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Resistencia en Mycobacterium tuberculosis
durante un periodo de cuatro anos
en un hospital de Madrid
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RESUMEN

La tuberculosis es considerada un grave problema de salud publica. Algunos factores, como la infeccién por VIH o la inmigracién, han afec-
tado de manera importante a la epidemiologia de esta enfermedad en Espana. El problema se ha visto agravado en los ultimos anos con la
diseminacién de cepas multirresistentes. Por todo ello debe establecerse una vigilancia periddica respecto a la incidencia y las resistencias
observadas. En este estudio se recogen los aislamientos de Mycobacterium tuberculosis obtenidos en los afios 2001, 2002, 2003 y 2004, y
sus caracteristicas de sensibilidad a los antituberculosos en pacientes del Area 2 de Madrid. Para evaluar la sensibilidad de las cepas se uti-
lizé el sistema MGIT 960®. Se aislaron 244 cepas, de las cuales el 15,2% fue resistente al menos a un antibiético (distinto de la estreptomi-
cina). Un 29,9% de los aislamientos se obtuvieron en muestras de pacientes inmigrantes. Ademads, la poblacién inmigrante afectada mostré
un mayor porcentaje de resistencias (p <0.01) y una edad media menor (p <0.01) que la poblacién autdctona.
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Resistance of Mycobacterium tuberculosis
in a four-year period in a Madrid hospital

SUMMARY

Tuberculosis is considered a serious public health problem. Some factors, such as HIV infection and immigration, have had a major impact on the
epidemiology of this illness in Spain. The problem has worsened in recent years due to the dissemination of multiresistant strains. Therefore,
a periodic surveillance should be established with respect to the incidence and the resistances observed. In this study we collect M. tubercu-
losis isolates carried out in the years 2001, 2002, 2003 and 2004, and their susceptibility characteristics in patients from Area 2 in Madrid. To
evaluate the isolates’ susceptibilities, the MGIT 960® system was used. Of a total of 244 isolates, 15.2% were resistant to at least one antibiotic
(different to streptomycin), and 29.9% of the isolates were obtained in samples from immigrant patients. In addition, the immigrant popula-
tion affected showed a greater percentage of resistances (p <0.07) and a younger mean age (p <0.01) than the indigenous population.
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INTRODUCCION

La tuberculosis supone un grave problema de salud pu-
blica en todo el mundo. Aunque es en los paises en vias de
desarrollo donde se concentra el 95% de la poblacién in-
fectada y las cifras de mortalidad son mucho mayores que
en los industrializados, el aumento de la prevalencia en el
primer mundo desde mediados de la década ha sido conti-
nuo. La pandemia del VIH y los flujos migratorios desde
paises de mayor prevalencia a aquellos de menor prevalen-
cia son los dos factores que parecen haber contribuido en
mayor medida a este aumento. En los Gltimos afios, sin em-
bargo, el mayor control de la infeccion por el VIH ha oca-
sionado un claro ascenso del papel de la inmigracion (1).

El problema se ha visto agravado, ademas, por la apa-
ricion y diseminacion de cepas multirresistentes (2). Los
métodos estandar para determinar la sensibilidad a los far-
macos antituberculosos, la proporcidn en agar Middlebrook
7H10 y Lowenstein-Jensen, requieren entre tres y cuatro
semanas, durante las cuales el paciente podria estar reci-
biendo un tratamiento ineficaz, y con ello se contribuye al
aumento de las resistencias y al fracaso terapéutico.

La necesidad de métodos rapidos y precisos para el diag-
nostico de la infeccién y de la deteccion de resistencias ha
llevado a la comercializacion de diversos sistemas, eficaces
y capaces de ofrecer resultados en un periodo de tiempo re-
lativamente corto. El primero en desarrollarse, el sistema
BACTEC 460®, presenta para algunos el inconveniente del
manejo de material radiactivo (3). Posteriomente se ha in-
troducido el sistema MIGT 960® (M960), que utiliza tubos
con medio de Middlebrook 7H9 modificado con un indica-
dor fluorescente unido a oxigeno embebido en una base de
silicona en el fondo del tubo (4). Cuando las bacterias cre-
cen y consumen el oxigeno, el indicador se libera y emite
fluorescencia al iluminarlo con luz ultravioleta. Se trata de
un sistema completamente automatizado y continuamente
monitorizado. La sensibilidad a distintos agentes antituber-
culosos puede estudiarse comparando el crecimiento en tu-
bos que contienen los fArmacos y en otro que no contiene
ninguno y sirve de control. Mediante este método pueden
evaluarse las resistencias a los fa&rmacos de primera linea,
como estreptomicina, isoniazida, rifampicina y etambutol
(combinacién conocida como SIRE). Utilizando un medio
especifico con pH 5,9, también se puede evaluar la pirazi-
namida, farmaco imprescindible para las pautas de trata-
miento de corta duracion.

El objetivo de este estudio fue determinar los porcenta-
jes de resistencia de los aislamientos de Mycobacterium tu-
berculosis obtenidos en nuestro medio mediante el sistema
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M960 en el periodo de tiempo comprendido entre enero de
2001 y diciembre de 2004, y relacionarlos con grupos po-
blacionales de infectados por el VIH y poblacién inmigrante.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 244 aislamientos de M. tuberculosis ob-
tenidos de muestras clinicas que provenian tanto de nifios
como de adultos, del Area 2 de Madrid.

Las muestras fueron descontaminadas utilizando una
solucion de NaCl-NaOH e inoculadas en tubos con medio
liquido del sistema M960 suplementados con PANTA (po-
limixina B, amfotericina B, acido nalidixico, trimetoprima
y azlocilina) y OADC (&cido oleico, albdmina, dextrosa y
catalasa) (BACTEC MGIT 960 Supplement Kit®, Becton-
Dickinson, Sparks, USA). Asimismo, se sembrd la muestra
en medio solido (Lowestein-Jensen o Coletsos, 0 ambos).

La identificacion se llevo a cabo mediante el kit Accu-
probe M. tuberculosis complex culture confirmation® (Gen-
Probe, San Diego, California, USA).

La sensibilidad a la estreptomicina, la isoniazida, la ri-
fampicina y el etambutol se estimé con el BACTEC MGIT
960 SIRE Kit® (Becton-Dickinson, Sparks, USA). Asf, pa-
ra cada muestra se utilizaron cinco tubos MGIT 960: un
control de crecimiento y un tubo por antibiético. Los tubos
fueron suplementados con 0,8 ml del preparado OADC. A
continuacion se afiadieron 100 ul de cada antibidtico en su
correspondiente tubo para conseguir unas concentraciones
finales de 1 mg/l de estreptomicina, 0,1 mg/I de isoniazida,
1 mg/l de rifampicina y 5 mg/l de etambutol. Por Gltimo se
inoculd la cepa: 0,5 ml de un tubo de MGIT960 48 horas
después de haber dado un resultado positivo en cada uno
de los tubos con antibiotico y una dilucién 1:100 de ese
mismo indculo en el control de crecimiento.

En el caso de la pirazinamida se utilizaron dos tubos
por muestra: un control de crecimiento y un tubo con anti-
bidtico. Ambos se suplementaron con 0,8 ml de medio en-
riquecido y al segundo se le afiadieron 100 pl de antibidti-
co para obtener una concentracion final de 100 mg/I de pi-
razinamida. El in6culo de la cepa fue el mismo que en los
otros cuatro antibidticos en el tubo con pirazinamida y una
dilucién 1:10 en el control de crecimiento.

La lectura se realizé en los siguientes 4 a 14 dias. Las
cepas detectadas como resistentes fueron enviadas al cen-
tro nacional de referencia (Instituto Carlos I11, Madrid) pa-
ra su confirmacion.

Para el andlisis informatizado de los datos y su estu-
dio estadistico se utilizo el programa Epiinfo, version 6,04
(CDC).
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RESULTADOS

De los 244 pacientes estudiados, 73 (29,9%) eran inmi-
grantes y 15 (6,1%) eran VIH positivos. Entre los casos de
VIH, tres eran inmigrantes. Diecisiete de las muestras pro-
venian de nifios, y de ellos ocho eran inmigrantes y ningu-
no era seropositivo. La media de edad de los pacientes in-
migrantes adultos fue de 32,1 (DE: 11,8) afios, mientras
que la de los pacientes autdctonos adultos fue de 48,7 (DE:
20,6) afios. La diferencia de edad entre los dos grupos fue
estadisticamente significativa (p <0.01).

Los aislamientos se obtuvieron de muestras de esputo
(138), aspirado bronquial (28), jugo gastrico (15), orina
(14), liquido pleural (11), adenopatias (10), lavado bronco-
alveolar (8), liquido cefalorraquideo (4) y otros (16).

Todas las cepas fueron sometidas al estudio de su sen-
sibilidad a estreptomicina, isoniazida, rifampicina y etam-
butol, y en 125 de ellas se estudié ademas la sensibilidad a
pirazinamida.

La media de tiempo que el sistema M960 requiri6 para
establecer la sensibilidad a los antituberculosos estudiados
fue de 182 horas (DE: 46,7) (siete dias y 14 horas) para es-
treptomicina, isoniazida, rifampicina y etambutol, y 157,5
horas (DE: 41,9) (seis dias y 13 horas) para pirazinamida.

Los porcentajes totales de cepas resistentes fueron del
16,9% para estreptomicina, 7,4% para isoniazida, 2,5% para
rifampicina, 3,3% para etambutol y 4% para pirazinamida.

Treinta y siete de los aislamientos (15,2%) resultaron
resistentes al menos a uno de los cuatro farmacos de pri-
mera linea.

No se encontré ningln tipo de relacién significativa en-
tre la seropositividad para el VIH y la prevalencia de resis-
tencia entre los aislamientos de M. tuberculosis.

Un 2,9% resulto resistente a dos 0 mas antibi6ticos di-
ferentes a la estreptomicina. Entre estas cepas, tres fueron
resistentes a todos los antibiéticos probados, una lo fue a
isoniazida, rifampicina y pirazinamida, dos a isoniazida y
rifampicina, y una a isoniazida y etambutol.

Cuatro de estos aislamientos multirresistentes se obtu-
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vieron de muestras de pacientes inmigrantes y los otros tres
de pacientes autdctonos, sin que se encontrara una relacion
estadisticamente significativa (p = 0.17, prueba exacta de
Fisher).

El total de cepas resistentes fue 52 (21,3%), de las cua-
les 22 (42,3%) se aislaron de pacientes inmigrantes (el
30,1% de estos pacientes) y 30 (57,7%) de pacientes autoc-
tonos (17,5% de ellos). En este caso si se encontr6 una di-
ferencia estadisticamente significativa entre las poblacio-
nes inmigrante y autdctona (p = 0.02, prueba de ¥?; RR =
1,7; intervalo de confianza para el 95%: 1,1 a 2,8). Las di-
ferencias en el grado de resistencia para cada uno de los an-
tibioticos estudiados se reflejan en la Tabla 1.

De los 16 pacientes seropositivos para el VIH sélo uno
mostrd una cepa resistente (a estreptomicina y etambutol).

CONCLUSIONES Y DISCUSION

La prevalencia de las resistencias a los farmacos anti-
tuberculosos muestra marcadas diferencias geogréaficas y
es un punto clave a la hora de decidir el tratamiento inicial
de la infeccién por M. tuberculosis.

El 29,9% de los casos de tuberculosis de este estudio se
dio en pacientes inmigrantes. Otros estudios en Espafia han
obtenido resultados diferentes, tanto mayores (50%) (5) co-
mo menores (21%) (6). Tales diferencias se deben, con toda
probabilidad, a la diferente proporcién de poblacién inmi-
grante que encontramos en las distintas &reas geogréaficas de
Espafia. En Madrid, los paises de origen més frecuentes son
Ecuador, Rumania y Colombia.

La media de edad de los pacientes inmigrantes fue signi-
ficativamente menor que la de los pacientes autdctonos, tal
y como se ha comunicado en otros estudios (5, 7), lo que
igualmente refleja las diferencias que existen entre la po-
blacion sana, ya que el fendmeno de la inmigracion ha au-
mentado de forma reciente y afecta basicamente a sectores
jovenes de la poblacion: nifios y poblacion trabajadora.

La proporcidn de cepas resistentes al menos a uno de los
antituberculosos de primera linea fue superior a la encon-

Tabla 1. Porcentajes de resistencia a los antituberculosos probados en poblacién autéctona e inmigrante.

Antibidtico Poblacién autéctona Poblacion inmigrante p RR
Estreptomicina 13,9% 24,3% 0,041 1,75
Isoniazida 3,5% 16,4% 0,001 4,68
Rifampicina 1,8% 4,5% 0,25 2,34
Etambutol 2,9% 4,2% 0,43 1,43
Pirazinamida 3,7% 4,5% 0,58 1,23
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trada con anterioridad en Madrid por otros autores (8). Se
hallaron diferencias estadisticamente significativas (p <0.05,
prueba de y?) entre el grupo de pacientes inmigrantes y el de
autéctonos. Asi mismo, las diferencias fueron significativas,
al estudiar cada uno de los antibidticos, en los casos de la es-
treptomicina y especialmente la isoniazida.

A proposito de la multirresistencia, la tendencia obser-
vada parece indicar una mayor frecuencia en los pacientes
inmigrantes, pero posiblemente el nimero de casos no fue
suficiente para demostrar diferencias estadisticas.

Por otra parte, aunque el nimero de pacientes VIH po-
sitivos no fue muy elevado, no se encontré relacion con el
porcentaje de resistencias y la tendencia en estos casos fue
incluso la opuesta, mostrando una menor prevalencia de
resistencias. Este resultado coincide también con otros es-
tudios realizados previamente en Espafia (9).

Aunque no se pudo determinar con exactitud la natura-
leza de las resistencias, cabe pensar que en un elevado nu-
mero de enfermos éstas fueron primarias, al no constar ais-
lamientos previos de M. tuberculosis de estos casos en
nuestro hospital.

El tiempo medio empleado por el sistema M960 fue li-
geramente inferior al referido en otros estudios, tanto en el
caso de la combinacion SIRE como en el de la pirazinami-
da (4).

También debemos sefialar el alto grado de resistencia
global a la estreptomicina, mayor incluso que en otros tra-
bajos realizados en paises donde las resistencias a todos los
demas antituberculosos son mayores (10). Otros estudios,
sin embargo, han encontrado una resistencia ain mayor
frente a este antibiotico (11).

En resumen, cabe destacar la elevada proporcion de pa-
cientes inmigrantes y la mayor frecuencia de aislamientos
resistentes en ellos, con marcadas diferencias en el caso de
la isoniazida.
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