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_— " bacterium tuberculosis. Las cepas de M. tuberculosis se han hecho cada vez mas
Glorglna Mendoza ’ resistentes a drogas, especialmente a los dos medicamentos antituberculosos
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requerir tratamiento especial, el cual es mas costoso y presenta mayores efectos
secundarios. La situacion se agrava por el incremento en el numero de casos
de TB extremadamente resistentes (TB-XDR), causada por bacilos resistentes
a todos los medicamentos antituberculosos. El diagnéstico rapido y la identi-
ficacion de las cepas TB-MDR y TB-XDR, permite la aplicacién oportuna del
tratamiento, por lo que es esencial para el éxito de las estrategias de control de
la TB a nivel mundial. Es indispensable el desarrollo de herramientas de mayor
sensibilidad y rapidez para la deteccion de M. tuberculosis y su resistencia a las
drogas. En particular las pruebas de amplificacion de los acidos nucleicos pre-
sentan una buena especificidad, simplicidad técnica y rapidez en la obtencion
de resultados, por lo que han sido certificadas por la OMS. Estas son las pruebas
de Xpert MTB/RIF y Genotype MTBDR/plus. Sin embargo su alto costo limita
su implementaciéon en ciertos ambientes, por lo que nuevas tecnologias estan
siendo evaluadas. El objetivo de éste trabajo es realizar una revision bibliografica
de la problematica de la TB-MDR y TB-XDR, y comparar las ventajas y desventa-
jas de las técnicas rapidas para su diagnostico.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a serious infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis. The strains of M. tuberculosis have become increasingly resistant
to drugs, especially the two first-line anti-tuberculosis drugs, isoniazid and
rifampicin. In 2015, some 480,000 cases of multidrug-resistant TB (MDR-TB)
were reported worldwide, requiring special treatment which is more expen-
sive and has more side effects. The situation is aggravated by the increase in
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the number of extremely resistant TB cases (XDR-TB),
caused by bacilli resistant to all antituberculosis drugs.
Rapid diagnosis and identification of TB-MDR and TB-XDR
strains allows the timely implementation of treatment,
making it essential for the success of TB control strate-
gies worldwide. It is essential to develop tools of greater
sensitivity and speed for the detection of M. tuberculo-
sis and its resistance to drugs. In particular, nucleic acid
amplification tests have good specificity, technical sim-
plicity and rapid results, and have therefore been certified
by the WHO. These are the Xpert MTB/RIF and Genotype
MTBDR /plus test. However, its high cost limits its imple-
mentation in certain environments, so new technologies
are being evaluated. The aim of this work is to carry out a
literature review of the problem of MDR-TB and XDR-TB,
and to compare the advantages and disadvantages of the
rapid techniques for its diagnosis.

Keywords: Tuberculosis; Mycobacterium tuberculosis;
TB; Resistance; Diagnosis; TB-MDR/TB-XDR; Xpert MTB/
RIF; Genotype MTBDRplus; MODS.

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad pulmonar
causada por la infeccién con el bacilo Mycobacterium
tuberculosis (MTB) y representa un grave problema
de salud publica a nivel mundial. Cada afio se produ-
cen 1,5 millones de muertes relacionadas con esta
enfermedad, considerada una de las 10 principales
causas de mortalidad en el mundo. Se estima que una
tercera parte de la poblacion mundial esta infectada
por MTB en estado latente, que atin no han enfermado
ni pueden transmitir la infeccion, pero que podrian
convertirse en pacientes con TB activa (Rondon, L.,
2010). E1 MTB también puede infectar otros 6rganos
causando la llamada TB extrapulmonar. La TB
extrapulmonar supone el 10-20% del total de TB que
padecen los enfermos inmunocompetentes, aunque
ésta frecuencia de presentacion se incrementa nota-
blemente en las personas portadoras de algin grado
de inmunodeficiencia, llegando a representar un 60%
de los casos en pacientes con sindrome de inmunode-
ficiencia adquirida (SIDA) (Fanlo y col., 2007).

La TB asociada a la infeccion por el virus de inmu-
nodeficiencia humana (VIH) y la TB multirresistente
TB-MDR representan una importante amenaza para
el desarrollo y la seguridad sanitaria mundial. Las
personas con VIH tienen entre 20 y 30 veces mas
probabilidades de desarrollar TB activa que las VIH-

negativas. La combinacion de la infeccion por el VIH
con la TB es letal ya que una acelera la evolucion de la
otra. En el afio 2015, fallecieron unos 0,4 millones de
personas por TB asociada al VIH. En el caso de Lati-
noamérica, en 2014 en Perq, las autoridades sanitarias
notificaron un total de 30.008 casos de TB. De estos,
91% corresponden a casos nuevos y 9% representan
recaidas (Fanlo y col., 2007).

Debido a los esfuerzos de los programas de control
de la TB a nivel mundial, la incidencia de la TB ha
disminuido en un 1,5% anual desde 2000. Se estima
que entre 2000 y 2015 las mejoras de los servicios de
diagnoéstico y tratamiento, permitieron salvar la vida
de 49 millones de personas. Sin embargo, el surgimien-
to de cepas resistentes al tratamiento representa una
constante amenaza a los programas de control de
la TB. En el 2015, fueron reportados unos 480.000
casos de TB-MDR a nivel mundial. Estas graves infec-
ciones son causadas por cepas que no responden
al tratamiento con isoniazida y rifampicina, los dos
medicamentos antituberculosos de primera linea.x
Los expertos calculan que alrededor de 100.000 casos
desarrollaron resistencia a la rifampicina en el 2015,
pasando a requerir de tratamiento contra la forma
multirresistente de la enfermedad, el cual es mas
costoso y presenta mayores efectos secundarios. La
situacioén se agrava con el incremento en el nimero
de casos de TB extremadamente resistentes (TB-XDR),
causada por bacilos resistentes a todos los medica-
mentos antituberculosos en uso actualmente, y cuyos
pacientes carecen de opciones de tratamiento. En el
2015, cerca del 9,5% de los casos clasificados como
TB-MDR presentaban tuberculosis TB-XDR.

El diagnéstico de la TB-MDR y la TB-XDR asi como
el de la TB asociada al VIH, puede ser complejo y
costoso, particularmente en los nifios. Los métodos
de diagnéstico tradicional como la observacion
microscopica, también llamada baciloscopia (BK), y
el uso de medios de cultivo para el aislamiento y la
caracterizacion bioquimica de infecciones por MTB,
requieren de largos periodos de tiempo y suelen tener
baja sensibilidad y reproducibilidad. En el caso de la
BK, se sabe que esta técnica solo detecta la mitad de
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los casos de TB, y ademas es incapaz de determinar
si hay farmacorresistencia. Esto contribuye al retraso
o ineficiencia en la activacion de programas epide-
miolégicos para bloquear la cadena de transmision
de MTB. Por ello se requiere la implementacion de
técnicas mas rapidas y sensibles para la deteccion e
identificacién de MTB en muestras clinicas y la detec-
cion de cepas patogenas capaces de causar TB-MDR y
TB-XDR.

En base a esta problematica, se establece como
objetivo realizar una revision bibliografica referente a
la resistencia del MTB, la importancia epidemiologica
y las dificultades en el diagnoéstico, evaluando las
alternativas rapidas de diagnéstico desarrolladas
por laboratorios de referencia y reportadas por los
organismos de salud competentes como la Organi-
zacion Mundial de la Salud.

EL GENERO MYCOBACTERIUM:
CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS,
PROCESOS DE INFECCION Y TRATAMIENTO
FARMACOLOGICO

La TB es una infeccion causada por organismos del
complejo tuberculosis dentro del cual se encuentran
el Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium afri-
canum 'y Mycobacterium bovis, de crecimiento lento
que se caracterizan por poseer una pared celular mas
gruesa que la de muchas otras bacterias, hidrofobi-
ca, cerosa y rica en acidos micoélicos/micolatos. Las
micobacterias son clasificadas taxonémicamente
dentro del orden Actinomycetales, pertenecientes
a la familia Mycobacteriaceae y al género Mycobac-
terium. Las especies del género Mycobacterium
son bacilos aerébicos, inmoéviles, no esporulados,
rectos o ligeramente curvos, cuyo genoma posee un
alto contenido de guanina y citosina. Su principal
caracteristica es su compleja pared celular, consti-
tuida por acidos grasos y acidos micélicos unidos
entre si por enlaces covalentes (Araujo y col., 2008),
que conforman una estructura rigida, resistente,
hidrofébica e impermeable a los agentes antimicro-
bianos. que explica su caracteristica resistencia a la
decoloraciéon por alcohol acido al 3% en la tincion

Ziehl-Neelsen o BK, por lo que se les conoce como
Bacilos Acido Alcohol Resistentes o BAR (Rondén,
L., 2010). Ademas, esta pared celular contribuye a su
resistencia a dafios oxidativos producto de la accion
de células fagociticas.

El sistema de clasificaciéon usado en micobacte-
rias es la clasificacion de Runyon, la cual agrupa a
las especies en funcion a la velocidad de crecimiento
y presencia de pigmentacion. Las especies patogenas
del género Mycobacterium, M. leprae y M. tuberculosis
exhiben un crecimiento lento con un tiempo genera-
cional de 18-26 horas y forman colonias visibles
en medio de cultivo sélido luego de 15-28 dias de
incubacion (Salazar, 2010; Cortes, 2009). Dentro del
género Mycobacterium se incluyen mas de cien espe-
cies entre las que destaca el complejo tuberculosis,
el complejo Mycobacterium avium, la lepra y otras
especies denominadas “no tuberculosas”. El complejo
tuberculosis incluye las especies MTB, M. bovis
(incluido el bacilo de Calmette-Guerin o BCG) M. afri-
canum y M. microti. Las micobacterias pertenecientes
al complejo tuberculosis son los agentes etiologi-
cos de la TB pulmonar, una enfermedad infecciosa
cronica que afecta principalmente al sistema respira-
torio. Pero estas especies también pueden afectar a
otras partes del organismo, como los nédulos linfati-
cos, huesos, articulaciones y riflones, en cuyo caso se
clasifica clinicamente como TB extrapulmonar.

La TB pulmonar se transmite por via aérea a través
de las pequefnas gotas que expulsan los pacientes
infectados al expectorar. Se estima que la dosis infec-
tiva se halla entre 5 y 200 bacilos. Algunos bacilos
quedan retenidos en las vias respiratorias superiores
y son barridos por las microvellosidades (cilios) de las
células de la mucosa, mientras que otros invaden los
alvéolos pulmonares donde son fagocitados por los
macrofagos. Alli se multiplican y originan un proceso
inflamatorio. Parte de los macréfagos pueden alcan-
zar las vias linfaticas y diseminar por via hematogena,
hacia el resto del organismo (WHO, 2008).

Una vez que se produce la infeccion del
macrofago y dependiendo de las condiciones inmu-
noloégicas del paciente, se pueden presentar las
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siguientes situaciones:

e El sistema inmunolégico logra combatir exitosa-
mente la infeccion, eliminando el bacilo.

e Ll sistema inmunoloégico falla y se desarrolla una
TB activa en pocas semanas.

e E| sistema inmune logra contener pero no elimi-
nar la infeccion, por lo que se establece una infec-
cion asintomatica o infeccion latente, que puede
mantenerse en el tiempo o que puede reactivarse en
condiciones inmunolodgicas deficientes.

La TB es un proceso infeccioso dinamico desde la
fase infectiva hasta el desarrollo de la enfermedad, los
pacientes son caracterizados por simplicidad segun
si presentan la infecciéon latente por TB (LTBI) o TB
activa. Los pacientes pueden revertir o avanzar en
su condicion clinica dependiendo de los cambios en
la inmunidad del hospedador y la comorbilidad. La
exposicion a MTB puede desencadenar una respues-
ta del sistema inmunologico innato o adaptativo
(linfocitos T) eliminando el patégeno. En aquellos
casos en los cuales el patdgeno no es eliminado por
el sistema inmune, el mismo puede ser “contenido”,
lo cual significa que el bacilo puede sobrevivir en
una fase de latencia (LTBI) que puede extenderse por
muchos afios. Ademas pueden aparecer pacientes con
TB subclinica, que no manifiestan sintomas pero las
muestras aisladas y cultivadas resultan positivas (a
pesar que suelen ser reportados como cultivo negativo
por su baja carga bacilar). Los pacientes con TB activa
manifiestan la sintomatologia caracteristica y pueden
contagiar a otras personas, siendo mas sencillo su
diagnoéstico (Pai y col, 2016).

Eltratamiento farmacolégico varia dependiendo de
la localizaciéon y actividad de la infecciéon. Los bacilos
presentes en las cavidades pulmonares se multiplican
de forma activa en un ambiente aerdbico y los bacilos
presentes en el interior de los macréfagos se multi-
plican en un ambiente microaerofilico que induce
al estado de latencia. En los tejidos, la penetracion
de los farmacos es facil y el efecto de los antimicro-
bianos sobre poblaciones con crecimiento activo es
relativamente rapido. Pero en el caso de los bacilos
que se encuentran en cavidades pulmonares, pus o

material caseoso o en el interior de los macréfagos, la
actividad de los farmacos se ve reducida por la dificil
penetracion o el bajo pH del microambiente. Si ademas
tomamos en consideracion la resistencia natural de
las micobacterias debido a la impermeabilidad de su
pared celular y su lenta tasa de replicacion, el régimen
de tratamiento de la TB suele ser largo y se realiza con
antibioticos especificos de actividad antituberculosa
(Rondén, L., 2010). La tabla 1 describe los tipos de
farmacos antituberculosis (Ticona y col., 2008).

Tabla 1
Clasificacion de drogas antituberculosis propuesta
por la OMS.
Grupo Droga
Grupo | Isoniacida, Rifampicina, Pi-
Agentes de primera linea razinamida, Etambutol.
orales
Grupo Il Estreptomicina, Kanamicina,

Agentes inyectables

Amikacina, Capreomicina.

Grupo I
Fluroquinolonas

Moxifloxacino, Gatifloxacino,
Levofloxacino.

Grupo IV
Agentes de segunda linea
orales y bacteriostaticos

Protionamida, Etionamida,
Cicloserina, Acido-p-amino-
salicilico.

GrupoV
Agentes con un rol no claro
en el tratamiento de TB MDR

Clofamicina, Linezolid,
Claritromicina, Tiazetazona,
Amoxicilina-Clavulanico.

(no recomendado por la
OMS para uso rutinario en
pacientes con TB resistente)

El tratamiento de la TB inicial se lleva a cabo
mediante protocolos terapéuticos controlados y se
considera efectivo cuando cura a mas del 95% de los
pacientes y ocasiona menos del 5% de intolerancias
graves que obliguen a la modificacion del tratamien-
to. El mejor esquema terapéutico es aquel prescrito
para 6 meses de duracion: 2 meses con rifampicina,
isoniacida, pirazinamida y etambutol, seguidos de
4 meses con rifampicina e isoniacida. En el caso de
que el aislado resulte sensible a estos farmacos se
podra retirar el etambutol. Los nifios suelen tener una
buena tolerancia a los farmacos y el tratamiento debe
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ser igual al aplicado en adultos ajustando la dosis al
peso (Rondén, L., 2010).

LA RESISTENCIA DE MTB A FARMACOS:
TIPOS DE RESISTENCIA Y TRATAMIENTOS
ANTITURBECULOSO ALTERNATIVOS

Si bien los antibi6ticos llevan décadas aplican-
dose con éxito como terapia anti TB, conforme han
avanzado los estudios epidemiologicos, y dado el
nuamero creciente de casos de resistencia a farmacos,
los investigadores intentan buscar tratamientos mas
efectivos para combatir la TB.

En anos recientes se han definido los siguientes
conceptos para clasificar la resistencia de una cepa
determinada:

Se define la TB multidrogoresistente (TB-MDR)
como aquella infeccién que es resistente a los dos
farmacos de primera linea utilizados de tratamiento de
TB pulmonar (isoniazida y rifampicina). Mientras que
la TB altamente resistente a los farmacos (TB-XDR)
es definida por la OMS como una MDR-TB con una
resistencia adicional a cualquier fluoroquinolona y
a al menos uno de los tres farmacos inyectables de
segunda linea usados en el tratamiento (capreomicina,
kanamicina o amikacina).

Desde el punto de vista epidemiologico, en todos
los paises estudiados se ha comprobado la existen-
cia de cepas del bacilo que presentan resistencia al
menos un medicamento antituberculoso. La farma-
corresistencia surge debido a una mala utilizacion
de los medicamentos antituberculosos, ya sea a
través de su prescripcion incorrecta o por la mala
calidad de los mismos o, mas frecuentemente por
la interrupcion prematura del tratamiento. Si bien
en algin momento se pens6d que las mutaciones
involucradas en la resistencia podian disminuir la
patogenicidad de las bacterias, dicha hipotesis fue
refutada por la ocurrencia de transmision primaria de
TB-MDR durante los afios noventa como la epidemia
intrahospitalaria en New York (Frieden y col., 1993) y
por el reporte de la trasmision y letalidad de cepas de
TB-XDR en poblaciones inmunocomprometidas por

el VIH en Sudafrica (Gandhi y col., 2006).

Los mecanismos de resistencia a antimicrobianos
en MTB tienen su origen en mutaciones cromosoémi-
cas aleatorias (Tabla 2) y pueden ser de varios tipos
(Ticona y col., 2008):

La resistencia primaria o natural que se puede
presentar en cepas aisladas de pacientes que nunca
han recibido tratamiento antituberculoso (cepas
silvestres que no han estado en contacto con
farmacos).

La resistencia secundaria o resistencia adquirida,
resultante de la supervivencia de cepas mutantes
resistentes, luego de una quimioterapia incorrecta,
bien sea por la aplicacion de un esquema terapéutico
inicial errébneo o por incumplimiento del tratamiento
(Seung y col., 2004 citado por Rondon, L., 2010).

La resistencia transmitida/amplificada o la trans-
mision de cepas resistentes a personas susceptibles
produciendo nuevos casos de TB resistente. La trans-
mision de cepas resistentes depende del grado de
patogenicidad del bacilo, si bien puede reducir su
potencial reproductivo puede también inducir a
mutaciones que restablezcan su capacidad de viru-
lencia (Gillespie, S. H., 2002).

Tabla 2

Mutaciones responsables de la resistencia a drogas
antituberculosas (Tricona y col., 2008).

Farmaco Gen Mecanismo Frecuencia

Codifica para la
enzima catalasa-
peroxidasa, encargada
de transformar la iso-
niacida en el principio
activo, inhibiendo la
sintesis del acido
micolico

katG 50-68%

Isoniacida

Codifica la sintesis de
la proteina enoil ACP
reductasa, implicada
en la produccién de
acidos grasos de la

inhA 21-34%

micobacteria
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Codifica para la
subunidad B3 de la RNA
polimerasa, a la cual
se une la rifampicina,
interfiriendo en la sin-
tesis del acido nucleico
en el proceso de repli-
cacion bacteriana

rpoB 96-98%

Rifampicina

Codifica para la enzi-
ma pirazinaminidasa,
la cual transforma la
pirazinamida en acido
piracinoico, resultando
un pH acido que
parece ser el causante
del efecto contra M.
Tuberculosis

pncA 72-97%

Pirazinamida

Codifica para la
unidad ribosomal
S12,al cual se une la
estreptomicina para
inhibir la sintesis
proteica

Codifica para el ARNr
16S, al cual se une la
estreptomicina para
inhibir la sintesis
proteica

rpsL 64-67%

Estreptomicina

rrS 8-21%

Codifica la sintesis de
la enzima arabinosil-
transferasa, relacio-
nada con la sintesis de
polimeros de arabi-
nosay galactosa de la
pared celular, lo cual
incrementa la permea-
bilidad y la entrada en
mayor cantidad de los
otros medicamentos

embB 47-65%

Etambutol

El tratamiento alternativo de los casos de TB-MDR
puede prolongarse hasta dos afos, suponiendo una
carga adicional para los pacientes y los sistemas sani-
tarios. Aquellos casos diagnosticados como TB-MDR
deben ser tratados con atenciéon de alta calidad, segain
lo establecen las Normas Internacionales de Atenciéon
de la Tuberculosis (WHO, 2008). En el afio 2011 se
publicé una actualizacion de la Guia para el manejo
de la TB-MDR, cuya primera edicion se efectu6 el afio
2006. La nueva guia se basa en el trabajo de exper-
tos de la 62a Asamblea Mundial de la Salud (WHA)
del afio 2009. En el tratamiento de los pacientes

con TB-MDR debe usarse una fluoroquinolona de
ultima generacion. Asi mismo, se recomienda el uso
de la etionamida (o protionamida), y de cuatro drogas
antituberculosas de segunda linea para aumentar
la eficacia de los esquemas (incluyendo un agente
inyectable), asi como la pirazinamida que deberia ser
incluida en la fase intensiva.

Algunos estudios recientes, han generado expecta-
tivas en cuanto a nuevos tratamientos paralos casos de
TB-XDR, que sean mas simples y seguros y que permi-
tan controlar la enfermedad. Una de estas alternativas
denominada Nix-TB incluye tres antibioticos que no
se han combinado antes para tratar la TB: bedaqui-
line, pretomanida y linezolida. La pretomanida esta
disefiada para la TB pero atin en fase experimental, la
linezolida se usa principalmente para infecciones de
la piel y la neumonia. Dicho tratamiento fue ensayado
en 34 pacientes con TB-XDR de Sudafrica. Luego de 6
meses no se logro aislar el bacilo a partir de las mues-
tras cultivadas de esputo, segin informé Francesca
Conradie durante la Conferencia sobre Retrovirus e
Infecciones Oportunistas en Washington en 2017.
Las autoridades reguladoras siguen discutiendo para
evaluar la aprobacion del tratamiento Nix-TB.

EL DIAGNOSTICO DE LA TB RESISTENTE A
FARMACOS

La aparicion y diseminacién de cepas resistentes
de MTB representa un riesgo potencial para el control
mundial de la TB. La aplicacion temprana de un
tratamiento eficaz para la TB-MDR y TB-XDR so6lo es
posible cuando la deteccion de la resistencia se realiza
rapidamente. Los métodos bacteriolégicos tradi-
cionales se basan en el aislamiento e identificacion
de cepas de MTB en medios de cultivo y en casos
de riesgo de TB-MDR, las pruebas de sensibilidad a
farmacos tales como el método de las proporciones.
Este método es considerado el “gold standard” ya
que permite detectar una baja carga micobacteriana.
Sin embargo, debido al lento crecimiento del bacilo,
éstas técnicas requieren una gran cantidad de tiempo
para realizar los procedimientos secuenciales estable-
cidos y obtener los resultados. Durante ese tiempo,
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el tratamiento aplicado al paciente podria resultar
inapropiado, contribuyendo a que aquellas cepas
resistentes puedan proliferar, induciendo asi la ampli-
ficacion de la resitencia (WHO, 2016).

El diagnéstico de la TB-MDR y TB-XDR asi como el
de la TB asociada al VIH, puede ser complejo y costoso.
Por eso desde el inicio de los afios 90 los expertos
han disefiado nuevas técnicas para el diagnoéstico de
resistencia a farmacos antituberculosos avalados por
WHO, que proporcionan resultados rapidos compara-
dos con los métodos antes mencionados. Dichas
técnicas incluyen los medios de cultivo liquidos,
sistemas automatizados (BACTEC 460, MGIT 960 y
VersaTREK), la prueba de susceptibilidad a drogas por
observacion microscopica (MODS, del inglés, Mycro-
scopic Observation Drug Susceptibility) desarrollada
en Perd, métodos basados en la amplificacion de de
los acidos nucleicos (NAATS, del inglés, Nucleic Acid
Amplifications Tests), hibridizacién de ADN y detec-
ci6én de mutaciones (Teran y col.,2015)

Los métodos moleculares basados en la amplifi-
cacion del acidos nucleicos mediante la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) resultan mas rapidos
(24-48 h comparados con el tiempo de deteccion por
métodos convencionales de 1 a 2 meses), y especi-
ficos para el diagnoéstico de TB-MDR y han sido
recomendados desde el afilo 2008 por la OMS. Estos
ensayos consisten en la amplificacion de secuencias
génicas especificas que incluyen mutaciones asocia-
das a resistencia, a partir de muestras positivas o
cultivos de MTB seguidas de una prueba de hibridi-
zacion para detectar si la secuencia amplificada
contiene la mutacién relacionada con la resistencia.
La técnica consiste en el marcaje de los amplicones
o productos de la PCR e hibridizacién con sondas de
oligonucledtidos inmovilizados en tiras de nitrocelu-
losa. La mutacion es detectada por ausencia de union
entre el amplicon y la sonda (baja complementariedad
de pares de nucleétidos) (Teran y col., 2015). Entre
las pruebas moleculares automatizadas incluyen el
ensayo Xpert MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA,
United States) y el ensayo de sondas de linea (LPAs,

INNO- LiPA1-RifTB assay, Innogenetics Ghent,

Belgium) como es el caso de Genotype MTBDRplus
(Hain Lifescience, Nehren, Germany), WHO, 2016.

El uso de la prueba rapida Xpert MTB/RIF® se ha
extendido considerablemente desde 2010, cuando la
OMS recomend6 su empleo por primera vez. La prueba
detecta de forma simultanea la TB y la resistencia a
la rifampicina, que constituye el farmaco mas impor-
tante contra esta enfermedad. Este método permite
obtener un diagnéstico en el termino de dos horas y
esta recomendado por la OMS como prueba de diag-
nostico inicial en todas las personas con signos y
sintomas de la TB. Mas de 100 paises han empezado
a utilizarlo y se han adquirido a nivel mundial un total
de 6,2 millones de cartuchos en el 2015.

Varios hallazgos evidencian la efectividad de la
prueba Xpert MTB/RIF. Vallejo y col., 2015, usaron
la técnica molecular para detectar MTB en muestras
respiratorias y liquido cefalorraquideo. De los 17
enfermos, cuyas muestras resultaron negativas por
BK, pero positivas por cultivo, 15 fueron detectados
por Xpert MTB/RIF. De los 351 pacientes con cultivos
negativos de las muestras respiratorias, 17 resultaron
positivas por Xpert MTB/RIF. Las muestras no respira-
torias de 10 pacientes con cultivos positivos, fueron
detectadas todas por Xpert MTB/RIF mostrando una
alta sensibilidad.

La técnica Xpert MTB/RIF también ha sido usada
para para determinar TB en muestras pulmonares de
pacientes co-infectados con VIH. En tal sentido, Bansal
y col., 2016 analizaron 604 muestras de pacientes VIH
positivo, de los cuales 85 fueron identificadas como
positivas con Xpert MTB/RIF, resultando sensibles
para rifampicina y 6 muestras fueron identificadas
como resistentes a rifampicina. Los resultados fueron
obtenidos en menos de 2 horas. Los autores resaltan la
importancia de estas técnicas rapidas para el diagnoés-
tico temprano en pacientes infectados con bacilos TB
drogo-resistentes, disminuyendo asi la diseminacién
de la enfermedad.

La técnica también ha mostrado utilidad en el
diagnostico de muestras de TB extrapulmonar. Rufai
y col., 2017 evaluaron la efectividad de Xpert MTB/
RIF para detectar TB en muestras de fluidos ascitico
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en pacientes con TB abdominal. Del total de 67 mues-
tras, 17 con cultivos positivos fueron detectados
positivos por Xpert MTB/RIF y resultaron sensibles
para rifampicina. En los nifios es particularmente
dificil diagnosticar esta enfermedad y la prueba Xpert
MTB/RIF es por ahora el Gnico método generalmente
disponible para el diagnéstico de la TB pediatrica.
Otra prueba molecular de interés es la prueba
(Hain Lifescience,
detecta MTB y sus
resistencia a rifampicina e isoniacida a partir de

rapida Genotype MTBDRplus
Nehren, Germany), la cual

muestras de esputo de pacientes con BK positiva,
obteniendo resultados en 3 a 5 dias. El uso de esta
técnica fue aprobada por la OMS para el diagnostico
de TB-MDR, validada e implementada en Pert por el
Laboratorio de Referencia Nacional de Micobacterias
(LRNM) en el anno 2010. Ademas fue incluida en la
Norma Técnica Nacional de TB en Pert en el afio 2013
como un procedimiento de tamizaje para la detec-
cion de TB-MDR, permitiendo cubrir cada vez mas la
demanda del diagnéstico de TB-MDR del 5 al 60% en
2011 y 2015; respectivamente (Guerra, Z.M., 2016).
El trabajo realizado por Ascensios y col., 2012
evidencia la efectividad de la técnica Genotype
MTBDRplus. En este estudio se evaluaron 95 cultivos
y 100 muestras de esputos con perfiles de resistencia
previamente determinados por el método de propor-
ciones agar en placa (APP). La prueba molecular a partir
de cultivos mostr6é una sensibilidad de 100%; 97,5%
y 96,9% para RIF, INH y multidrogorresistente (MDR)
respectivamente; mientras que para esputo la sensi-
bilidad fue de 95,7%; 96,8% y 95,2% para RIF, INH y
MDR respectivamente. Los autores concluyeron que
Genotype MTBDRplus es una herramienta ttil para la
deteccion rapida de la resistencia simultanea a INH y
RIF (MDR) en un maximo de 72 h a partir de esputo
o de cultivo. Asi mismo, los autores sefialaron que la
prueba molecular tiene elevada concordancia frente al
método de referencia, ademas de una gran rapidez (48
h desde la llegada de la muestra al laboratorio) para la
deteccion la resistencia a INH, RIF y a ambas drogas
simultaneamente (TB-MDR) a partir de una muestra
de esputo BK positiva. Angulo y col., 2014 evaluaron

la técnica de Genotype MTBDRplus en el diagnostico
de TB y de la resistencia a la rifampicina en mues-
tras extrapulmonares (Liquido cefalorraquideo) con
una sensibilidad del 73,2% y especificidad del 100%.
Trabajos mas recientes fueron llevados a cabo por
Llerena y Medina, 2017 quienes mediante la técnica
Genotype MTBDRplus detectaron varias mutaciones
en el gen rpof de MTB, las cuales confieren resisten-
cia a rifampicina e isoniacida. De los 689 resultados
positivos, el 84,3% fueron bacilos sensibles, 8,4%
bacilos resistentes y 7,2% bacilos multirresistentes.
Sin embargo, una limitacion de los métodos
moleculares es la disponibilidad de laboratorios con
infraestructura adecuada y personal entrenado para
su realizacion. Se necesita una alta inversion para
establecer estas pruebas en un laboratorio aunque
el beneficio que se da a la poblaciéon es valioso. Es
por ellos que en Pert se ha desarrollado una prueba
fenotipica rapida que diagnostica en 7 dias TB en
muestras de esputo y simultaneamente detecta la
susceptibilidad a rifampicina e isoniacida. La técnica
llamada Susceptibilidad a Farmacos mediante Obser-
vacion Microscopica (Microscopic Observation Drug
Susceptibility o MODS) y se emplea para diagnostico a
partir de un cultivo directo de muestras de esputo de
pacientes con TB pulmonar que aun no hayan iniciado
tratamiento antituberculosis, pacientes nunca trata-
dos, recaidas o abandonos recuperados con frotis
positivo o negativo (numero exacto de bacilos acido
alcohol resistente, +, ++ o +++ (Solis y col., 2011). Sus
mayores ventajas son la simplicidad de la tecnica, la
gran sensibilidad del medio y el crecimiento carac-
teristico de MTB, la evaluacion de la susceptibilidad
frente a drogas en un corto tiempo y el bajo costo de
los reactivos. Un ejemplo de su efectividad es eviden-
ciado con el trabajo de Moore y col. (citado por Ticona
y col., 2008), los cuales evaluaron el rendimiento de
la técnica MODS para detectar la susceptibilidad de
MTB a INH y RMP en muestras de esputo en esta-
blecimientos de salud de Lima-Pert. En 334 muestras
de esputo con cultivo positivo, la técnica mostro
una sensibilidad y especificidad para INH de 84,6%
y 99,6 %; respectivamente. Con respecto a la droga
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rifampicina, la sensibilidad y especificidad fue del
100%.

La estrategia Alto a la Tuberculosis de la OMS,
adoptada por la Asamblea Mundial de la Salud en
mayo de 2014 ofrece a los paises un modelo para
poner fin a la epidemia de TB, reduciendo la mortali-
dad y la incidencia de esta enfermedad y eliminando
los costos catastréficos conexos. Este instrumento
incluye una serie de metas de impacto a nivel mundial
que prevén reducir las muertes por TB en un 90% vy los
nuevos casos en un 80% entre 2015 y 2030 y evitar
los costos debidos a esta enfermedad. Por tal motivo,
la OMS desemperfia 6 funciones esenciales en la lucha
contra la TB (Ticona y col.,2008).

e Asumir el liderazgo mundial en asuntos de impor-
tancia decisiva con relacion a la TB.

e Elaborar politicas, estrategias y patrones con bases
cientificas para la prevencion, atencion y control de la
enfermedad, y seguir de cerca su aplicacion.

e Prestar apoyo técnico a los Estados Miembros, ser
agente catalizador del cambio y crear una capacidad
sostenible.

e Vigilar la situacién mundial de la TB y cuantificar
los progresos realizados en la atencion, el control y la
financiacion.

e Preparar el programa de investigaciones sobre la
TB y estimular la produccion, la traducciéon y la divul-
gacion de conocimientos valiosos.

e Facilitar alianzas contra la TB y participar en las

reuniones.

CONCLUSIONES

El diagnostico rapido y la identificacion de las
cepas TB-MDR y TB-XDR, asi como el tratamiento
oportuno de los pacientes con estas formas de TB son
claves para el control de la enfermedad. Por lo tanto,
el desarrollo e implementacion de nuevas herramien-
tas para la deteccion de MTB y su resistencia a las
drogas, son requisitos indispensables para la lucha
contra la TB a nivel mundial.

Las pruebas de amplificacion de los acidos
nucleicos disponibles y certificadas por la OMS para
el diagnostico de TB y su susceptibilidad a rifampicina

son la prueba de Xpert MTB/RIF y Genotype MTBDR/
plus ambas por su especificidad, simplicidad técnica
y rapidez en la obtencién de resultados. Sin embargo,
el diagnostico contintia representando un reto para
los sistemas de salud debido a la poca disponibilidad
de recursos para el desarrollo de nuevas técnicas y
capacitacion de personal en paises subdesarrollados.
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