonia para obtener una muestra
representativa de la poblacion del bacilo de cada cultivo, luego se introdujo las colonas en
un frasco con perlas de vidrio estéril para homogenizar la muestra en un VVortex y se ajustd
la suspension con agua destilada a 1 en la escala Mcfarland que contiene 1 mg/mL
(suspension madre) a partir de esta suspension se realizaron diluciones seriadas a escala
decimal en 6 tubos que contengan 4,5 mL de agua destilada y 0,5 mL de la suspension
madre de 107, 102 103 10 10° y 10° con una concentracion final de 1:10 de la
suspension inicial.

Para la siembra de las suspensiones bacilares se tomaron las diluciones con escala decimal
de 103, 10° y 10° y se inocularon 200 uL de esta suspensién en medios de cultivo
Lowenstein-Jensen con las drogas antituberculosas incorporadas (RIF, SM, INH y EMB) a
diferentes concentraciones (tabla 7) y sin la incorporacion de la droga como patrén de
crecimiento, debido a que se puede llegar a obtener colonias incontables como punto de
comparacién se inoculan diferentes diluciones desde la més diluida 10°, 10° y 10° para
realizar una buena lectura de la prueba, la incubacion se llevo a cabo por 45 dias a 37°C, es
importante que las primeras 48 horas se deje la tapa rosca sin ajustar para que el agua en
exceso del inoculo se evapore y la concentracion de bacilos se ajuste.
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Para determinar las bacterias mutadas identificadas por el método de las proporciones se
realizd un recuento de las colonias de Mycobaterium tuberculosis de las diluciones en los
medios de control (medio Lowenstein-Jensen sin droga) de la prueba y se compard el
desarrollo en los medios con drogas incorporadas.

La identificacion de sensibilidad se realizo a través de la comparacion del recuento de
colonias con la proporcion critica establecida para cada droga en los dos medios de cultivo
preparados (con droga y sin droga) tomando en cuenta como punto de corte de sensibilidad
el 1% de crecimiento de colonias en el cultivo con droga, el desarrollo de colonias en
medios de cultivo con la droga incorporada mayor con recuento mayor al 1% en
comparacion con su patron se considera como resistente a la droga.

Este procedimiento se realizo en tres ocasiones tomando como control los resultados de los
cultivos de 30 y 60 dias y con un envejecimiento de 70 y 90 dias

Andlisis estadistico

Para la comparacion de las medias de los grupos estudiados se utilizara el estadistico
ANOVA vy el método de Tukey.

Financiamiento

El presente trabajo fue financiado por el INLASA vy el Programa Nacional de Control de
Tuberculosis.

Aspectos bioéticos

No aplica debido a que el estudio se realizé con cepas de Mycobacterium tuberculosis y no
asi con pacientes.

Todos los resultados mostrados son una combinacién de los factores estudiados de tiempo
y temperatura sobre los perfiles de susceptibilidad.
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6. RESULTADOS

Influencia del envejecimiento en periodos de tiempo entre 30-60 dias (grupo control) y
70 y 90 dias en relacion a la temperatura de exposicion en la viabilidad y crecimiento
en los cultivos de Mycobacterium tuberculosis.

El recuento de colonias de Mycobacterium tuberculosis aislados en Bolivia muestra una
disminucion progresiva en funcion al tiempo en comparacion con el recuento de las
colonias control (grafica 1).

Comparando el recuento de colonias con un envejecimiento de 70 y 90 dias después de la
fecha de primocultivo tomando como control a los recuentos de colonias frescas de 30 y 60
dias utilizando el estadistico ANOVA con una confiabilidad de p <0.05 se encontr6 que
existe una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de estudio y utilizando
el test de Tukey se muestra una diferencia del grupo control con los grupos de 70 y 90 dias.

Grafica 1. Recuento de colonias de Mycobacterum tuberculosis con envejecimiento de 70
y 90 dias a partir de la fecha de primocultivo a temperatura de 37° C de cultivos aislados en
Bolivia en el primer trimestre de la gestion 2016 (INLASA).
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El recuento de colonias de Mycobacterium tuberculosis aislados en Bolivia muestra una
disminucion progresiva en funcion al tiempo en comparacion con el recuento de las
colonias del grupo control (grafica 2).

Comparando el recuento de colonias con un envejecimiento de 70 y 90 dias después de la
fecha de primocultivo tomando como control a los recuentos de colonias frescas de 30 y 60
dias utilizando el estadistico ANOVA con una confiabilidad de p <0.05 se encontr6 que
existe una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de estudio y utilizando
el test de Tukey se muestra una diferencia del grupo control con los grupos de 70 y 90 dias
de envejecimiento a temperatura ambiente.

Grafica 2. Recuento de colonias de Mycobacterum tuberculosis con envejecimiento de 70
y 90 dias a partir de la fecha de primocultivo a temperatura ambiente (16 y 20° C) de
cultivos aislados en Bolivia en el primer trimestre de la gestion 2016 (INLASA).
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Influencia de la temperatura de exposicion en los perfiles de susceptibilidad en
cultivos de Mycobacterium tuberculosis a drogas antituberculosas de primera linea en
periodos de tiempo entre 30-60 dias (grupo control) y 70 y 90 dias de envejecimiento
del primocultivo.

Resultados de los perfiles de susceptibilidad por el método de las proporciones Canetti-Rist
de los grupos de 70 y 90 dias de envejecimiento son comparados con el grupo control
mostrando un cambio en el perfil de susceptibilidad en una de las muestras (cepa 3) del
grupo con 90 dias de envejecimiento (tabla 10).

En la tabla 10 se muestran el total de cepas resistentes y sensibles de cada droga en cada
uno de los cultivos que se realizaron las pruebas por periodos de tiempo y exposicion a
temperatura de 37° C y el cambio que experimenta por periodos de 70 y 90 dias a partir de
la fecha de primocultivo.

Los resultados de los perfiles de susceptibilidad por el método de las proporciones Canetti-
Rist en relacion al tiempo de exposicion de envejecimiento de los grupos de 70 y 90 dias de
envejecimiento en comparacion con el grupo control no muestra ningin cambio
manteniendo el mismo perfil por encima de los 60 dias de antigtiedad (tabla 11).

En la tabla 11 se muestran el total de cepas resistentes y sensibles de cada droga en cada
uno de los cultivos que se realizaron las pruebas por periodos de tiempo y exposicion a
temperatura ambiente y el cambio que experimenta por periodos de 70 y 90 dias a partir de
la fecha de primocultivo.
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TABLA 10
Perfiles de susceptibilidad con diferentes tiempos de envejecimiento a temperatura

de 37° C en cultivos aislados en Bolivia del primer trimestre de la gestién 2016
(INLASA).

CONTROL 70 DIAS 90 DIAS
CEPAS RIF INH SM EM RIF INH SM EM RIF INH SM EM

1 S S S S S S S S S S S S
2 S S S S S S S S S S S S
3 S S S S S S S S S S R S
4 S S S S S S S S S S S S
5 S S S S S S S S S S S S
6 S S S S S S S S S S S S
7 S S S S S S S S S S S S
8 S S S S S S S S S S S S
9 S S S S S S S S S S S S
10 S S S S S S S S S S S S
11 S S S S S S S S S S S S
12 S S S S S S S S S S S S
13 S S S S S S S S S S S S
14 S S S S S S S S S S S S
15 S S S S S S S S S S S S
16 S S S S S S S S S S S S
17 S S S S S S S S S S S S
18 S S S S S S S S S S S S
19 S S S S S S S S S S S S
20 S S S S S S S S S S S S
21 S R R S S R R S S R R S
22 S S S S S S S S S S S S
23 S S S S S S S S S S S S
24 S S S S S S S S S S S S
25 S S S S S S S S S S S S
26 S S S S S S S S S S S S
27 S S S S S S S S S S S S
28 S S S S S S S S S S S S

R=0 R=1 R=1 R=0 R=0 R=1 R=1 R=0 R=0 R=1 R=2 R=0

S=28  S=27 S=27 S=28 S=28 S=27 S=27 S=28 S=28 S=27 S=26 S=28

resultados por el método de las proporciones Canetti-Rist con el punto de corte > al
1% de crecimiento en los medios con drogas incluidas:
R= resistente, S= sensible



TABLA 11

Perfiles de susceptibilidad con diferentes tiempos de envejecimiento a temperatura
ambiente (entre 16 y 20° C) en cultivos aislados en Bolivia del primer trimestre de la

gestion 2016 (INLASA).
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R=3 R=1 R=1 R=0 R=3 R=1
S=27 §=29 S=29 S=30 S=27 S=29

R=1 R=0 R=3 R=1
S=29 §S=30 S=27 S=29

R=1 R=0
S=29 S=30

Resultados por el método de las proporciones Canetti-Rist con el punto de corte > al 1%

de crecimiento en los medios con drogas incluidas:
R=resistente S= sensible
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El efecto que tiene el envejecimiento en diferentes tiempos a una temperatura de 37° C
comparando los perfiles de los grupos con 70 y 90 dias con el grupo control, el porcentaje
de resistencia a Rifampicina del 0% (ningln cultivo presento cambios en su perfil de
resistencia) junto con el porcentaje de sensibles del 100% (representa la sensibilidad de los
28 cultivos analizados) los resultados se mantienen sin mostrar modificaciones (grafica a

3).

Gréfica 3. Verificacion de perfiles de susceptibilidad a Rifampicina en relacion al tiempo y
temperatura de 37° C en cultivos aislados en Bolivia en el primer trimestre de la gestion
2016 (INLASA).
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El efecto que tiene el envejecimiento en diferentes tiempos a una temperatura de 37° C
muestra un porcentaje de resistencia a Isoniazida del 4% (1 de los cultivos presenta
resistencia) en todos los casos y los perfiles de sensibilidad de 96% (27 cultivos del total
son sensibles) sin mostrar modificacion en los resultados en base al tiempo y temperatura.
Los resultados mostrados son una comparacion del envejecimiento a 37° C con 70 y 90 dias
con el grupo control (30 y 60 dias) (grafica 4).

Gréfica 4. Verificacion de perfiles de susceptibilidad a Isoniazida en relacion al tiempo y
temperatura en cultivos aislados en Bolivia en el primer trimestre de la gestion 2016
(INLASA).
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El efecto que tiene el envejecimiento en diferentes tiempos a una temperatura de 37° C
muestra un porcentaje de resistencia a Estreptomicina del 4% (1 muestra) en el grupo
control de 30 a 60 dias como establece la norma y mantienen ese porcentaje hasta los 70
dias de envejecimiento, a los 90 dias de antigliedad de primocultivo el porcentaje de
resistencia aumenta a 7% (2 muestras) observando una alteracion en el perfil de resistencia
a estreptomicina. ElI 97% (27 cultivos) disminuye a 93% (26 cultivos) (grafica 5)
(INLASA).

Gréfica 5. Verificacion de perfiles de susceptibilidad a Estreptomicina en relacion al
tiempo y temperatura de 37° C en cultivos aislados en Bolivia en el primer trimestre de la
gestion 2016.
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El efecto que tiene el envejecimiento en diferentes tiempos a una temperatura de 37° C
muestra un porcentaje de resistencia a Etambutol del 0% en todos los casos y los perfiles de
sensibilidad de 100% (los 28 cultivos muestran sensibilidad) sin mostrar modificacion en
los resultados en base al tiempo y temperatura (gréafica 6).

Graéfica 6. Verificacion de perfiles de susceptibilidad a Etambutol en relacion al tiempo y
temperatura de 37° C en cultivos aislados en Bolivia en el primer trimestre de la gestion
2016 (INLASA).
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El efecto que tiene el envejecimiento en diferentes tiempos a una temperatura ambiente
entre 16 y 20° C muestra un porcentaje de resistencia a Rifampicina del 10% (3 cultivos) en
todos los casos y los perfiles de sensibilidad de 90% (27 cultivos) sin mostrar modificacion
en comparacién con los resultados en base al tiempo y temperatura con los perfiles control
(grafica 7).

Gréfica 7. Verificacion de perfiles de susceptibilidad a Rifampicina en relacion al tiempo y
temperatura ambiente en cultivos aislados en Bolivia en el primer trimestre de la gestion
2016 (INLASA).
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El efecto que tiene el envejecimiento en diferentes tiempos a temperatura ambiente (entre
16 y 20° C) muestra un porcentaje de resistencia a Isoniazida del 4% (1 cultivo) en todos
los casos Y los perfiles de sensibilidad de 96% (29 cultivos) sin mostrar modificacion en los
resultados en base al tiempo y temperatura en comparacion con los perfiles control (grafica

8).

Gréfica 8. Verificacion de perfiles de susceptibilidad a Isoniazida en relacién al tiempo y
temperatura ambiente en cultivos aislados en Bolivia en el primer trimestre de la gestion
2016 (INLASA).
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El efecto que tiene el envejecimiento en diferentes tiempos a una temperatura ambiente
(entre 16 y 20° C) muestra un porcentaje de resistencia a estreptomicina del 7% (2 cultivos)
en todos los casos y los perfiles de sensibilidad de 93% (28 cultivos) sin mostrar
modificacion en los resultados en base al tiempo y temperatura.

Gréfica 9. Verificacion de perfiles de susceptibilidad a Estreptomicina en relacién al

tiempo y temperatura ambiente en cultivos aislados en Bolivia en el primer trimestre de la
gestion 2016 (INLASA).
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El efecto que tiene el envejecimiento en diferentes tiempos a una temperatura ambiente
(entre 16 y 20° C) muestra un porcentaje de resistencia a Etambutol del 0% (ningun cultivo
mostro cambios) en todos los casos y los perfiles de sensibilidad de 100% (30 cultivos
sensibles) sin mostrar modificaciones en comparacion con los perfiles control en base a al
tiempo y temperatura (gréafica 10).

Gréfica 10. Verificacion de perfiles de susceptibilidad a Etambutol en relacion al tiempo y

temperatura ambiente en cultivos aislados en Bolivia en el primer trimestre de la gestion
2016 (INLASA).
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7. DISCUSION

Hoy en dia es indiscutible evitar hablar de nuevas técnicas como lo son los que usa la
biologia molecular para el diagnéstico de diferentes patologias, sin embargo, dejar a un
lado las técnicas y métodos tradicionales no es una opcion para nuestro pais, la
bacteriologia tradicional con sus métodos nos ofrece el cultivo y aislamiento, otorgdndonos
una variedad de ventajas sobre todo en el aislamiento del bacilo de koch que es
fundamental sobre todo para implementar nuevas técnicas, otra de sus ventajas es la de
realizar pruebas de susceptibilidad para drogas antituberculosas de primera y segunda linea
brindando una amplia gama del perfil se resistencia de tratamiento de la tuberculosis.

Para nuestro pais es casi imposible dejar a un lado el método de las proporciones Canetti-
Rist para el estudio de susceptibilidad a drogas antituberculosas, pese a su gran desventaja
en cuanto al tiempo de obtencidn de resultados de mas de 60 dias aun es de gran utilidad
para el uso e implementacion de nuevas técnicas, al constituirse como método de referencia
es el Gold Standard mundial para validar nuevos métodos de diagndstico (Vasquez, A.
Camacho, M. Molina, J. 2011).

El método de las proporciones Canetti-Rist para el estudio de los perfiles de susceptibilidad
es una técnica aun utilizada en Bolivia y aplicada en el Laboratorio de Referencia Nacional
de Tuberculosis dependiente del Instituto Nacional de Laboratorios en Salud, este método
requiere de cultivos frescos y eugonicos para su ejecucion lo que significa que un cultivo
de Mycobacteriun tuberculosis de debe exceder de un periodo de incubacién mayor a 60
dias y es por ello que su verificacion en cuanto la aplicacion de este método en cultivos que
no sean frescos es necesario. Para este trabajo se emplearon 64 cultivos frescos de
Mycobacterium tuberculosis pertenecientes al primer trimestre de la gestion 2016, estos
cultivos son provenientes de los laboratorios que conforman la Red Nacional dedicados al
cultivo de Micobacterias (Tabla 1).

La resistencia a las drogas antituberculosas por la bacteria Mycobacerium tuberculosis se
atribuye generalmente a mutaciones genéticas en ciertos puntos clave, bombas de eflujo y
otros genes que son los responsables de la resistencia, asi como también los sitios de accion
que se ven modificados en su estructura, pero no en su funcion otorgando a las células
mutadas viabilidad y proliferacién (Zhang. Y, Telenti, A. 2000), otros factores como la
temperatura también pueden influir en el desarrollo del bacilo que disminuyen su viabilidad
en forma parcial e inclusive en su totalidad (Takayama, K. y cols. 1978).

La deteccion oportuna de la sensibilidad a drogas antituberculosas es de mucha importancia
para el esquema de tratamiento eficaz de la tuberculosis. Determinar el correcto perfil de
susceptibilidad de MTB ayuda de gran forma a establecer los esquemas de tratamiento, el
presente trabajo mostro los efectos del tiempo y temperatura en cultivos de MTB por fuera
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del periodo establecido por norma. El envio de las cepas al LRN como ya se menciond
pertenecian al registro de la gestion 2016 teniendo un retraso de 17 dias del envio de
cultivos después del limite de ejecucion del método de las proporciones Canetti-Rist
(Canetti, G. Rist, N. Grosset, J. 1963). Los cultivos que son enviados al LRN sufren
cambios de temperatura hasta la llegada y procesamiento de las muestras que varian en
funcién a la temperatura ambiente en que se encuentran, incluso estas son sometidas a una
incubacion constante afectando la funcionalidad de la bacteria, provocando una
deshidratacion y perdida del medio de cultivo dejando a la bacteria en un ambiente sin
sustrato la cual podria afectar su viabilidad.

Efectos del tiempo y temperatura de exposiciéon en la viabilidad y crecimiento sobre
los cultivos de Mycobacterium tuberculosis

Para ayudar a la lectura del método de las proporciones era preciso saber sobre el efecto del
tiempo y temperatura de exposicion sobre la viabilidad y crecimiento de las colonias de
Mycobacterium tuberculosis en los medios de cultivos aislados en Bolivia.

Otras investigaciones ya demostraron que Mycobacterium tuberculosis H37Ra (cepa
ATCC) tiende a disminuir su crecimiento en funcion del tiempo y temperatura (Takayama,
K. et-al. 1978), para poder dilucidar esta probleméatica era necesarios contar con una
coleccion de cepas para obtener una poblacién representativa de las cepas que circundan en
nuestro pais.

En las gréficas 1 y 2 se puede observar una disminucion progresiva del recuento de
colonias lo cual demuestra que existe una alteracion en el metabolismo de la bacteria que
afecta a su desarrollo, la temperatura afecta sobre todo a la viabilidad de bacterias como
Aeromonas aerogenes, Escherichia coli mostraron una disminucion en su viabilidad cerca
de la fase logaritmica durante un enfriamiento rapido denominado “choque térmico” de 37°
C a 10° C que mueren rapido o gradualmente, en Mycobacterium tuberculosis H37Ra se
demostré que después de 7 dias de a temperatura ambiente 16 a 20° C pierde de forma
gradual su capacidad de desarrollarse, después de un periodo de 32 dias y reincubando a
37° C las se ve poco o casi ningun tipo de desarrollo.

La disminucion de la viabilidad de los cultivos de Mycobacterium tuberculosis a
temperatura ambiente de 16 a 20° C sugieren que algin proceso vital para la supervivencia
de los bacilos se inhibe. La disminucion de la viabilidad se debe a un proceso en la
disminucion en la sintesis de &cidos micolicos que ocurre con la disminucion de la
temperatura de 30 a 20° C (Takayama, K. et-al. 1978).

Los resultados obtenidos en este estudio sobre el efecto de la temperatura y tiempo
concuerdan con los resultados obtenidos en el estudio que realizo Takayama, K. et-al.
1978, Mycobacterium tuberculosis reduce su viabilidad en funcion al tiempo y temperatura
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de exposicion, esta reduccion podria deberse: 1) los cultivos enviados al LRN no son
enviados con refrigerantes por lo que los cultivos son sometidos a variaciones de
temperaturas durante el transporte de las muestras, 2) los cultivos no son enviados
oportunamente al LRN.

El envejecimiento en procariotas es un deterioro de la funcion con la edad que se
manifiesta como una disminucion de la supervivencia y la reproduccion. Investigaciones
recientes han revelado subpoblaciones de células microbianas que envejecen y mueren
rutinariamente, incluso en presencia de abundantes nutrientes (Stephens, C. 2005) pese a
que los cultivos se mantuvieron en condiciones adecuadas de incubacion de 37° C la
disminucion del recuento de colonias podrian atribuirse a que algunas rutas metabdlicas
vitales para las células son afectadas y dejan de funcionar progresivamente ocasionado por
un envejecimiento natural provocando muerte e interrupcion de funciones.

Durante la recoleccion de los cultivos se observo una diferencia en cuanto a las colonias de
Mycobacterium tuberculosis en cuanto a su consistencia y color, las colonias que
presentaban un color amarillo oscuro generalmente procedentes de Santa Cruz (algunas
colonias), Potosi, la paz y algunas de Cochabamba tendria a ser colonias més solidas, y las
que presentaban colonias blancas grisaceas colonias blandas, esta caracteristicas fisica de
las colonias podria influye en cuanto al procedimiento dificultando la homogenizacion de la
suspension de las colonias, con las colonias solidas fue dificil obtener una suspension
homogénea que se similar al de la escala McFarland, no ocurrié esto con las colonias
blancas grisaceas.

Esta diferencia también puede provocar alteraciones en el desarrollo de las colonias
(gréfica 1) al no separase por completo y formar suspensiones homogéneas se arrastra
colonias en las diluciones siguientes, lo que causo una concentracion mayor a la esperada
obteniendo recuento de colonias mayores a lo esperado.

En algunos cultivos se observé un desarrollo similar a biopeliculas observados en otro tipo
de bacterias que se expresan bajo ciertas condiciones, estas son polimeros extracelulares
formados por distintas moléculas como restos de proteinas, ADN, polisacaridos, etc. En los
nichos ecoldgicos bacterianos estos aparecen como respuesta a situacion de estrés celular
como ser la falta de sustrato, deshidratacion, sequedad, exposicién a metales pesados y en
la parte clinica se pude formar por la exposicion a los antibidticos como un mecanismo de
defensa. Darzins, E. y Fahr, realizaron una investigacion en la cual se demostré en un
cultivo de medio liquido sin surfactante, Mycobacterium tuberculosis puede formar
estructuras en forma de biopeliculas organizadas en la interfaz aire-medio (Darzins, E.
Fahr, G. 1956).

MTB podria seria capaz de formar este tipo de desarrollo (formacion de biopelicula) en
medio solido y semiso6lido, como también formar un tipo de tolerancia a los medicamentos
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antituberculosos para el tratamiento de Tuberculosis, Mycobacterium smegmatis puede
formar biopeliculas en superficies solidas como superficies de Policloruro de vinilo (PVC)
y medios liquidos en la interface liquido-aire (Recht, J. Kolter, R. 2001), aunque las
condiciones para formar biopeliculas requieren de varios factores que logren estresar a la
bacteria como escases de sustrato, exposicion a antibioticos y otros.

En el presente trabajo se observo esta similitud de crecimiento de en forma de biopelicula
la cual podria deberse al estrés provocado por el envejecimiento de los cultivos por
disminucion de nutrientes y perdida de agua del medio de cultivo, de este modo la
formacion de biopelicula es un mecanismo de defensa que influye en la susceptibilidad a
drogas antituberculosas para el tratamiento de MTB, sin embargo, para determinar si
realmente esta capa observada es una biopelicula se debe realizar estudios complementarios
que determinen si Mycobacterium tuberculosis dentro de su genoma cuenta con estos genes
encargados de sintetizar estos polimeros.

Efectos del tiempo y temperatura de exposicion en el perfil de susceptibilidad a drogas
antituberculosas de Mycobacterium tuberculosis

El envejecimiento celular es un proceso que no esta esclarecido del todo por lo que sus
efectos en la célula microbiana podrian ser maltiples, la temperatura afecta principalmente
al crecimiento microbiano provocando una disminucién en la cinética de crecimiento, una
senescencia en procariotas provoca una alteracion en el metabolismo aumentando la
probabilidad de muerte bacteriana.

La sintesis de proteinas es un proceso biolégico complejo en la que los péptidos que
conforman una proteina son enlazados en los ribosomas, varias drogas actlan en esta
estructura, la estreptomicina es una droga usada para el tratamiento de la tuberculosis que
actua a este nivel, el mecanismo del antibidtico afecta directamente al ARN ribosomal 30S
logrando provocar cambios en su conformacién induciendo el bloqueo del ARNm, la base
genética de la resistencia a la estreptomicina se debe principalmente a mutaciones en los
genes rrs o rpsL que producen alteraciones en el sitio de unién a estreptomicina (Gillespie,
S.H. 2002).

Haciendo una comparacion de los perfiles de susceptibilidad de los cultivos con
envejecimiento con 90 dias en base a su primocultivo con los perfiles control se observo un
cambio de sensible a resistente en una de las cepas en el grupo de cultivos con temperatura
de exposicién de 37° C (grafica 5) correspondiente a estreptomicina. Asi mismo los perfiles
de susceptibilidad a rifampicina, isoniazida y etambutol no mostraron cambios
manteniendo el mismo perfil, esto también ocurrié en los perfiles de susceptibilidad a
temperatura ambiente, no mostraron cambios en los 70 y 90 dias de envejecimiento despueés
de la fecha de primocultivo.
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Se ha demostrado que la resistencia a estreptomicina es el resultado de un conjunto
limitado de sustituciones de amino&cidos en la proteina ribosémica S12, un anélisis en la
estructura primaria de la proteina ribosémica S12 (rpsL) en cepas de Mycobacterium
tuberculosis resistentes a la estreptomicina ha revelado que las mutaciones que involucran
un residuo de lisina en el coddn 43 u 88, la mutacion més frecuente es una transicion de A a
G en el codon 43 que da como resultado la sustitucion de Arg por Lys estan asociadas con
la resistencia a la estreptomicina.

Se identifico un segundo tipo de alteracién genética en Mycobacterium tuberculosis
resistente a estreptomicina que tiene un gen rpsL de tipo salvaje. En estos aislamientos se
observaron con frecuencia mutaciones puntuales en el ARNr 16S (rrs). El nivel de
resistencia podria correlacionarse con el genotipo de resistencia, ya que las cepas
resistentes a estreptomicina sin mutacion identificable (rpsL o rrs) mostraron
invariablemente un fenotipo resistente de bajo nivel.

Aproximadamente 80% de las cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes a
estreptomicina es asociado con alteraciones de rrs o rpsL y en aproximadamente 20% de
las cepas resistentes a estreptomicina que no presentan mutaciones sugiere que otros
mecanismos de resistencia podrian estar involucrados.

Las causas que podrian provocar este cambio podria deberse a mutaciones y/o resistencia
bioquimica por parte de la bacteria provocadas por un cambio en la integridad estructural
de la bacteria inducidas por una combinacién de la temperatura de exposicion y el efecto
del envejecimiento, las alteraciones en la membrana celular conducen a una disminucion de
la permeabilidad, una menor absorcion de drogas y cambios en las rutas metabdlicas,
investigaciones en la bacteria Pseudomonas aeruginosa muestra un cambio estructural en
la membrana bacteriana a nivel de los &cidos grasos cuando esta se expone a temperaturas
de 40° C por periodos prolongados, los acidos grasos hacen una transicion en la capa
lipidica cuando experimentan deshidratacion para minimizar la solidificacion de su
membrana.

Se ha demostrado que los cambios que ocurren en la sintesis de la membrana celular del
genero Mycobacterum provocan un fenotipo inusual otorgando resistencia a antibidticos
como cloranfenicol, eritromicina y mayor sensibilidad a isoniazida.

Las resistencias a drogas antituberculosas en su mayoria estan provocadas por mutaciones
en el genoma bacteriano y su resistencia se atribuye generalmente a estas, de otra forma la
resistencia bioquimica, alteraciones metabolicas y el stres también juegan un papel
importante en la resistencia a antibioticos.
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Los procesos de mutacidon ocurren como consecuencia de errores durante el proceso de
replicacion del ADN (mutaciones espontaneas). Sin embargo, los datos experimentales mas
recientes han demostrado que las mutaciones también ocurren en bacterias que se dividen
lentamente. Estas mutaciones, denominadas mutaciones adaptadas o adaptativas, que
surgen solo en presencia de presion selectiva no letal que las favorece (Taddei, F. Radman,
M. Maynard-Smith, J. Toupance, B. 1997), en nuestro caso estas mutaciones adaptativas
pudieron haberse provocado por el envejecimiento y mayor tiempo de exposicion a 37°C
ocasionando que el medio de cultivo pierda humedad. El proceso de mutacién adaptativa
puede ser una de las principales fuentes de mutantes resistentes a antibioticos en
condiciones naturales. (Taddei, F. Radman, M. Maynard-Smith, J. Toupance, B. 1997).

Los principales factores en este proceso son la respuesta al estrés (como parte de la
respuesta SOS finamente regulada), las polimerasas de ADN V (umuCD) propensas a error
y IV (dinB), que aumentan transitoriamente la tasa de mutacion (Piddock, L.J. Wise, R.
1987). Se ha demostrado que algunos antibiéticos (quinolonas, por ejemplo) pueden inducir
la respuesta mutagénica SOS y aumentar la tasa de aparicion de resistencia en Escherichia
coli y se vio que puede expresar un fenotipo hipermutable frente a estreptomicina (Ren, L.
Rahman, M.S. Humayun, M.Z. 1999).

Rifampicina es una droga antituberculosa que actua a nivel del ARN-polimerasa inhibiendo
su actividad y su resistencia se debe a cambios estructurales en esta enzima debido a
mutaciones (Campbell, E.A. Korzheva, N. Mustaev, A. et al. 2001), isonizida presenta una
resistencia compleja que se atribuye a mutaciones en varios genes que incluyen katG,
ahpC, inhA, kasA y ndh (Shoeb, H.A Bowman, B.U. Jr Ottolenghi, A.C. Merola, A.J. 1985)
etambutol y estreptomicina también adquiere resistencia mediante mutaciones.

El método de las proporciones Canetti-Rist compara el crecimiento de colonias de
Mycobacterium tuberculosis del cultivo control (medio de cultivo sin drogas incluidas) con
el crecimiento en los cultivos con drogas incluidas determinando la proporcion de
mutantes, la viabilidad es fundamental para que el método de las proporciones tenga
validez por lo que al no encontrar cambio en el perfil de susceptibilidad en los cultivos que
envejecieron a temperatura ambiente de sensible a resistente pude ser debido a 1) la
viabilidad de las bacterias se ve afectado por lo que su desarrollo disminuye evitando
realizar una lectura correcta; 2) el envejecimiento llega a tal punto que las bacterias
mutantes también mueren conforme pasa el tiempo, lo que provocaria posibles perfiles
falsos sensibles.

Del mismo modo el envejecimiento a temperatura de 37° C causaria estos dos efectos y a
su vez provocaria un estrés por la pérdida de humedad del medio lo que posiblemente
ocasionaria un tercer efecto 3) de acuerdo a la tasa de mutacién a cada droga esta se ve
obligada a crear una resistencia adaptativa sobre todo en estreptomicina.
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En nuestra investigacion se verifico que el perfil de susceptibilidad de Mycobacterium
tuberculosis si varia en relacion a la antigiiedad del aislamiento primario y a una exposicion
de temperatura dada siendo diferentes a medida que el tiempo avanza, el tiempo en relacion
tienen un efecto importante no solo en la viabilidad si no asi mismo en los perfiles de
susceptibilidad.

8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo al realizar un analisis sobre los resultados podemos determinar que el
perfil de susceptibilidad varia en funcién a tiempo y temperatura lo que hace que el método
de las proporciones Canetti-Rist tenga un tiempo limita de ejecucién y confiabilidad.

Mediante el recuento de colonias se pudo determinar la viabilidad de los cultivos de
Mycobacterium tuberculosis en periodos de tiempo entre 30-60 dias y a los 70 y 90 dias de
envejecimiento del primocultivo en diferentes temperaturas y como este influye en su
desarrollo, concluyendo en la diferencia que existe entre estas variables que existe una
diferencia estadisticamente significativa conforme el tiempo avanza.

Se determind que la influencia de la temperatura afecta a los perfiles de susceptibilidad de
Mycobacterium tuberculosis que se ejecuta por el método de las proporciones Canetti-Rist
a drogas antituberculosas de primera linea en el periodo de 90 dias de envejecimiento del
primocultivo.

Mediante el anélisis de los resultados se verifico que el método de las proporciones Canetti-
Rist tienen un limite de tiempo para su ejecucion despejando dudas de los resultados con un
tiempo de incubacion de los primocultivos mayor a 60 dias concluyendo que el método
debe ser aplicado en primocultivos que no excedan los 70 dias debido al cambio del perfil
de resistencia a los 90 dias.
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ANEXOS

Fotografia 1. Cultivos provenientes de los diferentes laboratorios regionales de RNLT

De izquierda a derecha se muestra el desarrollo de colonias y caracteristicas del medio de
cultivo, cultivos disgonicos, eugonicos y medios de cultivo secos. (INLASA 2016).

Fotografia 2. Bateria de medios de cultivo de Lowenstein-Jensen
R (IR B |

Medios de cultivo con y sin drogas incluida para la ejecucion del método de las
proporciones Canetti-rist.



