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I. RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad reemergente causada principalmente por
Mycobacterium tuberculosis y que infecta a un tercio de la poblacion mundial.

Los principales objetivos de este estudio fueron determinar la susceptibilidad
antibiotica de las cepas de M. tuberculosis, identificar la presencia de cepas
multirresistentes y caracterizar los perfiles genéticos de las cepas comparandolos con los
datos epidemioldgicos y la susceptibilidad antibidtica.

Se estudiaron 95 cepas caracterizadas como M. tuberculosis de los pacientes que
acudieron al Hospital General San Juan de Dios durante el afio 2002. Para realizar la
susceptibilidad antibidtica se utilizé el método directo de las proporciones y para el analisis
genético, la técnica de DRE-PCR. Para recaudar la informacion epidemiologica se acudio a
la entrevista directa con los pacientes y la revision de expedientes clinicos. Los resultados
se almacenaron en el programa Epi info 6 y fueron analizados a través de un analisis de
frecuencias y univariado con uso de la prueba de Chi cuadrado y t student cuando fuera
necesario. Ambas a un nivel de significancia del 0.05 (o= 0.05).

Los resultados obtenidos describen a una poblacion que en su mayoria fueron
hombres, entre 26-45 afos y provenientes principalmente de Guatemala, Suchitepequez y
Escuintla. La mayoria de pacientes estaban hospitalizados y 61% eran PVVS. De la
muestra que mas se aislaron micobacterias fue de esputo (55%) y de las 95 cepas aisladas,
81 (85.3%) fueron identificadas como M. tuberculosis. Sesenta y un (82.4%) cepas fueron
susceptibles y 13 (17.6%) presentaron algun tipo de resistencia, siendo cinco cepas las
caracterizadas como tuberculosis multidroga-resistente (MDRTB). De estas 13 cepas, 9
pertenecian a PVVS. Para el andlisis genético fue posible procesar 89 muestras, de las
cuales 64 amplificaron y de ellas 41 formaron patrones genéticos agrupados que indicaron
una infeccion reciente y 23 formaron patrones Uinicos que sugieren una reactivacion de una
infeccion pasada. Se concluye que la mayoria de estos casos de TB se deben a infecciones
recientemente adquiridas y por ende significa que en Guatemala la transmision de la misma
es continua y poco controlada, por lo que se recomienda crear nuevos y funcionales
programas de salud para disminuir los casos de TB principalmente multidroga-resistente e
incluir la poblacion con VIH+TB como una prioridad, debido a que la probabilidad de

infectarse se incrementa de un 17-37% tras la exposicion a este microorganismo.



II. INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis, llamado también bacilo de Koch. Es una de las principales causas de muerte
alrededor del mundo; en la que se estima que cada afio existen 8.8 millones de casos
nuevos.

En Guatemala, la incidencia para el afio 2000 fue de 22.57/100,000 habitantes que
corresponden a 1623 casos. La aparicion del VIH ha acelerado la propagacion de la
tuberculosis, aumentando hasta 30 veces el factor de riesgo que en la poblacion en general.

Esta enfermedad se transmite principalmente por el aire, de una persona a otra al
toser, estornudar o hablar. La persona infectada puede desarrollar una infeccion latente en
la que no se presentan sintomas, o una infeccion activa, dependiendo de su estado inmune.

El diagnoéstico clinico esta basado en la sintomatologia y rayos X de térax; en el
laboratorio éste se fundamenta en el examen de la piel PPD', la presencia de bacilos alcohol
acido resistentes y el aislamiento de M. tuberculosis. Existen otros métodos diagndsticos
mas avanzados pero son menos utilizados actualmente.

Para el tratamiento se utilizan varios medicamentos para evitar la aparicion de
resistencias por mutaciones naturales en la micobacterias. Las drogas de primera linea son
rifampicina, isoniacida, estreptomicina, pirazinamida y etambutol; entre las drogas de
segunda linea se pueden citar la ofloxacina, cicloserina y etionamida. Todas las drogas
tienen cierto grado de toxicidad pero son relativamente seguras y pocos efectos
secundarios.

El uso inadecuado de estos medicamentos son la principal causa de la tuberculosis
multidroga resistente (MDR-TB), un problema que se incrementa constantemente a nivel
mundial a causa de la epidemia del VIH/SIDA y el deterioro en la infraestructura de salud
publica, entre otros. La terapia en estos pacientes es mas larga, mas toxica y mas cara que
una terapia de tuberculosis susceptible.

Es por ello que la determinacion de la susceptibilidad antibidtica ha llegado a ser
una herramienta util e importante, principalmente en pacientes que no responden a

tratamiento y que por lo tanto se sospecha que estan infectados con cepas resistentes de

'Derivado purificado de proteina (PPD por sus siglas en inglés)



M. tuberculosis a una o mas drogas. A nivel de salud publica la misma se utiliza para
establecer la presencia de cepas resistentes que circulan en la poblacion general.

En Guatemala existen muy pocos estudios de multirresistencia a drogas de M.
tuberculosis, ademas de no contar con los perfiles genéticos de estos microorganismos.

Una técnica utilizada es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando el
método de DRE-PCR que est4 basado en la amplificacion de los segmentos de ADN de la
micobacteria localizados entre dos copias de elementos repetidos, el IS6//0 y la secuencia
repetitiva polimorfica rica en guanina-citocina (PGRS).

La aplicacion de este método puede proveer importante informacion: se puede
interpretar qué patrones de cepas de M. tuberculosis estan relacionados genética y
epidemioldgicamente y si existe o no una correlacion directa entre una cepa y otra y
distinguir multirresistencia antibiotica.

En este estudio se propuso identificar y definir las huellas genéticas de cepas de M.
tuberculosis en Guatemala, determinar si existe resistencia asociada a cepas con patrones
genéticos individuales o agrupados, hacer un andlisis epidemiologico entre los perfiles
genéticos y la susceptibilidad antibidtica obtenida.

Estos objetivos se alcanzaron utilizando la técnica de DRE-PCR, el método directo
de las proporciones para determinar la resistencia y la revision de historias clinicas de cada

uno de los pacientes pertenecientes a estas cepas, respectivamente.



III. ANTECEDENTES

A. Epidemiologia de la Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa, transmisible, causada
principalmente por la bacteria Mycobacterium tuberculosis (1-4) o también bacilo de Koch
(del nombre Roberto Koch, médico que lo identifico por primera vez en el afio de 1882)
(2,5,6) y en menor grado por Micobacterium bovis y Micobacterium africanum (3,5,7).

En la ultima década, la TB se ha convertido en una enfermedad reemergente y una
de las principales causas de muerte (3 millones anualmente alrededor del mundo) (3,5-8).
Se estima que cada afio existen 8.8. millones de nuevos casos, lo que corresponde a 52,000
muertes por semana o mas de 7,000 casos por dia, que se traduce en mas de 1,000 nuevos
casos cada hora, cada dia (3,4,7-12). La TB es el mayor problema de salud publica
alrededor del mundo (4).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que en 1999, en las Américas
existian mas de 117 millones de personas infectadas, se reportaron 560,000 casos nuevos
y 220,000 muertes. En el afio 2000 se reportd 233,558 casos en 37 paises, con una tasa de
28/100,000 habitantes, sin embargo debe considerarse el subregistro que en algunos paises
alcanza hasta el 80%, por lo que este dato puede llegar a cuadruplicarse (13).

En Guatemala la incidencia de TB alcanzo6 una tasa de 22.57/100,000 habitantes, en
el afio 2000, que correspondieron a un total de 1643 casos; aunque lo estimado por la OMS
fue de 108/100,000 habitantes (80.7%) (3). En un reporte publicado en 1996, la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) incluyé a Guatemala entre nueve naciones
de Latinoamérica que afrontaban severas tasas de incidencia de TB sobre 85/100,000
habitantes (14).

La poblacion més afectada es aquella que se encuentra en la etapa econdmicamente
productiva, entre 15 y 49 afios. La epidemia del SIDA y la declinacion de los estandares
socioeconomicos han contribuido al resurgimiento de la enfermedad en naciones
industrializadas (4,5,15,16). Otros factores importantes incluyen pobreza, incremento de
emigrantes y un soporte inadecuado, tanto de la infraestructura de salud publica como en

los programas de control para TB (8,17,18).
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La emergencia del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) no solo ha acelerado
la propagacion de la TB y producido un impacto dramatico en la epidemiologia sino ha
influido en la historia natural de la enfermedad desde principios de los afios ochenta
(3,8,15).

Este virus destruye los mecanismos de defensa del organismo, aumentando hasta 30
veces el riesgo de enfermarse de TB y de transmitir la enfermedad (3). La experiencia
clinica indica que del 25-50% de todos los pacientes con infeccion por VIH enfermaran de
TB a lo largo de su vida (2).

Desde el inicio de 1994 el diagndstico de TB pulmonar en un paciente seropositivo
a VIH constituye un “caso de SIDA” a efectos de vigilancia epidemiologica. En Espafia,
durante el afo 1995 se notificé 20.4% de TB extrapulmonar, 20.1% de TB pulmonar y
2.2% de otras enfermedades causadas por micobacterias en los pacientes con SIDA (2).

En la actualidad estar infectado con VIH constituye el mayor factor de riesgo para
sufrir una TB (2,8). En Nueva York, en el afio de 1995, de 2,445 casos nuevos de
tuberculosis, 33% fueron reportados en pacientes VIH seropositivos, 31% en pacientes VIH

seronegativos y el resto en pacientes sin datos serologicos (8).

B. Caracteristicas de Mycobacterium tuberculosis

M. tuberculosis es un bacilo aerobio estricto, no esporulador e inmévil que mide
0.2-0.6 x 1-10 um. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C y es resistente al frio,
congelaciéon y desecacion. Se desarrolla lentamente, requiere 3-8 semanas para su
aislamiento. Las colonias tipicas se observan con apariencia rugosa, color crema a amarillo
y bien adheridas al medio (2,4,5,19,20,21).

La pared celular es rica en lipidos, por lo que su superficie es hidrofoba; razén por
la que las micobacterias son resistentes a muchos desinfectantes y tinciones de laboratorio,
asi mismo son resistentes a la decoloracion con acidos, de donde proviene el nombre de

bacilos acidorresistentes (19-21).



C. Transmision:

La TB se propaga a través de aerosoles de una persona a otra al toser, estornudar o
hablar. Las personas que inhalan estas bacterias pueden llegar a infectarse
(1,2,4,5,11,19,21). Una ruta de transmision menos comun incluye aquella por alimentos
contaminados (usualmente leche) o por una inoculacion directa (trabajadores de la salud)
(4,5,21).

Presentar la infeccion de TB significa que las bacterias estan en el cuerpo, pero en
estado “inactivo”. En la mayoria de los casos, después de que las bacterias de la TB entran
en el cuerpo, las defensas del mismo las controlan, creando una pared alrededor de ellas.
Las micobacterias pueden permanecer vivas dentro de estas paredes en un estado inactivo
por afios. Mientras estén de esta forma, no pueden hacer dafio, ni contagiar a otras
personas. La persona esta infectada pero no enferma de TB (1,2). A esta forma se le llama
tuberculosis latente (1).

Muchas personas que tienen TB latente nunca desarrollaran la enfermedad, pero en
otras, debido a factores predisponentes', la bacteria puede activarse y causar la enfermedad
(1,2,21); por esta razon se considera como una de las infecciones oportunistas mas comunes
en las personas que viven con VIH/SIDA (PVVYS); se estima que estar infectado con el VIH
incrementa 113 veces el factor de riesgo para desarrollar una tuberculosis activa y la
enfermedad del SIDA 170 veces (ver anexo 1) (5,8,22,23,24).

La bacteria puede depositarse primariamente en los pulmones, que es la forma mas
comun (80-85% de los casos), comenzar a extenderse a través de la sangre a la forma
extrapulmonar que incluye, por ejemplo, en orden de frecuencia: TB pleural, linfatica,
urogenital, osteoarticular, meningea y miliar (representa diseminacion hematogena de la
enfermedad) aunque cualquier 6rgano o tejido del organismo puede ser afectado (1,4,5,21).

En los pulmones, M. tuberculosis infecta a los macréfagos alveolares, donde los
bacilos comienzan a multiplicarse y acaban destruyendo las células fagocitarias. De esta
manera, se produce un ciclo posterior de fagocitosis por los macréfagos y linfocitos, que
emigran hacia el foco de infeccion; finalmente se produce la destruccion celular. Los
macrofagos infectados diseminan el proceso hacia los ganglios linfaticos locales en la fase

inicial de la enfermedad, asi como hacia el torrente circulatorio y otros tejidos (4,22).

'Edad, bajo peso, una enfermedad grave, abuso de drogas o alcohol, sistema inmune deficiente.



Después de desarrollar una inmunidad adquirida por el hospedero, los macrofagos
son activados por los linfocitos T para matar a los bacilos intracelulares y regular la
multiplicacion de M. tuberculosis. En la lesion pulmonar o en cualquier otro sitio en el que
el bacilo se haya desarrollado, un granuloma tuberculoide caracteristico, puede formar una
lesion cronificante e inactivar asi los bacilos (4). Al detenerse la infeccion en esta fase, los
unicos signos de infeccidén son una prueba cutdnea positiva que se mantiene durante toda la
vida y los signos radioldgicos de calcificacion de los focos inicialmente activos en el
pulmon u otros drganos (19).

La reactivacion de los bacilos latentes puede ocurrir afios después de que
desaparezca la respuesta inmunoldgica, ya sea como consecuencia del envejecimiento,
enfermedades inmunosupresoras (p. e. diabetes, cancer, leucemia, enfermedad de Hodgkin,

VIH) y/o ciertos tratamientos o sustancias de abuso (1,5,19).

D. Sintomas:

La TB carece de manifestaciones clinicas propias que permitan diferenciarla de
otras enfermedades respiratorias, como por ejemplo aquéllas causadas por hongos. El
comienzo es, la mayoria de las ocasiones, insidioso y poco alarmante por lo que pueden
pasar varios meses hasta que se llegue al diagndstico de certeza. De ahi la importancia que
el médico ponga en marcha las exploraciones complementarias ante la mas minima
sospecha clinica y que sea necesario conocer a la perfeccion los sintomas y signos
sugestivos de la TB, hecho que conllevard una mayor sospecha de la enfermedad haciendo
a la vez un diagnostico diferencial y precoz. Los signos y sintomas dependen del lugar en
el que la bacteria esté situada (5,19).

La infeccion pulmonar activa se manifiesta por sintomas inespecificos, como
malestar general, pérdida de peso, tos persistente por mas de 2 semanas de evolucion y
sudoraciones nocturna. Otros sintomas mas especificos son: dolor en el pecho, cansancio
constante, fiebre no cuantificada por termometro, pérdida del apetito, expectoracion

mucopurulenta o con sangre, entre otros (1,2,4,11,19,21,22).
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En la tuberculosis extrapulmonar, los sintomas varian de acuerdo al lugar en el
que ocurre la enfermedad, pero generalmente ocurren sintomas como fiebre, sudores
nocturnos y pérdida de peso (2,5,21).

En pacientes inmunocomprometidos, en especial en PVVS, los sintomas son menos
especificos y dependen del grado de inmunosupresion que presenten. E1 50% de PVVS con
tuberculosis pulmonar, presentan muestras de esputo negativas a la observacion de BAAR
en comparacion con las personas que no presentan infeccion por el VIH/SIDA (8,22).

La TB extrapulmonar se presenta cominmente en PVVS, lo cual constituye un
factor mas que dificulta el diagndstico de la enfermedad (2,5,8,22).

Los pacientes con una infeccion por VIH y una tuberculosis pulmonar pueden
presentar imagenes de rayos X de térax atipicas, infiltrados lobulares, con o sin adenopatia
o infiltrados difusos que se parecen al patron intersticial que se observa en una neumonia
por Pneumocystis carinii. La imagen de rayos X de toérax es normal en 10 a 20% de los
pacientes con SIDA y en ellos la enfermedad cavitaria es menos comun, posiblemente
reflejando la disfuncion inmune en pacientes con una infeccidon avanzada por el VIH (22).

La tuberculosis es la primera manifestacion clinica en los pacientes infectados por VIH (8).

E. Diagnéstico:

El diagnoéstico clinico de la TB pulmonar estd basado en la sintomatologia
caracteristica y los rayos X de torax. Sin embargo estos datos por si solos no son fiables
por no ser especificos, solamente indican que se debe realizar el estudio microbioldgico
diferencial (hongos, bacterias, etc.) y utilizar otros métodos clinicos y de laboratorio que se

presentan a continuacion:

1. Prueba de Tuberculina

La prueba de tuberculina por el método de Mantoux o derivado purificado de
proteina, (PPD por sus siglas en inglés) es un examen selectivo estandar que contiene un
antigeno (tuberculina) que se encuentra en la micobacteria y que es usado generalmente
para identificar individuos infectados, enfermos con tuberculosis, o personas que hallan

estado en contacto con el microorganismo. La PPD esté indicada en todas las situaciones en
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que interese confirmar o descartar infeccion tuberculosa (ver amexo 3), no existiendo
contraindicaciones para la misma. Es la prueba normalizada por la (OMS) desde 1964, que
basicamente consiste en la inyeccion intradérmica de la PPD en la cara anterior del brazo
izquierdo y la realizacion de una lectura a las 48-72 horas de la prueba, en la que se mide la
zona de induracion que se ha producido (no la zona de eritema) (2,4,5).

La positividad de la prueba depende de los factores de riesgo de la persona y su
estado inmunolégico (Ver Anexo 2). En Guatemala, por ser un pais endémico, se considera
positiva una zona de induracion mayor o igual a 10 mm, que no significa lo mismo que una
infeccion activa. La excepcion la constituyen los sujetos vacunados con BCG, en los 10
afnos previos a la realizacion de la prueba. En ellos se considera positiva una induracién
mayor o igual a 14 mm (2,5,10).

En los pacientes con infeccion por el VIH, independientemente de si estdn o no
vacunados con BCG, toda induraciéon igual o mayor de 5 mm se considera positiva. Sin
embargo, existen pacientes que expresan resultados falsamente negativos debido a la
inmunosupresion, que impide el desarrollo de la papula y zona indurada (anergia cutinea)
(Ver anexo 4) (2,5).

El mayor valor predictivo positivo de esta prueba en el diagndstico de TB activa se
obtiene en los nifos, donde la prevalencia de infectados es baja y donde un paciente con
una PPD positiva y clinica sospechosa tiene muchas probabilidades de padecer la

enfermedad (2,10,21).

2. Tincién de Bacilos Alcohol Acido Resistentes

El método de diagnostico mas utilizado es la observacion directa de material clinico,
generalmente esputo o de especimenes concentrados para la deteccion de bacilos alcohol
acido resistente (BAAR) por medio de la coloracion de Ziehl Neelsen o Kinyoun. Aunque
este método es rapido y de bajo costo, tiene varias limitantes, entre ellas: requiere 10,000
organismos/ml. para observarlos, lo que resulta en una baja sensibilidad (30-70%
comparado con el cultivo de la micobacteria) y no permite distinguir M. tuberculosis de
otras micobacterias (4,5,8,22,25).

La sensibilidad en la observacion de los frotes en el microscopio depende también

de otros factores tales como el tipo y la calidad del espécimen, nimero de especimenes
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examinados, la experiencia observacional, condiciones clinicas y el nimero de BAAR

presentes en la muestra (4,8,25).

3. Cultivo para Mycobacterium tuberculosis

El método de referencia o “el estandar de oro” es el cultivo en medio sélido
(Lowenstein-Jensen o Middlebrook 7H10 y 7HI1). Este microorganismo crece muy
lentamente, debido a que sus tiempos de generacion son de 2 a mas de 20 horas, a
diferencia de las bacterias de crecimiento rapido cuyos tiempos de generacion son de
algunos minutos. Las micobacterias parecen dividirse por fision binaria simple, aunque
otros autores han postulado un ciclo de vida mas complejo. Se requieren 3-8 semanas para
obtener colonias visibles. Las condiciones de incubacion incluyen alto porcentaje de
humedad y una temperatura entre 35 C —37 C. El rango de pH 6ptimo para su crecimiento
es de 6.5-7.0. La mayoria de especies se adaptan rapidamente para crecer en sustratos
simples, usando amonio o 4cidos de amonio como fuentes de nitrégeno y glicerol como
fuente de carbono en presencia de sales minerales. La morfologia de la colonia es rugosa y
ligeramente amarilla (4,5,21,25,26).

La identificacion de M tuberculosis de otras especies de micobacterias se realiza por
medio de pruebas bioquimicas que incluyen: prueba de niacina, catalasa, ureasa,
produccion de arilsulfatasa, reduccion de nitratos, tolerancia a cloruro de sodio, hidrélisis

del tween 20, produccion de pigmento, entre otras (21,27).

4. Otros métodos diagnosticos

En los ultimos afios han sido introducidas diversas técnicas nuevas, en respuesta a la
necesidad de un diagnostico mas eficiente y que permitan la recuperacion de la
micobacteria en menor tiempo que en cultivo solido; entre estos estan el cultivo en medio
liquido (Middlebrook 7H9) y métodos automatizados o semi automatizados como el
sistema BACTEC™, Septi-Chek AFB y MGIT (BBL™), aplicaciones de cromatografia, y
otros (4,8,22,28).
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F. Susceptibilidad antibiotica de M. tuberculosis

Un método utilizado para la determinacion de la susceptibilidad de M. tuberculosis
es el método modificado de las proporciones. Los resultados de este método son
reportados como un porcentaje del total de la poblacion bacteriana resistente a una droga
determinada, la cual es definida por la cantidad de crecimiento en un medio que contiene el
medicamento, comparada con el crecimiento en un medio control libre de medicamento
(23,29). Cuando mas del 1% de la poblacion bacilar es resistente a la concentracion critica
de la droga, la micobacteria se considera resistente. La concentracion critica del
medicamento es aquella a la cual se inhibe el crecimiento de la mayoria de bacterias
(17,22,24,29-32).

El principio del método modificado de las proporciones, se basa en que una
suspension estandarizada del organismo a evaluar se inocula en placas de agar 7H10
conteniendo un agente antimicrobiano, generalmente drogas de primera linea (Isoniacida —
INH-, rifampicina —RIF-, estreptomicina —SM- y etambutol —-EMB-) y también en un agar
control sin droga (22,30). A continuacion se incuba a 36'C por 3 semanas, el crecimiento
en el medio con el antimicrobiano se compara con el crecimiento en el medio libre de
medicamento, y dependiendo de la cantidad de crecimiento, el organismo se categoriza
como susceptible o resistente (22,32).

Entre las ventajas de este método se pueden citar que de los métodos que existen en
la actualidad éste es el mas accesible y aplicable para la mayoria de los laboratorios de
salud del pais. Entre las desventajas estan, que las micobacterias algunas veces se agrupan
en grumos, 0 no crecen satisfactoriamente por lo tanto es dificil obtener suspensiones
homogéneas del indculo y esto puede afectar los resultados. Ademads, se requiere de
personal capacitado por ser un método muy laborioso en cuanto a tiempo y al
procedimiento en si. El medio de cultivo que se utiliza es muy enriquecido y si no se tiene
el equipo y las condiciones de esterilidad que exige el método, puede contaminarse
facilmente (32).

El test de susceptibilidad antibidtica para M. tuberculosis puede hacerse también
con el uso de técnicas radiométricas en medios liquidos adicionados con las drogas INH,
RIF, SM, EMB vy pirazinamida (PZA) en los que se determina si las cepas en estudio son

susceptibles o resistentes a las drogas antituberculosas dependiendo del crecimiento de la
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micobacteria, el cual se detecta por la liberacion de C'* del medio como consecuencia del
metabolismo de la bacteria (33). Este método reduce el tiempo en la obtencion de
resultados (5 dias en comparacion con 3 semanas, en promedio, con el uso del método de

las proporciones) (24,33).

Los test de susceptibilidad desempenan un papel muy importante en epidemiologia,
debido a que detectan la aparicion de resistencia provocada por fallas en la administracioén o
en la supervision de un tratamiento adecuado (34).

En Guatemala las pruebas de sensibilidad a farmacos no se llevan a cabo
rutinariamente, lo cual hace surgir la posibilidad de esquemas inadecuados de tratamiento

para pacientes con cepas multirresistentes (14).

G. Tratamiento de la tuberculosis

El tratamiento de TB est4 condicionado al tipo de bacilo que se encuentre. A partir
de un bacilo se origina una colonia en la que unos de ellos estaran multiplicandose
rapidamente, otros estaran creciendo de un modo intermedio, otros creceran lentamente y
algunos otros estaran en un estado inerte, sin metabolismo activo. Al alcanzar cierto
nimero de bacilos se empiezan a producir mutaciones naturales y espontaneas. Esta
mutacion da lugar a la aparicion de resistencias de tipo cromosoémicas y por ello
irreversibles, que estan en relacion con el niimero de bacilos presentes y el farmaco
considerado. Esta situacion ocasiona que no todos los elementos de la colonia tengan el
mismo comportamiento frente a las diferentes drogas antituberculosas, y por ello el

tratamiento administrado debe ser una combinacion de estas drogas (2,4,22,35).

1. Drogas de Primera linea

Cinco medicamentos son los llamados de primera linea: INH, RIF, SM, EMB y
Pirazinamida -PZA-, por su actividad y baja toxicidad (1,5,8,11,36,21). La INH ha sido la
droga mas utilizada desde su introduccion. Su dosis usual es de 300 mg diarios y posee
baja toxicidad para el higado (22,36-38) La RIF, descubierta en 1966, es otra droga potente

contra la TB. Su dosis usual es de 600 mg diarios y como la INH, también es hepatotoxica
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(22). El uso de la PZA se ha incrementado en los ultimos afios, usualmente en dosis de 25
mg/kg/dia, es hepatotdxica y provoca hiperuricemia (2,39,40).

El EMB puede usarse como bacteriostatico (15 mg/kg/dia) y como bactericida (25
mg/kg/dia). En su dosis mas baja su toxicidad es raramente encontrada (22,35).

Aunque la SM fue la primera droga descubierta, en la actualidad su uso es limitado
debido a su forma de administracion (via intramuscular) y a que, como otros
aminoglicosidos, la SM causa citotoxicidad y disfuncion renal, por lo que tiene una

toxicidad media en un paciente con TB (22,36,41).

2. Drogas de segunda linea

Las drogas de segunda linea son poco utilizadas, excepto en las areas en las que
existen grandes rangos de resistencia a drogas. En este grupo se pueden citar la ofloxacina,
cicloserina, capreomicina, etionamida, tiacetazona, kanamicina/amikacina, y PAS, del cual

ahora se sabe, puede causar hepatitis y retencion de fluidos entre otros (2,5,21,22,36,41).

3. Esquemas de tratamiento

Existe un gran numero de pautas de tratamiento derivadas de las diferentes
combinaciones que se pueden realizar con las drogas antituberculosas. A nivel mundial
los esquemas de tratamiento utilizados son los recomendados por la OMS (Ver Anexo 5)
(42).

En Guatemala se utilizan dos esquemas de tratamiento: El esquema A, para
pacientes nuevos que nunca han tomado tratamiento; dura 6 meses y comprende 4
medicamentos: INH, RIF, PZA, EMB (17,21,43). El esquema B, para pacientes
previamente tratados; dura 8 meses y comprende 5 medicamentos: SM, ademas de las 4
drogas mencionadas (43).

En ambos casos, el tratamiento se divide en dos etapas: La fase intensiva, durante la
cual se toma el tratamiento todos los dias. La fase de continuacion, durante la cual los
medicamentos se toman dos veces por semana si es el esquema A y 3 veces por semana si
es el esquema B (42,43).

Estos tratamientos, tomados adecuadamente y bajo supervision estricta, permiten

curar al paciente y asi cerrar las fuentes de infeccion (18,43).
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La duracién de la terapia en pacientes con VIH es desconocida. Algunos autores
sugieren que 6 meses son adecuados, mientras que otros han reportado un fracaso para un
tratamiento durante este periodo (22).

Cuando se sospecha infeccion latente, existen varias opciones de tratamiento. La
droga mas utilizada es la INH durante 6 a 9 meses, sin embargo los nifios y las PVVS
necesitan tomar este medicamento por mas tiempo y lo més pronto posible para prevenir la
enfermedad (1). Sin embargo con pocas excepciones, el tratamiento es muy satisfactorio,

tanto en PVVS como en aquellas que no lo son (8).

H. Tuberculosis multirresistente a drogas

La tuberculosis multirresistente a drogas (MDR-TB por sus siglas en inglés) es una
enfermedad iatrogénica que se ha convertido en el mayor problema de enfermedades
infecciosas a nivel mundial (6,23,31,36,44).

MDR-TB es definida como el caso de TB causado por M. tuberculosis que es
resistente al menos a isoniacida y rifampicina, con o sin resistencia a otras drogas.
(15,18,45).

M. tuberculosis puede desarrollar resistencia a las drogas antituberculosas
espontdneamente o bajo una presion selectiva de antibidticos (21). En general hay dos
drogas claves en el tratamiento de la tuberculosis: INH y RIF (2,22). La frecuencia de
desarrollar resistencia espontanea para la INH es 1 en 10° a 1 en 10°, para la RIF es de 1 en
10% y para ambas es de 1 en 10* (23). Por lo tanto es muy dificil para M. muberculosis
volverse resistente a ambas drogas (6,23).

La resistencia a una o varias formas de tratamiento ocurre cuando las bacterias
desarrollan la capacidad de soportar el ataque antibidtico y de transmitir esa capacidad a su
progenie (44). La terapia para una tuberculosis resistente es mas larga, mas toxica y mas
cara que una terapia de tuberculosis susceptible (22,46).

La resistencia puede ser primaria, que es la que se presenta en un paciente que
nunca habia recibido tratamiento antituberculoso previo y que se infecta con una cepa
resistente; o secundaria que es la que ocurre cuando en un paciente, la cepa que lo infecta

era originalmente susceptible y se hace resistente dentro del organismo del mismo paciente
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como consecuencia de un tratamiento incorrecto. Esta a su vez ocasiona resistencias
primarias cuando nuevos individuos se infectan con estas cepas (2,21,44,45).

Las principales razones para que las resistencias secundarias surjan son:
incumplimiento del tratamiento, quimioprofilaxis con INH sin descartar antes una TB

activa, utilizacién de esquemas de tratamientos incorrectos: monoterapia, poco tiempo, etc.

(9,23,44).

1. Mecanismos de Resistencia

Un analisis genético y molecular de resistencia a drogas en M. tuberculosis sugiere
que esta resistencia usualmente es adquirida ya sea por alteracion de la bacteria en los sitios
de accion de la droga producida por mutaciones o por dilucidon de la droga debido a una
sobreproduccion de sitios de accion. Las cepas MDR-TB aparecen principalmente por
acumulacién de mutaciones en genes que codifican los sitios de accion para cada droga
(10,15).

La probabilidad de resistencia es muy alta para los medicamentos antituberculosos
menos efectivos como tiacetazona, etionamida, capreomicina, cicloserina y vomicina
(10°); intermediaria para drogas como INH, SM, EMB, kanamicina y 4cido
paraminosalicilico (10®); y menor para RIF (10™®). Consecuentemente la probabilidad de
una mutacion es directamente proporcional a la carga bacteriana, cuando esta carga es de
10° puede contener muchos mutantes resistentes a cualquier droga antituberculosa (15,34).

La exposicion a las drogas antituberculosas no induce mutaciones, solamente
permite la replicacion de los mutantes ya presentes, mediante la destruccion de las bacterias
susceptibles a la droga que de otra manera competirian por los nutrientes (15,34,48) .

La resistencia a drogas confiere ventaja selectiva a la bacteria cuando ésta se expone
a la droga. Bajo estas circunstancias, las cepas sensibles son eliminadas y se desarrollan los
mutantes resistentes a cada una de ellas (15).

M. tuberculosis adquiere resistencia a las drogas antituberculosas mediante
mutaciones cromosomales y ¢éstas se producen con una frecuencia baja, pero
constantemente, lo que implica la transmision de cepas resistentes en una comunidad. Esto
influencia dréasticamente su aplicacion y supervision en los esquemas de terapia

antituberculosa. En general, una infraestructura inadecuada y un bajo nivel de interés



16

constituyen un problema serio para erradicar la transmision de estas cepas resistentes
(15,34,48,49).

Cuando el paciente se expone a una segunda terapia de drogas con una droga mas
dentro del esquema del primer tratamiento, se seleccionan los mutantes resistentes a la
nueva droga y eventualmente el paciente puede tener bacilos resistentes a dos o mas drogas
(11,15,49).

La seleccion seriada de resistencia a drogas es el mecanismo predominante para el
desarrollo de cepas MDR; un paciente con cepas MDR constituye un “pool” de infecciones
cronicas, que propagara MDR con resistencia primaria (15,47,48). Ademas de la
acumulacion de mutaciones en los genes que codifican los sitios de accion para cada droga,
la permeabilidad de la barrera impuesta por la pared celular de M. tuberculosis puede

contribuir al desarrollo de resistencia a drogas en bajo nivel (15).

2. Epidemiologia de MDR-TB

Los factores asociados con el incremento en la incidencia de MDR-TB incluyen la
epidemia del SIDA, incremento de los casos de TB especialmente en poblaciones con facil
acceso a las drogas antituberculosas, el deterioro en la infraestructura de salud publica y la
inadecuada capacitacion del personal médico sobre la epidemiologia de la TB
(17,18,23,50). Sin embargo uno de los mayores factores de riesgo para el establecimiento
de MDR-TB es una terapia administrada inadecuadamente (5,23,42).

El tratamiento para una MDR-TB tiene mejor rendimiento en pacientes no
infectados por el VIH, que en pacientes VIH positivo. En un estudio realizado a 171
personas entre 1973 y 1983 se reportd que la mitad de los pacientes fueron curados, un
cuarto curados quirdrgicamente y el resto no tuvo éxito en el tratamiento (22).

En las PVVS, con MDR-TB es mas frecuente encontrar una enfermedad pulmonar y
extrapulmonar simultdneamente. La mortalidad se incrementa altamente en estos pacientes,
observandose un tiempo de vida de 1-3 meses (22). Un diagnoéstico tardio, una prueba de
susceptibilidad retrasada y una MDR-TB no tratada rapidamente pueden ser fatales en estos
pacientes (23, 31, 44).

En epidemias recientes, mas de 200 PVVS desarrollaron MDR-TB. La mortalidad

excedio el 80% y el intervalo entre el diagnostico y la muerte de estos pacientes fue de solo
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4 a 16 semanas. Durante las mismas epidemias, 18%-50% de los trabajadores de salud
mostraron conversion en los resultados de la prueba de PPD (6,8,23,24).

La MDR-TB es relativamente poco comiin en los paises subdesarrollados donde la
prevalencia de TB es alta. En algunos paises las drogas antituberculosas no estan al alcance
de la poblacion que mas lo necesita, sin embargo en los paises en los que los medicamentos
pueden obtenerse facilmente, los rangos de prevalencia de MDR-TB tienden a ser mas altos
(23).

En Rusia se han llevado a cabo estudios de multirresistencia a drogas para la
tuberculosis. En Estonia, se encontr6 37% de resistencia a una o mas drogas en casos
nuevos de TB (resistencia primaria) y un 14% de multirresistencia. En Ivanovo se
examinaron 514 muestras y se encontraron 26 (5%) con MDR-TB primaria (51,52).

En diversas investigaciones se ha encontrado que estar encarcelado o trabajar en una
prision, es un factor que incrementa el riesgo de contraer no solo TB sino una MDR-TB.
Por ello se enfatiza en la necesidad de mejorar los programas de control de la TB en estos
lugares (25) .

Ademas, los prisioneros presentan una alta prevalencia de infeccion con el VIH,
comparado con la poblacion en general. Un diagndstico tardio, condiciones inadecuadas de
hacinamiento entre los prisioneros y la transferencia frecuente de los mismos entre una
prision a otra dan como resultado epidemias de MDR-TB en estos lugares asi como
también en hospitales (45,53,54).

La epidemiologia de la MDR-TB varia geograficamente ya sea entre hospital y
hospital, entre ciudad y ciudad y entre un pais y otro (22,23).

Los cinco paises con incidencia mas alta de MDR-TB son: India, China, Indonesia,
Bangladesh y Paquistan (52).

Rodriguez JM y colaboradores realizaron en Guatemala en el afio de 1998 un
estudio de resistencia primaria a drogas y observaron 4.7% de este tipo de resistencia en
198 muestras analizadas. La alta tasa de resistencia primaria encontrada en este estudio
confirma que existe una transmision activa de tuberculosis resistente (14).

También se reportd que 17.6% de las muestras presentaron algun tipo de resistencia,
siendo la INH y la SM las drogas que resultaron ser el patron mas frecuente de resistencia

(17.6%). Adicionalmente, se observo una multidrogarresistencia primaria de 4.7%, lo cual
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es preocupante, ya que la INH y la RIF constituyen el baston principal de la terapia anti-TB
no solamente en Guatemala, sino en otros paises subdesarrollados (14).

Este estudio fue comparado con otro estudio realizado en Quetzaltenango (Julio
1993-Junio 1994) observandose una gran similitud en los resultados de resistencia a
cualquier farmaco (21.3% en Quetzaltenango y 26.4% en este estudio) asi mismo una
multirresistencia de 2.6% y 4.7% respectivamente (14,17).

A la larga es obvio que la resistencia primaria a drogas se da como consecuencia a
la resistencia adquirida y por lo tanto es el resultado de errores en la prescripcion de drogas,
en el manejo de suplementacion de éstos, el manejo de casos individuales o el despacho de

drogas al paciente (14).

3. Tratamiento de la MDR-TB
El tratamiento de MDR-TB incluye el uso de drogas de segunda linea, sin
embargo el costo de estos medicamentos es tan alto que practicamente imposibilita su uso
en paises con escasos recursos economicos, por lo que para disminuir este problema debe
actuarse en dos direcciones: ejecutar medidas en los programas de control de TB que eviten
que aparezcan mas casos de MDR-TB e intentar conseguir un banco basico de farmacos de
segunda linea que permita ofrecer una cura a estos pacientes (55).
La duracion sugestiva para la terapia de una MDR-TB varia en un rango de 6 a 12
meses. Para las PVVS vy pacientes con otras condiciones inmunosupresivas se recomienda

una terapia de al menos 12 meses (22-24).

4. Prevenciéon de MDR-TB

No existe un consenso en el uso de terapia preventiva para las personas infectadas
con una MDR-TB, sin embargo la INH después de mas de 40 afios sigue siendo la droga de
eleccion por su efecto bactericida sobre M. tuberculosis (12,23).

Cuando una cepa de M. tuberculosis es resistente a INH pero susceptible a RIF, ésta
puede ser efectiva como profilaxis; sin embargo si la exposicion fue con una cepa resistente
a multiples drogas, las opciones de tratamiento son limitadas. La pirazinamida y el
etambutol son las drogas alternativas para el uso en la prevencion de una MDR-TB

(2,22,24).
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Las epidemias mas recientes de MDR-TB han ocurrido en hospitales. Por ello, debe
administrarse =~ una terapia preventiva a los trabajadores de la salud, quienes
consecuentemente pueden llegar a ser el mayor reservorio para patdgenos nosocomiales
(23,31).

Ademas de la terapia preventiva otras acciones deben llevarse a cabo para
interrumpir la transmision de la tuberculosis resistente a multiples drogas lo cual puede
lograrse por medio del monitoreo del cumplimiento en la toma de los medicamentos, ya
que éste el mayor factor de riesgo para desarrollar una MDR-TB (13,22).

La terapia acortada estrictamente supervisada —TAES- (DOT, por sus siglas en
inglés), es un sistema en el cual el paciente es observado diariamente al momento de
administrarsele tratamiento (8,44). Esta terapia se ha adoptado recientemente por muchos
centros e instituciones de salud, sin embargo la implementacion de este sistema ha sido
dificil en paises como Guatemala, debido a la dificultad de acceso a servicios de salud de la
mayor parte de la poblacion (12,23,52).

Para la prevencion de la MDR-TB en carceles y hospitales, se necesita: vigilancia
regular y sistematica de la TB, terapia preventiva para quienes presentan un examen
positivo, diagnostico, aislamiento y tratamiento inmediato de TB, asegurando ademas un
continuo control tanto dentro como fuera de estos lugares (46,54).

A pesar de que se han delineado medidas contra la propagacion de la MDR-TB a los
contactos cercanos, esta claro que la adecuada prevencion de esta entidad principia con un
tratamiento individual apropiado y un buen programa de control de TB (14).

En junio de 1998 la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) aprob6 la primera droga nueva para el tratamiento
de la TB después de 25 afos. Su nombre es rifapentine (Priftin) y entre sus ventajas mas
relevantes es que en los ultimos 4 meses de tratamiento, esta droga puede ser tomada una

vez por semana, comparado con dos veces por semana para el régimen estandar (44).

I. Epidemiologia molecular de tuberculosis

La aplicacion de técnicas moleculares, principalmente de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) ha sido de gran ayuda para comprender la
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biologia y epidemiologia de la TB (56,57). Ademas ha permitido un diagnostico mas
rapido y la optimizacion de la terapia antituberculosa (8,57,58).

El principio fundamental del PCR es la amplificacion de un fragmento especifico de
ADN a través de ciclos sucesivos de replicacion exponencial hasta obtener una cantidad de
producto suficiente para ser visualizado. De esta manera, una simple molécula puede
generar mds de un billén de copias de si misma, después de 30 ciclos de replicacion
exponencial. Cada ciclo de amplificacion consiste en tres temperaturas diferentes, en las
cuales los ingredientes de la reaccion de PCR experimentan diferentes procesos fisicos y
bioquimicos para que el ADN sea replicado (59).

La técnica de PCR se ha utilizado para detectar polimorfismos genéticos, como
pequefias diferencias en las secuencias, variaciones en la distribucion de elementos
repetitivos o sitios de restriccion y diferencias en la organizacion genémica (57,58).

La técnica del polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP,
por sus siglas en inglés), es un andlisis basado en las huellas genéticas que identifica
especificamente a las cepas de M. tuberculosis y se considera el método de referencia para
la identificacion de patrones genéticos (15,57,60-63). Este método se basa en el elemento
repetido IS61710, descrito por Thierry et al. el cual se encuentra en miembros del complejo
M. tuberculosis en una proporcion de 0-20 copias distribuidas en todo el cromosoma
(64,65). Una de las mayores desventajas del método es que para su ejecucion se debe
contar con un laboratorio de investigacion sofisticado, el tiempo de ejecucion es
prolongado y el procedimiento es laborioso. Necesita una cantidad suficiente de ADN y
por ende un crecimiento abundante en el cultivo primario de la cepa o si es necesario la
realizacion de un subcultivo para tener suficiente cantidad de colonias (45,58,63,64).
Después del crecimiento del cultivo, el procedimiento implica la extraccion del ADN,
tratamiento con endonucleasa de restriccion, separacion de los productos por medio de
electroforesis e hibridizacion, la cual requiere multiples pasos y reactivos. Por lo tanto, el
procedimiento completo de RFLP puede llevar de 3 a 4 semanas para la interpretacion de
sus resultados (56,58,64,66).

Actualmente existe un método nuevo basado en la amplificacion de los segmentos
de ADN de M. tuberculosis localizados entre dos copias de elementos repetidos, llamado de

dobles elementos repetidos (DRE-PCR) (31,57,63,64).
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Los elementos repetidos son el IS6/70 y la secuencia polimorfica rica en Guanina-
Citocina (PGRS). Este ultimo elemento fue descrito por Ross et al. en las cepas de M.
tuberculosis asi como también en otras especies de Mycobacterium (45,64). En M.
tuberculosis el elemento PGRS se presenta en al menos 30 copias, situacién que varia en
numero y distribucion entre cepa y cepa (64,66).

Los primers que corresponden a las secuencias terminales de los elementos de
insercion 1S6/70 y PGRS fueron disefiados de modo que se amplifiquen los segmentos
entre las secuencias de los elementos repetidos (64,65).

Este método se basa en el hecho de que la distancia entre los elementos repetidos y
el namero de copias de IS6/70 y PGRS varia de cepa en cepa. Esta variacion permite
diferenciar tamafio y niimero de fragmentos de ADN que seran amplificados, permitiendo
un patrén unico para las cepas de M. tuberculosis (45,57,64,65).

Aunque el método de RFLP se considera el método de referencia para M.
tuberculosis, la técnica de DRE-PCR ha sido validada a través de diversos estudios
comparativos entre ambos procedimientos (62,64,67).

En el Hospital de Nueva York, Friedman CR y colaboradores analizaron en 1995
167 cepas de M. tuberculosis y se encontraron un valor predictivo positivo entre el DRE-
PCR y el RFLP, de 96% (64,67). Otro estudio realizado en Cuba en el afio de 1997 por
Montoro y colaboradores, valido la prueba para Latinoamérica, analizando 41 cepas con
ambas técnicas (RFLP y DRE-PCR) obteniendo resultados de 24 y 25 patrones genéticos
unicos respectivamente. Asimismo, se observo una similitud entre ambos estudios de 5 y 4
patrones agrupados (clusters') para cada técnica (62).

Con estos dos estudios se observaron las ventajas del DRE-PCR sobre RFLP,
mostrando la accesibilidad del método y que con él se obtiene la misma informacion
epidemioldgica. Las ventajas incluyen que es un método rapido que puede llevarse a cabo
directamente del cultivo primario de M. tuberculosis y cuyo resultado puede ser
interpretado en menos de dos dias (62,64,67), requiere de menos ADN, también se elimina
la necesidad de subcultivar la cepa de un cultivo primario; no necesita usar elementos

radiactivos en su procedimiento y tampoco de un laboratorio sofisticado (62,64,66).
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'Cluster: Dos o mas patrones genéticos idénticos

J. MDR-TB y Perfiles genéticos

La determinacion de resistencia a drogas en conjunto con el analisis de las huellas
genéticas por metodologias moleculares, confiere importante informaciéon acerca de la
relacion entre la resistencia a drogas y los patrones genéticos agrupados (68,69).

Los estudios de epidemiologia molecular también proveen evidencia de la
transmision de M. tuberculosis entre pacientes cuyas cepas muestran patrones genéticos
idénticos (clusters). Sin embargo la transmision entre pacientes que tienen cepas con
patrones de ADN similares pero no idénticos (por ejemplo, que difieran en una sola banda)
no ha sido bien documentado (68).

Pineda L y colaboradores, en 1997, reportd el primer estudio para Honduras de

multirresistencia a drogas y perfiles genéticos utilizando para ello el sistema BACTEC y
RFLP respectivamente. En este estudio se encontr6 que 13 de 85 pacientes (15%) con TB
pulmonar tenia resistencia a drogas y fue comun la resistencia adquirida. Este nivel de
resistencia es intermedio con respecto a lo reportado en otras ciudades de Latinoamérica,
cuyo nivel mas bajo (7%) se encontr6é en Argentina y el mas alto (43%) en Pert1 (69).
En este estudio, se realizo tipificacion epidemioldgica para todas las cepas resistentes y
algunas cepas susceptibles. Con una sola excepcion, las cepas exhibieron patrones de
restriccion diferentes, y no pudo ser identificada la diseminacion de ningun clon resistente
que infectara a varios pacientes (69).

La MDR-TB es claramente un problema publico emergente. Una alta incidencia de
MDR-TB tiene serias implicaciones, no solo por el tratamiento individual del paciente sino
por el manejo de los contactos de estos casos (69).

En otro estudio realizado por Pineda L y colaboradores, en Honduras en 1997, se
reportd que las cepas de M. tuberculosis que mostraban regiones idénticas de 1S67170
estaban mas unidas epidemiologicamente. Los pacientes infectados con estas cepas
probablemente adquirieron la infeccidn a través de una via comin o relacionada, mientras
que los pacientes infectados con cepas con un patrén Ginico tenian mas afinidad a tener
recaidas o que fueron infectados por diferentes vias. Sin embargo, en una poblacion con
alto porcentaje de cepas de M. tuberculosis que pertenecen a clusters debe sospecharse que

estd ocurriendo una diseminacién significativa de la infeccion. Las huellas genéticas
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idénticas de diferentes cepas indican una transmision reciente de persona a persona o una
via comun de infeccion (70).

El principal hallazgo en este estudio fue un alto grado de diversidad entre los
patrones genéticos de M. tuberculosis y que no hubo un solo clon infectivo, en pacientes
con MDR-TB o SIDA (70).

Similarmente, Tuyen LTK y colaboradores, en su estudio de 1998, aplicaron el
método de RFLP a 168 cepas de M. tuberculosis aisladas en Vietnam del Norte y del Sur .
Ellos reportaron la ausencia de correlacion entre los patrones de RFLP, la susceptibilidad
antibidtica o la infeccion por VIH (71).

Entre 1990 y 1992 el Centro para el Control y Prevencion de las Enfermedades
(CDC, por sus siglas en inglés) recibi6 reportes de mas de 12 clusters de MDR-TB que se
desarrollaron mayormente en PVVS. En contraste, solamente 4 clusters se observaron en
personas no infectadas con el VIH (23).

Una asociacion entre la infeccion de VIH y resistencia a drogas fue reportada en
EEUU, mientras que otro estudio realizado en Kenya no encontré dicha relacion (69). En
estos estudios tampoco se demostrd que existiera una relacion directa entre la resistencia a
drogas y la agrupacion de las cepas MDR-TB con patron genético tnico (69,70).

En Guatemala no se han realizado investigaciones que demuestren que existe este

comportamiento entre las cepas de M. tuberculosis que infectan a la poblacion.



24

IV. JUSTIFICACION

La multirresistencia a drogas es un problema serio que se ha incrementado en los
ultimos afos a nivel mundial. En los paises donde no se cuenta con programas adecuados
de control de TB se observa un mayor indice que en aquéllos que cuentan con buenos
programas de control. En este escenario, la vigilancia de la multirresistencia parece ser una
herramienta util para evaluar la eficiencia de programas de control, ayudando de manera
importante en las decisiones terapéuticas iniciales.

En los ultimos afios, Guatemala ha sido incluida por la OPS entre las nueve
naciones de Latinoamérica que afrontan tasas de incidencia de TB sobre 85/100,000
habitantes, ya que se considera que existe subregistro de hasta el 80% en los datos
reportados por el Programa Nacional (ver anexo 6).

En Guatemala, existen muy pocos estudios de multirresistencia a drogas de M.
tuberculosis, tanto en la poblacién en general como en las PVVS. Asi lo demuestran los
estudios de Harrow EM, et al. y Rodriguez JM, et al, quienes observaron una resistencia
general a cualquier droga de 21.3% hasta 26.4% y una multirresistencia de 2.6% hasta
4.7%. En estos reportes se observo similitud en la resistencia obtenida y resalta que la
multirresistencia se ha incrementado en las ultimas décadas. En ambos estudios, el tamafio
de muestra fue pequefio, no representativo de la poblacién en general y no incluyod a las
PVVS.

Ademas de haber pocos estudios, no se cuenta con los perfiles genéticos de estos
microorganismos, a través de la técnica de PCR, ampliamente usada en la epidemiologia de
enfermedades infecciosas. La aplicacion de la técnica de DRE-PCR puede proveer
importante informacién en la patogénesis de TB y ayudar a describir los perfiles genéticos
de cepas de M. tuberculosis. Esta técnica también permite saber si las cepas estan
epidemioldgicamente relacionadas entre las PVVS o de aquéllas que no lo son y distinguir
entre una cepa multirresistente de M. tuberculosis.

Por lo anterior es necesario contar con informacion acerca de las huellas genéticas
de cepas de M. tuberculosis en Guatemala y la resistencia asociada a cepas con patrones
genéticos individuales o agrupados y por ultimo determinar si la multirresistencia tiende a

ser mayor o es exclusiva en estos patrones.
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V. OBJETIVOS

. Generales
Determinar la susceptibilidad antibidtica de las cepas de Mycobacterium

tuberculosis del afio 2002.

Identificar la presencia de cepas multirresistentes de Mycobacterium tuberculosis a

los medicamentos de primera eleccion.

. Especificos

. Caracterizar los perfiles genéticos de las cepas a través de la técnica de DRE-PCR.

. Comparar los perfiles genéticos de cada cepa y susceptibilidad antibiodtica existente

entre ellos.

. Comparar los datos epidemiologicos entre los perfiles genéticos y la susceptibilidad

antibiotica.
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VI. HIPOTESIS

Existen patrones genéticos y de susceptibilidad antibidtica similares entre las cepas
que circulan en la poblacion guatemalteca que asistié al Hospital General San Juan de Dios

en el afio 2002.



VIIL. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de trabajo

Cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas durante el afio 2002.

B. Muestra
95 cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes que acudieron al Hospital General

San Juan de Dios durante el afio 2002

C. Medios
1. Recursos Humanos
Br. Aida Teresita Jiménez Rodriguez de Reyes
Asesora: MSc. Blanca Samayoa
Asesora: MSc. Ana Maria Xet
Asesora: Licda. Dalia Mei Ling Lau Bonilla

2. Recursos Materiales

a. Susceptibilidad Antibiotica

i. Equipo:

Pipetores Cornwall

- Plato caliente con mecanismo de agitacion magnética
- Mezclador Vortex

- Microscopio estereoscopico (de diseccion) (30x a 60x)
- Incubadora de 36 + 1°C con CO; 5a 10%

- Campana de seguridad bioldgica tipo 2

- Horno

- Refrigeradora

- Congelador (-20 °C)

27
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ii. Reactivos

Agua destilada

Agar base Middlebrook 7H10 deshidratado (25°C)

Caldo Middlebrook 7H9 deshidratado (25°C)

Enriquecedor de acido oléico-albumina-dextrosa-catalasa (OADC) (2 a 8°C)
Glicerol (25°C)

Soluciones stock de antimicrobianos preparadas a 1,000 pg/ml (-20°C o menos;
preferiblemente a —70°C)

e Etambutol

e [soniacida (INH)

e Rifampicina

e Estreptomicina

Cajas con agar Middlebrook 7H10 (2 a 8°C)

Dimetil sulfoxido (solvente para rifampicina y etionamida) (25°C)

ijii. Instrumentos

Cajas de Petri plasticas, estériles (15 por 100 mm) con cuatro compartimientos (cajas
con cuadrantes).

Estandar de turbidez McFarland 1.0

Agitadores magnéticos

Pipetas seroldgicas estériles de 1-, 5-, y 10 ml y bulbo para pipetas

Bolsas de polietileno plasticas permeables al CO, (de 6 por 8 pulgadas) para cajas (15
por 100 mm)

Filtros de membrana de 0.22 pum de didmetro de poro

Tubo de polipropileno estériles (17 por 100 mm)

Termometro

Jeringas de 1, 10, 20, 40 ml

Gradillas



iv. Cristaleria

il

Probeta de 100 ml

Probeta de 500 ml

Perlas de vidrio (3 mm de didmetro)
Erlenmeyer de 2 litros

Erlenmeyer de 1 litro

6 balones de 500 ml

Tubos de vidrio estériles (13 por 100 mm)
Pipetas Pasteur con algodon
Varillas de agitacion

Beaker de 1000 ml

Tubos con rosca de 13x100mm
Tubos con rosca

Frascos de 500 ml con tapon de rosca

Técnica de DRE-PCR

Equipo

Bloque caliente (100°C)

Agitador vortex

Microcentrifuga

Pipetas ajustables de 0.5-10 ul, P1000, P200 y P20 ul
Termociclador

Balanza analitica

Horno de microondas

Fuente de poder

Sistema de documentacion Fotodyne

Reactivos
Agua destilada
Cultivos de M. tuberculosis en medio de Lowenstein-Jensen

Buffer 10X (100 mM Tris-HCIL, pH 8.3; 500 mM KCI)
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- 20 Mm DNTPs total (5 mM de cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
- MgCl, (50 mM)

- Tag polimerasa (5U/ul)

- Aceite mineral

- Primers'

- Control positivo

- Glicerol 50%

- Azarosa

- IXTBE’

- Buffer de cargada (loading buffer)*

- Bromuro de etidio’

- Marcador de ADN (escalera de 100-2000 pares de bases (bp) GIBCO)
- Cloro (1.5% hipoclorito de sodio)

iii. Instrumentos

- Puntas de pipeta amarillas y azules estériles
- Gradillas para tubos de microcentrifuga
- Servilletas de papel

- Mechero

- Guantes

- Parafilm

- Asa bacterioldgica

- Pipetas pasteur estériles

- Lapiz y marcadores permanentes

- Hielera

- Bandeja para el gel

I Ris1: 5’-GGC TGA GGT CTC AGA TCA G

Ris2: 5’-ACC CCA TCC TTT CCA AGA AC

Pntbl: 5°-CCG TTG CCG TAC AGC TG

Pntb2: 5°-CCT AGC CGA ACC CTT TG
2 Cepa de referencia de M. tuberculosis con un patréon de DRE-PCR de al menos 3 fragmentos.
3 Buffer de Tris borato EDTA (Buffer de corrida del gel).
4 Glicerol 50%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol 0.1%, xilen cyanol 0.1%.
5 Utilice guantes todo el tiempo que maneje este carcindgeno.
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Peines
Camara de electroforesis
Cinta de color adhesiva

Anteojo protectores contra luz UV

iv. Cristaleria:

Beaker de 250 ml

Tubos de 0.5y 1.5 ml

Tubos de 1.5 con tapén de rosca estériles
Pipetas Pasteur estériles

Tubos de 1.5 ml estériles

Tubos de 0.5 ml estériles

Perlas de ebullicion

Frasco erlenmeyer de 250 ml

Probeta de 100, 250 ml y 1.0 litro
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3. Meétodos
a. Susceptibilidad Antibiotica: Método modificado de las proporciones (descripcion

detallada ver anexo 7)

A partir de una suspension de la micobacteria estandarizada al 1.0 de McFarland, se
preparan diluciones 10% y 10 y se inocula cada dilucién en cajas de Petri con cuatro
divisiones (cuadriplate) preparadas con agar 7H10. El cuadrante 1 de cada caja contiene
agar 7H10 y representara el control de crecimiento, los cuadrantes restantes contienen agar
y una de las drogas de primera linea (Isoniacida —INH-, rifampicina —RIF-, estreptomicina
—SM- y etambutol -EMB-) en concentraciones especificas. Se incuba a 36 C por 3
semanas, al cabo de las cuales se realiza la lectura de las cajas y la interpretacion de los
resultados, de la siguiente manera: el nimero de colonias en el cuadrante con el
antimicrobiano se compara con el numero de colonias en el cuadrante libre de droga
(cuadrante control), si excede el 1%, la cepa evaluada se categoriza como resistente a la
droga presente en ese cuadrante; si el nimero de colonias en el cuadrante con droga es
menor del 1% del crecimiento en el cuadrante control, la cepa se categoriza como

susceptible (21,27,29).

b. Técnica de DRE-PCR (descripcion detallada ver anexo 8 y 9)

Esta técnica genera un unico patron de fragmentos amplificados, conocidos como
“huellas genéticas”. Esto se logra usando dos pares de primer, uno de ellos localiza la
secuencia de insercion repetitiva IS6770, mientras que el otro es dirigido a la secuencia
PGRS. Los primers se orientan de modo que cada par amplifica hacia afuera entre los
elementos repetitivos, puesto que estos elementos se han distribuido diferentemente a través
del genoma de la bacteria en las distintas cepas de M. tuberculosis, se genera un patrén
distinto para cada cepa (59).

Se lleva a cabo una suspension estandarizada del cultivo puro de M. tuberculosis a
1.0 de McFarland, se extrae el ADN de las micobacterias y luego se prepara la mezcla para
PCR con la que se hara la amplificacion en el termociclador a las temperaturas establecidas.
Una vez amplificado el ADN se efectia el analisis del producto en una cédmara de

electroforesis y para ello se prepara un gel de agarosa 0.2%. Las muestras se colocan en el
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gel a 50 voltios (v) durante 5 a 10 minutos y luego a 100 v hasta que éstas hayan recorrido
¥ partes del gel (70-80%) (59).

Al terminar el gel es observado en una camara con luz ultravioleta (UV),
proyectando la imagen a una computadora con un programa especifico para tomar las

fotografias y analizar las huellas genéticas que presenta cada muestra (59).

c. Disefio de la Investigacion
Estudio observacional descriptivo, retrospectivo en una muestra no probabilistica
por conveniencia de 95 pacientes que acudieron al Hospital General San Juan de Dios

durante el afio 2002.

d. Analisis de los datos

Los resultados se almacenaran en una base de datos en el programa Epi info 6 y
seran analizados a través de un analisis de frecuencias y univariado con uso de la prueba de
Chi cuadrado y t student cuando sea necesario. Ambas a un nivel de significancia del 0.05

(o =0.05).

i. Formas de recoleccion de datos
Informacién epidemioldgica de expedientes médicos de los pacientes, en una hoja

de coleccidn de datos.
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VIII. RESULTADOS

De un total de 95 cepas de micobacterias recolectadas, fue posible documentar los
datos epidemiologicos de las provenientes de 56 pacientes. En la Tabla I se presenta la
informacion mas importante de esta muestra de pacientes.

Se observdo que la mayoria de muestras provenian de 30 (53.6%) pacientes
hospitalizados que acudieron al Hospital General San Juan de Dios durante el afio 2002.

La mayoria de pacientes, 39 (69.6%), eran hombres y solamente 17 (30.3%) fueron
mujeres. De todos ellos 30 (53.6%) pacientes correspondian a edad reproductiva entre 26-
45 afios. De la ciudad capital provenian 22 (39.3%) pacientes, pero se resaltd que una
cantidad similar, 20 (35.7%) venia del interior de la Republica y 5 (8.9%) de ellos de la
Republica de El Salvador. En alguna etapa de su vida, 23 (41%) de los pacientes habian
estado hospitalizados y 13 (23%) encarcelados. Las muestras que provenian de personas
viviendo con VIH/SIDA (PVVS) fueron 34 (60.7%) y de personas sin VIH 22 (39.3%).

Diecisiete (30.3%) personas tenian hijos y 21 (37.5%) no, mientras que de 18 de
ellos (32.1%) no se obtuvo este dato.

Veintisiete (74%) pacientes habian tomado tratamiento anti-tuberculoso, lo que
significa que la mayoria de éstos habia padecido y se habia tratado la enfermedad de

tuberculosis en alguna etapa de su vida (ver Tabla I).
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Caracteristicas demograficas de los pacientes proveedores de las cepas de M.

tuberculosis (N=56)

Caracteristica Frecuencia (%)
Tipo de Usuario
Ambulatorio 26 46.3
Hospitalizado 30 53.6
Género
Masculino 39 69.6
Femenino 17 30.3
Edad
1-25 afios 15 26.8
26-45 anos 30 53.6
46-60 anos 8 14.3
>60 anos 3 54
Lugar de nacimiento
Guatemala 22 39.3
Suchitepequez 5 8.9
Escuintla 5 8.9
Alta Verapaz 4 7.1
El Salvador 5 8.9
Otros 20 35.7
Privado de Libertad
Si 13 23.2
No 16 28.6
Desconocido 27 48.2
Hospitalizado anteriormente
Si 23 41.1
No 12 21.4
Desconocido 21 37.5
Infeccion VIH
Si 34 60.7
No 22 39.3
Tiene hijos
Si 17 30.3
No 21 37.5
Desconocido 18 32.1
Tratamiento anti-Th'
Si 27 48.2
No 26 46.4
Desconocido 3 5.4

'En los ultimos 5 afios.
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En la tabla 2 se observa que las 95 cepas aisladas, 52 (55%) provenian de muestras
de esputo, 11 (11.6%) de sangre, 10 (10.5%) de lavado bronquial, 7 (7.4%) de biopsia y 15
(15.8%) de otro tipo de muestra. Un menor ntimero de cepas fueron aisladas de muestras

como cepillados bronquiales y broncoscopias.

Tabla 2. Procedencia de las cepas obtenidas segun el tipo de muestra (N=95)

Tipo de Muestra n (%)
Esputo 52 (54.7)
Médula 6sea 02 (2.1)
Liquido cefalorraquideo 01 (1.1)
Sangre 11 (11.6)
Orina 01 (1.1)
Liquido pleural 02 (2.1)
Lavado bronquial 10 (10.5)
Aspirado orotraqueal 02 (2.1)
Secrecion 02 (2.1
Biopsia 07 (7.4)
Otros 05 (5.3)

Cepillado bronquial 03 (3.2)
Broncoscopia 02 2.1)

Ochenta y uno (85.3%) de estas cepas fueron identificadas como M. tuberculosis, 10
(10.5%) como Mycobacterium spp. y 4 (4.2%) no fue posible identificarlas por

contaminacion o por la minima cantidad de colonias obtenidas del mismo (7abla 3).

Tabla 3. Identificacion de cepas de micobacterias aisladas (N=95)

Identificacion Total (%)
M. tuberculosis 81 85.3
Otras micobacterias 10 10.5
ND' 4 4.2

'ND: No determinada por contaminacion o falta de crecimiento de la cepa
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En estas 81 cepas se efectud la susceptibilidad antibiotica a través del método
directo de las proporciones, sin embargo en 4 de ellas no fue posible determinarla (ver
Tabla 4). Se pudo observar que 61 (82.4%) cepas fueron susceptibles a las 4 drogas de
eleccion para el tratamiento de la tuberculosis en Guatemala'. Se esperaba que todas las
cepas fueran susceptibles, sin embargo, 4 (5.5%) cepas fueron resistentes a 1 droga, 3
(4.1%) de ellas a INH y 1 (1.4%) a SM. La resistencia a dos drogas se observo también en
4 (5.5%) cepas, 3 (4.1%) de ellas correspondian a una resistencia con INH + SM y 1
(1.4%) a SM + EMB. La resistencia a tres drogas de eleccion se obtuvo en 2 (2.7%) cepas
en las que se observo el mismo patron: INH + SM + RIF. Tres cepas fueron resistentes a
las 4 drogas, que incluye las tres drogas anteriores mas EMB.

Se considera que cepas multirresistentes de M. tuberculosis son las resistentes al
menos a INH y RIF, con o sin resistencia a otras drogas, lo que significa que 5 (6.8%) del
total de cepas presentaron multirresistencia y por lo tanto se consideraron para este estudio
M. tuberculosis multidroga-resistente (MDR-TB).

De las 81 muestras a las que se les realizd la prueba de niacina, en 5 cepas no fue
posible obtener resultados de susceptibilidad antibidtica, por lo que solamente en 76
muestras se pudo completar la informaciéon. De estas 76 muestras, dos pacientes tuvieron
reinfeccion por lo que en total hubo 74 cepas individuales de M. tuberculosis.

Tabla 4. Tipo de Resistencia antibiotica presentada por cepas de M. tuberculosis por
paciente (N=74)

Tipo de Resistencia antibiotica n (%) n (%)
Susceptible a 4 drogas 61 (82.4)

INH + SM + RIF + EMB'

Resistente a 1 droga 4 (5.5)

INH 3 4.1)
SM 1 (1.4)
EMB -

RIF -
Resistente a 2 drogas 4 (5.5)

INH + SM 3 4.1)
SM + EMB 1 (1.4)
Resistente a 3 drogas 2 (2.7)

INH + SM + RIF 2 (2.7)
Resistente a 4 drogas 3 4.1

INH + SM + RIF + EMB 3 (4.1)

2 Tsoniacida (INH), Etambutol (EMB). Estreptomicina (SM), Rifampicina (RIF) (ver anexo 5). El esquema de

tratamiento inicial en Guatemala dura 6 meses y comprende 4 medicamentos: INH, RIF, PZA, EMB.



38

En la tabla 5 puede observarse que la susceptibilidad antibidtica y el estado de VIH
en los pacientes fue mas alarmante en las PVVS ya que se observé que de ellos, 9 (12%)
habian sido infectados con cepas resistentes a una o mas drogas y 35 fueron susceptibles a
las 4 drogas. Se observo también que en pacientes VIH negativo, 4 (5%) fueron resistentes
a una o mas drogas. Solamente una persona a la que se le observd multirresistencia habia
tenido tratamiento previo contra la tuberculosis. En este estudio, los dos pacientes que
presentaron reinfeccion meses después, ninguno de ellos se reinfectd con otro tipo de cepa

en lo que a resultados de susceptibilidad antibiotica se refiere.

Tabla 5. Susceptibilidad y resistencia a drogas de cepas de M. tuberculosis aisladas en el
ano 2002 y estado de VIH por paciente (N=74)

Susceptibilidad/Resistencia VIH positivo n=44 VIH negativo n=30
n (%) n (%) n (%)
Susceptibles a las 4 drogas 35 (47.3) 26 (35.1)
61 (82.4)
Resistentes a una o mas drogas 09 (12.2) 04 (5.4
13 (17.6)

Con respecto al andlisis genético de las muestras procesadas con la técnica de
dobles elementos repetidos-reaccion en cadena de la polimerasa (DRE-PCR), 64 (73.3%)

amplificaron y 25 (26.7%) no logré amplificarse con esta técnica (Ver Tabla 6).

Tabla 6. Muestras procesadas, amplificadas y patrones genéticos obtenidos con la técnica
de Dobles elementos repetidos-reaccion en cadena de la polimerasa (DRE-PCR
por sus siglas en inglés), (N=89).

n (%)
Procesadas DRE-PCR 89 (100)
Ampliﬁc‘adas 64 (73.3)
No amplificadas 25 (26.7)
Patrones genéticos 64 (100)
Agrupados 41 (64.1)

No agrupados 23 (35.9)
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De las muestras amplificadas 41 (64.1%) presentaron patrones genéticos agrupados
que estan representados por aquellos patrones que se encontraron en dos o mas cepas de M.
tuberculosis. Los patrones no agrupados fueron encontrados en 23 (35.9%) pacientes.

Estos datos pueden observarse en la Tabla 6 y en la Figura 1. Esta ultima
representa un analisis por dendrograma que se obtuvo a través del programa gene profile
4.06 scanalitic. En ambos se observa la distribucion final de los patrones genéticos
agrupados y las cepas con patrones Unicos. Los patrones genéticos agrupados, se
distribuyeron en 14 grupos y se observo mayor nimero de cepas en los grupos 3 (17.1%) y
grupo 8 (12.2%) En el grupo 1, 7,9 10, 11, 13 y 14 se observd que presentaban 2 cepas
cada uno, lo cual corresponde a un total de 34.3%. Las cepas que no amplificaron 25
(26.7%) probablemente correspondian a otras especies del género ya que la técnica de

DRE-PCR se considera especifica para el estudio molecular de M. tuberculosis (ver Tabla

7)

Tabla 7. Distribucion de las cepas de M. tuberculosis amplificadas por patrones genéticos
agrupados (N=41).

Grupos No. Cepas (%)
1 2 4.9
2 3 7.3
3 7 17.1
4 3 7.3
5 3 7.3
6 3 7.3
7 2 4.9
8 5 12.2
9 2 4.9
10 2 4.9
11 2 4.9
12 3 7.3
13 2 4.9
14 2 4.9

TOTAL 41 100

En la Tabla 8 se observa el analisis de las 56 muestras que formaron patrones
genéticos agrupados (clusters) o no, contra la informacion epidemiologica de los pacientes
que se detalld anteriormente. Sin embargo, se puede observar, que ninguna caracteristica
epidemioldgica fue significativa con respecto a la formacion de cluster, es decir, que

estadisticamente ninguna de estas caracteristicas pudo asociarse a ello (p<0.05).
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Caracteristica Total Formacion de cluster' OR? Valor'd.e 133 Ict
probabilidad
n (%) Si n (%) No n (%)

Tipo de usuario

Ambulatorio 26 (46.4) 18 (69.2) 8 (30.8)

Hospitalizado 30 (53.6) 17 (56.7) 13 (43.3) 1.72 0.34 050-6.01
Unidad

Medicina de hombres 16 (53.3) 10 (62.5) 6 (37.5)

Medicina mujeres/otros 14 (26.4) 7 (50.0) 7 (50.0) 1.04 0.96 0.18-6.09
Género

Masculino 39 (69.6) 23 (59.0) 16 (61.0)

Femenino 17 (30.6) 12 (70.6) 5 (29.4) 0.60 0.41 0.15-2.35
Edad

15-33 29 (51.8) 16 (55.2) 13 (44.8)

34-72 27 (48.2) 19 (70.4) 8 (29.6) 0.52 0.24 0.15-1.78
Lugar de Nacimiento

Depto. Guatemala 23 (41.8) 15 (65.2) 8 (34.9)

Otros Departamentos 32 (58.2) 19 (59.4) 13 (40.6) 1.28 0.66 0.37-4.52
Personas que viven en

Una habitacion 18 (52.9) 14 (77.8) 4 (22.2)

Mas de una 16 (47.1) 10 (62.5) 6 (37.5) 2.10 0.34 0.37-12.31
Detenidos

Si 13 (44.9) 9 (69.2) 4 (30.8)

No 16 (55.1) 12 (75.0) 4 (25.0) 0.75 0.73 0.11-5.5
Clinica Neumologia

Si 17 (50.0) 13 (76.5) 4 (23.5)

No 17 (50.0) 10 (58.8) 7 (41.2) 2.28 0.28 0.42-13.0
Estado VIH

VIH positivo 34 (60.7) 24 (70.6) 10 (29.4)

VIH negativo 22 (39.3) 11 (50.0) 11 (50.0) 2.40 0.12 0.69-8.55
Multidroga-resistente

Si 11 (19.6) 6 (54.4) 5 (45.6)

No 45 (80.4) 29 (64.4) 16 (35.6) 0.66 0.55 0.15-3.03

'Cluster = Dos o mas patrones genéticos idénticos. “OR= Razén de Momios (Odd Ratio); “0=0.05, chi-

cuadrado; “ICys= Intervalo de confianza al 95%.
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Figura 1. Analisis de Dendrograma por Indice de DICE' de las cepas caracterizadas
genéticamente de M. tuberculosis.

Las fotografias correspondientes a los geles obtenidos para cada grupo pueden
observarse en el anexo 10.

Similarity
n by s T i ? h : i
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\
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'El dendrograma es el resultado final de un proceso de agrupamiento en el que puede verse, primero, como
las diversas cepas se agrupan: las que estan a una menor distancia (las mas parecidas), y como después se
unen entre si. Este dendrograma se ha construido en base a los resultados obtenidos con el programa gene
profile 4.06 scanalitic y a la similitud y/o diferencia en los patrones genéticos obtenidos de las cepas de M.
tuberculosis con la técnica de DRE-PCR.
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Las muestras que formaron patrones genéticos, con resistencia a una o mas drogas
antituberculosas fueron 4 (30.8% del total de las muestras) distribuidas en los patrones
genéticos 3 y 8. Nueve (69.2%) muestras mas presentaron resistencia, pero no formaron
ningln patréon genético, lo que hace un total de 13 muestras con resistencia a una o mas
drogas.

En la Tabla 9, se pueden observar estos datos y la informacion epidemiologica de 8
de estos pacientes, los cuales 3 (62.5%) provenian de pacientes hospitalizados y 5 (37.5%)
de pacientes ambulatorios. Cinco (62.5%) de los pacientes indicaron que vive mas de una
persona por habitacion en su casa, 4 (50.0%) estuvieron detenidos y 6 (75.0%) de los
pacientes habian estado hospitalizados. En cuanto al estado de VIH de los pacientes, 6
(75.0%) fueron positivos y 2 (25.0%) negativos. El paciente con tratamiento
antituberculoso tenia el esquema de tratamiento utilizado en la atencion primaria de la

tuberculosis.

Tabla 9. Caracteristicas demograficas de los pacientes con cepas resistentes a una o mas
drogas con informacion epidemioldgica (N=08)

Caracteristica Total n (%) Caracteristica Total n (%)
Tipo de usuario Detenidos
Ambulatorio 5 (62.5) Si 4 (50.0)
Hospitalizado 3 (37.5) No 3 (37.5)
Desconocido 1 (12.5)
Unidad Ha estado hospitalizado
Medicina de hombres 3 (37.5) Si 6 (75.0)
Medicina mujeres/otros 5 (62.5) No 1 (12.5)
Desconocido 1 (12.5)
Género Estado VIH
Masculino 3 (37.5) VIH positivo 6 (75.0)
Femenino 5 (62.5) VIH negativo 2 (25.0)
Edad Tratamiento previo anti -TB
15-33 4 (54.5) Si 1 (12.5)
34-72 4 (45.5) No 6 (75.0)
Desconocido 1 (12.5)
Lugar de Nacimiento Patron genético
Depto. Guatemala 4 (50.0) Grupo 3 3 (37.5)
Otros Departamentos 4 (50.0) Grupo 8 1 (12.5)
Ninguno 4 (50.0)

No. de personas/habitacion
Una persona
Mas de una

w

(37.5)
(62.5)

W
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En la Tabla 10 se resalta que de las 13 muestras que presentaron resistencia a una o
mas drogas, 4 (30.8%) de ellas son mono-droga resistente, 3 cepas fueron resistentes a
INH, una situada en el patrén 3 y las otras dos, al igual que la cepa que fue resistente a SM,
no formaron ningtn patrén genético. En su totalidad, 4 (30.8%) muestras fueron resistentes
a dos drogas. Tres fueron resistentes a INH + SM, de éstas una se encontrd en el patréon 8 y
dos cepas no se ubicaron en algin patron genético. Una cepa fue resistente a RIF + EMB y
perteneci6 al patrdn 3.

De las 5 (38.5%) cepas que fueron resistentes a 3 o mas drogas de eleccion en el
tratamiento de la tuberculosis (INH, SM, EMB, RIF) y que por lo tanto se consideran como
cepas tuberculosis multidroga-resistente (MDRTB) se encontraron 3 cepas resistentes a 3
drogas (INH + SM + RIF), una en el patrén 3 y las otras dos no formaron patréon genético
alguno. Dos cepas fueron resistentes a las 4 drogas y ninguna de éstas formo patron
genético. En total fueron 4 (30.8%) de estas cepas, las que no se integraron en algun
patron genético. Por ultimo en esta tabla puede observarse que 9 (70%) de estas cepas que

presentaron resistencia a alguna droga pertenecian a personas viviendo con VIH/SIDA.

Tabla 10. Cepas resistentes a una o mas drogas, frecuencia en el patrén genético y nimero

de PVVS co-infectados con estas cepas resistentes (N=13).

MDR! Patrén Total ~ PVVS
Unico 3 8

DR 1 4 3
INH 2 1
SM 1

DR 2 4 3
INH + SM 2 1
RIF + EMB 1

MDR >3 5 3
INH + SM + RIF 2 1
INH + SM + RIF + EMB? 2

'Multidroga-resistente (MDR)
*Isoniacida (INH), Estreptomicina (SM), Rifampicina (RIF), Etambutol (EMB).
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

La poblacion de muestras estudiadas provinieron de personas que acudieron al
Hospital General San Juan de Dios durante el afio 2002, en su mayoria (53.6%) de
pacientes que en ese afio estuvieron hospitalizados, quienes presentaron una TB activa y de
curso avanzado. Con esta caracteristica se aumentaba el riesgo de contraer TB como ha
sido reportado en otro estudio en el que se demostrd que contactos cercanos con pacientes
con TB, los procedimientos y atencion médica en un hospital, o ir a la misma clinica el
mismo dia aumenta el riesgo de contraer la infeccion (72).

En este estudio el 41% de los pacientes habia estado hospitalizado anteriormente.
Esta situacion puso en riesgo la transmision de la tuberculosis entre estos pacientes, ya que
la transmision depende de la capacidad infectiva del paciente y el tiempo que dura la
exposicion a los bacilos en el ambiente que los contiene. Ha sido reportado que el 15-30%
de las personas que ha sido expuesta adquirira la infeccion de la tuberculosis (2).

La mayoria de pacientes fueron hombres y estaban comprendidos entre la edad de
26-45 anos, quienes pertenecian a la poblacion reproductiva y econdémicamente activa para
el desarrollo del pais. De Guatemala, Suchitepequez y Escuintla, se reportdé el mayor
numero de casos de tuberculosis en este estudio, lo que correlaciona con la alta incidencia
reportada en estos Departamentos por el Ministerio de Salud a través del Programa
Nacional de la Tuberculosis' (3).

Trece pacientes estuvieron alguna vez detenidos en la céarcel y presentaron
tuberculosis; esto solamente confirma lo que diversas investigaciones han reportado: el
hacinamiento es un factor que incrementa el riesgo de contraer no solamente tuberculosis
sino una tuberculosis multidroga-resistente. Ademds de aumentar la probabilidad de
infectarse con el VIH (73). En un estudio realizado por Ferreira MMC, ef al en el afio de
1996, reporto que el encarcelamiento y la infeccion con VIH estaban asociadas con contraer
tuberculosis y que la transmision de esta enfermedad era mas comun adquirirla en los
primeros 12 meses de estar dentro de la carcel. Este estudio fue realizado con 350 mujeres,
de las cuales 87 (25%) eran VIH positivo. El estar en prision puede ser una nueva fuente
de transmisién de la tuberculosis (73). En este estudio, 11 de 13 pacientes que estuvieron

encarcelados eran PVVS.

'Programa Nacional de la tuberculosis-tasas de incidencia en la Reptblica de Guatemala.



45

La mayoria de pacientes con tuberculosis dejan de propagar las bacterias después de
tomar el tratamiento por dos a tres semanas, asi que un tratamiento inmediato reduciria en
gran medida la transmision activa de las micobacterias (2).

El tipo de muestra del que mas se aislaron las cepas de micobacterias fue de esputo
(55%) y lavado bronquial (11%) reflejando que la forma en que mas se presenta la
infeccion es principalmente a nivel pulmonar e indica el peligro potencial en la transmision
de la tuberculosis. Seguidamente se observo en 12% de las muestras de sangre lo que
evidencia una infeccion extrapulmonar que se presenta con mayor frecuencia en PVVS
(2,5,8,22).

Las 95 cepas obtenidas se tipificaron a través de la prueba de niacina, la cual, en un
resultado positivo, especifica la presencia de M. tuberculosis y en un resultado negativo, la
presencia de micobacterias atipicas o saprofitas que son, generalmente, resistentes a las
drogas para el tratamiento de la tuberculosis. De las 10 cepas que fueron niacina negativo,
8 pertenecian a PVVS, por lo tanto se hace evidente que en estos pacientes siempre deben
cultivarse las muestras de tuberculosis y por lo tanto hacerles la prueba de niacina. Esto
favorecera al paciente adecuandole el tratamiento de primera o segunda linea segln sea el
caso de ser una tuberculosis por M. tuberculosis u otra micobacteria.

La susceptibilidad antibiotica se llevé a cabo por el método directo de las
proporciones de Canetti y colaboradores, el cual ha sido utilizado en diversos estudios para
validar la prueba de susceptibilidad (18,41,50,74). Sesenta y uno (82.4%) cepas fueron
susceptibles a las 4 drogas antituberculosas y 13 (17.6%) resistentes a una o mas drogas, lo
cual puede indicar que estos pacientes con cepas resistentes tendrian una terapia mas larga,
mas toxica y mds cara que una terapia para cepas susceptibles. Esto factor influye e
incrementa econdmicamente los protocolos de salud del pais y afecta la salud del paciente,
ya que la terapia para una tuberculosis multidroga-resistente (MDR-TB) varia en un rango
de 6 a 12 meses y para las PVVS y otros pacientes con inmunosupresion se recomienda una
terapia de al menos 12 meses (2).

En general la droga en la que se observd mayor resistencia fue la INH (once de trece
cepas) y en seis casos resistencia a RIF, lo cual es preocupante porque la INH y la RIF
conforman la parte medular del esquema de primera linea en el tratamiento de la

tuberculosis, no solamente en Guatemala sino en otros paises en vias de desarrollo (35).
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En un estudio realizado en Guatemala por Harrow EM et al, en 1998 se encontro
30% de resistencia a alguna droga antituberculosa y asi como en este estudio, la resistencia
a INH fue la mas comun (21%) (18).

Entre las principales razones por las que una persona puede adquirir una cepa
multirresistente, se consideran: el incumplimiento del tratamiento, monoterapia y esquemas
de tratamiento incorrectos, lo que permite la acumulaciéon de mutaciones genéticas que
afectan los sitios de accion de las drogas (9,23,44).

En este estudio el 48% de pacientes habia tenido previamente tratamiento
antituberculoso y todos ellos recibieron el esquema de tratamiento de primera linea en
Guatemala, es decir, que se proporciond este tratamiento inclusive a pacientes con
micobacterias no tuberculosas, lo cual es inadecuado y favorece el inicio de una resistencia
antibidtica. También se observo que el incumplimiento del tratamiento fue una de las
razones por las que podrian haber adquirido resistencia, ya que de los 13 pacientes que
presentaron resistencia a alguna droga solamente 2 tenian anteriormente tratamiento para la
tuberculosis.

El estado de VIH positivo (P>0.05) incrementé los casos de cepas MDR-TB', ya
que 9 (70%) de los 13 pacientes eran personas viviendo con VIH/SIDA y presentaron
resistencia a una o mas drogas y 3 de ellos a cepas MDR-TB. En estas personas la
tuberculosis presento caracteristicas clinicas atipicas, favoreciendo la aparicion de la forma
extrapulmonar y la aparicion de resistencia adquirida a las drogas antituberculosas (2).

En diversos estudios se ha demostrado que los casos en que se presenta tuberculosis
resistente se incrementan significativamente la morbilidad, la mortalidad y fallos en el
tratamiento para esta enfermedad (18), ademads se cifra en 5-10 veces mayor el riesgo de
contraer tuberculosis, que en la poblacion en general. En una exposicion de pacientes sin
VIH, solo un 3-5% adquirira una tuberculosis activa; en pacientes VIH positivo del 17-37%

la desarrollan entre uno y cuatro meses tras la exposicion (2).

'Resistencia a dos o mas drogas, incluyendo al menos la rifampicina (RIF) e isoniacida (INH)= MDR-TB.
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Para disminuir la transmision de cepas multirresistentes se debe mejorar la
vigilancia de la tuberculosis principalmente en hospitales y cérceles, dar terapia preventiva
a quienes presentan un examen de PPD positivo asi como para quienes trabajan en
instituciones de salud. El riesgo de desarrollar una enfermedad activa en los trabajadores
de salud ha sido estimado en 5% en el primer afio y 5-10% en los afios siguientes (74).

En Guatemala se ha tratado de implementar la terapia acortada estrictamente
supervisada “TAES- (DOT, por sus siglas en inglés), pero debido a la situacion social y
econdmica que vive el pais, esta medida no ha sido posible llevarla acabo y por ende se
incrementa la probabilidad tanto de un tratamiento no continuo, como de la aparicion de
cepas multirresistentes (12,23,52).

Con respecto a la epidemiologia observada en el analisis genético de este estudio,
se pudo analizar que de las 64 cepas que amplificaron por la técnica de DRE-PCR, 41
(64%) formaron patrones genéticos agrupados (clusters) y 23 (36%) formaron patrones
genéticos unicos.

Como ha sido reportado en otros estudios, las cepas que formaron patrones
genéticos agrupados indican una infeccion reciente (tuberculosis primaria), mientras que
aquellos con patrones genéticos Unicos provienen de personas con una tuberculosis
reactivada (72,75). Las causas por las que 25 (26.7%) cepas no amplificaron puede
explicarse por varios factores entre los que se puede mencionar: concentraciones extremas
de ADN (efecto de zona), en el cual las concentraciones bajas pueden presentarse al utilizar
poco material genético proveniente de los cultivos, o las concentraciones altas que inhiben
la actividad de la enzima Tag polimerasa, que se encarga de la amplificacion del material
genético (59).

El grupo 3 fue el patrén en el que se agrupd un mayor nimero de cepas (7)
mostrando huellas genéticas idénticas, por lo que conformé uno de los patrones genéticos
(cluster) encontrados en este estudio.

Se compard a las cepas que presentaron resistencia y que formaron patrones
genéticos agrupados o no, con las caracteristicas epidemioldgicas de los pacientes y
ninguna de las variables incluidas present6 una diferencia estadisticamente significativa a
la formacion de patrones agrupados o unicos (P>0.05). Cabe mencionar que en otros

estudios estas variables se han encontrado relacionadas a la formacion de patrones
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agrupados (72,74) (Tabla 8). Es probable que en este estudio no se haya observado esta
diferencia a causa de ser una muestra muy pequefia para hacer andlisis estadistico, lo cual
representa una limitante en este estudio.

En general, se encontré que la mayoria de las cepas formaron patrones agrupados
que indican, como se expuso anteriormente, no solamente una infeccion reciente sino
ademads, una enfermedad transmisible. Por otro lado cabe mencionar que en nuestro pais la
transmision de la tuberculosis se mantiene activa y poco controlada por los sistemas de
salud, lo que conlleva a una baja deteccion de casos activos y por ende la administracion de
tratamiento tardio. Esta situacion se refleja principalmente en lugares que favorecen
condiciones de hacinamiento como carceles, hospitales y Centros de Salud en los que no
existe algun tipo de aislamiento en salas de visita o consulta y el bacilo permanece en el
ambiente.

Se analizaron las caracteristicas demograficas de los 8 pacientes que presentaron
alglin tipo de resistencia. Las caracteristicas importantes de resaltar fueron que la mayoria
de pacientes respondi6 que vivia mds de una persona por habitacion, 4 estuvieron detenidos
y 6 hospitalizados. Todas estas condiciones reflejan hacinamiento y predispone la facilidad
de infectarse con tuberculosis. Una persona con tuberculosis activa puede infectar a las
personas que estan a su alrededor (2).

Se pudo observar que la mayoria de cepas que fueron resistentes a una o mas drogas
(9 de 13 cepas (70%)) no formaron patrones genéticos agrupados, sino patrones genéticos
unicos, que indican reactivacion de la enfermedad, principalmente en pacientes con
inmunocompromiso, como las PVVS u otro tipo de pacientes con sistemas inmunoldgicos
comprometidos (74). En la Tabla 10 se observa que 9 de los pacientes con resistencia a una
o mas drogas eran VIH positivo, de ellas, 4 formaron patrones genéticos agrupados y el
resto (9) pertenecian a patrones genéticos unicos.

Dentro de las cepas que formaron el patron 3 se encontraron a tres de ellas que
fueron resistentes a una, dos y tres drogas, incluyendo en todos los casos resistencia a INH.

El VIH deprime progresivamente el sistema inmune y a la vez favorece la
reactivacion de una tuberculosis primaria, promoviendo que ésta se convierta en una

enfermedad activa (76). Esta co-infeccion tiende a aumentar la circulacion de cepas de M.
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tuberculosis resistente a drogas y producir manifestaciones especificas que complican tanto
el diagnostico, como el tratamiento y el control de la tuberculosis asociada a PVVS (76).

La cantidad de pacientes infectados con VIH refleja que la tuberculosis (TB) se
considera como una de las principales enfermedades que afecta a las personas viviendo con
VIH/SIDA (PVVS) (2). En este estudio el 61% de los pacientes presentaron esta co-
infeccion.

Para finalizar, la técnica de DRE-PCR puede ser una herramienta til para detectar
cambios en la transmision de patrones genéticos y monitorear la proporcion de los casos
nuevos y reactivacion de la tuberculosis en una poblacion determinada (72).

El alto grado de diversidad en los patrones genéticos obtenidos en este estudio
(agrupados y unicos), sus caracteristicas demograficas y clinicas sugieren que una gran
proporcion de nuevos casos de tuberculosis son atribuidos a una reactivacion de una
infeccion adquirida muchos afios atras, mientras que para las PVVS se atribuye a una
infeccion reciente (72). Esto demuestra que si existen patrones genéticos y de
susceptibilidad antibidtica similares entre las cepas que circulan en la poblacion estudiada
en el afio 2002 del Hospital General San Juan de Dios.

Los resultados de este estudio demuestran la necesidad urgente de implementar
medidas de control para prevenir casos subsecuentes de MDR-TB. La resistencia a drogas
tiene una importante implicacion no solo en los programas de salud publica sino a nivel
mundial para la erradicacion de la enfermedad (61).

En la actualidad es necesario un programa de control mundial para disminuir los
casos de tuberculosis y éste debe centrarse en i) detectar tempranamente los casos de TB y
dar un tratamiento inmediato, ii) prevenir la TB por medio de la vacuna de la BCG y el
tratamiento profildctico iii) y dar un tratamiento adecuado concluyéndolo adecuadamente

(77).
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X. CONCLUSIONES

Si existen patrones genéticos y de susceptibilidad antibidtica similares entre las
cepas que circulan en la poblacion guatemalteca que asistié al Hospital General San

Juan de Dios durante el afio 2002.

Sesenta y uno (82.4%) cepas de M. tuberculosis fueron susceptibles a las 4 drogas
de primera linea en el tratamiento de la tuberculosis y 13 (17.6%) fueron resistentes

a una o mas drogas.

Se observo multirresistencia en el 64% de las micobacterias que se estdn

transmitiendo recientemente en los grupos de poblacion.

En esta muestra de poblacion las micobacterias se observaron en la mayor parte de
las infecciones recientemente adquiridas demostradas a través de la formacion de

patrones genéticos agrupados.

Cinco cepas (38.7%) de las que presentaron resistencia se consideran como
multidroga-resistente, tres resistentes a 3 drogas y dos resistentes a las 4 drogas

utilizadas en el tratamiento de la tuberculosis.

Treinta y cuatro (61%) de los pacientes integrados en este estudio fueron personas
viviendo con VIH/SIDA, de los cuales 9 (26%) presentaron resistencia a una o mas

drogas antituberculosas.

Ninguna caracteristica epidemiologica fue estadisticamente significativa con

respecto a la formacion de grupos genéticos.
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XI. RECOMENDACIONES

Desarrollar programas de control adecuados y funcionales para disminuir los casos de
tuberculosis en Guatemala y evitar asi la transmision continua no solamente de una

tuberculosis susceptible a drogas sino de una tuberculosis multidroga-resistente.

Mejorar la vigilancia de la tuberculosis para disminuir la transmisién principalmente
en hospitales y carceles que favorecen condiciones de hacinamiento y dar terapia
preventiva a quienes presentan un examen de PPD positivo asi como para quienes

trabajan en instituciones de salud.

Implementar tratamientos inmediatos, continuos y adecuados a los pacientes con
tuberculosis para evitar en ellos la adquisicion de una tuberculosis multidroga-

resistente.

Hacer cultivo de las muestras de tuberculosis e implementar rutinariamente la prueba
de niacina para identificar las micobacterias, en especial en las PVVS en quienes se

considera existe una gran proporcion de infeccion por micobacterias no tuberculosas.

Utilizar andlisis genéticos para detectar la transmision de los patrones genéticos
formados y para monitorear tanto la proporciéon de casos nuevos como los de

reactivacion de la tuberculosis.
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ANEXO 1

Tabla 1. Resultado de la prueba de PPD en PVVS y sus caracteristicas mas importantes'.

Pacientes VIH positivo y Caracteristicas

PPD positivo En este hecho se fundamenta la recomendacion de
quimioprofilaxis con INH a todos los pacientes VIH+
con PPD mayor o igual a 5 mm y que no sufran TB
activa.

10-35% de pacientes infectados por VIH son PPD
positivo.

PPD negativo Puede significar dos cosas:

1. Que no tiene una infeccidon tuberculosa
2. Que tiene anergia cutanea por su inmunodepresion.

PPD negativo anérgicos = También presentan una elevada incidencia de TB que se
supone que, en su mayoria, se debe a la reactivacion de
una infeccion latente y, en menor medida, a nuevas

infecciones.
PPD negativo no En este grupo se piensa que la mayoria de las TB se
anérgicos deben a nuevas infecciones.

!Cohn DL, El-Sadr WM. Treatment of latent tuberculosis infection. The 7™ international course for
tuberculosis control. Republic of Korea. 2002; 471-502
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ANEXO 2

Tabla 2. Factores de riesgo asociados a desarrollar una tuberculosis activa en personas
. -1
infectadas con M. tuberculosis'.

Factor de riesgo Incremento de riesgo comparado con
personas del que se desconoce su factor de

riesgo

SIDA 170

VIH Positivo 113

Otras condiciones de inmunocompromiso” 4-16

Infecciones recientes (<2 anos) 15

Edad de contacto (<5 y > 60 afios) 2-5

? Incluye diabetes mellitus, dafio renal, algunos carcinomas e inmunosupresion iatrogénica.

!Cohn DL, El-Sadr WM. Treatment of latent tuberculosis infection. The 7' international course for
tuberculosis control. Republic of Korea. 2002; 471-502
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ANEXO 3

Tabla 3. Indicaciones de la prueba de la tuberculina'.

- Personas cuyas radiografias de térax presentan imagenes compatibles con tuberculosis
no evolutiva.

- Personas con sospecha clinica y/o radiologica de padecer enfermedad tuberculosa.

- Personas que estdn infectadas, tienen un especial riesgo para el desarrollo de la
enfermedad: VIH. Silicosis, diabetes mellitus, situaciones de inmunodepresion,
desnutricion, alcoholismo, drogadiccion, hemodidlisis, entre otros.

- Personas que, si estdn infectadas, son de riesgo social y epidemiologico si desarrollan
una TB activa: cuidadores de guarderias infantiles, profesores, personal sanitario,
prisiones, marginados sociales, entre otras.

- Estudios epidemiologicos y control de programas antituberculosos.

'Ferebee SH. Controlled chemoprophylaxis trials in tuberculosis: a general review. Tuberculosis medical
thoracyc. 1970;26:28-106.
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ANEXO 4

Tabla 4. Criterio para la prueba de tuberculina positiva segun grupo de riesgo'.

> 5 mm de induracion > 10 mm de induracion > 15 mm induracién
e VIH positivo e [nmigrantes e Personas que no
¢ Contacto reciente con un e Usador de drogas tienen factores de
caso de TB e Residentes y empleados de riesgo para TB

Cambios fibroticos en
rayos X compatibles con
una infeccion previa de TB
Pacientes trasplantados
Pacientes
inmunocomprometidos

prisiones, hospitales, asilos, etc.
Personal del laboratorio de TB
Personas con condiciones
médicas de alto riesgo que no
son VIH positivo

Nifios y adolescentes expuestos
a adultos con alto riesgo.

'Cohn DL, El-Sadr WM. Treatment of latent tuberculosis infection. The 7™ international course for
tuberculosis control. Republic of Korea. 2002; 471-502
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ANEXO 5

Tabla 5. Regimenes de tratamiento recomendados por la World Health Organization
(WHO), 1997".

CATEGORIA I

Paciente con frote positivo nuevo

Paciente con frote negativo nuevo con extension al parénquima
Nuevos casos de formas severas extrapulmonares de TB

2 E* H°, RS, Z*(S%,H,R, Z)/6 H, E
2E,H,R,Z(S,H,R,Z)/4H, R

2E,H,R,Z (S, H,R, Z)/4 Hs, Ry

CATEGORIA 11

Frote de esputo positivo:

Recaida

Tratamiento fracasado;

Tratamiento después de una interrupcion
2S,H,R,Z,E(1 H,R, Z, E)/5 Hs, R3, E;
2S,H,R,Z,E(1H,R,Z,E)/SH,R, E

CATEGORIA 111

Paciente con frote negativo Nuevo (diferentes a los de la categoria 1);
Nuevas formas de TB extrapulmonar menos severas

2R,H,Z/6 H, E

2H,R,Z/4H,R

2 H,R,Z/4 H;, Rs

CATEGORIA 1V

Casos cronicos (permanecen esputos positivos después de re-tratamiento supervisado
NO ES APLICABLE

(Referirse a la guia que WHO propone para el uso de drogas de segunda linea)

*E= Etambutol; °H: Isoniacida; °R: Rifampicina: 7. Pirazinamida; °S: streptomicina
f , 4. . 4. .. .
subindice: indica cuantas veces a la semana debe administrarse el medicamento.

'Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Manual Clinico TB/VIH. 1998; 164p.



63

SISOINOUAGN] 2P [DUOIIDN DUDASOAJ ‘UOIIDULLOfUT 2P BUIA)SIS :OIUAN,]

(1002-7661) oue 1od SISO[NoIaqN} 3P SOSBI SOAINN] | BIIJBID)

1002 Q00C €661

8661 /661

3661

GE6 1

251

£661

4s5's)

9 OXIANYV

005

0001

00G1L

0002

00G2

000€E

00SE



64

ANEXO 7
Susceptibilidad antibiotica. Método directo de las proporciones (29).

Preparacion de cajas

1. Permitir que los antimicrobianos se descongelen a temperatura ambiente, y usarlos lo
mas rapido posible. Nunca recongelarlos.

2. Retirar un frasco de 200 ml de OADC del refrigerador, y atemperar.

3. Retirar un frasco de tapon de ... de 500 ml conteniendo 180 ml de agar Middlebrook
7H10 y agitar en un plato de agitacion para homogenizar el medio (sin calor).

4. Agregarle 20 ml de enriquecedor acido oléico-albumina-dextrosa-catalasa (OADC)
cuando el agar tenga una temperatura de 56°C y homogenizar (no aplicar calor).

5. Agregar la cantidad apropiada de antimicrobiano para obtener una concentracion final
de 0.2 ng de INH y continuar la agitacioén por 1 a 2 min. (ver tablal).

6. Utilizando una pipeta estéril o un dispensador Cornwall, dispensar 5ml de agar con
INH en el cuadrante II de las 35 cajas etiquetadas con 1 (ver tabla 1).

7. Repetir los pasos del 1 al 6 para los otros antimicrobianos y dispensarlas dentro de los

cuadrantes de las cajas 1y 2 (ver tabla 1)

Tabla 1. Preparacion de cajas con antimicrobianos (agentes primarios) y concentracion
recomendada de agentes secundarios”

Caja y No. Antimicrobiano Agar (ug/ml) Solucién Stock
de cuadrante (ug/ml) ”
1
I Ninguno (Control) Ninguno
I INH 0.2 0.4°
I Estreptomicina 2.0 0.4
v Rifampicina 1.0 2.0°
2
I Ninguno (Control) Ninguno
I INH 1.0 2.0°
I Estreptomicina 10.0 2.0
1\ Etambutol 5.0 1.0

“Agentes secundarios y concentraciones recomendadas (en microgramos por mililitro): capreomicina, 10.0; cicloserina,
30.0; etionamida, 5.0; kanamicina, 5.0; pirazinamida (a pH 5.5), 25.0.

®La solucion stock de antimicrobianos (1,000 pg/ml excepto que se especifique otro) se agrega a 180 ml de agar.

“Usar 100-pg/ml en lugar de 1,000-pg/ml de solucion stock. Diluir la solucidn stock 1:10 con agua destilada estéril para
obtener 100 pg/ml.
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8. Retirar un frasco de tapon de rosca conteniendo 360 ml de agar a 56°C .

9. Agregar 40 ml de OADC al frasco y agitar lentamente (no aplicar calor). Continuar la
agitacion por 1 a 2 min.

10. Utilizando una pipeta estéril o un dispensador Cornwall, dispensar 5 ml del agar libre
de droga dentro del cuadrante I de las 70 cajas.

11. Permitir que el agar se solidifique a temperatura ambiente. Cuando el agar esté
solidificado colocarlo en bolsas plasticas y guardar a 2-8°C en la oscuridad.

12. Etiquetar con una fecha de expiracion de 1 mes.

Preparacion del inéculo

A. Método indirecto (de crecimiento en medio s6lido)
Suspension directa del indculo

1. Escoger de tres a cinco colonias (representando todos los tipos de colonias si se
encuentran multiples tipos) y emulsificarlas en 4 ml de caldo Dubos-Tween-
albumina contenido en un tubo de vidrio (13 x 100 mm) al cual se le han agregado
seis a ocho perlas de vidrio.
Agitar en Vortex por 1 a 2 min.
Dejar reposar el tubo por 30 min., de modo que las particulas grandes sedimenten.

Decantar el sobrenadante y transferirlo a otro tubo de vidrio estéril (13 x 100).

“wok »wN

Ajustar la turbidez de la suspension del sobrenadante con caldo Dubos-Tween-
albimina hasta alcanzar el estandar No. 1.0 de McFarland (Conteniendo
aproximadamente 10" UFC/ml).

6. Diluir la suspension a 107 y 10 con agua destilada estéril.

B. Me¢étodo alternativo: crecimiento a turbidez:

1. Escoger de tres a cinco colonias (representando todos los tipos de colonias si se
encuentran multiples tipos), y emulsificarlas en 4 ml de caldo Dubos-Tween-
albumina contenido en un tubo de vidrio (13 x 100 mm).

2. Agitar en vortex por 1 a 2 min.

3. Incubar la suspension a 36°C hasta alcanzar la turbidez del estandar No. 1 de

McFarland (aproximadamente de 3 a 5 dias).
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4. Diluir la suspension a diluciones de 102y 10 con agua destilada estéril.

Inoculacion e incubacion

1.

10.

11.

12.

13.

Para cada organismo a ser evaluado, llevar a temperatura ambiente 2 grupos de cajas
cuadriplate con el medio para susceptibilidad (un grupo de cajas incluye: una caja
etiquetada como 1 y otra como 2). Asegurar que la superficie del agar esté seca
(secar cualquier gota con un hisopo de algodon estéril).

Etiquetar estas dos cajas para la evaluacion de susceptibilidad con el nimero de
cultivo del paciente y la dilucién, por ejemplo 107

Inocular este primer grupo de cajas para evaluar susceptibilidad de dilucién 107
con la suspension de la dilucion 107 de la siguiente manera.

Usando una Pipeta estéril con algodon en el extremo posterior, inocular una gota
de la suspension a evaluar, sin que la pipeta toque la superficie del medio, en cada
esquina de cada cuadrante (3 gotas por cuadrante).

Mantener la pipeta perpendicular al agar para asegurar la uniformidad de las gotas,
tener cuidado de no tocar la superficie del agar con la punta de la pipeta.

Tener cuidado de colocar las gotas de modo que no se corran al borde de la caja de
Petri (es dificil contar colonias en el borde de la caja).

Repetir para todos los cuadrantes de la caja.

Etiquetar e inocular el segundo grupo de cajas cuadriplate para evaluacion de
susceptibilidad con la dilucion 10 de la misma manera.

Evaluar una cepa de control de calidad a diluciones 102y 10™.

Inocular una caja de agar sangre y una caja de agar Middlebrook 7HI11 con 1 6 2
gotas de la suspension anterior. Estriar estas cajas con asa en argolla para aislar.
Permitir que las cajas inoculadas permanezcan con el agar hacia arriba a
temperatura ambiente (en la campana) hasta que el indculo sea absorbido dentro del
medio (aproximadamente 1 hora).

Envolver cada caja en una bolsa de polietileno permeable a CO, y colocar las cajas
con el agar hacia abajo.

Incubar las cajas a 36°C en una atmoésfera de 5 a 10% CO..
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Lectura de cajas

1.

4.

Después de 1 a 2 dias de incubacion, examinar el agar sangre y Middlebrook 7H11
para evidenciar bacterias contaminantes. Si se detecta contaminacion, descartar
todas las cajas y repetir la evaluacion con un nuevo inéculo. (Algunas veces es
necesario preparar varios subcultivos para obtener un indculo puro.). Incubar y
continuar examinando la pureza del agar sangre diariamente por 7 dias y la pureza
del agar 7H11 semanalmente mientras dure la evaluacion.

Examinar el cuadrante control (sin antimicrobianos) semanalmente. Una vez que se
observe crecimiento de 1+ o mas (ver ftabla 2), leer todas las cajas. Si el
crecimiento no es suficiente después de 3 semanas de incubacion, repita el test. No
dar un reporte final de resultados de susceptibilidad hasta que las cajas hallan
sido incubadas por 3 semanas. Los resultados de resistencia pueden ser
interpretados cuando se nota resistencia obvia.

Examinar todos los cuadrantes, y estimar el nuimero de colonias creciendo en cada
cuadrante (contar el numero total de colonias creciendo en los tres circulos de
crecimiento).

Cuantificar el crecimiento como se especifica en tabla 2.

Tabla 2. Cuantificacion del crecimiento de colonias de micobacterias en cajas de agar

No. de colonias Reporte como:
0-50 Colonias contadas’
50-100 1+
100-200 2+
200-500 3+
Crecimiento confluente 4+

!'Cantidad exacta de colonias contadas

5.

6.

Notar la presencia de cualquier microcolonia (colonias en el medio conteniendo
antibiotico que son mas pequefia que aquellas en el medio control).

Registrar el nimero de colonias y cuantificar el crecimiento.
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7. Calcular el porcentaje de resistencia dividiendo el nimero de colonias creciendo en
el medio con antibidtico dentro del nimero de colonias creciendo en el medio

control y multiplicando por 100%.

Resultados

a) Interpretacion
Si el control de calidad es aceptable, interpretar como sigue.

1. Interpretar los resultados de la dilucion de organismos que presente un numero contable
de colonias (idealmente de 50 a 100) en el crecimiento del cuadrante control.

2. Nunca utilizar la dilucién con recuento de colonias <50.

3. Utilizar la dilucion con recuento de colonias de 4+ con precaucion (ver los siguiente

ejemplos).

Recuento de colonias

Ejemplo 1
Dilucién  Recuento de colonias en cuadrante I
(crecimiento control)
10° >500, crecimiento confluente (4+)
10 82 (2+)
Reportar los resultados de la dilucion 10™; los recuentos coloniales de la dilucion 107 >500 (4+)
pueden mostrar falsa resistencia.

Ejemplo 2
Diluciéon  Recuento de colonias en cuadrante I
(crecimiento control)
10 220 (3+)
10" 30
Reportar los resultados de la dilucion 10%; el recuento de colonias de la dilucion 10™ <50 puede
dar falsa susceptibilidad.

4. Siambas diluciones muestran crecimiento 4+ y el organismo es susceptible a todos los
antibioticos, interpretar los resultados. Si el organismo muestra resistencia a cualquier
antibidtico, la resistencia puede deberse a un indculo muy cargado. Repetir
completamente la prueba.

5. La presencia de microcolonias sugiere que el aislamiento puede ser resistente al
antibidtico pero que tiene algin efecto en el organismo y puede ser efectivo en

combinacion con otras drogas.
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6. Interpretar un resultado como resistente cuando la proporcion del crecimiento en el
medio conteniendo antibiotico es >1% del crecimiento en el medio libre de antibiotico

(ver el siguiente ejemplo).

Interpretacion de resistencia

Ejemplo
Crecimiento control (cuadrante I) 200 colonias (3+)
INH, 0.2 pg/ml (cuadrante II) 7 colonias
7 colonias

X 100% = 3.5%, i.e., resistente

200 colonias
No es necesario realizar un recuento real de las colonias para aquellas concentraciones cuando el
crecimiento es obviamente <1% o >1%.

Reporte: Con un control de calidad aceptable, reportar como el siguiente ejemplo.

Mycobacterium tuberculosis

Antibiédtico Concentracion Interpretacion
(pg/ml)
INH 0.2 R
INH 1 R, microcolonias presentes
Estreptomicina 2 S
Estreptomicina 10 S
Rifampicina 1 S
Rifampicina S
Etambutol 5 S
Etambutol 10 S

Médicos experimentados algunas veces wusan el porcentaje de organismos
resistentes al agente antimicrobiano como una guia para la eficacia de la terapia. Calcular
y registrar el porcentaje de resistencia en una hoja de trabajo, y mantener esta informacion

disponible para los médicos que la requieran.
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ANEXO 8

Técnica de DRE-PCR (55).

PREPARACION DE LA MUESTRA (CUARTO BLANCO)

Lisis de micobacterias:

1.

Usando un marcador permanente, rotular tubos de 1.5 ml con tapdn de rosca estériles
con el nimero correspondiente de las muestras, tanto en el tubo como en la tapa.

Poner 1 ml de agua estéril en cada tubo.

En una cdmara de flujo laminar con adecuada proteccion de bioseguridad, transferir una
colonia de M. tuberculosis con un asa del medio de cultivo Lowenstein-Jensen a cada
tubo de microcentrifuga con agua destilada. Agitar el asa para liberar a las bacterias
con el agua. No olvidar el control negativo de la extraccion.

Cerrar muy bien las tapaderas.

Colocar cada microtubo por 15 minutos en el bloque caliente a 100 C.

Congelar las muestras en un congelador de ~70°C (o ~20°C si no hay un congelador de
~70°C disponible) durante la noche o por lo menos 45 minutos.

Descongelar y hervir las muestras por 15 minutos a 100'C en el bloque caliente.

Centrifugar los tubos por 5 minutos en una microcentrifuga a temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga estéril. Proceder directamente
al paso de la amplificacion o almacenar los tubos a ~20 C hasta antes de su uso. Si el
sobrenadante no es transferido rapido a un nuevo tubo, asegurarse de repetir la
centrifugacion (paso 8) después de descongelar las muestras y antes de realizar la

amplificacion.

10. Usar 5 pl del sobrenadante para cada reaccion de PCR.
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Preparacion de la mezcla para PCR y los tubos de reaccion:

NOTA: antes de preparar la mezcla, ir al CUARTO NEGRO para poner el programa
apropiado en el termociclador. Si el programa ya ha sido metido en el mismo, revisarlo
para asegurarse de que no se han hecho cambios inadvertidamente; si el programa esta

correcto, guardarlo para su uso posterior.

1. Calcular la cantidad de mezcla para PCR que serd necesaria para el nimero de
reacciones deseadas, cada una contendra 45 pl de la mezcla. Para cada 20 reacciones,
agregar 1 volumen extra de mezcla para PCR para compensar el volumen perdido
durante el pipeteo.

2. Llenar la hoja de PCR (ver anexo 10) de acuerdo con la tabla siguiente:

3.

Ingrediente Descripcion [Stock] Vol/50ul [Final]
Buffer 10x Buffer B 10X 5.0 ul 1X
DNTPs 20 mM total INTPs  SmM A,C,G,T 2.0 pul 0.2mM A,C,G, T
Primer 1 Ris 1 10 uM 2.5l 0.5 uM
Primer 2 Ris 2 10 uM 2.5 ul 0.5 uM
Primer 3 PnTB 1 10 uM 2.5l 0.5 uM
Primer 4 PnTB 2 10 uM 2.5ul 0.5 uM
MgCl 50 mM 5.0 ul 2.5 uM
H2O ddeO
T T 225 ul

aq aq 5U/ul 0.5 ul 0.05 U/l
Volumen de la mezcla 45wl
Volumen de la muestra (que se afiade en el paso 13) 05 ul
VOLUMEN TOTAL DE REACCION 50 ul

4. Marcar tubos apropiados para el termociclador que se utilice (tubos de 0.5 ml).
5. Descongelar las alicuotas de cada reactivo. mezclarlas en vortex y bajar el liquido con

un golpe de centrifuga.



72

“SIEMPRE MANTENER LOS INGREDIENTES Y LOS TUBOS SOBRE
HIELO”

6.

10.
1.

12.

En el area blanca, usando pipetas BLANCAS, preparar la mezcla de PCR con todos los
ingredientes excepto la 7Tag polimerasa. Tachar cada ingrediente sobre la hoja de

trabajo después de agregarlo a la mezcla.

. Mezclar bien usando un agitador vortex o una pipeta.

. Agregar la Taq polimerasa y mezclar bien por inversion y pipeteando hasta la mitad del

volumen total de mezcla. Tenga cuidado de no producir burbujas.
Distribuir 45 ul de la mezcla de PCR en cada tubo rotulado.
Agregar 2 gotas de aceite mineral a cada tubo usando una pipeta de 1000 pl.
Agregar 5 ul de ddH,O a través de la capa de aceite mineral para preparar el control
negativo del “cuarto blanco”

Transferir los tubos de la hielera blanca a una hielera gris.

ADICION DE LA MUESTRA (CUARTO GRIS)

13

. En el cuarto gris, usando pipetas GRISES, agregar 5 pl de la muestra o controles

apropiados, a través de la capa de aceite mineral. Los controles deben agregarse en el
orden del mas negativo al mas positivo. Usar punta nueva para cada muestra.

Recuerde incluir un control negativo consistente en agua gris.

AMPLIFICACION DE LA MUESTRA (CUARTO NEGRO)

14

. Programa de amplificacion (Termociclador para tubos de 0.5 ml)

94°C 7 min. 1 ciclo Desnaturalizacion inicial
95°C 1 min.

56C 2 min. 30 ciclos Amplificacion

72 C 2 min.

72°C 7 min. 1 ciclo Extension final
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ANALISIS DEL PRODUCTO (CUARTO NEGRO)

10.

11.

. Para cada gel, preparar una solucion de 1.5% agarosa en 1X TBE y caliéntela hasta

disolver la agarosa.

Dejar enfriar la solucion hasta ~55°C. Agregar bromuro de etidio (10 mg/ml) a una
dilucion de 1/20,000 (concentracion final 0.5 pg/ml). Preparar el gel vertiendo la
solucion en el molde, moviendo las burbujas a las orillas del gel.

Preparar el buffer de 1X TBE para el gel

Preparar un esquema mostrando el orden de las muestras en el gel.

Preparar las muestras para el gel en el orden predeterminado sobre un pedazo de
parafilm puesto sobre una gradilla para tubos de microcentrifuga.

Preparar el marcador de ADN: 5 ul del marcador (escalera de 100 pb), mas 15 ul de
buffer de cargar (colorante), agregar 55 ul de agua destilada y mezcle bien. Usar 5 pl
del marcador preparado anteriormente.

Poner el gel en la cdmara de electroforesis y cubrirlo con 1 X TBE.

Agregar el volumen total de cada muestra al gel segtn el orden predeterminado.

Correr el gel a 50 voltios (v) por 5-10 minutos y el resto de la corrida a ~100V hasta
que el colorante haya corrido % partes del gel.

Tomar una fotografia usando el “Sistema de documentacion de geles FOTODYNE con
papel térmico.

Anotar resultados en hoja control con su respectiva fotografia. (ver anexo 9).

Tamaio del producto:

El tamafio de los productos variara de acuerdo con la cepa amplificada. El rango de

productos amplificados estd entre 100 y 1000 pb. Para facilitar el analisis, los patrones

deberan dibujarse sobre un papel y agruparse segun el nimero de fragmentos obtenidos.

Cuando 2 cepas parecen tener un patréon similar, los productos de PCR deberdn ser

comparados lado a lado por medio de electroforesis en agarosa para confirmar la identidad.
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Titulo: DRE - PCR

Fecha: Numero:

Templado Orden del Gel Foto
[ Tubo# [ Descripcién | Result
1
[2 1-
| 3 2.
4 3-
(5 4-
I 6 5-
7 6-
| 8 12
1) g 8-
10 9-
111 10-
12 11-
13 12-
114 13-
15 14-
16 15-
[17 - 16-
18 17-
19 18-
20 ] | =
20-
e e T
Agarosa % Producto: ul Marcador: ul  Voltaje: Tiempo:
Master Mix del DRE- PCR ey
| Ingrediente| Descripcion Conc. ultubo X% ¥
ddH20 Sigma water - 245
10X Buffer 10X 50
MgCI2 50mM_| 30 Memais:
Primer 1 Ris 1 10 uM 25
Primer 2 Ris 2 10 uM 25
Primer 3 Pntb 1 10 uM 2,5
Primer 4 Pntb 2 10 uM 25 Conclusiones:
dNTPs Promega | 20mM 2,0
Taq Amplitaq 50 Uul 0,5
Muestra 50
Mix: 45 ul + muestra: 5 ul = 50 ul
Parametros Térmicos Termociclador
Desnaturalizacion inicial 94°C 7 min 1 ciclo
Desnaturalizacion inicial 95°C 1 min
Hibridacion 56°C 2 min 30 ciclos
Extension 72°C 2 min Amplificacién
|Extensi6n final 72°C 7 min 1 ciclo
|Temperatura final 4°C Por siempre -
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ANEXO 10

Fotografias de las huellas genéticas finales obtenidas de las cepas que formaron patrones
agrupados y patrones unicos o no agrupados con la técnica de DRE-PCR.
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M: Marcador de peso molecular en pares de bases (pb).
C: Control positivo (M. tuberculosis H37-Ra)
R: Cepa resistente a una, dos o mas drogas para el tratamiento primario de la tuberculosis.



Aida Teresita Jiménez Rodriguez de Reyes
Autora

MSc. Blanca Samayoa Herrera
Asesora

MSc. Ana Maria Xet Mull
Asesora

Licda. Dalia Mei Ling Lau Bonilla
Asesora

Licda. Maria Luisa Garcia de Lopez
Revisora

Lic. Martin Néstor Gil Cabrera
Revisor

Licda. Alba Marina Valdés de Garcia
Directora

MSec. Gerardo Leonel Arroyo Catalan
Decano






