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1. INTRODUCCION

La tuberculosis es una infeccion bacteriana producida por microorganismos del complejo
Mycobacterium wberculosis (M. wberculosis, M. bovis, M. microti y M. africanuny). Es transmitida
a través del aire principalmente, por gotas de saliva excretadas por individuos con infeccién pulmonar.
Estos son fuentes primordialmente infectantes cuando expectoran suficientes bacilos como para ser
detectados en una tincion a partir de una muestra de expectoracion (4).

La enfermedad es un problema de salud mundial muy grave. Se considera que una quinta
parte de Ia poblacion mundial esta infectada con M. ruberculosis, causa alrededor de 8 millones de
casos nuevos y 3 millones de muertes, anualmente (91). Las estadisticas muestran que en muchas
ciudades las medidas de control de la transmision han sido ineficaces (63). La mayoria de los casos se
presentan en paises en vias de desarrollo, en los cuales el acceso a las instituciones de salud es
limitado, en estos paises existe desnutricidn y la tuberculosis coexiste con otras enfermedades. El
nimero de casos ha aumentado en un 18.4% a partir de 1985, debido en parte, ala coinfeccién con
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (11,81,91). Hasta 1989, la mayoria de los aislados eran
sensibles y menos de 8% presentaba resistencia a alguno de los antibioticos de primera linea (11). Los
casos reportados de tuberculosis a los centros de control de enfermedades (CDC) durante los 3
primeros meses de 1991 indican que 13% de los casos nuevos son resistentes a por lo menos un
antibidtico (11), informando brotes producidos por cepas multirresistentes entre personas infectadas
con VIH, en las cuales la resistencia a isoniacida y a rifampicina son mas comunes (59,81), ya que
3.2% de los casos presentan resistencia a ambos antibioticos. La mortalidad asociada en estos brotes

de multirresistencia es de un 72% a 89% (11).



El diagnostico definitiva  de tuberculosis depende del aistamiento ¢ identificacion de
M. tuberculosts en muestras clinicas. El tratamiento apropiado se basa en los resultados de pruebas de
sensibitidad /n vitro. Esta informacion ofrece una garantia para el contro! de la infeccion ya que la tasa
de curacion en enfermos con aislados sensibles es mayor a 95% si el tratamiento es completo. Sin
embargo, en paises en vias de desarrollo, como México e! diagnostico generalmente se basa en el
resultado de la tincion de Ziehl-Nielsen (Z-N). Son muy pocos los laboratorios donde se realizan el
aislamiento, la identificacién y las pruebas de sensibilidad, entre estos se encuentran los laboratorios
de referencia.

Para el primoaislamiento se utilizan basicamente medios de cultivo sélidos como Lowestein-
Jensen (LJ), Middlebrook 7H10 (M7H!0), Middlebrook 7H11 (M7H11), que requieren periodos de
incubacion de 3 a 8 semanas; por otro lado se requieren de 4 a 5 semanas mas para la identificacion y
otros 2! dias para la determinacion de sensibilidad mediante el método de las proporciones con disco
(24,69,85), cuya principal ventaja consiste en no esperar el crecimiento de la micobacteria para hacer
la prueba, lo que reduce el tiempo para realizarla. Sin embargo, ¢l problema es el tiempo de
incubacion para el desarrollo del microorganismo y, por consiguiente, la posibilidad de disminuir la
potencia del antibidtico, produciendo resultados falsos.

Asi mismo, debido al tiempo prolongado de incubacion para el aislamiento temprano de
M. tuberculosis y la determinacion de su sensibilidad, se han creado métodos nuevos que permiten un
periodo de incubacion menor. En 1975 se describio el método radiométrico (5,12,65,77), e cual se
basa en la deteccion de **CO, producido durante el metabolismo micobacteriano del **C-ac. palmitico

presente en el medio de cultivo liquido. La medicion de la produccion de! gas se realiza con el sistema

™



radiométrico BACTEC TB 460 reduciendo el tiempo de recuperacion de 2 a 40 dias y el de
senstbilidad de 4 a 12 dias (33,42,55,68,69,81).

Estc sistema cuenta tambiér, con una prucba para la diferenciacion del complejo
M. wberculosis de otras especies mediante el uso de p-nitro-a-acelilamino-B-hidroxipropiofenona
(NAP), un precursor de la sintesis de cloranfenicol, que inhibe el crecimiento del complejo
M. tuberculosis en tanto que otras especies no son inhibidas. Este método requiere de 2 a S dlas de
incubacion (26) y no es independiente de los métodos convencionales de identificacion,

El presente estudio se realizd con la finalidad de comparar la rapidez en el aistamiento de
micobacterias a partir de una muestra clinica; la capacidad enla diferenciacién rapida de
M. tuberculosis del resto-de las especies de micobacterias, la habilidad para determinar la sensibilidad

antimicrobiana del método radiométrico y del método por elucion de disco.



2. ANTECEDENTES

214 TAXONOMIA MICOBACTERIANA

La identificacion de micobacterias, comenz0 a finales de 1800, con ¢l descubrimiento del
bacilo tuberculoso (originalmente Hamado Bacteritn tuberculosis) (96) y del bacilo leproso
(originalmente Uamado Buacilius leprae) (30), la clasificacion de micobacterias comenzo en 1896
cuando Lehmann y Neumann (51) propusieron el género Mycobacterium para incluir esas especies
(renombradas entonces como Mycobacterium tuberculosis 'y Mycobacterium leprae) y la familia
Mycobacteriaceae, orden Actinomycetales y clase Actinomycetes. (Mycobacterium es actualmente ¢l
unico miembro en la familia Mycobacteriaceae, se ha propuesto inchuir 8 Nocardia y Rhodococcus en
esta familia {17]). La clasificacion esta basada en una o mas caracteristicas o patrones de caracteres
los cuales tienen todes los miembros de este grupo. A finales del siglo (51), se determinaron las
caracteristicas que definian al género Mycobacterium, las cuales cran:

1) Morfologia (bacilos inmoviles, no esporulados) y

2) Resistencia a alcohel-acido (resistencia a la decoloracién por alcohel acidificado cuando se
tifien con carbol fucsina).

Con csto era dificil distinguir a los miembros del género Mjcobacterium de otros géneros
relacionados como Nocardia, Rhodococcus y Conynebacterium. Debido a esto, se desarrollaron
algunos criterios para la diferenciacion de este género, incluyendo la tincion de Gram, el rango de
crecimiento, la resistencia a penicilina, el porcentaje de Guanina+Citosina, las cadenas de dcidos
micolicos y la produccion de arilsulfatasa (88). Actualmente, los estandares mismos para inchuir uns

especie en ¢l géncro Mycobacterium son:



1) resistencia a la decoloracion con aleohol dcido,

2) la presencia de acidos micolicos de 60-90 earbonos los cuales estin clavados al C22 y al
C26 de los icidos grasos metilésteres por pirdlisis y

3) un porcentaje G+C de 61-71 % (52).

En In actualidad se reconocen 71 especies propuestas incluidas en el género Mycobacterium
(tabla 1), Estas especies estdn agrupadas usualmente en dos grandes divisiones, “crecimiento rapido”
y “crecimicnto lento”, basado en cl tiempo requerido para visualizar las colonias que aparecen en el
medio solido después de sembrar una suspension diluida para obtener colonias bien separadas. La
aparicion de colonias requiere menos de 7 dias para las especies de crecimiento ripido y mas de 7 dias
para las especies de crecimiento lento. A su vez, las especies de crecimiemo lento han sido divididas
en tres grupos basados en la pigmentacion (64,82). fotocromogenas (grupo 1 de Runyon),
escotocromogenas (grupo 11 de Runyon) y no cromagenas (grupo III de Runyon). Esas divisiones no
tienen taxonomia formal pero son muy usuales clinicamente y en esquemas de identificacion. Por
gjernplo, las especies de crecimiento lento generalmente pueden causar enfermedad en humanos y
animales, mientras que las especies de crecimiento rapido no lo hacen, a su vez hay algunas
excepciones significativas (21,31). Debe tenerse presente, sin embargo, que para los individuos
inmunocomprometidos, las micobacterias no patogenas no deben estar presentes (19,21,31,36,90).

Las especies son también definidas por caracteristicas similares y tinicas y por convencion
intemacional, la descripcion de unu especie debe incluir una lista completa de sus propiedades,
especialmente de aquellas que son similares y que lo distinguen de especies relacionadas (46). Para
profundizar en la definicion de las especies el Codigo Intemacional de Nomenclatura Bacteriana

recomienda establecer estindares minimos para clasificacion. Los estdndares minimos han sido



propuestos para las especies de crecimiento lento (52), pero todavia no para las especies de
Mycobacterium de crecimiento rapido. Las prucbas caminmente usadas para diferenciar las especics
de Mycobacterium, se listan en la tabla 2. La descripcion extensa y detallada para investigaciones
taxondmicas no es necesaria para diagnésticos de rutina en laboratorios y muchas veces, es suficiente
identificar un aislado como miembro de un grupo o complejo de una especie parecida.
Funcionalmente, un ‘tomplejo” es definido con dos o mas especies que se diferencian muy poco sin
tener importancia médica, por cjemplo, la tuberculosis pulmonar causada por Mycobacterium
africanum es tratada de la misma forma que ta tuberculosis pulmonar causada por Mycobacterium
tuberculosis, esto es suficiente para identificar el agente causal de tuberculosis pulmonar como un
miembro del complejo M. tuberculosis (M. africarum, M. bovis, M. tuberculosis). Aln asi, es
necesaria la identificacion de un miembro de un complejo a nivel de especie o subespecie ya que tiene
importancia epidemiologica e implicaciones de salud piblica para determinar la patogenicidad y
facilidad de transmision de una especie. Generalinente, la clasificacion de las especies se realiza de
acuerdo a sus patrones maostrados de reactividad en la gran bateria de pruebas bioquimicas que
concuerden con una o dos propiedades (22). Par otro lado, como el nimero de cepas, especies
propiedades incrementa, fa gran cantidad de informacion fenotipica llega a ser mas dificil de asimilar
para identificar la especie. Para facilitar ¢} analisis de esta informacion, fue establecido en 1967, un
Grupo Intemacional de Trabajo en Taxonomia Micobacteriana (GITTM) para coordinar las técnicas y
tinciones que se usaban, fiie entonces cuando los investigadores comenzaron a utilizar un esquema de
clasificacion Adansoniana conocido como taxomomia numérica (89). En este sistema, a cada

propiedad o caracteristica de una cepa se le asigna un peso igual y se agrupa de acuerdo a sus



TABLA 1 Especies micobacterianas

Crecimiento lento

Patégenas:

M. africanum

M, asiaticum

M. avium

M. bovis

M. celatum

M. farcinogenes
M. genavense

M. haemophilum
M. interjectum
M. intermedium
M. intracellulare
M. kansassi

M. leprae

M. lepraenniriun
M. malmoense
M. marinim

M. microti

M. paratuberculosis
M. scrofulaceum

M. shimoidei
M. simiae

M. szulgai

M. tuberculosis
M. ulcerans

M. xenopi

Saprofitas:

M. cookii

M. gastri

M. gordonac

M. hiberniae

M. noncromogenicum
M. terrae

M. triviale

fenotipicas similares no necesariamente reflejan relacion genética.

extensas propicdades compartidas. La limitacion de la taxonomia numérica es que las caracteristicas

Crecimiento ripido

Patogenas:

M. abscessus
M. chelonae
M. fortuitum
M. peregrinum
M. porcinum

M. senegalense

Saprofitas:
M agri

M. aichiense
M. alvei

M. aurum

M. austoafricanum
M. brumae

M. chitae

M. chubuense
M. confluentis
M. diernhoferi
M. duvalii

M. fallex

M. flavescens

M. gadium

M. gilvum

M. komossense

M. madagasceriense
M. methylovorum
M. moriokaense

M, neoaurum

M. obuense

M. parafortuitum
M. phlei

M porifarae

M. pulveris

M. rhodesiae

M. shanghaiense
M. smegmatis

M. shagni

M. therinoresistibili
M. tokaiense

M. vaccae

M. yunnanense
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Historicamente, la relacion genética entre bacterias ha sido medida mediante téenicas de
hibridacion de DNA-DNA, con estas, las cepas con mas de 70% de hibridacion, son consideradas
como micmbros de la misma especie (86). Sin embargo, solo unas cuantas cepas de un pequedio
nimero de especies han sido analizadas de esta manera ya que se requiere mucho esfirerzo.

Recientemente, los analisis de semantides (informacion molecular como de los #écidos
nuclcicos), se han usado para sondear la relacién genética de las bacterias. Por ejemplo, 1a reaccién
cruzada de catalasa se ha usado como una medida de relacion genética entre micobacterias (87) y las
sccuencias nucleotidicas de RNA ribosomal, se han usado extensamente para construir drboles
filogenéticos (17,76,92),

Las principales especics que conforman cada grupo, se encuentran a continuacion:

Especies de crecimiento lento:

El grupo HI de Runyon, cstd compuesto por especies no cromogenas de Mycobacterium,
incluyendo cl complejo M. tuberculosis, el complejo M. avin-intracellulare, M, celatum, M. gastri,
entre otros. La mayoria de cstos, son patogenos en humanos y/o snimales e incluyen las especies mas
frecuentes aisladas en los laboratorios de micobacteriologia (20).

A cste grupo pertenecen las especies del complejo M. tuberculosis que son las principales
causantes de tuberculosis, una enfermedad que ha estado presente desde la prehistoria y ain causa
millones de muertes anualmente. El complejo M. tuberculosis, formado por M. tuberculasis, M.
bovis, M. africanim y M. microti son patdgenas en ¢l hombre y en animales a excepcion del ultimo
que solo ¢s patogeno en animales. De hecho, una cepa de M. microti y el BCG (Bacilo de Calmette-
Guerin), una cepa de M, bovis, st han usado como vacunas para prevenir la tuberculosis en humanos,

Especies fotocromogenas de lento crecimiento;



El grupo 1 de Runyon estd formado por especies fotocromogenas de crecimiento lento del
géuero Mycobacteritm (M. kansassi, M. asiaticum, M, marimum, M. intermedium). Estas se pueden
incluir dentro de este grupo debido a su capacidad para producir pigmento amarillento en presencia de
luz.

Especies escotocromdgenas de crecimiento lento:

Estas se encuentran en ¢l grupo I de Runyon, estd formado por especies escotocromdgenas,
es decir, las que son capaces de producir pigimento de amarillo a naranja tanto en presencia como en
ausencia de luz y son algunas patogenas como M. szulgai, M. scrofulaceum, M. farcinogenes y no
patogenas como M. gordonae, M.- cookii, M. hiberniae.

Especies de crecimiento rapido:

La mayoria de las enfermedades en humanos, es causada por las especies de micobacterias de
ripido crecimiento de las miembros del complejo M. fortuitum (21). Los miembros comiinmente
encontrados del complejo M. fortuittum, son: M. fortuitum subespecie acetamidolyticum, M. fortuitum
subespecie biovar 3, M. peregrinum, M. abscessus, M. chelonae y M. chelonae-like,

Especies no cultivables in vitro

Mycobacterium leprae es el agente causal de la enfermedad de Hansen (18). Aim se
desconocen sus reacciones bioguimicas y su status taxondmico ya que no ha sido posible cultivarlo in
vitro. La identificacion de M. leprae se basa usualmtente en la presencia de bacilos dcido-alcohol
resistentes (BAAR) en una lesion de piel con caracteristicas bistopatologicas. Eq)eciﬁcaﬁmte
anticuerpos, sondas de acido nucleico y amplificacién de genes son algunas prucbas disponibles para

diagnosticar la enfermedad de Hansen y M. leprae.



Tabla 2, Pruebas para clasifieacién de micobacterias

Especies de crecimiento lento

Crec. a 25°C, 30°C, 33°C, 37°C, 42°C, 45°C.
Piguientacion

Resistencia a:

| ug/ml de isoniacida

10pg/ml de isoniacida

Ijg/ml de hidracida del dc. tiofeno-2-carboxilico

500ug/ml de hidroxilamina
500 pg/ml de ac. p-nitrobenzdico
5% de cloruro de sodio
Img/ml de tiacetazona
0.2% de picrato

250 pug/mi de oleato
Actividades:

Catalasa resistente al calor
Hidrolisis de Tween 80
Ureasa

Produccion de niacina
Nitrato reductasa

Fosfatasa acida

Arilsulfatasa de 3 dias
Arilsulfatasa de 10 dias
Pirazinamidasa

o-estearas

(-cstcaras

B-galactosidasa

Perfil de acidos micdlicos
Pirdlisis de acidos micolicos
Analisis de hibridacion de DNA-DNA
Secuencia de RNAr 16S

Especies de crecimiento ripido.

Crecimiento a 30°C, 37°C, 42°C, 45°C 52°C
Pigimentacion

Resistencia a:

* 500ug/ml de hidroxilamina

5% de cloruro de sodio

0.2% de picrato

0.01% de verde de malaquita

0.01% de pironina B

Agar Mc Conkey

Actividades:

Toma de hierro

Fosfatasa dcida

Arilsulfatasa de 3 o 10 dias
o-esterasa

B-esterasa

[B-galactosidasa

Degradacion de p-aminosalicilato
Acetamidasa

Isonicotinamidasa

Alantoinamidasa

Succinamidasa

Benzamidasa

Acidificacion de L-arabinosa, xylosa o dulcitol
Utilizacion de xilosa, oxalato y citrato
sorbitol, manitol o trehalosa

Perfil de acidos micdlicos

Pirolisis de acidos micdlicos

Anilisis de hibridacion de DNA-DNA
Secuencia de RNAr 168
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2.2 GENERALIDADES

2.2.1 Caracteristicas

Las micobacterias son microorganismos dcido-alcohol resistentes, aerobios, no esporulados,
inmoviles, son bacilos ligeramente curvos que miden 0.2 & 0.6 por 1.0 a 4.0 um, no tienen
agrupaciones caracteristicas aunque se pueden observar en acimulos llamados cordones, a esta
agrupacion se le conoce como factor “core” (45), Desarrollan bien a 37°C y aunque son acrobios, s¢
ha visto que a una tension atmosférica de CO; al 5% durante las primeras semanas de incubacion,
desarroflan mejor (66). Tienen pared celular rica en lipidos, lo cual les permite tefiirse por colorantes
carbol-fucsina aunque pueden captar el cristal violeta en la tincién de Gram (66).

En general, el rango de crecimiento de las micobacterias es lento, va de 2 a 8 semanas o més
para ser detectado en medios convencionales (45). Sin embargo pueden ser detectados mas rapido
usando el método radiométrico el cual se basa en fa medicion de **CO,, como metabolito producido
por la micobacteria a partir de la fuente de carbouo que es *C-dc. palmitico (24,69,85).

22.2 Procesamiento de la muestra

Comparada con otros tipos de bacterias, las cuales generalmente desarrollan en corto tiempo,
las micobacterias son microorganismos de lento crecimiento (con un tiempo de generacion de 18 a 24
h). Si las muestras provenientes de sitios no estériles del cuerpo, no son descontaminadas, es decir,
dejar solo a las micobacterias, si las hay, estas tardarian aim més tiempo en desarrollar, Por esto, se
han creado métodos diferentes de digestion-descontaminacion, como son con N-acetil-l-

cistena/NaOH, dodecilsulfato de sodio/NaOH, Zefirén-fosfato trisodico (Z-TSP) principalmente (93).
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2.2.5 Medios de cultivo

Para Ia deteccion de ia mayoria de los cultivos positivos de micobacterias, se recomienda usar
una combinacién de medios de cultivos, tanto selectivos como no selectivos, entre los cuales los
tenemos con base de agar como el Middlebrook 7H10/7H11, con base de huevo como el Lowesten-
Jensen y medios liquidos como el caldo Dubos, Septi-Chek y Bactec 12B (93)

2.2.4 Identificacién

Morfologia micobacteriana. Las colonias micobacterianas desarrolladas en medio a basc de
agar, son generalmente pequeilas, blanquizcas y secas o cremosas dependiendo de la especie.

Sondas de dcidos nucleicos. La confinmacion de los cultivos usando las sondas de DNA, se
puede realizar para M. avium, M. intracellulare, M. gordonae, M. kansasii y las especies del
complejo M. tuberculosis. Para esta ultima, el sisiema Accu-Probe, tiene una precision de casi 100%
(13,50).

Prucha de NAP. El p-nitro-a-acetilamino-B-hidroxipropiofenona, es un precursor en la
sintesis del cloranfenicol e inhibe especificamente las especies del complejo M. muberculosis mientras
que es resto de las especies no son afectadas (55). Esta prueba puede realizarse radiométricamente
como una identificacién eu menos de 5 dias. El resultado de esta prueba debe considerarse preliminar
ya que se han reportado de 2 a 3% de resultados falsos (28).

Cromatografia, Las diferencias cualitativas y cuantitativas en el espectro de los icidos
micalicos contenidos cn la pared celular de las micobacterias, es sumamente Wil para la identificacion
de las especies. Una vez que se tiene el desarrollo de la micobacteria en el medio de cultivo, se puede
realizar la cromatografia liquida de alta presion la cual ofrece una identificacion ficil y rapida de

micobacterias (29).
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Prucbas bioquimicas. Por mucho tiempo, las prucbas bioquimicas se han usado como el
estandar para la identificacion de micobacterias. Desafortunadamente, éstas requicren de dos a tres
semanas para concluirse pero a pesar de esto, no se pueden dejar de usar en los laboratorios ya que

tienen un bajo costo.

2.5 PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Las diferencias del grado de sensibilidad, entre cepas que han sido expuestas a antibiotico,
reflejan la proporcién de mutantes resistentes a antibioticos que se han acumulado en una proporcién
bacteriana como resultado de una seleccion inducida por esta exposicion. El primer reporte de la
Organizacion Mundial de Salud (OMS) (7), sugiri6é que la proporcion critica de mutantes resistentes
que se podria considerar en ¢l caso de isoniacida, PAS y rifampicina, era del 1% y de 10% para el
resto de los antibidticos. Para estreptomicina fue 1% micialmente pero luego se cambio a 10% (6).

De acuerdo a los estindares aceptados en Estados Unidos, un cultivo es considerado
“sensible” si la proporcion resistente de esa mutante es menor a 1% de la poblacion bacteriana,
cuando sc prucban concentraciones criticas de varios antibioticos probados en varios medios. Se
recomicnda el medio 7H11 en lugar del Lowesteh-Jensen ya que el primero es transparente y las
micobacterias desarrollan en menos tiempo.

Actualmente, existen tres métodos convencionales que emplean concentraciones criticas para
determinar cuando una cepa de M. tuberculosis es sensible o resistente (31):

a) El método de las proporciones
b) El método de rango de resistencia y

c) E! método de concentracion absoluta.
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Dichos métados pucden ser realizados como métodos directos o indirectos. En ¢l método
directo, medio con antibiotico y medio sin antibidtico, son inoculados directamente con 18 muestra
concentrada. En el método indirecto, Ia inoculacion del medio se hace con un cultivo puro y ya
desarrollado previamente ci el medio.

El método directo se realiza principalmente a muestras con tincién positiva y el inoculo se
ajusta de acuerdo al niimero de bacilos dcido-alcohol-resistentes (BAAR) encontrados en Ia tincién.
El CDC sugicere los siguientes estandares de acerdo al nitodo de tincion de Zichl-Nielsen y
obseivacion microscdpica de 800x a 1000x. La mucstra debera ser diluida para una doble inoculacion
(0.1 m! para cada unidad de medio).

e Sin dilucion a 107 si se encitentra menos de 1 BAAR por campo.
e 10"y 10" sihay de | a 10 BAAR por campo.
e 107y 10™ si hay mas de 10 BAAR por camipo.

El método indirecto se realiza con la suspension bacteriana a partir del desarrollo en ¢l medio
solido. La suspension usualimente se ajusta a la densidad optica del estandar no. 1 de Mc Farland y se
utilizan diluciones 107 y 10™ Ias cuales se inoculan en dos cuadrantes con medio. Para este método
también podemos utilizar un cultivo desarrollado en caldo 7H9 cuando sc obtiene la misma turbidez.

Las ventajas del método directo, son que los resultados estarin disponibles en menos tiempo y
que son representativos de la poblacion bacteriana original del paciente. Si los resultados del método
directo no son validos por escaso o excesivo desarrollo del microorganismo en el cusdrante control
sin antibiotico 0 por contaminacion, la prueba debe ser repetida con un cultive puro usando el método
indirecto.

Para tener resultados reproducibles, es importante seguir los siguientes pasos:
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1. Estandarizacién del inéculo.

2. Protocolos detallados para preparacién del medio, para realizar la técnica y para leer y reportar
resuitados.

3. Controles de calidad, principalmente usar las dos cepas de referencia de M. twberculosis, una
completamente sensible a todos los antibidticos y otra resistente a todos o a la mayoria de los
antibidticos.

Es importante, en ambos métodos, 1a preparacion adecuada de las soluciones de antibidticos.

Estos deben ser obtenidos puros y directamente del fabricante. Para que el antibiotico conserve su

potencia, debe ser guardado en vacio, dentro de un desecador y en refrigeracién al menos de no ser

recomendado por el fabricante. Algunos antibiéticos deben ser protegidos de exposicion a la luz.
2.3.1 Método de las proporciones

2.3.1.1 Método original

Este método fue descrito por la OMS reportado por Canetti y J. Grosset (7) y después se
reportd un segundo método por Canetti y Rist en colaboracion con Grosset (6). El método original
fue creado en medio Lowestein-Jensen sin harina de papa. Las soluciones apropiadas de antibiético,
s¢ deben aiiadir al medio antes de su coagulacion y se debe preparar medio sin antibiético para usarse
como controles de crecimiento.

El inéculo debe ser preparado con una suspension de microorganismos ajustada a una
densidad optica de¢ una suspension estindar que contenga | mg/ml de peso seco del bacilo
tuberculoso 0 BCG; Se utilizan diluciones de 10 y 10* las cuales se inoculan en dos tubos que

contengan el antibidtico y dos tubos sin antibiético, se debe inocular 0.1ml de cada ditucién. Los
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tubos deben dejarse de 24 a 48 horas en una posicion que permita que el indculo sca absorbido en la
superficie del medio, después de esto los tubos se deben incubar a 37°C.

Después de 28 dias de incubacion se cuentan las colonias en el tubo con antibidtico y los
tubos sin antibidtico para calcular el rango entre ellas, esto indica la proporcion de bacterias
resistentes, Si a los 28 dias el desarrollo cs ain escaso, se debe continuar la incubacion y hacer una
segunda lectura a los 42 dias para poder determinar si la cepa es o no es sensible.

2.3:1.2. Método de las proporciones versién CDC

En Estados Unidos el método de las proporciones es realizado mas frecuentemente utilizando
medio Middlebrook. La ventaja de este es que los resultados se pueden reportar en tres semanas a
diferencia de las cuatro a seis semanas requeridas por el método original en medio Lowestein-Jensen
(@8).

2.3.1.3 Método de las proporciones versién disco

Este método se sugiere para los lugares donde se realizan pruebas de sensibilidad
esporadicamente. Se utilizan discos impregnados de antibidtico los cuales son colocados
asépticamente dentro de los cuadrantes de las cajas donde también se colocan 5 m! de medio de
cultivo, el disco debe quedar sumergido y en el centro del cuadrante, Las cajas se deben dejar a 37°C
toda la noche a excepcion de etambutol que debe estar a 4°C. Mediante este método, los resultados
de sensibilidad se obtienen en tres semanas (32).

2.3.1.4 Método de las proporciones modificado

Sugiere utilizar el medio 7H1! en lugar de! 7H10 ya que el primero permite un mejor
desarrollo de la cepas multirresistentes. La técnica de inoculacion es la misma del método anterior al

igual que el tiempo necesario de incubacion (23,25,38,45,54,61,78,93).
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2.3.2 Método rango de resistencia (RR)

Este método esta descrito para usarse en medio Lowestien-Jensen sin harina de papa. Esta
definido como cl rango de Ia concentracion inhibitoria minima (CIM) para la cepa de un paciente,
contra la CIM de una cepa de referencia, que sea sensible (H37Rv) al antibidtico, siendo ambos
probados al mismo tiempo. La inclusion de la cepa de referencia en cada experimento, no sélo es para
control de calidad sino para estandarizar los resultados pennitiendo asi algunas variaciones en la
prueba. Esto hace al método muy preciso pero también el mas caro de los métodos que se pueden
probar en medio sélido ya que sc requicren un elevado niimero de medios de cultivo para probar cada
cepa (6,7).

2.3.5 Método de la concentracién absoluta

Este fue descrito por la OMS (31), preparado por G. Meissner. Se utiliza medio Lowestein-
Jensen sin harina de papa y con 0.75% de glicerol. Se coloca el antibidtico antes de coagular el medio.
El crecimiento de 20 o més colonias en presencia de las concentraciones usadas, indica resistencia. Se
sugiere que la concentracion de antibidtico establecida como critica, sea establecida por cada
laboratorio.

La suspension bacteriana debe ser ajustada a una concentracion dptica equivalente a mg/ml de
peso seco y una dilucién de 1:50 la cual debe contener 2 X 10°-10° bacteria/ml Los medios con
antibiético y los dos controles sin antibidtico, deben ser incubados a 37 C durante 4 semanasy de 5 a
6 semanas si el crecimiento es insuficiente en la primer lectura. El resultado se reporta como sigue:
e+ = crecimiento confluente en el medio control.

e -+t y-++=colonias en gran cantidad.

¢ +=50-100 colonias
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e (+) = 20-49 colonias.
Se reporta que hubo inhibicion de crecimiento, si el niimero de colonias es menor a 20 en ¢l
medio con antibidtico y -++++ o ++1 en el control. Esto indica que el desarrollo fue menor al 1%
considerando la cepa como sensible y resistente, cuando el desarrollo es igual o menor al 1% (31).
2.3.4 Método radiométrico, automatizado (BAC’I‘EC)

2.3.4-1 Principios generalcs

Los métodos de sensibilidad en medios solidos y mediante los métodos convencionales,
requieren de largos periodos de incubacion. Debido a la necesidad de utilizar métodos rapidos en
micobacteriologia, se comenzaron a probar técnicas radiométricas en 1960 y principios de 1970
(9,53). El mayor avance se logré en 1977 cuando un sistema radiométrico que utilizaba caldo 7H12
con "“C-4cido palmitico como fuente de carbono, se comenzé a utilizar. Rapidamente el método
radiométrico se comenzé a utilizar y posteriormente se desarrolld el sistema radiomérico BACTEC
TB-460.

Este sistema utiliza el medio 7H12 enriquecido (7H9) ¢l cual contiene base del medio 7HO,
hidrolizado de caseina, albimina bovina sérica, catalasa y “C-acidos grasos y es conocido como
medio 12B.

El consumo de sustrato durante el crecimiento de la bacteria, libera '*CO,, el cual es detectado
por el sistema BACTEC y determinado cuantitativamente como indice de crecimiento (IC) en una
escala de unidades que van de 0 a 999. El incremento diario del IC registrado por el instrumento, es
proporcional al crecimiento actual de la bacteria. En presencia de antibidticos contra el cultivo
probado, la inhibicion del crecimiento se detecta por la disminucién diaria del IC

(3,15,27,35,39,49,71,73,80,94).
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Este sistema promete ser una eficiente herramienta para la deteccién temprana de cultivos
positivos y para realizar pruebas de sensibilidad,

2342 Pruebas cualitativas de sensibilidad mediante el sistema
radiométrico

El indculo para una prueba indirecta puede realizarse a partir de un cultivo micobacteriano
desarrollado en medio 12B. El caldo se puede utilizar sin hacer diluciones, cuando el IC es de 500-
800 y se debe hacer una dilucion 1:2 cuando el IC es mayor. De acuerdo a las recomendaciones del
fabricante, una vez inoculado el vial control y los viales que contienen el antibiético a probar, se deben
incubar de 4 a 12 dias para poder interpretar los resultados mediante una A del crecimiento en el
control comparada con la A del crecimiento en el vial con antibidtico. Considerando una cepa como
sensible cuando el A del vial con antibiotico es menor al A del vial control y como resistente cuando el
A del vial con antibidtico es mayor que el A del vial control,

2.3.4.3 Pruebas cuantitativas de sensibilidad (CIM) mediante el método
radiométrico

Como una altemativa de las prucbas cualitativas, se pueden realizar pruebas cuantitativas
mediante este sistema con la finalidad de conocer la CIM de antibidtico para cada cultivo,
especialmente en el caso de las cepas multirresistentes. En este caso se realizan las pruebas a
diferentes concentraciones de un mismo antibidtico.

2.4 PATOLOGIA

La respuesta de un individuo liego de la exposicion a bacilos tuberculosos virulentos,
depende de una combinacion de dos respuestas inmunologicas mayores: la inmunidad celular
adquirida y la hipersensibilidad retardada. La aparicion de hipersensibilidad a las proteinas del bacilo
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tuberculoso es responsable de la destruccion de tejido, caracteristica de la enfermedad. La
sensibilizacion aparece aproximadamente tres o cuatro semanas después de la infeccion y se detecta
por medio de la prueba con tuberculina, Una vez que el individuo se convierte en tuberculio positivo,
la reaccion positiva habitualimente persiste durante el resto de su vida (83).

De esta manera, las respuestas individuales luego de la exposicién estén determinadas por la
experiencia  mmunolégica previa con el bacilo de la tuberculosis. La infeccion micial con
M. tuberculosis, se denomina tuberculosis primaria. La enfermedad posterior en un individuo
previamente sensibilizado ya sea a partir de una fuente exégena o por reactivacion de una infoccién
primaria, se conoce como tuberculosis secundaria o reinfeccion (40,83).

Infeccién primaria, Luego de Ia inhalacion de bacilos tuberculosos virulentos en micleos de
gotitas, los microorganismos llegan a los espacios alveolares donde son fagocitados por macréfagos
alveolares. Dentro de los macrofagos, la nmltiplicacion bacteriana tiene lugar con una reaccion
minima, se disemina hacia los ganglios regionales en el hilio de! pulmon y tuego hacia el torrente
circulatorio, con wna siembra de bacterias en casi todas las partes del cuerpo. Se produce una
diseminacion linfohematdgena asintomética de la infeccion primaria antes de la adquisicién de la
hipersensibilidad tuberculinica y establece ¢l contexto para que la reactivacion mas adelante se
presente como enfermedad pulmonar o extrapulmonar, Los bacilos circulantes son eficazmente
eliminados del torrente circulatorio por érganos reticuloendoteliales, pero en los pices pulmonares y
en menor medida en los niiones, Areas esqueléticas vasculares y ganglios linfiticos continia la
multiplicacion bacteriana. La alta tensidn de oxigeno en los dpices pulmonares proporciona un medio
favorable para los microorganismos y probablemente, este sea el motivo por el que desarrolla mis en

estas Areas.
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Aproximadaniente tres 0 cuatro semanas despudés de la infeccion, el desarrello de innunidad
cehilar ¢ hipersensibilidad tuberculinica, altera enormemente el curso de la infeccion, Los macrofagos
activados limitan aun mds ¢l crecimiento bacteriano y reducen el nimero de microorganismos en los
focos primarios y metastasicos.

Formacion de tubérculos. La aparicion de hipersensibilidad a Ia tuberculina, provoca un
cambio notable en la respuesta del huésped a los microorganismos. La respuesta ‘inflamatoria no
especifica, evocada con la prinera exposicion a bacilos tuberculosos es la forma granulomatosa,
llevando a la formacion de tubérculos (83). El tubérculo abarca un agregado organizado de
macrofagos agrandados que, dado que sc asemejan a céhilas epitelisles, se denominan céhlas
epiteloides. Un collar de fibroblastos, macréfagos y linfocitos rodea el granuloms. Cuando la carga
antigénica en el sitio de la infeccién inicial y ganglios linfiticos regionales es grande, puede producirse
necrosis cascosa y lucgo calcificarse. Estas lesiones calcificadas en el sitio primario, se denominan
complejo de Ghon (40,83).

Luego del desarrollo de hipersensibilidad, la infeccion se toma inactiva y asintomitica en la
mayoria de los pacientes (aproximadamente el 90%). Sin embargo, en algunos, especialmente los més
jovenes y adultos inmunocomprometidos o que presentan otras enfernedades predisponentes, la
infeccion primaria pucde evolucionar a una enfermedad clinica. La progresion puede ser local en el
sitio de la lesién primaria o puede ocurrir en uno o mis sitios alejados adonde los bacilos han llegado
durante la diseminacion hematdgena temprana,

Tuberculosis secundaria o reinfeccién. En un nimero escaso de pacientes cuys infeccion
tuiberculosa inicial cede, se produce enfermedad secundaria a pesar de la presencia de mmunidad

celular adquirida,
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Debido a la inmunidad celular adquirida, los bacilos son mas rapidamente fagocitados y destruidos
por los macrofagos activados. Como resultado, en la tuberculosis secundaria las lesiones permanecen
localizadas y habitualmente se previene 1a disentinacién de microorganismos a través de los linfaticos.
La hipersensibilidad pronweve una mas ripida caseificacion y tabicamiento fibratico del foco.
Histologicamente la reaccion es caracteristica de la formacion de tubérculos. La cronocidad de estas
lesiones, se atribuye a los componentes de ceras D de los bacilos tuberculosos.

Tuberculosis pulmonar. Aproximadamente 50% de los pacientes infectados con
tuberculosis, desarrolla algunos sintomas clinicos no especificos en el momento de la conversion
tuberculinica. Lo distintivo de la infeccién tuberculosa inicial es la prominencia de las adenopatias
hiliares comparadas con el tamaiio relativamente insignificante del foco inicial en el pulmén,

En la mayoria de los pacientes, la lesion primaria cura totalinente, no dejando evidencias
clinicas de infeccion previa, excepto la hipersensibilidad a fa tberculina. Sin embargo, en algunos
pacientes, la infeccion primaria progresa directamente, evolucionando a un proceso neuménico
cascoso a medida que los microorganismos se diseminan a través de los bronquios o cuando un
nodulo tuberculoso se rompe hacia un brongquio. La diseminacién puede causar infeccion en los
espacios pleural y pericardico. De hecho, la pleuresia y derrame son complicaciones importantes y
comunes que ocurren poco después de Ia infeccion, El comienzo de la pleuresia habitualmente es
brusco, semejando una neumonia bacteriana, con fiebre, dolor toricico y falta de aire.

En adultos la tuberculosis pulmonar generalmente es causada por microorganismos
hematogenamente imigados en los apices pulmonares durante el estado prealérgico de la infeccion
prinaria. Estos focos metastdsicos pueden evolucionar bastante rapido después de la irrigacion o

luego de un largo periodo de inactividad. Se producen pequefios parches de neumonia alrededor de
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los focos, que se hacen cascosos a medida que aumenta la inflamacion, Conforme la enfermedad
progresa, hay un comienzo insidioso y desarrollo de sintomas constitucionales no especificos como
ficbre, cansancio, anorexia, sudoracion noctuma y desgaste. La tos y esputo son variables en cuanto al
grado y momento de comienzo, pero denotan una enfermedad mis avanzada dando inicio a
tuberculosis cronica.

Tuberculosis extrapulmonar. Se produce tuberculosis miliar cundo los bacilos de la
tuberculosis llegan a los linfaticos y torrente circulatorio irrigindosc en 6rganos alejados. El término
miliar describe los pequeiios focos apenas visibles. Las lesiones miliares pueden desarrollarse en casi
cualquier érgano del cuerpo, pero los sitios donde més frecuentemente se desarrolla una infeccion
tuberculosa progresiva que se produce en ausencia de una respuesta inmunoldgica son, los huesos y
srticulaciones, vias genitourinarias, meninges, ganglios linfaticos y peritoneo.

2.5. INMUNOLOGIA

Durante la tuberculosis se produce un granuloma en el pulmén y en otros drganos infectados.
El dafio en el pulmén causado por la reaccion granulomatosa produce una cavidad.

La apariencia histologica de la lesion, es tipica de una reaccion granulomatosa con cascosis
central (necrosis). Esto es rodeado por un area de células epiteliales, con unas cuantas células
gigantes.

2.6 TRATAMIENTO

La quimioterapia contra la tuberculosis comenzd a finales de 1940 con la introduccion de
Estreptomicina (SM) y Rifampicina (RF), el mejor cambio en la terapia, se desarrollé a fines de 1960

(16). Durante el siglo pasado, hubieron pequefios progresos en la identificacion y desarrollo de nuevos
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antibioticos contra tuberculosis. El desarrollo de nuevos y mejores antibidticos ha sido deficiente
incluso en ciudades desarrolladas debido a la poca atencion por parte de la industria farmacéutica.

La quimioterapia con multiples antibidticos se cred con la finalidad de disminuir la posibilidad
de resistencia por la monoterapia que inicialmente se usaba. Por esto, se recomienda utilizar isoniacida
(INH), estreptomicna (SM), y acido p-aminosalicilico (PAS) durante 18 a 24 mescs. Posteriormente,
fue cambiado PAS por etambutol (EMB) y RF por SM. La terapia intermitente supervisada y la
terapia de corto tiempo se consideran incficientes segin el Consulado Britanico en Investigacion
Médica. La INH combinada con RF durante nueve meses o INH, RF y pirazinamida (PZA) durante
dos meses seguida de INH y RF por cuatro meses, se establecieron como regimenes cortos efectivos.

Aln en la actualidad, hay muy pocos estudios de regimenes de tratamiento de cepas
multirresistentes (TBMR), particulanmente con resistencia a IHN, RF, EMB y SM. La resistencia a
los lamados antibioticos de primera linea, se esta presentando lentamente y a nivel undial. Esto no
parecia mostrar un grave problema hasta que surgieron los pacientes VIH positivos infectados con
TBMR. Actualmente se ve la necesidad de crear antibibticos nuevos para el tratamiento de estas
cepas.

El desarrollo de antibidticos nuevos para el tratamiento de micobacterias de crecimiento lento,
es dificil debido al largo régimen necesario, el uso de terapia por imiltiples antibidticos y 1a necesidad
de cvaluar los cambios durante ]a terapia.

Debido a esto, es necesario realizar pruebas in vitro para determinar la sensibitidad de la cepa
que esté infectando a un paciente determinado. Se deben realizar prucbas de sensibilidad in vitro y
modelo de tuberculosis murina es necesario para validar la habitidad para prevenir la eficacia en

enfermedad humana (16).
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2.61 Modo de accién de los antibiéticos para tratamiento de tuberculosis

Isoniacida y otros inhibidores de Ia sintesis de Acidos micdlicos (etionamida y
tiacetazona)

En 1946, la tiacetazona fue la primera de los tres antibioticos, que se propuso como
antituberculoso  (31). En 1952, otro trabajo realizado con tiosemicarbazonas permitié el
descubrimiento de la actividad excepcional de la isoniacida contra tuberculosis, aunque este
antibidtico ya se habia sintetizado 40 afios antes (31). La etionamida fue sintctizada en 1956 y su
actividad antituberculosa, fue descrita en 1959 (31).

La isoniacida, es uno de los tres principales antibidticos usados en el tratamiento contra
tuberculosis, mientras que la etionamida es considerada como antibidtico de segunda linea. La
tiacetazona tiene la actividad mads baja de los tres, file recomendada para la quimioterapia contra
tuberculosis en ciudades desarrolladas debido a su bajo costo y su eficacia confinnada en la clinica en
combinacion con INH(31).

Chorine reporto con et modelo murino de tuberculosis, que la nicotinamida tenia propiedades
antituberculosas (31). Estos antibioticos son andlogos de nicotinamida. Los mecanismos de accidn
aln no se establecen claramente. La INH actila al parecer como un inhibidor en la sintesis de acidos
micdlicos aunque se lia propuesto que su accion es como antimetabolito para NAD o piridoxal
fosfato. Los estudios recientes de Quemard y cols. (60), sugieren que la resistencia puede no deberse
a diferencias en la toma del] antibiotico o el nivel de actividad de peroxidasa. Se encontré un
decremento en la sintesis de acidos micolicos extraidos de M. avium INH-resistentes comparado con
las cepas de V. avium sensibles. Cole y cols. recientemente encontraron la caracterizacién de un gene

KatG de M. tuberculcsis, el cual codifica para la actividad de catalasa y peroxidasa (94). Este gene
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restauro la sensibilidad a INH en una cepa mutante resistente de M. smegmatis, La delecion de este
gene del cromosoma, se asocid a resistencia en dos aislados clinicos de M. tuberculosis,

En cuanto al modo de accion de etionamida, se cree que también es un inhidor en la sintesis de
acidos micolicos aunque su blanco es diferente al de isoniacida, por esto no se presenta resistencia
cruzada. Su mecanismo de resistencia atn se desconoce.

Rifamicinas

La rifampicina fue introducida en 1966 (31) y junto con la INH, ha llegado a ser uno de los
dos mas importantes antibidticos en la quintioterapia contra tuberculosis. Se cree que el modo de
accion de la rifampicina y otras rifamicinas, esta relacionado con la mhibicion de la RNApolimerasa
dependiente de DNA, formando un complejo estable con la enzima: por esto, la rifanyicina es
considerada como un inhibidor de la trascripcion (31).

Aminoglucésidos: Estreptomicina, Amikacina y Kanamicina

Los tres, se conocen como inhibidores de Ia translacién y su modo inicial de accion es la
inhibicion de la sintesis de polipéptidos relacionada a la habilidad de estos antibiéticos para inducir un
error en la lectura por el ribosoma (31). Se sabe que el descubrimiento de estreptomicina en 1944
(31) marcé el inicio de la quimioterapia modema de la tuberculosis.

Etambuto!

Fue mtroducido por los laboratorios Lederle en 1961 y en 1966 (31), fue recomendado para
usarse contra tuberculosis en una publicacion de la revista Tubercle. El modo de accion de este
antibiotico, esta asociado probablemente con su habilidad para enlazarse a la pared celular de la

micobacteria (62), lo cual causa una pérdida de acidos micolicos en la céhula bacteriana (31). Su
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habilidad para inhibir la biosintesis del RNA ¢s otro modo de accién que se debe tomar en cuenta
(31).

Acido p-aminosalicilico (PAS)

La actividad antituberculosa del PAS en condiciones experimentales y en pacientes con
tuberculosis se reportd en 1946 (31), pero fue hasta el descubrimiento de SM en 1944 y Ia
introduccion de INH en 1952, cuando PAS comienzd a ser un componente importante en la
quimioterapia contra tuberculosis. Actualmente, ain se desconoce el modo real de accion de PAS, se
propone como un inhibidor en la sintesis de dcido folico, 0 como interferente en la toma y utilizacion
de acido salicilico, lo cual puede afectar algunas rutas de la toma de hierro (31).

Se ha reportado resistencia cruzada con tiacetazona (31) ya que las cepas resistentes a PAS,
también lo son a tiacetazona, pero las cepas resistentes a tiacetazona, son sensibles a PAS,

Quinolonas

E! uso de quinolonas en la quimioterapia de infecciones miicobactenanas, comenzd con el
reporte acerca del uso de offoxacina (31). Las quinolonas icluyen algunos grupos de antibidticos
derivados de dcido carbonico heterociclico, los cuales estan relacionados estructuralmente a acido
nalidixico. El mecanismo de accion de las quinolonas es la inhibicion de la DNAgirasa, una enzima
escencial para nuantener al DNA superenrollado. Los mecanismos de resistencia de las quinolonas,
parecen estar dados por alteraciones en las subunidades A y B las cuales constituyen la DNAgirasa
(8.31).

B-lactamasas

Entre estas se¢ encuentran amoxiciling y anipicilina, entre otras, Su modo de accion es

mediante 1a ruptura de los enlaces f3-lactamicos lo cual provoca un dafio a la bacteria (31),
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2.7 EPIDEMIOLOGIA

2.1 Tuberculosis mundial

Hu Ching-Li, OMS, reportd que casi una tercera parte de la poblacion mundial presenta la
infeccion latente de tuberculosis (75). Arriba de 8 millones de casos y casi 3 millones de muertes
ocurren anualmente. La tuberculosis es un problema grave principalmente ¢n ciudades en desarrollo
(75), ya que se sabe que en 1990, 95% de los casos ocurrieron en esas ciudades. Mas de 80% de los
casos ocurrieron en personas en edad reproductiva (15-59 afios). Esta situacion continia a pesar de
las mas costosas y efectivas intervenciones (67) que se han usado sucesivamente, bajo condiciones
dificiles en ciudades en desarrollo,

Actualmente la OMS esté planeando e implementando un gran esfuerzo para confrontar la
tuberculosis. El desarrollo total de esos esfuerzos, se une con la colaboracion activa de organizaciones
de gobiemo y comunidades rurales para seguir los pasos necesarios.

Desde 1960 se han reportado casos de la enfermedad en adultos como resultado de la
reactivacion de una infeccion latente de M. tuberculosis (67). Debido a esto, los esfuerzos para
erradicar la infeccion, se han enfocado a la identificacion y tratamiento correcto durante la infeccion
latente.

Sin embargo, estudios recientes sugieren que la contribucién relativa de tuberculosis primaria
a rangos clevados de enfermedad en adultos, es substancial, especialmente entre los individuos VIH
positivos.

Daley y cols. (67) demostraron el rango potencialmente elevado, del progreso de la
enfermedad activa entre individuos VIH positives expuestos a infeccion. En ese brote, 11 (37%) de

30 personas VIH positivas, que vivian en congregaciones, desarrollaron tuberculosis activa después
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de seis meses de exposicion a pacientes con tincién de Ziehl-Niclsen positiva en sus muestras de
expectoracion.

Mis de un millén de personas en los Egtados Unidos y anriba de 10 millones mundiales, estan
infectados con el virus de inmunodeficiencia bumana (67,72). Trabajos recientes han demostrado que
cada infeccion (VIH-M. tuberculosis), tienc un grave efecto en la historia natural de los demds. La
interaccion entre esas dos infecciones, se ha visto altamente incrementada causando altos niveles de
morbilidad entre los pacientes.

En general, las personas infectadas con VIH estan 170 veces mis propensos a desarrollar
tuberculosis activa (67). Las razones de esto, son:

1) Que entre las personas infectadas con VIH, la tuberculosis activa desarrolla en rangos de 8-
10% al aflo;

2) La disminucion en los niveles de CD4 de las personas VIH positivas, penni(e ¢l progreso
de M tuberculosis para producir tuberculosis activa mcrementada a un 37% en los primeros seis
meses y de 2 a 5% durante el primer afio,

Es particularmente importante determinar la sensibilidad de las cepas que infectan a pacientes
HIV positivos ya que de esto depende Ia eficiencia del tratamiento.

2.2 Tuberculosis en México

Durante 1991 se notificaron 8660 casos nuevos de tuberculosis lo cual representa una
incidencia de 9.9 casos de tuberculosis en todas sus formas por cada 100 000 habitantes (14). El
mayor nimero de los casos se encuentran en grupos de edades mayores de 15 afios; 15-24 aios, con
1657 casos y tasa de 8.2 por 100 000 habitantes; 25-44 afios, 2972 casos con tasa de 12.6; 45-64

afios, con 2190 casos y tasa de 21.8; 65 y mas afios con 907 casos y tasa de 26.7 (grafica 1). Con
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respecto al sexo, los casos se han presentado en mayor proporcion en hombres con el 56.5 % y una

relacién de 1.3 casos masculinos por cada caso femenino (gréfica 2)(57).

Grafica 1, Casos de tuberculosis en todas sus formas
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La incidencia de tuberculosis por drea geogrifica muestra que los estados con mayores tasas
fueron: Tamaulipas con 25.1 por 100 000 habitantes; Colima, 25; Nayarit, 24.9; Baja Califomia, con
22.6 y Guerrero, con 19.8 por 100 000 habitantes.

De los casos de tuberculosis notificados, ¢l 93.8% son de localizacién pulmonar, seguido de
otras formas de tuberculosis, como la genital, renal y dsea, que representan el 5.1%; la tuberculosis
meningea, ¢l 0.6 %; se ignora la localizacion en el 0.6 %. Mis del 80% de los casos corresponden a
edades mayores de 15 ailos principalmente por tuberculosis pulmonar, y en los menores de cinco afios

por tuberculosis meningea (2).
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5. JUSTIFICACION

Meéxico es un pais endémico de tuberculosis. En estudios previos se ha demostrado una
prevalencia considerable de cepas aisladas de pacientes, lo que puede constituir un grave problema de
salud publica.

En un sujeto con tuberculosis se debe iniciar tratamiento inmediato, los métodos que
proporcionan la sensibilidad del microorganismo in vitro requieren de largos periodos de incubacion,
lo que favorece la generacion de cepas multirresistentes,

Tomando en cuenta la facilidad de transmision de la tuberculosis pulmonar y la posibilidad de
que exista resistencia, se requiere de un método relativamente rdpido y seguro para hacer el
diagnostico temprano ¢n pacientes con tuberculosis, asi como la identificacion correcta y pruebas de

sensibilidad in vitro para realizar los ajustes oportunos al tratamiento.

4. OBJETIVOS
41 GENERAL
Comparar el método radiométrico con los métodos no radiométricos para el aislamiento, la

identificacion y la determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de M. tuberculosis.

4.2 ESPECIFICOS
1) Comparar la eficacia del método no radiométrico para el aislamiento de cultivos positivos
de micobacterias (cultivo en medio Lowestein-Jensen) contra método radiométrico (cultivo en caldo

12B).
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2) Determinar la eficacia del método radiométrico para la diferenciacion entre el complejo M.
tuberculosis y otras micobacterias.

3) Determinar la sensibilidad antimicrobiana de cultivos clinicos de M. tuberculosis a
antibioticos de primera y segunda linea, tanto por el método radiométrico como por el método de

elucién con disco en agar.

S, HIPOTESIS

51 ALTERNA

El método radiométrico es mas eficiente que ¢l método convencional para la determinacion de

sensibilidad en cultivos de M. tuberculosis obtenidos de muestras clinicas.

51 NULA

El método radiométrico no es mas eficiente que el método por elucion con disco para

determinar la sensibilidad de cultivos de M. tuberculosis obtenidos de muestras clinicas.
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6. MATERIALES

6.1 CEPAS BACTERIANAS

M.tuberculosis ATCC H37Rv

2720 muestras clinicas para cultivo.

162 cultivos de Mycobacterium sp para la identificacion de la especie.

76 cultivos de M. miberculosis obtenidos de muestras clinicas previas.

41 cultivos clinicos de M. tuberculosis obtenidos del cepario del laboratorio de Microbiologia
clinica del INNSZ.

6.2 MATERIAL DE LABORATORIO

*Asa de alambre. *Guantes de latex
*Batas de algodon. *Matraces Erlen-Meyer
*Bulbos de latex. *Mechero de gas
*Cubrebocas. *Pipetas Pasteur.
*Gradillas ’ *Portaobjetos.

6.3 EQUIPO DE LABORATORIO
*Sistema radiométrico BACTEC TB 460, Becton-Dickinson Diagnostic Instrument Systems, Sparks,
MD USA.
*Cajas petri desechables, con 4 divisiones, Falcon 1009, Becton Dickinson Labware, B-D Company,
New Jersey USA.
*Jeringas de Insulina 100 U, Plastipak B-D de México, Cuautitlan, Edo. Méx.
*Campana de seguridad biologica tipo III, Forma Scientific, Marietta Ohio, USA
*Ultracongelador Revco de -20°C Forma Scientific.
*Ultracongelador Revca de -70°C Forma Scientific.
*Incubadora automatica de CO, Forma Scientific.
*Centrifuga GS-6 Beckman, USA.
*Refrigerador Kelvinator, México, D.F.
*Incubadora de CO; Modelo 4100 de NAPCO Scientific Company, Oregon, USA.
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*Balanza analitica Denver Instrument Company AA-250, Arvada Colorado, USA.
*Vortex Lab-Line Instruments, Inc. linois, USA

6.4 REACTIVOS
*Hidréxido de sodio en lentejas, J.T. Baker de México, Xalostoc, México
*Citrato de sodio, J.T. Baker.
*Fosfato dibasico de sodio, J.T. Baker.
*Fosfato monobasico de potasio, J.T. Baker.
*Cristales de fenol, J.T. Baker.
*N-acetil-l-cisteina, Sigma Chemical Co. St. Louis, USA.

6.5 MEDIOS DE CULTIVO
*Agar Middlebrook 7H11 (M7H11), Difco Labs., Detroit Michigan, USA
*Lowestein-Jensen (LY), Difco Labs.
*Gelosa sangre de carnero al 5% (GSC), Difco Labs,
*Medio Agar Mc Conkey, Difco Labs.
*Enriquecimiento Middlebrook OADC, Difco Labs.
*Bactec 12B (M7H12), Becton-Dickinson (B-D) Diagnostic Instrament Systems, Sparks, MD USA
*Viales con p-nitro-o-acetilamino--hidroxipropiofenona (NAP), B-D.
*Viales con fluido diluyente (DF), B-D.
*Viales con fluido reconstituyente (RF), B-D.
*Viales con PANTA (polimixina B , anfotericina B, ac. nalidixico, trimetroprim y azlocilina), B-D.

6.6 ANTIBIOTICOS

6.6.1 Liofilizados de Becton-Dickinson Diagnostic Instrument
Systems, Sparks, Md USA
*Estreptomicina *Isoniacida

*Rifampicina *Etambutol
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*Tiacetazona, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA.
*Cicloserina, Sigma.

*Etionamida, Sigma.

*Ac. p-aminosalicilico (PAS), Sigma.

*Kanamicina, Bristol Myers Squibb de México, D.F.
* Amikacina, Bristol Myers Squibb.

*Ofloxacina, Cilag de México, D.F.
*Ciprofloxacina, Bayer de México, D.F.

* Amoxicilina, Sanfer de México, D.F.

*Clavulanato, Sanfer.

6.6.5 Sensidiscos BBL, Becton-Dickinson

Maryland, USA

*Estreptomicina 10 y 50 mg/disco
*Isoniacida lys «
*Rifampicina Sylo «
*Etambutol 25y50 ¢
*Kanamicina 30 ¢
*Etionamida 25«

*Ac. p-aminosalicilico (PAS) 10yso
*Amikacina 30 ¢
*Ciprofloxacina 5

36

Microbiology Systems,



7. METODOS

7.1 DESCONTAMINACION Y CULTIVO DE MUESTRAS CLINICAS

ESQUEMA 1. DIGESTION-DESCONTAMINACION DE MUESTRAS CLINICAS

MUESTRA CLINICA

}

AGREGAR NaOH AL 4% + CITRATO. DE SODIO EN RELACION 1:2 +
N-ACETIL-L-CISTEINA AL 0.8%,
v

INCUBAR 15 mI1A TEMP. AMB.
AGREGAR AGUlDEST. ESTERIL

CENTRIFUGAR ZI min a 3780 rpm

DECANTAR
¢
NEUTRALIZAR
INOCULAR
V \o 5 mi
L VIAL 128
v L
INCUBAR A 37:1°C CON ATM, DE C0; AL 8% INCUBAR A 37£1°C
v  /
REVISAR LOS TUBOS CADA LEER LOS VIALES CADA
SEMANA DURANTE 8 SEMANAS 48 h LAS DOS 1as
SEMANAS, DESPUES 1
VEZ POR SEMANA
HASTA LA 62 SEMANA
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Este procedimiento fue realizado para cada una de las muestras clinicas de pacientes para
diagnéstico de tuberculosis (45,78,93).

A) Las muestras liquidas con un volumen > 5 ml! se centrifugaron a 3750 rpm durante 15 min.
Se decantaron desechando el sobrenadante.

B) Las muestras de tejido fileron maceradas en mostero en su medio de transporte, hasta
obtener la mayor fragmentacion posible.

Ambos tipos de muestras fueron digeridas y descontaminadas por el método de NaOH-N-
acetil-1-cisteina (45,78):

1. El sedimento o el tejido molido fueron resuspendidos con una solucion de NaOH + citrato
de sodio en proporcién 1:2 y N-acetil-l- cisteina al 0.5%, y s¢ mcubaron a temperatura ambiente
durante 15 minutos exactos,

2. Después de la incubacion se lavaron agregando agua destilada estéril hasta completar un
volumen de 45 ml.

4. Se centrifugaron a 3750 rpm durante 20 min,

5. Se decantaron y e} sedimento se neutralizo con amortiguador de fosfatos pH 6.8.

6. Posteriormente con jeringa de insulina se sembraron 0.5 ml en medio LY,

a) El medio de LJ se incubé a 37+:1°C en una atmdsfera al 5% de CO; durantc 8
semanas.

b) Se revisaron los tubos semanalmente,
7. Se sembraron 0.5 ml en un vial 128,

a) Previamente se estabilizd cada vial en el sistema BACTEC TB 460 para

proporcionar ung atmésfera de CO; al 5%.
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b) A cada vial se Ie adiciono 0.1 ml de PANTA (Polimixina B, 50 U/m; anfotericina
B, 5 mg/n; icido nalidixico, 20 mg/ml, trimetroprim 5 mg/m y azlocilina, 10 mg/mi).
c) Los viales 12B se incubaron a 37£1°C,
d) Se hicieron 5 lecturas, una cada 48 h, durante dos semanas y, posteriomente, una
lectura cada semana hasta completar 6 semanas.
8, Una gota de cada muestra se sembro en GSC para control de contaminacion; se incubd a
3721°C durante 48 h, se revisaron y, en caso de contaminacion, se repiti6 el proceso de digestion-
descontaminacion. Sila contaminacion persistio, se realizd un fiotis con la tincion de Z-N reportando

el resuhtado y se desechd la muestra,

7.2 AISLAMIENTO DE 7W.tsfowalsss A PARTIR DE MUESTRAS
CLINICAS
7.2.1 Medio de L]

Para considerar un cultivo positivo en L), se hizo un frotis del desarrollo observado, teftido

por Z-N. En caso positivo se realizaron pruebas bioquimicas convencionales.

7.2.2 Medio 2B
Después de la incubacion, se realizaron lecturas en el sistema BACTEC TB 460. Las lecturas
de Ia concentracién de *CO; detectada por el sistema electrénico del aparato indican un nimero que

va de 0 a 999 llamado Indice de Crecimiento (IC) ¢l cual es proporcional al nimero de micobacterias

que desarrollaron en el medio de cultivo.
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Los cultivos con IC >10 en los viales 12B se leyeron diariamente hasta que el IC fue de 80-
100, se realizo frotis y tincion de Z-N. En caso positivo se resembraron 0.2 mi en medio LI y se
incnbaron a 37+:1°C en una atmosfera de CO; al 5% hasta el desarrollo abundante de bacilos dcido-

alcohol-resistentes (BAAR), para realizar pruebas bioquimicas convencionales.

7.3 IDENTIFICACION
731 Pruebas bioquimicas

Para la identificacion de especies sc realizaron prucbas bioquinticas convencionales del cultivo
desarrollado en L): desarrollo en medio Mc Conkey, fotocromogenicidad, velocidad de crecimiento,
produccion de catalasa, reduccion de nitratos, produccion de niacina, arilsulfatasa, pirazinamidasa

(45,78).

7.3.2 Método radiométrico

Para aislados recuperados en LJ se hizo una suspensién de los microorganismos al estindar
no. 1 de Mc Farland en agua destilada estéril y se inocularon 0.2 m! en un vial 12B, previamente
estabilizado; se incubd a 37+1°C, realizando lecturas diarias en el sistema BACTEC TB469, hasta IC
mayor o igual a 100 con Z-N positivo.

1. Se incubaron los viales hasta tener un 1C=100.

2, Cuando e} IC fue mayor s¢ realizaron diluciones inoculando en otro vial 12B, el cual sirvi6
como control de crecimiento,

3. A partir de este vial, se tomd 1 ml que se inoculd en el vial que contiene el disco

impregnado con 5 mg de NAP.
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4, Ambos viales se iucubaron a 37+1°C y se leyeron de 3 a 5 dias iniciando el dia en que se
inocularon.
7521 INTERPRETACION
Comparar el IC en el vial con NAP contra el IC en el vial control.
Sensible si:  ICouua> ICnar ~* Cepa del complejo M. tuberculosis.
Resistente sit  [Cepru < ICnap —— Cepa de Mycobacterium sp.
7.3.2.2 CONTROL DE CALIDAD
Sensible: M. fuberculosis ATCC H37Rv.

Resistente: Aislado clinico de Mycobacterium sp.

7323 LIMITACIONES
En caso de disminucion del 1C del vial control, se repitié la prueba; un buen control debe

presentar un crecimiento ascendente dia con dia.
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7.4 SENSIBILIDAD
744 Método de elucién con disco

ESQUEMA No. 2. METODO DE SENSIBILIDAD POR ELUCION CON DISCO EN AGAR

Suspension al estandar 1 de Mc Farland de

un cultivo puro de M. tuberculosis

Preparar diluclones 1:100 y 1:1000

inocular 2 cuadrantes de cada caja con 100 pl de cada ditucién /cuadrante

@ .
Agar THit
8mi/ Cuadrante L o
Control Anti?iéticos
AP
Discos
!
Incubar 3 semanas

a 3711°C con atmosfera de CO, al 5%

v

Leer contando el nimero de colonias/cuadrante
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7.4.11 Preparacién del medio

1. Se preparé medio de cultivo M7H11 con enriquecimiento OADC segin recomendaciones
del fabricante.

2. En caja Petri dividida en cuadrantes se vaciaron 5 ml en cada uno.

3. En condiciones estériles, se coloco un disco de cada concentracién de antibidtico en el
centro del cuadrante, ¢l cual fue introducido en el medio, con un aplicador estéril, antes de que
solidificara.

4, La concentracion final de cada antibidtico, es igual a la concentracién del antibidtico en
mg/disco/5 ml de medio; por ejemplo, para estreptomicina de 10 mg/disco, se tiene, que:

10mg/5 ml = 2 mg/ml (concentracion critica),

5. Se prepararon cajas con medio de cultivo sin antibiético para control de crecimiento de
cada aislado probado.

6. Todas las cajas, excepto las que contenian el disco con etambutol, se incubaron a 37+1°C
durante 24 h para la clucién del antibidtico y para control de calidsd del medio. Las cajas con
etambutol sc guardaron inmediatamente a 4::1°C por 24 h.

7.41.2 Preparacién del inéculo

1. Del cultivo obtenido en medio LJ se tomé una asada del microorganismo y se suspendio en
agua destilada estéril, con perlas de vidrio para homogeneizar, se agitd y se dejé reposar unos minutos
para que las particulas grandes sedimentaran,

2, Se ajustd Ia concentracién del estandar no. | de Mc Farland.

3. Se realizaron diluciones 1:100 y 1:1000.
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4. De cada ditucion se inocularon 100 pl por concentracion y por antibitico y 2 cuadrantes
para control de crecimiento sin antibidtico, el inoculo fue esparcido con varilla de vidrio estéril.

5. Las cajas se incubaron a 37+1°C en una atmosfera de CO; al 5% y en obscuridad durante 3

semanas,

6. Después de la incubacion se contaron las colonias en cada cuadrante. Primero sc observo el
control de crecimiento el cual debia presentar de 50 a 400 colonias para considerar vilida la prueba.

Se contaron ademds las colonias por antibidtico y por ditucion.

7.41.3 Cilculo de resultados
No. de col. en ¢l cuadrante con antib./No. de col. en el cuadrante control X 100 — % de

resistencia.

7.4:1.4 Interpretacién
Resistente : No. de col. antibiotico >= 1% del no. de col. control.
Sensible : no. de col. antibidtico < 1% del no. de col. control.
7.41.5 Control de calidad

M. tuberculasis H37Rv,

7-41.6 Liumitaciones
La prueba se repitio cuando el no. de colonias en las cajas control (cajas sin antibiotico) fue

menor de 50 o mayor de 400.
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7.42 Método radiométrico

7.424 PREPARACION DE SOLUCIONES MADRE DE ANTIBIOTICOS

1. Los antibidticos liofilizados se reconstituyeron con 5mi de agua destilada estéril y se
guardaron en alicuotas a -20°C.

2. Las sales puras se prepararon usando la siguiente formula:

CV=C'V', porlotanto CV/V=C,

entonces: CV,/pot.=Xmg,

donde:

V= Volumen de solucion stock, que se debe agregar en el medio = 0.1ml.

C'= Concentracion final deseada en mg/inl.

V'= Volumen de¢ medio ¢n vial 12B =4 mlL

V, = Volumen a preparar, de sohucion stock.

Pot.= Potencia del antibidtico en mg/mg,

C = Concentracion de la sohucion stock.

X =mg de antibidtico a pesar.

Se alicuotaron y guardaron a -20°C,

3. Se inocularon 0.1 ml de la solucién stock de cads antibidtico en un vial 12B para cada

antibidtico.
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7.422 Prcparacién del indculo

ESQUEMA No. 3. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD POR METODO RADIOMETRICO

VIAL CON

9.9 mi DE FLUIDO
DILUYENTE
O.1ml

VIAL 12B CONTROL

SIN ANTIBIOTICOS

CULTIVO PURO DE M. tuberculosis

MEDIO 128 iC=500-800

VIAL CON MEDIO 12B

+ 0.1 m! DEL ANTIBIOTICO
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Se utilizaron los cultives desarrollados en viales 12B con IC de 500-800 (esto se considera
una suspension de microorganismos igual al estandar no. 1 de Mc Farland),

1. Del vial con el cultivo de micobacterias se inocutaron 0.1 ml en cada vial con antibidtico y
0.1 m! en un vial con 9.9 ml de fluido diluyente para hacer una ditucion 1:100, de esta dilucion s¢
tomaron 0.1 ml y se inocularon en un nueve vial 12B que representé el 1% del desamrollo
micobacteriano y se usd come control de crecimiento,

2, Una vez inoculados todos los viales, se incubaron a 37+1°C y se realizaron lecturas diarias
en el sistema radiométrico BACTEC TB 460 cada 2432 h hasta que ¢l IC en ¢l control fue mayor de
30 entre el 4 y 12 dia de incubacién.

7.4.2.3 Interpretacién
Sensible : A IC.uivitico <A ICconsol
Resistente : A IC,nibistico > A ICconyon
Indeterminado : A IC,uisictico = A ICconuor, €0 eSte caso se repiti6 la prueba,

7.42.4 Control de calidad

M. mberculosis H37Rv.

7.4.2.5 Limitaciones

La prueba se repiti6 cuando el IC en el vial control fue mayor de 30 antes del cuarto dis de

incubacion 6 menor de 30 después del dia 12.
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7.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivos (VPP) y valores
predictivos negativos (VPN), donde los valores positivos corresponden a aislados resistentes y los

valores negativos corresponden a aislados sensibles.
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8. RESULTADOS

Sc procesaron 2720 muestras clinicas de las cuales se¢ obtuvieron 93 cultivos
positivos para micobacterias (3.41 %), de 84 pacientes. Las muestras que se procesaron con
frecuencia fueron orina y expectoracion (tabla 3), con una recuperacion de cultivos positivos
de 1.4 % y 7.3 % respectivamente (tabla 3). El medio 12B permite el desarrollo de 88.17 %

del total de cultivos positivos mientras que el medio LJ solo 69.88 %.

En la tabla 4 y grafica 3, se muestra el porcentaje de cultivos positivos en cada uno
de los medios de cultivo, en donde sc observa en forma relevante que en el medio 12B
hubicron 28 % de cultivos positivos que no desarrollaron en LJ mientras que solo 11 %
desarrollaron en LY pero no en 12B. En 54 % se detecté crecimiento en ambos medios.
Como ya inencionamos, la mayor cantidad de muestras fueron de orina y expectoracion, el
medio 12B fue capaz de detectar 19.05 % y 36.11 % de cultivos positivos de dichas fuentes
respectivamente mientras que cl LJ solo detectd 9.52 % y 8.33 %, siendo una desventsja
para este ltimo ya que la forma de transmision mis comin de tuberculosis, es la pulnionar
(39,71,80).

El tiempo de incubacion requerido para el desarrollo de cultivos positivos, en medio
de LJ fue de un intervalo de 14 a 56 dias con una media de 28.95 dias, mientras que en 12B
fuc de 2 a 40 dias y una media de 14.98 dias para todos los cultivos en forma general; para
M. tuberculosis el intervalo fue de 14 a 56 dias en medio LJ con una media de 21 dias
mientras que cn 12B el intervalo fue de 2 a 40 dias con una media de 13 dias y pam
M. avium-intracellulare el desarrollo cn medio LY fue de 49 dias y en 12B de 2 & 9 dias con
una media de 4.5 dias.

En la tabla 5 y grifica 4, se puede observar que de los 93 cultivos positivos, 76
fueron cepas de M. tuberculosis, de los cuales, 28 % desarrollo en medio 12B'y 10.6 % en
medio LJ, mientras que 61.84 % desarrollo en ambos medios de cultivo, Del resto de los

cultivos, 9 son cepas del complejo M. avium-intracellulare de las cuales 77.78 % desarrollé

49



solo cn 12B micntras que en LJ y en ambos medios, solo 11.1 %. De las especies M

Jortuitum y M. chelonae, ambas desarrollaron mejor en medio 1.J que en 12B.

Es importante aclarar que durante el estudio se obtuvo el desarrollo de 14 cepas
identificadas como M. gordonae de las cuales 10 desarrollaron solo en medio LJ, 4 solo en

medio 12B y 2 en ambos. Esta especie se considera contaminante,

En la tabla 6 se muestran los resultados de identificacion de 162 aislados de
Mycobacterium spp por prucbas bioquimicas convencionales y por el método radiométrico
con la prueba de NAP. Esta dltima mostré una especificidad de 100% y sensibilidad de
100%, identificando 144 aislados del complejo M. tuberculosis y 18 de otras especies de
micobacterias las cuales solo se descartaron como M. tuberculosis por morfologia
macroscopica, produccion o carencia de pigmento, prueba de niacina y nitratos, El tiempo
requerido para identificacion por NAP fue de 2 a 4 dias mientras que por pruebas

bioquimicas se requirieron de 2 a 3 semanas para la identificacion de la especie.

Las diferencias y similitudes encontradas por los dos métodos utilizados para realizar
las pruebas de sensibilidad y por cada antibidtico probado se muestran en la tabla 7 y
graficas 5, 6 y 7 considerando el método radiométrico como estandar de oro. Es importante
observar como para estreptomicina, isoniacida, y etambutol, los resultados correlacionan
mejor por ambos niétodos usados cuando la concentracién del antibidtico en el método de
disco es mayor que para el método radiométrico. El tiempo de incubacion por el método
radiométrico para determinar una cepa como sensible o resistente, fue de 4 & 12 dias

mientras que por el método convencional, se requirieron 3 semanas,

En la tabla 8 observamos la especificidad, Ia sensibilidad y los valores predictivos del
método de disco comparado con ¢l método radiométrico para los antibidticos de primers
linea,

El patron de susceptibilidad mostrado por los antibiéticos de primers linea con los
datos obtenidos del método radiométrico se presentan en la grafica 5y en Ia tabla 9; en Ia
grafica 8 se muestra el porcentaje de monorresistencia y multirresistencia que presentaron
los aislados probados. En la tabla 10 y grifica 9 se muestra la relacion de resistencia entre
los aislados multirresistentes y el resto de los antibidticos probados.
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Tabla 3, Numero de cultivos positivos para Mycobacterium spp por tipo de muestra.

Origen

Orina

Expectoracion
Biopsias

Otros

Muestras post-mortem
Lavado bronquial
Fluido cerebroespinal
Miclocultivo

Jugo gastrico
Abscesos

Liquido de ascitis
Total

Muestras Cultivos positivos
procesadas
Total M M. avium- Otras
tuberculosis  intracellulare  micobacterias
1502 20(1.3) 15 0 5
495 36(7.3) 30 5 1
223 6(2.7) 6 0 0
170 4(2.3) 2 2 0
93 33.2) 3 0 0
92 14 (15.2) 12 0 2
40 2(5) 2 0 0
39 5(13) 3 2 0
31 13.2) 1 0 0
19 1(5.3) 1 0 0
16 1(6.2) 1 0 0
2720 93 (3.9) 76 9 8

Tabla 4, Comparacion del nimero de culivos positivos para Mycobacterium spp en

cada medio de cultivo.

Muestra clinica Desarrollo solo en Desarrollo solo en Desarrollo en ambos

Lowestein-Jensen 12B (%). medios (%).

(%).
Expectoracion 3(8.33) 13(36.11) 20 (48)
Orina 2(10) 4 (20) 14(70)
Lavado bronquial 2(14.28) 2(14.28) 10 (71.43)
Post-mortem 0(0) 0(0) 3(100)
Biopsias 2(33.3) 2(33.3) 2(33.3)
Otros 1(25) 1(25) 2(50)
Fluido cerebroespinal 0(0) 1(50) 1(50)
Liquido de ascitis 0(0) 0(0) 1(100)
Abscesos 0(0) 1(100) 0(0)
Jugo gastrico 0(0) 1(100) 0(0)
Médula osea 2(40) 3 (60) 0(0)
Total 11(11.82) 28 (30.11) 54(58.06
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Tabla §. Comparacion del desarrollo de Mycobacterium spp en medio de Lowstein-
Jensen y medio 12B (Bactec) por especie.

Especie Desarrollosolo en  Desarrollo solo en  Desarrollo en ambos
Lowestein-Jensen 12B medios
M. tiberculosis 8 (10.66) 21(28) 47 (61.84)
M. avium-intracellulare (L) 7(77.78) 1(1111)
M. fortuitum 2 (50) 0(0) 2 (50)
M. chelonae 1(33.33) 0(0) 2 (66.66)
M szulgai 0(0) 0(0) 1 (100)
Total 11 (11.82) 28 (30.11) 54 (58.06)
IDENTIFICACION:

Tabta 6, Comparacién de pruebas de identificacion.

Identificacién por NAP Identificacion por métodos estandar
M. tuberculosis Mycobacterium sp

Sensible 144 0

Resistente 0 18
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PRUEBAS DE SENSIBILIDAD:

TABLA 7, Patron de susceptibilidad de aislados clinicos de M. twberculosis de
acuerdo al antibiético y método utilizado para cada concentracion probada.

Antibiético Sensibles en  Resistentes en  Radiométrico Disco

. : ambos ambos S R S R
(concentracién en método

radiométrico y por disco en

ug/ml)

VN VP FN FP
Estreptomicina (6 y 2) 89 11 15 2 2 15
Estreptomicina (6 y 10) 100 9 4 4 4 4
Isoniacida (0.1 y 0.2) 78 33 3 3 3 3
Isoniacida (0.1 y 1) L 21 2 9 9 2
Rifampicina (2 y 1) 84 24 7 2 2 7
Rifampicina 2y 5) 84 R 24 7 2 2 7
Etambutol (7 y §) 2 4 20 1 1 20
Etambutol (7 y 10) 104 1 8 4 4 8
Kanamicina (S y 6) 109 5 1 2 2 1
Etionamida (Sy 5) 103 3 11 0 0 11
Acido p-aminosalicilico (2 y 2) 98 12 2 5 5 2
Acido p-aminosalicilico (2 y 10) 98 5 2 12 2 2
Amikacina (4y 6) 109 6 1 0 0 1
Ciprofloxacina 2y 1) 12 1 3 1 1 3

Sensibles (8), resistentes (R), verdaderos negativos (VN), verdaderos positivos (VP), falsos negativos (FN) y falsos
positivos (FP).
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Tabla 8 . Sensibilidad, especificidad y valores predictivos del método de sensibilidad
con discos comparado con el método radiométrico, a los antibioticos de primera linea.

Las concentraciones criticas usadas en el método radiométrico y el método
convencional, respectivamente, fueron: estreptomicina 6 y 10 pg/ml; isoniacida 0.1 y 0.2

pg/mi; rifampicina 2 y | ug/ml y etambutol 7y 5 pg/ml.

Método
Método radiométrico %

convencional S R | Sensibilidad Especificidad VPP VPN

Estreptomicina S 100 4 | 96.15 69.23 96.15 69.23
R 4 9

Isoniacida S 78 3 19630 91.67 96.30 91.67
R 3 33

Rifampicina S 84 2 19231 92.31 97.67 7142
R 7 24

Etambutol S 92 1 [82.14 80 98.92 16.67
R 20 4

Valores prediclivos positivos (VPP) y valores predictivos negativos (VPN)
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.
.

PATRON DE SUSCEPTIBILIDAD DF AISLADOS CLINICOS POR

METODO RADIOMETRICO:

Tabla 9. De acuerdo a la resistencia que presentd cada aislado clinico, se dividieron en

monorresistentes y multirresistentes.

Patron de Antibiotico No. de %
__.susceptibilidad alslados
Sensibles 7 65.8
Monorresistentes 10 8.5
Isoniacida 6 5.1
Rifampicina 1 08
Estreptomicina 3 2.5
Etambutol 0 0
Multirresistentes 30 25.6
Dos antibioticos 22 188
Isoniacida+Rifampicina 17 14.5
Isoniacida + Estreptomicina 4 3.4
Isoniacina + Etambutol 1 0.8
Tres antibioticos 6 5.1
Isoniacida + Rifampicina + Estreptomicina 4 34
Isoniacida + Rifampicina + Etambutol 2 1.6
Cuatro antibiticos  Isoniacida + Rifampicina + Estreptomicina -+ 2 16

Etambutol

Tabla 10. Patrén de resistencia antimicrobiana de 25 aislados clinicos de

Mycobacterium tuberculosis con resistencia combinada a isoniacida y rifampicina.

Antibidtico No, de aislados %
Estreptomicina 6 24
Kanamicina/amikacina 5 20
Acido p-aminosalicilico* 5 20
Etambutol 4 16
Etionamida 3 12
Tiacetazona 3 12
Amoxicilina/clavulanato 2 8
Ciprofloxacina 1 4
Ofloxacina 0 0

*Cepas moderadamenie sensibles por método radiométrico,
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9. DISCUSION

Nuestros resultados indican que el método radiométrico es mucho mas sensible que

el método convencional para deteccion de cultivos positiVos'de M. tuberculosis y M avium-
intracellulare, tal como ha sido reportado por otros investigadores (12,41). El porcentaje de
88.7 % de cultivos positivos obtenidos por el medio 12B-y de 69.88 % por el medio LJ,
indiferentemente de la especic aislada, es similar al obtenido por Kallo y cols. (41), quienes
reportaron el desarrollo del 89.4 % de cultivos positivos por el medio 12B y de 69 % por el
medio LJ y ligeramente menor al de Park y cols. (58), quienes reportaron una deteccion del
93 % de cultivos positivos usando el medio 12B y de 82 % por el medio LJ, Por otra parte,
Kiehn y Cammarata (43), reportaronla deteccion de 79 % de cultivos positivos de
M. tuberculosis usando el medio 12B y de 76 % por el medio LJ, nuestros resultados fueron
similares ya que 89.84 % de cultivos positivos identificados como M. tuberculosis,
desarrollaron en el medio 12B mientras que 72.5 % desarrollé en el medio LJ. En cuanto al
complejo M. avium-intracellulare, obtuvimos ¢l desarrollo de 88.89 % cultivos positivos
por el medio 12B el cual fue mayor que el obtenido por Kirahara y cols. (44) quienes
reportaron 74 % y que el 83 % reportado por Kiehn y Cammarata(43) mientras que por el
medio LY s6lo se obtuvo el 22.22 % de cultivos positivos de esta especie.

Algunos estudios han demostrado la marcada reduccion del tiempo necesario para la
deteccion de cultivos positivos de micobacterias por el método radiométrico (medio
12B)(12,33,55,41), en este estudio encontramos que el tiempo promedio para la deteccién
de cultivos positivos por medio 12B fue de 14.98 dias mientras que para el medio LJ, fue de

28.95 dias.
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Las micobacterias son consideradas microorganismos de dificil crecimiento que
requieren smuchos nutrientes para su desarrollo. Al cultivar una muestra en medio sélido, el
microorganismo requiere mucho tiempo para crecer porque tienc mayor dificultad para
tomar los nutrientes del medio de cultivo hasta formar una colonia visible para su deteccion,
requiriéndose asi mis tiempo de desarrollo para poder hacer un frotis de la colonia
observada. ‘

El medio 12B es un medio liquido que favorece el contacto del microorganisme con
los nutrientes presentes en el medio de cultivo, la deteccién radiométrica es tan sensible que
solo se requiere un IC a partir de 100 para poder realizar un frotis y considerar un cultivo
como positivo, por lo que el desarrollo se detecta en menos tiecmpo. Las desventajas del
medio liquido son el hecho de no poder realizar la prueba de nigcina a partir de dicho medio,
ya que no contiene el substrato necesario para que la micobacteria pueda producir niacina,
tampoco podemos observar la meorfologia de las colonias ni la produccion o carencia de
pigmento siendo estos necesarios para la identificacion de la especie (45,78).

Tuvimos 3 aislados que fucron identificados como M. tuberculosis por pruebas
bioquimicas y como otras micobacterias mediante la prueba de NAP, Esto probablemente
fue debido a que los aislados estaban contaminados con bacilos o cocos por lo que se tuvo
que purificar el cultivo, se repiticron ambos métodos y se identificaron dichos aislados como
M. tuberculosis. Por lo tanto es muy importante corroborar que el cultivo esté puro,
sembrando una gota del cultivo en GSC, e incubindolo a 37+1°C durante 48 hrs en

atmosfera de 5% de CO, antes de realizar alguna de las pruebas de identificacion y de



sensibilidad, ya que en este (ltimo caso podria presentar resistencia debida a un
contaminante.

La ventaja de la prueba de NAP radica en que nos permitio realizar la identificacion
en menos tiempo, mostrando una alta sensibilidad y especificidad para diferenciar cepas del
complejo M. tuberculosis, del resto de las especies como se ha reportado anteriormente
(26,55,41,70). Esto permite al clinico orientarse en cuanto al tratamiento que debera
emplear en el paciente ya que éste varia cuando se trata de una infeccion por otras
micobacterias que no pertenecen al complejo tuberculosis. Por otro lado se ha reportado que
la pruecba de NAP, no es independiente de la prueba de niacina (26,48) ya que con esta
ultima podemos diferenciar cepas de M. tuberculosis y M. bovis. Aunque se utiliza el mismo
tratamiento en ambos casos, su identificacion es 1til para estudios epidemioldgicos.

La desventaja de la prueba de NAP fue que la identificacion se considera presuntiva
ya que se debe confirmar mediante pruebas bioquimicas convencionales,

Finalmente, el tiempo requerido para hacer la identificacion por prueba de NAP, fue
de 2 a 4 dias de incubacion y de tres semanas por pruebas bioquimicas (45,78), ya que para
realizarlas se requiere de un cultivo fresco, abundante, desarrollado en medio LJ
(26,41,55). Aunque este método de identificacion se utilizd para corroborar Ia prueba de
NAP, no es el mejor, ya que actualmente la tecnologia y los métodos de biologia molecular
pueden hacer identificaciones méis precisas y en menos tiempo (10,47,62).

Todos los métodos nuevos deben ser comparados con los métodos convencionales.

Esto resulta dificil, cuando los métodos convencionales no estan bien estandarizados (68).
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Los principios basicos del método radiométrico han sido establecidos y es un método
bicn estandarizado (7,33,42,68,69,91). Este estudio se realizd para comparar los resultados
de la sensibilidad en cepas de M. tuberculosis y poder establecer las concentraciones de
antibioticos necesarias para la obtencion de resultados uniformes.

En relacién a los 4 antibioticos de primera linca que fueron probados, tos resultados
con ctambutol y estreptomicina mostraron algunas diferencias entre los métodos utilizados,
como se ha repoitado anteriormente (68). Los factores que pudieron haber contribuido, son:

a) Diferencias en la actividad del antibiético de acuerdo al medio de cuttivo utilizado,

b) Una baja proporcion de microorganismos resistentes al antibiotico en la poblacion
del cultivo probado,

c) La manipulacion de las cepas en cada uno de los métodos debido a que por el
método convencional para ajustar una cepa al estindar no. 1 de Mc Farland, se comparé el
tubo problema, con el tubo no. 1 del estaindar de Mc Farland, a simple vista; este ajuste tiene
un alto riesgo de error humano,

d) La disminucién de la potencia del antibidtico probado, usando el método del
disco, ya que requiere de un largo periodo de incubacién a 37: C,

Sin embargo, dichas diferencias podrian disminuir ajustando las concentraciones de
los antibidticos de acuerdo al método utilizado (68).

Para estrcptomicina, podemos observar que las concentraciones de 6 pg/ml en el
método radiométrico y la de 10 pg/ml por el método de disco, son las que presentan los
resultados mas parecidos en ambos métodos, De acuerdo a los estudios realizados por otros

investigadores (68), se ha visto que la estreptomicina es mis activa en medio de caldo

66



presentando mayor susceptibitidad que por el método de disco. Otros estudios han m(;strado
que la CIM de estreptomicina en el medio de caldo, es aproximadamente la mitad de 1a CIM
de estreptomicina en el medio solido, para M. tuberculosis (68). Debido a esto, se requiere
probar varias concentraciones por ambos métodos para ajustar las resultados obtenidos.

Con respecto al etambutol, la variacién de los resultados, siempre ha mostrado un
gran problema en estudios de susceptibilidad in vitro, especialmente cuando se utilizan bajas
concentraciones (68). Las dos concentraciones de etambutol usadas por el método de disco,
presentan grandes diferencias, comparado con el método radiométrico. Las diferencias entre
ambos métodos al utilizar etambutol podrian reducirse probando mas concentraciones del
antibiético en cada método. En el estudio realizado, las concentraciones de 7 ug/m! en el
método radiométrico y de 5 pg/ml en el método de disco fueron las que presentaron los
resultados mas parecidos. Las diferencias mostradas por etambutol en ambos métodos,
podrian ser debido a la pérdida de actividad del antibidtico en el medio 7H11. Sin embargo,
las diferencias mostradas indican que las concentraciones usadas no son comparables (68).

Las dos concentraciones utilizadas para rifampicina y la de 6 ug/ml por el método
radiométrico y 10 pg/ml en el método de disco, para isoniacida, mostraron una buena
correlacion por ambos métodos.

El intervalo requerido por el método radiométrico para las pruebas de seusibilidad
reportado por otros es de 4 a 10 dias (23,61,68,69,70). Sin embargo, nosotros observamos
que depende del tamaiio del indculo. Cuando el indeulo fire poco denso o poco viable, tomé
mis de -4 dias para reportar el resultado mientras que cuando el inéculo fue demasiado denso

(IC del control mayor de 30 antes del dia 4), los resultados no se pudieron interpretar
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claramente, De acuerdo a esto, es esencial utilizar cepas viables y viales con el IC
recomendado por ¢l método (IC=500-800) para obtener resultados en el tienpo apropiado
para no invalidar la prueba (69,70). Por otro lado, al probar el método con cultivos directos
(primocultivos) con IC=500-800 y con subcultivos con 1C=500-800, en caso de cultivos
liquidos, observamos que en el segundo caso, el resultado se obtiene en menos tiempo ya
que et cultivo quedo adaptado a las nuevas condiciones del medio. Asi mismo, otros autores
(70) sugieren utilizar este método para cultivos desarrollados en medio solido ajustando el
cultivo a una concentracion de estandar no. 1 de Mc Farland el cual corresponde a un
IC=500-800 pero nosotros observamos que es preferible hacer un subcultivo a partir del
medio solido al medio liquido y hacer la prucba de sensibilidad con un IC=500-800 ya que se
elimina error humano en el ajuste de la concentracion de microorganismos. En cuanto al
método de disco, se requirio de wn periodo de 3 semanas de incubacion antes de poder
reportar los resultados (23,24,61,68,69,70,85). En este caso, el ajuste se hizo a partir de un
subcultivo en medio sélido y la concentracion de bacterias se determind utilizando cl
estandar no. 1 de Mc Farland el cual tiene mayor posibilidad de error,

Es importante enfatizar, en vista de las diferencias mostradas por uno u otro método,
que cl método radiométrico detecta organismos verdaderamente sensibles, mientras que el
método por disco detecta verdaderos resistentes. Estas diferencias pueden atribuirse a
cultivos poco homogéneos de la bacteria en el indculo, el cual es critico para el método por
disco. Es posible que ¢l método radiométrico sea mas sensible debido a que el medio liguido
permitc mayor contacto entre los microorganismos y el antibiético y un periodo corto de

incubacion con lo que se evita la disminucion en a potencia del antibidtico probado (69).
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Este trabajo apoya la hipotesis de que el reporte de sensibilidad de M. tuberculosis,
pucde ser obtenido en forma mas rapida usando un cultivo fresco y cepas control.

Para kanamicina, amikacina y ciprofloxacina, se utilizaron concentraciones que
detectan cepas moderadamente sensibles segun los autores que han determinado la CIM para
micobacterias (39) obteniendo en cada método resultados semejame's.

La concentracion utilizads para etionamida detecto las cepas moderadamente
resistentes (39) por el método radiométrico. La diferencia es muy notable si comparamos los
resultados obtenidos por el método de disco y el método radiométrico, por lo que sugerimos
utilizar mayores concentraciones del antibiético en medio sélido.

En cuanto al dcido p-aminosalicilico, no se tienen datos de la concentracidn que se
deba utilizar para detectar cepas sensibles o resistentes. Los resultados menos discrepantes
se observaron usando una concentracion de 2 pg/ml en ambos métodos, pero al contrario de
lo que esperabamos, se observa que el método de disco presenta mayor nimero de cepas
sensibles ain usando la misma concentracién y tomando en cuenta que estamos utilizando el
medio solido por lo que esperariamos menor difusion del antibiotico en el medio y por lo
tanto menor cantidad de cepas sensibles por el método de disco. Para estos dos ultimos
antibioticos se sugiere realizar pruebas de sensibilidad a un mayor nimero de aislados y
probar diferentes concentraciones en cada uno de los métodos utilizados. Aun se desconoce
el modo de accion de este antibidtico, y sblo se cree que inhibe la sintesis del acido folico
interfiriendo en la toma y utilizacion de dcido salicilico, lo cual puede afectar Ia ruta de
trasferencia de hierro. Algunos autores reportan resistencia cruzada con Tiacetazona (31).

En este estudio solo encontramos un aislado con resistencia a ambos.
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De acuerdo al patrén de susceptibilidad del método radiométrico, observamos que la
mayor resistencia se¢ encontro para isoniacida (inhibidor en la sintesis de acidos micélicos) y
para rifampicina (inhibidor de la transcripcion), como ha sido reportado por otros autores
(3,15,80),

Un 24 % de las cepas que fueron resistentes a isoniacida y rifampicina mostraron
también resistencia a estreptomicina, y un 20 % resistencia tanto a kanamicina conio a
amikacina. Estos tres antibioticos son llamados inhibidores de translacion y su principal
modo de accion es inhibiendo la sintesis de polipéptidos mediante un error en la lectura por
el ribosoma (16,31). Solo dos de las seis cepas resistentes a estreptomicina lo fueron
también para kanamicina y amikacina,

Aunque el mecanismo de resistencia para isoniacida, etionamida y tiacetazona es
semejante (1,31,37), sdlo | cepa fue resistente a los tres antibioticos.

En cuanto a los f3-lactamicos, se sabe que A tuberculosis presenta resistencia a
éstos debido a su produccion de B-lactamasa, pero esta accion se puede inhibir utilizando
clavulanato en relacion 1:1 o 1:2 con el B-lactamico (31). Se tiene el reporte de dos casos de
pacientes infectados con cepas resistentes a los antibioticos de primera linea, a los cuales se
les dio un tratamiento a base de amoxicilina-clavulanato presentando mejoras significativas
(56). Por tal motivo, consideramos de suma importancia realizar prucbas de sensibilidad a
este antibiotico en los casos de cepas multirresistentes. En este estudio sdlo se encontraron
dos cepas resistentes a amoxicilina-clavulanato que también lo fieron para isoniacida y

rifampicina.
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Las quinolonas mas cfectivas usadas en el tratamiento contra tuberculosis son
ciprofloxacina y ofloxacina que tiencn un efecto importante pudiendo reducir en gran
cantidad el namero de bacilos tuberculosos arrojados en la expectoracion (31). Para estos
antibioticos encontramos solo una cepa resistente a ciprofloxacina,

Con este anilisis podemos mostrar la relacion en la accién de los antibioticos
probados ya que se presenté resistencia en algunas de las cepas cuando el modo de accion
del antibidtico en el microorganismo era semejante,

Este patron nos muestra la elevada resistencia que hay para isoniacida y rifampicina.
Actualmente, debido a la coinfeccion entre SIDA y tuberculosis, se ha incrementado dicha
resistencia a nivel mundial (3,11,12,15,63,73,75,74,94) marcando de modo significativo, la
importancia de realizar pruebas de seusibilidad in vitro antes de iniciar un tratamiento para
evitar el aumento de resistencia ya que se ha comprobado que en el caso de cepas
resistentes, no se logra la curacion; esto trae como consecuencias un aumento en las tasas de
morttalidad y un aumento potencial en la diseminacion del microorganismo. Asi mismo, es
importante aclarar que se requiere realizar mas estudios epidemiol6gicos que muestren los

patrones de susceptibilidad en la poblacion mexicana.
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10, CONCLUSIONES.

Para la recuperacion de cepas se deben utilizar ambos medios de cultivo, ya que hay
especies de importancia clinica que se recuperan mejor ¢n uno que en otro proporcionando
un rendimiento mas alto utilizando ambos medios.

La identificacion de especies de micobacterias es mas ripida por el método de NAP
pero no se puede considerar como definitiva por lo tanto se debe confirmar por pruebas
bioquimicas reportando la identificacion por NAP comio presuntiva.

El método radiométrico para la determinacion de sensibilidad proporciona los
resultados en menos tiempo que el método por disco.

Para los antibidticos de primera lineca, existe correlacion entre los dos métodos
probados aunque, para estreptomicina y etambutol se deben probar mas concentraciones por
el método de disco.

Los resultados obtenidos para los antibioticos de segunda linea, tienen correlacion en
ambos medios excepto en el caso del dc. p-aminosalicilico, para el cual se sugiere probar
mas concentraciones por aibos métodos.

El patron de susceptibilidad en nuestra poblacion muestra elevada resistencia 8

isoniacida y rifampicina y resistencia combinada con el resto de los antibioticos probados.
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