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“ Infectious disease is one of the few genuine adventures left in the world. The
dragons are all dead and the lance grows rusty in the chimney corner... About
the only sporting proposition that remains unimpaired by the relentless
domestication of a once free-living human species is the war against those
ferocious little fellow creatures, which lurk in the dark corners, and stalk us in
the bodies of rats, mice, and all kinds of domestic animals; which fly and crawl
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with the insects, and waylay us in our food and drink and even i our love.”

Hans Zinsser, 1935

Creo que fo anterior citado perderfa gran parte de su sentido si se traduce af casteflano.
He preferido dejarlo tal y como fo leyera desde la primera vez...
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INTRODUCCION

Por definicion, la wberculosis (TB) ¢s el padecimiento ocasionado por el
complejo Mycobacterium tuberculosis, ¢l cual incluye a las especics M.
tuberculosis (también conocida como bacilo de Koch), M, bovis, M.
dfricanum 'y M. microti, Sin embargo, es conveniente mencionar que
otras especics del género Mycobacterium, conocidas comtmmente como
“micobacterias no tubereulosas™ (MNT) o Mycobacrerium other than
tuberculosis (MOTT), ocasionan numerosos cuadros patologicos que

resultan clinicamente (con signos y sintomas) indiferenciables de la T13.

La 1B sec considera una padecimiento grave, cuyo tratamicnto cs
prolongado y genera serias reacciones secundarias a los - individuos,
independicntemente de que puede ser inefective, debido a que cada vez
un mayor mimero de cepas micobacterianas manifiestan resisteneia hacia
las drogas antituberculosas clasicas; por esta razom, los esquemas

terapéuticos deben establecerse con buse en pruebas de susceptibilidad,



las cuales tradicionalinente requicren de sicte a ochio semanas (tomando

en cuenta el previo aislamiento del agente causal).

El presente trubajo describe algunos de los principates aspectos de la
enfennedad y las caracteristicas que han sustentado el término “nueva
tuberculosis™ (que refleja la alarma que el padecimiento ha generado en
E.U.A), asi como los fundamentos y las téenicas relacionados en el
diagnostico de Ja TB y en las prucbas de susceptibilidad a las que se

someten las cepas que afectan al paciente.
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OBJETIVOS

e Describir los principales aspectos relacionados con la patologia y con cl

diagnostico de laboratorio de la “nueva tuberculosis”.

o Scitalar los factores que han determinado el surgimiento de la “nueva

tuberculosis”.

o Describir las bases moleculares de multirresistencia a los agentes

antituberculosos de primera linca en M. tuberculosis.



1. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
DEL GENERO Mycobacterium

L. Principales especies

El género Mycobacterium se encuentra ubicado dentro del orden
Actinomycetales (por tratarse de actinomicetos), precisamente en la familia
Mycobacteriaceue; sus especies principales son: M. tuberculosis (el bacilo de
Koch), causante de la tuberculosis (1B);, M. bovis, productora de TB en
bovinos y humanos (en estos ultimos, por ingestion de leche proveniente de
animales enfermos), M. kansasii, M. scrofilaceum, M. intracellulare y M.
Jortitum,  principales  representantes de  un  grupo  conocido  como
micobacterias no tubcerculosas (MNT), atipicas o MOTT (Mycohacterium
other than tuberculosis), cuyas integrantes provocan al humano una afeccion
respiratoria indiferenciable clinicamente de la TB pulmonar (a la cual la

mayoria de los autores no acepta denominarla TB); M. /leprae (el bacilo de



Hansen), que ocasiona Ja tepra (LA), y M. smegmatis, integrante regular de la

flora habitual del tracto genital inferior en fa nugjer (63,69,76,92).

2. Composicion quimica

Haciendo una especifica referencia a su peso seco, se puede afimar que
aproximadamente ¢l 40 % del bacilo y ¢l 60 % de su pared celular se
encuentran conformados por lipidos diversos, entre los que destacan los
siguientes: las ceras "D" (dsteres provenientes de la previa reaccion entre
acidos grasos y alcoholes), glucolipidos (denominados también micosidos),

triglicéridos, sulfolipidos y lipoproteinas (69,92,93).

Evidentemente, dicha composicion quimica tan peculiar determing que las
micobacterias muestren algunas diferencias notables, en relacion a la mayoria
de las bacterias: son muy resistentes a fa desecacion, desarrollan muy
lentamente, son altamente hidrofobicas, resisten el poder bactericida o
hacteriostitico de alcalis, deidos y oxidantes difuidos, no se tifien ficilmente

mediante tinciones simples, resisten la decoloracion con aleohol acido (97



partes de etanol al 96 % + 3 de HCI) y Jos medios adecuados para su

crecimiento suelen contener ingredientes poco usuales (63,93).

3. Caracteristicas microscépicas

El género Mycobacterium esta integrado por bacterias pleomorficas (curvas
ylo rectas), clasificadas como bacilos dcido alcohol resistentes (BAAR);
miden 0.2 a 0.8 p de ancho por 2 a 7 de largo, no presentan una agrupacion

caracteristica y son inmoviles, no capsuladas y no esporuladas (63,69).

Cabe mencionar que algunos pocos autores afirman  que  estos
microorganismos son Gram positivos, porque en ocasiones llegan a tomar el
cristal violeta y no se decoloran con aleohol acctona. Sm embargo, dicho
planteamicnto resulta incuestionablemente errdneo, porque: a) los tiempos
que emplean para la accién del colorante de Gram fluctian alrededor de 24 h
(haciendo caso omiso de que Ja téenica correspondiente establece 1

minuto); y b) la particular composicion de la pared celular micobucteriana
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difiere notablemente de la correspondiente a los microorganismos CGiram

positivos (63).

4. Propiedades culturales

4.1. Medios de cultivo

Los medios mas adecuados para obtener ¢l desarrollo de las micobacterias
son los siguientes: Lowenstein Jensen (que contiene verde de malaquita y
cuya presentacion ¢s en “"pico de flauta"), el ATS (American Toraxic
Society), el Petragnani, ¢l Petroff, el Cohen Middlebrook 7H10 y el 7HIT;
cabe seifalar que los dos ltimos se emplean en placa, para realizar pruebas de

sensibilidad a los diversos farmacos antituberculosos (63,69).

Los componentes mis frecuentes en dichos medios son: huevo completo
coagulado o yema coagulada, glicerol, dcidos grasos (destacando el oleico),

albiimina, hidrolizados de caseina, harina de papa, leche, etc (63,69).



Cuando los medios antes mencionados conticnen algun  colorante  se
consideran ligeramente selectivos; no obstante, si se desca incrementar su
selectividad, se les pueden adicionar algunas combinaciones de los siguicntes
agentes inhibitorios, a los cuales Mycobacterium es resistente: penicilina,
polimixina, lincomicina y acido nalidixico (los cuales son antibacterianos), ¢

inclusive, cicloheximida o anfolericina (antifangicos) (63).

4.2, Condiciones de incubacion

Dado que las micobacterias son aerobias cstrictas y que durante su
crecimiento deben sintetizar grandes cantidades de lipidos, su incubacion
adecuada incluye la necesidad de proporcionarles ambientes hitmedos con 5 a
10 % de CO,. Asimismo, su temperatura optima es de 35°C y ¢l tiempo
que requieren para desarrollar varia entre los quince y veinticinco dias

(63,69).



4.3. Caracteristicas macroscdpicas

En general, se acepta que las colonias micobacterianas son grandes. de 2 a 5
mint de didmetro, de color amarillo claro mate, con bordes irregulares y
aspecto granular. Sin embargo, ¢s conveniente tomar en cuenta dos

excepeiones muy importantes: (63,69,93)

o Mycobacterium leprae no desarrolta in vitro y, de hecho, sélo se le ha

logrado cultivar en el armaditlo y en ¢l cojinete plantar del raton,

s Muchas de las cepas clasificadas como MNT o MOTT manifiestan una
coloracion diferente, relacionada precisamente con fo descrito en el

inciso siguiente (“d”).

4.4, Clasificacién de Runyon

Este autor diseid un método sencillo para subdividir a las MNT,

micobacterias atipicas 0 MOTT, mismo que se basa en la capacidad de



algunas de ellas para sintetizar un pigmento no hidrosoluble, de color
annarillo-anaranjado  brillante (que en  algunas cepas  alcanza  tonos
francamente rojos), dependiendo de si se incuban en presencia o ausencia de

luz (63,69,76).

Los 4 grupos de Runyon son los siguicentes:

GRUPO I: FOTOCROMOGENOS. A este grupo pertenccen las MNT cuyas
colonias manifiestan cl piginento mencionado, cuando se les ha incﬁbado en
presencia de luz. Su principal especie es M. kansasii, cuya frecuencia en la
enfermedad suele igualar o superar a la de M. tuberculosis en algunas zonas

geograficas.

GRUPO Il: ESCOTOCROMOGENOS. S¢ encuentra integrado por las
micobacterias que producen dicho pigmento, tanto en presencia como en

ausencia de luz. Su especie mas relevante cs M. scrofilaceum.



GRUPO HI: NO FOTOCROMOGENOS o NO CROMOGENOS. tncluye a
las MNT que no sintetizan el pigmento en cuestion bajo ninguna

circunstancia. Su especic mas interesante es M. intracellulare.

GRUPO IV: DE CRECIMIENTO RAPIDO. Agrupa a las micobacterias
cuyas colonias aparecen dentro de las sicte primeros dias de incubacién. Su

representante de mayor relevancia en satud pablica es M. fortuitum.

Cabe precisar que la incubacion en condiciones de oscuridad se logra
envolviendo ¢l tubo de Lowenstein Jensen con papel aluminio, En este
sentido, se acostumbra sembrar al microorganismo (o a la muestra que lo
contiene) en dos tubos, uno de los cuales se cubre con ¢l tipo de papel antes

indicado.



5. Pruebas hiaquimicas
5.1, Acumufacidn de niacina

La niacina es un producto del metabolismo de todo ¢l género Mycobacterium,
sin embargo, algunas especies (entre ellas M. uberculosis y algunas cepas de
M. bovis) carecen de la enzima responsable de degradar este compuesto hasta
¢l complejo ribonucledtido-niacina, por lo que lo acumulan en ¢l medio de

cultivo como un compuesto soluble cn agua (63).

De acuerdo con el procedimiento descrito por Runyon, el dcido nicotinico
reacciona con bromuro de cianogeno, en presencia de una amina primaria,
formando un compuesto de color amarillo (63,69).
0
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A partir de un cultivo solido de Mycobacterium, se agrega un volumen de
agua que cubra la superficie del medio, preferentemente en donde no exista
crecimiento de colonias. Se deja reposar el tubo durante 15 a 30 minutos, y se
procede a recobrar una parte del agua agregada (aproximadamente 0.5 mi),
la cual se hace reaccionar con la misma cantidad de anilina al 4 % y de
bromuro de ciandgeno al 10 %. Si el cultivo contenia niacing, se observard la

formacion de un color amarillo en los siguiente minutos (63).

Una variante a la metodologia anterior consiste cn utilizar tivas de papel filiro
impregnadas con los reactivos, por lo cual, wna vez que se dejan pasar los
15 a 30 minutos, se coloca la tira de papel en contacto con la solucion,
liberdndose cloruro de ciandgeno gaseoso que reaccionara con la niacina de la
solucion generando el color. Debe tenerse cuidado de tapar los tubos para

evitar el escape de! gas y que ocurra un falso negativo (63,69).

M. tuberculosis s una especie que da positiva la prueba y M. intracellulare

una que la da negativa (63).



5.2. Reduccion de nitratos a nitritos

M. tuberculosis y otras especies del género (M. kansasii, M. fortuitum, M.
szulgai, entre otras) presentan la enzima nitroreductasa responsable de la
reduccion de nitratos a nitritos; etlo permite su identificacion bioquimica

cuando se realiza la prueba correspondiente (63,69,76).

L.a reaccion quimica involucrada cs la siguiente:

nitroreductasa

NO; + 267 + H, s====s==———s> NO, + [0

Los nitritos presentes en ¢l medio se detectan al agregar
sulfanifamida y a-naftiletiiéndiamina a pif acido, ya que ocurre fa formacion

de una sal de diazonio color rojo (63,69).

El procedimiento contempla la recoleccién de una asada del cultivo viable de
micobacterias, misima que se coloca en un tubo con unas gotas de agua
destitada. Una vez que sc ha dejado incubar ef tubo por 2 ha 37°C y en

presencia de sofucion de nitratos, se acidifica el medio. Se agregan unas



gotas  de  solucion de sutfomamida al 0.2 % y de solucion de
dihidrocloruro de n-naftiletiténdiamina al 0.1 %. Finalmente, sc agita
suavemente hasta observar la formacion de un color rosa-rojo en el tubo, lo

cual indicara una prueba positiva (63,69).

5.3. Actividad de catalasa

f.a enzima catalasa es producida por la mayoria de las especies del género
Mycobacterium variando solamente la cantidad de enzima producida. Para la
caracterizacion bioquimica de las especies del género, se utiliza la cstabilidad

de esta enzima a 68°C a pll neutro, por un método semicuantitativo (63,69).

La enzima cataliza la siguiente reaccion quimica:

catalasa
2H,0, > 2H,0 + O

La prucba se considera positiva al observarse la formacion de burbujas sobre

las colonias del medio de cultivo (63,69).



Yara el género Mycobacterium, se utiliza una mayor concentracion de Hy0,
en relacion a la que se utiliza para determinar la actividad de catalasa de otras

bacterias (69).

La prucba se realiza colocando sobre el cultivo (con crecimiento visible de
colonias micobacterianas) una solucion de H:0: al 30 % en Tween 80
(detergente no iodnico que evita la formacion de grumos entre las colonias) y
se observa por espacio de 3 a 5 minutos. La aparicion de burbujas sobre
~las colonias (cas de inmediato) indica un fuerte positivo (M. kansasiiy,
si las burbujas aparccen entre los  7a 10 minutos, se considera
un  debil  positivo (M. tubercudosis) y la ausencia de aquellas indica un
negativo para la actividad de catalasa (M, fuberculosis resistente a isoniacida

-INI1-) (63,69).

La prueba cs paticularmente Wil en  la  identificacion  de
algunas cepas de M. tuberculosis INH resistentes, ya que s¢ conoce que
una delecion del gen responsable de la catalasa (kafG) sucle implicar la

adquisicion de resistencia g éste antifimico de primera linea (63,69,116).



Para fa determinacion de la estabilidad de la enzima a los 68°C, se procede a
tomar un inéculo del cultivo micobacteriano, cmulsificandolo  en
amortiguador de fosfatos y colocandolo a dicha temperatura por 20 minutos,
Una vez pasado cse tiempo, se agregan unas gotas de la solueion de 11,0, al
tubo con el cultivo y se observa la formacion o ausencia de burbujas.
M. mberculosis, M. bovis, M. gastri y algunas cepas de M. avium son
catalasa sensible a 68°C, mientras que las especies no formadoras de

pigmento son catalasa estable a dicha temperatura (63,69).

5.4. Inhibicion del crecimiento por la hidracida del dcido Tiofén-2-

carboxilico (T,H)

Esta prucba es il para distinguir entre M. bovis y M. tuberculosis, ya que
algunas especies del primero pueden resultar niacina positiva, dificultando la

identificacion bioquimica (63,69,76).

El T,H es un compuesto que inhibe el crecimiento de M. bovis sin afectar el

crecimiento de M. ruberculosis a bajas concentraciones (1 a 5 pg por cada ml



del medio de cultivo) permitiendo la diferenciacion de las dos especies

(63,69).

El T;H es incorporado at medio de cultivo en una concentracion de | y 5
pg/mi y posterionnente se  inocula al  microorganismo  “problema”,
considerando ademids una caja extra en fa que no se haya adicionado cl
reactivo, Después de un periodo de incubacion de 14 a 21 dias, los cultivos
que presenten crecimiento corresponderdn a cepas de M. fuberculosis, y st
solamente existe crecimiento en la placa donde no se adiciond T,l, se tratard

de M. bovis (63,69).

5.5. Hidrélisis del Tween 80

Ciertas especies del género Mycobacterium producen lipasas capaces de
degradar al detergente polioxictilén sorbitol mono-oleato (Tween 80). La
prueba correspondiente permite diferenciar especies de lento -crecimiento
saprofiticas (que la dan positivas) de las potencialmente patogénicas

(negativas) (63,69,76). ,



Las lipasas descomponen al Tween 80 en dcido oleico y sorbitol
polioxietileno: ¢l Tween 80 se¢ une al indicador rojo neutro a phl=7
confiriéndole un color rosa claro al medio, por lo cual, la degradacion de
dicho detergente por la lipasa liberara al colorante, produciéndose un color
rosa oscuro (que indicara una reaccion positiva) debido a la presencia del

dcido oleico (69),

Una asada de micobacterias se coloca en ¢l tubo que contenga la solucion de
Tween 80 y s¢ incuba por 10 dias a 35-37°C. El cambio de color s¢ observari
a partir de los 3 dias, excepto cuando se trata de M. kansassi que da positivo
entre las 3 y las 6 h. Por su parte, M. gastri da un resultado lento positivo y

M. scrofulaceum es negativo (63,69).

5.6. Prucba de 1a arilsulfatasa

La arilsulfatasa es una cnzima producida por ciertas especics de

micobacterias, que permite realizar la- identificacién del complejo M,

Jortuitum-chelonei (63,69).
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Dicha enzima provoca que se  libere fenolftaleina al romper ¢l enlace
existente entre ¢f grupo sulfato y el anilfo aromatico def disulfato tripotidsico
de fenolfialeina, La presencia de la fenolftaleina libre se revela mediante la
adicion de una base al medio de cultivo, to cual origina ¢l desarrollo de un

color rosa intenso (propio det colorante en cuestion a pH alcalino) (63,69).

E disulfato tripotdsico de fenolftaleina se adiciona al agar acido olcico (agar
Dubos) ¥ se procede a inocular con las micobacterias “problema”.
Transcurridos 3 0 4 dias de incubacion, sc agrega una base débil y  se

busca la coloracion antes mencionada (69).

M. forivitum, M. chelonei, M. abscessus dan posiliva esta prucba y M.

tnherculosis pucde incluirse como control negativo (63,69).

La reaccion quimica que se Hleva a cabo es la siguiente:

20



Disulfato tripotdsico

de fenolftaleina

Fenolftaleina
oH’

Compuesto colorido

Los resultados de las pruebas bioquimicas relacionadas con la identificacion
de las principales especies de Mycobacterium de importancia clinica se

resumen en la tabla 1 (63,69,76).
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Tabla 1. Resultados de las prucbas bioquimicas de las especies del género Afveobacteriim.

Prucha bioquimica
Espeeies Acumuiacion | Crecimiento | Reduccion | Actividad | Hidrdlisis | Prueba
de i d? en TaH de de del dela
Mycobacteria hiacina (10pg/ml) | nitratos | catalasa | Tween 80 | arilsulfatasa
(68 °C)

M. wberculosis + (95) + +(97) - \ -
M. africonum - v - - - -
M. bovis - (4) - - - -21) -
M. avium - + - \Y . \Y
M.intracellulare - + - + - +
M. kansasii -(4) + +(99) +94) +(99) -
M. serofiducennt - + - (5) + (94) ~(2) \"
M. xenopi - + - +/- (31) -(12) +/- (36)
M. szulgai - + + (100) + (93) -+ (49) A
M. malmoense - + -() +/- (66) +(99) -
M, simiae +/- (63) + - (28) +(95) - (9) -
M. genavense - + - + + -
M. marinum -+ (21) + - -(30) +(97) -1+ (41)
M. ulcerany - + - +- - -
M. haemophilum - + - - - -
M. shimoidei - + - - + -
M. astaticum - + -(5) +(95) +(95) .
M. celatum - + - + (100) - +(100)
M. fortuitum -t + +(100) +(90) -+ (43) +97)
M. chelonae -+ + -(1) +-(53) | -H(9) +(95)

Nota: Solamente ¢n las especies del complejo M. avium-intracellulare (MAC), donde la identificacion bioquimica
puede llegar a ser complicada, se ha utilizado la scrotipificacion y, mis recienlemente, el uso de sondas de DNA
especificas para cada especie (M. avium y M. intracellulare). Los nimeros enlre paréntesis comesponden al

porcentaje (aproximado) de cepas que dan los resultados de la prueba.



H. IMPORTANCIA CLINICA DE M. tuberculosis

1. La primeinfeccibn por bacterias de la TB y el origen de Ia

enfermedad

La TB es una enfermedad infecciosa que se transmite por diversas vias,
pudiendo involucrar practicamente a cualquier tejido del organismo husnano;
1o obstante, la TB pulinonar es la forma mis frecuente de TB y se asocia a la
inhatacion de fos agentes cansales provenientes de individuos afectados,
quicnes comunmente los liberan al ambiente a través del estornudo y de sus

NUMerosos accesos tusigenos (63,93).

Una vez que ¢l microorganismo se establece en los pulmones de una persona
aparentemente sana, aquél se reproduce mwy lentamente (lo cual es

caracteristico de las micobacterias), aunque sin impedimentos, ante la

ineficacia antimicobacteriana de los leucocitos polimorfonucleares (LPMN), -

que suelen ser -independientemente del agente causal- las primeras células de



defensa que legan a los tejidos afectados; es decir. no es sino hasta que ¢l
organismo det individuo produce suficientes linfocitos sensibilizados (que
poseen la informacion genélica para reaccionar especificamente con el
mvasor), cuando los micraorganismos de la T3 son rodeados por cuatro
capas  celulares  [células  epitelioides, células  gigantes,  linfocitos
(sensibilizados) y fibroblastos], para impedir que continlien su
multiplicacion. A esta respuesta del hospedador se le conoce como
primoinfeccion o lesion granulomatosa y representa la tnica herramienta del
organismo para “controlar a las micobacterias” (ante su imposibilidad de
erradicarlas). De esta manera, cuando los mecanismos de defensa del
mdividuo se encuentran en condiciones adecuadas, limitan al minimo el
desarrollo de las bacterias de la TB, pero éstas permanecen vivas “en forina
latente”, va sca durante toda la vida de la persona, o bien, hasta que ésta
experimenta  alguna  depresién  inmunofdgica que permite a  dichos
microorganismos reanudar su crecimiento y, ahora si, provocar la enferimedad

93).
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De la consulta a los diagramas 1y 2 se pueden deducir alpunas diterencias
entre una primoinfeccion por microorganismos de fa TB y el padecimiento

conocido como TB.

Finalmente, aunque ¢l cuadro elinico de fa TB pulmonar puede variar, fos
sintomas mds regulares suelen ser: fiebre, astenia (pérdida de fuerza),
hemoptisis (accesos tusigenos « través de los cuales el individuo emite
lragmentos de expectoracién sanguinolenta), pérdida de peso y disnca

(dificultad para respirar) (63,93).

2, Otros aspectos asociados a la TB

2.1. Fenomeno de Koch

Se realizo inoculando a M. tuberculosis en cobayos, por via intradérmica;

dicz a catorce dias mds tarde, el tejido involucrado evidenciaba wna clisica

induracién-ulceracion y los nddulos linfiticos cercanos manifestaban necrosis
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Diagrama 1, Adquisicion de la primainfeccion con microarganismas de la TB

1) lnhalacién

2) Establecimicnto
en pulmones

lesion exudativas
secrecion con LPMN

ineficaces contra

las micobacterias

lesion granulomatosas
2
4 capas celulares
rodeant a los Mo,
impidiendo
su crecimiento

CLAVE: ' = Sélo cuando son adecuadss las condiciones de los mecanismos de defensa
del individuo; * = Células epitelioides, células gigantes, linfocitos y fibroblastos:
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Diagrama 2. Aparicion de la TB en individuos que han adquirido previamente fa

primoinfeccion.

Primo-
infeccion

Inmuno-
deficiencin

¥

Reactivacibn def . edad

los po en el e oy

jido implicado

El tejido sufre necrg

. !
sis caseosa (con apa
rieneia de caseina)

Fibrosis”. Los fibro-
blastos liberan cold-
gena, tratando de
ehcerrar a los po

El tejido se desprende
hacia el ambiente’
dejando en los pul-
mones las clisicas
cavemas’ de la TB

Los capilares sangui-
neos se erosionan,
ocurre hemorragia
y los po se diseminan
via sanguinea hacia
otro(s) oegano(s)’

CLAVES: ' = Este evento puede ocurrir directamente despuds de fa lesion exudativa
{diagrama 1), e fos individuos con deficiencias inmunoldgicas (por desnutricion, silicosis,

leucemia, SIDA, cic.); 2 detectable(s) mediante rayos X;
pudiendo ser inhalado por otras personas;

= g} toser ¢l enfermo,
= reditia el cldsico signo conocido como

“hemoptisis” {tos con sangre); = la TB puede afectar practicamente a cualquier 6rgano o
tejido y se denomina “TB miliar™ cuando se presenta en varias regiones anatomicas.



caseosa. Cuando seis semanas después, en ¢l misino animal aunque en
diferente sitio, se practicaba una segunda inoculacion intradérmica del bacilo
de Koch la respuesta, en esta ocasién, aparecia mis rapidamente y se resolvia
con singular eficacia: solo dos dias después de la inoculacion ocurria la
induracién-ulceracion del tejido implicado, pero su cicatrizacion iniciaba en
algunas horas; ademds, los nodulos linfiticos no alcanzaban a ser afectados

(69.93).

Estas observaciones permiticron establecer las claras diferencias entre una
infeccion y la reinfeceion por M. uberculosis, 1o cual a la postre condujo a la
claboracion de la vacuna antituberculosa: se pensé que podria provocarse una
infeceion controlada en el humano, para que éste, posteriormente, cuando
entrara en contacto con alguna cepa virulenta, se comportara como el cobayo

durante la reinfeccion (69,93).
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2.2. La vacuna BCG (bacilo de Calmette y Guérin)

Calmette y Guerin, ambos investigadores del Instituto Pasteur, disefiaron la
vacuna antituberculosa vigente, atenuando una cepa de M. bovis (que cs
cStruclural ¢ inmunoldgicamente parecida a las especics que integran el
complejo M. tuberculosis), proceso que les llevo aproximadamente trece
affos, porgue la mencionada atenuacion requirid de que el microorganismo se

subcultivara en doscientos treinta y una ocasiones (69,93).

De modo que la vacuna BCG estd constituida por bacterias vivas, aunque
atenuadas: se aplica intradérmicamente o por multipuntura cutinea, alrededor
de cuatro semanas después da lugar a una uleeracion en el sitio de
inoculacion y cerca de las ocho semanas totales, ¢l proceso se resuelve

dejando una cicatriz queloide cn el tejido implicado (69,93).
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2.3. Prucha de la tuberculina (Mantoux o PPD)

2.3.1. Obtencién del antigeno

Varias colonias de M tuberculosis (obtenidas en Lowenstein Jensen) se
depoﬁlan en un recipicnte con solucion salina isotonica estéril y se destruyen
con calor; el contenido del recipiente se filtra y ci fiitrado se trata con sulfato
de amonio para precipitar las tuberculinoproteinas, también conocidas como
“derivado proteico purificado” (PPD). Evidentemente c¢ste producto se
distribuye comercialmente y es ¢l antigeno que se emplea para realizar la

prucba de Ia tuberculina (69,93).

2.3.2, Metodologia

La prueba se realiza inoculando 2 U de PPD por via subcutdnea (en un
antebrazo), considerandose como positiva, si 48 h después aparece una zona

de induracion de por lo menos 5 mm de didmetro ¢n el sitio de inoculacion

(69,93).
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2.3.3. Objetivo

La prueba de la tuberculina puede resultar de utilidad en los siguientes casos:

- Para establecer si una vacunacion (realizada por lo menos ocho semanas
antes) cumplio con su finalidad de inducir la respuesta inmune; en cste
sentido, la positividad de la tuberculina no garantizard que dicha respuesta

haya alcanzado niveles protectores.

- Para detectar si un individuo no vacunado con la BCG ha adquirido la

primoinfeccion.

Evidentemente, Ia prucba en cuestion no cs util para establecer ¢l diagnostico
de {a enfermedad (ya gue el paciente puede haber recibido la BCG o haber
adquirido la primoinfeccion y, en realidad, estar padeciendo alguna otra

afeccion), excepto cuando se trata de nifios pequedios (93).
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2.4, Patogenia

Los bacilos de la TB son parisitos intracelulares facultativos (desarrollan
dentro y fuera de las célultas del hospedador) que se transmiten
principalmente por las vias inhalatoria (++++), oral (++) -sobre todo en los
nifios que ingieren leche de bovinos enfermos-, cutanea () y oftdlmica (+).
Se considera que ¢l microorganismo no produce toxinas, si bien se ha
comprobado cierta capacidad leucotdxica en algunos de sus componentes

estructurales (93).

En este sentido, los factores de patogenicidad detectados hasta ahora en el

complejo M. tuberculosis se mencionan a continuacion:(93)

24.1. ! factor cordon o factor serpenting, que corresponde al micosido
(glucolipido) 6,6 -dimicoliltrehalosa y que, ademds de ser el
responsable de la disposicion micobacteriana en paralelo y cadenas
(in vitro), cs altamente toxico para los leucocitos: les inhibe fa accion

de la succinato deshidrogenasa, provoca el hinchamiento de sus
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mitocondrias y separa a los ribosomas del reticulo endoplasmico

Tugoso.

24.2. Los sulfolipidos, que actian como fagolisosomasa (impidicndo la
[usion lisosoma-fagosoma en los fagacitos) y potencian la copacidad

del factor cordon,

2.4.3. El complejo superoxido dismutasa (SOD)/catalasa, que neutraliza cl
pader oxidante de los iones superoxido (0y) y del perdxido de

hidrogeno (H,0;), presentes en los lisosomas de los fagocitos.

3. Epidemiologia

En la actualidad ocurren aproximadamente ocho millones de casos huevos de
IB, de los cuales tres millones derivan en la muerte del paciente; dichas
cifras, por si mismas, reflejan el motivo de que esta enfermedad sea
considerada como una de las principales causas de mortalidad asociada a un

solo agente ctioldgico (7,63,82,93),
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Iin 1989 v 1990, 1a Unidad de T8 de a Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) emprendio un estudio para determinar la naturaleza y magnitud del
problema mundial, encontrando que mds de 1,700 millones de personas,
cantidad equivalente a la tercera parte de la poblacion mundial, estaban
infectadas' por alguna especie pertencciente al complejo M. tuberculosis y
que, en las naciones industrializadas, la proporcion de individuos enfermos -
en relacion con los no afectados- mostraba una clara tendencia a alcanzar las

cifras procedentes de los paises en vias de desarrollo (63,82).

De hecho, de 1985 a 1991, {a frecuencia de TB en E.U.A. se incrementd en
mis de 18 %, y ain continta creciendo, considerandose, entre las razones
mis trascendentes vinculadas a dicho pals, al aumento de la inmigracion
proveniente de dreas endémicas y al deterioro del sistema nacional de salud
pero, sobre todo, a la muy progresiva frecuencia de la enfermedad en los
individuos que padecen SIDA y a la cada vez mas alarmante cantidad de

cepas multirresistentes a los tirmacos antituberculosos tradicionales (7,26).

' De acuerdo con los diagramas 1 y 2, asi como con otros conceptos manejados en Infectologia,
infeccion no siempre implica enfermedad, como se recordara, existen numerosos individuos
infectados por ¢l virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) que no muestran signo o sintoma
alguno de SIDA.
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Por fo que respeeta a México. L tasa de morbilidad (el numero de nuevos
enfermos anuales por cada 100,000 habitantes) asociada al padecimiento ha
permanccido estable desde hace aproximadamente 20 afos; sin embargo,
aqui ocurren ¢l 7 % de los casos mundiales de TB, fa aleccion es I
décimoquinta causa de muerte (con mas de 5,300 decesos al afia) y sus
principales formas clinicas son la TB pulmanar (83 %) y la meningea (1.2
%), por otra parte, los individuos menos afectados son los nienores de 15
aftos de edad y la incidencia en el sexo masculino es mayor en proporcion de

1.3:1(29).

Finalmente, en nuestro medio también se ha manifestado una muy clara
relacion entre la TB y el SIDA: las patologias oportunistas que mas afectan a
los pacientes que padecen esta iftima enfermedad son: candidiasis (37.6 %),
neurnonia por Prieumocystis carinii (12.2 %)y TB, tanto pulmonar como
diseminada (11.5 %); en respuesta, se ha observado que en los enfermos de
B existe cierta predisposicion a la adquisicion de infecciones por el virus de
fa inmunodeficiencia humana (VIH), si bien ¢s indispensable que éste sca
adquirido mediante las vias de transmision relacionadas con dicho riesgo

29.
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H1 LA NUEVA TB Y LA PROBLEMATICA DE LA
MULTIRRESISTENCIA A LAS DROGAS ANTITUBERCULOSAS

1. L.a “nueva tuberculosis”

En E.U.A,, el actual fenémeno epidemiolégico asociado a esta enfermedad
ha dado lugar al surgimsiento del término “la nueva tuberculosis”, por cuanto
que ha sido necesario realizar algunos ajustes a los conceptos que se venian
nanejando acerca de la TB y del SIDA. En este sentido: a) s¢ ha comprobado
que los enfermos de SIDA pueden fungir como importantes incubadores y
diseminadores de la TB, lo cual hace factible que finalmente si se decida
aislarles del resto de Ia poblacion (eli cuanto les sean detectados los signos y
sintomas correspondientes); b) buena parte de los casos actuales de TB no se
deben a la reactivacion del microorganismo que colonizaba desde tiempo
atras al individuo (en forma de primoinfeccion latente), sino a otra(s) cepa(s)
adquiridas) recientemente  [Ja(s) cual(es) suele(n) mostrar cierta

multirresistencia a dos  antifimicos; ¢) la notable propagacion de
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numerosas cepas multirresistentes' a las drogas  antituberculosas — esta
disminuyendo scriamente la efectividad de los regimenes preventivos y

terapéuticos dirigidos contra la TB (26,31,43,75,80,81).

Sin lugar a dudas, lo mencionado en los incisos “a” y “b” lleva consigo
graves implicaciones, tales como ¢l probable incremento de las penosas
discriminaciones a que son sometidos los enfermos de SIDA y la infortunada
posibilidad de que las cepas actuales del complejo M. tuberculosis poscan
una mayor virulencia, capaz de superar los mecanismos de defensa de un
mayor nimero de individuos; no obstante, la multirresistencia a los farmacos
antituberculosos también representa un motivo de alerta mundial: hoy en dia,
dependiendo de la region geogrifica en estudio, 15 a 33 % de los
aislamicntos clinicos son resistentes al menos a una droga antituberculosa de

primera linca’ y 3.3 a 19 % lo son tanto a Ia isoniacida (INH) como a la

' El complejo M. tuberculosis solo adquiere la multirresistencia a través de mutaciones
cromosomales espontineas y no, como ocurre de manera adicional en muchas otras bacterias, por
conjugacion de plasmidos R (de resisiencia) o por transduccion asociada a bacteriéfagos
temperados.

? Las principales drogas antituberculosas de primera linea son isoniacida, rifamicina, esireptomicina,
ctambutot, y pirazinaniida, y representan los agentes terapéuticos de primera cleccion contra la ‘I'B,
los firmacos de segunda linea son el acido p-aminosalicilico, cicloserina, capreomicina y
ctiongmida, y son mas téxicas y menos eficaces.
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ritampicina (RIF), consideradas las mils eficaces en la terapéutica de la 1B

(26,31,63,75,81,90).

Es conveniente mencionar que, tradicionalmente, el tratamiento de la TB s¢
ha basado en el empleo de mids de una droga antituberculosa -¢n ¢l mismo
paciente-, previendo que la cepa implicada pueda resultar resistente a alguna
de cllas; sin embargo, la problematica ha alcanzado tales niveles, que en Ja
actualidad se viene (rabajando intensamente -hasta ahora sin mayor ¢xito- en
Ia bisqueda de nuevos esquemas terapéuticos dirigidos contra la T8 pero,
sobre todo, s¢ ha estado difundiendo la recomendacion de establecer cl
tratamiento -para cada enfermo-, con base en el aislamiento de la cepa
correspondiente, a fin de somcterla a las prucbas de susceptibilidad que
revelen su eventual resistencia a uno o mds de los agentes antituberculosos

(14,26,35,42,63,80.83).

En cuanto al estudio de nucvos esquemas antimicobacterianos, los analizados
hasta ahora incluyen fdrmacos que venian siendo utilizados contra  otra
clase de microorganismos; por cjemplo: clofazymina, azitromicina,

clarittomicina, ~ rifabutina,  doxicicling, minociclina,  trimetoprim-
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sulfametoxazol, cte. S embargo, su clicacia contra el complejo M.
tuberculosis ha resultado practicamente mula (lo cual ditiere de o obscrvado

en diversas MNT) (14,42,43,63).

Luego entonees, a condicion de que scan seleccionadas previamente mediante
pruchas de susceptibilidad, las drogas antituberculosas cldsicas, de primera
linea, contimian representando la mejor opeion para el tratamiento de la T8,
de hecho, ¢ tnico avance logrado hasta ahora radica en el lapso de
dosificacion de dichos firmacos; de acuerdo con el Center for Discases
Control (CDC) y 1a American Thoracic Socicty (ATS) norteamericanos, cn
los pacientes con TB putmonar, los tradicionales regimenes de 18 a 24 meses
de duracion se deben recmplazar por esquemas de solo 6 meses’, a base de
INH y RIF, siemnpre que el paciente no padezca de SIDA (en cuyo caso cs
necesario extenderse hasta los 9 eses) y que la cepa no manifieste in vitro

resistencia hacia una o ambas drogas (14,42,43,50).

* Incuestionablemente, tos periodos tan profongados de dosificacion representan una de las
principales causas de abandono de los regimenes terapéuticos por parte de nuierosos pacienes,
lo cual conduce a graves recaidas, mayores indices de contagio'y cuantiosas pérdidas econdmicas
asociadas al consumo de medicamentos.
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2. Aspectos genéticos y vesistencia en MN'T y M. tuberculosis

Fin Infectologia, siempre ha existido un interés especial por estudiar los
fenomenos asociados a la adquisicion bacteriana de resistencia a un firmaco
especifico, fendmeno que frecuentemente se ileva a cabo mediante la
donacion-recepeion de plasmidos, Un plismido se define como material
genético independiente del genona bacteriano, que contiene infarmacion
genética necesaria para regular su expresion de forma auténoma y que
confiere alguna ventaja al microorganismo que lo porta, independientemente
de que puede transferirse de una especic a otra -del mismo o distinto género-

mediante conjugacion o transduccion (12,47).

Las especies de Mycobacterium en las que se han buscado plasmidos
incluyen cepas patogenas y también de vida libre. Debido ol riesgo de
trabajar con A fuberculosis, los estudios asociados a la bisqueda de
plasmidos micabacterianos se han reatizado principalmente en los complejos
avium 'y fortuitum 'y en M. scrofulacenm. Adicionalmente, en M.
tuberculosis, no se ha detectado la presencia de plasmidos  yfo de

transposones que acarrean genes de resistencia, debido  probablemente a que
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se trata de un pardsito intracelular facnltativo, lo cual origina que se exponga
muy poco al microambiente extracelular y, por lo Lanto, que no interactiic con

otras especics (16,18,27,97).

En concreto, ¢l vmico reporte ligado a Ja existencia de un clemento de
transposicion responsable de la resistencia micobacteriana a algin antibidtico
s¢ asocia a M. fortwitum; dicho gen codifica para resistencia a las
sulfonamidas (gen suf3) y no se ha detectado en especies de lento
crecimiento; de hecho, diversos estudios sugieren que esta micobacteria lo
recibié a partir de especies ambientales del género Favobacterium y no de

alguna otra especie de Mycobacterium (51,54).

Lvidentemente, en microorganismos ambientales, los pldsmidos suelen
contener gen(es) que conficren alguna(s) ventaja(s) selectiva(s) a la cepa que
los posee, incluyendo resistencia a compuestos oxicos (iones pesados tales
conio mercurio o cobre) o la posibilidad de utilizar alguna fuente de carbono

poco usual (18,27).



0 cuanto a tas MNT mencionadas (complejos avium ~-MAC- y fortuitum), s
muy posibie que los plasmidos leven los genes relacionados con numerosos
factores de virulenciy, tales como toxinas, hemolisinas y proteasas, aunque

esto ain se encuentra bajo discusion (27).

En dichas MNT, esta clase de  plasmidos se ha deteclado tanto en cepas
aisladas a partis de pacientes con infeceiones pulmonares como en olros que

padecian infecciones diseminadas (18,27).

Por ejemplo, en MAC se han encontrado dos grupos de plasmidos, cada uno
de tos cuales presenta un plasmido lipo, con el cual se comparan los de nuevo
descubrimiento, a fin de establecer la clasificacion de estos dltimos en cuanto
se les detecta. El plismido pVT2 es el plasmido tipo del grupo 1, mientras el

pLR7 es el del grupo 2 (18,27).



Diversos autores sugieren que ambos plasmidos se encuentren relactonados
con la actividad de catalasa en las cepas y con algunos aspectos de virutencia

(18,27).

Sin embargo, es claro que no existe evidencia alguna acerca de 1a presencia
de plasmidos en M. tuberculosis y, por lo tanto, s estin buscando otros
mecanismos que confieran resistencia a los antifimicos de primera linea; en
este cantexto, se ha demostrade que en dicho microorganismo ¢l fendmeno
aparece al ocurrir alteraciones en los genes cromosomicos que codifican para

la sintesis de los “blancos” de los farmacos involucrados (96,97).

En otras palabras, en el género Mycobacterium 1a multitresistencia parece
tener su origen en la acumulacion de mutaciones que ocurren en el genoma
de ta cepa correspondiente y, nuy probablemente, cada mutacion se asocia a

la falta de sensibilidad a ajgiin antifimico determinado (16,37,96).
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J. Resistencia a isoniacida (IN1)

Desde su introduccion (1952), la INI (hidracida del dcido nicotinico) se ha
considerado como el fannaco de mayor eleccion para el tratamiento de la T8
(1).

Figura 1. Estructura quimica de la [soniacidi.

o
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La INH es bacteriostatica para los bacilos tuberculosos en reposo, pero
bactericida para los que se encuentran en division; diversos estudios in vitro
han mostrado que uno de cada 10 bacilos s¢ vuelve resistente a este firmaco
cuando cs administrado exclusivamente. Ello resulla trascendental si se
considera que una caverna tuberculosa tipica puede contener de 107 a 10"
microorganisimos; muy probablemente la alta especificidad de la  INH
contra el género Mycobacterium, haya determinado que aguélla sea el

farmaco de eleccion para levar a cabo cl tratamiento de la TB; no obstante,
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¢s fimportante tomar en cuenta que su efectividad varia en funcion de la

especie micobacteriana en turno (1,50).

De hecho, M. tuberculosis es muy susceptible a la INH, a concentraciones
minimas inhibitorias (MICs) muy bajas (de 0.02 a 0.06 pg/ml.); en tanta que
fas MICs relacionadas con otros miembros del complejo M. tubercudosis son

notablemente mas elevadas (16,101).

Si bien el mecanismo de accion de la INH aun no se ha logrado describir de
manera convincente, existen varias hipdtesis involucradas gue, en resumen,
establecen que el farmaco podria actuar a diversos niveles de la célula
micobacteriana; promoviendo fa formacion de oxigeno reactivo que oxida
diversas macromoléculas intracelulares y/u -otros componentes, o bien,
inhibiendo algunas rutas metabolicas exclusivas del género. No obstante, la
teoria més aceptada es la que sugicre que la INH inhibe la sintesis de
dcido micolico, al producirse un compuesto toxico mediado por fa enzima
catalasa-peroxidasa (junto con la accién de la superoxido-dismutasa) y que
conduciria a fa pérdida de la-integridad de la pared celular con la consecuente

muuerte celular (1,16,50,77,78,101).



Adicionalmente, cabe subrayar la posibilidad de que existan  otros
mecanismas o “blancos” de Ja INI1, ya que ésta puede originar la produccion
de radicales libres superoxido ¢ hidroxilo, e incluso, afecta el metabolismo
del NAD" al formarse un complejo toxico INH-NAD que alleraria la sintesis
de dcidos micdlicos y de otros componentes cstructurales y/o funcionales

(16,42,101).

Entre las hipdtesis acerca de la alta especificidad de la INH hacia el complejo
M. tuberculosis destaca una reciente que involucra la participacion de varios
genes. En enterobacterias, se ha descrito la presencia de ciertos genes cuya
funcion consiste exclusivamente en regular la expresion de otros; es decir, un
gen regulador es aquél que da origen @ un  producto implicado en Ia
regulacion de la expresion de otro gen; por c¢jemplo, ¢l gen que
codifica para la sintesis de una proteina represora que evita la lectura de otro

al unirse a una porcion del DNA denominada region operadara (8,47).

Los genes reguladores, se pueden expresar bajo ciertas condiciones de cstrés
para la célula; exposicion a radiaciones ultravioleta (u.v.), o a agentes
oxidantes, a ciertas temperaturas, a concentraciones clevadas de ciertos

mctabolitos, etc. En £. coli 'y S. typhimurium (enterobacterias resistentes . a
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INID, se ha comprobado ampliamente la presencia de un gen regulador
denominado oxyR el cual muestra trascendencia en la sobre expresion del gen
ahpC (que codifica para la parte pequedia de ta enzima hidroperoxido alquil-
reductasa), del katG (que codifica para  la  catalasa-peroxidasa) y del
gorA  (que codifica para la ghitation reductasa). En este sentido, cabe
subrayar que mutaciones cn ¢l gen oxyR conducen a estas bacterias a

manifestar susceptibilidad a ta INH (8,22,71).

Por su parte, el producto del gen ahpC parece formar parte de un sistema de
destoxificacion del microorganismo en contra de ciertas moléeulas. por fo
que la forma toxica de la INH pudiera resultar eliminada de esta uancra, asi
las cosas, bajo condiciones de estrés asociadas a algin exceso en fa
concentracion de INH intracelular, ocurriria la sobre cxpresion del ahpC
evitando la muerte celular. Es importante hacer notar que dicho gen alcanza
una homologia superior al 90 % en M. avium, M. leprae y M. tuberculosis,
por lo que se considera que se trata de un gen altamente conservado entre las

especies del género (22).

A cste respecto, el gen oxyR solo se encuentra altamente conservado entre

especies MNT, pues en el complejo M. tubercudosis (tanto los aislamicntos



clinicos como el BCG que se emplea en distintas partes del mundo), presenta
nuniterosas mutaciones, lo cual sugicre  un producto  sin funcion; por
consccuencia, en ¢l complejo M. tuberculosis, no existe una regulacion
en base al gen oxyR de ninguno de los gencs mencionados, es decir, del
ahpC, del katG ni del gorA. Lo anterior indica entonces que fa expresion de
estos genes s siempre constante, sin existir sobre-expresion. Lin base a ésto,
si M. tuberculosis es expuesto a concentraciones de INH que sobrepasen el
nivel normal destoxilicador de proteina AhpC, entonces ¢l microorganismo
morird, lo que explica de manera convincente la alta especificidad hacia todo

cl complejo M. uberculosis (22).

Por otro lado, la actividad antifimica de la INH depende de ta produccion de
un compuesto reactiva mediado por la catalasa-peroxidasa (también conocida
como hidroperoxidasa I o IPI); sin embargo, existe la presencia de dos genes
distintos que codifican para dos catalasas diferentes. La segunda catalasa,
denominada HPIl y codificada por el gen kaiE, regula la actividad de la HPI
cvitando la conversion de la INH a su forma toxica. En especies resistentes a
INH, ¢l gen kafE muestra una alta actividad mientras en el complejo M.

tuberculosis dicho gen no existe (16,36).



De esta forma, ta alta especiticidad de la INH en contra de M. tuberculosis se

basa en dos aspectos (16,22,36,38).

1) Ausencia det gen regulador (oxyR) que regule la expresion de gencs
relacionados con un sistema intracetular de destoxiticacion (a/ipC).

2) Ausencia de ta enzima HPH la cual, en olras especies baclerianas, regula la

aclividad de la HPI o catalasa-peroxidasa.

Por otra parte, en cuanto a los mecanismos descritos para la adquisicion de
resistencia a INI se han encontrado alteraciones en dos genes (38,60).
A) El gen de la catalasa-peroxidasa (katG)

B) El gen de la sintasa de dcidos grasos (inhA)

Actualmente se han reportado numerosas mutaciones cn estos genes que
llevan a la adquisicion de resistencia, e incluso existen cepas en las cuales se
han demnostrado alleraciones en ambos genes. Sin embargo, solamente un 70
% de los aislamientos micobacterianos caen dentro de estos dos mecanismos
de resistencia, lo cual si bien ¢s un alto poreentaje, apoya la hipotesis de
suponer la presencia de otro(s) mecanismo(s) de resistencia para cepas en
donde no hay alleraciones en estos genes pero son resistentes a INH

(22,38,65).
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£ base a la pérdida de Ta actividad de catalasa observada en cepas resistentes
a la INHL y ol andbisis de fa secuencia del gen karGose han encontrado
diversas alteraciones las cuales parecen explicar la aparicion de resistencia.
Eotre éstas se encuentran mutaciones puntuales, delecion ¢ insercion de

marco de fectura y mutaciones sin sentido (3,15,60,65),

De algunos aislamientos clinicos, se ha reportado la delecion completa del
gen; fo cual representa un mecanismo de adquisicion de resistencia inusual en
bacterias y, aunque inicialmente lue prapuesto como Gnica, se lia demostrado
que solo se presenta en una pequefia proporcion sin estar asociado a la

concentracion a la cual el bacilo es susceptible (3,99,102),

En un inicto se considerd que, a mayor desarrollo de resistencia (mayor dosis
a la cual ¢l bacilo es susceptible) mayor posibitidad de delecion del gen, pero
esta pasibifidad se eliming al encontrarse diversos aistamientos susceptibles a
altas dosis de INH y con actividad de catalasa-peroxidasa. Dicha actividad se
puede presentar en forma normal o disminuida, por lo que en cstos
aislamicnlos existe expresion de ta enzima y se¢ descarta la delecion del gen
como {nico mecanismo de resistencia aunque probablemente sea el que

ofrece ¢l mejor grado de resistencia (28,65,85,99).
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Bl ogen karGoconticne 735 aminodeidos que codilican para fa catalisa-

peroxidasa con un peso molecular de 800 KDa. La enzima consta de 2

subunidades idénticas y su funcion es la de eliminar el H,O, acumulable del

metabolismo de la respiracion oxidativa, aunque en M. (uberculosis s¢

considera que esta funcion no s la tnica. La enzima muestra un 53.3 % de

hamologta con su equivalente enterobacteriana (HPl en £. coli) y un 45.7 %

con ta de B. stearothermophilus. La cnzima es Libil a Ta temperatura al iguat

que la de K. coli (36,85,102).

Como sc menciond anteriormente, se han encontrado diversas alteraciones en

la secuencia del gen (katG); las mds lrecuentemente reportadas se resumen en

la tabla 2 (15,38,60,65,72).

Tabla 2. Principales mutaciones relacionadas con resistencia a INH en ¢l gen katG.

Posicién Amino4cido sustituido’
463 Arginina por leucina
315 Serina por treoninia
108 Histidina por dc.glutimjco
275 ‘Treonina por prolina

125y 126 Insercion de isoleucina
262 Treonina por arginina
335 Isoleucina por treonina
350 Alanina par serina

* Cada aminodcido (aa.) es codificado por una secuencia especifica de tres nucleotidos (triplete);

por ¢jemplo, el triplele CGU codifica para el a.a arginma. St por una mutacion la secuencia
anterior resulta en CUU, entonces ¢l a a. codificado seria leucina.
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Por estudios de comparacion con la estructura de fa peroxidasa del citoeromo
cen S. cerevisiae (de ta cual se conoce su estructura cristalina) se han pedido

describir tos mecanismos de resistencia de M. tuberculosis a ta INH (36,38).

En base a estudios de cristalografia de rayos X, se ha determinado que la
estructura de la enzima consta de 10 hélices (designadas de la A ala J) con
un grupo hem I1X prostético. Probablemente solo un dominio N-terminal
contiene al sitio activo, caracteristica de las enzimas peroxidasas. De las
mutaciones reportadas en el gen katG, todas parecen afectar el sitio activo,
con excepeion de la mas frecuentemente encontrada (Arg (463)) al final de la

hétice A 136,38).

De aquéllas reportadas, la insercion de isoleucina (posicion 125 y 126),
afecta una region rica en glicina la cual conecta las hiélices By C. La hélice B
contiene 2 sitios criticos de actividad catalitica, Arg (104) e His (108). En
este dltimo, se lian reportado alteraciones. Asi pues, es de esperar que
alteraciones en otros sitios criticos (Tre (262), Ile (335) y Ala (350)) afecten
directamente la actividad de la enzima lo que se refleja en una disminucion

de dicha actividad ademds de conterir 1a resistencia (36,38,60,72).
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También relactonadas con la actividad enzimatica son las mutaciones en 're
(275) y Ser (315). Kstas posiciones corresponden a péptidos cortos que
conectan las hélices Iy G, y que juntas se conectan con ¢l grupo hem.
Dichos aminodcidos estin relacionados con la formacién de enlaces y

liberacion de radicales libres (15,36,38,60,65).

Por su parte, la mutacion mas frecuentemente hallada, representa un
mecanismo  interesante  al no  existir  asociacidn con la  actividad
enzimdtica. .o mas probable indica que este residuo intervenga en fa union
de la enzima con su sustrato. En el equivalente a esta enzima en
enterobacterias (gen f/P1), existe un residuo hidrofobico que generalmente
corresponde o a Ala o a Leu siendo éste Gltimo por el cual se da la mutacion.
En particular este aminodcido Leu, se ha encontrado en M. intracellulare y

BCG, cepas menos susceptibles al firmaco (15,38,60,65,72).

Luego entonces, no existe alteracion en sitios de actividad enzimatica, y al
alterar ¢l sitio de union del farmaco, s¢ presenta el fenotipo resistente con

niveles de actividad de catalasa normales (38).
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Las alteraciones mencionadas, describen porque cepas resistentes disminuyen
su actividad de catalasa, mediante la sintesis de una enzima *moditicada”
pero funcional. En cepas donde la actividad ni siquicra se ve disminuida,
la pérdida de ésta probablemente l¢ quita al parasito alguna capacidad

selectiva, ventajosa y que contribuya directamente a su virulencia (36,38,95).

Por ttltimo, es probable que otras enzimas también puedan co-participar en la
activacion de Ja INH, por ejemplo la superéxido-dismutasa (SOD) o antigeno
de 23kda; ya sea por que su sustrato sco algin producto de la catalasa-
peroxidasa o bien por liberar algfin producto sustrato de ella. No se pueden
descartar alteraciones en el gen SOD como otro posible mecanismo de

resistencia (78,79,98,100).

Por su parte, en ¢l gen imhA también se han encontrado mutaciones' sin
sentido que confieren resistencia a INH y a la Etionamida (ETH); éste ltimo,
un antifimico de scgunda {inea de estructura quimica comdn con la INH

(6,23,44).
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Figura 2. Estructura quimica de la Etionamida
S
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La identificacion del gen inhA permitié encontrar la relacion entre resistencia
a INH (independicnte del gen katG) y la sintesis de dcidos micolicos. Los
primeros estudios sobre la cxistencia de otros genes responsables en la
adquisicion de resistencia a INH surgieron al encontrar cepas resistentes con
actividad de catalasa y resistencia cruzada a INFHy ETEH, lo que hizo suponer

que ambos fannacos comparten ¢l mismo blanco (6,16,44).

El gen inhA codifica para una enzima involucrada cn la sintesis de dcrdos
micolicos (enoil-ACP reductasa) siendo ademds el blanco primario de la INH
y de la ETH. Se ha demostrado que ni fa INH ni la ETH son capaces de
unirse a csta proteina, por lo que la accion de la catalasa sobre ta- INH
(y probablemente también sobre fa ETH) forma el compuesto de

actividad antituberculosa (6,16,23).
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El producto del gen muestra homologia con la proteina EnvM  de
enterobacterias (proteina que participa en la sintesis de dcidos grasos) en
aproximadamente un 40 %. De manera similar a la FnvM, la InhA debe
participar ¢n la contraparte metabolica del género Mycobacterium, es deeir,
en la sintesis de deidos micolicos, La enzima puede utilizar como cofactores
nicotinamida (NADH) o nucledtidos de flavina (FADH), con sitios

especificos de union para estas moléeulas (16,66,23).

la enzima cataliza la reduccion especifica del NADH de la proteina
acarrcadora 2-trans-enoil-acil, paso esencial en la elongacion de los dcidos
micdlicos. En cepas resistentes con mutaciones en el gen inhA, se observa
una disminucion en la afinidad de la enzima por ¢! NADH, molécula a Ia
cual la forma activa de la INH se une formando un complejo iso-NADH

{(16,66,23)

Las nutaciones mis frecuentemente encontradas en este gen se resumen en la

tabla 3 (6.23,60,68).
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Tabla 3. Principales mutaciones relacionadas con resistencia a INH en el gen inhA

Posicion Aminoidcido sustituido
16 Isoleucina por treonina
94 Serina por alanina
95 Isoleucina por prolina
ALTERACIONES EN ZONAS
REGULADORAS DEL GEN

En el sitio de union del cofactor, ¢l nucledlido forma enlaces tipo puente de
hidrdgeno con 7 aminodcidos y 6 moléeulas de H,O. En cepas normales, una
de las moléculas de H,0 se “acomoda”™ correctamente formando los enlaces
con los aminoicidos Ser (94), Gli (14) y Ala(22). En cepas con la mutacion
Ser (94), I estructura tridimensional se ve alterada, por lo que fa molécula no
se puede “acomodar” en ese mismo sitio, disminuyendo Ja afinidad de la
enzima por el cofactor. De esta forma, la enzima no pierde su actividad al
utilizar alternativamente FADH comtinuando la sintesis de acidos micolicos

(23).

De estudios recientes, se ha reportado la mutacion le (95), la cual
posiblemente también esté participando en la union entre el cofactor y la

enzima (68).
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De manera adicional, es posible que existan otras mutaciones que causen la
sobre expresion del gen inhA (por ejemplo en un gen regulador), y que lleven
a la adquisicidn de resistencia. A mayor expresion del gen, existird mayor
produccion de proteina lnhA y por lo tanto menor susceptibilidad a la INH,

sin alterarse la ruta metabolica “blanco™ (6,60,72).

Por otra parte, en aquellas cepas donde no hay alteraciones ni en ¢l gen katG
ni en el inhA pero resistencia al antifimico, deberan existir otros mecanismos
alternos. La identificacion de nuevas mutaciones en otro(s) gen(es) permitird
en un futuro el diagnostico molecular de las cepas resistentes contribuyendo
con los datos del laboratorio micobacteriologico. Finalmente, ¢l desconocer el
modo de accion de la INH solo permite explicar parcialmente fa forma en que

las cepas resistentes a INM pueden adquirir esta resistencia (6,66,72).

4. Resistencia a rifampicina (RIF)

Las rifamicinas son un grupo de antibidticos macrociclicos semejantes
producidos por la especie Streptomyces mediterranei. La RIF ¢s un derivado

semisintético de una rifamicing, la rifamicina B (4).
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Figura 3. Estructura quimica de la Rifampicina.

Cily

Introducida en 1967, Ia RIF constituye junto con la INH los farmacos mas
efectivos para ef tratamiento de la TB. Al igual que la INH, no se debe
administrar en  regimenes  monoterapéuticos  ya qde el numero de
microorganismos que adquicren resistencia es de uno por cada 107-10%, Este
indice, mas clevado en comparacion con la INEL es el mds alto entre los
antifimicos de primera linea, por lo que se le puede considerar como un
marcador de la presencia de cepas multirresistentes. Muy posiblemente, si
existe resistencia a RIF, el(los) microorganisino(s) presentes ya han

desarrollado también resistencia a los otros antifimicos (1,50),
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A diterencia de 1a INH, la RIF es un antibidtico de amplio espectro, con alta
actividad bactericida cn contra de bacterias Gram positivas y Gram negativas;
no es especifico para M. tuberculosis ni para ¢l género Mycobacterium y, su
actividad cs en contra de bacilos intra y extracelulares con un MIC de 0.005 a

0.2 pg/ml. (1,16,50).

La RIF se difunde rapidamente a través de la pared micobacteriana por su
alta liposolubilidad y actta al unirse a la enzima RNA  polimerusa
dependiente de DNA (RNA pol) blogqucando la transcr'ipci()n, es decir, la
sintesis de RNA, No presenta actividad en contra de lTa RNA polimerasa de
mamiferos lo que explica su selectividad hacia procariotes. Sin embargo, si la
elongacion ya ha comenzado (formacion del primer enlace fosfodicster en el
naciente RNA) fa actividad de la enzima no se ve afectada. Lo anterior, ha

permitido esclarecer parcialmente ¢l modo de accion del Farmaco(1 ,42,88).

La RNA pol es un complejo formado por cuatro subunidades diferentes
(BB y o) cada una, codilicada por un gen diferente (rpoA, rpoB, rpoC'y
rpoD, respectivamente). El sitio activo del complejo enzimatico se encuentra

en la subunidad f y es ademds el blanco de la RIF. De esta forma, la union



del farmaco a la subunidad {3 causa un cambio conformacional en la proteina,
fo que impide la union de subsccuentes nucledtidos sintetizandose
Onicamente pequeiios transcritos sin funcion. En ¢l género Mycobacterium,
asi como en las especies M. leprae y E. coli, la resistencia a RIF resulta de
una sofa mutacion en ef gen rpoB (aunque existen reportes de cepas con dos
mutaciones en el mismo gen), fo que llevaa la sustitucion de aminodcidos
claves de fa estructira proteica de la enzima, impidiendo ef modo de accion

de la RIF por union defectuosa con su “blanco” (48,58,88,89,96).

El gen rpoB ¢s uma region altamente conservada entre fas especies de lento
crecimiento (M. tuberculosis, M.avivm, M. gordonae, y M. szulgai, entre
otras), lo que apoya la teoria de que mutaciones en esta region son las
responsables  de la  adquisicion de resistencin. Como se  menciond
previamente, las mutaciones halladas se han comparado con las encontradas
en cepas de £. coli (primeramente) y M. leprae, siendo la mutacion mas
reportada cn la posicion 531, donde se sustituye al aminodcido serina. Las
mnutaciones mis frecuentemente asociadas con la resistencia a RIF se

encuentran en una region corta de 27 codones cerca del centro det gen rpoB;
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en esta region, se han reportado mutaciones puntuales, mutaciones sin

sentido, deleciones del marco de lectura ¢ incluso inserciones (16,39,88,89).

Se debe recardar que como el estudio inicial del gen rpoB se hizo en E. coli,
las posiciones de las mutaciones cncontradas se referirdn en relacion a la
numeracion de dicho gen en este microorganismo. El gen rpoB de £. coli y
de M. wberculosis muestran entre si una liomologia del 57 %; mientras que
entre M. leprae y M. tuberculosis ¢s del 93.3 %. Con esto en mente, primero
sc encontraron mutaciones que conferian resistencia a RIF en E. coli, luego
se buscod su presencia ylo ausencia en M. leprae, y finalmente en M.
tuberculosis. I.a mutacién de la posicion 531 se ha encontrado en los 3

microorganismos contiriéndoles resistencia (39,58,88).

Las mutaciones mis frccuentemente encontradas en el gen rpoB y asociadas

con la adquisicion de resistencia a RIF se resumen en la tabla 4

(39,45,58,60,88,89,94).
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‘Tabla 4. Principales mutaciones relacionadas con resistencia a RIF en el gen rpol3.

Posicién Aminodcido sustituido
531 Serina por leucina
531 Serina por otros a.a.
511 |.eucina por prolina
533 Leucina por prolina
526 Histidina por tirosina
526 Histidina por &c.aspdrtico
526 Histidina por argining
526 Histidina por otros a.a.
516 Ac.aspirtico por tifosina
516 Ac.aspértico por valina
513 Glutamina por leucina
518 Delecidn

408 y 409 Insercion de lisina y
fenitalaning

a.a.; aminodcidos

El desconocer la estructura tridimensional de la enzima no ha permitido

conocer el sitio exacto de union del antifimico en la subunidad B de la RNA

pol: por lo que resulta imposible hasta el momento explicar la alta frecuencia

de las otras mutaciones reportadas y su posible implicacion molecular. Es

decir, para comprender de forma completa el mecanismo dc accion de la RIF

se necesita conocer la estructura tridimensional de fa RNA pol para de esta

forma establecer exactamente lo que sucede a nivel molecular entre el

farmaco y su sitio de union. Mientras tanto, solo es posible especular como la

sustitucion de ciertos aminodcidos por olros, resulten probablemente en un
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impedimento estérico de la RII por alcanzar su sitio de union evitando su

modo de accion (39,45).

Las mutaciones reportadas abarcan entre un 90 y 95 % de las cepas
resistentes a RIF; sin embargo, se han encontrado cepas sin mutaciones en fa
region analizada lo que permite suponer la presencia de mecanismos alternos
que también conficran resistencia. Es posible que algunos bacilos presenten
mutaciones en regiones no analizadas y asi la adquicran. Afortuntadamente,
este alto porcentaje permite la aplicacion de técnicas de biologia molecular
hasadas en PCR. directamente en esputo, para la identificacion ripida y
precisa de las cepas resistentes. A diferencia de la INH, donde al menos dos
genes se ven involucrados en la aparicion de resistencia, estas técnicas
solo mostrarian una eficacia del 75 al 78 % dando numerosas falsos

negativos (37,45,60,88,89,94).

La identificacion de cepas resistentes a RIF a nivel molecular, debe
constituir una practica rutinaria del laboratorio en base a la problemitica

desarrollada por la “nueva tuberculosis”.



Finalmente, es posible que cambios en la permeabilidad de fa membrana
también permitan adquirir resistencia. En el complejo MAC, se ha reportado
que no existe paso del firmaco a través de fa membrana y, exclusivamente en
el género Mycobacteriumn, se lta demostrado la inactivacion de la RIF por
mecanismos diferentes a glucosilacion (por Nocardia brasiliensis en el grupo
hidroxilo del carbono 23, ver figura 3) o fosforilacion (por M.
atitidiscaviarum en el grupo hidroxilo del carbono 21) del antibidtico. M.
smegmatis, M. flavescens, M, phlei y M. chelonae (MNT de rapido
crecimicnto) inactivan et farmaco por ribosifacion (primer reporte de este
mecanismo en  bacterias) del  grupo  hidroxilo  del carbono 23

(19,20,42,48,88,96).

5. Resistencia a estreptomicina (Sm)

La Sm es producida por la especie Streptomyces griseus y corresponde a un

antibidtico de amplio espectro, con accion coutra bacterias Gram positivas y

Gram negativas, se introdujo en 1944 como el primer firmaco efectivo para

tratar fa B, si bien fue desplazada posteriormente por fa INH y Ia RIF; no
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obstante, s¢ ha scguido empleando como parte de los regimencs
multifdrmacos, sobre todo cuando se sospecha de que las cepas involucradas

son resistentes a INH, RIF y/o pirazinamida (PZA) (1,50).

Figura 4. Estructura quimica de la Estreptomicina

T
HyN—C—NH } N
H HN—C NI,

La Sm no muestra actividad en contra de los bacilos localizados
intracelulartuente, pero resulta bactericida para los extracelulares, a MIC’s
de 0.4 pg/mL. La aparicion de cepas resistentes i vitro ocurre en uno de

cada 10° bacilos tuberculosos (1,50).
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El modo de accion de la Sm y de los antibidticos relacionados -amikacina,
gentamicina, kanamicina, entre otros- consiste en la inhibicion de uno de los
fenomenos biologicos nids complejos: la sintesis de proteinas, concretamente
a nivel de traduccion. Entre los efectos que provoca la Sm destacan  la
induccion de crrores durante la lectura del codigo genético y la inhibicion de
1a traduccion; de acuerdo con estudios realizados en £, cofi, el sitio de unién
del fannaco se localiza en los ribosomas, precisamente en la subunidad
pequeiia (30S), en un dominio especifico localizado entre las posiciones 909
y 915 (numeracion de £. coli equivalente n las posiciones 900 y 906 en M.

tuberculosis) (10,24,55,59).

Las subunidades de los ribosomas se encuentran constituidas por diversas
moléculas las cuales forman una estructura funcional y estructuralmente
compleja: la subunidad 508 contiene una molécula de 55 rRNA, otra de 238
IRNA y 34 proteinas designadas desde L1 hasta 1.34 (1. por “Large”). De
manera similar, 1a subunidad pequedia (30S) consiste de una molécula de 16S

tRNA y 21 proteinas denominadas S1 hasta S21 (S por “Small”) (8,47).
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fin este sentido, la adquisicion de resistencia se ha detectado precisamente en
mutaciones del gen que codifica para la molécula 165 TRNA y en ¢f que lo
hace para la proteina S12. Cada una de las 55 proteinas mencionadas (1.1 a
L34 y S1 a S21) desempefia un papel crucial durante la sintesis de
polipéptidos, ya sea funcionando como cnzima, o bien, como un
componente estructural, por ejemplo, las proteinas S4 y S12 aportan
cstabilidad a la subunidad 30S y las mutaciones que las involucran eonducen

a fallas en la traduccidon (2,10,47).

En resumen, los principales mecanismos relacionados con la adquisicion de
resistencia de M. fuberculosis a Sm son los siguientes:(10,16,30,37,60,62)

A) Mutaciones en ¢l gen rrs, que codifica para la sintesis del rRNA 16S.

B) Mutaciones en el gen rpsl, que codifica para la sintesis de la proteina

ribosomal §12.

Cabe mencionar que en diversos microorganismos se han reportado otros
mecanismos de adquisicion de resistencia a la Sm, destacando entre cllos la
sintesis de una enzima que inactiva al firmaco {caracteristica que reside en

un plasmido o transposon de resistencia, inexistente en M. tuberculosis) y la
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activacion de un sistema de expulsion  del antibiotico (obscrvado

principaliente en el género Streptomyces) (16).

Como se menciond anteriormente, la proteina ribosomal S12 le confiere
cstabilidad a una porcion del rRNA que, a su vez, al plegarse (debido a
interacciones ocurridas entre ciertas bases complementarias®), adquicre su
funcionalidad al asumir una norfologia altamente ordenada conocida como
“pseudoknot” . En particular, éstase forma al plegarse los residuos 524 a
526 del rRNA 16S (conocido como el loop® 530, secuencia GCC; consultar
las figuras 5 y 6) con los residuos 505 a 507 (loop 510 secuencia
complementaria CGG) de la mnisma molécula. El loop 530 es precisamente ¢l

sitio de union entre la subunidad 168 y la proteina S12 (30,56,64).

Los estudios efectuados cn £, coli han mostrado que el pseudoknot resultante
posee una actividad funcional muy importante cn la sintesis de proteinas. Sc

relaciona con la interaccion codon-anticoddén, durante la traduccion del

¥ Las bases complementarias que componen al DNA son: Guanina-Citosina y Adenina-Timina, en el
RNA, la base pirimidica Timina es sustituida por Uracilo, con fa consecuente complementariedad
Adenina-Uracilo.

® Su traduccion al castellano deriva en palabras inusuales en el rca bioquimica,
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Figara 5. Estructura secundaria de la molécula tRNA 165 de £, coli. Las regiones
agrupadas en cuadros representan aquellas que pueden formar “pseudoknots” (posiciones
20-920, 570-865 y 530-510).
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Figura 6. Formacion del pseudoknot entre tos toops 530 y 510. Los sitios de union de la
proteina S12 se indican con tridngulos.
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codigo genético. A este respecto, se ha  comprobado que 1a Sm se une
ciertas regioncs de este pseudoknot, por lo que las mutaciones que suceden en
las regiones que se “pliegan™, o bien, en la proteina S12, podrian derivar en la

adquisicion de resistencia al firmaco en cuestion (2,56,64).

Las mutaciones en ¢l gen rrs (que confieren resistencia a Sm) alteran
especificamente las regiones que forntan al pseudoknot; de hecho, la
desestabilidad de esta estructura (y su funcionalidad) se puede recuperar
mediante la sustitucion de ciertas bases’ a través de mutaciones puntuales

(consultar la figura 7) (24,55,56,59).

Las mutaciones encontradas mas {recuentemente en ¢l gen rrs se resunicn en

la tabla 5 (10,24,30,40,41,55,59,60).

7 Las proteinas soto derivan de la traduccion de los mRNA. Las copias génicas que conforman el
tRNA sirven, junto con las proteinas mencionadas, para constituir 4 los ribosomas,
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Figura 7. Estructura secundaria de la molécula (RNA 165 de M. mberculosis. Las
posiciones donde se hian observado mutaciones asociadas a 1a adquisicion de resistencia a

Sm se encuentran seftaladas con circulos

>
>

w6 CC
@ e

G
4 52
510 __A530 loopu(} 520

>

c

OOC GO e—

fCooonn
P11

Lid

—~130

Tabla §. Principales mutaciones relacionadas con resistencia a Smeen el gen rrs.

Posicion' Base sustituida
491 Citosina por uracilo
512 Citosina por uracilo
513 Adenina por citosina
513 Adenina por tirosing
516 Citosina por uracilo
866 Adenina por guanosina
903 Citosina por uracilo
904 Adenina por guanosina
904 Adenina por citosina

512y513 Insercion de citosing

CLAVE: ' = La numeracion corresponde al gen rrs de MTB

LA



Cabe mencionar que todas aquellas mutaciones asociadas a resistencia a Sm
en M. tuberculosis también han sido observadas en £, cofi. No obstante, en
esta tltima especie y en cucariontes se han encontrado entre 7 y 9 juegos de
genes rrs, en lanto que en las micobacterias de lento crecimicnto solo existe
una copia unica; de lo anterior se infiere que, micntras en E. coli debe pasar
cierto nomero de generaciones para obtener el fenotipo resistente, en M.

tuberculosis éste se presenta en cuanto ocurre la mutacidn correspondiente

(24,56,86).

Por lo que se refiere a laproteina S12 (formada por 124 aminodcidos), ésta se
encucntra altamente conservada tanto en M. tuberculosis como en tas MNT,
de hecho, 1a homologia que existe entre las proteinas S12 de M. tuberculosis,
E.coliy S. typhimurium cs del 70 %, y dicha cifra es de alrededor del 97 %
cuando se comparan M. tuberculosis, M. leprae, M. avium, M, intracellulare,

M. gordonae y M. szulgai (40,61,62).

Las mutaciones encontradas mas frecuentemente en el gen rpsL. (que codifica
para la sintesis de la proteina S12) de M. tuberculosis se resumen en la tabla

6 (10,30,40,55,60,62).
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‘Tabla 6. Principales mutaciones relacionadas con resistencia a Sm en ¢l gen rpsL.

Posicién’ Aminodcido sustituido
43 Lisina por arginina
43 Lisina por treonina
88 Lisina por arginina
88 Lisina por glutamina

CLAVE: ' = La numeracion corresponde al gen rpsL. de M. twberculosis
P genrp

La Sm no sc une a la proteina S12, sino sélo a cicrtas regiones de la molécuta
RNA 168, alterando la estabitidad del pseudoknot y, por ende, inhibicndo la
sintesis de proteinas. Las mutaciones asociadas a resistencia a la Sm en la
proteina S12 permiten que el pscudoknot conscrve su cstabilidad y

funcionalidad, atin cuando el antibidtico se fije a su “blanco” (9,30,64).

De manera similar a lo seitalado para ta RIF, se han encontrado cepas
resistentes a Sm sin alteraciones en los gencs rrs y rpsL., por lo que se pucde
suponer la existencia de otro(s) mecanismo(s) que conduzcan a la adquisicion
de resistencia a Sm; asi, no se pueden descartar cambios en la permeabilidad

de la membrana o alteraciones en otras zonas del ribosona (10,30,37,40).
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6. Resistencia 2 etamhutol (EMB)

Este antifimico fue introducido en 1961 y su actividad en contra de M.
tuberculosis es tuberculoestitica. De manera similar a la INH, ¢l EMB
muestra  actividad exclusiva cn contra del pénero  Mycobacterium,
principalmente de aquellas cspecies de lento crecimiento, entre las que
destacan M. tberculosis, M. avium y M. intracellulare: cabe subrayar que su
uso se ha restringido a reglmenes terapetticos en los que se administra como
acompaiiante de los antifimicos previamente discutidos, con la finatidad de

retrasar el surgimiento de cepas resistentes (1,50).

Figura 8. Estructura quimica del Etambutol
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El EMB es activo contra M. tuberculosis a MICs de entre 1y 5 pg/ml; la
aparicion de cepas resistentes se caleula de uno de cada 10° bacilos
berculosos. E1 modo de accion del EMB no ha sido clucidado de manera
convincente, existiendo diversas hipotesis; entre éstas se encuentran las que
establecen la inhibicion de la sintesis de RNA, del arabinogalactano, de
dcidos micolicos y del metabolismo de fosfolipidos. De todas las antes

mencionadas, la mas aceptada y mejor findamentada es la que sugiere
que ocurre la inhibicion especifica de la sintesis de arabinogalactano (AG),
un importante componente de la pared celular micobacteriana; sin duda, esta

teoria s¢ encuentra apoyada por la alta especificidad del farmaco contra ¢l

género (1,42,73,74,87).

La pared celular micobacteriana se encuentra constituida por numerosos
dcidos micolicos unidos covalentemente al AG, que a su vez lo estd a otro
componente estructural, el peptidoglicano. En este sentido, es claro que la
inhibicion de la sintesis del AG conduciria a una estructura alterada y, como
consecuencia, a la muerte celular; ademis, hacia el exterior de la pared

celular, se encuentran numerosos lipidos unidos a los dcidos micdlicos o al
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lipoarabinomanano (LLAM), En este sentido, independientemente de que las
cepas resistentes & EMB muestran alteraciones en la sintesis del AG,
también evidencian que ocurre la polimerizacion final tanto de este dltimo

como del LAM (17,21,57).

No obstante lo antes mencionado, aun se considera que las bases moleculares
de adquisicion de resistencia al EMB son pricticamente desconocidas, si
bien se acepta que mutaciones en los genes asociados a las enzimas
involucradas en la biosintesis del AG dan lugar al fenotipo resistente. Ciertos
autores han mencionado posibles implicaciones de la pared celular
micobacteriana y el fenotipo resistente a EMi3, ya que han observado
diferencias en la composicion de los fosfolipidos de superficic en cepas
susceptibles, respecto a las resistentes; este mecanismo también debe tomarse
entre los que se establecen como probables. De hecho, es probable y logico
que algunos cambios en la composicion de la pared celular originen la
formacion de barreras de permeabilidad que impidan el acceso del EMB (y

de otros antifimicos) hacia su zoua blanco (16,42,74),
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Finalmente, cabe seftalar que los estudios realizados para intentar descubrir ¢l
sitio de aceién del EMB se han realizado en M. smegmatis, por lo que si bien
se ha demostrado la implicacion de la sintesis del AG, es probable que este

mecanismo pudiera no ocurrir en M. tuberculosis y otras especies (73,87).

7. Resistencia a pirazinamida (PZA)

La PZA ¢s un andlogo sintético de la nicotinamida que muestra una alta
uctividad bactericida en contra de AL tuberculosis y M. microti pero resulta
inocuo para otras especies del género. E uso de este antifimico se introdujo
en 1949 y se ha venido empleando desde entonces en regimencs terapéuticos
cortos (solo durante los primeros 3 o 4 meses del tratamiento), dada su
actividad bactericida y porque solo acttia a pH’s dcidos (de 5.0 y 5.5) lo que
lo hace altamente especifico en contra de los bacilos tuberculosos
intracelulares {que encuentran tales condiciones dentro de los macrofagos)

(1,42,50).
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Figura 9. Estructura quimica de la Pirazinamida
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La MIC relacionada con la PZA es de 12.5 pg/mlL vy, al igual que sucede con
¢l EMB, el mecanismo de accion de aquél no se ha logrado establecer; sin
embargo, al parecer fa PZA es un pro-firmaco que dentro del bacilo
tuberculoso se transforma cn un compuesto toxico; muy probablemente ¢l
dcido pirazinoico (POA), que posee la actividad bactericida. La formacion
de este supuesto compucsto toxico (POA) seria catalizada por una amidasa
(pirazinamidasa), producida y contepida por M. tuberculosis. Se ha
observado que generalmente (pero no siempre) las cepas resistentes a este
antifimico disminuyen la actividad de la pirazinamidasa pero aun hay
dudas de que exista una relacion directa entre ¢f grado de susceptibilidad y la

pérdida de tal actividad enzimatica (1,13,50,84).
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De hiecho, el desconocimiento del modo de accion de la PZA ba impedido
explicar fa adquisicion de resistencia a dicho firmaco; inclusive, la tnica
tearia que se maneja ha quedado en entrediche, ya que existen cepas que san
resistentes pero muestran actividad enzimdtica y, ademds, no se ha
caracterizado ni aislado a la pirazinamidasa para realizar estudios que la
asociaran a las cepas resistentes; a este respecto, es posible que la sintesis de
la enzima no tuviera relacion alguna con el fendmeno y que solo s tratara de

una caracleristica fenotipica coincidente (13,34,84).
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De hecho, el desconocimiento del modo de accion de la PZA ha impedido
explicar la adquisicion de resistencia a dicho firmaco; inclusive, la dnica
teoria que se maneja ha quedado en entredicho, ya que existen cepas que son
resistentes pero mucstran actividad enzimdtica y, ademds, no s¢ ha
caracterizado ni aislado a la pirazinamidasa para realizar estudios que la
asociaran a fas ccpas resistentes; a este respeeto, es posible que la sintesis de
la enzima no tuviera relacion alguna con ¢l fendomeno y que solo se tratara de

una caracteristica fenotipica coincidente (13,34,84).
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IV. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

1. Muestras a analizar

Por lo regular, las muestras mds utilizadas paré ¢l diagndstico de laboratorio de
la TB pulmonar son las expectoraciones, En este sentido, se solicitan 3
muestras a cada paciente, a razon de una diaria, previa instruccion por parte
del faboratorio, a fin de que los especimenes sean recolectados adecuadamente,
en cantidades que rebasen los 10 mL y depositados en los recipientes cstériles

que se proporcionan para tal efecto (14,83).

2. Procesamiento de Ias muestras de expectoracién: descontaminacion,

fluidificacion y concentracion

Por lo general, se transfieren cerca de 10 mL de cada muestra a tubos de
centrifuga de 50 ml, estériles, con tapon de rosca, a los cuales despuds se
agregan aproximadamente 10 ml de solucion estéril digestivo-mucolitica de

NALC-NaOH preparada de la siguiente manera: 50 mL de NaOH al 4 % + 50
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mL de citrato trisodico al 2.9 % + 0.5 g de N-acetil L-cisteina.  Los tubos se
cierran herméticamente, se agitan en vortex durante 20 segundos y se penmite
que reposen por 15 minutos, a temperatura ambiente, a {in de que ocurra la
descontaminacion correspondiente. Transcurrido dicho tiempo, se adiciona
amortiguador de fosfatos pll = 6.8 hasta Hegar a cerca de 1.5 em por debajo
de 1a boca del tubo y se procede a centrifugar a baja temperatura, a 3,000 x g
durantc 20 minutos. Posteriormente, se decanta cl sobrenadante en un
recipiente con hipoclorito sddico al 4 % y se agregan a cada sedimento 2 mL
def amortiguador antes mencionado, con lo cual, previa homogencizacion por

apitacion, se obtiene ¢l indculo inicial (INOC-1) (14,33,63,93).

3. Baciloscopia

Una vez obtenido el INOC-1, se preparan extensiones teflidas por la técnica de
Zichl Neelsen, las cuales se observan a inmersion, a fin de establecer la
presencia de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) vy, de ser el caso,
intentar semicuantificarlos, Para lograr esto ultimo, la suspension se recoge

con una asa calibrada y sc extiende en una drea de | x 3 cm del portaobjetos
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correspondiente, mismo que debe ser nuevo (para evitar que las eventuales
rayaduras se confundan con los BAAR). Por tltimo, la interpretacion del frotis

se basa en los criterios resumidos en la tabla 7 (14,63).

Tabla 7. Clasificacion de las extensiones tefiidas por Zichl Neelsen, preparadas a partir del
sedimento asociado al procesamiento de Ja expectoracion.

‘No.de BAAR _Clasificacién.
1 a 2 por 300 campos Duduyso - repetir
i a9 por 100 campos 1+
1 a9 por 10 campos 2+

1 a9 por campo 3+
mis de 9 por campo 4+

4, Aislamiento ¢ identificacion del agente causal

A partir def INOC-1 se siembran, con una jeringa estéril de insulina, 2 tubos
de Lowenstein Jensen, a razén de 0.5 mL en cada uno y se inctiban a 37°C, en
atmésfera de 5 a 10 % de CO,, durante 15 a 25 dias (los primeros 7 de ellos en
posicion inclinada, a fin de que el indculo se extienda lo mejor posible sobre la
superficie del pico de {lauta). Una vez que se detecla [a presencia de colonias
tipicas del complejo M. tuberculosis (grandes, de color amarillo claro mate y
aspecto granular), se verifica microscopicamente que s encuentren

conformadas por BAAR y que no contengan contaminantes, con lo cual se
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pueden someter a las siguientes prucbas bioquimicas de identificacion:
acumulacion de niacina, reduccidn de nitratos y catalasa termocstable, las
cuales son, respectivamente: positiva, positiva y negativa para M. tuberculosis
en tanto que, para M. bovis y M. africanum, las 3 resultan negativas

(14,63,83).

5. La reaceién en cadena de la polimerasa (PCR)

El reciente desarrollo de In Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y su
aplicacion en la deteccion de patdgenos microbianos ha venido transformando
la prctica diagnostica de las enfermedades infecciosas en los laboratorios de

todo el mundo (5,25,91).

Evidentemente, la muestra (o espécimen) debe ser representativa del proceso

patologico y su cantidad ha de resultar suficiente para un examen completo.

Ademis, con el advenimiento del SIDA, el personal debe considerar cualquier
muestra bioldgica como potencialmente infecciosa y tomar las medidas

adecuadas de proteccion. Dichas muestras incluyen expectoraciones, aspirados
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transtraqueales, biopsias diversas, sangre, productos sanguincos, semen,
secreciones vaginales, LCR o liquidos sinovial, pleural, peritoneal y amniotico,

entre algunos otros (32,70).

En ocasiones, s¢ requiere un procesamiento mas amplio del espécimen, a fin
de asegurar Ja lisis del patdgeno en estudio y, por ende, para que se libere ¢l

DNA genomico a amplificar por PCR (70).

En este sentido, destacan la lisis bacteriana por congelamiento-
descongelamiento o por congelamiento y ebullicion. fa ebuilicion con Chelex
100, la extraccion con fenol:cloroformo y precipitacion en ctanol, o bicn, la

extraceion salina y precipitacion en etanol (32,52,70).

Ef método de amplificacion de DNA por PCR fue concebido en 1983 por el
Dr. Kary B. Mullis, def Departamento de Genética Humana de la Corporacion
Cetus, y tiene como base general el hecho de que, a partir de una molécula de
DNA, la PCR puede generar cien mil millones de copias en. una sola tarde

(5,70,91).
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[.a amplificacion de DNA por PCR corresponde a una reaccion enzimatica
¢jecutada por la DNA polimerasa (cominmente Tag DNA pol 1). Todas las
DNA polimerasas catalizan la formacion de un enlace fosfodiéster entre ¢f 3'-
OH en el extremo creciente de la cadena de DNA (¢l iniciador) y ¢l grupo 5'-

PO4 del desoxirribonucleotido trifostato (ANTP) entrante (70,91).

Cada nucledtido entrante estd determinado por el DNA molde, al cual ¢l
iniciador debe estar unido por complementariedad de bases a su extremo 3'-
OH. Aunque todas las DNA polimerasas catalizan la misma reaccion
enzimdtica, pueden diferir en forma significativa en cuanto a sus condiciones
optimas de reaccion; esto ¢s especialmente cierto para la Tag DNA pol I cuya

temperatura optima es 75°C (91).

La amplificacion de DNA se logra mediante ciclos repetidos de PCR, cada
uno de los cuales tiene 3 ectapas distintivas de temperatura; (1)
desnaturalizacion del DNA molde entre los 94° y 96°C; (2) alineamiento de los
iniciadores al molde entre los 42° y 60°C; (3) extension de los iniciadores por

la DNA polimerasa, entre los 60° y 72°C (70,91).

87



La reaccion de ampliticacion contiene 2 iniciadores, dispucstos de tal forma
que se hibridan a hebras opuestas de la secuencia blanco; cada iniciador se
orienta para que la elongacion de su extremo 3-OH se superponga a través de
la zona entre ambos iniciadores, hasta la region homdloga al etro iniciador.
Como cada producto de extension incluye la secuencia complementaria al otro
iniciador, ¢l producto de cada reaccion sirve de molde para el siguiente ciclo

de PCR, en una fonna de reaccion bioquimica en cadena (70,91).

En la primera ctapa dc.l primer ciclo de PCR, ¢l DNA molde se mezcla con un
exceso de ambos iniciadores de la amplificacion, a continuacion ocurre la
desnaturalizacion entre 94° y 96°C. En la segunda etapa det primer ciclo, la
mezela de reaccion se fleva a la temperatura Optima de alincamiento iniciador-
molde. Finalmente, en la tercera etapa, la temperatura se modifica a 72°C,
ligeramente inferior a fa optinia de la Tag DNA pol 1, pero no tan alta como

para derretir a los iniciadores y moldes alineados (70).
Los iniciadores se elongan para producir nuevas hebras de DNA (a partir de

cada molde), cada uno cou un extreno 5' discreto (determinado por la

secuencia del iniciador) y un extremo 3' indefinido, denominado "producto
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largo”. Este producto largo se seguira produciendo a partir del molde original

durante cada ciclo de PCR, pero su incremento serd lineal (5,53).

Una secuencia "blanco” optima debe tener un largo de 150 a 500 pares de
bases (bp, por sus siglas en inglés), sin embargo, longitudes entre 100 y 2,000
bp son susceptibles de amplificarse en formna eficiente. Evidentemente, cs
preferible que dicha secuencia sea finica, para evitar {a competencia de moldes

no deseados (70).

Una de las caracteristicas ideales de los iniciadares para PCR ¢s una longitud
del oligonucieotido entre 15 y 25 bp. La temperatura de fusion DNA molde-
iniciador (Tm), utilizada para la fase de alincamicnto, se caleula con base en el
contenido total de GC y AT de los iniciadores mediante la formula: T =2 (A

+T)+4(G+C)(70).

Los protacolos originales de PCR se desarrollaron utilizando DNA pol § de £,
cofi; dicha enzima presentaba actividad de cxonucleasa en direccion 5'—3'
pero, al no ser termoestable, se inactivaba durante fa fase de desnaturalizacion,

debiéndose afladir mds enzima antes de la etapa de atineamiento, Este hechio,
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combinado con la baja temperatura requerida para la elongacion, daba lugar a

una reaccion de baja eficicncia y especificidad (70,91).

En tal contexto, un descubrimiento téenico de gran importancia para la PCR
fue ¢l reemplazo de la DNA pol | de £. coli por una seric de DNA polimerasas
termaestables, La primera de estas enzimas en ser utilizada fue la Taq DNA
polimérasa 1 (Tag pol 1), obtenida de la bacteria Gram-negativa Thermus

aquaticus (70,91).

La Taq pol 1 altamente purificada tiene una temperatura dptima de 70° a 80°C
con una Vmax proxima a los 180 nucledtidos/segundo/motécuta de enzima

(nts), cifra que supera a los 16 a 20 at/s de la E. coli DNA pol 1 (70).

Evidentemente, fa sintesis de DNA requiere desoxirribonucledtidos trifosfato
libres (ANTPs): dATP, dGTP, dCTP y dTTP, mismos que se utilizan en
concentraciones equivalentes, a fin de minimizar los crrores en la
incorporacion, Del misino modo, otros de los ingredientes importantes en la
reaccion son: el ién Mg" (ya que su concentracion afecta el alincamiento de
los iniciadores, Ia temperatura de fusion del DNA y la actividad cozimatica de

la Tag DNA pol 1), gelatina -estéril- o albOmina sérica bovina (para cstabilizar



la actividad de la enzima) junto con detergentes no ionicos como el Tween 20
o el Laureth 12 (0.05-0.1%), un cosolvente como ¢l dimetilsulfoxido y glicerol
al 5-20 % 1que incrementa el rendimicnto de 1a reaccion de amplificacion para

fragmentos de DNA molde mayores a 2.5 kbp) (5,70).

El andlisis por PCR permite detectar con una elevada sensibilidad y
especificidad, a diversos patogenos presentes en las muestras clinicas.
Evidentemente, cada vez son mds numerosos los reportes que difunden las
ventajas asociadas a esta metodologfa entre las cuales destaca la reduccion del
tiempo de identificacion del agente etiologico, en relacion con el cultivo
convencional. Por lo que respecta a la 1B, 1a PCR aporta resultados en un dia,
lo cual conrasta con el estandar clasico: el cultivo, que tarda entre 2 y 4

semanas (11.25,32,46,52).

Linton diseié un método de amplificacion al azar, con un subsecuente analisis
del polimorfismo del DNA amplificado (RAPD, por sus siglas en inglés), que
ha revolucionado la agilidad y confiabilidad de los estudios asociados a I TB.
De hecho, el autor diferencid con éxito 14 cepas distintas en aproximadamente
8 Iy, no obstante, la principal ventaja del método de RAPD reside en que no

requiere del conocimiento genético previo del microorganismo "blanco” (49).
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V. PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A LAS DROGAS

ANTITUBERCULOSAS

1. Aspectos generales

Por lo regular se realiza alguna de las 2 técnicas mas utilizadas: ¢l método
radiométrico y el de las proporciones por elucion en tubo; ambas suclen
emplearse como prucbas directa e indirecta, es decir, se llevan a cabo a partir
tanto det INOC-1 (la suspension det sedimento asociado al procesamiento de
la expectoracion) como de una suspension del cultivo puro obtenido en
Lowenstein Jensen (INOC-2), mismo que se prepara de la siguiente manera:
las colonias obtenidas se trasladan a un tubo que contenga solucién salina
isotonica (SSI) estéril y el contenido resultante se homogeneiza y se ajusta a
aproximadamente a | mg/mL de biomasa, Hevandolo a una densidad optica

de 1.5 a 2 2650 nin en un espectrofotometro (33,35,42).
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2. Método radiométrico

Se adicionan 0.1 mL det INOC-2 a un vial que contenga 4 mL. de medio 12B
(7H12a) y se haya estabilizado de manera que en su interior se encuentre un
ambiente de 5 % de COy, se incuba a 37°C hasta que se obtiene un indice de
crecimiento (IC) 2 500. Este cultivo se utiliza como indculo particular
(INOC-RADIO), a partir del cual se sicmbran los viales restantes con medio
12B (el “vial control” y los que contienen a los diferentes antifimicos)

(14,42,63).

Previo a la inoculacion de los viales 12B, se preparan las soluciones de los
agentes antituberculosos a probar, de manera que alcancen la concentracion
critica en los medios; la tabla 8 indica las concentraciones criticas de los
farmacos de primera linea que se prueban por el método radiométrico

(14,33,67,83).
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‘Tabla 8, Concentraciones criticas de las drogas antituberculosas de primera lnca, para
Tas prucbas de susceptibilidad realizadas por ¢l método radiométrico,

FARMACO | CONCENTRACION CRITICA
R ' L {pgml)

Isoniacida 0.2
Estreptomicina 2.0
Estreptomicina 6.0

Rifampicina 20

Etambutol 2.5

Etambutol 7.5

Una vez que se han adicionado los antifimicos a sus respectivos viales 128,
fos 6 que conticnen su droga especifica a fa concentracion final seffatada en fa
tabla 8, se inoculan, cada uno con 0.1 mL de INOC-RADIO; por to que hace
al vial control (que se encuentra cxento de cualquier farmaco), también se
inceula con 0.1 mL, pero a partir de una dilucion 1:100 de INOC-RADIO
{empleando ef fluido diluyente que se proporciona junto con el equipo
comercial); la incubacion de los 7 viales se lleva a cabo a 37°C, en 5 % de
CO,, de 4 a 12 dias, hasta que e} IC del vial control sea > 30. Las fecturas de
IC de 1a totalidad de los viales deberan efectuarse diariamente, para obtener
los AIC y determinar si [a cepa muestra resistencia hacia alguna droga de

primera linea (33,42,67).



En cuanto a la prueba directa, las vnicas diterencias que tienen lugar -
respecto a lo antes mencionado- son las siguientes: a) La adicion de un
complejo de antibidticos: PANTA (50 U/ml. de Polimixina B, 5 mg/ml. de
anfotericina B, 20 mg/mL de acido nalidixico, S mg/ml. de trimetoprim y {0
mg/ml. de azlocilina), a los 7 viales, independientemente de sus respectivos
contenidos -a fin de evitar el desarrollo de las bacterias contaminantes que
pudicran sobrevivir al proceso de digestion de las expectoraciones-; b) Sélo
para el caso de que se hayan observado muy pocos o ningin BAAR en ia
cextension del sedimento asociado al procesamiento de la expectoracion, la
inoculacion del vial control a partir de una dilucion 1:10 de INOC-RADIO

(en lugar de la 1:100) (14,33,67,83).

3. Método de las proporciones por elucién en disco

Los discos impregnados con la concentracion adecuada de droga
antituberculosa, necesaria para alcanzar la concentracion critica en el agar
Middlcbrook 7H 11, se distribuyen comercialmente; de esta manera, cada uno
se coloca en el fondo de la placa, centrado respecto a su respectivo cuadrante

y, postcriormente, se vacian 5 ml. del medio mencionado en cada cuadrante;
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una vez que el agar solidifica, se dejan las placas durante toda la noche a
25°C, a fin de que cada droga difunda regularmente en ¢l medio, alcanzando
la concentracion critica que se pretende. A continuacion se depositan 100 pL.
del inoculo sobre la superficie del agar contenido en cada cuadrante
(destinando un total de 4 cojas de Petri para el INOC-1 y otras tantas para el
INOC-2) vy se distribuyen con dngulos de vidrio estériles, 1.as diluciones,
controles, discos y concentraciones {inales relacionados con cada cuadrante

se seflalan en la tabla 9 (35,42).

Finalmente, se realiza la incubacion correspondiente y se procede a

cuantificar las UFC, a fin de detectar la resistencia o susceptibilidad de la

cepa en turno, hacia los firmacos antituberculosos probados (14,33,35,42).
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Tabla 9, Concentraciones criticas relacionadas con las pruebas de susceptibilidad a
farmacos antituberculosos, por el método de las proporciones con elucion en

placa.

Caja de Petri L ; ' pgdedroga’ | pg/ml finales
y dilucién del| Cuadrante | Droga o control- | ~pordisco * | de droga en ¢l
indculo® | . o ' e agar
1-1:100 l CONTROL ! 0
1-1:100 i Isoniacida ) 0.2
1-1:100 1l Isoniacida 5 1.0
1-1:100 I\ Rifamicina 5 1.0
2-1:100 1 CONTROL 2 - 0
2-1:100 1l Estreptomicina 10 2.0
2-1:100 1l Estreptomicing 50 10.0
2-1:100 v Etambutol 25 50

3-1:1000 | CONTROL 3 0

3- 11000 I Isoniacida 1 02
3-1:1000 1 Isoniacida 5 1.0
3-1:1000 1V Rifamicina 5 1.0
4-1:1000 i CONTROL 4 0

4. 1:1000 I Estreptomicina 10 2.0
4- 11000 11 Estreptomicina 50 10.0
4 - 1:1000 1\ Etambutol 25 5.0

* = Se emplean 4 placas para realizar prucbas de susceptibilidad a partir del sedimento
asociado al procesamiento de la expectoracidn (INOC-1) y otras 4 para someter a la
suspension de colonias puras de la cepa implicada (INOC-2).
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CONCLUSIONES

1. La “nueva tuberculosis” ¢s producto de la mayor virulencia de las eepas
involucradas, de la clevada frecuencia de cepas multirresistentes y de 1a

progresiva pandemia de SIDA,

2. La “nueva tuberculosis™ marca el resurgimiento de la enfermedad en los

paises desarrollados y su persistencia en el tercer mundo.

3. La aparicion de resistencia en M. tuberculosis es consecuencia exclusiva
de alteraciones que ocurren en ¢l genoma micobacteriano y no reside en

plasmidos v/o transposones.

4. Las técnicas moleculares constituyen una adecuada alternativa para
diferenciar cepas multirresistentes de M. tuberculosis, no obstante,

aquéilas deben complementarse con las metodologias tradicionales.
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5. Las medidas de control y tratamiento de la “nucva tuberculosis” deben
contemplar cl establecimiento de nuevos esquemas terapéuticos, ¢l
desarrollo de nucvos farmacos antituberculosos y la incorporacion del

RAPD-PCR al diagnostico de laboratorio.
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