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RESUMEN

Los objetivos de esta investigacién fueron la
caracterizacidn de patrones genéticos, susceptibilidad
antibidtica y factores epidemioldgicos asociados a
infecciones producidas por cepas de M. tuberculosis.
Para este estudio se obtuvieron cepas provenientes
de pacientes que acudieron del afio 2000 al 2002 al
Hospital General San Juan de Dios por medio de
revision de expedientes médicos.

Para la caracterizacién molecular se utilizé el método
de subtipificacién denominado Dobles Elementos
Repetidos-Reuaccién en Cadena de la Polimerasa
(DRE-PCR); la susceptibilidad antibidtica fue
realizada a través del método modificado de las
proporciones. La informacién epidemioldgica se
obtuvo a través de la revisién de expedientes médicos.
Los datos se ingresaron en bases de datos y se
analizaron por medio del programa estadistico SPS$
versidn 10.

En el andlisis molecular se encontrd que el 74% de
246 cepas de micobacterrias evaluadas presentaron
patrones genéticos agrupados y el 26% patrones
inicos, lo que indica la ocurrencia simultinea de
infecciones recientes y reactivaciones. En la
evaluacién de susceptibilidad antibidtica, 81% de 95
cepas fueron susceptibles a las cuatro drogas
antituberculosas (rifampicina, isoniacida, etambutol
y estreptomicina); 5.3% presentaron resistencia a al
menos una droga y 6.7% [ucron catalogadas como
multiresistentes, €stas dltimas cepas se aislaron de
muestras pulmonares. La resistencia a drogas se
observo en 7 cepas con patrones genéticos agrupados,
provenientes de personas infectadas o no con VIH,
residentes de zonas endémicas y algunos que
estuvieron privados de libertad.

*Aguicn la correspondencia debe dirigirse:
Tel: 476-9808  E-mail: mosumayoa @ puale neg

En conclusién, en esta muestra de pacientes, la
infeccidn por micobacterias puede ser reciente,
reactivada o bien pueden estar ocurriendo
simultincamente, la resistencia antibidtica a las
drogas antituberculosas y la infeccién por VIH, esta
sefialando que deben efectuarse cambios dristicos
inmediatos en el manejo, diagnéstico, tratamiento y
seguimiento de la tuberculosis en pacientes que
acuden a centros hospitalarios.

INTRODUCCION

En 1995, la tuberculosis {(TB) causé mas de 75,000
muertes en Latino América y ¢l Caribe. Esto significa
que cerca de 1,100 personas enfermaron y mds de 200
murieron por TB cada dia. Para Guatemala en el afio
2000 la OMS repartd una tasa de incidencia de 80
por cada 100,000 habitantes. Sin embargo, el
incremento de los casos de TB se asocia a factores
como: el desmantelamiento y la debilidad de los
programas de control de la TB, la crisis econémica y
el crecimiento de las poblaciones marginales urbanas
y rurales, la expansidn de la epidemia del virus de la
Inmunodeficiencia humana (VIH) y el incremento en
la migracién.

La epidemia de VIH/SIDA esid creando nuevos retos
para el control de la TB en la regién. OPS estima
que mds de 330,000 personas estdn co-infectadas con
M. tuberculosis y el VIH en Latino América y el
Caribe. Guatemala tiene una de las tasas acumuladas
més altas de VIH/SIDA en la regién (76 X 109, solo
después de Belize, Honduras, Estados Unidos de
América, Brasil y Panamd. Para 1996, la prevalencia
de VIH en pacientes guatemaltecos con TB fue de
5.4,
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La co-morbilidad con VIH/SIDA altera la dindmica
de la tuberculosis, va que lavorece la reactivacion de
la enfermedad, lavorece la progresion de la infeccion
primaria o de la re-infeccién hacia la enfermedad,
promucve la transmisién a otras personas susceptibles
{incluyendo personas VIH negativo) y ademas
promueve la circulacidn de cepas de M. ruberculosis
resistentes a drogas.

La situacién de la TB a nivel mundial se ha agravado
con el aparecimiento de cepas multiresistentes a las
drogas antituberculosas, que incrementan las tasas de
mortalidad y representan un serio problema para el

control de esta enfermedad. actualmente, se considera reproducible y exacto. El s
Por lo anterior es importante comprender la dindmica mismo consiste en utilizar los antibidticos .
de la TB en Guatemala, lo que significa determinar seleccionados a diferentes concentraciones. El 3
la proporcidn de la enfermedad debido a infeccidn antibiético se incorpora al agar Middlebrook TH10 y -
primaria o a reactivacién y sus factores asociados, la se prepara en cajas de Petri de cuatro cuadrantes.
patogenicidad de cepas circulantes de M. tuberculosis Diluciones estandarizadas de las micobacterias son -
{resistencia a drogas, potencial de transmisibilidad, inoculadas en el agar con antibidtico. Las cajas de i
curso de la enfermedad, grupos de patrones genéticos Petri se¢ colocan en una incubadora a 37°C y se =
iguales o similares), la resistencia a drogas debida al observan durante 2 a 3 semanas para detectar .
incumplimiento del tratamiento (resistencia ¢recimiento. Si en un cuadrante se observa =
adquirida) v/o la diseminacién de cepas resistentes crecimiento de micobacterias en una proporcidn de
{resistencia primaria), los grupos mds afectados con més del 1% del crecimiento que se observa en el
la enfermedad (grupo éinico, edad, sexo, residencia, cuadrante libre de antibiético, se considera resistente T
estatus socioecondmico, ete) y finalmente el riesgo al antibidtico analizado. El método de las :
de infeccidn nosocomial. proporciones (indirecto) fue probado sobre cepas
ATCC de micobacterias para el control de calidad. 5=
MATERIALES Y METODOS -
Obtencidn de muestras -
Poblacién y muesira Todas las micobacterias utilizadas en este estudio FE
Aproximadamente 400 cepas de Mycobacierium tuber- provienen del cepario de micobacterias obtenido o
culosis aisladas de pacientes que acudieron al Hospital durante los proyectos DIGI-2000 y 2001, También
General San Juan de Dios en la ciudad de Guatemala, fueron incluidas todas aquellas cepas aisladas en el =
N

durante el periodo del 01/02/2000 al 15/10/2002.
Lugar de estudio: Hospital General San Juan de Dios
en la ciudad de Guatemala.

Técnicas de DRE-PCR para la caracterizacidén
epidemiologica de M. tuberculosis

La metodologia descrita puede ser usada para
identificar cepas individuales de Mycobacterium
tuberculosis por generacién de un dnico patrén de
fragmentos amplificados, definido como una “huella
genética”. Este se alcanza usando dos pares de
primers. Un par se dirige hacia la secucncia de
insercién repetitiva IS6110, mientras que el otro cs
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dirigido a las secuencias repetidas polimérficas ricas
en GC (PGRS). Cada par de primers estd orientado
de tal forma que los primers amplifican la regidn entre
los clementos repetitivos. Debido a que esos
clementos estdn distribuidos diferentemente a través
del genoma bacterial de las diferentes cepas de M.
tuberculosis, cada cepa genera un patrén diferente.

Técnica para susceptibilidad antibiética de
micobacterias

El métado de las proporciones fue seleccionado por
las condiciones de laboratorio con las que se cuenta

transcurso de este proyecto.

Capacitacidén docente

En este estudio se continud con la capacitacidn a todos
los estudiantes de EDC que ingresen al drea de
Microbiologia, En el mismo se incluyeron tépicos
como procesamiento de muestras, observacidn
directa, cultivo, aislamiento, identificacidn
susceptibilidad antibidtica de especies de
micobacterias. Se pretendidé que los estudiantes
recibieran esta capacitacién como parte de su
formacidén profesional en este hospital. L=z
capacitacion estuvo a cargo de un protesional
investigador y la coordinadora.
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Determinacidén de factores asociados a la infeccién
sor micobacterias

“ara csta actividad, se revisaron las historias clinicas
“= pacientes que tuvieran cepas de micobacterias
ncluidas en este estudio. En el mismo sc
-onsideraron factores como edad, género, ocupacidn,
=scolaridad, aspectos acerca de la vivienda, estado
cwvil, caracteristicas del trabajo, ete.

Jrros eventos clinicos y factores de riesgo asociados
- lainfeccidén como presencia o ausencia de infeccidn
=or VIH.

Hesultados microbioldgicos se colectd la
“formacién acerca de los cultivos, aislamiento,
“entilicacidn, caracteristicas moleculares vy
ssceptibilidad antibidtica.

v nalisis de datos

-~ muestreo fuc no probabilistico vy por conveniencia
-z alrededor de 400 muestras correspondientes a
coroximadamente 300 pacientes. Este ndmero se
cnsidera suficiente para hacer inferencias
-=1adisticas, pues corresponde a prdcticamente todas
:s cepas aisladas durante tres afios de investigacion
= esta poblacion. Todos los datos resultantes de las
‘isiones y resultados de laboratorio lueron
—znsferidos a una base de datos (Epi-Info 2000) por
~ asistente de investigacion. Para ello se contd con
acceso a la computadora de la clinica Familiar
_uis Angel Garcia” durante el estudio. El control
= calidad de estas formas fue realizado por
zluaciones periddicas.

“ESULTADOS

~aracterizacién molecular de Mycobacterium
sherculosis

== 2l presente estudio se incluyeron 246 cepas de
tuberculosis provenientes de igual nimero de

~-cientes, a las cuales se les extrajo ¢l dcido

“zsoxiribonucléico {ADN) (Tabla 1). De estas

—_zstras, 182 (74%) fucron amplificadas par medio

.= método de Dobles Elementos Repetidos-Reaceién
—adena de la Polimerasa (DRE-PCR) mientras que
2510 (26%) no logréd amplificarse.

Tabla 1. Resultados de DRE-PCR por afio y
amplificacion (N = 246)

Ao
2000 2001 2002
n n n Total (%)
% % G
Amplificado
Si 65 34 63 182 73.98
35.7 207 34.6
No 20 14 30 64 26.02
31.3 21.9 46.9

Los patrones genélicos que se presentaron en 2 o mas
cepas de M. tuberculosis se denominaron patrones
agrupados y constituyeron un 78.6% (143) de las
cepas estudiadas (Tabla 2). Por otro lado, los patrones
que se presentlaron en una sola cepa se denominaron
patrones dnicos o patrones no agrupados y
representaron el 21.4% (39) de las muestras.

Tabla 2, Patrones genéticos agrupades y tinicos por
afio (N = 246)

Afo
2000 2001 2002  Total (%)
n n n
% % T
Patroncs genéticos
Agrupados 53 38 52 143 78.6

37.1 26.6 36.4

Unicos 12 16 11 39 21.4
30.8 41.0 28.2

Dentro de los patrones agrupados se encontraron 24
grupos, los cuales se presentan esquematizados en la
Figura 1 y 2, Debido a que algunos patrones genéticos
dilirieron en una sola banda, los patrones agrupados
se subdividieron en subgrupos, asi dentro del Grupo
6, se encuentran los subgrupos 6, 6a y 6b. Los grupos
mis frecuentes fueron: ¢l patrén 13 encontrado en 21
cepas de M. ruberculosis (14.7%), el patrdn 9 hallado
cn 20 cepas (14%}), el patrdén 6 representado en 17
cepas (11.9%) v el patrdn 2 en 14 cepas (9.8%) (Tabla
3}
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Tabla 3. Distribucidén de las cepas amplificadas por
patrones genéticos agrupados ¥ Gnicos (N = 182)

Grupos  No. cepas (%) Subgrupo

1 11 7

2 14 9.8

3 6 4.2

4 3 2.1

5 3 21

6 17 11.9 6 .6a,6b
7 ! 0.7

8 3 3.5

9 20 14.0 9

10 3 200 10,10a,10b
11 11 7] I1,11a,11b
12 2 1.4

13 21 14.7 13,13a,13b,13¢
14 2 1.4

15 2 1.4

16 2 1.4

17 2 1.4

18 3 2.1

19 2 1.4

20 2 1.4

21 2 1.4

22 3 2.1

23 3 21

24 3 2.1

Total 143 100

Identificacién de especies de micobacterias

En la Tabla 4 se observa que de las 95 cepas de
micobacterias aisladas durante el afio 2002, 80
(84.2%) correspondieron a Mycobacterium
tuberculosis; 11 (11.6%) a otras cspecies de
micobacterias y 4 (4.2%) cepas no fueron
identificadas.

Tabla 4. Identificacion de cepas de micobacterias
aisladas durante el afio 2002,

Identificacién N=95 (%)
Mycobacterium tuberculosis 80 84.21
Otras micobacterias 11 11.58
ND* 4 4.21

*ND: No determinada, debido a contaminacién de la
cepa o crecimiento insuficiente.
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Susceptibilidad antibidtica

LLos resultados de susceptibilidad antibidtica
presentados en la Tabla 5, correspondieron a 75 cepas
de M. tuberculosis. Estos demuestran que 61 (81.3%)
cepas fueron susceptibles a las cuatro drogas
evaluadas por el método modificado de las
proporciones. Catorce cepas (18.7%) presentaron
resistencia a una o mds drogas, de éstas 4 (5.3%)
fueron monoresistentes: 5 (6.7%) fueron resistentes
a dos drogas: 2 cepas (2.7%) presentaron resistencia
a tres drogas y 3 cepas (4.0%) presentaron resistencia
a las cuatro drogas evaluadas.

Tabla 5. Susceptibilidad antibidtica de cepas de .
tuberculosis aisladas durante el afio 2002

Tipo de resistencia antibiética N = 75n (%)
n (%)

Susceptible a las cuatro drogas 61 (81.3)

Resistencia una droga 415.3)

INH'! 3(4.0)

SM? 1(1.3)

EMB’

RIF!

Resistencia a dos drogas 3(6.7)

INH + SM 4(5.3)

SM + EMB 1(1.3)

Resistencia a tres drogas 227

INH + RIF + SM 2(2.7)

Resistencia & cuatro drogas 3(4.0)

[NH + RIF + SM + EMB 3 (4.0

‘INH : [soniazida; *SM : Streptomicina: *EMB: Etambutol; *RIF: Rifampicinz

Los resultados de susceptibilidad antibidtica
estratificada por el estado de VIH del paciente se
presentan en la Tabla 6. En esta s¢ observa que de
61 cepas susceptibles a las 4 drogas, 35 (57.4%
correspondicron a pacientes seropositivos y 26 cepas
(42.6%) a pacientes VIH negativo, De 14 cepas con
resistencia a una o mas drogas, 10 (71.4%) se aislaror
de pacientes VIH positivo.
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Tabla 6. Resistencia a drogas de cepas de M,
tuberculosis aisladas en el afio 2002 y estado de
VIH de los pacientes

Resultado Susceptibles Resistentes a
de VIH a las cuatro una o mas
drogas N=61 drogas N= 14
n{%) n (%)
Positivo 33 (57.4) 10 (71.4)
Negativo 26 (42.6) 4(28.6)

Caracteristicas demogrificas

De 182 cepas con patrones moleculares disponibles
s¢ pudo obtener informacién epidemiolégica de 135
Tabla 7). Las mismas provenian de igual numero de
nacientes tanto hospitalizados como ambulatorios, un
71% de estos pacientes eran hombres mientras que la
distribucidn por edad no presentd alguna tendencia.
=n cuanto al lugar de nacimicento, un tercio de los
~acientes procedian de la ciudad de Guatemala, un
[0% de la ciudad de Escuintla, y ¢l resto procedia de
~lzin departamento. ks de hacer notar que un 4% de
cstos pacientes provenfan de la Repiblica de El
~alvador.

1 13.3% de estos pacientes estuvieron privados de

pertad y un 38.3% estuvo hospitalizado. La
“feceidn por VIH fue observada en un 56% de los
-zcientes de esta muestra. La cuarta parte de los
-zcientes tenian hijos, Por dltimo, se observé que el
"5.3% de estos pacientes habfan recibido tratamiento

n drogas antituberculosas.

Tabla 7. Caracteristicas demograficas de los
pacientes proveedores de las cepas (N =1335)

Caracteristica Frecuencia (%)
Tipo de usuario

Ambulatorio 68 50.4
Hospitalizado 67 49.6
Género

Masculino 96 Tl
Femenino 39 28
Edad (anos)

1-24 34 252
25-31 30 222
32-4] 35 25.9
> 42 36 26.7
Lugar de nacimiento

Guatemala 49 36.3
Totonicapén 5 3.7
Alta Verapaz 6 4.4
Suchitepéquez 6 4.4
Escuintla 14 10.4
El Salvador 5 3.7
Otro 50 37.0
Privado de libertad

Si 18 135.3
No 17 12.6
Desconocido 98 72.6
Hospitalizado

Si 52 383
Nao 21 15.6
Desconocido 61 45.2
Infeccion VIH

Si 75 55.6
No 60 44 .4
Tiene hijos

St 34 25.2
Na 54 40.0
Desconocido 47 34.8

Tratamiento anti-tuberculosis

Si 76 56.3
No 40 29.6
Desconocido 19 14.1
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En la Tabla § se observan los resultados de las 133
cepas agrupadas segin su patrén genético e
informacidn epidemioldgica. En esta serie de datos
se compararon las caracteristicas cpidemioldgicas ya
descritas anteriormente contra la presencia o no de
patrones genéticos agrupados. La presencia o
ausencia de las caracteristicas epidemioldgicas no
influyeron en la formacién de estos patrones, Los
andlisis epidemioldgicos mostrauron que ninguna de
estas wvariables resultaron ser un  factor
estadisticamente asociado a Ia formacidn de patrones
geneticos agrupados (p > 0.03).

Tabla 8. Informacidén epidemiolégica de las cepas
analizadas (N = 135)

Caracteristica Patrones
Agrupados Unicos
Total (%) (%) Valorp OR IC
Tipo de usuario
Ambulatorio 68 49 19 0.17 056 0.25 1.28

721 279

Hospitalizado 67 3% 12
R2.1 179

Género

Masculino 9 71 25 0.19 032 0.19 1.38
74.0 26,0

Femenino 39 33 f
846 154

Edad (aifios)

&3 052 I8 0.43 072 032 182
743 237

»32 65 52 13
8000 20.0

Privado de libertad

Si 18 14 4 .42 047 007 296
77.8 222

No 17 15 2
882 118

Hospitalizado

Si 5203 13 015 032 0.06 1.54
75.0 250

No 21 19 2
90.5 9.3
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Infeccién YIH

St 135 56 19 047 074 032 1.67
747 253

No 60 48 12
80.0 20,0

Tiene hijos

Si 34 28 b .11 233 (.82 6.65
824 17.6

No 34 16 18
66.7 333

Tratamiento tuberculosis

St 16

n
2]
o

037 094 038 2.33

—1
o
e
[ )
e
-1

No 40)

-1
3 red
Ln :
b

e

N

Lugar de nacimiento

Depto. de Guatemala 351.00 36 5 017 0.56 0.23
1.27

s
Sy

0.6 294
(ro 84.00 o8 )
L0 190

Relacion entre las caracteristicas demograficas y
susceptibilidad antibidtica

De las cepas provenientes de 42 pacientes con
informacién epidemiolégica, resultados de patrones
genéticos y susceptibilidad antibidtica, 35 (83%) de
ellas fueron caracterizadas como M. tuberculosis y 7
(17%) se definieron como Mycebacterium spp. De
las cepas de M. tuberculosis, 29 (83%) presentaraon
patrones agrupados mientras que el resto presentaron
patrones dnicos o no agrupados (Tabla 9).

Tres (10%) cepas de M. ruberculosis fueron
resistentes a multiples drogas, dos (7%) fueron
resistentes a | o dos drogas y el resto (83%) fueron
susceptibles a las cuatro drogas empleadas en el
tratamiento anti-tuberculoso (INH, RIF, EMB y SM ).
Dentro del grupo de Mycobacterium spp. se
presentaron 2 cepas (33%) resistentes a una o dos
drogas y el resto fueron susceptibles (Tabla 9).
Veintiun pacientes (50%) recibieron previamente
tratamiento anti-tuberculoso, 18 pacientes (43%) no
habian recibido tratamicnto y del resto (7%) se
desconoce esta informacién. De los pacientes con
tratamiento previo, 16 (76%) presentaron patrones
agrupados y 5 (24%) presentaron patrones Gnicos. De
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las cepas con patrones agrupados y tratamiento
previo, una cepa (6%) resultd tener resistencia
miultiple a los medicamentos, otra (6% ) fue resistente
1l 6 2drogas y el resto (88%) fue susceptible.
Dieciseis (89%) pacientes sin tratamiento previo
presentaron cepas con patrones agrupados y 2 (11%)
con patrones uUnicos. Dentro de los patrones
agrupados, se presentaron una cepa (6%) con
resistencia miltiple a las drogas anti-tuberculosas, 3
cepas (19%) con resistencia a una o dos drogas
diferentes a la pareja INH + RIF, y el resto de cepas
‘ueron susceptibles. Las 2 cepas con patrones dnicos
‘ueron susceptibles a las drogas anti-tuberculosas
labla 9).

Je estas cepas con criterio de inclusién, 23 (55%)
‘ueron aisladas a partir de muestras de esputo, 6
14%) a partir de sangre y 4 (9.5%) de lavado
sronquial. De las 23 cepas aisladas de esputo, 21
-cpas (91%) presentaron patrones agrupados y 2 cepas
2%) tuvieron patrones dnicos, Cinco cepas (83%)
crovenientes de sangre tuvieron patrones agrupados

y una cepa (17%) presentd patrdn tinico.

Los 3 pacientes con cepas resistentes a mditiples
drogas, los tres (100%) fueron seropositivos al Virus
de Inmunodeficiencia Humana (VIH +) v dos de ellos
recibieron previamente tratamiento anti-tuberculoso.
Las 3 cepas fueron caracterizadas como M.
tuberculosis y provinicron de muestras pulmonares
(2 de esputo y 1 de lavado bronquial).

De los 4 pacientes con cepas resistentes a 1 6 2 drogas
diferentes a INH y RIF, 3 de ellos (75%) fucron
seroncgativos y no recibieron tratamiento previo. Dos
cepas (50%) fueron caracterizadas como M.
tuberculosis y otras 2 como Mycobacterium spp. Las
4 cepas se aislaron de muestras pulmonares (3 de
esputo y | de lavado bronquial).

Los patrones frecuentemente encontrados entre las
cepas susceptibles fueron: 7 (20%) patrones inicos,
7 (20%) se incluyeron en el Grupo 13, 5 (14%) en el
Grupo 2, 5 (14%) al grupo 9, 5 (14%) pertenecieron
al grupo 9 y el resto (18%) se incluyeron en otros
patrones (datos no mostrados).

Tabla 9. Resultados de susceptibilidad antibidtica y tipo de muestra por agrupacién genética.

Patrones genéticos

Agrupados Unicos
~usceptibilidad a drogas Total  Susceptible Resistenteal o2  MDR*  Total Susceptible
-ntituberculosas drogas
Zspecie de micobacteria
‘veobacrerium Tuberculosis 29 24 2 3 6 6

83 7 10 100
fvecobacterium spp. 6 4 2
67 33
Tratamiento previo
16 14 1 1 3 3
88 6 6 100
16 12 3 | 2 2
75 19 6 100
Jzsconocido l 1
100
Tipo de muestra
—sputo 21 16 3 2 2 2
76 14 10 100
. CR I 1
100
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llega al centro de salud hasta que es referido a este
hospital va desde cuatro semanas hasta lres meses,
es preocupante la progresion de la enfermedad que
se agrava con la coinfeccidn con VIH. Por lo tanto,
es imperativo reforzar los sistemas de diagndstico en
los hospitales regionales como parte del PNT, a fin
de reducir el tiempo de diagndstico y aplicar el
tratamiento anti-TB antes del deterioro de los
pacientes.

De las cepas, 75 cepas de M. ruberculosis estudiadas,
61 (81.33% ) resultaron susceptibles a las cuatro
drogas evaluadas, isoniazida (INH}, rifampicina
(RIF), estreptomicina (SM) y etambutol (EMB); 14
cepas (18.67%) presentaron algdn tipo de resistencia,
4 (5.32%) fueron monorresistentes, 3 (3.99%) a INH
v 1 (1.33) a SM. Entre las cepas que presentaron
resistencia a dos drogas, la asociacidn mds frecuente
tfue INH+SM en 4 cepas (5.32%), seguida de
SM+EMB con 1 cepa (1.33%). Dos cepas (2.66%)
presentaron resistencia a INH+RIF+EMB vy 3 (3.99%)
fueron resistentes a las cuatro drogas evaluadas. En
otros estudios la resistencia a INH4+SM fue de 2.8%
y representd la principal asociacion de resistencia a
drogas distinta a RIF+INH (12).

El procentaje de cepas resistentes a al menos una
droga fue de 18.67% correspondiente a 14 cepas. De
acuerdo a la definicidn de cepas de M. ruberculosis
multiresistentes (MDR-TB) que establece que una
cepa es MDR-TB cuando es resistente al menos a
INH+RIF con o sin resistencia a otras drogas anti-
TB, en el presente estudio se detectaron 5 cepas de
MDR-TB correspondientes a 6.65% del total de cepas
cstudiadas (11, 13 - 17).

En estudio conducido en ¢l sur de México entre 1995
y 1998 se encontré que cn 238 cepas evaluadas, la
tasa de resistencia fue de 28.4% (primaria 20.78% ¥y
secundaria 54.7%), vy la tasa de multiresistencia 10,8%
(primaria 3.3% y secundaria 35.8%), resultados
similares a los encontrados en la presenle
investigacion a pesar de que el nimero de cepas
incluido en el mismo fue de Gnicamente 75, Esta
similitud es interesante si se considera que las
condiciones demogrdficas v socioeccocdmicas de esta
regién mexicana son muy parecidas a las de
Guatemala. En otro estudio realizado en Ecuador, sc
encontré un 24% de resistencia primaria a, al menos
una droga y 16.7% de multiresistencia. Asi mismo,
en Nicaragua. en un estudio publicado en 1997 se
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determiné que la resistencia, a al menos una droga.
fue de 40.5% vy 13.5% de las cepas evaluadas
demostraron multiresistencia (14, 18, 19).

En todo ¢l mundo aumenta la preocupacién por el
problema de la tuberculosis resistente a drogas,
particularmente porque no han sido desarrolladas
nucvas drogas para el tratamiento de esta enfermedad
desde la década de los sesenta. Aunque la resistencia
a drogas es bastante comun en muchos pafses y rara
en otros, la situacién actual de este problema no se
conoce con exactitud (20).

En un estudio dirigido por la Organizacién Mundial
de la Salud y la Unidn Internacional contra la
Tuberculosis v Enfermedad Pulmonar entre 1996 y
1999 se determind que entre los nuevos casos de
tuberculosis a nivel mundial la resistencia a, al menos
una droga antituberculosa, va de 1.7% a 36.9% y la
prevalencia de cepas multiresistentes va desde 0%
hasta 14.1%, ademds clasifica como alta prevalencia
de MDR-TB a porcentajes desde 4.5 hasta 10.8, de
acuerdo a lo cual, los resultados de este estudio
ubicarian a Guatemala con 6.65%, entre los paises
con alta prevalencia de MDR-TB, dato que contrasta
con lo reportado para la regidn de las Américas que
afirma que la prevalencia de cepas MDR-TB es baja
¥ no representan un problema serio (21).

L.a poblacidn que asiste al Hospital San Juan de Dios
es referida de centros de salud y otros hospitales, por
o que podria no ser una muestra representativa de la
poblacidn general en el pafs, sin embargo los
resultados de este cstudio cvidencian que en
Guatemala circulan cepas MDR-TB que s1 no se
manejan adecuadamente pueden llegar a propagarse
en toda la region.

La tuberculosis multiresistente a drogas esta asociada
a altas tasas de fallo y muerte que la tuberculosis
susceptible y es mds dificil v costosa para tratar, por
lo que representa un grave problema para los sistemas
de salud de cualquicer pais, por lo que deben adoptarse
o expandirse programas de control de tuberculosis que
utilicen herramientas de intervencidén adaptadas a la
realidad nacional para disminuir la tasa de
transmisidn de las cepas susceptibles y principalmente
de las MDR-TB (21},

De las 61 cepas susceptibles a las cuatro drogas
evaluadas, 35 (57.38%) provenian de pacientes VIH
positivo ¥ 26 (42.62%) de pacientes VIH negativo.
sin embargo, estos porcentajes variaron
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considerablemente respecto a las 14 cepas que
presentaron resistencia al menos a una droga, en las
que 10 (71.42%) fueron aisladas de pacientes VIH
positiva y solamente 4 (28.57%) de pacientes VIH
negativo. Este hecho es de suma importancia si se
considera que el progreso a la enfermedad en
pacientes VIH positivo es mucho mds rapido que en
pacientes VIH negativo, por lo tunto, si la terapia anti-
TB no es efectiva, existe el riesgo de que la salud del
paciente se deteriore en niveles alarmantes antes de
lograr implementar un tratamiento efectivo. En
Argentina en 1998, se encontré una sorprendente
correlacion entre tuberculosis MDR, Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) vy asistir a
hospitales urbanos de referencia para enfermedades
infecciosas, coincidentemente con este estudio,
ocurrieron dos brotes nosocomiales de MDR entre
pacicntes VIH positivo y sc¢ encontrd un alarmante
aparecimiento de MDR en pacientes VIH negativo con
historia de tratamicnto previo de TB. Aun en pafses
industrializados, existe un incremento en la aparicién
de cepas multirresistentes, particularmente en
pacientes VIH positivo, por lo que es indispensable
que ¢l PNT esté estrechamente relacionadoe con el
programa de control de VIH y SIDA (11, 17, 23).

El control de la tuberculosis en Guatemala debe ser
parte de un programa integral de¢ desarrollo
ccondmico y social del pafs, ya que la recrudescencia
de esta cnfermedad esta relacionada con el
crecimiento de la poblacidn v el aumento de la
pobreza (22, 24),

Las pruebas de susceptibilidad antibidtica de las cepas
correspondientes a los afios 2000 y 2001 no se¢
incluyeron en estos resultados, ya que su
procesamiento requirié la recuperacién de las cepas
a partir de los cultivos del cepario por lo que los datos
no estuvicron disponibles al momento del andlisis,

Descripcion demogrifica

Las cepas estudiadas provinieron lunto de pacientes
ambulatorios como hospitalizados, con predominio
del género masculino y de personas infectadas con
VIH. Esto puede reflejar que en los pacientes con
VIH es mds frecuente la coinfeceion con TB. Ademds,
gue parte de los pacientes con TB no son detectados
zn los centros de salud sino en los centros
rospitalarios donde ademds sc les diagnostica la

infeccidén de VIH. Datos de la CFLAG han reportado
que la infeccidn marcadora de SIDA en estos
pacientes es la TB, que ademads constituye la principal
causa de muerte en estos pacientes, ya que un lercio
de las muertes relacionadas con SIDA son debidas a
TB (25, 26).

En lo que se refiere al predominio de pacientes
masculinos, la epidemiologia de la TB (al igual que
otras enfermedades) estd influenciada por factores
socioecondmicos y culturales importantes en las tasas
de infeccidn, deteccidn y progresién de la
enfermedad, asi como la administracidn exitosa del
tratamiento (41),

En cuanto al lugar de procedencia de los pacientes,
Guatemala v Escuintla fueron las ciudades
encontradas con mds [recuencia, Esto pucde
cxplicarse porque el Hospital General San Juan de
Dios sirve como referencia para ambos
departamentos. Ademds. los reportes del PNT sefialan
un aumento en los casos de tuberculosis pulmonar en
Escuintla en los dltimos afios. Los pacientes incluidos
en este andlisis estuvieron privados de libertad y
hospitalizados (13.3 y 38.5% respectivamente).
Ambas caracteristicas pueden aclarar la aparicidn de
patrones agrupados debido a que las condiciones de
hacinamiento y la falta de un programa de vigilancia
epidemioldgica en los centros de deteccidn, favorecen
la dindmica de transmisidn de esta enfermedad (3, 6.
28, 29).

Comparacién de caracteristicas demograficas y
agrupacién genética de las cepas

Al comparar el per[il epidemiolégico de los pacientes
con la formacién de patrones genéticos agrupados o
tnicos de las cepas de M. ruberculosis (Tabla 7)
ninguna de las variables incluidas estuvieron
estadisticamente asociadas a la formacién de patrones
agrupadeos o dnicos (N= 135; p > 0.05). A pesar de
estos resultados, es importante recalcar que en otros
reportes, la formacidn de patrones agrupados esta
asociada a personas privadas de libertad,
hospitalizadas o infectadas con VIH, baja condicién
socioecondmica, edad, sexo, procedencia y actividad
laboral (2, 3).

La falta de asociacién cpidemiolégica con la
formacién de grupos de patrones genéticos en este
cstudio, puede explicarse porque Guatemala es un
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pais endémico para TB, donde la reactivacién y
transmisidn reciente de la infeccidn ocurren
simultdneamente, haciendo que los factores asociados
no se evidencien, y porque el tamano de muestra
probablemente fue insuficiente para hacer inferencias
estadisticas. De estos factores, el primero tiene
implicaciones importantes para la salud piblica va
que podria estar sefialando el pobre control de la
transmisién de la infeccidon por las autoridades
responsables (2, 3).

Es de hacer notar que al comparar los resultados de
los patrones genéticos de las cepas de M. tuberculosis
por grupos de edad e infeccidn VIH, se encontrd que
los pacientes VIH positivo tienden a presentar més
cepas con patrones genéticos agrupados que los
pacientes VIH negativo (24.3 versus 19%,
respectivamente), lo cual indica que, los primeros
estdn mds propensos a infectarse con cepas circulantes
v a reactivar infecciones pasadas condicionados por
su compromiso inmunolégico. Asi mismo, en todos
los grupos de edad se presentaron lanlo patrones
genéticos agrupados como linicos, lo que comprueba
una vez mas la ocurrencia simultdnea de infecciones
recientes y reactivaciones de la enfermedad (9).

Relacidn entre las caracteristicas demograficas y
susceptibilidad antibidtica

Al relacionar la informacidn epidemioldgica, los
patrones genéticos y los perfliles de susceptibilidad
antibidtica de 42 cepas (Tabla 8) se demostré que 3
cepas de M. ruberculosis de 3 pacientes (2 de esputo
y 1 de lavado bronquial) fueron resistentes a maltiples
drogas y pertencefan a patrones genéticos agrupados
(Grupos 6, 9 y 10). Estos pacientes presentaron
coinfeccién con VIH, dos de ellos recibieron
tratamicnto anti-tuberculoso. Esta informacidn revela
caracteristicas importantes en cuanto al perfil y
manejo de la tuberculosis en pacientes VIH positivo.
Actualmente Guatemala no cuenta con protocolos de
diagnéstico, tratamiento y seguimiento de la
coinfeccidn VIH/TB por lo que estos resultados
sefialan la necesidad inmediata del desarrollo de los
mismos. Por otro lado el aislamiento de las cepas en
muestras de esputo y lavados bronquiales indican el
peligro potencial ¢n cuanto al aumento en el riesgo
de transmision de TB, debido a la liberacidn de gran
cantidad de aerosoles que generan los pacientes con
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TB pulmonar al toser.

Las inferencias hechas en estos pacientes también son
aplicables a los 4 pacientes con cepas resistentes a 1
¢ 2 drogas diferentes a INH y RIF. En ellos es
importante recalcar la aparicidn de resistencia
primaria en cepas no caracterizadas como

M. tuberculosis. Los patrones agrupados para estas
cepas fueron: 1, 9. 12 y 13,

En cuanto a otras caracteri{sticas epidemiolégicas, cs
importante mencionar que los 7 pacientes que
presentaron resistencia o multiresistencia, provienen
y han residido por mds de 15 afios en los
departamentos de: Guatemala (4), Chigquimula (1),
San Marcos (1) y Escuintla (1). Todos estos
departamentos han sido notificados por el PNT como
endémicos. Tres pacientes con resistencia antibidtica
estuvieron privados de libertad, uno de ellos con
multiresistencia en el Centro de Detencidn de
Malacatdn, San Marcos, otro en el Centro Preventivo
de [a zona 18 v el tercero en el Centro Preventivo
Pavoncito. Como ya se menciond estos centros no
sofo facilitan la transmision de M. fuberculosis sino
que se convierten en focos potenciales de desarrollo
de cepas resistentes y multiresistentes, principalmente
por la incapacidad para administrar adecuadamente
el tratamiento, ya sea por falta de medicamentos,
problemas de distribucién y administracién del
misnios, asi como la movilizacidn constante de la
poblacién privada de libertad (5, 6, 28).

Los resultados de radiografias de térax de 6 pacientes
con cepas de micobacterias resistentes fueron:
derrames pleurales, fibrosis, neumotérax, granuloma
cuerpo extrafio y placa normal. A la fecha del
informe, uno de los pacientes de guién se aisld una
cepa resistente habia fallecido.

Por dltimo entre las cepas susceptibles al tratamiento
anti-tuberculoso, 35 cepas (83%) tuvieran patrones
genéticos agrupados, los grupos mds comunes fueron:
13,9, 6y 2. Enel grupo de cepas susceptibles, aunque
también se encontraron 7 patrones Unicos. Estos
resultados indican que solo el 20% (7 de 33) de los
pacientes presentaron reactivacion de la enfermedad
mientras que el resto son pacientes que se infectaron
recientemente.
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Capacitacidn de estudiantes

Uno de los objetivos de cste proyecto fue ofrecer
capacitacién a estudiantes del Programa de
Experiencias Docentes con la Comunidad (EDC) de
Quimica Bioldgica, que realizan prédcticas en el
Hospital General San Juan de Dios.

El nimero maximo de personas capacitadas por mes
fue de 3 y el minimo de 1, lo cual permitié dar
atencion personalizada. El tiempo de capacitacién fue
de 4 horas diarias por 5 dias, para un total de 20 horas.
Las actividades incluyeron 1 clase tedrica de 1 hora,
2 evaluaciones escritas y ¢l procesamiento de
muestras por medio de baciloscopfas, manejo de
cultivos, preparacién de medios de cultivo v
observacion e interpretacion de pruebas de
susceptibilidad antibidtica para micobacterias; al
finalizar la scmana, cada estudiante fue evaluado
individualmente.

Durante el adiestramiento, los estudiantes tuvieron
la oportunidad de procesar todo tipo de muestras para
el diagndéstico de tuberculosis, algunas de las cuales,
como sangre, médula dsea, liquido cefalorraquideo,
biopsias etc.. requieren procedimientos cspeciales
para lograr la deteccién de Mycobacterium sp., esta
diversidad muestras sc logrd gracias a que el Hospital
General San Juan de Dios centraliza la atencidn a
pacientes provenientes de la ciudad capital y del
nororiente del pafs, por lo que la afluencia de muestras
al laboratorio de tuberculosis es mayor que en
cualquier olro centro asistencial.,

Como parte del entrenamiento se resaltd el uso de
medidas de bioscguridad que minimicen el riesgo de
infeccian de tuberculosis, para lo cual, a cada
estudiante se le proporciond cquipo de seguridad
apropiado que incluyd: bata, lentes, mascarilla,
guantes y el uso correcto de la campana de flujo
laminar.

Los estudiantes capacitados presentaron las siguientes
caracterfsticas: el 73% eran mujeres, mis del 75%
de ellos cursaban del 87 al 10° ciclo de la carrera,
por lo que habfan aprobado al menos 40 cursos, 54%
de los estudiantes habian completado mds de 3 cursos
de microbiologia y un 77% reporté haber recibido
capacitacion previa, Unicamente cinco personas
reportaron no tener ninglin entrenamiento previo en
tuberculosis.

Algunas inferencias en el andlisis de los resultados

de la capacitacion de estudiantes fueron: ningin
estudiante obtuvo menos punteo en el examen post-
capacitacién del que habia obtenido en el examen pre,
ningdn estudiante obtuvo igual puntco en los
cxdmenes pre y post, todos obtuvieron mds punteo
en ¢l examen post. Por lo tanto, se obtuvo diferencia
significativa entre los resultados pre y post
capacitacién, lo cual demuestra que el entrenamiento
brindado en el laboratorio de tuberculosis, permite
que los estudiantes amplien los conocimientos que
reciben en los cursos de microbiologia y apliquen las
técnicas adecuadas para la deteccidn de especies del
género Mycobacterivm a partir de cualquier tipo de
muestra. También se determind, del andlisis
estadistico que la capacitacidn es la Unica explicacién
para el mejoramiento de las técnicas de diagnéstico
de tuberculosis, sin importar otros factores comao
nimero de cursos aprobados o entrenamientos
previos, por lo que esta capacitacién debe ser incluida
obligatoriamente durante las prdcticas de los
estudiantes de Quimica Bioldgica en el hospital.
Debe seflalarse que resultados similares se han
obtenido en los proyectos de tuberculosis de los afios
2000 y 2001, en los cuales, la capacitacién de
estudiantes fue un objetivo importante (30, 34).
Para continuar el entrenamiento de estudiantes en esta
drea es nccesario asegurar la presencia de un
profesional especializado que supervise el
laboratorio, a fin de garantizar que tanto las
actividades de servicio como de docencia mantengan
el nivel de calidad por el que se han caracterizado.
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Figura 1.
Patrones Agrupades de Mycobacterium tuberculosis
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ANEXOS

Figura 3.
Patrones genéticos tinicos o no agrupados de M. tuberculosis

Figura 2
Patrones genétices agrupados de M. tuberculosis
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