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SINTESIS

Debido a la necesidad de controlar la diseminacién de cepas de Mycobacterium
tuberculosis multidrogorresistentes, nos propusimos evaluar métodos rapidos para
la deteccion de resistencia a las drogas antituberculosas de primera linea. Se
estudiaron 572 cepas de M. tuberculosis. La resistencia a rifampicina se determind
mediante los ensayos colorimétricos (MTT y resazurina), método de nitrato
reductasa (MNR), INNOLipa Rif.TB, tubo indicador de crecimiento para
micobacterias, BACTEC-460 y el ensayo de amplificacion de fagos (EAF); ademas
se evaluaron los ensayos colorimétricos y el método de nitrato reductasa para
detectar resistencia a las 4 drogas antituberculosas de primera linea (isoniacida,
estreptomicina, etambutol y rifampicina). E1 Método de las Proporciones se empleo
como referencia. Los resultados estuvieron disponibles entre las 48 horas y los 14
dias alcanzandose los mejores resultados para isoniacida y rifampicina. Se
evidencid las ventajas de los métodos no convencionales (EAF, métodos
colorimétricos y MNR) como una alternativa rapida y de facil ejecucion para la
deteccion de cepas multidrogorresistentes en laboratorios de escasos recursos. De
esta forma, el Centro Colaborador de Tuberculosis, dispone de novedosas
herramientas que permitiran enfrentar los nuevos desafios de la tuberculosis no sélo

en Cuba sino en paises de la region.



TABLA DE CONTENIDO

L. INTRODUCCION
L.1. Introduccion
I.2. Hipotesis
L.3. Objetivos
I.4. Novedad cientifica
L.5. Valor tedrico
1.6. Valor practico
II. REVISION BIBLIOGRAFICA
I1.1. Situacion actual de la tuberculosis
I1.2. Taxonomia y caracteristicas generales de las micobacterias
I1.3. La envoltura celular de las micobacterias
I1.4. Mecanismo de accion y de resistencia de las principales drogas
empleadas en el tratamiento de la tuberculosis.
I1.4.1. Estreptomicina
I1.4.2. Isoniacida
I1.4.3. Pirazinamida
I1.4.4. Rifampicina
I1.4.5. Etambutol
I1.5. Origen de la resistencia en Mycobacterium tuberculosis
I1.6. Métodos empleados en los estudios de susceptibilidad a las
drogas antituberculosas
I1.6.1. Métodos convencionales
I1.6.2. Métodos rapidos
11.6.2.1. Métodos genotipicos
11.6.2.2. Métodos fenotipicos
III. MATERIALES Y METODOS
II1.1. Evaluacion de métodos rapidos para la deteccion de resistencia a

la rifampicina

e

ot &
o

e O N N &N N R = =

ek
N W

17
18
19
20
21
23
27

29
30
30
34
40
41



III.2. Aplicacion del ensayo de amplificacion de fagos para la
deteccion de resistencia a la rifampicina.

II1.3. Evaluacion del método de la nitrato reductasa y los ensayos
colorimétricos (MTT y resazurina) para la deteccion de
resistencia a las drogas antituberculosas de primera linea.

I11.4. Utilizacion del método de la nitrato reductasa para la vigilancia
de la resistencia de M. tuberculosis.

IIL.5. Participacion en un proceso de garantia de la calidad de los
ensayos colorimétricos y el método de la nitrato reductasa.

IV. RESULTADOS

IV.1. Evaluacion de métodos rapidos para la deteccion de resistencia a
la rifampicina

IV.2. Aplicacion del ensayo de amplificacion de fagos para la
deteccion de resistencia a la rifampicina.

IV.3. Evaluacion del método de la nitrato reductasa y los ensayos
colorimétricos (MTT y resazurina) para la deteccion de
resistencia a las drogas antituberculosas de primera linea.

IV.4. Utilizacion del método de la nitrato reductasa para la vigilancia
de la resistencia de M. tuberculosis.

IV.5. Participacion en un proceso de garantia de la calidad de los
ensayos colorimétricos y el método de la nitrato reductasa.

V. DISCUSION

VI. CONCLUSIONES

VII. RECOMENDACIONES

VIII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

VIII.1. Referencias bibliograficas

VIIL2. Produccion cientifica de la autora relacionada con el tema de la
tesis

VIIL3. Produccion cientifica de la autora no relacionada con el tema
de la tesis

VIII.4. Presentacion en eventos cientificos

ANEXOS

50

52

54

54

57
57

60

62

69

70

73
96
98
100
100
122

123

124



ABREVIATURAS

AA: Alamar azul

ABC: Area bajo la curva

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

ATCC: Coleccion de cultivos tipo americana

ATP: Trifosfato de adenosina

CFB: Concentracion fraccionaria bactericida

CFI: Concentracion fraccionaria inhibitoria

CFX: Ciprofloxacina

CLS: Cicloserina

CMB: Concentracion minima bactericida

CMI: Concentraciéon minima inhibitoria

CPM: Capreomicina

DMF: Dimetilformamida

DOTS: Tratamiento acortado estrictamente supervisado
EAF: Ensayo de amplificacion de fagos

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EMB: Etambutol

GFP: Proteina de fluorescencia verde

HDF: Formacion de heteroduplex

INH: Isoniacida

LJ: Lowenstein-Jensen

KNM: Kanamicina

LNR-TB-IPK: Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones
Tuberculosis y Micobacterias del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri”
MAA: Microensayo alamar azul

MDR: Multidrogorresistentes

MGIT: Tubo indicador de crecimiento para Micobacterias
MNR: Método de la nitrato reductasa

MP: Método de las proporciones

n



MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil bromuro de tetrazolio
NAD: Dinucleétido de nicotinamida adenina

NADH: Dinucleétido reducido de nicotinamida adenina
NBT/BCIP: Nitroazul de tetrazolio/fosfato dipotasico de 5-bromo-4cloro-3-indol
OADC: Acido oleico-albumina-dextrosa-catalasa

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

PAS: Acido para-aminosalicilico

pb: Pares de bases

PBS: Solucién salina fosfato

PNC: Programa nacional de control

PZA: Pirazinamida

RCP: Reaccidn en cadena de la polimerasa

RES: Resazurina

RIF: Rifampicina

ROC: Curva de las caracteristicas operativas para el receptor
SDS: Duodecil sulfato de sodio

SHA: Sulfato de hierro amoniacal

SSCP: Polimorfismo conformacional de simple cadena

STR: Estreptomicina

TB: Tuberculosis

UFP: Unidades formadoras de placas

UICTER: Unidn Internacional contra la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias
VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

XDR: Extremadamente resistente

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

I.1. Introduccion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad muy antigua. Se han reportado lesiones de
posible etiologia tuberculosa en huesos de momias egipcias que datan de 3 700 afios
antes de nuestra era. Sin embargo, no fue hasta 1882, que el Dr. Robert Koch, logr6
el aislamiento de Mycobacterium tuberculosis, agente causal de esta entidad
clinica. Desde entonces, disimiles esfuerzos se han hecho por contrarrestar a este
patogeno. Hace mas de 50 afios se dispone de la quimioterapia antituberculosa con
drogas altamente eficaces como la isoniacida (INH) y la rifampicina (RIF) y desde
1963, fue descrita la prueba de referencia para los estudios de susceptibilidad a las
drogas antituberculosas [método de las proporciones (MP)], sin embargo, la TB, no
puede considerarse una enfermedad del pasado, ya que provoca cada afio la muerte
a mas de un millon de personas (Canetti et al., 1963; Canetti et al., 1969; World
Health Organization, 2004).

La persistencia de la TB esta asociada a varios factores, entre los que se destacan los
problemas socioecondémicos y el descuido de los Programas de Control, la crisis
economica mundial, el aumento de la coinfeccion con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y el creciente aumento de la resistencia de
M. tuberculosis a las drogas antituberculosas (Marrero et al., 1999; Rieder, 1999;
Bastian y Portaels, 2000; Enarson et al., 2000; Wade y Zhang, 2004); en este
sentido, la circulacidon de cepas multidrogorresistentes (MDR), resistentes al menos
a la INH y la RIF, las dos drogas mas importantes del tratamiento y la reciente
aparicion de las cepas extremadamente resistentes (XDR), cepas MDR con
resistencia anadida a alguna fluoroquinolona y a una de las tres drogas inyectables
de segunda linea [amikacina, kanamicina (KNM) y capreomicina (CPM)], vuelven
atn mas dificil y costoso el control de esta enfermedad, la que pudiera llegar a ser
incurable (Caminero, 2001; Centers for Disease Control and Prevention, 2006a’b;

Masijedi et al., 2006).
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En 1993, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) declar6 la TB como una
emergencia sanitaria mundial y partir de 1994, el Programa Mundial de TB de la
OMS y la Unioén Internacional contra TB y Enfermedades Respiratorias (UICTER)
inici6 un proyecto mundial para la vigilancia de la resistencia a las drogas
antituberculosas, que ha permitido estimar la existencia de alrededor de 50 millones
de personas infectadas con cepas MDR alrededor del mundo, siendo la media de
prevalencia en casos nuevos del 1,1% (rango 0-14,2%) y entre los casos
previamente tratados 7,0% (rango 0-58,3%) (World Health Organization, 2004;
World Health Organization, 2005). Esta situacion, que hasta hace muy poco tiempo
era considerada tan solo el comienzo de una epidemia de consecuencias
impredecibles, tiene en la actualidad una mayor repercusion debido a la aparicion de
las cepas XDR. De esta forma se ha hecho un llamado a nuevas investigaciones
encaminadas a buscar nuevos métodos de diagnostico, nuevos medicamentos y

nuevas vacunas (Farga, 2004; Centers for Disease Control and Prevention, 2006™").

El tratamiento de los casos activos de TB constituye el componente mas importante
del programa de control de esta enfermedad. Es por esto que contar con métodos
diagnosticos que brinden resultados confiables de la susceptibilidad es de gran
utilidad para evaluar la calidad del tratamiento antituberculoso (Heifets y Cangelosi,
1999; Schluger, 2001). Los métodos de susceptibilidad in vitro juegan un papel
fundamental en el monitoreo de la resistencia de las cepas que circulan y en la
seleccion de la terapia adecuada en pacientes infectados con cepas MDR (Heifets y
Cangelosi, 1999). Las técnicas convencionales como el MP, el método de las
concentraciones absolutas y el método del cociente de resistencia se basan en el
crecimiento de las micobacterias en medios de cultivo que contienen las drogas
antituberculosas y usualmente requieren varias semanas para que se obtengan los

resultados (Heifets, 2000).

La introducciéon del sistema radiométrico BACTEC-460 y su adaptacion en los

estudios de susceptibilidad en M. tuberculosis, sento las bases en el desarrollo de
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métodos rapidos de deteccion de la resistencia. Este sistema es empleado
actualmente en numerosos paises del mundo, principalmente en los desarrollados o
en laboratorios de referencia con una costosa inversion de recursos que impide su

utilizacion de forma rutinaria (Heifets y Cangelosi, 1999; Palomino, 2000).

Recientes avances en el campo de la Biologia Molecular y progresos en el estudio
de las bases moleculares de la resistencia proveen herramientas utiles para la
deteccion rapida de cepas MDR pero desafortunadamente, debido a los costos que
involucra la implementacion de estas técnicas, se hace imposible su empleo en
paises de limitados recursos econdémicos, en muchos de los cuales la TB y la MDR

constituyen un importante problema de salud (Palomino, 2000).

A finales del siglo pasado se desarrollaron métodos alternativos para la deteccion de
resistencia en M. tuberculosis. Algunos de ellos como los ensayos colorimétricos
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil bromuro de tetrazolio) y resazurina
(RES), el método de la nitrato reductasa (MNR) y el ensayo de amplificacién de
fagos (EAF) han mostrado muy buena correlacion con los métodos convencionales
y prometen ser una interesante opcion para las pruebas de susceptibilidad dado lo
simple que resulta su aplicacion y la rapida disponibilidad de los resultados (Abate

et al., 1998; McNerney et al., 2000; Angeby et al., 2002; Palomino et al., 2002).

En Cuba se realiza el estudio longitudinal de vigilancia de la resistencia, en el
Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y
Micobacterias del Instituto de Medicina Tropical “"Pedro Kouri® (LNR-TB-IPK),
paralelo al Programa Nacional de Control (PNC), desde el afio 1975 (Valdivia et al.,
1982) y ademas, se dispone de trabajos previos realizados por Valdivia y Suarez-
Méndez (1968) y Gonzalez et al., (1974). De esta forma, fue factible la adopcion de
los nuevos criterios recomendados por la OMS y participar en los tres estudios
mundiales de vigilancia de la resistencia, ddndose a conocer a nivel internacional

que en Cuba el fendmeno de la resistencia no constituye un problema. Nuestro pais
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obtuvo en el tercer estudio mundial cifras de resistencia combinada de 6,1% y una

MDR de 0,5% (World Health Organization, 2004; Montoro et al., 2006).

No obstante, dada la compleja situacion epidemioldgica que presenta la TB y
tomando en consideracion que el LNR-TB-IPK rige como Centro Colaborador de la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) / OMS en la region de las América,
se hace necesario contar con métodos rapidos de deteccion de resistencia que
brinden resultados confiables de la susceptibilidad y permitan enfrentar los retos
que esta enfermedad imponga. Por todo esto, mediante el presente estudio nos
propusimos evaluar varios métodos que permiten determinar la susceptibilidad de
M. tuberculosis mediante el empleo de indicadores tempranos del metabolismo

celular.

1.2. Hipétesis

La incorporacion en el LNR-TB-IPK de métodos alternativos para la deteccion
rapida de resistencia a las drogas antituberculosas, permitirda disponer de

herramientas utiles para el estudio de la susceptibilidad de M. tuberculosis.
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L.3. Objetivos

Objetivo general:

e Evaluar métodos rapidos para la deteccion de resistencia a las drogas

antituberculosas de primera linea.

Objetivos especificos:

1. Evaluar los ensayos colorimétricos (MTT y resazurina), el método de la nitrato

reductasa, el tubo indicador de crecimiento para micobacterias y el

INNOLipa Rif.TB para detectar la resistencia de M. tuberculosis a la

rifampicina.

2. Aplicar el ensayo de amplificacion de fagos para detectar la resistencia a la

rifampicina en M. tuberculosis.

3. Evaluar el método de la nitrato reductasa y los ensayos colorimétricos (MTT y

resazurina) para la deteccion de la resistencia de M. tuberculosis a las drogas

antituberculosas de primera linea.

4. Utilizar el método de la nitrato reductasa para la vigilancia de la resistencia de

M. tuberculosis.

5. Participar en un proceso internacional de garantia de la calidad de los ensayos

colorimétricos (MTT y resazurina) y el método de la nitrato reductasa para la

deteccion de la resistencia de M. tuberculosis a las drogas antituberculosas de

primera linea.
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1.4. Novedad cientifica

La novedad cientifica de este trabajo esta dada por el abordaje de las nuevas
tecnologias para el estudio de la resistencia de M. tuberculosis en el LNR-TB-IPK.
Los resultados alcanzados han contribuido a elevar el conocimiento en el tema
de la resistencia y a su vez dan respuesta a los términos de referencia del Centro
Colaborador OPS/OMS. De esta forma el LNR-TB-IPK dispone de varios métodos
rapidos que permiten un mejor enfrentamiento a la problematica de la TB no so6lo en

Cuba sino en paises de la region de las América.

1.5. Valor teorico

El presente documento muestra los resultados alcanzados por el LNR-TB-IPK a
punto de partida de la incorporacion de metodologias no convencionales para la
deteccion rapida de la resistencia de M. tuberculosis. El valor tedrico del mismo
radica en los aportes que brinda para la deteccion rapida de cepas resistentes de
M. tuberculosis en nuestro pais lo cual trasciende a nivel internacional con los
trabajos publicados (7). Dos de los objetivos de esta tesis se encuentran publicados
en una revista de alto impacto (Journal of Antimicrobial Chemotherapy),
constituyendo los primeros articulos donde se evalian por primera vez varios
métodos simultaneamente. En el primero de los articulos anteriormente referidos, se
incluyen los resultados de la aplicacion de 7 métodos para la deteccion de
resistencia a la RIF y en el segundo articulo, se muestran los resultados de 4
métodos para la deteccion de resistencia a las 4 drogas antituberculosas de primera

linea.

Los resultados incluidos en este trabajo han recibido los siguientes reconocimientos:
Resultados Relevantes del IPK (2002, 2004, 2006), Logro de la Academia de
Ciencias de Cuba (2004), Resultado Relevante Municipal y Provincial del XV y
XVI Forum de Cienciay Técnica (2003, 2005), premio en el XXXIII Congreso
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Nacional de Microbiologia, México (2002). Ademas han constituido tema de tres

tesis de Maestria en Bacteriologia-Micologia (2002, 2003, 2005).

I.6. Valor practico

Los resultados obtenidos mediante el presente trabajo permiten que el LNR-TB-IPK
disponga de nuevas tecnologias, rapidas y de elevada sensibilidad y especificidad
para la deteccion de cepas de M. tuberculosis MDR. Recientemente, uno de los
métodos evaluados (MNR) fue incorporado a la vigilancia de la resistencia que se
realiza sistematicamente y punto de partida de los resultados alcanzados, se
recomendo a través de la Red Supranacional de Laboratorios / OPS, el empleo de
este método en otros laboratorios de la region. De esta forma el LNR-TB-IPK,
como Centro Colaborador OPS/OMS, cuenta con eficaces herramientas que
permitiran un mejor enfrentamiento a la problematica que esta enfermedad
reemergente pudiera ocasionar no so6lo en Cuba sino en otros paises, donde la MDR

constituye un grave problema de salud.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA
11.1. Situacion actual de la TB

En 1993 la OMS declaré la TB como una emergencia sanitaria mundial. Varios
factores, entre los que se destacan los socioecondmicos y el abandono de los
programas de control determinaron este fendémeno. El impacto de la pandemia del
VIH y la MDR han agravado esta situacion (Marrero et al., 1999; Rieder, 1999;
Enarson et al., 2000; Marrero et al., 2000; Palomino, 2005). En la actualidad una
tercera parte de la poblacion mundial esta infectada por M. tuberculosis (1 722
millones de personas). Se estima que para el afo 2020 alrededor de 1 000 millones
de personas podrian contraer la infeccion, 200 millones desarrollar la enfermedad y
unos 35 millones morir a causa de ésta (Bastian y Portaels, 2000; Rigouts y
Portaels, 2001; World Health Organization, 2004). En América Latina se producen
anualmente entre 250-300 mil nuevos casos y entre 20-25 mil muertes (Guevara
et al., 2003). El tratamiento de la MDR con drogas de segunda linea, las que son
menos eficaces, mas toxicas y mas caras, se¢ encuentra en estos momentos
amenazado con la apariciéon de las cepas XDR (Centers for Disease Control and

Prevention, 2006™°; Masjedi et al., 2006).

Todo lo anteriormente descrito convierte a la TB en una de las enfermedades
transmisibles de mayor importancia. Afortunadamente, se han realizado grandes
esfuerzos por controlar esta enfermedad que es curable, siempre y cuando se detecte
a tiempo y se mantenga al paciente bajo un régimen de tratamiento estricto
(Guevara et al., 2003; Montoro, 2004). Segliin recomendaciones de la OMS, la
principal estrategia para el control de la TB, ademas del apoyo politico y financiero
de los gobiernos, es la implementacion del tratamiento acortado estrictamente
supervisado (DOTS, en inglés), el monitoreo y la evaluacion de los PNC usando las
normas estandares internacionales (World Health Organization, 2000; World Health

Organization, 2001*°).
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En Cuba la evolucion de la TB desde 1971 a 1991, muestra una tendencia
descendente como resultado de la lucha contra esta enfermedad, el fortalecimiento
del Sistema Nacional de Salud y Ilas transformaciones socioecondmicas
operadas en el pais (Gonzalez et al., 1995; Marrero y Carreras, 1996; World Health
Organization, 2000). La tendencia de la morbilidad en el periodo comprendido
entre 1982-1991 refleja un descenso del 5%, cifra que nos situd entre los paises con

una baja incidencia (Marrero et al., 1999).

Entre 1992-1994, la tasa de incidencia de TB se incrementd desde una tasa de
5,0-14,3 x 100 000 habitantes. Este incremento ocurrid6 como consecuencia de
un fendmeno multicausal asociado a una probable subestimacion de casos en el
periodo comprendido entre 1988-1992, que generd fuentes contagiosas en la
comunidad, un incremento considerable del retardo del diagnostico desde la
consulta médica inicial hasta el comienzo del tratamiento antibacilar (56,9 dias en
1993), a reactivaciones endogenas en adultos de la tercera edad, asi como problemas
de operacion del PNC de la TB debido a dificultades economicas. En 1995 se logro
detener este ascenso, iniciandose una declinacion en el nimero de casos (Marrero
et al, 1999; Marrero et al., 2000). La tasa registrada en el 2005 fue de
6,5 x 100 000 habitantes. La mortalidad en los ultimos 5 afios no ha tenido
variaciones significativas y se ha mantenido en tasas de 1 x 100 000 habitantes

(Montoro et al., 2006).

En el tercer estudio mundial de vigilancia de la resistencia, Cuba report6 valores de
MDR de 0,3% en casos nuevos (resistencia primaria) y 2,6% en pacientes con
antecedentes de tratamiento previo (resistencia adquirida), poniéndose de manifiesto
que la resistencia no constituye un problema de salud en el pais (World Health
Organization, 2004; Montoro et al., 2006). El fenomeno de coinfeccion VIH/TB no
ha constituido un factor significativo en el curso de la TB en Cuba; esta asociacion
representa, aproximadamente entre el 1-2% de los casos de TB notificados

anualmente (Marrero et al., 1999; MINSAP, 2001).
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I1.2. Taxonomia y caracteristicas generales de las micobacterias

Las micobacterias se adscriben taxonémicamente al género Mycobacterium, tinico
de la familia Mycobacteriaceae, perteneciente al orden Actinomycetales. En el
esquema de clasificacion de Bergey, dicha familia se incluye dentro del grupo
de bacilos aerobios grampositivos, donde se encuentran ademés, la familia
Corynebacteriaceac y las Nocardioformes (incluye a los géneros Nocardia y

Rhodococcus) (Rastogi et al., 2001).

El género Mycobacterium incluye mas de cien especies que se dividen en tres
grupos: Complejo Tuberculosis, formado por M. tuberculosis, M. bovis (incluida la
cepa BCG), M. africanum y M. microti (Casal, 1990; Ledo et al., 2004);
recientemente fueron identificadas tres subespecies de M. tuberculosis: M. caprae
(Aranaz et al., 1999; Aranaz et al., 2003), M. canettii (Pfyffer et al., 1998) y
M. pinnipedii (Cousins et al., 2003). El otro grupo esta formado por el Complejo
Lepra, que incluye M. leprae y M. leprae-murinum, causantes de la lepra en el
hombre y en el ratobn respectivamente; y un grupo de especies denominadas
micobacterias "no tuberculosas", donde se incluyen el resto de las especies no
comprendidas en los dos grupos anteriores, las que pueden ser patogenas
verdaderas, patdgenas oportunistas o saprofitas. Ademas de su capacidad de infectar
al hombre, estos microorganismos son también una de las grandes causas de
infeccion de diversos animales domésticos y salvajes (Rastogi et al., 2001). La
fuente natural de estos microorganismos es el suelo, el agua, los alimentos y

algunos animales (Casal, 1990; Montoro et al., 2001; Ledo et al., 2004).

Las micobacterias son consideradas bacilos &cido alcohol resistentes por presentar
resistencia a la decoloracion con alcohol acido al 3% durante la tincion de Ziehl-
Neelsen. Esta resistencia se cree que dependa de la integridad de la cubierta de cera.

Morfolégicamente, son bacilos o cocobacilos ligeramente curvos o rectos, en
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pocas ocasiones ramificados, miden entre 0,4x3,0 um, no esporulan, no tienen

flagelos ni capsulas. (Brooks et al., 1999; Montoro et al., 2001; Montoro, 2003).

Las micobacterias forman mas de una clase de colonias. Estas pueden ser rugosas,
color hueso crema, elevadas, convexas, de bordes irregulares, con bacilos densos
y compactos (M. tuberculosis), o pueden ser lisas y transparentes, con bacilos
sin agrupaciones discernibles (M. intracellulare), o de aspereza intermedia
(M. kansasii). Las colonias de algunas especies (M. Xxenopi y algunas de
crecimiento rapido) forman extensiones filamentosas fragiles ramificadas, otras
extensiones pueden penetrar en el medio y hasta proyectarse en el aire. En
dependencia de la produccion de pigmento se dividen en: fotocromogenas
(requieren luz para la formacion de pigmentos), escotocromdgenas (forman
pigmento en presencia o ausencia de luz) y no cromégenas (no producen pigmentos)

(Roberts et al., 1991; Montoro, 2003).

Las micobacterias son microorganismo aerobios estrictas y obtienen la energia de la
oxidaciéon de compuestos sencillos del carbono. Tienen una velocidad de
crecimiento mucho mas lenta que la mayoria de las bacterias, M. tuberculosis tiene
un tiempo de generacion de 18 horas, por lo que necesita de 3-4 semanas de
incubacion a 37°C para formar colonias visibles macroscopicamente (Brooks et al.,
1999). Las formas saprofitas tienden a desarrollarse con mayor rapidez, proliferan
bien entre 22-37°C, producen més pigmento y son menos acido resistente que las
formas patdgenas (Roberts et al., 1991; Brooks et al., 1999). Hasta el presente, no
se ha logrado obtener el crecimiento in vitro de M. leprae; en los modelos murinos
esta especie crece lentamente y requiere entre 20-30 dias para dividirse y una

temperatura optima de 30°C (Sassetti et al., 2003; Ledo et al., 2004).
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11.3. La envoltura celular de las micobacterias

Las micobacterias, se consideran diferentes del resto de las bacterias, debido a la
particular estructura y composicion quimica de su pared celular (Skerman et al.,
1980). La envoltura celular de las micobacterias, al igual que la de las bacterias
grampositivas y gramnegativas incluye la membrana citoplasmatica que esta
formada por una bicapa lipidica rodeada por un espacio periplasmatico y cantidades
variables de peptidoglicano, siendo este ultimo el responsable de la forma celular

(Parsons et al., 1997; Brennan, 2003).

La estructura mas original de la célula micobacteriana es su pared celular, una
estructura con multiples capas, de aproximadamente 20 nm de espesor.
Quimicamente, la pared es muy compleja y bien diferente a la que presentan las
bacterias grampositivas y gramnegativas. Al igual que en los otros grupos
bacterianos estd formada por cadenas de polisacaridos y similar a las bacterias
gramnegativas, presentan lipidos externos. Contiene, ademads, abundantes lipidos
complejos, algunos de los cuales son exclusivos de las micobacterias y producen
marcados efectos biologicos sobre el huésped. Presenta una capa de peptidoglicano,
arabinogalactano (complejo polisacaridico covalentemente unido al peptidoglicano,
formado por unidades de arabinosa y galactosa) y 4acidos micoélicos (Draper, 1991;

Rastogi, 1991; Montoro et al., 2001; Brennan, 2003; Montoro, 2003).

Los é&cidos micolicos, uno de los componentes mas distintivos de la pared
micobacteriana, son largas cadenas de acidos grasos de 60-90 atomos de carbono,
perpendiculares a la superficie de la célula, presentan pocos dobles enlaces, lo cual
le confiere la hidrofobicidad a la capa y la convierte en una efectiva barrera contra
la penetracion de nutrientes hidrofilicos y antibidticos (Draper, 1991; Rastogi, 1991;

Parsons et al., 1997; Montoro, 2003).



I1. REVISION BIBLIOGRAFICA 14

La siguiente figura muestra una representacion esquematica de la pared celular de
las micobacterias (Besra y Chatterjee, 1994; Brennan y Nikaido, 1995; Karakousis
etal., 2004):

(A) Membrana citoplasmatica
(B) Peptidoglicano
(C) Arabinogalactano

(D) Lipoarabinomananos

(E) Proteinas

(F) Acidos micolicos

(G) Glicolipidos

La porcion mas externa de la pared micobacteriana estd compuesta por glucdsidos
fenolicos, glicolipidos (principalmente trehalosa unida a las fracciones de acidos
micolicos) y glicopeptidolipidos (Grange, 1996). Otros componentes lipidicos
importantes son los lipoarabinomananos, los cuales se extienden desde la membrana
citoplasmatica hasta la superficie celular y cuya estructura parece jugar un papel
importante en la patogenicidad de M. tuberculosis (Besra y Chatterjee, 1994;
Brennan, 2003; Montoro, 2003; Karakousis et al., 2004).

Los canales en la pared celular micobacteriana son de naturaleza protéica, y
constituyen una ruta de entrada de pequefias moléculas de antibidticos hidrofilicos
como la INH. Las moléculas grandes hidrofobicas como la RIF y los macrolidos se
disuelven en la fase lipidica y se ponen en contacto con la fase acuosa en el interior
de la célula. El paso a través de la bicapa lipidica juega un papel importante en la
penetracion de solutos debido a que la ruta hidrofilica es ineficiente. Muchas de las

drogas efectivas contra micobacterias muestran hidrofobicidad variable, estudios
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in vitro han demostrado que los derivados hidrofobicos de aminoglucésidos son
mas activos contra M. tuberculosis que la mayoria de los derivados hidrofilicos
(Rastogi y David, 1993; Nikaido, 1994; Brennan y Nikaido, 1995; Barry y Mdlulj,
1996; Montoro, 2003; Karakousis et al., 2004).

I1.4. Mecanismo de accion y de resistencia de las principales drogas empleadas

en el tratamiento de la TB.

El tratamiento de la TB se basa en conceptos muy distintos al resto de las otras
infecciones bacterianas debido a que M. tuberculosis tiene un tiempo de generacion
prolongado y la capacidad para entrar en periodos de latencia con una actividad
metabolica limitada, lo cual dificulta la accion de los antimicrobianos (Wayne,

1994; Coll, 2003).

Para indicar el tratamiento se debe tener presente que existen poblaciones de bacilos
diferentes en funcién de su localizacion y actividad. Asi, los bacilos presentes en las
cavidades pulmonares se multiplican de forma activa en un ambiente aerobio; los
del interior de los macrofagos lo hacen en un ambiente dcido microaerofilico que
induce la latencia, y los que se encuentran en el interior del caseum tienen sélo
ocasionalmente un ciclo replicativo (crecimiento intermitente). Ademas,
M. tuberculosis puede multiplicarse en los tejidos, donde la penetracion de las
drogas antituberculosas es facil o, bien, encontrarse en las cavidades pulmonares,
pus o material caseoso, sitios donde la penetracion de éstas resulta mas dificil.
Finalmente, hay que sefialar que el pH del material caseoso y el del interior de los
macrofagos es muy bajo, lo cual condiciona la actividad de las distintas drogas
(Gillespie, 2002), las que presentan un perfil de actividad diferenciado frente a cada
una de estas localizaciones y poblaciones, siendo necesario asegurarse de que el

tratamiento prescrito sea activo frente a todas ellas (Coll, 2003).
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Las micobacterias presentan una resistencia natural a varias drogas, por el hecho de
poseer una pared compleja, muy hidréfoba, con una permeabilidad reducida para
un gran numero de compuestos (Brennan y Nikaido, 1995; Parsons et al.,
2004; De Rossi et al., 2006); por ello, el tratamiento de la TB se realiza con drogas
especificas (con actividad antituberculosa). También se han descrito enzimas
modificantes como las betalactamasas (Kwon et al., 1995; Parsons et al., 2004) o
sistemas de eflujo que conllevan a la resistencia (Cole et al., 1998; Viveiros et al.,

2003; Parsons et al., 2004; Colangeli et al., 2005; De Rossi et al., 2006).

El tratamiento efectivo de la TB se basa en la aplicacion sistematica de la terapia
multidroga directamente supervisada que asegura, en los casos no complicados, una
tasa de curacion superior al 95% y tiene como objetivos: curar al paciente, evitar
que el paciente fallezca de una TB activa o de sus consecuencias, evitar la recaida y
disminuir la transmision a otras personas. El éxito de este tratamiento se basa en la
asociacion de farmacos nunca antes empleados en dicho paciente para evitar la

seleccion de células resistentes (Coll, 2003).

Los farmacos de primera linea incluyen: la INH, la RIF, la pirazinamida (PZA), el
etambutol (EMB) y la estreptomicina (STR). Existen también otros farmacos de
segunda linea o de reciente desarrollo que constituyen, alternativas para el
tratamiento de aquellos pacientes infectados con cepas resistentes. Los principales
grupos son: los aminoglucosidos, polipéptidos, fluoroquinolonas, etionamida
(ETH), cicloserina (CLS) y acido para-aminosalicilico (PAS) (Centers for Disease
Control and Prevention, 2006).

En la siguiente figura se muestra la estructura quimica de las drogas

antituberculosas de primera linea (Zhang, 2005):
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I1.4.1. Estreptomicina

El descubrimiento de la STR revoluciono el desarrollo de drogas antituberculosas;
¢ésta fue introducida en 1944 para el tratamiento de la TB (Duncan, 2003). La STR,
al igual que otros aminoglucosidos, interfiere en la sintesis de proteinas
procaridticas, produce errores de lectura en el codigo genético como son la
inhibicion de la iniciacion y la incorporacion de nuevos aminoacidos a la cadena
polipeptidica durante la trascripcion del ARN (4cido ribonucleico) mensajero
(Parsons et al., 1997; Coll, 2003). La proteina S12, una subunidad del ribosoma
308, es el principal blanco de la STR (Rastogi y David, 1993; Wade y Zhang, 2004;
Zhang, 2005).

La resistencia a esta droga est4 asociada a mutaciones cromosdmicas que afectan a
los genes rpsL o rrs que codifican para la subunidad protéica S12 y el ARNr 168S,
respectivamente (Nair et al., 1993; Telenti, 1998; Drobniewski y Wilson, 1998;
Gillespie, 2002). Aislamientos con bajos niveles de resistencia a la STR pueden no
mostrar mutaciones en estos marcadores y presentar alteraciones en la
permeabilidad celular que afecta la incorporacion de la STR al interior de la célula

(Parsons et al., 1997).



I1. REVISION BIBLIOGRAFICA 18

11.4.2. Isoniacida
La INH es una droga sintética introducida en la terapéutica a partir de 1952, tiene
efecto un bactericida frente a M. tuberculosis y los otros miembros del complejo

TB, mientras que su empleo en el tratamiento de otras micobacterias es muy

limitado (Coll, 2003; Duncan, 2003).

La INH es una pre-droga que requiere para su activacion del complejo
micobacteriano catalasa-peroxidasa, siendo la susceptibilidad a la INH dependiente
de la presencia de esta enzima, codificada por el gen katG. El derivado activo de la
INH bloquea la sintesis de acidos micoélicos (Cohen et al., 2003; Wade y Zhang,
2004; Zhao et al., 2006).

Se ha demostrado que mutaciones en el gen katG ofrecen altos niveles de resistencia
a la INH en el 22-64% de los casos (Parsons et al., 1997; Somoskévi et al., 2001;
Zhang, 2005). La mutacion mas comunmente encontrada es en Ser315Thr; esta
variante manifiesta una capacidad reducida de activacion de la pre-droga y la mitad

de la actividad catalasa de las cepas salvajes (Cohen et al., 2003).

Si la enzima catalasa-peroxidasa se encuentra intacta, el derivado activo de la INH
bloquea la sintesis de los acidos micolicos. Una de las dianas intracelulares del
derivado activo seria la reductasa de la proteina transportadora de acidos grasos
acilenolicos codificada por el gen inhA. En aproximadamente el 25% de las cepas
resistentes se producen mutaciones en la region inhA y suelen asociarse a una
resistencia de bajo nivel. La mayor parte de estas mutaciones se han descrito en la
region reguladora del gen y originan una sobreexpresion de la enzima que compensa
la accion inhibidora de la droga (Vilcheze et al., 2000; Wade y Zhang, 2004; Zhang,
2005; Leung et al., 2006; Zhao et al., 2006).

La resistencia a la INH también puede deberse a mutaciones en el gen ndh que

codifica para la enzima NADH deshidrogenasa. Mutaciones en este gen producen
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un incremento del cociente dinucledtido reducido de nicotinamida adenina /
dinucledtido de nicotinamida adenina (NADH/NAD"). Estos altos niveles de
NADH inhiben competitivamente la union de INH-NAD al sitio activo de la enzima
InhA (proteina que adiciona el NADH necesario para la elongacion de los acidos
grasos y biosintesis de dcidos micolicos). Ademas, como NADH es sustrato de las
enzimas KatG y AphC, altos niveles de NADH pueden competitivamente inhibir la
peroxidacion de la INH por KatG (Lee et al., 2001).

Soélo el 10-20% de las cepas resistentes a la INH no presentan alteraciones en los
genes katG o inhA. Se han encontrado otros genes involucrados en la resistencia a
esta droga como el ahpC (alquil hidroperoxidorreductasa), kasA (cetoacido sintasa),
ceoA (UDP galactopiranosa reductasa), mabA (3-cetoacil reductasa), OXyR,
acpM y furA, aunque queda por determinar el papel exacto de las alteraciones
encontradas en estos genes y su relacion con la resistencia a la INH (Blanchar,
1996; Wilson y Collins, 1996; Parsons et al., 1997; Drobniewski y Wilson, 1998;
Lee et al., 2001; Somoskdvi et al., 2001; Gillespie, 2002; Coll, 2003; Leung et al.,
2006).

11.4.3. Pirazinamida

La PZA fue descubierta en 1952 y constituye una de las drogas de primera linea
mas importantes en el tratamiento de la TB (Zhang, 2005). Esta droga es un analogo
de la nicotinamida y difunde al interior de la célula por transporte pasivo

(Somoskovi et al., 2001).

La PZA es una pre-droga que es convertida en su forma activa (acido pirazinoico)
por accion de la enzima micobacteriana pirazinamidasa cuando el pH extracelular es
acido. Debido a los ineficientes mecanismos de eflujo, se produce en el citoplasma
de M. tuberculosis una acumulacion de acido y por tanto una disminucion del pH
que trae como consecuencia afectaciones del potencial de membrana y se produce la

muerte bacteriana (Zhang., 2005).
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El 72-97% de los aislamientos de M. tuberculosis resistentes a la PZA tienen
afectada usualmente, la actividad de la pirazinamidasa, enzima que es codificada
por el gen pncA; aunque también, la resistencia puede deberse a afectaciones
durante la incorporacion de la droga (Scorpio y Zhang, 1996; Somoskdovi et al.,
2001).

Durante el tratamiento la PZA ejerce, junto a la RIF, un efecto esterilizante. Esta
droga actua sobre los bacilos en estado de latencia que persisten en el ambiente
acido de los macrdéfagos (Heifets y Lindholm-Levy, 1990). Los estudios de
susceptibilidad invitro con esta droga se han visto limitados debido a que el
ambiente acido que ella necesita para ejercer su efecto bactericida dificulta el

crecimiento de M. tuberculosis (Martin et al., 2006%).

11.4.4. Rifampicina

La RIF es un derivado semisintético de la rifamicina B, es una droga de amplio
espectro que fue introducida en la terapéutica en el afio 1967 y se ha convertido en
una droga de primera linea en el tratamiento de la TB. Es altamente efectiva
contra M. tuberculosis y difunde facilmente a través de la envoltura celular
(Parsons et al., 1997; Wade y Zhang, 2004). La actividad de la RIF, junto con la
inclusion de la PZA en los esquemas terapéuticos, permitio disminuir a seis meses
el tratamiento de la TB no complicada. La RIF tiene un efecto bactericida sobre las
células metabolicamente activas de M. tuberculosis y también sobre las bacterias

en estado de latencia (Coll, 2003).

La RIF es un potente inhibidor de la sintesis de ARN mensajero, y por tanto, de la
trascripcion genética; su mecanismo de accion primario el bloqueo del paso de
elongacion dependiente de acido desoxirribonucleico (ADN) que es llevado a
cabo por la enzima ARN polimerasa de los procariontes. La RIF ejerce su accion
al fijarse a la subunidad 3 de dicha enzima, codificada por el gen rpoB; mutaciones

en este gen generan altos niveles de resistencia a la RIF (Parsons etal., 1997,
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Chopra y Brennan, 1998; Williams et al., 1998°: Somoskdvi et al., 2001;
Coll, 2003).

Mas del 96% de las cepas resistentes a la RIF presentan mutaciones que ocurren
dentro de la porcion central del codon 27 del gen rpoB. A pesar de que se han
descrito 35 variantes alélicas distintas, con ligeras variaciones en su distribucion
geografica, las mutaciones mdas comunes (65-86%) son las que afectan al codon
His526 o Ser531 y dan lugar a una resistencia de alto nivel (Telenti et al., 1993;
Williams et al., 1994; Schluger, 2001; Somoskovi et al., 2001; Gillespie, 2002). Los
aislamientos de M. tuberculosis resistentes a la RIF que no contienen mutaciones
en el gen rpoB son raros. En estas cepas, la resistencia puede deberse a
mutaciones fuera de esta region, particularmente en la region amino terminal
(Somoskdvi et al., 2001), asi como cambios en la permeabilidad de la membrana
que afectan la incorporacion de la droga (Parsons et al., 1997; Schluger, 2001;
Coll, 2003; Zhang, 2005).

11.4.5. Etambutol

El EMB es un derivado de la etilendiamina. Los primeros tratamientos con esta
droga datan de 1968 (Duncan, 2003). Es una droga activa frente a cepas
metabolicamente activas de M. tuberculosis. Tiene una actividad variable sobre las
demas especies de micobacterias de crecimiento lento y su actividad es mucho

menor en las especies de crecimiento rapido (Telenti et al., 1997).

El EMB bloquea la incorporacion de los dcidos micoélicos al arabinogalactano o un
paso en la biosintesis de arabinogalactanos y lipoarabinomanano lo que provoca
una inhibicion de la biosintesis de la pared micobacteriana. La inhibicion de la
sintesis de este componente por el producto del operon embABC (arabinosil
transferasa) podria explicar la acumulacion de 4cidos micolicos y sus efectos sobre
la permeabilidad de la pared celular (Blanchar, 1996; Sreevatsan et al., 1997;
Gillespie, 2002; Coll, 2003; Wade y Zhang, 2004).
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Es de gran importancia el sinergismo entre el EMB y la STR cuando ambos se
combinan durante el tratamiento; el EMB en su accion desestabilizadora de
la pared micobacteriana produce pequeiios poros que favorecen que la STR penetre

al interior celular (Chopra y Brennan, 1998).

La siguiente figura muestra el sitio de accion de la INH, la STR, el EMB, la RIF y
la PZA (Parsons et al., 1997; Somoskavi et al., 2001):
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IL.5. Origen de la resistencia en M. tuberculosis

M. tuberculosis es uno de los mas fieles exponentes de la presion selectiva a la que
han sido sometidas muchas especies, mostrando una capacidad de adaptacion a
medios adversos realmente insuperable, fendmeno que muestra dos excelentes
evidencias, una puramente microbiolégica y la otra con connotaciones
epidemiologicas. Esta tltima resulta clara al comprobar como en las ultimas décadas
M. tuberculosis ha ido desplazandose en el mundo hasta afectar fundamentalmente
a las poblaciones mas vulnerables del planeta, o sea, se ha trasladado hacia aquellos
lugares donde las condiciones de extrema pobreza (hacinamiento, desnutricion, falta
de recursos sanitarios, entre otras), le aportan condiciones favorables para su
perpetuacion. Esto se comprueba al evidenciarse que el 95% de los casos de
enfermedad y muerte por este patdgeno ocurren en los paises mas pobres y poblados

de la tierra (Caminero, 2001).

La evidencia microbiologica tan so6lo ha podido seleccionarse en las tultimas
3-4 décadas, cuando la presion selectiva de las drogas antituberculosas ha permitido
descubrir una de las tantas herramientas que M. tuberculosis tenia guardada para
defenderse de la agresion humana. Asi, s6lo hasta la introduccion de las drogas al
tratamiento de la TB, pudo comprobarse que dentro de la enorme poblacién de
microorganismos que tiene un enfermo, muchos de ellos presentan mutaciones
genéticas que los hacen comportarse como resistentes. Estaba surgiendo la
resistencia de M. tuberculosis a las drogas antituberculosas, fendmeno que se ha
convertido en el ultimo decenio en uno de los mayores obstaculos que las
organizaciones internacionales identifican para controlar esta descontrolada

enfermedad (Caminero, 2001).

La resistencia en M. tuberculosis surge, en primer lugar, por mutaciones genéticas
espontaneas. En toda poblacion de células sensibles, existe una pequefia proporcion

de mutantes resistentes por cada generacion, que varia en dependencia de la droga a
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la cual se manifieste la resistencia. Cuando una tnica droga es utilizada en el
tratamiento de la TB, la mayoria de los bacilos, sensibles a ésta, son inhibidos o
muertos, pero se favorece la seleccion de mutantes resistentes a la droga empleada.
Ademas, como el tratamiento es a largo plazo debido a que la poblacion bacteriana
es elevada, las células mutantes resistentes continian su multiplicacion y se tornan

en mayoria (Caminero, 2001; Montoro, 2003; Parsons et al., 2004).

Actualmente, se acepta que en un cultivo salvaje de M. tuberculosis aparece, por
mutacion espontinea, un microorganismo resistente a la INH por cada 10°-10’
bacilos, tasa igual a la encontrada para el EMB, la STR, la KNM y el PAS. La
aparicion de mutantes resistentes a la RIF es menos frecuente (10’-10° bacilos), en
cambio puede ser muy elevada (1 x 103) para la ETH, la CLS, la CPM, la viomicina,
la tiacetazona y la embiomicina, y de 1 x 10°-10* para la PZA (Riska et al., 2000).
Se sabe que la mutacion de los bacilos es independiente para cada una de las drogas,
por lo que la posibilidad de que se presenten asociadas es igual al producto de sus

tasas respectivas de mutacion (Caminero, 2001).

Por tanto, toda monoterapia (real o encubierta por asociacion con farmacos
previamente resistentes e ineficaces) llevara al fracaso y a la seleccion de
resistencia. De esta forma, la asociacion de farmacos nunca usados en el enfermo (o
que se hayan utilizado asociados adecuadamente) debe ser la primera premisa que
ha de tenerse en cuenta en el tratamiento de la TB, hecho relativamente facil de
seguir si se trata de un paciente inicial, pero que se torna a veces dificil de realizar
cuando un enfermo ha recibido previamente varios esquemas terapéuticos

(Caminero, 2001; Montoro, 2003).

Segun lo expuesto previamente, existirian tres conceptos completamente diferentes
de resistencias. El primero de ellos seria la denominada “resistencia natural”, que es
aquella que presentan las cepas salvajes, como fruto de su multiplicacion continua

que hace que, al alcanzar un determinado numero de bacilos, se produzca una
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mutaciéon genética en un bacilo concreto, mutacion que puede afectar
especificamente al lugar donde interviene alguna de las drogas. Pero esta resistencia
natural debe ser seleccionada por la droga para que se exprese fenotipicamente.
Cuando esto se produce por una mala terapéutica (monoterapia real o
encubierta) se da lugar a la “resistencia en casos previamente tratados®, denominada
hasta hace algunos afios como “resistencia adquirida”, que siempre tendrd detras
de si una mala actuacion por parte de la especie humana, ocasiondndose por una
inadecuada prescripcion del tratamiento por parte del médico, o por una mala
adherencia del paciente al tratamiento (Caminero, 2001; Montoro, 2003; Parsons

etal., 2004).

Si un paciente portador de una resistencia adquirida contagia a un individuo que no
habia recibido con anterioridad tratamiento antituberculoso, le podra ocasionar una
TB con una resistencia, denominada ‘“resistencia en casos nuevos‘, anteriormente
definida como “resistencia primaria”, por presentarse en individuos que nunca antes

han sido tratados (Caminero, 2001; World Health Organization, 2004).

Como se ha expresado, las alteraciones de los genes intrinsecos es el mecanismo
primario del desarrollo de la resistencia en M. tuberculosis, pues esta ocurre
independientemente del contacto previo del bacilo con las drogas. El tipo de
resistencia mas frecuentemente encontrado, en otras especies de bacterias, ha sido la
adquisicion de nuevos determinantes de resistencia llevados a cabo por elementos
genéticos moviles como son: secuencias de insercion, plasmidos y tramposones.
Ninguno de estos elementos ha sido encontrado en M. tuberculosis como transmisor

de resistencia de una cepa a otra (Hatfull, 1996; Caminero, 2001).

La probabilidad de la transferencia de elementos genéticos que confieren resistencia
a las drogas antituberculosas, al interior de M. tuberculosis parece ser remota, pues

esta especie sobrevive poco tiempo fuera del hospedero, ademas rara vez se han
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identificado bacterias que porten genes de resistencia antimicrobiana junto a
M. tuberculosis, en los profundos nichos pulmonares. Sin embargo, la TB en
pacientes con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, es una infeccion
diseminada con bacilos moviéndose hacia todas las partes del organismo; por lo que
es importante el desarrollo de estudios para una mejor administracion de
antibioticos en humanos, especialmente cuando existe la potencialidad de
transferencia de genes que codifican resistencia desde otros géneros bacterianos
hacia el interior de este peligroso patogeno (Parsons et al., 1997; Picardeu y

Vincent, 1997).

Otros factores pueden influir en la emergencia de la resistencia. Aunque
M. tuberculosis se replica activamente in vivo, tiene un tiempo de generacion
prolongado y la tendencia a desarrollar periodos de latencia. Estas variaciones en el
metabolismo hacen mas dificil la terapia antituberculosa. Ademas, la penetracion de
los antibidticos a los diferentes tejidos varia significativamente, alcanzando en
algunos concentraciones suboOptimas que favorecen la seleccion de mutantes
resistentes. Por tanto, la influencia individual de cada paciente al desarrollo de la
resistencia también debe ser considerada, quedando atn por dilucidar muchos de los

factores que contribuyen a la emergencia de este fenomeno.

La resistencia cruzada puede ocurrir entre las drogas quimicamente relacionadas o
que tienen sitios de accion similares dentro de la célula. Se ha sefialado que entre el
70-90% de las cepas resistentes a la RIF, muestran también resistencia a rifabutin y
algunos aislamientos resistentes a la INH se comportan de igual forma frente a la
ETH; sin embargo, hasta el momento no se ha descrito la resistencia cruzada entre

la INH y la PZA, drogas analogas de la nicotinamida (Parsons et al., 2004).
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I1.6. Métodos empleados en los estudios de susceptibilidad a las drogas

antituberculosas

Los métodos de susceptibilidad in vitro juegan un papel primordial en el monitoreo
de la resistencia a las drogas antituberculosas y en la seleccion de la terapia
en pacientes infectados con cepas MDR (Heifets y Cangelosi, 1999). Su principal
requerimiento es que permitan diferenciar cepas sensibles y resistentes, siendo la
concentracion critica la que permite hacer dicha distincion (Picardeu y Vincent,
1997; Heifets, 2000). Por tanto, la deteccion de la resistencia subyace como uno de
los pilares mas importantes, contribuyendo al mejor conocimiento y manejo de la
TB, minimizando en consecuencia los riesgos de contagio y diseminacion de la

enfermedad (Chan et al., 2000; Guevara et al., 2003; Brodie y Schluger, 2005).

Los métodos de susceptibilidad a las drogas antituberculosas basados en el cultivo
de las micobacterias sobre medios de huevo o agar, pueden ser directos si los
medios controles y los medios con drogas son inoculados directamente con el
producto patologico, lo que permite disponer de los resultados en 3 6 4 semanas, o
indirectos si se inoculan los medios con una suspension bacteriana preparada a
partir de un cultivo en medio so6lido o liquido, de esta forma se requiere de un
periodo entre 7-12 semanas para obtener los resultados. La ventaja de los métodos
directos radica en la rapidez de los resultados y en la mayor representatividad de la
poblacioén bacilar original (Heifets y Cangelosi, 1999; Heifets, 2000; Brodie y
Schluger, 2005).

Desde hace varios afios se dispone de métodos cuantitativos que permiten estudiar
la susceptibilidad de M. tuberculosis frente a las drogas antituberculosas (Heifets,

1988). Entre ellos se describen los siguientes:
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e Concentracion minima inhibitoria (CMI): Es la concentraciéon mas baja de un
antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento de mas del 99% de la poblacion
bacteriana contenida en un medio de cultivo.

e Concentraciéon minima bactericida (CMB): Es la concentraciéon mas baja de
un antimicrobiano capaz de matar a mas del 99,9% de la poblacidon bacteriana
contenida en un cultivo en caldo. El indice CMI/CMB es la expresion estandar
empleada para indicar la potencia de un antimicrobiano.

e Concentraciéon fraccionaria inhibitoria (CFI): Es una interaccion de
coeficientes que indica cuando una combinaciéon de antimicrobianos con
actividad inhibitoria es sinérgica (CFI < 0,5), aditiva (CFI = 0,5-4) o antagonica
(CFI>4), donde:

CFI = (CMI, en combinacion / CMI, sola) + (CMI, en combinacion/CMI, sola).
a'y b son los antimicrobianos en los que se determinan su CFI.

e Concentracion fraccionaria bactericida (CFB): Es una interaccion de
coeficientes que indica cuando una combinacién de antimicrobianos con
actividad bactericida es sinérgica (CFB < 0,5), aditiva (CFB = 0,5-4) o
antagonica (CFB > 4), donde:

CFB = (CMB, en combinaciéon/CMB, sola) + (CMBy, en combinacién/CMBy

sola). a y b son los antimicrobianos en los que se determinan su CFB.

Estos métodos cuantitativos se reservan basicamente para el estudio in vitro de
antimicrobianos. Sin embargo, la CMI y la CFI son también empleadas en la
determinacion de la susceptibilidad de aislamientos clinicos; para un gran niimero
de especies bacterianas se acepta que la CMI constituye el método cuantitativo
estdndar. Mientras que el empleo de la CFI se reserva para aquellos casos que
necesitan el empleo combinado de antimicrobianos. Por otro lado, la CMB y la CFB

no se realizan rutinariamente por su laboriosidad y costo elevado (Heifets, 1988).
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11.6.1. Métodos convencionales

e Meétodo de las proporciones

El MP o Método Proporcional de Canetti fue descrito en 1963 por Canetti et al., y
es en la actualidad la prueba de referencia (método de oro) recomendada por la
OMS para monitorear la quimioterapia de la TB (Canetti et al., 1963; Canetti et al.,
1969).

Este método consiste en medir la proporcion de bacilos resistentes que existe en una
cepa de M. tuberculosis a una concentracion de la droga (concentracion critica),
capaz de inhibir el crecimiento de células sensibles, pero no de las resistentes.
Para cada droga esta definida una proporcion de mutantes resistentes (proporcion
critica) por debajo de la cual la cepa es considerada sensible. Los resultados se
obtienen luego de 4-6 semanas de incubacion a 37°C (Canetti et al., 1963; Canetti
et al., 1969; Heifets, 2000).

e Método de las concentraciones absolutas

Se utilizan diferentes concentraciones de la droga para determinar la concentracion
mas baja que inhibe el crecimiento. Se puede emplear una concentracidon critica
y la cepa se considera resistente cuando hay un crecimiento de 20 6 mas colonias
sobre esta concentracion. Los resultados se obtienen en 4-6 semanas (Rieder et al.,

1998; Heifets, 2000).

e Meétodo del cociente de resistencia

Es una variante del método de las concentraciones absolutas. Se define como el
cociente entre las CMI de la droga para la cepa problemay la cepa de referencia
sensible (H37Rv). Un cociente < 2 indica sensibilidad mientras que uno > 8 define

la cepa como resistente (Rieder et al., 1998; Heifets, 2000).
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¢ Sistema radiométrico BACTEC-460 (Becton Dickinson)

Se detecta la produccion de 1C0, como resultado del metabolismo del 4cido
palmitico marcado radiactivamente que se encuentra contenido en el medio de
cultivo Middlebrook 7H12. El 14C02 liberado es registrado como indice de
crecimiento; por tanto, cuando se utilizan drogas antituberculosas capaces de inhibir
el crecimiento de M. tuberculosis se afecta la produccion de '*CO, (Deland y
Wagner, 1969; Palomino, 2000; Schluger, 2001).

11.6.2. Métodos rapidos

I1.6.2.1. Métodos genotipicos: El conocimiento de las bases moleculares de la
resistencia a las drogas, asi como la disponibilidad de nuevas técnicas de Biologia
Molecular, ha permitido el desarrollo de diferentes métodos genotipicos para la
deteccion rapida de resistencia a las drogas antituberculosas. Estos métodos se
encargan de buscar determinantes de resistencia y no resistencia fenotipica (Takiff,

2000; Palomino, 2005).

e Secuenciacion automatica de ADN

La secuenciacion del ADN amplificado mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (RCP) ha sido la técnica mas utilizada y es actualmente considerada la
regla de oro para estos fines. Entre los procedimientos utilizados (manuales y
automatizados) para su realizacion, los automatizados tienen una mayor demanda.
Su aplicacion esta descrita en la caracterizacion de mutaciones en el gen rpoB de
cepas de M. tuberculosis resistentes a la RIF. También se ha empleado en la
deteccion de mutaciones responsables de la resistencia a la INH, la STR, la PZA y
la ciprofloxacina (CFX) (Takiff et al., 1994; Mestdagh et al., 1999; Palomino,
2005).
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e RCP-SSCP (RCP- polimorfismo conformacional de simple cadena)

Se basa en la propiedad de una simple cadena de ADN de doblarse y formar una
estructura terciaria cuya forma depende de su propia secuencia. Después de la
amplificacion de la region de interés por RCP, las cadenas de ADN amplificadas se
separan y se doblan adoptando una conformacion caracteristica, que las hace diferir
en su movilidad electroforética. Esta técnica ha sido utilizada en la deteccion de
resistencia a la INH, la STR, la RIF y la CFX. (Scarpellini et al., 1997; Palomino,
2000; Garcia de Viedma, 2003).

e RCP-HDF (RCP-formacion de heteroduplex)

Se realiza utilizando el ADN amplificado de las cepas en estudio con el de la cepa
control susceptible para obtener un ADN complementario hibrido. Si estd presente
una cepa resistente, la mutacion produce un heteroduplex que tiene una movilidad
en el gel diferente al homoduplex que no tiene mutacion. Este método ha sido
empleado en la deteccion de cepas resistentes a la RIF con mutaciones en la region

de 305 pares de base (pb) del gen rpoB (Williams et al., 1998, Palomino, 2000).

e Hibridacion en fase sélida

Se encuentran comercialmente disponibles dos estuches de hibridaciéon en fase
solida. El mas utilizado ha sido el INNOLipa_ Rif.TB (Innogenetics NV, Bélgica)
que permite una amplificacion de la region central de 81 pb del gen rpoB el cual
codifica para la subunidad beta de la enzima ARN polimerasa presente en todos los
miembros del complejo TB, seguida de una hibridacion reversa. La biotina que
actiia de marcador se incorpora durante la fase de amplificacion, de esta forma, el
producto amplificado biotinilado es posteriormente desnaturalizado e hibridado
con 10 sondas oligonucleotidicas inmovilizadas en una membrana de
nitrocelulosa a modo de lineas paralelas. El hibrido se detecta mediante una
reaccion colorimétrica. Este ensayo se completa en aproximadamente 12 horas
(Rossau et al., 1997; Palomino, 2000; Morcillo et al., 2002; Garcia de Viedma,
2003; Morgan et al., 2005).
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La siguiente figura muestra el proceso de hibridacion en el sistema comercial

INNOLipa_Rif.TB (Cockerill, 1999).

Compuesto cromoégeno Precipitado purpura
(NBT/BCIP)

%
_,i/ Fosfatasa alcalina
Membrana de Biotina _ *

nitrocelulosa 5 w Estreptavidina

Marcadores de
sensibilidad

Marcadores de
resistencia

El otro sistema disponible comercialmente es el GenoType MTBDR (Hain
Lifesciences, Neheren, Alemania) que permite detectar simultineamente resistencia
a la INH y a la RIF mediante la busqueda de las mutaciones mas frecuentes en los
genes katG y rpoB, respectivamente (Hillemann et al., 2005; Mékinen et al., 2006;
Palomino, 2006).

e Microarreglos de ADN

Se basa en la hibridacion de ADN amplificado frente a cientos o miles de
oligonucledtidos de alta densidad organizados en un soporte de vidrio
miniaturizado, lo que brinda la posibilidad de evaluar y comparar una gran cantidad

de secuencias simultaneamente en un simple paso de hibridacién (Troesch et al.,

1999; Gryadunov et al., 2005; Palomino, 2006).



I1. REVISION BIBLIOGRAFICA 33

e Sistema de proteinas reporteras

Es un procedimiento basado en el principio de emision de luz debido a una
actividad enzimatica. Uno de los métodos emplea la enzima luciferasa aislada de
una variedad de luciérnagas, cuyo gen ha sido clonado en los bacteriofagos L5 y
phAESS. Estos funcionan como un vehiculo para introducir la mencionada enzima
dentro de la célula sin recurrir a la lisis celular. El principio de este método es la
deteccion de fotones liberados por reacciones dependientes de trifosfato de
adenosina (ATP), metabolito muy ligado a la actividad vital de la célula y que en
ambientes desfavorables, como es presencia de antibidticos, se ve afectada su

produccion (Palomino, 2000; Schluger, 2001).

Hace unos afios fue descrito un sistema similar al Luciferasa, que utiliza la proteina
de fluorescencia verde (GFP, en inglés) de la medusa Aequorea victoria, la cual se
emplea como molécula indicadora. Este sistema no requiere cofactores ni sustratos
debido a la naturaleza fluorescente intrinseca del GFP (Palomino, 2000; Hazbon

etal., 2003).

e RCP en tiempo real

En la RCP en tiempo real los procesos de amplificacion y deteccion se producen de
manera simultdnea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accién
posterior lo que disminuye las posibilidades de contaminacion. Mediante deteccion
por fluorescencia se puede medir la cantidad de ADN sintetizado en cada momento,
ya que la emision de fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la
cantidad de ADN formado. Esto permite conocer y registrar en todo momento la
cinética de la reaccion de amplificacion. La RCP en tiempo real proporciona un
método agil y sencillo para la identificacion de mutaciones puntuales asociadas a la
resistencia a drogas antituberculosas (Garcia de Viedma, 2003; Costa, 2004; Marin

et al., 2004; Ruiz et al., 2004; Espy et al., 2006; Palomino, 2006).
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I1.6.2.2. Métodos fenotipicos: Hasta hace algunos afios la mayoria de los métodos
fenotipicos disponibles requerian del crecimiento de M. tuberculosis, sobre los
medios de cultivo, para realizar la interpretacion de los resultados y debido al
crecimiento lento de de esta bacteria, se necesitaban varias semanas para poder
disponer de los resultados. Desde hace algunos afios se han desarrollado un grupo
de novedosos métodos fenotipicos, estos brindan resultados rapidos mediante la
deteccion de signos tempranos del metabolismo celular. Algunos miden el
metabolismo mediante el empleo de indicadores de oxidacion-reduccion, deteccion
del consumo de oxigeno o produccién de didxido de carbono, otros realizan la
visualizacion temprana de microcolonias o utilizan la multiplicacion de fagos para

indicar la viabilidad de M. tuberculosis (Kalantri et al., 2005; Palomino, 2005).

e Tubo indicador de crecimiento para micobacterias (MGIT, siglas en inglés)
(Becton Dickinson)

El fundamento de este método descansa en la propiedad fluorescente de un
compuesto sensible al oxigeno que estd contenido en un tapon de silicona ubicado
en el fondo del tubo que contiene el medio de cultivo Middlebrook 7H9. El oxigeno
disuelto en el medio extingue la fluorescencia, de tal forma, que la remocion del
oxigeno producto del metabolismo de las micobacterias permite la manifestacion
de fluorescencia cuando el tubo se expone a un transiluminador de luz ultravioleta
con una A=365 nm. Por tanto, cuando se emplean drogas antituberculosas capaces
de inhibir a M. tuberculosis se ve imposibilitada la manifestacion de fluorescencia

(Schluger, 2001; Sanders et al., 2004; Fegou et al., 2006; Kruuner et al., 2006).

e Método de deteccion de microcolonias

Se basa en la deteccion de microcolonias en medio s6lido. Con la ayuda del
microscopio se detectan las microcolonias tipicas que crecen en una capa fina de
medio Middlebrook 7H11. Se ha visto que con este método se acorta el tiempo en
el cual se obtienen los resultados de las pruebas de resistencia por lo que constituye

una alternativa para los estudios de susceptibilidad en laboratorios con recursos
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limitados (Mejia et al., 1999; Palomino, 2000; Palomino y Portaels, 2000; Robledo
etal., 2006).

e E-Test (AB BIODISK, Suecia)

El E-Test es un método de deteccion de CMI, su principio estd basado en el uso de
tiras de papel que contienen un gradiente logaritmico de concentracion de un
antimicrobiano. Este induce una zona de inhibicion de forma elipsoidal en la
superficie de un medio de cultivo solido donde se hace crecer la cepa en estudio.
Debido a la necesidad de acortar el tiempo en brindar los resultados de las
pruebas de susceptibilidad, este método puede ser una herramienta util para el
estudio a partir de muestras clinicas con baciloscopia positiva (Ramachandran y
Paramasivan, 2003; Akcali et al., 2005; Esteban et al., 2005; Palomino, 20035;
Fegou et al., 2006).

e Citometria de flujo

Este método se basa en la capacidad de M. tuberculosis de hidrolizar el diacetato de
fluoresceina lo que produce un efecto de fluorescencia en el bacilo. Cuando esta
técnica es utilizada en estudios de susceptibilidad, en las cepas sensibles se produce
una disminucion de la reaccion de hidrolisis produciéndose una menor
fluorescencia. Los valores de CMI obtenidos por este método se han correlacionado
con los determinados por los métodos convencionales y pueden obtenerse resultados

en menos de 24 horas (Palomino, 2000; Reis et al., 2004).

e Sistema de cultivo II ESP
Es un sistema completamente automatizado. El fundamento de este método se basa
en la deteccion de los cambios de presion que se producen debido al consumo o

produccion de gas, durante el crecimiento de M. tuberculosis (Palomino, 2000).
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e Método de la nitrato reductasa

La enzima nitrato reductasa es la encargada de reducir los nitratos a nitritos y se
encuentra presente en muchos microorganismos entre los que se destaca el género
Mycobacterium y especificamente M. tuberculosis. La reaccion bioquimica no se
puede evidenciar a simple vista, por lo que es necesario utilizar una mezcla de
reactivos (HCI + sulfanilamida + N-1-naftil etilendiamina dihidroclorhidrato) que al
unirse con el nitrito presente en el medio dan origen a un derivado azoico coloreado
(parasulfobencenoato-alfa-naftilamina) que indica la reduccion (Virtanen, 1960;

Golyshevskaia et al., 1996; Angeby et al., 2002).

Este método, que ha sido utilizado rutinariamente en la identificacion de especies,
constituye una alternativa para la deteccion de resistencia a las drogas
antituberculosas; la deteccion de nitrito se emplea como un indicador de viabilidad
celular luego de la exposicion de M. tuberculosis a las drogas antituberculosas

(Angeby et al., 2002; Coban et al., 2004).

e Ensayo de amplificacion de fagos

El EAF emplea el micobacteriofago D29, virus ADN, que tiene la habilidad de
infectar micobacterias de crecimiento lento y de crecimiento rapido como
M. tuberculosis y M. smegmatis, respectivamente. Este fago es capaz de replicarse
en el interior de estas micobacterias, provocando la lisis de la pared celular y la
liberacion por ende de la nueva progenie de fagos. La replicacion del fago se ve
afectada cuando se emplean drogas antituberculosas. En el ensayo los fagos
exdgenos son inactivados por tratamiento quimico mientras que el nimero de fagos
endogenos, el cual es un indicador del nimero de células de M. tuberculosis
viables, es determinado después de ciclos de infeccion, replicacion y liberacion en
una placa indicadora que contiene a M. smegmatis. Los resultados se obtienen en
24-48 horas a través de la aparicion de zonas claras o de lisis (David et al., 19807
McNerney, 1999; Palomino, 2000; McNerney et al., 2004; Kalantri et al., 2005). La
siguiente figura muestra el fundamento del EAF (Mole y Maskell, 2001):
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Union del fago a los receptores de El ADN del fago penetra a la
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Placa indicadora de
M. smegmatis

La RES es un reactivo de 6xido-reduccion. Este indicador cambia de color azul (no
fluorescente) cuando esta en su estado oxidado a rosado intenso (fluorescente)
frente a un ambiente reductor como el generado durante el metabolismo celular, el
cambio de color puede detectarse visualmente. Esta propiedad ha sido utilizada para
medir la viabilidad de M. tuberculosis luego de la exposiciéon a las drogas
antituberculosas. Es un método simple, rapido y de bajo costo que no requiere
de un equipamiento especial para su utilizacion (Palomino et al., 2002; Martin

et al., 2003; Palomino, 2006).

Hace pocos afios fue identificada la RES como el principal componente del alamar
azul (AA) (Rasmussen, 1999; O’Brien et al., 2000). Al ser la RES un producto que
no se encuentra bajo licencia, es mas econémico que el AA y por tanto se vuelve

asequible para laboratorios de escasos recursos econémicos (Palomino et al., 2002;
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Martin et al., 2003). En la siguiente figura se observa la estructura quimica de la

RES y de su forma reducida (resarufina) (Perrot et al., 2003):
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e Microensayo MTT

El MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil bromuro de tetrazolio) es una sal de
color amarillo y soluble en agua. Cuando es reducido por la deshidrogenasa
mitocondrial, se produce una destruccion del anillo tetrazolio, formandose cristales
purpuras insolubles (formazéan), que luego de la solubilizacion pueden medirse por
espectrofotometria y de forma visual (Mosmann, 1983). La produccion de formazan
ha sido empleada como una medida indirecta de la viabilidad celular de
M. tuberculosis luego de la exposicion a las drogas antituberculosas (Gomez-Flores
et al., 1995; Abate et al., 1998; Mshana et al., 1998; De Logu et al., 2001; Sanchez
y Konigsberg, 2006).

La siguiente figura muestra las estructura quimica del MTT y del formazan

(Sanchez y Konigsberg, 2006):
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Algunos autores recomiendan solubilizar el formazdn con una mezcla duodecil
sulfato de sodio (SDS) - acido clorhidrico, isopropanol o una mezcla de SDS -
dimetilformamida (DMF) (Vistica et al., 1991; Abate et al., 1998; Mshana et al.,
1998).
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III. MATERIALES Y METODOS

La investigacion correspondiente al primer objetivo de este trabajo fue realizada en

la Unidad de Micobacterias del Instituto de Medicina Tropical de Amberes en

Bélgica. Para dar respuesta al resto de los objetivos, las investigaciones fueron

realizadas en el LNR-TB-IPK.

Medios de cultivo: Para la realizacion del MP, se empled el medio
Lowenstein-Jensen (LJ) con las drogas antituberculosas afiadidas antes de la
coagulacion (Anexo 1), este mismo medio de cultivo fue utilizado para la
realizacion del MNR conteniendo KNOs a una concentracion de 1 000 pg/mL.
Para la ejecucion de los ensayos colorimétricos y el EAF, se empleo el medio
Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories) (Anexo 2), enriquecido con un 10% de
OADC (4cido oleico-albumina-dextrosa-catalasa) (Difco Laboratories).

Drogas antituberculosas: Se preparé una solucion madre (1 000 pg/mL) para
cada una de las drogas. La INH, la STR y el EMB fueron diluidas en agua
destilada estéril; para diluir la RIF se empled una mezcla de metanol y agua
destilada estéril (1:2) para lograr una mejor disolucion. (Todas las drogas
empleadas fueron suministradas por la casa comercial Sigma-Aldrich, Bornem,

Bélgica).

MTT: Una soluciéon madre de MTT (Sigma, EUA) a una concentracion de
5 mg/mL fue preparada en solucion salina fosfato (PBS) (Anexo 3), fue filtrada
y conservada a 4°C protegida de la luz. Para realizar la solubilizacion del

formazan (cristales de MTT reducidos), se utilizo una mezcla 1:1 de SDS al

20% y DMF al 50%.
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RES: Se prepard una solucion madre de RES (Acros Organic NV, Geel,
Bélgica) al 0,01% en agua destilada estéril y posteriormente, esta se filtrd y

conservo a 4°C protegida de la luz.

Cepas: Se investigaron 572 cepas de M. tuberculosis, 235 fueron recibidas en el
LNR-TB-IPK desde los diferentes laboratorios del pais para la ejecucion del
estudio de vigilancia de la resistencia, 50 pertenecian a la coleccion de la
Unidad de Micobacterias del Instituto de Medicina Tropical de Amberes,
Bélgica y el resto (287), integran la coleccion del LNR-TB-IPK (Anexo 4). En
cada uno de los ensayos realizados se incluyeron las siguientes cepas de
referencia de M. tuberculosis procedentes de la coleccion de cultivos tipo
americana (ATCC): H37Rv (ATCC 27294) sensible a la INH, la STR, el EMB y
la RIF y cepas de M. tuberculosis portadoras de monorresistencia a las drogas
antituberculosas de primera linea: ATCC 35822, ATCC 35820, ATCC 35837 y
ATCC 35838, resistentes a la INH, la STR, el EMB y la RIF, respectivamente.

I11.1. Evaluacion de métodos rapidos para la deteccion de resistencia a la RIF

Se determind la resistencia a la RIF en 20 cepas codificadas de M. tuberculosis que

pertenecian a la coleccion de la Unidad de Micobacterias del Instituto de Medicina

Tropical de Amberes, Bélgica. Los resultados obtenidos mediante el sistema

radiométrico BACTEC-460 y el MP fueron utilizados como referencia para la

interpretacion de los resultados.

II1.1.1. Sistema radiométrico BACTEC-460 (Becton Dickinson, EUA).

Para el estudio de susceptibilidad mediante el sistema radiométrico BACTEC-460

se siguid la metodologia recomendada por Roberts et al., 1983.
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Preparacion de la droga: A partir de la soluciéon madre (1 000 pg/mL) se realizo
una dilucion en agua destilada estéril hasta alcanzar la concentracion de trabajo

(2 pg/mL).

Preparacion del in6culo: Con un asa de 5 mm de diametro, se tomo de un cultivo
de M. tuberculosis en medio LJ de 3-4 semanas de incubacion el mayor nimero de
colonias posible y la biomasa obtenida se coloco en un frasco estéril de 5 cm de
diametro conteniendo en su interior 30 perlas de vidrio (3 mm de didmetro) y 2 6 3
gotas de agua destilada estéril. Posteriormente, con el objetivo de disgregar esta
biomasa, se realizaron movimientos circulares. A continuacion, se agregaron 3 mL
de agua destilada estéril, se agitd y se dejo reposar unos minutos. Una parte del
sobrenadante se recogio y fue empleada para preparar una suspension bacilar con
turbidez similar al tubo 0,5 de la escala de McFarland (1,5 x 10° células/mL) y

seguidamente se realizo una dilucion 1:10 en agua destilada estéril.

Inoculacion: La inoculacion se realizéd en el medio liquido Middlebrook 7H12. En
el caso de los viales controles de crecimiento, este procedimiento se realizo
empleando 0,1 mL del in6culo 1:10. Mientras que, para la inoculacioén de los viales
con la RIF se emple6 0,1mL de una suspension bacteriana equivalente al tubo 0,5 de

la escala de McFarland.

Incubacion: Los viales fueron incubados a 37°C durante 3-13 dias.

Lectura e interpretacion: La lectura se realiz6 diariamente, a partir del tercer dia,
hasta que el vial de control del crecimiento alcanzé un valor de indice de
crecimiento superior a 30, o el de la RIF un valor de 999. Diariamente, se calculo la
diferencia de indice de crecimiento con la del dia anterior. Se defini6 la cepa como
sensible si el valor de indice de crecimiento obtenido en el vial control de
crecimiento fue mayor que el obtenido en el vial con la RIF; de lo contrario la cepa

se definid como resistente.
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I11.1.2. Tubo indicador de crecimiento para micobacterias (Becton Dickinson,
EUA)

La aplicacion del MGIT se realizd siguiendo la metodologia recomendada por

Palomino et al., 1999.

Preparacion de la droga: A partir de la solucion madre (1 000 pg/mL) se realizo
una dilucion en agua destilada estéril hasta alcanzar la concentracion de trabajo

(1 pg/mL).

Preparacion del indculo: El indculo se preparé en PBS, siguiendo la metodologia
descrita en III.1.1. Una vez obtenida la suspension bacteriana con una turbidez

similar al tubo 0,5 de la escala de McFarland, se realiz6 una dilucion 1:5 en PBS.

Inoculacion de los tubos: A cada uno de los tubos se les afiadié 0,5 mL de OADC

y seguidamente fueron inoculados con 0,5 mL del in6culo diluido 1:5.

Incubacion: Se incubaron los tubos a 37°C durante 3-13 dias.

Lectura e interpretacion: La lectura se realizo diariamente colocando los tubos en
un transiluminador de luz ultravioleta (A=365 nm). Una vez detectada la
fluorescencia en el tubo control de crecimiento, durante los dos dias siguientes, se
verifico la fluorescencia en el tubo con la RIF y si no se observo, la cepa se defini6

como sensible, de lo contrario fue definida como resistente.

I11.1.3. INNOLiPA_Rif.TB (Innogenetics NV, Bélgica)

Se empleo el sistema INNOLiPA_ Rif.TB para detectar mutaciones en el gen rpoB

siguiendo la metodologia descrita por Rossau et al., 1997.
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Extraccion del ADN: Se recogio una asada de biomasa de M. tuberculosis a partir
de un cultivo de 3-4 semanas en medio LJ. Esta biomasa fue resuspendida en
400 pL de buffer TE (Anexo 5) y fue calentada a 95°C durante 5 minutos,
seguidamente fue centrifugada a 3 000 g y 2 pL del sobrenadante fueron

transferidos a la mezcla de RCP.

Amplificacion de la region de 81pb: La mezcla de amplificacion estuvo formada
por los primers marcados con biotina (25 pmol), 5 uL de buffer 10X, 3 pL de
MgCl,, 1 pL de deoxinucleotidos trifosfato (ANTP, 10 mM) y 1U de Taq
polimerasa por mezcla de reaccion en un volumen final de 50 pL. La reaccion de
amplificacion se efectud durante 40 ciclos bajo las condiciones que se muestran en

la siguiente tabla:

Etapas Temperatura Tiempo Cantidad de ciclos
Incubacion 95°C 1 minuto /
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos ) )
Repetir el ciclo
Hibridacion 62°C 30 segundos
) 40 veces
Extension 72°C 30 segundos
Extension Final 72°C 5 minutos /

El producto amplificado se verifico mediante una electroforesis submarina en gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio (0,5 pg/mL). Se utiliz6 el marcador de
peso molecular de 50 pb DNA Step Ladder, y se empleé Orange G como colorante
para la corrida electroforética que se realizo a 70 volts en buffer Tris Borato EDTA

(acido etilendiaminotetraacético) al 0,5X.

Desnaturalizacion e hibridacion: El producto de RCP fue desnaturalizado e
hibridado a una membrana de nitrocelulosa que contenia 10 oligonucledtidos

inmovilizados.
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Revelado del ensayo: Para verificar la presencia de hibridacion se afiadio el
conjugado formado por estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina y
seguidamente se afadid el sustrato cromogeno NBT/BCIP (nitroazul de
tetrazolio/fosfato dipotasico de 5-bromo-4cloro-3-indol) el cual al ser degradado por
la enzima permiti6 la formacion de un precipitado purpura en cada una de las

bandas donde ocurrio la hibridacion.

Lectura e interpretacion: Debe tenerse en cuenta que solo ocurre la formacion del
precipitado cuando se produce una perfecta hibridacion entre el oligonucleotido
inmovilizado y el producto de RCP marcado. El ensayo se consider6 valido cuando
se visualizaron en las tiras, las bandas para el control del conjugado y la banda
especifica para el complejo TB. La presencia de hibridacion con los
5 oligonucleotidos de sensibilidad indicoé ausencia de mutaciones en el gen rpoB y
la cepa se considerd sensible a la RIF. La ausencia de una de las bandas de
sensibilidad o la presencia de una banda de resistencia indicd que la cepa contenia

mutaciones en el gen rpoB y por tanto se considerd resistente a la RIF.

El siguiente esquema muestra la distribucion de los diferentes oligonucledtidos en la

membrana de nitrocelulosa:

Linea de Marca

Control Conjugado

Complejo TB

3 Marcadores de Sensibilidad

R2
R4a ) )
R4b Marcadores de Resistencia

RS
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1I1.1.4. Método de la nitrato reductasa

Para la realizacion del MNR se sigui6 la metodologia descrita por Angeby et al.,

(2002).

Preparacion del indculo: El indculo se prepar6 en PBS, siguiendo la metodologia
descrita en III.1.1. Una vez obtenida una suspension bacteriana con turbidez similar

al tubo 1 de la escala de McFarland, se realiz6 una dilucion 1:10 en PBS.

Inoculacion de los tubos: Se inocularon 3 tubos de medio control LJ + KNOs con
200 pL de la dilucion 1:10 de la suspension de M. tuberculosis ajustada segun la
turbidez del tubo 1 de la escala de McFarland. Los tubos con RIF (concentracion
critica de 40 pg/mL) se inocularon con 200 pL de la suspension bacteriana con

turbidez similar al tubo 1 de la escala de McFarland.

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

14 dias).

Revelado del ensayo: Al séptimo dia de incubacion se reveld uno de los tubos
control de crecimiento, afiadiéndole 500 puL de la mezcla reveladora que estuvo
formada por: 1 volumen (HCI al 50%) + 2 volimenes (sulfanilamida al 0,2%) +
2 volumenes (N-1-naftil etilendiamina dihidroclorhidrato al 0,1%). La formacion de
un compuesto de color rosado indico la viabilidad de M. tuberculosis y por tanto se
revelo el tubo con RIF, de lo contrario los tubos fueron reincubados y el revelado
del tubo con droga se efectud el dia 10 6 14 en dependencia del cambio de color en

el tubo control de crecimiento.
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Lectura e interpretacion: La cepa se considerd sensible cuando no se desarrolld
color en el tubo con RIF o si el color en el tubo con droga fue mas débil que en el

tubo control de crecimiento, de lo contrario se considero resistente.

I11.1.5. Ensayos colorimétricos.

Para la realizacion de los ensayos colorimétricos MTT y RES se siguieron los
mismos procedimientos. Se utilizé como referencia las metodologias descritas por

Abate et al., (1998) y Palomino et al., (2002), respectivamente.

Preparacion de la droga: A partir de la solucion madre (1 000 pg/mL) se realizo
una dilucién en medio Middlebrook 7H9 estéril hasta alcanzar la concentracion de

trabajo (8 pg/mL).

Preparacion del indéculo: El indculo se prepar6 en medio Middlebrook 7H9
siguiendo la metodologia descrita en IIl.1.1. Una vez obtenida una suspension
bacteriana con turbidez similar al tubo 1 de la escala de McFarland, se realizé una
dilucion 1:20 en medio Middlebrook 7H9 la cual fue empleada para la ejecucion de

los ensayos colorimétricos.

Montaje de la placa: Se emplearon placas de poliestireno de 96 pocillos con fondo
plano y tapas. Fue posible estudiar dos cepas en duplicado en cada una de ellas y de

esta forma se efectud el revelado empleando simultaneamente el MTT y la RES.

e Se depositaron 200 pL. de agua destilada estéril en todos los pocillos de la
periferia de la placa. Seguidamente se adicionaron 100 pL de medio
Middlebrook 7H9 + OADC al resto de los pocillos con excepcion de las

columnas 6y 7.
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e Se anadieron 100 pL de la dilucion de trabajo de la RIF (8 pg/mL) en los
pocillos B2, B4, B8 y B10 y se realizaron diluciones dobles seriadas hasta la fila
G desechando los 100 pL finales. De esta forma la droga quedd en un rango de
concentracion de 4-0,125 pg/mL.

e Seguidamente fueron adicionados 100 pL del indculo en todos los pocillos con
excepcion de los pocillos marcados como CM (control de esterilidad del medio),
que recibieron 100 pL mas de medio Middlebrook 7H9 + OADC. De esta forma
todos los pocillos alcanzaron un volumen de 200 puL y la droga quedd en el

rango de concentracion de trabajo (2-0,062 pg/mL).

Incubacion: Las placas fueron colocadas en bolsas plésticas, selladas e incubadas

durante 7-15 dias a 37°C.

El siguiente esquema muestra la distribucion de la placa empleada para los ensayos
colorimétricos MTT y RES durante la evaluacion de la actividad antituberculosa de

la RIF.

Cepa 1l Cepa 2
RIF RIF RIF RIF
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B CM CM CM CM
C CcC7 cC7 CcC7 cC7
D CC9 CC9 CC9 CC9
E CC11 CC11 CC11 CC11
F CC13 CC13 CC13 CC13
G CC15 CC15 CC15 CC15
H

Leyenda:

1 Pocillos con agua destilada estéril
CM: Control de esterilidad del medio
CC7-CC15: Control de crecimiento para los dias 7,9, 11, 13 y 15.
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Revelado del ensayo

El revelado del primer pocillo control de crecimiento (CC7) se efectud al séptimo
dia de incubacién. El cambio de color de azul a rosado de la RES y el cambio de
color de amarillo a violeta del MTT, indicé la viabilidad de M. tuberculosis y por
consiguiente se procedié a revelar los pocillos con droga. De no ocurrir cambio de
color en el pocillo CC7, las placas fueron reincubadas. El cambio de color en los
pocillos CC7 al CC15 indica el momento en que se deben revelar los pocillos con

droga.

e RES: Se afiadieron 30 pL de RES en uno de los pocillos control de crecimiento
y se incubaron las placas 24 horas.

e MTT: Se anadieron 10 pL de MTT en uno de los pocillos control de
crecimiento y se incubaron las placas 24 horas. Si ocurrié formacion de un
precipitado violeta, se adicionaron 50 pL del buffer de solubilizacién

(SDS/DMF).

Lectura e interpretacion de los resultados: La lectura se realizd de manera visual
pasadas las 24 horas de anadidos los indicadores de oxidacion-reduccion.
La CMI se defini6 como la menor concentraciéon de la droga donde no ocurri6

cambio de color.

I11.1.6. Método de las proporciones

Para realizar el MP se emple6 la metodologia descrita por Canetti et al., (1969).

Preparacion del indculo: El indculo se prepard en agua destilada estéril, siguiendo
la metodologia descrita en III.1.1. Una vez obtenida una suspension bacteriana con
turbidez similar al tubo 0,5 de la escala de McFarland, se tom6 1 mL de esta
suspension y se realizaron diluciones decimales seriadas desde 10™' hasta 10, en

tubos que contenian 9 mL de agua destilada estéril.
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Inoculacion de los tubos: Se afiadieron 200 pL de las suspensiones bacterianas
107 y 10” a 2 tubos de medio control y a un tubo con RIF (concentracién critica de

40 pg/mL).

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

(28 y 42 dias).

Lectura e interpretacién: Una primera lectura se realizd a los 28 dias, esta fue
definitiva solo para aquellas cepas que evidenciaron resistencia. La lectura final se
realizd a los 42 dias, escogiendo la dilucién en la cual aparecieron colonias
contables (menos de 100). La media de la suma de la cantidad de colonias contadas
en los tubos sin droga indic6 la cantidad de bacilos inoculados en todos los tubos.
Seguidamente se contaron la cantidad de colonias crecidas en los tubos con RIF y se
calculo la proporcion de bacilos resistentes que existia en cada cepa, para lo cual se

empleo la siguiente formula:

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

Media del numero de colonias en los 2 tubos sin droga (control)
La proporcion obtenida se compard con la proporcion critica establecida para la RIF
(1%). Por debajo de esta proporcion la cepa se considero sensible y si la proporcion
fue igual o superior se considero resistente.

II1.2. Aplicacion del EAF para la deteccion de resistencia a la RIF

Se estudiaron 102 cepas de M. tuberculosis pertenecientes a la coleccion del

LNR-TB-IPK. Para la realizacion del EAF se sigui6 la metodologia descrita en el
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afio 2000 por McNerney et al. E1 MP se emple6 como referencia para el analisis de

los resultados y se siguid la metodologia descrita en I11.1.6.

Preparacion de la droga: A partir de la solucion madre (1 000 pg/mL) se realizo
una diluciéon en medio Middlebrook 7H9 + 1 mM CaCl, + 10% OADC hasta

alcanzar la concentracion de trabajo (20 pg/mL).

Preparacion del indculo: El in6culo se prepard6 en medio Middlebrook 7H9 +
I mM CaCl, + 10% OADC siguiendo la metodologia descrita en III.1.1. Fue
empleada en el ensayo una suspension bacteriana con turbidez similar al tubo 1 de

la escala de McFarland.

Ensayo de susceptibilidad: Se colocaron en un vial 75 pL de la RIF a una
concentracion de 20 pg/mL y seguidamente se afiadieron 75 puL de la suspension

bacteriana, de esta forma la droga quedod a una concentracion de 10 pg/mL.

Durante la evaluacion de cada cepa fue incluido un vial control de crecimiento en el
cual fueron depositados 75 pL de medio Middlebrook 7H9 + 1 mM CaCl, + 10%
OADC y 75 pL de la suspension bacteriana.

Incubacion: Los viales fueron incubados durante 24 horas a 37°C.

Amplificacion del fago: Pasadas las 24 horas de incubacion se afiadié 50 pL de una
suspension del micobacteriofago D29 (Anexo 6) a una concentracion de
10 Unidades Formadoras de Placas (UFP)/mL en medio Middlebrook 7H9 +

1 mM CaClz .

Incubacion: Los viales fueron incubados durante 60-90 minutos a 37°C.
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Inactivacion de los fagos exdgenos: Se afiadieron, a cada vial, 100 uL de sulfato

de hierro amoniacal (SHA) 30mM y seguidamente se procedio a revelar el ensayo.

Revelado del ensayo: Se colocaron 10 pL de la muestra con RIF y de la muestra

control de crecimiento en la superficie de una placa indicadora (Anexo 7).

Incubacion: Las placas indicadoras fueron incubadas durante toda la noche a

37°C.

Interpretacion de los resultados: Se observo la aparicion de zonas claras (placas
de lisis) en la superficie de la placa indicadora. Si hubo lisis en la muestra control
de crecimiento y en la muestra con RIF la cepa se considero resistente; si solamente
hubo formacion de lisis en el control de crecimiento, la cepa se reportd como

sensible.

Analisis de los resultados: Los resultados fueron incorporados a tablas de doble
entrada y se calcularon los valores de sensibilidad, especificidad y coeficiente de

concordancia, tomando como referencia los resultados del MP (Anexo 8).

II1.3. Evaluacion del MNR y los ensayos colorimétricos (MTT y resazurina)

para la deteccion de resistencia a las drogas antituberculosas de primera linea.

Se estudiaron 100 cepas de M. tuberculosis pertenecientes a la coleccion del
LNR-TB-IPK. Para la realizaciéon del MNR y los ensayos colorimétricos se siguio la
metodologia descrita en I11.1.4 y IIL.1.5., respectivamente. El MP se emple6 como
referencia para el analisis de los resultados y se siguié la metodologia descrita en

I11.1.6.

A continuacion se muestran las concentraciones de las drogas empleadas en cada

uno de los métodos:
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Drogas MP / MNR ensayos colo(liiglaéstll’;f(();S)MTT / RES
antituberculosas ng/mL ng/mL
INH 0,2 1-0,031
STR 4 8-0,25
EMB 2 16-0,5
RIF 40 2-0,062

En cada placa de 96 pocillos fue evaluada una cepa de M. tuberculosis en

duplicado. Una réplica fue utilizada para el revelado con MTT y la otra se revelo

con RES.

El siguiente esquema muestra la distribucion de la placa empleada para los ensayos

colorimétricos MTT y RES durante la evaluacion de las cuatro drogas

antituberculosas de primera linea:

Cepa 1l
INH STR EMB RIF INH STR EMB RIF
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B CM CM
C cc7 cc7
D CC9Y CC9Y
E ccC11 ccC11
F CcC13 cC13
G CC15 CC15
H

Leyenda:

[ Tpocillos con agua destilada estéril

CM: Control de esterilidad del medio

CC7-CC15: Control de crecimiento para los dias 7,9, 11, 13 y 15.




III. MATERIALES Y METODOS 54

Analisis estadistico de los resultados: El procesamiento de los resultados se
realizd mediante el programa estadistico MedCalc para Windows, version 8.1.0.0
(MedCalc Software, Mariakerke, Bélgica) con el cual se construyo la curva de las
caracteristicas operativas para el receptor (ROC) para cada droga, empleando como
referencia los resultados obtenidos mediante el MP. Se determinaron los puntos de
corte de cada una de las drogas para los ensayos colorimétricos y se determinaron

los valores de sensibilidad, especificidad y coeficiente de concordancia.

II1.4. Utilizacion del método de la nitrato reductasa para la vigilancia de la

resistencia de M. tuberculosis.

Se estudiaron 320 cepas de M. tuberculosis, 235 de las cuales fueron recibidas en el
LNR-TB-IPK para la ejecucion del estudio de vigilancia de la resistencia en el
periodo comprendido entre septiembre/2004 hasta julio/2005, el resto pertenecen a

la coleccidn de dicho laboratorio.

Para la realizacion del MNR y el MP se emplearon las metodologias descritas en
II1.1.4. y IIL.1.6., respectivamente. Las drogas fueron empleadas a las mismas

concentraciones que aparecen referidas en IIL.3.

Analisis estadistico de los resultados: Fueron calculados los valores de
sensibilidad, especificidad y coeficiente de concordancia utilizando como referencia

los resultados del MP (Anexo 8).

IIL.5. Participacion en un proceso de garantia de la calidad de los ensayos

colorimétricos y el MNR.

Se estudiaron 30 cepas codificadas de M. tuberculosis recibidas en el LNR-TB-IPK
como parte de un estudio multicéntrico internacional. Las cepas procedian de la

Unidad de Micobacterias del Instituto de Medicina Tropical de Amberes, Bélgica.
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Una vez obtenidos los resultados fueron enviados a dicho laboratorio para verificar

la coincidencia de los mismos.

Para realizar el MNR, los ensayos colorimétricos y el MP, se siguieron las
metodologias descritas en I11.1.4, II1.1.5 y I1L.1.6., respectivamente. Se emplearon
las 4 drogas antituberculosas de primera linea (INH, STR, EMB y RIF) a las

mismas concentraciones que aparecen referidas en I11.3.

Analisis estadistico de los resultados: Fueron calculados los valores de
sensibilidad, especificidad y coeficiente de concordancia, tomando como referencia

los resultados del MP (Anexo 8).
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IV. RESULTADOS
IV.1. Evaluacion de métodos rapidos para la deteccion de resistencia a la RIF
En la tabla 1 se muestran los resultados para las 20 cepas estudiadas. Se obtuvo una
concordancia total al comparar cada método con las técnicas de referencia (MP y

sistema radiométrico BACTEC-460).

Tabla 1. Resultados de las 20 cepas de M. tuberculosis evaluadas para detectar

resistencia a la RIF

INNOLipa_Rif.TB CMI (ng/mL)
Cepas MP BACTEC MGIT MNR Patron Resultado MTT RES
ITM-1 R R R R R2 R >2 >2
ITM-2 S S S S WT S <0,062 <0,062
ITM-3 S S S S WT S <0,062 <0,062
ITM-4 R R R R R5 R >2 >2
ITM-5 S S S S WT S <0,062  <0,062
ITM-6 R R R R AS1 R >2 >2
ITM-7 R R R R R2 R >2 >2
ITM-8 S S S S WT S <0,062 <0,062
ITM-9 S S S S WT S <0,062  <0,062
ITM-10 R R R R R5 R >2 >2
ITM-11 R R R R R2 R >2 >2
ITM-12 S S S S WT S <0,062  <0,062
ITM-13 S S S S WT S <0,062 <0,062
ITM-14 R R R R R5 R >2 >2
ITM-15 S S S S WT S <0,062 <0,062
ITM-16 R R R R AS1 R >2 >2
ITM-17 R R R R R2 R 1 >2
ITM-18 S S S S WT S <0,062  <0,062
ITM-19 S S S S WT S <0,062 <0,062
ITM-20 R R R R R5 R >2 >2
Tiempo e o 613 413 714 1-2 8-13
(dias)

WT: tipo salvaje

R2 — Asp-516-Val

R5 — Ser-531-Leu;

AS1: mutacion en la region 1 (L511P; L511R; S512T; Q513L; Q513K).
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Se definieron 10 cepas como sensibles y 10 como resistentes. Los resultados de la
mayoria de los métodos evaluados se obtuvieron en un periodo entre 4-14 dias, a
diferencia del MP que requirié de 28-42 dias de incubacion para la interpretacion de
los mismos. EI INNOLipa_ Rif.TB, fue una excepcion, los resultados se obtuvieron

a las 48 horas.

En la figura 1 se muestran los resultados para dos de las cepas evaluadas mediante

el MGIT. En la cepa resistente se observa fluorescencia (color rosado) en el tubo

control de crecimiento y en el tubo con RIF.

S
=}
=
S
O

RIF
Control
RIF

CepaITM-1 ¥
Resistente a la RIF 1B _

Cepa ITM-2
Sensible a la RIF

Figura 1. Resultados para las cepas ITM-1 e ITM-2, resistente y sensible a la RIF,

respectivamente, mediante el MGIT

Los resultados para el MNR estuvieron disponibles en un tiempo promedio de
10 dias. En la figura 2 se muestran resultados para una cepa sensible y otra
resistente, observandose en la cepa resistente un cambio de color mas intenso en el

tubo con RIF que en el tubo control de crecimiento.
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Cepa ITM-7 |5,
Resistente a la RIF

; Cepa ITM-8
(WL AN JW Sosible a la RIF

Figura 2. Resultados del MNR para las cepas ITM-7 (A) e ITM-8 (B), resistente y

sensible, respectivamente a la RIF

En la figura 3 se muestran resultados para los microensayos colorimétricos. Los
resultados estuvieron disponibles entre los 8-13 dias. Para las 10 cepas sensibles la
CMI de la RIF fue < 0,062 pg/mL. En 9 de las 10 cepas resistentes, la CMI fue
> 2 ug/mL por los dos ensayos colorimétricos; en una de las resistentes la CMI fue
de 1 pg/mL solo por el ensayo con MTT mientras que con el ensayo con RES la

CMI fue > 2 pg/mL.

Cepa ITM-2
| Sensible a la RIF
| CMI < 0,062 pg/mL

Resistente a la RIF \
CMI>2 pg/mL| .

MTT RES MTT RES

Figura 3. Resultados de los ensayos colorimétricos MTT y RES para las cepas

ITM-14 e ITM-15, resistente y sensible a la RIF, respectivamente
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La aplicacion del INNOLiPA_Rif.TB permiti6 verificar la presencia de mutaciones
en la region de 81 pb del gen rpoB de las cepas resistentes. En la figura 4 se
muestran los resultados para 10 de las cepas estudiadas. Los patrones de resistencia
encontrados fueron R2 (Asp-516-Val) para las cepas ITM-1, ITM-7, ITM-11 ¢

ITM-17, RS (Ser-531-Leu) para las cepas ITM-4, ITM-10, ITM-14 e ITM-20 y AS1
para las cepas ITM-6 e ITM-16.
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Figura 4. Resultados del INNOLiPA Rif.TB para 10 de las cepas estudiadas
(ITM-1-ITM-10). Sensibles: ITM-2, ITM-3, ITM-5, ITM-8 ¢ ITM-9. Resistentes:
ITM-1, ITM-4, ITM-6, ITM-78 ¢ ITM-10

IV.2. Aplicacion del EAF para la deteccion de resistencia a la RIF

Los resultados del EAF estuvieron disponibles a las 48 horas de incubacion. La

figura 5 muestra los resultados para cuatro de las cepas evaluadas.
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Control RIF

RIF Control

RIF Control

Control RIF

Figura 5. Resultados obtenidos mediante el EAF para las cepas 26 y 27, resistentes

a la RIF y para las cepas 25 y 28, sensibles a la RIF

Solo se obtuvo un resultado discordante, alcanzando el EAF una sensibilidad del
97,8% y una especificidad del 100% y una concordancia total con el MP del
99,01%. En la tabla 2 aparecen los resultados obtenidos mediante el EAF y el MP.

Tabla 2. Resultados obtenidos para las 102 cepas de M. tuberculosis evaluadas
mediante el EAF

MP MP

(resistente) (sensible) Total
EAF (resistente) 44 0 44
EAF (sensible) 1 57 58

Total 45 57 102
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IV.3. Evaluacion del MNR y los ensayos colorimétricos (MTT y resazurina)

para la deteccion de resistencia a las drogas antituberculosas de primera linea.

La aplicacion de los ensayos colorimétricos y el MNR permitid verificar la utilidad
de las nuevas técnicas para la deteccion rapida (7-14 dias) de resistencia a las drogas
antituberculosas de primera linea. En las figuras 6 y 7 se muestran resultados del
MNR para una cepa sensible a las cuatro drogas evaluadas y una cepa resistente a la

RIF, respectivamente.

Control  INH STR EMB RIF

Figura 6. Resultados del MNR para una cepa sensible a las 4 drogas

antituberculosas de primera linea

Control INH STR EMB RIF

=) - o e = T —;

- — F — * w—

Figura 7. Resultados del MNR para una sensible a la INH, la STR y el EMB y

resistente a la RIF



IV.RESULTADOS 63

En la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos mediante el MNR y el MP. Para
la INH, 43 cepas fueron resistentes y 55 sensibles por ambos métodos; se
obtuvieron para esta droga dos resultados falsos negativos. Para la STR 45 cepas
fueron resistentes y 51 sensibles por ambos métodos; se obtuvieron 4 resultados
discordantes, uno falso positivo y 3 falsos negativos. Con el EMB se encontraron 17
y 82 cepas resistentes y sensibles por ambos métodos, respectivamente; para esta
droga se obtuvo un resultado falso positivo. La RIF fue la tnica droga para la cual

hubo una perfecta correlacion entre los dos métodos.

Tabla 3. Resultados de la susceptibilidad mediante el MNR

Método de las Proporciones

INH STR EMB RIF
MNR
R S R S R S R S
R 43 0 45 1 17 1 37 0
S 2 55 3 51 0 82 0 63
Total 45 55 48 52 17 83 37 63

Mediante el MNR la sensibilidad fue 95,6% para la INH, 93,7% para la STR y
100% para el EMB y la RIF. Para la INH y la RIF se alcanzaron valores de
especificidad del 100%, mientras que este parametro fue del 98,0% y 98,7% para la
STR y el EMB, respectivamente. La concordancia global alcanzada fue del 98,2%.

En la figura 8 se muestran resultados de los ensayos colorimétricos para una cepa
resistente a la INH y a la RIF. Los valores de CMI obtenidos para esta cepa fueron
iguales por ambos métodos: 1pg/mL para la INH, 1 pg/mL para la STR, <1 pg/mL
para el EMB y > 2 pg/mL para la RIF.
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Figura 8. Resultados de los ensayos colorimétricos MTT y RES para una cepa

sensible a la STR y el EMB y resistente a la INH y la RIF

La figura 9 muestra las curvas ROC para cada una de las drogas evaluadas. Los
puntos de corte obtenidos fueron > 0,25 pg/mL, > 1 pg/mL, > 4 pg/mL y
> 0,25 pg/mL para la INH, la STR, el EMB y la RIF, respectivamente. Los valores
de area bajo la curva (ABC) obtenidos para el microensayo MTT fueron de 0,998,
0,973, 0,68 y 1, mientras que para el microensayo RES fueron 0,991, 0,976, 0,832 y
0,992 para la INH, la STR, el EMB y la RIF, respectivamente, sin diferencias
estadisticamente significativas entre ambos métodos para una p > 0,05, con un

intervalo de confianza del 95,0%.
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Figura 9. Curvas ROC para los microensayos MTT y RES. (A) INH, (B) STR,
(C) EMB, (D) RIF

La figura 10 muestra la correlacion entre los valores de CMI obtenidos mediante el
microensayo MTT y los resultados obtenidos con el MP. Este diagrama de puntos
permite establecer el punto de corte y distinguir los resultados sensibles y resistentes

obtenidos mediante el ensayo colorimétrico.



CMI (ug/mL)

CMI (ng/mL)

IV. RESULTADOS 66

A MTT_INH

10 e ——

08

08

04

021

SERRERR RN RN R ERR RN AR
L T L LT T T T

00

Sensibles Resistentes

Método de las Proporciones

C MTT_EMB

1B e BRae e

Sensibles Resistentes

Método de las Proporciones

>0,25

>4

CMI (pg/mL)

CMI (pg/mL)

20

056

0.0

MTT_STR
>1
Sensibles Resistentes
Método de las Proporciones
MTT_RIF
>0,25
Sensibles Resistentes

Método de las Proporciones

Figura 10. Disposicién de los resultados de susceptibilidad de las 100 cepas de

M. tuberculosis estudiadas mediante el microensayo MTT y el MP. (A) INH,

(B) STR, (C) EMB, (D) RIF

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos mediante el microensayo MTT.

Para la INH 45 cepas fueron resistentes y 53 sensibles por ambos métodos; se
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obtuvieron dos resultados falsos positivos. Con la STR se obtuvieron 10 resultados
discordantes, 6 de ellos falsos positivos y 4 falsos negativos. Para el EMB 24 cepas
fueron resistentes mediante el MTT y sensibles mediante la técnica de
referencia, para esta droga se encontrd un resultado falso negativo. La RIF fue la

unica droga para la cual no se encontraron resultados discordantes.

Tabla 4. Resultados de la susceptibilidad mediante el microensayo MTT

Método de las Proporciones

INH STR EMB RIF
MTT
R S R S R S R S
R 45 2 44 6 16 24 37 0
S 0 353 4 46 1 59 0 63
Total 45 55 48 52 17 83 37 63

Para el microensayo MTT la sensibilidad alcanzada fue del 100% para la INH y la
RIF, 91,7% para la STR y 94,1% para el EMB. La especificidad fue del 96,4%,
88,5%, 71,1% y 100% para la INH, la STR, el EMB y la RIF, respectivamente. La

concordancia total alcanzada fue del 90,7%.

La figura 11 muestra la correlacion entre los valores de CMI obtenidos mediante el
microensayo RES y los resultados obtenidos con el MP. Este diagrama de puntos
permite establecer el punto de corte y distinguir los resultados sensibles y resistentes

obtenidos mediante el ensayo colorimétrico.
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Figura 11. Disposicion de los resultados de susceptibilidad de las 100 cepas de

M. tuberculosis estudiadas mediante el microensayo RES y el MP. (A) INH,

(B) STR, (C) EMB, (D) RIF

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos mediante el microensayo con

RES. Para la INH hubo 45 cepas resistentes y 53 sensibles mediante ambos

métodos, 2 cepas fueron definidas como resistentes mediante el microensayo con



IV. RESULTADOS 69

RES siendo sensibles por el MP. Para la STR hubo 9 resultados discordantes,
6 falsos positivos y 3 falsos negativos. Con el EMB, 16 y 48 cepas fueron definidas
como resistentes y sensibles por ambos métodos, respectivamente; con esta
droga hubo 35 resultados falsos positivos y uno falso negativo. Para la
RIF, 99 cepas mostraron resultados concordantes entre los dos métodos, s6lo una

cepa mostrd un resultado discordante al ser resistente mediante el microensayo

RES.

Tabla 5. Resultados de la susceptibilidad mediante el microensayo RES

Método de las Proporciones

INH STR EMB RIF
RES
R S R S R S R S
R 45 2 45 6 16 35 37 1
S 0 33 3 46 I 48 0 62
Total 45 55 48 52 17 83 37 63

Para el microensayo RES la sensibilidad fue del 100% para la INH y la RIF, 93,8%
para la STR y 94,1% para el EMB. Los valores de especificidad alcanzados fueron
96,4%, 88,5%, 57,8% y 98,4% para la INH, la STR, el EMB y la RIF,

respectivamente. La concordancia global alcanzada fue del 88,2%.

IV.4. Utilizacion del método de la nitrato reductasa para la vigilancia de la

resistencia de M. tuberculosis.

Los resultados de la aplicacion del MNR en 320 cepas de M. tuberculosis se
muestran en la tabla 6. Para la INH, 55 cepas fueron resistentes y 260 sensibles
tanto por el MP como por el MNR, 5 cepas mostraron resultados falsos negativos
para esta droga. Para la STR, 83 cepas fueron correctamente identificadas como

resistentes y 232 como sensibles por ambos métodos, 5 cepas mostraron resultados
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discordantes (tres falsos negativos y dos falsos positivos). Para el EMB, 22 cepas
fueron resistentes por los dos métodos y 295 fueron correctamente identificadas
como susceptibles por el MNR; tres cepas fueron erroneamente identificadas como
sensibles para esta droga por el MNR. Para la RIF, 46 de las 49 cepas resistentes y

todas las cepas sensibles fueron identificadas correctamente por el MNR.

Tabla 6. Resultados obtenidos para las 320 cepas de M. tuberculosis evaluadas
mediante el MNR

MP Sensibilidad Especificidad Concordancia

Drogas MNR ﬁ (%) (%) (%)

mg R 5 0 91.6 100 98,4
S 5 260

sTR, R 83 2 96.5 99,1 08 4
S 3 23

gMp R 220 88.0 100 99,1
S 3 295

Rl R 40 93.8 100 99,1
S 3 271

La sensibilidad alcanzada mediante el MNR fue 91,6%, 96,5%, 88,0% y 93,8% para
la INH, la STR, el EMB y la RIF, respectivamente. La especificidad fue > 99,1%

para todas las drogas. La concordancia total alcanzada con relacion al MP fue del

98,8%.

IV.S. Participacion en un proceso de garantia de la calidad de los ensayos

colorimétricos y el MNR.

Los resultados obtenidos por el LNR-TB-IPK durante la ejecucion de los ensayos
colorimétricos y el MNR, como parte del estudio multicéntrico internacional,

estuvieron disponibles en periodo de 7-14 dias y se muestran en la tabla 7.
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Con el MNR 1la sensibilidad fue 91,7% para la INH y 83,3% para la STR debido a
uno y tres resultados falsos negativos, respectivamente; para el EMB y la RIF se
alcanzé una sensibilidad del 100%. La especificidad fue del 100% para la STR, el
EMB vy la RIF, la INH mostr6 una especificidad del 94,4% debido a un resultado

falso positivo.

Después de analizar los resultados obtenidos mediante los ensayos colorimétricos,
la sensibilidad fue del 100% para todas las drogas. Con excepcion de la STR, para
la cual se obtuvo una especificidad del 83,3% debido a tres resultados falsos
positivos, el resto de las drogas mostraron una especificidad del 100%. El

LNR-TB-IPK no obtuvo resultados discordantes al aplicar el método de referencia.

Tabla 7. Parametros estadisticos obtenidos en el estudio multicéntrico

Sensibilidad (%) Especificidad (%)
MNR MTT RES MNR MTT RES
INH 91,7 100 100 94,4 100 100
STR 83,3 100 100 100 83,3 83,3
EMB 100 100 100 100 100 100
RIF 100 100 100 100 100 100

Las cepas de referencia utilizadas como controles en cada uno de los objetivos de
esta tesis mostraron los patrones de susceptibilidad / resistencia conocidos, de esta
forma se garantizo la calidad de los medios de cultivos y procedimientos técnicos

empleados.
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V. DISCUSION

La TB constituye un grave problema de salud publica a nivel mundial y es
considerada a las puertas del nuevo milenio la enfermedad infecciosa humana mas
frecuente y su agente causal, el patdgeno que mayor niimero de muertes produce
anualmente (8 millones de nuevos casos y 2 millones de muertes) (Musa et al.,
2005; Palomino, 2005; Pai et al., 2006"). Desde el descubrimiento de las drogas
antituberculosas el pasado siglo, ha ocurrido una significativa reduccion de la
morbimortalidad asociada a M. tuberculosis. No obstante, la aparicion y
diseminacion de cepas resistentes a las drogas antituberculosas de primera linea,
hacen que los beneficios obtenidos se encuentren comprometidos actualmente (Aziz

y Wright, 2005).

Se estima que la tercera parte de la poblacion mundial estd infectada por
M. tuberculosis y aunque muchos paises disponen de programas de control y han
adoptado la estrategia DOTS como pilar en el control de esta enfermedad, cerca de
50 millones de personas estan infectadas con cepas MDR. El incremento de los casos
de TB producidos por cepas con estas caracteristicas se convierte en una situacion
preocupante, debido a lo complejo, prolongado y costoso que se vuelve el

tratamiento (World Health Organization, 2004; Aziz 'y Wright, 2005).

La resistencia de M. tuberculosis a las drogas antituberculosas, ha emergido como
resultado de inapropiados tratamientos que han favorecido la multiplicacion
selectiva de células resistentes. Tasas elevadas de TB causada por cepas MDR son
cada dia mas frecuentes en diversas regiones del mundo, no solamente entre
pacientes previamente tratados, debido a un mal manejo de los casos, sino ademas
entre casos nuevos debido a la transmision de este fendmeno en la comunidad
(World Health Organization, 2004). Esta situacion ha generado una urgente
demanda de nuevas pruebas de susceptibilidad para llevar a cabo la vigilancia de la

resistencia y la orientacion de tratamientos adecuados (Kim, 2005).
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La frecuencia de mutantes resistentes y sus niveles de resistencia, varian en
dependencia de la droga y de los genes mutados, cuya expresion fenotipica incluira:
alteraciones en sitio de accion de la droga, pérdida de las enzimas que producen la
activacion de la misma y cambios en la permeabilidad de la pared (Coll, 2003; Kim,

2005; De Rossi et al., 2006).

Los métodos para el estudio de la susceptibilidad in vitro juegan un papel
primordial en el monitoreo de la resistencia de las cepas de M. tuberculosis que
circulan y sus resultados ayudarian a seleccionar o modificar la terapéutica e
impedir oportunamente la diseminacion de cepas resistentes en la comunidad
(Mshana et al., 1998; De Logu et al., 2001). Actualmente, se dispone de una gran
variedad de métodos para evaluar la susceptibilidad de M. tuberculosis a las drogas
antituberculosas. Sin embargo, ninguno es perfecto y los resultados que ofrecen aun
no satisfacen la orientacion clinica necesaria para imponer un tratamiento efectivo y

evitar la propagacion de cepas de M. tuberculosis resistentes (Kim, 2005).

La mayoria de los laboratorios disponen desde hace varios afios de las técnicas
convencionales basadas en el cultivo. Entre las mismas se destaca el MP descrito
por Canetti desde 1963 (Canetti et al., 1963), método que en la actualidad contintia
siendo la técnica de referencia, por ser altamente reproducible, de elevada
correlacion clinica y de bajo costo. El MP, asi como el de las concentraciones
absolutas y el del cociente de resistencia son muy laboriosos y debido al
crecimiento lento de M. tuberculosis, tienen el inconveniente de requerir entre 4-6
semanas de incubacion para brindar sus resultados (Canetti et al., 1963; Canetti

et al., 1969; Heifets, 2000; Piffardi et al., 2004).

El creciente aumento de los casos de TB MDR cada vez mas frecuente en diversas
regiones del mundo y la repercusién de esta situacion en el control de esta

enfermedad, asi como el tiempo que necesitan las técnicas convencionales basadas
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en el cultivo para mostrar los resultados de la susceptibilidad han motivado el

desarrollo de técnicas rapidas de deteccion de resistencia.

El sistema radiométrico BACTEC-460 desarrollado en 1969 por Deland y Wagner
y posteriormente adaptado para los estudios con micobacterias a partir de la
incorporacion del medio Middlebrook 7H12, sentd las bases en el desarrollo de
técnicas rapidas para estudios de susceptibilidad en M. tuberculosis. Este método, al
igual que el MP, emplea la proporcion critica del 1% para la definicion de
resistencia (Roberts et al., 1983; Ramachandran y Paramasivan, 2003) y
proporciona resultados concordantes con el MP. Los resultados que ofrece el
método radiométrico lo han convertido en una técnica convencional con la
ventaja de una considerable reduccion del tiempo en el cual se obtienen los
resultados (5-14 dias) (Middlebrook et al., 1977; Roberts et al., 1983). Sin embargo,
el costo elevado de su implementacion, unido al riesgo que implica el empleo de

compuestos radioactivos, han hecho del BACTEC-460 un método de uso limitado.

Como una alternativa no radiométrica que permite una reducciéon del tiempo
necesario para obtener los resultados (4-13 dias), fue desarrollado el MGIT el cual
se encuentra disponible comercialmente (Palomino et al., 1999). Los resultados que
este método proporciona son perfectamente comparables con los obtenidos
mediante el MP (Fegou et al., 2006); El MGIT emplea el mismo principio del MP
(proporcion critica del 1%) para la definicion de resistencia (Ramachandran y
Paramasivan, 2003). Sin embargo, el costo elevado de su implementacion, limita
su uso en los laboratorios de escasos recursos (Palomino et al., 1999). E1 MGIT se
encuentra ademas disponible de forma completamente automatizada
(BACTEC/MGIT-960) y permite la evaluacion de drogas antituberculosas de
primera y segunda linea (Tortoli et al., 1999; Idigoras et al., 2000; Sanders et al.,
2004; Kruuner et al., 2006; Rusch-Gerdes et al., 2006).
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El conocimiento de las bases moleculares de la resistencia en M. tuberculosis, junto
a la disponibilidad de técnicas moleculares ha permitido desarrollar métodos
genotipicos para estudiar la susceptibilidad. Dentro de las principales ventajas de
estos métodos se destaca: obtencion de los resultados en 24 horas, no requieren
del crecimiento de M. tuberculosis reduciendo los riesgos asociados a la
bioseguridad, pueden ser aplicados directamente a muestras clinicas y se pueden
realizar de manera automatizada. No obstante, a pesar de estos beneficios, se
describen también desventajas: incluyendo inhibidores cuando se aplican
directamente en las muestras clinicas, por otra parte su empleo involucra equipos
costosos y técnicas laboriosas, asi como un personal altamente calificado. Todo lo
anteriormente expuesto hace que estos métodos sean inaccesibles para los paises de
limitados recursos econdmicos, los que a su vez tienen el mayor problema de la
resistencia. Por otra parte, ain no estan dilucidados los mecanismos moleculares de
la resistencia de todas las drogas antituberculosas (Eltringham et al., 1999%; TakifT,
2000; Palomino, 2005).

La RIF se considera una de las mejores drogas para el tratamiento de la TB.
Siempre se ha utilizado asociada a la INH y, en zonas del mundo con buenos PNC,
también se combina con otras drogas antituberculosas. Para que aparezca un
mutante resistente a la RIF se necesitan entre 10’-10° bacilos, convirtiéndola en la
droga que mayor tasa de mutacién necesita y por tanto se hace mas dificil la
seleccion de mutantes resistentes a punto de partida de la administracion de una
monoterapia real o encubierta. Estos aspectos, unido a que por su precio mas
elevado no se ha podido emplear en extensas zonas del mundo (las mas pobres)
hasta hace solo algin tiempo, han condicionado que la resistencia a esta droga se
haya demorado en aparecer mas de lo esperado. Sin embargo, en los ultimos
15 afos, su uso se ha generalizado en la gran mayoria de los paises, condicion que,
unido a que no siempre se ha administrado en el contexto de buenos PNC, ha hecho

emerger la resistencia a la RIF como un auténtico problema de salud publica, sobre
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todo porque casi siempre aparece asociado con la resistencia a la INH (Becerra

et al., 2000; Riska et al., 2000; Caminero, 2001).

El hecho que la monorresistencia a la RIF sea rara y que mas del 90% de las cepas
resistentes a la RIF presenten ademas resistencia a la INH, ha convertido la
resistencia a esta droga en un marcador de MDR, especialmente en paises con
una alta prevalencia de cepas resistentes (Drobniewski y Wilson, 1998; Cavusoglu

et al., 2002; Palomino, 2006).

Debido a que mas del 95% de las cepas resistentes a la RIF presentan mutaciones
dentro de la region de 81pb (coddn 507-533) del gen rpoB (Cavusoglu et al., 2002)
se han desarrollado técnicas de secuenciacion, hibridacion (INNOLiPA Rif.TB,
GenoType MTBDR), polimorfismo conformacional y microarreglos de ADN, entre
otras, encaminadas a la deteccion de resistencia a esta droga (Heifets y Cangelosi,
1999; Palomino, 2005). Sin embargo, para el resto de las drogas antituberculosas se
han descubierto varios genes involucrados con la resistencia, dificultandose el
desarrollo de métodos moleculares para la deteccion de resistencia a las mismas

(Takiff, 2000).

Todos estos aspectos han condicionado que en los ultimos afios la comunidad
cientifica se haya visto motivada a desarrollar métodos rapidos que con un minimo
de equipamiento permitan detectar resistencia a las drogas antituberculosas con
vistas a evitar oportunamente la diseminacion de cepas resistentes. Por este motivo,
la evaluacion de técnicas rapidas y simples para la deteccion de resistencia, en
respuesta a los términos de referencia del Centro Colaborador, es una de las

principales lineas de investigacion del LNR-TB-IPK.

El primer objetivo del presente estudio fue evaluar los ensayos colorimétricos (MTT
y RES) y el MNR como herramientas alternativas para la deteccion de resistencia a

la RIF. Sealcanz6 un 100% de concordancia al comparar los resultados de estas
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técnicas con los obtenidos por el MP, sistema radiométrico BACTEC-460 y el
MGIT. Estos resultados son de gran valor dado lo rapidos que resultan estos
métodos y lo importante que se hace diagnosticar la resistencia a la RIF como
marcador de MDR. Fue posible verificar la presencia de mutaciones en el gen rpoB
de las cepas resistentes al aplicar el sistema molecular INNOLiPA Rif.TB; al
analizar los resultados de los ensayos colorimétricos, las 10 cepas sensibles
tuvieron una CMI < 0,062 pg/mL, mientras que, las 10 cepas resistentes

tuvieron una CMI > 2 pg/mL.

El INNOLiPA_ Rif.TB es un ensayo muy sensible y especifico en el diagnostico de
resistencia a la RIF a partir del cultivo (Morcillo et al., 2002; Srivastava et al.,
2004; Mékinen et al., 2006) y aunque no hay abundantes datos que corroboren la
aplicacion de esta técnica a partir de muestras clinicas, parece ser de gran utilidad si
se aplica en zonas de elevada incidencia de MDR. Lo costoso de este método limita
su aplicacion en paises con limitados recursos economicos (Morgan et al., 2005;
Pai et al., 2006°). El INNOLiPA_ Rif. TB detecta las mutaciones més relevantes
dentro del gen rpoB por lo que mutaciones raras u otros mecanismos de resistencia
menos conocidos no pueden ser detectados. Aunque, han sido caracterizadas mas de
50 mutaciones dentro de la region de 81pb, la mayoria se encuentran en los codones

516,526 6 531 (Ahmad et al., 2002; Srivastava et al., 2004; Pai et al., 2006b).

Recientemente, se desarrolld un nuevo sistema basado en la hibridacion (GenoType
MTBDR) que permite detectar simultdneamente la resistencia a la INH y a la RIF.
Con su aplicacion se han alcanzado valores de sensibilidad y especificidad
superiores al 99,0% para la RIF y aunque algunos resultados discordantes se han
obtenido para la INH, constituye una alternativa para la deteccion rapida de cepas

MDR (Hillemann et al., 2005; Mikinen et al., 2006, Pai et al., 2006b).

El EAF es uno de los métodos investigados que muestra resultados alentadores para

la deteccion de resistencia a la RIF (Eltringham et al., 1999%; McNerney, 1999;
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Gali et al., 2003; Simboli et al., 2005). Este ensayo ademas, ha sido utilizado para
evaluar drogas antituberculosas de primera y segunda linea, mostrando resultados
excelentes al ofrecer una medida confiable de la viabilidad de M. tuberculosis,
después de la exposicion a las drogas antituberculosas (Eltringham et al., 1999°;
McNerney et al., 2000; McNerney y Traore, 2005; Gali et al., 2006, Pai et al.,
2006").

La aplicacion del EAF en nuestro trabajo mostré una buena concordancia (99,01%)
cuando se comparo6 con los resultados obtenidos con el MP en LJ. Estos resultados
son de gran valor ya que en la mayoria de los paises la incidencia de resistencia a la
RIF es baja y por tanto se necesitan métodos altamente especificos para buscar la
resistencia a esta droga. El fracaso del EAF en la deteccion de resistencia en esta
cepa pudo deberse a errores experimentales o problemas técnicos, tomando en
consideracion que el EAF no procedera en bacterias inactivas o donde el proceso de

replicacion se ha visto interrumpido.

Se ha descrito que el EAF puede verse afectado por varios mecanismos; una
interrupcion en la multiplicacion o el encontrarse la bacteria en estado de latencia,
pueden impedir la replicacion del fago, el cual depende de los mecanismos internos
de replicacion del huésped. También se ha planteado que la disponibilidad de
receptores en la bacteria constituye un factor determinante en la infeccion viral; en
este sentido, la microscopia electronica ha permitido observar que en las
poblaciones micobacterianas algunas bacterias adsorben un gran numero de fagos
en su pared celular; mientras que en otras, el virus no logra la union y por ende se
imposibilita la infeccion. Se ha visto que una sobreexpresion del gen mpr puede
causar resistencia a la infeccion por el fago y se ha vinculado con una inhibicion del
transporte del fago a través de la pared celular. Hasta el momento, no se han
identificado cepas de M. tuberculosis y de M. smegmatis que no porten en su pared

celular el sitio de union del fago D29 (McNerney y Traore, 2005).
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Ademas, se debe tener en cuenta que a concentraciones muy elevadas del fago, la
eficacia de la infeccion disminuye, probablemente debido a una muerte abortiva de
M. tuberculosis, previo a la replicacion del fago. Algunos autores han sefalado
que la tasa de infeccion aumenta cuando este microorganismo crece en la superficie
del medio de cultivo (McNerney et al., 2004). Durante la ejecucion del EAF se debe
tener en cuenta que la naturaleza hidrofobica de la pared celular de las
micobacterias facilita la formacion de agregados celulares y da lugar al crecimiento
en grumos cuando M. tuberculosis se cultiva en medio liquido; sin embargo, no es
posible el empleo de Tween 80, comtiinmente utilizado para prevenir los agregados,
debido a que éste interfiere en la integridad del fago e inhibe la adsorcion de los
fagos a sus receptores (Park et al., 2003; McNerney et al., 2004; McNerney y
Traore, 2005).

Para realizar el informe de los resultados algunos autores han aplicado un analisis
proporcional al nimero de UFP observadas. Sin embargo, al igual que la mayoria de
los investigadores, somos partidarios del criterio que la presencia de una placa

indica resistencia (McNerney et al., 2000; Gali et al., 2003; Simboli et al., 2005).

Estudios previos, donde este método ha sido utilizado para la deteccion de
resistencia a la RIF, han reportado un 100% de correlacion entre el EAF y el sistema
radiométrico BACTEC-460 (Gali et al., 2003), asi como un 97,7% de sensibilidad y
100% de especificidad al comparar los resultados con el MP en LJ (Simboli et al.,
2005). Es importante sefialar que el 100% y 96% de las cepas resistentes a la RIF
estudiadas por Gali et al., y Simboli et al., respectivamente, mostraban ademas
resistencia a la INH, corroborandose la utilidad de esta técnica como una

herramienta util para la prediccion de MDR.

El EAF se encuentra disponible comercialmente mediante el estuche
FASTPlaqueTB™ para el diagnostico de la TB a partir de muestras de esputo,
mientras que el FASTPlaqueTB™-MDRi fue disefiado para estudios de
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susceptibilidad a drogas antituberculosas. Ambas tecnologias utilizan
micobacteriofagos especificos capaces de detectar la viabilidad de M. tuberculosis
(Albert et al., 2004; Kalantri et al., 2005).

En cuanto al tiempo de incubacioén (90 minutos) empleado para lograr la infeccion
de M. tuberculosis por el micobacteriofago D29, al igual que David et al.,
consideramos que fue suficiente. Se sefiala que la mayoria de los fagos D29 pueden
ser adsorbidos por las micobacterias en los primeros 20 minutos de incubacion
(David et al., 1980°; McNerney et al., 2004). No obstante, esta descrito que si hay
presencia de agregados bacterianos se dificulta la infeccion y pudiera ser necesario
un periodo de tiempo mayor para que esta ocurra o quizas se requiera un paso de
reinfeccion (McNerney et al., 2004). Es posible que esto haya sido la causa del
resultado falso negativo obtenido en el presente trabajo, después de haber realizado

tres repeticiones para verificar dicho resultado.

La cinética de replicacion del fago esta relacionada con el tiempo de generacion del
huésped; David et al., en 1984 sefialaron que en micobacterias de crecimiento
rapido la sintesis del ADN del fago se puede observar en 3-4 minutos mientras que
en micobacterias de crecimiento lento se necesitan al menos 20 minutos. Se ha
notificado que la liberacion de los fagos ocurre antes de producirse la lisis completa

y muerte de la bacteria (McNerney y Traore, 2005).

Un paso muy importante durante la realizacion del EAF es la remocion de los fagos
exdgenos que se encuentran en el medio de cultivo para garantizar que solo sean
detectados aquellos que provengan de las bacterias viables, evitindose resultados
falsos positivos. En este sentido se ha reportado el uso de anticuerpos antifagos
(Delbruck, 1945), hidroxido de sodio, 4cido sulfiirico (David et al., 1980) y SHA a

bajas concentraciones que no afectan a M. tuberculosis (McNerney et al., 1998).
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Gali et al., en el 2006, emplearon el EAF para la deteccion de la resistencia a la
INH, alcanzando una concordancia del 88,6% con el sistema radiométrico
BACTEC-460; el 95,0% de las cepas mostraron un elevado nivel de resistencia
(CMI > 2 ug/mL) y presentaron mutaciones en el gen katG (gen responsable de la

resistencia a la INH en mas del 64% de las cepas resistentes a esta droga).

Por su parte Da Silva et al. en el 2006, emplearon el EAF para la deteccion de
resistencia a la INH y la RIF y utilizaron el MP en LJ como referencia. De las
8 cepas resistentes a la RIF detectadas por estos autores, siete se identificaron por el
EAF (87,5% de sensibilidad y 100% de especificidad). Para la INH, el EAF
proporcioné dos resultados discordantes siendo la sensibilidad y especificidad para

esta droga del 90,0% y 88,0%, respectivamente.

Ademas, el EAF ha sido utilizado en estudios de identificacion y susceptibilidad
con cepas de M. ulcerans, constituyendo una herramienta util para su diagnoéstico.
Este patdogeno representa en muchos paises tropicales, la tercera causa mas
frecuente de micobacteriosis en pacientes inmunocompetentes (Rybniker et al.,

2006).

Otra de las técnicas ampliamente utilizadas para los estudios de susceptibilidad a las
drogas antituberculosas son los ensayos colorimétricos. Los primeros estudios con
dichos métodos fueron reportados por Yajko et al., (1995) y Collins y Franzblau
(1997) quienes describieron el microensayo alamar azul (MAA) para determinar la
CMI de las drogas antituberculosas; estos autores reportaron valores de
concordancia de 87,9% y 97,0% al comparar los resultados con el MP en agar y el
sistema radiométrico BACTEC-460, respectivamente. En 1999 Palomino y Portaels,
al utilizar el MAA y una concentracion critica de las drogas, alcanzaron una
concordancia con el MP en LJ del 100% para la INH y la RIF y > 91,0% para la
STR y el EMB.
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Hace pocos afios fue identificada la RES como el principal componente del AA
(Rasmussen, 1999; O’Brien et al., 2000) lo que ha permitido aumentar su empleo en
estudios de susceptibilidad en TB, mostrando muy buena correlacion con el MP en
agar (Palomino et al., 2002; Martin et al., 2003). Si se tiene en cuenta que el AA se
encuentra bajo patente (Kumar et al., 2005%), se hace mas econdmico el empleo de
la RES facilitdndose la introduccion de este ensayo en laboratorios con limitados

recursos economicos.

Palomino et al., en el 2002 emplearon la RES para determinar la CMI de la INH y
la RIF y encontraron que el 98% de las cepas resistentes a la RIF tenian una CMI
elevada (> 2 pg/mL), logrando de esta forma una facil discriminacion entre cepas
sensibles y resistentes; en dicho estudio la especificidad notificada fue del 96,2% y
100% para la INH y la RIF, respectivamente y la sensibilidad del 100% para ambas

drogas.

Abate et al., y Mshana et al., ambos en 1998, utilizaron el ensayo colorimétrico
MTT, previamente descrito por Mosmann en 1983 para medir viabilidad en cultivos
celulares, para la deteccion de resistencia a la RIF; estos autores encontraron una
perfecta correlacion con el sistema radiométrico BACTEC-460. Afios mas tarde,
Foonglada et al., en el 2002, obtuvieron una concordancia del 97% entre el
micrométodo MTT y el MP en LJ cuando estudiaron 254 aislamientos clinicos de

M. tuberculosis frente a la INH y la RIF.

Caviedes et al., (2002), emplearon los MAA y MTT para determinar la CMI a las
drogas antituberculosas de primera linea, alcanzando una mayor correlacion para la
INH y la RIF. Estos autores, al disolver el MTT en una mezcla de etanol y

Tween 80, lograron eliminar el paso de solubilizacion del formazan.

Recientemente, Da Silva et al., (2006), compararon los MAA y MTT con el EAF

para la deteccion de resistencia a la INH y la RIF y obtuvieron una concordancia,
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medida a través del estadigrafo kappa, de 0,886 para la INH y 1 para la RIF para los

ensayos colorimétricos al comparar los resultados con el MP en LJ.

Otra sal de tetrazolio empleada para detectar resistencia a las drogas
antituberculosas es el XTT (2,3-bis(2-metoxy-4-nitro-5-sulfo-fenil)-2H-tetrazolio-5-
carboxinilide). En un estudio realizado por De Logu et al., (2001), se compard los
resultados obtenidos con la utilizacion de dos sales del tetrazolio, MTT y XTT. Al
analizar sus resultados encontraron muy buena correlacion entre ambas, con la
ventaja que el ensayo con XTT no requiere del paso de adicion del buffer de

solubilizacion, pues el formazan que se obtiene es soluble en agua.

El pasado afio, fue propuesto el 2,3-difenil-5-dienil-(2)-cloruro de tetrazolio, para
estudios de susceptibilidad con M. tuberculosis. Este compuesto con propiedades de
oxidacion reduccion ha sido afiadido al medio de cultivo Middlebrook 7H10 y
cambia de incoloro a rojo indicando la viabilidad de M. tuberculosis (Lee et al.,
2006).

Desde hace varios afios el LNR-TB-IPK, investiga la implementacién de los
ensayos colorimétricos y dispone de trabajos previos al nuestro. Estudios realizados
por Cabrera y Montoro, evaluaron y estandarizaron el MAA y el ensayo
colorimétrico MTT, respectivamente, utilizando un reducido numero de cepas de

M. tuberculosis (Cabrera, 1999; Montoro, 2003).

Los ensayos colorimétricos proporcionan valores de CMI y su aplicacion requiere
establecer criterios que permitan diferenciar cepas sensibles de resistentes. Para
realizar el analisis estadistico de los ensayos cuantitativos, cuyos resultados
presentan mas de dos categorias ordinales o una escala continua, es imprescindible
establecer un punto de corte que permita diferenciar resultados positivos y negativos
0 sea, resistentes y sensibles, siendo factible la evaluacion mediante el analisis de la

curva ROC. El valor del ABC indica la concordancia del ensayo, siendo un ensayo
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perfecto cuando el ABC=1 (Zweig y Campbell, 1993; Luna-Herrera et al., 2003). El
analisis de la curva ROC propone como punto de corte una concentracion con la

cual se obtienen simultdneamente la mayor sensibilidad y especificidad.

Para dar respuesta al tercer objetivo de nuestro trabajo se evaluaron 100 cepas de
M. tuberculosis mediante los ensayos colorimétricos y el MNR. Para el analisis de
los resultados de los ensayos colorimétricos fueron construidas las curvas ROC,
alcanzandose los mismos puntos de corte para cada una de las drogas, siendo estos
valores para la INH y la RIF iguales a los reportados con anterioridad por Luna-
Herrera et al., (2003), 0,25 pg/mL para ambas drogas; en el caso de la STR y el
EMB nuestros resultados se correspondieron con una concentracion menor a la
reportada por estos autores. La sensibilidad alcanzada para la INH y la RIF fue del
100% mientras que para la STR y el EMB este parametro fue > 91,7% y 94,1%,
respectivamente. Los valores de especificidad fueron del 96,4%, 88,5%, > 57,8% y
> 98,4% para la INH, la STR, el EMB y la RIF, respectivamente. La concordancia
total fue 90,7% para el microensayo MTT y 88,2% para el microensayo RES. Como
se puede observar para la STR y el EMB la especificidad fue baja, pues se encontrd
un gran nimero de resultados falsos positivos, lo cual sugiere un deterioro de dichas

drogas al ser utilizadas en medio liquido.

Al comparar los valores del ABC entre los microensayos MTT y RES, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguna de las drogas.
Los resultados del ensayo RES, fueron similares a los reportados por Luna-Herrera
et al., (2003) al utilizar el MAA; en el caso del EMB, estos autores observaron
mejores resultados (ABC=0,97) que los nuestros (ABC=0,83), los que estuvieron
influenciados por un elevado ntimero de resultados falsos positivos. Otros autores,
sefialaron valores de ABC superiores a 0,9 para las cuatros drogas antituberculosas
de primera linea cuando estas fueron evaluadas mediante los MAA y MTT en

21 cepas de M. tuberculosis (Porras et al., 2005).
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Con anterioridad se han descrito dificultades durante la evaluacion de la actividad
antituberculosa de la STR y el EMB. En el EMB estas dificultades han sido
atribuidas al efecto bacteriostatico de la droga sobre M. tuberculosis, a su poca
actividad en los medios de cultivos y al estrecho rango que existe entre la CMI de
las cepas sensibles y resistentes (Heifets, 1986; Gangadharam et al., 1990; Madison
et al., 2002). Es por esto que deben tenerse en cuenta los diferentes parametros que
pueden interferir durante la ejecucion de las pruebas de resistencia con estas drogas,

mas aun, si existen dificultades al estudiarlas con los métodos estandarizados.

En un estudio realizado en 1997 por Laszlo et al., se compararon los resultados
obtenidos por varios métodos convencionales como el MP en LJ, el MP en agar y el
sistema radiométrico BACTEC-460, obteniéndose valores de concordancia de
99,0% y 94,0% para la INH y la RIF, respectivamente, mientras que para la STR y
el EMB estos resultados fueron mas bajos, 88,0% y 66,0%, respectivamente. Estas
discrepancias se pueden minimizar luego de estudios que definan la concentracion
critica y proporcidn critica, el tiempo de lectura de los resultados y garantizando la

correccion de la potencia de la droga.

Los ensayos colorimétricos también han sido empleados para determinar la CMI a
las drogas antituberculosas de segunda linea (Collins y Franzblau, 1997; Bastian
et al.,, 2001; Martin et al., 2003; Morcillo et al., 2004; Martin et al., 2005;
Umubyeyi et al., 2006), estudios con la PZA (Martin et al., 2006, para el
diagnéstico directo de la resistencia (Abate et al., 2004) y para evaluar la respuesta

al tratamiento de los pacientes con TB pulmonar (Farnia et al., 2004*°).

Dentro de las principales ventajas de los ensayos colorimétricos se destaca que el
empleo del formato de microplacas permite evaluar varios aislamientos y drogas
simultdneamente, con pocos volumenes de reactivos y los resultados se obtienen en
un corto periodo de incubacion. No obstante, estos ensayos tienen desventajas,

destacandose, la subjetividad durante la realizacion de la lectura, los riesgos
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asociados a la bioseguridad pues al manipular medio liquido se pueden generar
aerosoles, por otra parte las micobacterias durante su crecimiento en medio liquido
suelen formar grumos dificultando la difusion de la droga y se debe tener en cuenta

que en formato de placas pueden producirse contaminaciones.

Para disminuir los riesgos asociados con la bioseguridad se ha propuesto realizar
estos ensayos en tubos con tapa de rosca (Abate et al., 1998; Mshana et al., 1998;
Foonglada et al., 2002; Coban et al., 2006") y para evitar la formacion de agregados
bacterianos, adicionarle al medio de cultivo Tween 80 que ayuda a dispersar la

biomasa (Coban et al. 2006).

Recientemente, Martin et al., 2006b, realizaron un meta-analisis para investigar la
concordancia de los ensayos colorimétricos en detectar la resistencia de
M. tuberculosis a la INH y a la RIF. Este trabajo tomd en consideracion
18 publicaciones realizadas en los ultimos 40 afios y puso de manifiesto una vez
mas, que con el empleo de las técnicas colorimétricas se obtiene una elevada

sensibilidad y especificidad para la deteccion de resistencia a dichas drogas.

La capacidad de M. tuberculosis de reducir el nitrato a nitrito permitié adaptar el
MNR para la deteccion de resistencia a las drogas antituberculosas, empleandose la
presencia de nitrito como un indicador de viabilidad celular. Este método ofrece una
elevada especificidad, debido a que la reducciéon del nitrato es una de las
prucbas bioquimicas utilizadas en la identificacion de M. tuberculosis
(Golyshevskaia et al., 1996; Angeby et al., 2002; Kumar et al., 2005%; Kumar et al.,
2005%).

En el 2002 Angeby et al., emplearon el MNR para estudios de susceptibilidad en
TB, utilizando el medio LJ con KNO; y las drogas antituberculosas a la misma

concentracion critica que emplea el MP en LJ. En mencionado estudio, tomando
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como referencia los resultados obtenidos con el sistema radiométrico
BACTEC-460, se alcanzé una concordancia del 100% para la RIF y valores de
sensibilidad y especificidad > 90% para el resto de las drogas antituberculosas de

primera linea.

El LNR-TB-IPK estandarizo y evalué el MNR en 80 cepas de M. tuberculosis en el
afio 2003, comprobando la utilidad de dicho método para la deteccion rapida de
cepas resistentes, sin requerir cambios en la dindmica de trabajo del laboratorio
(Montoro, 2003). Los resultados del MNR también han sido comparados con el
MP en agar, reportandose 100% de concordancia para la INH y la RIF (Coban et al.,
2004) y con el MP en LJ, alcanzdndose valores de concordancia superiores al 99%

para las cuatro drogas antituberculosas de primera linea (Sethi et al., 2004).

En la evaluacion del MNR para la deteccion de la resistencia de 100 cepas de
M. tuberculosis frente a las drogas de primera linea, uno de los objetivos trazados
en nuestra tesis, pudimos constatar que se obtuvieron buenos resultados en todas las
drogas investigadas. Estos resultados sugieren que el haber empleado el medio LJ y
encontrarse las drogas bajo las mismas condiciones que en el MP (técnica de

referencia), pudo haber favorecido la obtencion de nuestros resultados.

Los resultados obtenidos al investigar 320 cepas de M. tuberculosis utilizando el
MNR mostraron porcentajes elevados en cuanto a la sensibilidad, especificidad y
concordancia. Es importante sefialar que una cifra elevada de las cepas estudiadas
(235), fueron remitidas al LNR-TB-IPK por parte de los laboratorios que integran la
red nacional con el objetivo de realizar la vigilancia de la resistencia de
M. tuberculosis. La disponibilidad de este método hizo posible conocer las
susceptibilidad de las mismas en un corto periodo de tiempo (menos de 14 dias de
realizada la técnica) y resultd el primer trabajo a nivel internacional que incorpord

el MNR para la vigilancia de la resistencia de M. tuberculosis.
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Otra alternativa de aplicacion del MNR fue descrita por Syre et al., (2003)
utilizando el medio liquido Middelbrook 7H9; Estos autores emplearon el MNR
para detectar cepas resistentes a la INH y a la RIF, obteniendo una sensibilidad del
100% y una especificidad del 94% para la INH y resultados igualmente
satisfactorios para la RIF: sensibilidad del 95% vy especificidad del 100%, al
comparar los resultados con los obtenidos mediante el sistema radiométrico

BACTEC-460.

En otro estudio recientemente realizado por Syre et al., se report6 la aplicacion del
MNR en medio liquido para detectar resistencia a la STR y el EMB. Estos autores
utilizaron como referencia el sistema radiométrico BACTEC-460 y ademas
emplearon otros sistemas comerciales (MGIT y E-Test). De esta forma alcanzaron
una sensibilidad del 73,0% y 64,0% para la STR y el EMB, respectivamente, siendo
la especificidad superior al 92,0% para las dos drogas. El MGIT mostro
una concordancia con el BACTEC-460 del 89,0% y 80,0% para la STR y el EMB,
respectivamente. Estos resultados ponen de manifiesto una vez mas la baja
sensibilidad de los ensayos con medio liquido para evaluar drogas como la STR y el
EMB, lo que sugiere una redefinicion de la concentracion de estas drogas para ser

empleadas en este tipo de medio (Syre et al., 2006).

El MNR también ha sido empleado para determinar CMI, reportandose una
excelente correlacion con el MAA (Kumar et al., 2005%). Estos autores al comparar
estos microensayos con el MP en agar reportaron una concordancia del 96%,100%

y > 98,0% para la INH, la RIF y el EMB, respectivamente.

Kumar et al., (2005°) consideran que la desventaja de emplear el medio LJ para la
ejecucion del MNR es que las drogas, al ser incorporadas antes de la coagulacion,
estdn expuestas a altas temperaturas por lo que pueden perder potencia; sin
embargo debe tenerse en cuenta que el MP en LJes la técnica de referencia

y durante la elaboracion del medio LJ las drogas también son sometidas a 85°C
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durante 50 minutos; estas incertidumbres se eliminan evaluando para cada lote
de medio cepas controles con patrones de susceptibilidad / resistencia conocidos

para cada una de las drogas.

Durante el revelado del MNR debe tenerse presente que la reduccion del nitrato
puede dar lugar a productos mas reducidos como amoniaco, nitrogeno molecular,
oxido nitrico, 6xido nitroso o hidroxilamina, en tal caso, no se aprecia cambio de
color en el medio. Para evitar este inconveniente y confirmar que el proceso resulto
negativo, es imprescindible afiadir una pequefia cantidad de polvo de zinc, el cual,
en el caso que existan nitratos, los reducira a nitritos inmediatamente, volviendo el
medio de color rojo e indicando consecuentemente que antes no se habia producido
la reduccion; si después de la adicion del polvo de zinc no hay desarrollo de color
rojo esto nos indica que el proceso de reduccion ocurrio y que el producto obtenido
no fue el nitrito (Virtanen, 1960; Angeby et al., 2002). En el presente estudio,
durante la ejecucion del MNR ninguna cepa produjo un compuesto mas reducido
que el NO,, no siendo necesario la realizaciéon de mencionado paso para evidenciar

el proceso de reduccion.

Recientemente se reportd el empleo del MNR para la deteccion de resistencia a
ofloxacina, droga de segunda linea en el tratamiento de la TB. Martin et al., (2005)
encontraron una perfecta correlacion con el MP en agar, el MGIT y el microensayo

RES.

El MNR ha sido también utilizado para el diagnostico directo de resistencia a las
drogas antituberculosas de primera linea, lograndose obtener los resultados con una
considerable reduccion del tiempo (10-28 dias). Musa et al., (2005) alcanzaron
valores de sensibilidad del 100%, 93%, 76% y 55% para la RIF, la INH, la STR y el
EMB, respectivamente con una especificidad superior al 99% para todas las drogas;

mientras que, Solisetal.,, también en el 2005, aplicaron dicho ensayo para
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detectar resistencia a la INH y a la RIF, logrando una especificidad del 100% para
ambas drogas y valores de sensibilidad del 99,1% para la INH y 93,5% para la RIF.

La principal ventaja de los métodos directos es la disminucion del tiempo necesario
para obtener los resultados de la susceptibilidad de M. tuberculosis. Ademas existe
una mayor representacion de la poblacion bacilar original que esta afectando al
paciente (Ramachandran y Paramasivan, 2003; Parsons et al., 2004). Sin embargo,
algunos autores prefieren las técnicas indirectas pues el indculo se puede ajustar con
mayor uniformidad y las bacterias se encuentran metabolicamente activas (Parsons

etal., 2004).

Una posible limitante del MNR para el diagndstico directo es que algunas
micobacterias atipicas (M. kansasii, M. szulgai, M. flavescens y M. terrae), son
capaces de reducir el nitrato y por otra parte no es aplicable para todas las especies
pertenecientes al complejo TB, pues M. bovis no es capaz de reducirlo (Kent y
Kubica, 1985). Esta limitacion obliga a realizar el aislamiento de la cepa y su
posterior identificacion con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos con el

MNR directo.

Innegablemente, la introduccion de métodos genotipicos y fenotipicos abre nuevas
posibilidades para los estudios de susceptibilidad a las drogas antituberculosas.
Los primeros tienen la ventaja de ser rapidos y especificos, pero muy
costosos (Palomino, 2000; Schluger, 2001; Palomino, 2005). Mientras que, los
métodos fenotipicos requieren aun de una evaluacion y validacion minuciosa para
obtener niveles aceptables de sensibilidad, especificidad y reproducibilidad antes de
que puedan reemplazar los métodos convencionales. Estas técnicas han sido
desarrolladas ante la demanda de dar un resultado de la susceptibilidad rapido y
seguro, pero para lograr la validacion de las mismas, deben analizarse cepas
sensibles y resistentes en varios laboratorios y comparar los resultados con un

método convencional.
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Recientemente, el LNR-TB-IPK tuvo la posibilidad de participar en dos estudios
multicéntricos internacionales, también objetivos de esta tesis. El proposito de estos
estudios fue evaluar los ensayos colorimétricos y el MNR como herramientas
alternativas para la deteccion de resistencia a las drogas antituberculosas de primera
linea, lo cual permiti6 comparar nuestros resultados con los del resto de los
laboratorios participantes y evaluar la reproducibilidad de dichos métodos ante
diferentes condiciones de trabajo. Precisamente, estos estudios constituyen un paso
inicial en la validacion de los ensayos colorimétricos y el MNR pues un mismo
panel de cepas de M. tuberculosis bien caracterizado fue utilizado para
verificar el funcionamiento de dichas técnicas. Para el LNR-TB-IPK la
participacion en estos estudios valio para demostrar la calidad de nuestro laboratorio

en la ejecucion de estos métodos.

Al comparar nuestros resultados con los del resto de los laboratorios (seis de
Latinoamérica), para los ensayos colorimétricos, se pudo apreciar que la INH y la
RIF fueron las drogas para las cuales se obtuvieron los mejores resultados,
alcanzandose una concordancia global > 98,5% y > 97,5% para los microensayos
con MTT y RES, respectivamente. A pesar de ser el EMB una droga que con
frecuencia presenta dificultades en su evaluacion, mostré buenos resultados en
nuestro trabajo y una vez mas la STR fue la droga con mayor cantidad de
resultados discordantes, siendo el rango de sensibilidad y especificidad para esta

droga del 75-100% y 72,2-100%, respectivamente.

Con la aplicacién del MNR nuestro laboratorio alcanz6 una concordancia global del
94,5%. Al comparar nuestros resultados con los otros laboratorios participantes
(tres de Latinoamérica y uno de Europa), se pudo apreciar que con excepcion de la
STR, para todas las drogas los resultados de sensibilidad oscilaron entre el
86,6-100%, mientras que la especificidad fue del 100% en todos los laboratorios
parala RIF y >944% para laINH yel EMB. Al igual que con los

ensayos colorimétricos, la STR fue la droga que mostr6 mayores dificultades, la
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sensibilidad oscilé para esta droga entre 41,7-91,6% y la especificidad entre

88,9-100%.

De acuerdo a los criterios establecidos por la red supranacional de laboratorios de la
OMS/UICTER, los valores de concordancia que constituyen metas en la ejecucion
de pruebas de susceptibilidad con drogas antituberculosas de primera linea son:
97% para la INH, 92% para la STR y el EMB y 99% para la RIF (Laszlo et al.,
2002); de esta forma la concordancia alcanzada mediante la aplicacion del
MNR vy los ensayos colorimétricos en los estudios multicéntricos fue buena para la
INH, la RIF y el EMB, mientras que para la STR se encuentra por debajo de las

metas mencionadas.

Una alternativa para la deteccion de resistencia al EMB, droga que ha mostrado
disimiles dificultades al ser evaluada en estudios de susceptibilidad, pudiera ser la
aplicacion de las técnicas moleculares, teniéndose en cuenta que la resistencia al
EMB ocurre con predominio en el codon 306. Johnson et al., (2006) reportaron una
técnica basada en la RCP para detectar resistencia a esta droga, alcanzando un
100% de especificidad y un 97% de sensibilidad al comparar los resultados con el
sistema radiométrico BACTEC-460. Aunque, este método tiene la limitante de no

detectar mutaciones fueran del gen embB (menos del 10%).

Otra alternativa para evaluar la susceptibilidad a las drogas antituberculosas de
primera linea es el empleo del medio de agar sangre. La utilizacion de este medio
reduce considerablemente el tiempo de incubacion de M. tuberculosis,
obteniéndose resultados de susceptibilidad perfectamente comparables con el MP en
agar en un periodo de 2 semanas de incubacion (Coban et al., 2005; Coban et al.,

2006").

En los ultimos afios se han propuesto numerosos métodos para la deteccion rapida

de resistencia en M. tuberculosis. Para que estos puedan convertirse en una
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alternativa real para el diagnostico de la resistencia en TB, deben ser adaptados para
su empleo en cepas y muestras clinicas. También deben ser evaluados en ensayos
clinicos bien disefiados y controlados en areas endémicas, asi como en regiones
con limitados recursos econdomicos, donde la aplicacion de estas pruebas se hace

necesaria para un mejor manejo de la enfermedad (Palomino, 2006).

Indudablemente, se han realizado numerosos esfuerzos por reducir el tiempo en el
cual se obtienen los resultados de las pruebas de resistencia y este trabajo ha
permitido demostrar la aplicabilidad de las nuevas técnicas para la deteccion de
resistencia al menos a la INH y la RIF, las dos drogas mas importantes del
tratamiento y que definen la MDR. Aunque, el EAF se utiliz6 s6lo para la
deteccion de resistencia a la RIF, consideramos que su empleo fue valioso, tomando
en consideracion que la monorresistencia a la RIF es poco frecuente y en la

mayoria de las ocasiones aparece asociada con la resistencia a la INH.

Teniendo en cuenta las ventajas y desventajas de cada uno de los nuevos métodos se
ha reportado que los ensayos colorimétricos y el EAF podrian ser apropiados para
laboratorios de referencia con los recursos y condiciones de bioseguridad que estas
técnicas exigen, mientras que el MNR seria ideal para laboratorios que realizan de

rutina estudios de susceptibilidad (Palomino, 2005).

Tomando en consideracion los resultados obtenidos en este trabajo y los reportes
realizados internacionalmente, asi como las posibilidades que brindan estas
técnicas en cuanto a rapidez, facilidad de ejecucion y confiabilidad de los
resultados y que las mismas pueden ser utiles para evaluar drogas de segunda linea,
asi como para el diagnostico directo a partir de muestras clinicas. Consideramos
que en un futuro, estos métodos pueden convertirse en una herramienta de
gran valor para paises de limitados recursos econdmicos debido a que s6lo requieren

el equipamiento microbioldgico minimo para su ejecucion.
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VI. CONCLUSIONES

Los métodos evaluados para la deteccion de la resistencia de M. tuberculosis a
la rifampicina mostraron una concordancia total al ser comparadas con las

técnicas de referencia.

Al aplicar el ensayo de amplificacion de fagos se obtuvo una elevada

sensibilidad y especificidad, obteniéndose los resultados en 48 horas.

Al evaluar los ensayos colorimétricos y el método de la nitrato reductasa para la
deteccion de la resistencia de M. tuberculosis a las 4 drogas antituberculosas de
primera linea, se obtuvieron los mejores resultados para la isoniacida y la

rifampicina.

La aplicaciéon del método de la nitrato reductasa mostré sensibilidad y
especificidad elevada para las 4 drogas evaluadas, constituyendo el primer
trabajo publicado a nivel internacional donde se evalia este método para la

vigilancia de la resistencia de M. tuberculosis.

La participacion en el estudio multicéntrico demostrd la confiabilidad de los
resultados alcanzados por el LNR-TB-IPK al evaluar los ensayos colorimétricos
y el método de la nitrato reductasa para la deteccion de resistencia a las 4 drogas

antituberculosas de primera linea.

Los ensayos colorimétricos, el método de la nitrato reductasa y el ensayo de
amplificacion de fagos constituyen una alternativa rapida y de facil ejecucion
para la deteccion de cepas multidrogorresistentes en paises con limitados

recursos economicos.
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VII. RECOMENDACIONES

Realizar estudios que permitan aumentar la especificidad de los ensayos
colorimétricos para la deteccion de la resistencia de M. tuberculosis a la

estreptomicina y el etambutol.

Estandarizar el ensayo de amplificacion de fagos para la deteccion de resistencia

a la isoniacida en M. tuberculosis.

Incorporar en el LNR-TB-IPK un método répido para la deteccion de resistencia

a la pirazinamida en M. tuberculosis.

Evaluar el método de la nitrato reductasa para la deteccion directa de resistencia

a las drogas antituberculosas en muestras de esputo con baciloscopia positiva.

Aplicar el método de la nitrato reductasa y los ensayos colorimétricos para la
deteccion de la resistencia de M. tuberculosis a las drogas antituberculosas de
segunda linea (kanamicina, amikacina, ciprofloxacina, ofloxacina,

capreomicina, acido para-amino salicilico).
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Anexo 1.

Elaboracion del medio de cultivo Lowenstein-Jensen (Marrero et al., 1999)

El medio de cultivo LJ necesario para la realizaciéon del MP y el MNR se elabora
siguiendo la misma metodologia, siendo solo necesario anadir KNO; hasta alcanzar
una concentracion de 1 000 ug/mL en el medio que se va a utilizar para la

realizacion del MNR.

En un erlenmeyer de 2 000 mL se prepara la solucion salina la cual se esteriliza a
121°C durante 15 minutos. En otro erlenmeyer, se cascan asépticamente los huevos,
se homogenizan y se filtran a través de un irrigador estéril, hasta obtener un

volumen de 1 000 mL.

Reactivos de la solucion salina Cantidad
Fosfato monopotasico 24 g
Sulfato de magnesio 0,24 ¢
Citrato de magnesio 0,6 g
Asparagina 36 ¢

Glicerina bidestilada 12,0 mL
Verde malaquita 04 ¢

Agua destilada 600 mL

Posteriormente se mezclan los 600 mL de la solucién salina con los 1 000 mL de
huevos homogenizados y se ajusta el pH entre 6,8 y 7,2. Seguidamente se deposita
300 mL de medio en 4 erlenmeyers para adicionar los volumenes de cada una de las
drogas antituberculosas para alcanzar la concentracion critica correspondiente a
cada una de ellas, el resto del medio se emplea para la preparacion de los tubos

controles.
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Drogas antituberculosas Concentracion critica (ug/mL)
INH 0,2
STR 4
EMB 2
RIF 40

Para la distribucion del medio se emplean tubos de 150 x 20 cm con tapa de rosca

en los que se depositan 7 mL de medio LJ.

Posteriormente se procede a coagular el medio de cultivo en un horno de tiro de aire
forzado durante 50 minutos a 85°C, los tubos se colocaran en posicion inclinada
hasta formar una cufia de 7 cm. Los tubos se dejan enfriar en el mismo coagulador y

luego se ajustan las tapas.

Antes de guardar los tubos en refrigeracion (4°C), se realizard el control de
esterilidad incubandolos a 37°C durante 72 horas. Ademas se realizard un control

del lote sembrando la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294).
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Anexo 2.

Preparacion del medio Middlebrook 7H9

Se pesan 4,7 g de medio Middlebrook 7H9 deshidratado (DIFCO Laboratories) y se
disuelven en 900 mL de agua destilada estéril, seguidamente se afiaden 2 mL de

glicerina. La esterilizacion se realizar a 121°C durante 10 minutos.

Una vez que se enfria el medio de cultivo se adiciona el OADC (DIFCO
Laboratories) hasta lograr una concentracion final del 10% y se realiza el control de

esterilidad a 37°C por 72 horas. El medio se conserva en refrigeracion (4°C).
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Anexo 3.

Preparacion de la solucion salina fosfato (PBS)

Producto Cantidad
Fosfato disodico anhidro LLISg
Fosfato monopotasico 02 g
Cloruro de sodio 80 g
Cloruro de potasio 02 g

Agua destilada 1 000 mL

Mezclar los reactivos, ajustar el pH a 6,8 y esterilizar durante 15 minutos a 121°C.

Conservar a 4°C hasta el momento de su utilizacion.
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Anexo 4.

Cantidad y procedencia de las cepas utilizadas para dar respuesta a cada uno de los

objetivos de la tesis asi como las drogas evaluadas y los métodos utilizados.

Materiales Nimero Drogas
¥ Métodos de cepas Procedencia evaluadas Métodos utilizados
II.1. 20 Unidad de Micobacterias RIF MTT
Instituto de Medicina RES
Tropical de Amberes, MNR
Bélgica. MGIT
INNOLipa Rif.TB
* BACTEC-460
* MP
I.2. 102 Coleccion del LNR-TB-IPK RIF EAF
* MP
II1.3. 100 Coleccion del LNR-TB-IPK INH MTT
STR RES
EMB MNR
RIF *MP
11L.4. 320 85: Coleccion del INH MNR
LNR-TB-IPK STR *MP
235: Red Nacional de EMB
Laboratorios RIF
LS. 30 Unidad de Micobacterias INH MTT
Instituto de Medicina STR RES
Tropical de Amberes, EMB MNR
Bélgica. RIF * MP
Total 572

* Método de referencia.
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Anexo 5.
Buffer TE pH 7.4

10 mM Tris .Cl1 (pH 7,4)
1 mM EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) (pH 8)
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Anexo 6.

Produccion del fago D29

Preparar una suspension del fago D29 de aproximadamente 4 000 UFP/mL en
medio (Middlebrook 7H9 + 1 mM CaCl,).

Dispersar 100 pL del fago sobre la superficie de una placa indicadora de 90 mm
(Anexo 6).

Incubar a 37°C durante 24 h.

Afiadir 10 mL de medio 7H9 + 1 mM CaCl, e incubar durante toda la noche.
Recuperar el medio y filtrar empleando una membrana de 0,45 pm.

Conservar a 4°C en volumenes de 100 pL.

Realizar diluciones decimales seriadas en medio Middlebrook 7H9 + 1 mM
CaCl,. Debe emplearse una punta nueva para cada dilucion.

Cuantificar el nimero de fagos colocando 10 pL de las diluciones en una placa
indicadora.

Para calcular el titulo del fago se utiliza la siguiente formula:

Titulo (UFP/mL) = # placas x dilucion x 100
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Anexo 7.

Produccion de las placas indicadoras

Tener cultivadas colonias de M. smegmatis en 1,5% agar Middlebrook 7H9 +
10% OADC durante 3 dias. Una vez obtenido el crecimiento las placas se
pueden sellar y almacenar por 3 semanas a 4°C.

Colocar una colonia aislada en 300 mL de medio (Middlebrook 7H9 + 10%
OADC) en una botella de 500 mL.

Incubar a 37°C en agitacion durante 2 dias. Este cultivo se puede almacenar a
4°C durante 30 dias. Si aparecen acimulos de bacterias se dejara reposar unos
minutos para que sedimenten los grumos.

Preparar 1,5% agar Middlebrook 7H9 y refrescar a 45°C para afiadir 10%
OADC y 10% de cultivo de M. smegmatis, mezclar y colocar en placas petri de
90 mm de didmetro.

Las placas pueden conservarse selladas en bolsas plasticas durante dos semanas
a 4°C. Es necesario secar las placas colocandolas en la incubadora durante

30 minutos, para eliminar el liquido de la superficie antes de ser utilizadas.
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Anexo 8.

Tabla de doble entrada empleada para la interpretacion de los resultados:

Método de Referencia Método de Referencia
) Q)
Método en Estudio
Verdaderos (+) Falsos (+)
)
Método en Estudio
Falsos (-) Verdaderos (-)
)
Total (+) Total (-)

* Para la interpretacion de los resultados se considerd positivo a los resultados

resistentes y negativos a los resultados sensibles.

e Verdaderos (+): cepa resistente por ambos métodos

e Verdaderos (-): cepa sensible por ambos métodos

e Falsos (+): cepa resistente por el método en estudio y sensible por el método de
referencia

e Falsos (-): cepa sensible por el método en estudio y resistente por el método de

referencia

Formulas utilizadas para el calculo de la sensibilidad, la especificidad y la

concordancia:

Sensibilidad = Verdaderos (+) x 100 / Total (+)
Especificidad = Verdaderos (-) x 100 / Total (-)
Concordancia = [Verdaderos (+) + Verdaderos (-)] x 100 / [Total (+) + Total (-)]
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