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RESUMEN

Introduccion. La tuberculosis (TB) tiene una prevalencia alta a nivel mundial y especialmente
en pacientes con infeccion por VIH, ya que alrededor del 46% de ellos en los paises en
desarrollo estan coinfectados y, en ellos, corresponde al 13% de las causas de defuncion.
Una condicién de relevancia a nivel mundial es la aparicion de resistencias a los farmacos
antituberculosos, sin embargo, la informacion es limitada en pacientes monoinfectados con
TB y coinfectados con VIH/TB. El objetivo del estudio fue determinar la frecuencia de
resistencia a farmacos antituberculosos en pacientes monoinfectados por Mycobacterium
tuberculosis (MTB) y en coinfeccion con VIH atendidos en el Hospital de Infectologia del
Centro Médico Nacional “La Raza” (HICMNR).

Métodos. Se realizé un estudio observacional y retrospectivo. Se estudiaron los reportes de
los aislamientos microbiolégicos con cultivo positivo para MTB y con determinaciéon de
resistencias a los farmacos antituberculosos por medio de las pruebas GenoType
MTBDRplus y GenoType MTBDRsI obtenidos desde el 01 de enero de 2014 al 30 de abril de
2015. Analisis estadistico. Para encontrar diferencias entre los grupos de pacientes con
monoinfeccion por MTB y coinfeccion por VIH/TB se utilizé la prueba exacta de Fisher.
Resultados. Se incluyeron 64 muestras con aislamiento microbiolégico de Mycobacterium
tuberculosis. Cuatro aislamientos (6.24%) presentaban resistencia a algun tipo de farmacos
antituberculosos. Tres (75%) presentaron monorresistencia a rifampicina y 1(25%)
polirresistencia  genotipica a isoniazida 'y quinolonas. La presencia de
multifarmacorresistencia o resistencia extensa fue del 0%. Se encontré que EL 25% de los
aislamientos incluidos correspondian a pacientes en coinfeccién con VIH, mientras que el
75% restante eran de pacientes monoinfectados por tuberculosis. En cada uno de los grupos
se encontraron 2 aislamientos de cepas con resistencia a farmacos antituberculosos, que
represento el 12.5% y el 4.16% en pacientes en coinfeccion con TB-VIH y monoinfeccion con
TB, respectivamente, sin diferencia estadistica significativa (p=0.21). En el grupo de los
pacientes en coinfeccion con VIH, no se encontré asociacidon entre la carga viral (RNA VIH)
detectable, cifras bajas de linfocitos T CD4+ y el aislamiento de cepas de TB con resistencia

a antituberculosos.



Conclusiones. La resistencia a farmacos antituberculosos fue baja en la poblacion estudiada,
en la que se encontr6 monorresistencia a isoniazida como el tipo mas frecuente. No se
encontré diferencia en la proporcion de resistencias a antituberculosos entre los grupos de

coinfeccion por VIH-TB y monoinfeccion por TB.



ABSTRACT

Introduction. The prevalence of tuberculosis is high around the world, especially in the
developing countries where coinfection with HIV is near to 46%; among these patients
tuberculosis causes 13% of deaths. One condition of global relevance is the emergence of
antituberculous drug resistance, however, the information is limited in both TB monoinfected
patients and HIV coinfected patients. The aim of this study was to determine the frequency of
antituberculous drugs resistance in patients monoinfected with Mycobacterium tuberculosis
and with HIV coinfection treated at the Infectious Diseases Hospital of the National Medical
Center “La Raza”.

Methods. A retrospective and observational study was done. The microbiological isolates
reports with positive cultures for Mycobacterium tuberculosis and resistance determination to
antituberculous drugs by GenoType MTBDRplus and GenoType MTBDRsI obtained from
January 1st, 2014 to April 30th, 2015 was estudied. Statistical analysis. For differences
between patient groups: MTB monoinfected and HIV coinfected, the Fisher’'s exact test was
used.

Results. Sixty-four samples with Mycobacterium tuberculosis microbiological isolation were
included. Four isolates (6.24%) showed resistance to some kind of antituberculous drugs.
Three (75%) had rifampicin monoresistance and 1 (25%) genotypic polyresistance to isoniazid
and quinolones. The presence of multidrug-resistance or extensively drug-resistance was 0%.
It was found that 25% of the isolates corresponded to patients with HIV coinfection, while the
remaining 75% were monoinfected patients. In each group, there were 2 strain isolates with
resistance to antituberculous drugs, which accounted for 12.5% and 4.16% in patients with
TB-HIV and TB monoinfection, respectively, with no statistically significant difference
(p=0.21). In the HIV coinfected patients group, no association between detectable viral load
(HIV RNA), low levels of lymphocytes T CD4+ and isolation of resistant TB strains was found.
Conclusions. The resistance to antituberculous drugs was low in the studied population, in
which we found isoniazid mono-resistance as the most common type. No difference in the
resistance proportion to antituberculous drugs among groups with HIV-TB coinfection and TB

monoinfection was encountered.



l. INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades infecciosas
provocan aproximadamente el 25% de las muertes anuales, siendo en conjunto la segunda
causa global de muerte(1). La tuberculosis es una enfermedad con alta prevalencia e
incidencia, considerandose una causa mayor de enfermedad y muerte a nivel mundial; en el
afio 2011 se reportaron 8,700,000 casos nuevos con una tasa de 25 casos por 100,000
habitantes y 1,400,000 muertes registradas, por lo que esta enfermedad y la infeccién por el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) encabezan las causas de fallecimiento dentro del
grupo de enfermedades infecciosas. Se estima que hasta un tercio de la poblacién global se
encuentra infectada con tuberculosis latente.(2)

Los continentes con mayor incidencia son Asia (59%) y Africa (26%); La India es el pais con
mayor incidencia de casos, alcanzando entre 2,000,000 y 2,500,000; le sigue China con
900,000 a 1,100,000 enfermos(2). En México la incidencia hasta el 2010 ha disminuido a una
tasa de 16.8 por 100,000 habitantes con 18,848 casos reportados(1).

La tuberculosis tiene una prevalencia especialmente alta en pacientes con infeccién por VIH
ya que alrededor del 46% de ellos en los paises en desarrollo estan coinfectados con
tuberculosis y corresponde al 13% de las defunciones en este grupo de pacientes(1). Los
pacientes que presentan infeccién por VIH tienen 15 veces mas probabilidad de desarrollar
TB activa. La proporcion mas alta de los casos de coinfeccién VIH/TB fue alcanzada en
algunas regiones de Africa donde se encontré en el 39% de los casos(2). En México, la
informacion estadistica que el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE)
ofrece, identifica cada vez mas un creciente vinculo de la tuberculosis con el VIH-SIDA,
alcanzando 1,189 casos en el reporte del 2010 donde se asociaron ambas enfermedades
con una alta mortalidad, reportando 495 fallecidos durante el 2009(1).

Una condicién de relevancia a nivel mundial es la aparicion de resistencias a los farmacos
antituberculosos. Los datos globales al respecto indican que la resistencia primaria a un
medicamento es del 9.9% pero con una variabilidad amplia, desde el 0.0% en el oeste de
Europa hasta un 56.3% en Baku, Azerbaiyan(3), mientras que en nuestro pais la incidencia
anual de tuberculosis multirresistente fue de 140 casos en el 2010(1).



Al respecto de la resistencia a farmacos antituberculosos en pacientes con VIH los reportes
que existen, demuestran variabilidad segun la region; en algunas publicaciones se menciona
una prevalencia baja en pacientes con infeccion por el VIH en comparacién con pacientes
inmunocompetentes, 4% y 5.8% respectivamente(3), mientras que, en sitios con mayor
prevalencia de tuberculosis se reporta tan alta como un 27.3% en comparacién con el 15.4%
en pacientes seronegativos(4).

La resistencia a farmacos antituberculosos reportada en México en 2013 fue relativamente
baja, con una prevalencia del 17.7%, mientras que de multidrogo-resistencia es del 2.8%(5).
De forma contrastante, se reporté en una revisidn sistematica publicada en 2014 una
farmaco-resistencia y multirresistencia de 37.5% y 20.6%, respectivamente y se encontrd que
las mutaciones de resistencia mas frecuentes fueron rpoB531 (53.1%), katG315 (50.6%),
embB306 (32.1%), rpsL43 (14.6%) y pncA359 (16.7%)(6).

En nuestro pais no existe informacion acerca de la frecuencia de resistencia a farmacos
antituberculosos en pacientes monoinfectados con TB y coinfectados con VIH/TB a pesar de
lo reportado en distintos paises con epidemiologia similar a la nuestra y de las implicaciones
que representa el tratar tales enfermos como susceptibles cuando no lo son.

El objetivo del estudio fue determinar la frecuencia de resistencia a farmacos antituberculosos
en pacientes monoinfectados por Mycobacterium tuberculosis y en coinfeccién con VIH
atendidos en el HICMNR.



Il. FUNDAMENTO TEORICO

TUBERCULOSIS

Definiciéon

El término tuberculosis describe un amplio abanico de entidades causadas por
Mycobacterium tuberculosis (o con menos frecuencia, por Mycobacterium bovis) que puede
afectar practicamente cualquier 6rgano, pero sobre todo a nivel pulmonar, y de forma tipica
se asocia a la formacion de granulomas. (7)

Un caso de TB presuntiva se refiere a un paciente que presenta sintomas o signos sugestivos
de TB; un caso de TB bacteriolégicamente confirmado es quien tenga una muestra bioldgica
positiva por baciloscopia, cultivo o prueba rapida (WRD como el Xpert MTB/RIF) y un caso
de TB clinicamente diagnosticado es aquel que no cumple con los criterios para la
confirmacion bacterioldgica pero ha sido diagnosticado con TB activa por un médico, quien
ha decidido dar al paciente un ciclo completo de tratamiento de TB, incluyendo casos
diagnosticados sobre la base de anomalias a los rayos X o histologia sugestiva y casos

extrapulmonares sin confirmacion de laboratorio.(8)

Factores de riesgo

Los factores de riesgo para infeccion por TB incluyen: el habitar en una region endémica, el
estrato socioecondmico bajo, ser residente o0 empleado de correccionales, casas hogar o de
cuidados médicos asi como ser empleado de salud, el uso de drogas, el bajo peso corporal,
edad menor a 5 anos y pacientes con gastrectomia, insuficiencia renal, neumopatia croénica,

diabetes e inmunocompromiso.(9, 10)

Microbiologia

El complejo M. tuberculosis abarca siete especies del género Mycobacterium, familia
Mycobacteriacea y orden Actinomycetales, que son las causas de tuberculosis en los seres
humanos y de la enfermedad zoondtica. Las especies del complejo comparten el 99.9% de
identidad en las secuencias y probablemente evolucionaron a partir de un unico ancestro
clonal. MTB desencadena la inmensa mayoria de los casos de tuberculosis. Los seres

humanos constituyen el unico reservorio, aunque numerosos animales son sensibles a la



infeccion.(7) Ademas de MTB, existen otras especies micobacterianas que causan
infecciones en el ser humano tales como: M. leprae, M. avium complex, M. kansasii, M.
fortuitum, M. chelonae y M. abscessus (11).

Se trata de un bacilo aerobio inmovil, no formador de esporas, con un contenido elevado de
lipidos de alto peso molecular en la pared celular. Su crecimiento es lento, con un periodo de
generacion de 15-20 horas, mientras que el crecimiento visible tarda entre 3 y 8 semanas en
un medio sdlido. Tiende a crecer en grupos paralelos, produciendo colonias caracteristicas
en forma de cuerdas serpenteantes.(7)

Una de las principales caracteristicas de las micobacterias es su pared que esta formada por
tres capas en las cuales encontramos acidos micdlicos, cera “D” (grupo de
peptidoglucolipidos ligados por uniones covalentes), glucolipoproteinas, trehalosa 6,6-
dimicolato, sulfatidos y micosidos. El 60% del total de los componentes son lipidos. Ningun
componente por si solo puede considerarse como un factor de patogenicidad, sin embargo,
el factor cuerda que causa la agrupacion de estos bacilos en filas paralelas, que es la
trehalosa 6,6 dimicolato, esta estrechamente relacionado con las cepas mas virulentas. La
membrana citoplasmatica sirve como base para enlazar componentes de la pared celular. El
peptidoglucano se une a una capa de arabinogalactano en la que se acoplan acidos micélicos
formando un complejo de pared. Los acidos micolicos o micosidos son acidos grasos de
cadena larga que se encuentran esterificados con los polisacaridos de la pared, y se
considera que se asocian con acido resistencia. La pared de MTB contiene lipidos libres,
polipéptidos o proteinas y polisacaridos. Los lipidos libres estan constituidos por acidos
micocerosicos, fosfolipidos, acidos grasos de cadena corta y acido ptiendico. Las
tuberculoproteinas son altamente antigénicas y forman la base de las pruebas

intradérmicas.(10)

Patogenia

MTB es un patégeno intracelular capaz de producir infecciones de por vida y, aunque no se
conoce la patogenia por completo, se sabe que su principal mecanismo de virulencia es el
impedir la fusion del fagosoma con los lisosomas; el fagosoma es capaz de fusionarse a otras
vesiculas intracelulares para facilitar su acceso a nutrientes y el proceso de replicacion

intravacuolar. Los macrofagos secretan interleucina 12 (IL-12) y factor de necrosis tumoral



alfa (TNF-a) que aumentan la inflamacién localizada al reclutar linfocitos T y células asesinas
naturales (NK), incluida la diferenciacién de los linfocitos TH1 (linfocitos colaboradores) con
la consecuente secrecion de interferon gamma (IF- y), que activa a los macrofagos infectados
y con ello se aumenta la fusiéon entre los fagosomas y los lisosomas y la destruccion
intracelular. EI TNF-a estimula la produccion de 6xido nitrico y los intermediarios reactivos
del nitrégeno relacionados, lo que potencia la destruccion intracelular. Cuando la
concentracion bacteriana es alta, la respuesta inmunitaria celular da lugar a la necrosis
tisular. Muchos factores del hospedero estan implicados en este proceso como la toxicidad
de las citosinas, la activacion local de la cascada del complemento, la isquemia y la
exposicién a enzimas hidroliticas generadas por los macréfagos y a productos intermediarios
del oxigeno, sin embargo no se conoce ninguna toxina o enzima micobacteriana que se

asocie a la destruccion tisular. (11)

Clasificacion
Los casos bacteriolégicamente confirmados o clinicamente diagnosticados de TB también se
clasifican por:

e Localizacion anatémica de la enfermedad.

e Historia de tratamiento previo.

e Resistencia a los medicamentos.

e Condicion de VIH.(8)

Factores de riesgo

Los factores que contribuyen a la progresiéon de los pacientes en contacto con la micobacteria
a la forma activa de la enfermedad incluyen: personas con sistema inmune comprometido
como la presencia de infeccion por el VIH y neoplasias hematolégicas y reticuloendoteliales
o por medicamentos inmunosupresores como esteroides, inhibidores del factor de necrosis
tumoral q, inhibidores de la calcineurina y agentes quimioterapéuticos citotoxicos. Aun mas,
pacientes con enfermedades créonicas como la diabetes, la enfermedad renal crénica y la
silicosis se encuentran en riesgo elevado. Por ultimo, menores de 4 anos, adultos mayores,
malnutricién crénica, usuarios de drogas y contacto con enfermos de tuberculosis son

factores de riesgo independientes para la enfermedad.(12, 13)



Al respecto de tuberculosis extrapulmonar, es mas comun en nifios pequefos con sistema
inmune inmaduro y en adultos mayores (en quienes se presenta disfunciéon inmune), en
pacientes con enfermedades como infeccion por VIH, falla renal e inmunosupresion,
especialmente en pacientes trasplantados, asi como aquellos con uso de inhibidores del
FNT-a. De la misma forma, los factores genéticos también pueden influenciar la incidencia
de tuberculosis extrapulmonar, tal es el caso de los pacientes originarios del Sur de Africa

aun en ausencia de infeccion por el VIH u otros factores inmunosupresores.(14)

Diagndéstico

La muestra mas frecuentemente utilizada para detectar la presencia de MTB es el esputo;
esta se toma de pacientes potencialmente enfermos con manifestaciones clinicas o
alteraciones radiolégicas, excepto para los pacientes con VIH y adultos mayores, en los que
no se muestran los hallazgos clinicos tipicos. Se obtienen 3 muestras de esputo de pacientes
con tos persistente y se procesan para asegurar el numero suficiente de bacilos. La muestra
es suspendida en solucion salina estéril (0.85%) o albumina (0.2%) y centrifugada (3000xg
por 15 minutos) previo a la inoculacién del sedimento.(15)

La deteccion de MTB en muestras procesadas es realizada por tinciéon Ziehl-Neelsen (ZN)
para identificar la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes y posteriormente por el
cultivo en medio sdlido y de ser necesario y/o factible, en medio liquido. Debido al lento
crecimiento, se requieren de 4 a 8 semanas para identificar de forma visible el desarrollo en
medio sdlido. El Centro para Control y Prevenciéon de Enfermedades (CDC) recomienda que
los resultados positivos deben ser reportados después de 24h de haber sido tomada la
muestra. Los cultivos estandar en medio agar generalmente utilizados son: Lowenstein
Jensen (LJ), Kirchner (solido/liquido) y Middlebrook. Posterior a la identificacion del

crecimiento se realiza tincion de ZN.(15)

Técnicas de microscopia

La técnica mas comunmente utilizada es la identificacién de micobacterias tefidas con ZN
mediante microscopia 6ptica, que es un método rapido y econdmico. La sensibilidad de esta
técnica es muy baja, ya que requiere una cantidad de 5X103 bacilos/ml para lograr una

recuperacion de entre el 22% y el 80%. La microscopia fluorescente con tincion de



fluorocromo como la auramina o la combinaciéon auramina-rodamina B es mas rapida y mas
sensible. La fluorescencia de auramina se incrementa con la unién al ADN o ARN, al contrario
de la Fuchsina que tifie la membrana celular en la tincién de ZN. A pesar de ser mas sensible
y rapida, la microscopia de fluorescencia utiliza vapor de mercurio, que representa un riesgo
para la salud del personal del laboratorio. Requiere ademas un cuarto oscuro para su
realizacion. Cualquiera de las dos tinciones pueden arrojar falsos positivos al tenir
microorganismos Gram-positivos como Nocardia sp, Gordonia, Rhodococcus vy

Tsukamurella.(15)

Técnicas de cultivo

Cultivar muestras respiratorias junto a indicadores clinicos representa el método mas
sensible para la identificacion bacteriana. El cultivo en un medio sélido continua siendo el
estandar de oro para la deteccion de Mycobacterium. La opcién de utilizar un medio liquido
o solido depende de la practica rutinaria y preferencias del laboratorio. De cualquier forma,
ambos deben estar optimizados para la rapida deteccion y reduccion de los riesgos para la
contaminacién cruzada. En medio solido como LJ, las colonias pueden ser visibles desde los
dias 18 a 24, mientras que en medios basados en agar como Middlebrook, pueden
observarse desde los dias 10 a 12. La adicion de antimicrobianos mejora la eliminacién de

contaminantes y juega un rol importante como medios selectivos.(15)

Puebas inmunodiagndsticas

La prueba seroldgica clasica para la tuberculosis es la tuberculina, método que no distingue
la enfermedad latente de la activa y tiene reaccién cruzada con otras micobacterias no
tuberculosas (MNTB). En la practica clinica, las pruebas serolégicas no se utilizan
ampliamente debido a la baja sensibilidad y especificidad antigénica. Actualmente continuan
disponibles 2 pruebas IGRA: T-SPOT.TB y QuantiFERON Gold In-Tube (QFNG-IT). Ambas
utilizan los principios de respuesta de células T IFN-y a los antigenos especificos de MTB
(ESAT-6, CFP-10 y TB 7.7) por periodos de incubacion de 16 a 24h. El QFNG-IT es mas
simple, rapido y reproducible en comparacion con la prueba T-SPOT.TB, pero en general,
ambas (pruebas IGRA) tienen mayor sensibilidad en comparacion con la prueba de

tuberculina.(15)
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Amplificacion de acidos nucleicos (AAN)

Las limitaciones del analisis por microscopia y el tiempo requerido para el crecimiento han
llevado al desarrollo de AAN, frecuentemente obtenida por sistemas de deteccion especificos
que le permiten elevar la sensibilidad y la deteccion de micobacterias.(16)

La reaccién en cadena de polimerasa (PCR) es una técnica rapida y especifica para la
deteccidn e identificacion de MTB y MNTB pero su desventaja no solo es el costo elevado
sino que requiere equipo completo de laboratorio y personal entrenado. Algunas de las
pruebas ya sean PCR clasicas o por amplificacion cualitativa isotérmica son: la prueba directa
de Mycobacterium tuberculosis amplificada (AMTB), la prueba de Mycobacterium
tuberculosis AMPLICOR, la prueba de Mycobacterium tuberculosis COBAS AMPLICOR y la
prueba de Mycobacterium tuberculosis COBAS TagMan. La prueba AMTB o Gen-Probe
utiliza una amplificacion mediada por transcripcién e hibridacién para amplificar el gen blanco
RNA (16S rRNA) a una temperatura constante de 42°C en <4h.(15) Actualmente la prueba
mas comercializada dentro de las lineas probe son: INNO-LIPA Rif. TB, GenoType
MTBDR/MTBDRplus y Geno-Type MTBDRsI (ambos Hain lifescience) asi como el Xpert
MTB/RIF, todas disefiadas para su uso en muestras directas o en aislamientos.(16)

La prueba MTB/RIF Xpert es un ensayo molecular rapido que puede diagnosticar MTB y la
resistencia a rifampicina en 100 minutos directamente de muestras de esputo, elevando la
sensibilidad a un 95%-99%, en contraste con el 72%-85% del estudio microscépico y
clinico.(15, 16)

Tratamiento

El tratamiento se prescribe por el personal médico; se distinguen distintas formas: primario
acortado, retratamiento con farmacos de primera linea (FPL), retratamiento estandarizado
con farmacos de segunda linea para tuberculosis multifarmacorresistente (TB-MFR) y
retratamiento individualizado con farmacos de segunda linea para TB-MFR o de acuerdo al
antecedente de tratamiento. Todos los esquemas deben ser estrictamente supervisados por
el personal de salud. Segun la NOM 006, los casos nuevos se manejan con un esquema de
tratamiento primario acortado que se debe administrar aproximadamente durante veinticinco
semanas hasta completar 105 dosis, dividido en dos etapas: la fase intensiva, sesenta

dosis (diario de lunes a sabado con HRZE); y la fase de sostén, cuarenta y cinco dosis
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(intermitente, tres veces a la semana, con HR). En casos de abandono, recaida o reinfeccion,
se utiliza un retratamiento primario por 8 meses con 5 farmacos: 2HRZE y estreptomicina(S),
1HREZ y S5HRE. Cuando exista fracaso al tratamiento y al retratamiento primario, se
recomienda evaluacién por Comité Estatal de Farmacorresistencia (COEFAR) para
dictaminar un esquema con farmacos de primera y segunda linea (tratamiento estandarizado)
que generalmente dura 24 meses e incluye: 6 meses con kanamicina (Km) o amikacina
(Am) o capreomicina (Cm) y 18 meses con levofloxacino (Lfx), protionamida (Pto), cicloserina
(Cs), Zo E. En el caso de fracaso al retratamiento estandarizado se emplea un retratamiento
individualizado.(17)

En todos los pacientes con tuberculosis ésea, se aconseja que el tratamiento sea
administrado durante nueve meses, dividido en dos etapas: fase intensiva (bactericida) de
dos meses (diario de lunes a sabado con HRZE; en nifios se puede dar diario) y fase de
sostén (esterilizante) de siete meses (intermitente, tres veces a la semana, con HR). En el
caso de tuberculosis del sistema nervioso y linfohematégena (diseminada), el tratamiento
debera administrarse durante doce meses (con una fase inensiva de 2 meses y otra de
sostén que debera administrarse durante diez meses).(17)

Resistencia a farmacos antituberculosos

En el ano de 1994 se inici6 la publicacidn de datos a nivel mundial respecto a la resistencia
a los farmacos antituberculosos; desde entonces se tiene noticia de la existencia de tal
problema en practicamente todos los paises participantes en el reporte(18). En el afio 2008,
la OMS estim6 de 390,000 a 510,000 nuevos casos de TB-MFR, cifra que contribuyé de
forma importante a la mortalidad por esta causa, aproximadamente 150,000 casos(19).

La resistencia a los antituberculosos surge de mutaciones genéticas y no como resultado de
transferencia horizontal; ocurren a una tasa predecible para cada farmaco: una micobacteria
resistente a isoniazida por cada 10° o 10° bacilos y una resistente a rifampicina por cada 10’
o 108 bacilos(20). La tasa de resistencias a los farmacos antituberculosos reportada en una
serie en Etiopia para isoniazida es del 14%, pirazinamida 11.5%, rifampicina 2.8% y
etambutol 0.3%, mientras que la proporcion de TB-MFR fue de 1.1%(21). Sin embargo, estas
proporciones son variables segun el area geografica y caracteristicas poblacionales ya que
se reportd, en contraste con lo anterior, una proporcién de resistencia a rifampicina entre

7.3% a 10% en una publicacién de Sudafrica(22). En una serie en Shangai, China, se detecto
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en cepas de MTB la mutacién GyrA que les confiere resistencia a fluorquinolonas en un 1.9%,
mientras que en cepas con resistencia a por lo menos un farmaco de primera linea el
resultado fue de 25.1%(23).

Los métodos de diagnostico de las resistencias a los farmacos antituberculosos pueden ser
clasificados en fenotipicos y genotipicos. Los primeros se refieren a pruebas de
susceptibilidad a farmacos en medios sélidos o liquidos como LJ y Ogawa-Kudoh. La
limitacion de este método es el retraso de hasta dos meses para obtener el resultado. Los
medios liquidos que utilizan el Sistema BACTEC MGIT 960 reducen el tiempo
significativamente hasta 1-2 semanas para detectar MTB y otras 2 mas para obtener las
pruebas de susceptibilidad. Con ambos medios de cultivo, la sensibilidad y especificidad es
del 96% y 94.6%, respectivamente. Respecto a los medios genotipicos, son métodos
moleculares que se basan en la deteccion de mutaciones que confieren resistencia a los
farmacos antituberculosos. Los métodos mas frecuentemente utilizados a nivel mundial son:
GenoType MTBDRplus, INNO-Lipa Rif.TB y la prueba Xpert MTB/RIF. La primera de las tres
o Hain Life-science detecta las mutaciones en los genes katG e InhA y rpoB, que identifican
la resistencia a isoniazida y rifampicina, respectivamente, gyrA MUT a las quinolonas, embB
MUT al etambutol, pncAMUT a la pirazinamida, rrsMUT para los aminoglucésidos y rpsLMUT
para la estreptomicina.(20) En general, la sensibilidad de esta prueba es de 95.5% y su
especificidad de 98.5%(24); para la deteccion de la resistencia a rifampicina la sensibilidad y
especificidad es de 98% y 99%, mientras que para la resistencia a isoniazida es de 85% y
99%, respectivamente(20).

Desafortunadamente, el tratamiento para TB-MFR es largo (= 20 meses), caro, pobremente
tolerado y menos efectivo que el de primera linea para tuberculosis susceptible; de hecho se
estima que solo un 48% de los pacientes que inician un tratamiento para TB-MFR lo

terminaran.(25)

COINFECCION ENTRE MTB Y VIH

Es bien conocido que la tuberculosis es una enfermedad mas frecuente entre pacientes con
algun tipo de inmunosupresion, por lo que las personas con infeccion con VIH tienen alto
riesgo de presentarla. Se ha identificado infeccién por MTB en necropsias de pacientes que

mueren en el primer trimestre posterior al diagndstico de infeccion por VIH (26). En un estudio

13



realizado en este centro, el Hospital de Infectologia “Daniel Méndez Hernandez” del CMNR
en 2013, se encontrd que la malnutricidon, la ausencia de tratamiento antirretroviral, el conteo
de CD4+ < 199 cél/mms3, y la carga viral VIH-1 RNA = 100,000 copias/mL, son factores
presentes en pacientes con VIH y asociados con riesgo de infeccion por MTB.(27)

Al realizar el diagndstico de infeccién por VIH, la OMS recomienda el escrutinio para la
busqueda de MTB. Se deben realizar preguntas sobre sintomas clinicos como tos, diaforesis
nocturna, fiebre o pérdida de peso, sintomas que tienen una sensibilidad entre el 79%-90%
pero con una especificidad tan baja como 50%. Radiograficamente no existen cambios entre
pacientes inmunocompetentes con infeccion por tuberculosis y aquellos con
inmunodeficiencia asociada a VIH, por lo que se encuentran lesiones tipicas tales como
infiltrados en Iébulos superiores con o sin cavitaciones. Ademas se realiza baciloscopia en
esputo como parte del protocolo diagndstico inicial. El resto del abordaje como realizacion de
cultivos, pruebas serologicas, técnicas moleculares y Gene Xpert-Rif se realiza de la misma
forma que en pacientes sin infeccién por VIH, segun sea la sospecha clinica.(28)

En una serie se reportd que de los pacientes coinfectados con MTB y VIH un 67% murio, en
contraste con el 0.5% del grupo que presentaba unicamente tuberculosis(29), sin embargo,
en esta poblacion, aunque el tratamiento no difiere respecto a pacientes sin VIH, se ha
encontrado que existe un incremento en el riesgo de TB-MFR, lo que ademas les confiere
una disminucién en la esperanza de vida. En pacientes con infeccién por VIH se reportd 1.28
veces mas riesgo de TB-MFR primaria con una asociacion moderada entre la infeccion por
VIH y TB-MFR(30); de forma similar, en Nigeria se encontrdé un incremento en el riesgo de
TB-MFR en pacientes con VIH de 2.62 veces en comparacion con aquellos con
monoinfeccion(31). En pacientes con VIH y TB-MFR el tratamiento representa un verdadero
reto por lo que la OMS recomienda iniciar tratamiento ARV independientemente del conteo
de CD4+ con objeto de mejorar el prondstico y por otra parte, iniciar tratamiento

antituberculoso 6ptimo(32).
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VI. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

Determinar la frecuencia de la resistencia a los farmacos antituberculosos en
pacientes monoinfectados por Mycobacterium tuberculosis y en coinfecciéon con VIH
atendidos en el HICMNR.

Objetivos especificos

Determinar la frecuencia de resistencia a farmacos antituberculosos en cepas de
Mycobacterium tuberculosis aisladas de pacientes atendidos en el HHCMNR mediante
la prueba GenoType MTBDRplus.

Determinar la frecuencia de resistencia a farmacos antituberculosos, por medio de la
prueba GenoType MTBDRplus, en cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de
pacientes monoinfectados con MTB atendidos en el HICMNR.

Determinar la frecuencia de resistencia a los farmacos antituberculosos mediante la
prueba GenoType MTBDRplus en cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de
pacientes coinfectados por VIH/TB atendidos en el HICMNR.

Determinar la frecuencia de monorresistencia a farmacos antituberculosos, por medio
de la prueba GenoType MTBDRplus, en cepas de Mycobacterium tuberculosis
aisladas de pacientes monoinfectados con MTB atendidos en el HICMNR.
Determinar la frecuencia de monorresistencia a farmacos antituberculosos mediante
la prueba GenoType MTBDRplus en cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas
de pacientes coinfectados por VIH/TB atendidos en el HICMNR.

Determinar la frecuencia de polirresistencia a farmacos antituberculosos, por medio
de la prueba GenoType MTBDRplus, en cepas de Mycobacterium tuberculosis
aisladas de pacientes monoinfectados con MTB atendidos en el HICMNR.
Determinar la frecuencia de polirresistencia a los farmacos antituberculosos mediante
la prueba GenoType MTBDRplus en cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas
de pacientes coinfectados por VIH/TB atendidos en el HICMNR

Determinar la frecuencia de resistencia a rifampicina, por medio de la prueba
GenoType MTBDRplus, en cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de

pacientes monoinfectados con MTB atendidos en el HICMNR.
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Determinar la frecuencia de resistencia a rifampicina, mediante la prueba GenoType
MTBDRplus, en cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de pacientes
coinfectados por VIH/TB atendidos en el HICMNR.

Determinar la proporciéon de multirresistencia a los a los farmacos antituberculosos,
por medio de la prueba GenoType MTBDRplus, en cepas de Mycobacterium
tuberculosis aisladas de pacientes monoinfectados con MTB atendidos en el HICMNR.
Determinar la proporciéon de multirresistencia a los a los farmacos antituberculosos,
mediante la prueba GenoType MTBDRplus, en cepas de Mycobacterium tuberculosis
aisladas de pacientes coinfectados por VIH/TB atendidos en el HI CMNR.

Determinar la proporcidon de resistencia extensa (XFR-TB) a farmacos
antituberculosos, por medio de la prueba GenoType MTBDRplus, en cepas de
Mycobacterium tuberculosis aisladas de pacientes monoinfectados con MTB
atendidos en el HICMNR.

Determinar la proporcion de XFR-TB a farmacos antituberculosos, mediante la prueba
GenoType MTBDRplus, en cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de

pacientes coinfectados por VIH/TB atendidos en el HICMNR.
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VI. METODOLOGIA

Tipo de estudio y disefio general

El disefio del estudio es descriptivo por la finalidad del estudio, observacional por el control
de la asignacion de los factores de estudio, retrospectivo por el inicio del estudio en relacion
a la cronologia de los hechos y transversal por el numero de mediciones.

Durante el periodo comprendido entre el 01 de abril de 2014 al 30 de abril de 2015, se estudio
los reportes de los aislamientos microbioldgicos de las muestras de pacientes de cualquier
tipo, ya fuera esputo, aspirado traqueal, lavado bronquioalveolar, orina o biopsia de ganglio
linfatico u otro tejido, en las cuales el cultivo sea positivo para Mycobacterium y la
identificacion de la especie, mediante PCR, haya sido tuberculosis, y en las que se haya
determinado la frecuencia de resistencias a los farmacos antituberculosos por medio de la
prueba GenoType MTBDRplus y GenoType MTBDRsI. Los resultados de los cultivos
positivos para MTB fueron divididos en dos grupos para encontrar diferencias entre ambos al
respecto de la frecuencia de resistencia a farmacos antituberculosos, pacientes sin infeccion
por VIH y pacientes en coinfeccién por VIH. De la misma forma, los resultados fueron
estratificados en base a los patrones de resistencias encontrados de acuerdo a la definicion
operacional de la OMS: resistencia a farmacos, monorresistencia, polirresistencia, resistencia
a rifampicina, multirresistencia y resistencia extensa. Las variables clinico epidemioldgicas
fueron: la edad, el género, el lugar de residencia, la presencia de Infeccién por VIH, de

tratamiento antirretroviral, la carga viral de VIH y el conteo de CD4+.

Universo de estudio
El estudio se llevd a cabo en el laboratorio de microbiologia del Hospital de Infectologia del
Centro Médico Nacional “La Raza”, hospital de tercer nivel del Instituto Mexicano del Seguro
Social en el Distrito Federal.

Criterios de inclusion
Se recabaron los reportes de aislamientos microbiolégicos de M. tuberculosis confirmados
mediante la prueba GenoType MTBDRplus desde el 01 de enero de 2014 hasta el 30 de abiril
de 2015 en los que se realiz6 la prueba GenoType MTBDRplus para determinar la resistencia

a isoniazida y rifampicina, y de haber encontrado alguna de estas, se haya deteminado la
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resistencia para etambutol, aminoglucésidos y quinolonas. Las muestras microbiolégicas

debieron haber sido obtenidas de pacientes con edad igual o mayor a 16 afnos, género

indistinto y contar con diagndstico de enfermedad por M. tuberculosis en cualquier érgano.
Criterios de exclusion

No aplican.

Criterios de eliminacion

No aplican.

Muestra

Se realiz6 un muestreo consecutivo por conveniencia, y se analizaron los resultados de los
cultivos con identificacion positiva para MTB y evaluacién de las mutaciones de resistencia a
los farmacos antituberculosos mediante la prueba GenoType MTBDRplus en el periodo

comprendido entre el 01 de enero de 2014 y el 30 de abril de 2015.

Procedimientos para la recoleccion de la informacion

Se incluyeron resultados de pruebas de resistencia a farmacos de cultivos con desarrollo de
M. tuberculosis que hayan sido tomados y procesados desde el dia primero de enero de 2014
hasta el dia 30 de abril de 2015.

Los datos obtenidos fueron copiados a una hoja de recoleccién de datos, de la que se llené

una base de datos en el programa SPSS para el analisis de la informacion.

Analisis de datos

El analisis se realiz6 mediante el programa SPSS statistics 17.0. Debido a la naturaleza de
las variables (cualitativas), se utilizaron: frecuencias, porcentajes, proporciones y graficos de
barras y pasteles. Para encontrar diferencias al respecto de las proporciones de resistencias
a farmacos entre los grupos de pacientes con monoinfeccién por MTB y coinfeccién por

VIH/TB se utilizé la prueba exacta de Fisher.
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X. ASPECTOS ETICOS Y LEGALES
No se requirié consentimiento informado debido a su caracter retrospectivo; cumplié con los

requisitos sefialados en la declaracion de Helsinky, revisada en 2000, y la ley general de

salud en materia de investigacidn al cumplir con todos los lineamientos requeridos.
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Xl.  RESULTADOS

Se incluyd un total de 64 pacientes con diagndstico de tuberculosis confirmada mediante
aislamiento microbiolégico de Mycobacterium tuberculosis, a las muestras se les realiz6 PCR
para susceptibilidad a farmacos antituberculosos en el periodo comprendido del 01 de enero
de 2014 al 30 de abril de 2015. Las muestras correspondian a mujeres en 32.81% y a
hombres 67.18% de los pacientes. La mediana de edad fue 40 afios (rango intercuartilico 32-
50) (Tabla 1). Debido a ser un hospital de referencia nacional, las muestras incluidas en el
analisis fueron de pacientes residentes de diferentes Estados del pais, como siguen: Distrito
Federal 43.75%, Estado de México 18.75%, Veracruz 12.5%, Chiapas 7.81%, Quintana Roo,
Hidalgo y Guerrero 3.12% vy, por ultimo, Puebla, Tlaxcala, Baja California y Oaxaca 1.56%

(figura 1).

De las muestras incluidas, 4 aislamientos (6.24%) presentaban resistencia a algun tipo de
resistencia a farmacos antituberculosos (figura 2). Tres (75%) presentaron monorresistencia
a rifampicina 'y 1 (25%) polirresistencia genotipica a isoniazida y quinolonas. La presencia de
multifarmacorresistencia o resistencia extensa fue del 0% (Figura 3). Se encontré positividad
para el gen KatG MUT en las 4 cepas con resistencias y solo en una de ellas para el gen
GyrA MUT, que les confiere resistencia a rifampicina y quinolonas, respectivamente. No se
encontré positividad para otros genes de resistencia: InhA MUT (isoniazida), rpoB MUT
(rifampicina), pncA MUT (pirazinamida), embB MUT (etambutol), rpsL MUT (estreptomicina)

o rrs MUT (aminoglucosidos).

Se encontrd que 16 (25%) de los 64 aislamientos incluidos, correspondian a pacientes en
coinfeccion con VIH, mientras que los 48 (75%) restantes eran de pacientes monoinfectados
por tuberculosis. En cada uno de los grupos se encontré 2 aislamientos de cepas con
resistencia a farmacos antituberculosos, que represent6 el 12.5% y el 4.16% en pacientes en
coinfeccion con TB-VIH y monoinfeccion con TB, respectivamente, sin diferencia estadistica
significativa (p=0.21) (Figura 4).

En el grupo de los pacientes en coinfeccion con VIH, no se encontrd asociaciéon entre la carga
viral (RNA VIH) detectable y el aislamiento de cepas de TB con resistencia a antituberculosos,
ya que los unicos dos pacientes con cepas de estas caracteristicas cursaban con carga viral
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indetectable; mientras que los aislamientos de cepas no resistentes, era de pacientes con
RNA VIH promedio de 159,436 copias/ml. Por otra parte, tampoco hubo asociacion entre
cifras bajas de linfocitos T CD4+ y la aparicion de resistencias a antituberculosos, ya que
entre los pacientes que tuvieron cepas resistentes a rifampicina la media de CD4+ fue de 828
cél/mm3, lo que contrasta con los pacientes que tenian cepas sin resistencias, cuya media
de CD4+fue 168 cél/mm3.
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XI1.DISCUSION

Con base en los resultados obtenidos, encontramos una baja proporcion de cepas con
resistencia a farmacos antituberculosos en la poblacién estudiada en comparacion con otros
reportes nacionales e internacionales(3, 5, 6). De la misma forma, la proporciéon de
monorresistencia y resistencia a isoniazida fue menor que en otras series publicadas en
México y otros paises(6, 21). Lo anterior puede ser resultado del nivel socioecondmico medio
caracteristico de la poblacién atendida en el Instituto Mexicano del Seguro Social. Al respecto
de la frecuencia de mutaciones encontradas, existe concordancia con otras publicaciones,
ya que se identific6 con una mayor proporcion el gen KatG MUT (resistencia a isoniazida) vy,
solo en un caso, el gen GyrA (resistencia a quinolonas), pero, la pequefia muestra puede

subestimar la identificacion de otros genes de resistencia presentes en esta poblacion(21).

Se encontrd una mayor proporcion de cepas con resistencias a antituberculosos en el grupo
de pacientes con coinfeccion TB-VIH en contraste con el grupo con monoinfeccion por TB;
esto puede reflejar una asociacion entre la inmunodeficiencia que confiere el virus con el
crecimiento exponencial de la micobacteria y aparicion de mutantes de resistencia, no
obstante, no se puede realizar esta afirmacién debido a que la diferencia no fue
estadisticamente significativa. No en todas las series publicadas se ha encontrado asociacion
entre el VIH y la presencia de cepas de TB con resistencia a farmacos antituberculosos, a
pesar de esto, Sethi en 2013(4) publicd uno de los resultados con la mayor diferencia, esta
fue del doble y resulta interesante considerar que, en la presente investigacion, en el grupo
de pacientes con coinfeccion la proporcion de cepas con resistencia fue tres veces mayor

que su contraparte del grupo con monoinfeccion.

Las debilidades en este estudio tales como el caracter retrospectivo, el bajo tamano de la
muestra, la desproporcion en el numero de pacientes incluidos en los grupos monoinfeccién
TB y coinfeccién TB-VIH, y la ausencia de resultados estadisticamente significativos, nos
impide traspolar los resultados a la poblacién en general y nos permite afirmar que se requiere
realizar nuevos estudios que, de forma prospectiva y con un mayor tamafio de muestra,

permitan valorar si la coinfeccion con VIH es un factor de riesgo para presentar tuberculosis
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farmaco resistente y, en su caso, estimar si otros factores dependientes del virus tales como

la carga viral y el conteo de linfocitos T CD4+ influyen en los resultados.
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Xlll. CONCLUSIONES

La resistencia a farmacos antituberculosos fue baja en la poblacion estudiada. El tipo de
resistencia mas frecuente fue monorresistencia a isoniazida. En las cepas de MTB aisladas
de pacientes con coinfeccién VIH-TB hubo mayor proporcién de farmaco resistencia pero sin
significancia estadistica. No se encontr6é asociacion entre la carga viral VIH y el conteo de
linfocitos T CD4+ con la presencia de cepas de MTB resistentes al tratamiento. De acuerdo
con los resultados obtenidos en este estudio, se da pie a considerar la necesidad de una
investigacion prospectiva, con incremento en el tamafo de la muestra para poder obtener
resultados con significancia estadistica sobre la presencia de cepas de MTB con resistencia

a tratamiento antituberculoso.
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XV. ANEXOS

Monoinfeccion por TB
n=48 (75%)
Edad, afios. Media (DE) 45(15.14)
Hombres 28
Linfocitos CD4+, cél/uL.
Mediana (rango)
Carga viral, copias/ml.
Mediana (rango)
Tratamiento para VIH

Tabla 1. Caracteristicas demograficas.

DE= desviacion estandar.

Coinfeccion por VIH-TB
n=16 (25%)
32(9.5)
14
49 (4-987)

29,900 (0-952,000)

5 (31.25%)
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Figura 1. Porcentaje de pacientes incluidos segun Estado de residencia.

28



100.00%

90.00%

80.00%

70.00%

60.00%

50.00%

40.00%

30.00%

20.00%

10.00%

Sin resistencia a anti-TB Con resistencia a anti-TB

0.00%

Figura 2. Proporcién de aislamientos de cepas de MTB farmacorresistente.
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Figura 3. Clasificacion de cepas aisladas de acuerdo al tipo de resistencia.
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Figura 4. Cepas de MTB resistentes a antituberculosos en relacidn a su estatus

monoinfeccion y coinfeccion con VIH.
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