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La estreptomicina como farmaco de segunda linea
en la quimioterapia de la tuberculosis
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Centro de Referencia de Micobacterias, Facultad de Medicina, Universidad de Cérdoba, Espana

RESUMEN

La estreptomicina fue el primer antibidtico utilizado frente a Mycobacterium tuberculosis. Se empled durante afnos en regimenes monote-
répicos que determinaron la aparicién de resistencias, relegando por ello su utilizacion. Ante las resistencias detectadas frente a los farmacos
actualmente utilizados, se ha renovado el interés por este agente. Su mecanismo de actuacion se centra en el ribosoma, inhibiendo la sintesis
proteica de la micobacteria. La resistencia aparece cuando se producen mutaciones en los genes codificadores de RNAr 16S y de la proteina
S12. Hemos estudiado 899 cepas de M. tuberculosis frente a la estreptomicina, de las cuales 713 eran pulmonares y 186 extrapulmonares.
El método utilizado ha sido el sistema BACTEC 460 TB inicialmente y el sistema ESP Il. Se usaron como control las cepas patron ATCC27294
(sensibles a la estreptomicina, la rifampicina, el etambutol y la isoniazida) y ATCC35820 (resistente a la estreptomicina). Los resultados obte-
nidos mostraron una resistencia del 2, 1%, secundaria en todos los casos. En 12 cepas se observé multirresistencia.
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Streptomycin as second-line chemotherapy
for tuberculosis

SUMMARY

Streptomycin was the first antibiotic to be used against Mycobacterium tuberculosis. /t was used for years in monotherapy regimens, thereby
resulting in the appearance of resistance and the relegation of its use. The resistance detected against drugs currently employed has led to
a renewed interest in streptomycin. Its mechanism of action is centered on the ribosome, inhibiting the protein synthesis of the microbac-
teria. Resistance appears when mutations in the genes codifying for rRNA 16S and for protein S12 are produced. We studied the use of
streptomycin against 899 M. tuberculosis strains, 713 of which were from pulmonary and 186 from extrapulmonary isolates. The BACTEC
460 TB system was initially employed as was the ESP Il system. As controls, the ATCC27294 pattern strains (susceptible to streptomycin,
rifampicin, ethambutol and isoniazid) were used. The results showed 2.1% secondary resistance in all the cases. Multiresistance was obser-
ved in 12 strains.
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INTRODUCCION

La estreptomicina fue el primer antibiético que se mos-
tré activo frente al agente etioldgico de la tuberculosis (My-
cobacterium tuberculosis), por lo cual se utilizé en los pro-
gramas de control de esta enfermedad durante afios. Sin em-
bargo, a partir de la década de 1960, y como resultado del
significativo grado de resistencia surgido cuando se emple-
aba en regimenes monoterapicos (debido a la aparicioén de
algunos efectos colaterales y, sobre todo, a la aparicién de
mejores farmacos como la rifampicina y la isoniazida), se
produjo una disminucién muy significativa del uso de es-
treptomicina en los paises industrializados (1).

La aparicién en Estados Unidos, y mas recientemente
en otros paises, de cepas de M. tuberculosis resistentes a al-
gunos o a todos los farmacos que en un principio desplaza-
ron a la estreptomicina (2), ha renovado el interés por ésta.

Es un hecho conocido desde hace afios que los efectos
de la estreptomicina en relacién con su mecanismo de ac-
cién se producen en el ribosoma. El fairmaco inhibe la sin-
tesis proteica en M. tuberculosis por interaccién en dife-
rentes pasos del proceso, produciendo errores de lectura que
perturban la proliferacion proteica en la micobacteria (3).

La estreptomicina ataca al ribosoma de las células bac-
terianas sensibles en su subunidad 30S, y para que sea efec-
tiva el ribosoma debe estar en plena operacion de lectura
del RNA mensajero. El lugar preciso de accién es una de
las 15 proteinas que forman parte de dicha subunidad, en
concreto la 10, a la cual se une la estreptomicina y con ello se
detiene la lectura del mensaje genético. Sin embargo, este
mecanismo no explica la capacidad bactericida del antibi6-
tico, ya que los dcidos nucleicos permanecen activos. Tam-
bién se ha propuesto como otro posible mecanismo de ac-
cién la induccién de falsas lecturas, que lleva consigo la pro-
duccién por la micobacteria de proteinas no funcionales (4).

Podemos concluir sefialando que todos los trabajos coin-
ciden en situar el mecanismo de accion de la estreptomici-
na sobre el ribosoma micobacteriano, produciendo errores
de lectura en la codificacién genética e inhibiendo el pro-
ceso de sintesis proteica mediante la actuacioén en diferen-
tes pasos de la iniciacién o translocacién en el RNAm ribo-
somal (5).

Otros estudios que han intentado clarificar aspectos
relacionados con la resistencia al firmaco por parte de
M. tuberculosis siguen definiendo con exactitud el mismo
mecanismo de accién de la estreptomicina, sin aportar nin-
glin aspecto distinto a los ya comentados (6-8).

En los tdltimos afios existe un interés creciente en Es-
pafia por conocer la situacién de la tuberculosis, motivado
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por la escasez de datos obtenidos en décadas anteriores,
que nos situaban como uno de los paises desarrollados con
peor situacién epidemiolégica (9-11). En este sentido, el
propdsito de nuestro trabajo ha sido conocer el grado de re-
sistencia a la estreptomicina observado en las cepas de
M. tuberculosis recibidas en el Centro de Referencia de Cér-
doba durante los afios 1996 a 2001.

MATERIAL Y METODOS

Se estudid la sensibilidad in vitro a la estreptomicina de
899 cepas de M. tuberculosis recibidas en el Centro de Re-
ferencia de Micobacterias de Cordoba, durante los afios
1996 a 2001. Las cepas procedian de pacientes de diferen-
tes comunidades auténomas, aunque en su mayoria de An-
dalucfa.

Todas las cepas incluidas en el estudio fueron identifi-
cadas por métodos convencionales morfolégicos, bacte-
riolégicos, bioquimicos, genéticos (Accu Probe y Geno-
type) y cromatograficos (12-14).

Para el estudio de sensibilidad se utilizé el protocolo
definido para el sistema BACTEC 460 TB (15). También
se empled el nuevo sistema automatizado ESP II en parale-
lo con el sistema BACTEC. Utilizando cultivos en fase de
crecimiento se preparaba una emulsién con agua destilada
estéril ajustdndola a una turbidez aproximada al n° 1 de
McFarland (aproximadamente 107 unidades formadoras de
colonias por ml) (16). De esta emulsién se inoculaba 0,1 ml
en el vial al cual previamente se habia incorporado el anti-
microbiano, realizando la determinacion de sensibilidad
para una concentracién de estreptomicina de 6 mg/l. Se
procedia a la incubacién de los viales a 37 + 1 °C y se rea-
lizaba la lectura diaria (24 + 2 h) a partir del dia de la siem-
bra (17).

En todas las determinaciones se utilizaron viales con-
trol de crecimiento y cepas control de sensibilidad conoci-
da (ATCC 27294 y ATCC 35820).

RESULTADOS

La resistencia global determinada en las 899 cepas de
M. tuberculosis recibidas durante los afios 1996 a 2001 fue
del 2,1% (18 cepas resistentes a la estreptomicina).

En la Tabla 1 se detalla el nimero de cepas sensibles y
resistentes a la estreptomicina, desglosando los resultados
por afio en valores absolutos y porcentuales, asi como los
globales de los seis afios del estudio.

Las 18 cepas resistentes procedian en su mayoria de la
Comunidad Andaluza (una de Almeria, una de Cadiz, dos
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Tabla 1. Resistencia a la estreptomicina.

Sensibles Resistentes™
Ao N° cepas n°® (%) n° (%)
1996 362 354 (97,8) 8(2,2)
1997 163 158 (96,9) 5@3.,1)
1998 104 101 (97,1) 3(2,9)
1999 102 102 (100) 0 (0,0
2000 82 81 (98,8) 1(1,2)
2001 86 85 (98,9) 1(1,1)
Total 899 881 (97,9) 18 (2,1)

*En todos los casos la resistencia fue secundaria.

de Cérdoba, ocho de Mélaga y una de Sevilla), dos de la
Comunidad Canaria (Tenerife) y tres de Castilla-La Man-
cha (Ciudad Real).

Respecto al tipo de resistencia detectada, debemos ma-
nifestar que no hubo ningin caso de resistencia primaria;
todas las cepas resistentes correspondian a formas de resis-
tencia secundaria. De las 18 cepas resistentes, dos mostra-
ron resistencia a estreptomicina e isoniazida, 15 fueron re-
sistentes a estreptomicina, rifampicina e isoniazida, y una
presentd resistencia a los cuatro fairmacos de primera linea
(estreptomicina, rifampicina, etambutol e isoniazida). De
las 18 cepas que presentaron resistencia a la estreptomicina,
16 fueron multirresistentes (resistencia al menos a rifam-
picina e isoniazida).

DISCUSION

La resistencia a la estreptomicina ha sido ampliamente
estudiada y se ha demostrado que se produce por un meca-
nismo de mutacidén relacionado con el gen de la proteina
ribosomal S12, produciéndose alteraciones en la secuencia
de sus aminoécidos. Estas alteraciones se han mostrado
como unas mutaciones sin sentido que afectan al gen rpsL
codificador (18).

Otra mutacién adicional que confiere resistencia a la
estreptomicina se ha localizado en el gen 16S RNAr (rrs),
vinculada en cuanto a su localizacién a zonas de los nu-
cleétidos 530 y 912 (19). La demostracion de que la resis-
tencia a la estreptomicina se asocia con mutaciones simples
del gen 16S RNAr en diferentes nucleétidos, como 513 (A,
Cit) y 516 (C, T), ademads de los ya comentados, indica que
la resistencia de M. tuberculosis a la estreptomicina esta
estrechamente relacionada con mutaciones en los genes del
DNA ribosomal (genes DNAr) (6).

Se ha observado que en aproximadamente el 75% de las
cepas de M. tuberculosis resistentes a la estreptomicina, la
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resistencia se debe a mutaciones en 16S RNAr o a altera-
ciones en la proteina S12 (6). No obstante, algunos cultivos
de estas micobacterias resistentes mostraban estructuras
normales en 16S RNAr y en la proteina S12, lo cual sugie-
re la posible existencia de otros mecanismos de resistencia
(7), tal como han propuesto algunos trabajos que sefialan
que estas micobacterias podrian presentar en algunos casos
modificaciones en otros componentes del ribosoma (5).
Esta teoria, seglin algunos autores, parece mds probable
que la que propone la existencia de cambios en la permea-
bilidad de la pared celular de la micobacteria. En este sen-
tido y en relacién al mecanismo por el cual se produce la
resistencia a la estreptomicina, cabe sefialar que no se han
encontrado transposones ni pldsmidos relacionados con
ella en M. tuberculosis (7).

Los significativos avances que se han producido en el
conocimiento de las bases moleculares como causa de la
resistencia a la estreptomicina en M. tuberculosis ratifican
que el grado de resistencia depende de mutaciones en los
genes que codifican dos componentes del ribosoma, el 16S
RNAr y la proteina S12, ya comentados.

La mutacién més frecuente asociada con resistencia a la
estreptomicina en M. tuberculosis se localiza en el codén
43 del gen rpsL, resultado de la sustitucion de arginina por
lisina en esta posicién en la proteina ribosomal S12. Otras
mutaciones en el gen rpsL asociadas a esta resistencia co-
rresponden a la sustitucién en el codén 43 de lisina por tre-
onina, y en el codén 88 de lisina por arginina (20, 21).
También se han observado mutaciones en el codén 88 del
gen rrs codificador de la 16S RNAr, aunque su significado
aun no esta claro (6).

En resumen, parece evidente que la resistencia a la es-
treptomicina en M. tuberculosis esta asociada con mutacio-
nes en rpsL, que se concretan en sustituciones de amino-
4cidos en los codones 43 y 88 de la proteina ribosomal S12.
Estas mutaciones se han detectado en el 54% de los casos
de resistencia (8). Otras alteraciones en la regién 530 0 915
del gen rrs se han asociado igualmente como causa de re-
sistencia a este farmaco en M. tuberculosis (8, 22), espe-
cialmente las mutaciones en las posiciones 491, 512, 513 y
516y en 904 y 905 (6, 7, 23).

Algunos autores han detectado ambas mutaciones en
rpsLy rrs, y dado que parece que cada mutacién en uno de
los genes por si solo se asocia con resistencia al farmaco, el
significado de esta doble mutacién no esta claro (6, 8).

Parece existir cierta concordancia en diferentes trabajos
en cuanto al porcentaje cifrado para cada mutacién en los di-
ferentes genes: en rpsL en torno al 50% a 55%, y en rrs
aproximadamente el 10% (8, 19). No obstante, algunos au-
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tores han identificado cultivos de M. tuberculosis resistentes
a la estreptomicina que no presentan alteraciones en estos
genes, en algunos casos hasta el 25% a 35%, lo que indica
que es razonable pensar en la existencia de un mecanismo
adicional que medie en la resistencia a este antibidtico (7).

Estudios sobre cultivos de M. tuberculosis resistentes a
la estreptomicina han localizado mutaciones en el nucle6-
sido 128 del gen rpsL, en concreto una sustitucion de lisi-
na por arginina en la estructura de la proteina ribosomal
S12, alteracién que no se detecta en los cultivos con bajo
grado de resistencia (24). En estos casos si identifican una
sustitucién de aminoécidos en 912 del gen rrs (C-G 865);
asi mismo, no se han encontrado mutaciones en 530 de la
codificacion de este gen (rrs), como otros autores han pu-
blicado y ya hemos referido. Si coinciden en sus conclu-
siones en cuanto a la evidencia de que existen mecanismos
alternativos que confieren resistencia a la estreptomicina en
algunos cultivos de M. tuberculosis (24).

En el intento de identificar nuevos mecanismos de re-
sistencia, trabajos recientes cuantifican aproximadamente
en una tercera parte los cultivos de M. tuberculosis resis-
tentes a la estreptomicina que se manifiestan sin las altera-
ciones descritas en los genes, confirmando ello que existen
mecanismos alternativos. En este sentido, se ha propuesto
que cambios en la permeabilidad de la pared celular de la
micobacteria, produccién de enzimas modificadas de los
aminoglucdsidos o alteraciones en otras moléculas riboso-
males puedan ser causantes de resistencia a la estreptomi-
cina en M. tuberculosis (8).

Todo lo comentado lleva a concluir que existen dos me-
canismos de resistencia a la estreptomicina en M. tubercu-
losis: uno ribosomal que produce resistencia de alto y me-
dio grado, y otro consecuencia de modificaciones en la per-
meabilidad de la pared celular que puede dar lugar a resis-
tencia de bajo grado, pudiéndose dar ambos mecanismos
simultdneamente y potenciando con ello el grado de resis-
tencia (25).

En el presente trabajo hemos determinado cuantitativa-
mente el grado de resistencia de M. tuberculosis a la estrep-
tomicina. Para ello hemos estudiado 899 cepas de M. tuber-
culosis recibidas en el Centro de Referencia de Micobac-
terias de Cérdoba en los afios 1996 a 2001. Las cepas ana-
lizadas corresponden en su totalidad a cultivos recibidos en
este Centro, lo que implica probablemente una diferencia
con otros estudios. Por ello, la interpretacion de los resul-
tados debera hacerse con precaucion, teniendo presente que
pueden estar sesgados al ser un centro de referencia y por
tanto casos seleccionados, no comparables con otros resul-
tados obtenidos en el medio hospitalario ni con estudios que
se pueden realizar sobre la poblacion general.
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Fueron resistentes a la estreptomicina el 2,1% del total
de las cepas de M. tuberculosis a las que se realiz6 antibio-
grama (899 cepas) durante los afios 1996 a 2001, mante-
niéndose durante los seis afios en cifras préximas: 2,2% en
1996, 3,1% en 1997 y 2,9% en 1998. Durante el afio 1999 no
recibimos ninguna cepa resistente a la estreptomicina. En
los dos tltimos afos tuvimos una cepa resistente cada afio.
Esta cifra de resistencia a la estreptomicina, del 2,1%, es muy
parecida a la obtenida en otro estudio realizado durante los
afios 1993 a 1999, que hall6 un 2,2% (17).

No detectamos ningtin caso de resistencia primaria en las
cepas de nuestro estudio, hecho que supone un descenso en
relacién a lo reflejado durante el periodo 1982-1992 en
nuestro centro de referencia, que supuso el 1,2% de resis-
tencia (26). Con relacidn a este tipo de resistencia, todas las
referencias que hemos localizado en la bibliografia consul-
tada han encontrado porcentajes superiores a los detectados
por nosotros, aunque con valores dispares. Asi, podemos
ver cifras que superan el 2% de resistencia (27-29), y cifras
algo més altas: 2,6% (30), 28% y 3,6% en un trabajo reali-
zado durante dos quinquenios diferentes sobre resistencia
primaria (31), y el 3% reflejado también en un estudio de
esta misma resistencia en Galicia (32). Valores atin supe-
riores a éstos son los manifestados en diversos trabajos,
con cifras entre el 2,8% y el 3,6% en un estudio realizado
en tres periodos diferentes (33), del 4,1% (34), el 6,7% (35)
y el 7,1% (36). En otros trabajos extranjeros encuentran por-
centajes del 4,1% (37) y el 6,2% (38).

La resistencia secundaria a la estreptomicina resultante
en nuestro estudio ha supuesto el 2,1%, valor muy pareci-
do al obtenido en 1993-1999, que fue del 2,2%, y por deba-
jo del hallado en el decenio previo, que fue del 6,1% (26).
Esta resistencia estd proxima a los valores reflejados en
otros estudios: el 2,1% (35), el 2,2% (36) o el 2,7% (37). Ci-
fras de resistencia secundaria inferiores al 2% se han des-
crito en diversos estudios (27-29, 34), e igualmente podemos
encontrar cifras superiores a las nuestras, como el 4,2% re-
ferido en un estudio sobre 337 casos realizado entre los afios
1988 y 1992 (32), o el 3,6% reflejado en otro estudio sobre
390 muestras realizado fuera de nuestro pais (37).

El porcentaje de resistencia global a la estreptomicina
(2,1%) detectado en nuestro estudio significa una escasa di-
ferencia con el periodo 1993-1999, en que fue del 2,2%, y un
descenso cuantitativo con respecto al obtenido en este mis-
mo centro en el periodo de 1982 a 1992, del 8,7% sobre un
total de 1696 cepas analizadas (26).

En el medio hospitalario se encuentran tasas de resis-
tencia global del 2% en un estudio sobre 148 casos en Coér-
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doba (39), o algo superiores, como el 2,2% detectado en dos
trabajos publicados en 1996, uno realizado con 276 cepas en
la region de Castilla-La Mancha (29) y otro con 760 mues-
tras recopiladas durante un periodo de cuatro afios (28), o
el 2,7% en otro estudio en el Pais Vasco (40). En la Comu-
nidad de Valencia, en dos periodos diferentes se hallé una
resistencia a la estreptomicina del 2,9% entre 235 muestras,
y del 1% en otro estudio realizado entre 1994 y 1996 sobre
un total de 100 cepas (41). Cifra igualmente algo mas baja
es la que se encuentra en el estudio sobre 470 muestras rea-
lizado en 1993 por Esteban y cols., con un 1,9% de resis-
tencia (27). La tasa de resistencia obtenida por nosotros es
ligeramente inferior a la manifestada en otro estudio reali-
zado en un hospital provincial de Valencia, que la cuantifi-
caenun 3,3% (42).

Trabajos publicados sobre estudios realizados en medio
extrahospitalario en Espafia aportan cifras de resistencia a
la estreptomicina variables. Asi, podemos referir porcenta-
jes del 4,2% en un estudio de 119 casos en la provincia de
Castellon (43), del 5,3% en un estudio sobre 228 casos (30),
del 5,7% (34), el 7,6% (33) y el 9,4% (36).

Otros estudios publicados fuera de nuestro entorno cuan-
tificaban en un 5,3% el indice de resistencia a la estrepto-
micina sobre un total de 946 cepas estudiadas procedentes
de personas hospitalizadas (44). Se han publicado también
estudios con cifras mucho mas altas, reflejando resisten-
cias del 9,6% (45), el 19% de un total de 538 muestras
en un estudio realizado sobre poblacién general afectada
de tuberculosis (46), o mas recientemente el 11,8% en Ita-
lia (47).

En otros estudios extranjeros podemos encontrar diver-
sos grados de resistencia. En el publicado en 1998 y reali-
zado en Holanda con 1836 cepas se comparan dos grupos
de poblacién segin su nacionalidad, holandesa o no, refle-
jando cada grupo un valor de resistencia del 3,6% y el 10,6%,
respectivamente (48).

Otras tasas de resistencia que podemos referir de estu-
dios realizados en diversas poblaciones son el 3,3% sobre
332 muestras en un estudio realizado en el medio hospitala-
rio (49), el 6,2% en estudios realizados en Estados Unidos
(50), el 7,6% (38) o el 7,7% (37).

Dada la singularidad, ya manifestada con anterioridad,
de las muestras que se reciben en un centro de referencia,
hemos querido consultar los valores hallados en otros cen-
tros que hayan realizado y publicado estudios de resisten-
cia en los paises de nuestro entorno. Con relacién a la resis-
tencia a la estreptomicina en la totalidad de las cepas, en la
bibliografia obtenida encontramos datos dispares: desde nin-
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guna resistencia durante el afio 1992 en un Centro de Re-
ferencia de Escocia (51) hasta el 3,1% obtenido en Suecia
(52), y cifras superiores, del 7,5% en Francia y del 13,5%
en Portugal (53). Otros centros en diferentes paises mani-
fiestan cifras de resistencia variables (54): 2,4% en Ale-
mania, 3% en Croacia, 4% Bélgica, 5,4% en Holanda, 6%
en Dinamarca y 6,8% en Grecia.

Podemos concluir que en nuestro Centro la resistencia
a la estreptomicina en general ha mantenido valores apro-
ximados desde 1993 a 1996. Durante los afios 1997 y 1998
se ha producido un ligero aumento en la resistencia en las
cepas recibidas, aunque esta tendencia no se ha mantenido
durante 1999, 2000 y 2001, en los que ha habido un des-
censo significativo.
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