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RESUMEN

Introduccion: las infecciones causadas por el complejo Mycobacterium tuberculosis
constituyen la primera causa de muerte por un agente infeccioso; en los ultimos afios se
ha asistido a la aparicién y a la diseminacion de cepas resistentes a multiples drogas
antimicobacterianas. Objetivo: determinar los patrones de susceptibilidad de cepas de
Mycobacterium tuberculosis aisladas en pacientes de la Provincia de Villa Clara.
Métodos: se realizd un estudio descriptivo retrospectivo que incluyéd 116 cepas de
Mycobacterium tuberculosis de pacientes de Villa Clara desde julio de 2015 a julio de
2018 con pruebas de susceptibilidad realizadas por el método de la nitrato reductasa y el
de las proporciones y por métodos moleculares. Resultados: se encontré sensibilidad a
isoniacida y a rifampicina en 105 <cepas, se encontraron cuatro cepas
multidrogorresitentes y una cepa extremadamente resistente. Conclusiones: las cepas
de Mycobacterium tuberculosis en la Provincia de Villa Clara, mayoritariamente,
muestran patrones de sensibilidad, un nimero pequefio es multidrogorresistente y es
infimo el nimero de cepas extremadamente resistente. El reconocimiento de la baja
prevalencia de estos ultimos patrones es una herramienta para el control de su
diseminacion en la provincia.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis; drogas antimicobacterianas;
susceptibilidad

ABSTRACT

Introduction: the infections caused by the Mycobacterium tuberculosis complex are the
first cause of death by an infectious agent; in recent years there has been the emergence
and dissemination of strains resistant to multiple antimicobacterial drugs. Objective: to
determine the susceptibility patterns of strains of Mycobacterium tuberculosis isolated in
patients of the Villa Clara Province. Method: a retrospective descriptive study including
116 strains of Mycobacterium tuberculosis isolated in Villa Clara patients from July 2015
to July 2018 was carried out with susceptibility tests performed by the nitrate reductase
method, the proportions method and molecular methods. Results: sensitivity to isoniazid
and rifampicin was found in 105 strains, four multidrug-resistant strains were found, as
well as one extremely resistant strain. Conclusions: Mycobacterium tuberculosis strains
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in Villa Clara Province mostly show sensitivity patterns, a small number is multidrug-
resistant and the number of extremely resistant strains is negligible. The recognition of
the low prevalence of these last patterns is a tool for the control of their dissemination in
the province.

Key words: Mycobacterium tuberculosis; antimicobacterial drug; susceptibility
INTRODUCCION

En la actualidad se han descrito mas de 170 especies de micobacterias, muchas
son una causa importante de morbilidad y mortalidad en el ser humano. Entre las
infecciones que producen destaca la tuberculosis (TB), causada por el complejo
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis).*

Segun el ultimo informe de la Organizacion Mundial de la Salud cerca de 10
millones de personas enfermaron de TB en 2017 y 1,3 millones fallecieron por su
causa; la TB es la primera causa de muerte por un agente infeccioso. En los
ultimos anos se ha asistido a la aparicidén y la diseminacidon de cepas resistentes a
multiples fArmacos antituberculosos.®

En Cuba, en el afio 2017, la tasa de incidencia fue de 5,9x100 000 habitantes.®

La vigilancia de la resistencia se lleva a cabo en el Laboratorio Nacional de
Referencia e Investigaciones en TB, lepra y micobacterias (LNRI-TLM) del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) de Ciudad de La Habana y su
realizacion sistematica y oportuna ha puesto de manifiesto una baja prevalencia
de tuberculosis multidrogorresistente (TB-MDR).*

El propdsito de esta investigacion es identificar los patrones de susceptibilidad de
cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas en la Provincia de Villa Clara frente
a las drogas antimicobacterianas. La informacidon obtenida sera de utilidad para
enfrentar este problema de salud y servird como guia de proyectos de
intervencion.

METODOS

Se realizd en el Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de la
Ciudad de Santa Clara, Provincia de Villa Clara, un estudio descriptivo
retrospectivo que incluyd cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas en
pacientes de la provincia de julio de 2015 hasta julio 2018. Se realizd6 un
muestreo no probabilistico en el que se tuvieron en cuenta las 116 cepas de
Mycobacterium tuberculosis que cumplieron con los criterios de inclusién al
estudio.

Criterios de seleccion: Se aplicaron los siguientes criterios de seleccion a las
cepas del género Mycobacterium obtenidas mediante cultivo con crecimiento de
mas de 20 colonias procedentes de muestras de pacientes de la Provincia de Villa
Clara.

Criterio de inclusion: Cepas identificadas como Mycobacterium tuberculosis y
con resultado de las pruebas de susceptibilidad a drogas antituberculosas
realizadas en el LNRI-TLM del IPK.
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Criterio de exclusion: Cepas identificadas como micobacterias no tuberculosas,
contaminadas y no viables (o ambos) y cepas de Mycobacterium tuberculosis sin
pruebas de susceptibilidad a drogas antituberculosas.

Variables del estudio

Susceptibilidad por el método de la nitrato reductasa: el método de la
nitrato reductasa (MNR) es una prueba de screening o de cribado, no comercial,
que se basa en la capacidad del complejo M. tuberculosis para reducir los nitratos
a nitritos. Mediante este método se evalud la susceptibilidad a isoniacida y
rifampicina.®® Variable cualitativa politdmica. Se expresé en resistente o sensible.
Susceptibilidad por el método de las proporciones: método considerado el
estandar de oro, consiste en medir la proporcidén de bacilos resistentes que existe
en una cepa de M. tuberculosis en una concentracidon de la droga (concentracion
critica) capaz de inhibir el crecimiento de células sensibles, pero no de las
resistentes.® Mediante el método de las proporciones (MP) se evalud la
susceptibilidad de las cepas que fueron resistentes por el MNR frente a los
farmacos: rifampicina, isoniacida, estreptomicina, amikacina, kanamicina,
etambutol, capreomicina y ofloxacino. Variable cualitativa politdmica. Se expreso
en resistente o sensible.

Susceptibilidad por métodos moleculares: se emplearon los estuches
comerciales Genotype MTBDR plus y Genotype MTBDRs/!'® para determinar la
susceptibilidad de las cepas resistentes por los métodos fenotipicos frente a
rifampicina, isoniacida, fluoroquinolonas, drogas inyectables de segunda linea y
etambutol. Variable cualitativa politdmica. Se expresd en resistente o sensible.

Analisis estadistico

Los datos fueron obtenidos de la base de datos de TB del Centro Provincial de
Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de la Provincia de Villa Clara vy
almacenados y procesados en el software SPSS version 15 para Windows. La
informacion resultante de la elaboracidn primaria de los datos, asi como de los
resultados de las pruebas empleadas, se mostré en cuadros estadisticos para
mejor interpretacion.

RESULTADOS

En la tabla 1 se observa sensibilidad a isoniacida y a rifampicina en 105 cepas; la
resistente a rifampicina también lo fue a la isoniacida.

Tabla 1. Patrones de susceptibilidad mediante el método de la nitrato reductasa

Drogas antituberculosas

Cepas Isoniacida Rifampicina
105 ) )
10 R )
1 R R

R: resistente, S: sensible
Fuente: Base de datos de TB del Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de la
Provincia de Villa Clara
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Los cuatro patrones de susceptibilidad obtenidos mediante el MP se muestran en
la tabla 2: cinco cepas solo fueron resistentes a la isoniacida.

Tabla 2. Patrones de susceptibilidad de cepas resistentes de M. tuberculosis mediante el método
las proporciones

Drogas antituberculosas

Cepas ;NH RIF STR EMB AMK KAN CAP OFL
5 R S s S S S s s
4 R S R S S S s R
1 R S R S S S s S
1 R R R R R R S R

STR: estreptomicina, EMB: etambutol, AMK: amikacina, KAN: kanamicina, CAP: capreomicina,
OFL: ofloxacino, R: resistente, S: sensible

Fuente: Base de datos de TB del Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de la
Provincia de Villa Clara

En cuanto a los patrones de susceptibilidad identificados mediante los estuches
comerciales Genotype MTBDR plus y MTBDRs/ en siete cepas se identificd
mutacion en los genes katG e inhA y se detectd, de esta forma, la resistencia
genotipica a la isoniacida. En cinco cepas fueron detectadas mutaciones en los
genes ropB y gyrA y mutaciones en los genes rrs y embB se evidencian en una
cepa (tabla 3).

Tabla 3. Patrones de susceptibilidad obtenidos mediante métodos moleculares

Mutaciones

Cepas Genes katG y inhA Gen ropB GengyrA Genrrs Gen embB
4 R R R S S
4 S S S ) )
2 R S S S S
1 R R R R R

R: resistente, S: sensible
Fuente: Base de datos de TB del Centro Provincial de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia de la
Provincia de Villa Clara

DISCUSION

Los métodos para el estudio de la susceptibilidad in vitro juegan un papel
primordial en el monitoreo de la resistencia de las cepas de M. tuberculosis que
circulan.*®) El complejo M. tuberculosis suele ser muy sensible a la isoniacida, lo
que quedd demostrado en este estudio mediante el método de la nitrato
reductasa.

La rifampicina se considera una de las mejores drogas para el tratamiento de la
tuberculosis. Para que aparezca un mutante resistente a la rifampicina se
necesitan entre 10”7-10° bacilos, por lo que se convierte en la droga que mayor
tasa de mutacion necesita y, por tanto, se hace mas dificil la seleccién de
mutantes resistentes.*1%)
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La monorresistencia a la rifampicina es rara y mas del 90% de las cepas
resistentes a esta droga presentan, ademads, resistencia a la isoniacida; la
resistencia a esta droga es un marcador de multidrogorresistencia (MDR),
especialmente en paises con una alta prevalencia de cepas resistentes.(*!V
Mediante el MNR en la presente investigacion solo una cepa fue resistente a la
rifampicina y a la isoniacida, lo que la define como una cepa MDR.

Raj y colaboradores,!? en la India, en tres afios de estudio, informaron un
20,6% y un 14,7% de resistencia para la isoniacida y la rifampicina,
respectivamente; utilizaron como método de susceptibilidad la concentracion
minima inhibitoria. Los valores no coinciden con los alcanzandos en la presente
investigacion en la que prevalece una mayor monorresistencia a la isoniacida que
a la rifampicina.

El MP descrito por Canetti*® en la actualidad es la técnica de referencia por ser
altamente reproducible, de elevada correlacion clinica y de bajo costo. Los
resultados alcanzados por este método se semejan a los informados por Sanchez
y colaboradores*® en Ecuador, en los que los mayores por cientos de resistencia
alcanzados fueron frente a la estreptomicina y la isoniacida. En este estudio se
obtuvo una cepa extremadamente resistente (XDR), resultado que difiere a los de
estos autores.

Mediante los métodos moleculares se encontraron mutaciones simultaneas en los
genes katG, inhA y ropB en cinco cepas definidas como multidrogorresistentes
(resistencia a isoniacida y rifampicina). Una de estas cepas presentdé mutaciones
en los genes codificadores para las fluoroquinolonas y las drogas inyectables de
segunda linea y mostraron genotipos extremadamente resistentes (XDR) vy
corroboraron el método de las proporciones.

CONCLUSIONES

Los estudios de susceptibilidad frente a las drogas antimicobacterianas permiten
confirmar que la mayoria de las cepas de Mycobacterium tuberculosis en la
Provincia de Villa Clara muestran patrones de sensibilidad, solamente un nimero
pequefio es multidrogorresistente e infimo el nUmero de cepas extremadamente
resistentes. El reconocimiento de la baja prevalencia de estos Ultimos patrones es
una herramienta para el control de su diseminacién en la provincia.
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