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REPORTE

RESUMEN

Los métodos convencionales para la deteccién de la resistencia en la tuberculosis requieren varias semanas para
brindar resultados, mientras que los sistemas comerciales y las herramientas moleculares son costosos. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el método de la nitrato reductasa (MNR), los ensayos colorimétricos MTT y la resazurina
(RES), como una alternativa para la deteccién rapida de la resistencia a las drogas antituberculosas de primera
linea. Como referencia se empleé el método de las proporciones (MP). Los puntos de corte obtenidos para los
ensayos colorimétricos fueron: mayor que 0.25 ug/mL, mayor que 1 ug/mL, mayor que 4 ug/mL y mayor que
0.25 pg/mL para la isoniacida (INH), la estreptomicina (STR), el etambutol (ETH) y la rifampicina (RIF),
respectivamente. La sensibilidad fue mayor que 90.0% para todas las drogas y la especificidad, mayor que 88.5%
para la INH, la STR y la RIF; para el ETH fue baja (mayor que 57.8%). EIl MNR mostré buena correlacién para las
cuatro drogas (sensibilidad y especificidad mayor que 93.7%). La concordancia fue 88.2%, 90.7% y 98.2% para
RES, MTT y MNR, respectivamente. Este estudio mostré un alto nivel de concordancia entre los nuevos métodos y
el MP para la detecciéon de la resistencia a la INH y a la RIF, por lo que constituye una alternativa que puede ser
implementada en laboratorios de escasos recursos.

Introducciéon

Los métodos convencionales de deteccion de la re-
sistencia a drogas antituberculosas se basan en €
crecimiento de las micobacterias en medios de cultivo
gue contienen estasdrogas y usua mentelosresultados
demoran varias semanas. Los sistemas comerciales y
los métodos moleculares requieren equipos y medios
gue no son accesibles en la mayoria de los paises de
recursos escasos, en los que la tuberculosis (TB) y la
multidrogorresistencia (MDR) representan un serio
problema de salud.

En la actualidad, muchas investigaciones se han
encaminado hacia el desarrollo de métodos répidos y
econémicos quefaciliten ladeteccion delaresistencia,
como son los métodos colorimétricos que emplean
indicadores de oxidacion-reduccion. En 1998 fue
descrito el ensayo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5 difenil bromuro detetrazolio), y masrecientemente,
se reporto la aplicacion de la resazurina (RES) para
estudios de susceptibilidad a drogas de primeray se-
gundalinea[1-3].

Otros métodos que han brindado resultados muy
alentadores son € método de lanitrato reductasa(MNR)
para estudios de susceptibilidad a drogas de primera
lineay latécnicade amplificacion defagos paraestudios
de susceptibilidad alarifampicina (RIF) [4, 5].

En Cuba, € fendmeno de la resistencia de micro-
bacterias a drogas antituberculosas no constituye un
problema; no obstante, se hacen necesarias herramientas
de diagndsticos que brinden resultados confiables de la
susceptibilidad y permitan enfrentar el aumento de la
MDR aescaamundial. Por elo, € objetivo del presente
estudio, en una primera etapa fue aplicar e método de
lanitrato reductasay los ensayos colorimétricosMTT
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y resazurina (RES) parala deteccion delaresistenciaa
la RIF, droga que constituye un importante marcador
delaMDR vy, posteriormente, evaluar estas técnicas
para la deteccidn de laresistencia a otras drogas anti-
tubercul osas de primeralinea

L osresultados de estainvestigaci on merecieron el
Premio Nacional delaAcademiade Cienciasde Cuba,
en 2004 con €l titulo: “Baja circulacion de cepas
Mycobacterium tuberculosis multidrogorresis-
tentes en Cuba. Nuevos métodos para deteccién de
resistencia’.

Materiales y métodos

Cepas

Se estudiaron 120 cepas de M. tuberculosis perte-
necientes a la coleccién del Laboratorio Nacional de
Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y
Micobacterias del IPK. Para detectar laresistenciaala
RIF se emplearon 20 cepas y €l resto se evauaron
frente a las cuatro drogas antitubercul osas de primera
linea. Se incluyeron las cepas de referencia: M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) sensible a la
isoniacida (INH), laestreptomicina (STR), € etambutol
(ETH) ylaRIF, lascepasATCC 35822, ATCC 35820,
ATCC 35837y ATCC 35838, resistentesalalNH, ala
STR, d ETH y alaRIF, respectivamente.

Drogas antituberculosas

Seprepar6 unasolucion (1 000 pg/mL) en aguadestilada
estéril paralaINH, laSTRy el ETH. En€el casodela
RIF se empleb una mezcla (1:2) de metanol y agua
destilada estéril paralograr una mejor disolucion.
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MTT

Una solucion de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil
bromuro detetrazolio aunaconcentracion de 5 mg/mL
seprepard en PBS, sefiltré y mantuvo a4 °C protegida
de la luz. Pararedlizar la solubilizacion del fomazéan
(cristales de MTT reducidos), se utiliz6 una mezcla
1:1 de duodecil sulfato de sodio a 20% y N,N-dime-
tilformamida al 50%.

Resazurina

Se prepard una solucion de RES a 0.01% en agua
destilada estéril, sefiltré y conservé a4 °C protegida
delaluz.

Método de la nitrato reductasa

Paralarealizacién del MNR se siguié lametodologia
descrita por Angeby et al. en e afio 2002 [4]. Se
empled el medio Léwenstein-Jensen (LJ) con una
concentracion de KNO; de 1 000 pg/mL. Para cada
droga se utiliz6 la misma concentracion critica
empleada en el método de las proporciones (MP).
La turbidez del indculo se ajusté tomando como
referencia el tubo 1 de la escala de McFarland v,
seguidamente, sediluyd 1:10 en PBS. Lostrestubos
controles seinocularon con 200 pL de lasuspensién
bacteriana diluiday los tubos con droga con 200 pL
del in6culo similar a tubo 1 de McFarland. La
incubacion se realiz a 37 °C y pasadoslos 7 dias se
revel 6 uno delostubos controlesy se afiadieron en él
500 pL de la mezcla de reactivos, formada por una
parte de acido clorhidrico al 50%, dos partes de
sulfanilamida 0.2% y dos partes de N-1-nafti-
letilendiaminadihidroclorhidrato al 0.1%. En aquellas
cepasen las cuales ocurrié desarrollo de color (rosado)
se revelaron los tubos con droga; de lo contrario, los
tubos sereincubaron pararedlizar €l revelado pasados
los 10 y/o 14 dias de incubacién. Una cepa se con-
sider6 resistente cuando el color desarrollado en el
tubo con drogafue mésintenso que en el tubo control;
de lo contrario, se considerd sensible.

Ensayos colorimétricos

Paralarealizacion delos ensayos colorimétricosMTT
y RES sesiguieron las metodol ogias descritas por Aba-
teetal. [1] y por Palomino et al. [2]. Se depositaron
100 pL del medio Middlebrook 7H9 en cadauno delos
96 pocillosde unaplacaestéril y seredlizaron diluciones
dobles seriadas de cadaunadelas drogas hastaal canzar
€l rango de concentracion de trabajo establecido para
cada una de dlas, 1-0.0312 pg/mL, 8-0.25 pg/mL,

32-1pg/mL y 2-0.0625 pg/mL paralNH, STR,ETHY

RIF, respectivamente. Cadauno delos pocillosrecibio
100 uL de inéculo que consistio en unadilucién 1:20
de una suspensi 6n bacteriana gjustada seguin laturbidez

del tubo 1 de la escala de McFarland. Para cada cepa
evaluada se incluyeron pocillos controles de creci-
miento. Los pocillos de laperiferiadela placarecibie-
ron 200 pL de agua destilada estéril para evitar la
evaporacion durante la incubacién. Las placas se
sellaron e incubaron a 37 °C, y pasados los 7 dias de
incubacion, se revel el ensayo y se afiadieron 10 pL

deMTT 030 pL de RES. Un cambio de color de azul

arosado o deamarillo avioletaindicd lareduccion dela
RES o de la MTT, respectivamente, y por tanto, la
viabilidad celular. La concentracion minimainhibitoria
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se definié como la menor concentracion de ladrogaen
gue no ocurrié cambio de color.

Método de las proporciones

Paralarealizacién del MP se empled la metodologia
descrita por Canetti et al. 1963 [6], con €l empleo de
las concentraciones criticas recomendadas para cada
droga: 0.2 ug/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL y 40 pg/mL para
INH, STR, ETH y RIF, respectivamente.

Andlisis estadistico de los resultados

El procesamiento de los resultados se realiz6 median-
teel programaestadistico MEDCAL Cy seemplearon
como referencia los resultados obtenidos mediante e
MP. Para cada droga se construyeron las curvas ROC
(curvadelascaracteristicas operativas para€l receptor)
para determinar los puntos de corte para los ensayos
colorimétricosy calcular losvaloresde sensibilidad, de
especificidad y e coeficiente de concordancia.

Resultados

Laaplicacion delosensayos colorimétricosy el MNR
enlas 20 cepas estudiadas, permitié verificar lautilidad
de las nuevas técnicas para la deteccién répida de
resistencia de las micobacterias ala RIF. Se obtuvo el
100% de concordanciaa comparar los resultados con
los obtenidos mediante el método de referencia[7].
Al estudiar las 100 cepas de M. tuberculoss, los
puntos de corte obtenidos mediante los ensayos RES
y MTT fueron mayor que 0.25 pg/mL, mayor que
1 pg/mL, mayor que 4 pg/mL y mayor que 0.25 pg/mL
para INH, STR, ETH y RIF, respectivamente. Los
vaores del &rea bajo la curva no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos métodos,
paraunap>0.05, con unintervalo de confianzadel 95%.
En latabla 1 se muestran los pardmetros estadisti-
cos obtenidos para cada una de las drogas mediante |os
ensayos colorimétricos y el MNR. Con la aplicacion
delos métodos col orimétricos se apreciaron valores de
sensibilidad y especificidad elevados paralNH y RIF,
mientras que laespecificidad fuebgjaparaSTRy ETH
debido aun gran nimero de resultados fal sos positivos.
Con el MNR, estos pardmetros fueron superiores a
93.7% paratodas|asdrogas, y ambosfueron del 100%
para la RIF. La concordancia global alcanzada fue
88.2%, 90.7% y 98.2% para €l ensayo RES, MTT y
MNR, respectivamente [8].
Discusién
Actualmente existe una gran variedad de métodos
para evaluar la susceptibilidad de M. tuberculosis a
las drogas antibacilares, pero ninguno es perfecto y
sus resultados adn no satisfacen alos clinicos antela
necesidad de tratamientos efectivos para evitar la di-
seminacion de cepasresistentes[9]. Desde hace varios
anos se dispone de técnicas convencionales basadas
en el cultivode micobacterias, que son utilizadas en
lamayoriade loslaboratorios. Entre estas se destaca
el MP, descrito por Canetti etal. en 1963 [6], queen
laactualidad contintia siendo la técnica de referencia
para los estudios de susceptibilidad en TB. Estas
técnicas son muy laboriosasy tienen el inconveniente
derequerir de 4 a6 semanas de incubaci6n para poder
interpretar |os resultados, debido al crecimiento lento
de M. tuberculosis.
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El creciente aumento de los casos de TB MDR a
escalamundial y su implicacion en el control de esta
enfermedad, asi como €l tiempo que necesitan las
técnicas convencionales basadas en el cultivo de
micobacterias para brindar resultados, han motivado
el desarrollo de técnicas répidas de deteccidn de re-
sistencia a drogas antituberculosas. Entre las nuevas
técnicas se destacan lasfenotipicas, |as cuales detectan
signos tempranos del metabolismo celular. Varias de
ellas, como el sistema radiométrico BACTEC y €l
MGIT estan disponibles comercialmente y muestran
resultados comparables con los del MP, pero son
sumamente costosas por depender del suministro de
mediosde cultivoy por el equipamiento que necesitan.
BACTEC tiene, ademas, la desventaja de producir
desechos radiactivos que son peligrosos paralasalud
del hombre[10, 11].

El conocimiento de las bases moleculares de la
resistenciaalasdrogasdelaTB, junto aladisponibili-
dad de técnicas moleculares, ha permitido desarrollar
métodos genotipicos paraladeteccion delaresistencia.
Entre las principales ventgjas de estos métodos se
destaca que los resultados se pueden obtener en 24
horas, no requieren del crecimiento deM. tuberculosis,
lo cual reduce |os riesgos asociados a la bioseguridad,
y pueden ser aplicados amuestras clinicas. Desafortu-
nadamente, su empleo se ve limitado debido & costo
de los equipos y alas técnicas laboriosas, por 1o que
son inaccesibles para los paises de escasos recursos
econdmicos, |os cual es presentan el mayor porcentaje
deresistenciade laTB alas drogas antitubercul osas.

A pesar de que las técnicas colorimétricas son una
aternativa de féacil ejecucion que brinda resultados
confiables para INH y RIF, drogas principales del
tratamientoy quedefinenlaM DR, se siguen evaluando
otras técnicas con la intencién de lograr un método
accesible atodos los laboratorios y que sea confiable
para evaluar todas las drogas antitubercul osas.

En 2002 se report6 el MNR para detectar laresis-
tencia a las drogas antitubercul osas de primera linea,
con el empleo del medio LJy las drogas a la misma
concentracion que utiliza el MP. Los resultados se
compararon con |los obtenidos mediante el sistema
radiométrico BACTEC y se obtuvieron en un periodo
de 7 a14 dias. Angebyet al. reportaron unasensibilidad
mayor queel 95.0% paralNH, STRy RIFy del 75.0%
para ETH y una especificidad mayor que el 96.0%
paraINH, ETHy RIF y del 83.0% para STR [4].

En el presente estudio, al aplicar e MNR para de-
terminar laresistencia a INH, SM, EMB y RMP, se
alcanzaron elevadosvaoresde sensibilidad (mayor que
e 93.7%) y de especificidad (mayor que el 98.0%)
paralas cuatro drogas evaluadas, con |o cua sedcanzé
una concordancia global del 98.2%. Estos resultados
son comparables con los obtenidos mediante el MP
paratodaslasdrogas. Ello sugierequeemplear e medio
LJen el MNRy que las drogas estén bajo las mismas
condiciones que en e MP (técnica de referencia), son
factores que favorecen la obtencién de los resultados
anteriormente expuestos.

Losresultados del MNR también se han comparado
con el MP en agar, y se ha alcanzado el 100% de
sensibilidad y de especificidad paraINH y RIF [12].
Otra alternativa de aplicacion del MNR fue descrita
por Syre etal., en 2003 [13], con el empleo del medio
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Tabla 1. Pardmetros estadisticos obtenidos en 100 cepas de M. tuberculosis.

Sensibilidad (%)

Especificidad (%)

Concordancia (%)

Drogas Anti-TB

RES MTT MNR RES MTT MNR RES MTT MNR
INH 100 100 95.6 96.4 96.4 100 98.0 98.0 98.0
STR 93.8 91.7 93.7 88.5 88.5 98.0 91.0 90.0 96.0
ETH 94.1 94.1 100 57.8 71.1 97.8 64.0 75.0 99.0
RIF 100 100 100 98.4 100 100 99.0 100 100

liquido Middlebrook 7H9. Estos autores utilizaron
este ensayo para detectar cepas resistentes a INH y
RIFy obtuvieron unasensibilidad del 100y del 94.0%
y una especificidad del 95.0 y del 100%, respecti-
vamente, al comparar |os resultados con |os obtenidos
mediante €l sistema radiométrico BACTEC.

Para que las nuevas técnicas de deteccién de re-
sistencia a las drogas puedan sustituir a los métodos
convencionales en e futuro, se requieren estudios de
reproducibilidad y la obtencidn de valores aceptables
desensibilidad y especificidad. Ademés, debenredizarse
investigaciones para comprobar € funcionamiento de
estas técnicas bajo diferentes condiciones de trabajo.
Como paso inicial para lograr un ensayo que pueda
sustituir a las técnicas de referencia, se han disefiado
estudios multicéntricosinternacionalesen los cuales se
haevaluado un mismo panel de cepasdeM. tuberculoss
con susceptibilidad conocida, siguiendo igual metodo-
logiade trabgjo.

Recientemente, el Laboratorio Nacional de Referen-
ciae Investigaciones en Tuberculosisy Micobacterias
particip6 en un estudio multicéntrico internacional en
€l que participaron cuatro paisesde L atinoaméricay €l
laboratorio coordinador fuelaUnidad de Micobacterias
del Instituto de Medicina Tropical “Principe Leopol-
do” de Amberes, Bélgica. Con este estudio sedeterming
la susceptibilidad alas cuatro drogas antitubercul osas
de primera linea tras aplicar el MNR y los ensayos
colorimétricos MTT y RES. El método de referencia
parael andlisisdelosresultadosfueel MPen LJ. Con
la aplicacion de los ensayos colorimétricos se al-
canzaron valores de sensibilidad y especificidad mayor
que el 91.7% y mayor que el 93.3%, paralNH y RIF,
respectivamente [14]. El andlisis de |os resultados del
MNR, permitié conocer que para INH, RIFy ETH
los resultados de sensibilidad oscilaron entre el 86.6 y
el 100%, mientras que la especificidad fue del 100%
para RIF y superior al 94.4% para INH y ETH, en
todos los laboratorios [15].

Teniendo en cuentalosresultadosde estetrabajoy
los reportes internacionales hasta la fecha, estas
técnicas brindan nuevas posibilidades: rapidez, facil
gjecuciony resultados confiables, Utiles para evaluar
drogas de segunda linea, asi como para el diagnéstico
directo a partir de muestras clinicas. Estos métodos
pueden convertirse en una herramienta importante
aplicable en paises con escasos recursos, ya que solo
requieren el equipamiento microbiol 6gico minimo para
su funcionamiento.
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