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ARTICULO ORIGINAL

Vigilancia de la resistencia a los medicamentos
antituberculosos en Cuba, 2010-2011

Dihadenys Lemus', Miguel Echemendia', Raul Diaz', Alina Llop?, Maria Josefa Llanes?®

' Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y Micobacterias, Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri, La Habana, Cuba

2 Vicedireccién de Microbiologia, Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri, La Habana, Cuba

3 Direccién Nacional de Epidemiologia, Viceministerio de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia, Ministerio de
Salud Publica, La Habana, Cuba.

Introduccion. La vigilancia de la resistencia a medicamentos antituberculosos permite alertar sobre el
hallazgo de aislamientos de Mycobacterium tuberculosis multirresistentes y extremadamente resistentes.
Obijetivo. Determinar los patrones de resistencia de los aislamientos de M. tuberculosis recuperados
en Cuba entre los afios 2010 y 2011 y demostrar el desempefio del Laboratorio Nacional de Referencia
en la ejecucion de las pruebas de sensibilidad.

Materiales y métodos. Se realiz6 un estudio prospectivo longitudinal en el que se incluyeron 657
aislamientos de M. tuberculosis recibidos de todo el pais. Se emple6 el método de la nitrato reductasa
para detectar resistencia a isoniacida y rifampicina, y el método de las proporciones para corroborar la
resistencia a dichos medicamentos e investigar la sensibilidad a estreptomicina, etambutol, ofloxacina,
kanamicina y capreomicina en aislamientos multirresistentes. Como parte del control de calidad externo
de las pruebas de sensibilidad, se evaluaron dos paneles de cepas de M. tuberculosis.

Resultados. En 95,69 % de los aislamientos recuperados de casos nuevos de tuberculosis y en
72,64 % de los recuperados de casos previamente tratados, se encontrdé sensibilidad a isoniacida
y rifampicina, siendo la multirresistencia de 1,03 y 10,38 %, respectivamente. Se encontraron dos
aislamientos extremadamente resistentes. Con la excepcion del etambutol y la capreomicina, para
todos los medicamentos la eficiencia fue de 100% en el control de calidad externo.

Conclusiones. Se confirmé la baja prevalencia de aislamientos de M. tuberculosis multirresistentes en
Cuba, resultado avalado por el excelente desempefio demostrado en el control de calidad externo de
las pruebas de sensibilidad.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis resistente a multiples medicamentos, Cuba.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i0.2199

Surveillance of antituberculosis-drug resistance in Cuba, 2010-2011

Introduction: Antituberculosis-drug resistance surveillance is very important to identify multidrug-
resistant and extensively drug-resistant Mycobacterium tuberculosis isolates.

Objective: To determine the prevalence of resistance in M. tuberculosis strains isolated between
2010 and 2011, and to demonstrate the laboratory performance in the external quality control of drug
susceptibility testing.

Materials and methods: A prospective longitudinal study was carried out to determine antituberculosis-
drug resistance in 657 M. tuberculosis isolates obtained throughout the country. The nitrate reductase
assay was used to detect resistance to isoniazid and rifampin. The proportion method was performed
to confirm resistance to these drugs and to further investigate in multidrug-resistant isolates their
susceptibility to streptomycin, ethambutol, ofloxacin, kanamycin and capreomycin. Additionally, as part
of external quality control, susceptibility was evaluated in two M. tuberculosis strain panels.

Results: In 95.69% of the isolates recovered from new tuberculosis cases, and in 72.64% of isolates
from previously treated patients we found susceptibility to isoniazid and rifampicin; multidrug resistance
was 1,03 and 10.38%, respectively. We found two extensively resistant isolates. Except for ethambutol
and capreomycin, the efficiency of all other drugs was 100% in the external quality control.
Conclusion: The study confirmed the low prevalence of M. tuberculosis multidrug-resistant isolates in
Cuba. This result was confirmed by the external quality control of drug susceptibility testing.

Key words: Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis, multidrug-resistant; Cuba.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i0.2199
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La resistencia desarrollada por Mycobacterium
tuberculosis a los medicamentos utilizados en el
tratamiento constituye un importante problema de
salud publica en varios paises y se considera uno
de los principales obstaculos para lograr el control
de la tuberculosis a nivel mundial.

A partir de 1994, con la ejecucion de los estudios
mundiales de vigilancia de la resistencia, se ha
recopilado informacién sobre la sensibilidad de
M. tuberculosis y se ha estimado la circulacion
de aislamientos multirresistentes (multidrug-
resistant, MDR) en, aproximadamente, 3,7 %
de los casos nuevos y en 20,0 % de los pacientes
con antecedentes de tratamiento previo con medi-
camentos antituberculosos. Ademas, estos estudios
han alertado sobre la circulacion de aislamientos
de M. tuberculosis extremadamente resistentes
(extensively drug-resistant, XDR), poniendo de
manifiesto la necesidad de la vigilancia de la
resistencia a los medicamentos antituberculosos
de segunda linea en los aislamientos de M.
tuberculosis multirresistentes (1,2).

El estudio longitudinal de vigilancia de la resis-
tencia comenz6 en Cuba en 1982 (3), vigilancia
que esta a cargo del Laboratorio Nacional de
Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y
Micobacterias del Instituto de Medicina Tropical
Pedro Kouri. En sus inicios se utilizaba solamente
el método de las proporciones; actualmente
se cuenta, ademas, con el método de la nitrato
reductasa (4). La vigilancia sostenida ha permitido
demostrar que la resistencia de M. tuberculosis a
los medicamentos utilizados en el tratamiento no
constituye un problema en Cuba (5,6).

El presente estudio se propuso determinar los
patrones de resistencia de los aislamientos de
M. tuberculosis recuperados entre los afios 2010
y 2011 de pacientes enfermos con tuberculosis
y, al mismo tiempo, demostrar el desempefio del
laboratorio en la ejecucion de las pruebas de
sensibilidad mediante la participacion en el control
de calidad externo de las pruebas de sensibilidad
que es liderado por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS).

Correspondencia:

Dihadenys Lemus, Laboratorio Nacional de Referencia e
Investigaciones en Tuberculosis y Micobacterias, Instituto de
Medicina Tropical Pedro Kouri, Autopista Novia del Mediodia
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Resistencia a las drogas antituberculosas en Cuba

Materiales y métodos

Se llevd a cabo un estudio prospectivo longitudinal.
El universo de trabajo lo integraron 657 aislamientos
de M. tuberculosis recuperados de pacientes
con baciloscopia positiva y cultivo de mas de 20
colonias, que fueron recibidos en el Laboratorio
Nacional de Referencia entre el 1° de enero de
2010 y el 31 de diciembre de 2011.

Estos aislamientos (uno por caso) fueron remitidos
desde los 15 Centros Provinciales de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia del pais, el
Centro Municipal de la Isla de la Juventud y el
Hospital Neumologico Nacional. Se incluyeron,
ademas, los aislamientos recuperados por el
servicio de diagnostico del Laboratorio Nacional
de Referencia. Cada aislamiento se acompané
de un formulario donde se recolectaron, entre
otros datos, el antecedente de tratamiento previo
con farmacos antituberculosos. La muestra
estudiada correspondi6é a 37,7 y 71,3 % de los
aislamientos recuperados de casos nuevos con
baciloscopia positiva en los afios 2010 y 2011,
respectivamente, asi como a 68,8 y 100 % de
los casos previamente tratados notificados en
dichos afos.

La totalidad de los aislamientos se analizd
mediante el método de la nitrato reductasa en
medio de Ldwenstein-dJensen en cuanto a la
sensibilidad a isoniacida y rifampicina, empleando
una concentracion critica de 0,2 pg/ml y 40 pg/
ml, respectivamente (7). En los aislamientos que
resultaron multirresistentes se evalué mediante
el método de las proporciones en medio de
Léwenstein-densen (8) la sensibilidad aisoniacida,
rifampicina, estreptomicina, etambutol, ofloxacina,
kanamicina y capreomicina, utilizando las concen-
traciones criticas recomendadas para cada una
de ellas: 0,2 pg/ml, 40 pg/ml, 4 pg/ml, 2 pg/ml, 2
pg/ml, 30 pg/ml y 40 pg/ml, respectivamente. En
los aislamientos que resultaron monorresistentes
mediante el método de la nitrato reductasa se
investigo la sensibilidad a isoniacida y rifampicina
con el método de las proporciones (8).

Como parte de la ejecucion del control de calidad
externo de las pruebas de sensibilidad, entre los
afnos 2010 y 2012 el Laboratorio Nacional de
Referencia trabajé con dos paneles de cepas de
M. tuberculosis remitidos desde el Laboratorio de
Referencia Supranacional de Tuberculosis del
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
“Dr. Carlos G. Malbran” de Argentina. En el 2010
se estudi6é la sensibilidad de 28 cepas (panel
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16 de la OMS) a isoniacida, estreptomicina,
etambutol, rifampicina, ofloxacina, kanamicina
y capreomicina. En el 2012 se estudiaron 17
cepas (panel 17 de la OMS) mediante el método
de las proporciones para los medicamentos
anteriormente descritos y por primera vez se
control6 la calidad de la ejecucion del método de
la nitrato reductasa para isoniacida y rifampicina
con el empleo de 18 cepas de M. tuberculosis
(panel 17 de la OMS).

Tanto para la ejecucion del método de Ia
nitrato reductasa como para la del método de
las proporciones, se verifico la calidad a cada
lote de medio de cultivo utilizado mediante el
empleo de cepas de M. tuberculosis con patrén
de sensibilidad conocido. En el caso de los
medicamentos de primera linea, se utilizaron las
cepas de M. tuberculosis ATCC 35822, ATCC
35820, ATCC 35837 y ATCC 35838, portadoras
de monorresistencia a isoniacida, estreptomicina,
etambutol y rifampicina, respectivamente. Para
los medicamentos de segunda linea se emplearon
cepas con resistencia conocida a ofloxacina,
kanamicina y capreomicina procedentes del
Laboratorio de Referencia Supranacional de
Tuberculosis en los afios 2009 y 2010 como parte
de la ejecucion del control de calidad externo
de las pruebas de sensibilidad. La cepa de M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), sensible a
los medicamentos antituberculosos de primera y
segunda linea, también se utilizo.

Resultados

Los patrones de sensibilidad encontrados en los
aislamientos estudiados se muestran en el cuadro
1. En 95,69 % de los aislamientos provenientes
de casos nuevos de tuberculosis se encontro
sensibilidad frente a isoniacida y rifampicina; en 13
aislamientos (2,67 %) se observé monorresistencia
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a isoniacida y en tres (0,62 %), a rifampicina,
evidenciandose para esta categoria de caso una
multirresistencia de 1,03 %.

En relacién con los aislamientos de pacientes con
antecedentes de tratamiento, 72,64 % fue sensible
a isoniacida y rifampicina; la monorresistencia a
ambos medicamentos se observé en ocho (7,55 %)
y 10 (9,43 %) aislamientos, respectivamente,
mientras que 10,38 % de los aislamientos se
revelé como multirresistentes.

En 100 % de los aislamientos provenientes de
pacientes en los que no fue posible conocer el
antecedente de tratamiento se observé sensibilidad
a isoniacida y rifampicina.

En todos los aislamientos la resistencia a estos
dos farmacos identificada mediante el método de
la nitrato reductasa se confirmé con el empleo del
método de las proporciones. Como se observa
en el cuadro 2, entre los 16 aislamientos con
multirresistencia se encontraron siete patrones
diferentes de sensibilidad; cuatro fueron sensibles
al resto de los medicamentos investigados mientras
que en dos aislamientos, de pacientes previamente
tratados, se evidencié un comportamiento extrema-
damente resistente.

En cuanto al desempefio alcanzado por el
Laboratorio Nacional de Referencia en los dos
estudios de control de calidad, en el panel 16 se
alcanzaron valores de sensibilidad, especificidad,
eficiencia y reproducibilidad intralaboratorio de
100 % para todas los fa&rmacos, con excepcion
del etambutol, empleando el método de las
proporciones. De igual manera, en el panel
17, se alcanzaron valores de 100 % para los
parametros anteriormente mencionados, excepto
con la capreomicina. Con el método de la
nitrato reductasa se alcanzé una eficiencia y

Cuadro 1. Patrones de sensibilidad obtenidos en aislamientos de Mycobacterium tuberculosis segin medicamento y antecedente

de tratamiento, Cuba, 2010-2011

Antecedente de tratamiento

Casos nuevos

Previamente tratados Desconocido

Aislamientos

n % n % n %
Total 487 100 106 100 64 100
Sensibilidad a isoniacida y rifampicina 466 95,69 77 72,64 64 100
Monorresistencia a isoniacida 13 2,67 8 7,55 0 0
Monorresistencia a rifampicina 3 0,62 10 9,43 0 0
Multirresistencia 5 1,03 11 10,38 0 0

Fuente: libro de registro de resultados, Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y Micobacterias, Instituto de Medicina

Tropical Pedro Kouri, La Habana, Cuba
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Cuadro 2. Patrones de sensibilidad de aislamientos de Mycobacterium tuberculosis multirresistentes encontrados mediante el
método de las proporciones segin medicamento y antecedente de tratamiento, Cuba, 2010-2011

Patrones de sensibilidad

Antecedente de tratamiento

STR EMB OFL KAN CAP Casos nuevos Tratamiento previo
S S S S S 1 3
S R S R R 1 0
R S S S S 2 2
R R S R R 0 2
R R S R S 1 0
R R S S S 0 2
R R R R R 0 2*

STR: estreptomicina; EMB: etambutol; OFL: ofloxacina; KAN, kanamicina; CAP: capreomicina

S: sensible, R: resistente
*XDR: extremadamente resistente

Fuente: libro de registro de resultados. Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y Micobacterias. Instituto de Medicina

Tropical Pedro Kouri, La Habana, Cuba

reproducibilidad intralaboratorio de 100 % con los
dos medicamentos objeto de estudio (isoniacida
y rifampicina).

Discusion

La ejecucién del proyecto mundial de vigilancia de
la resistencia a los medicamentos antituberculosos
iniciada en 1994 ha permitido a la OMS recopilar y
analizar de manera sistematica los resultados de la

sensibilidad de los aislamientos de M. tuberculosis
estudiados en 135 paises alrededor del mundo (2).

Segun el reporte mundial de tuberculosis del 2012,
se estima que en el 2011 se produjeron 310.000
casos de tuberculosis multirresistente (TB-MDR),
fenédmeno que alcanza grandes proporciones en
algunas partes del mundo, encontrandose 60 %
de estos casos en India, China, la Federacion
Rusa y Sudafrica. La proporcion de casos de TB-
MDR frente al total de casos nuevos oscilé entre
0y 32,3 %, y las cifras mayores se informaron en
Bielorrusia (32,3 %), Kazajstan (30,3 %), Kirguizistan
(26,4 %), Uzbekistan (23,2 %), Estonia (22,9 %) y
la Republica de Moldavia (19,4 %). Entre los casos
con antecedente de tratamiento, la TB-MDR oscilo
entre 0 y 65,1 %, y las mayores cifras se reportaron
en Bielorrusia (75,6 %), la Republica de Moldavia
(63,5 %), Uzbekistan (62,0 %), Estonia (57,7 %),
Tayikistan (53,6 %), Kirguizistan (51,6 %) y Kazajstan
(51,3 %). Estos datos ponen de manifiesto que
Europa Oriental y Asia Central siguen encabezando
las denominadas ‘zonas calientes’, con cerca de un
tercio de los casos nuevos y dos tercios de los casos
previamente tratados afectados con TB-MDR (2).

En el 2010 se contd en la regién de las Américas
con los resultados de las pruebas de sensibilidad
a medicamentos en 6,2 % de los casos nuevos de

tuberculosis notificados y en 22 % de los casos de
tratamiento por recaidas y se notificaron 2.600 casos
de TB-MDR. Paises como Peru, Brasil, México,
Ecuador, Haiti, Republica Dominicana y Colombia
aportaron méas de 80 % de los casos estimados de
TB-MDR en la region. La TB-MDR represent6 2,1 %
de los casos nuevos de tuberculosis y 12 % de
los casos de tratamiento por recaida. Del total de
casos nuevos, la proporcion de casos de TB-MDR
fue de 0 a7 %y entre los casos de tratamiento por
recaida, de 0 a 27 % (9).

Aunque las cifras de TB-MDR en casos nuevos
reveladas en este trabajo (1,14 y 0,95 % en el
2010 y 2011, respectivamente) denotan un ligero
incremento con respecto al decenio 2000-2009
(0,36 %) (6), y alertan, ademas, sobre un aumento
en el ndmero de aislamientos con resistencia
a isoniacida y rifampicina, Cuba muestra una
situaciéon muy diferente ala compleja problematica
de la resistencia en tuberculosis que se presenta
a nivel internacional. Los resultados alcanzados
en el presente estudio corroboran reportes
previos realizados por el Laboratorio Nacional
de Referencia que ponen de manifiesto una baja
prevalencia de aislamientos de M. tuberculosis
con multirresistencia en Cuba (5,6).

Otro aspecto importante es la circulacion de
aislamientos de M. tuberculosis extremadamente
resistente (extensively drug-resistant, XDR). Estas
cepas se reportaron por primera vez en el 2006
(10) y hasta el 2011 se habian identificado en 84
paises, describiéndose en 9 % de los aislamientos
multirresistentes. Esta situacion amenaza con
agravarse debido al gran nimero de aislamientos
con multirresistencia y resistencia adicional a
alguna fluoroquinolona ya detectado (2).
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A pesar de la baja frecuencia de aislamientos de
M. tuberculosis multirresistentes observada en
Cuba, cabe senalar el hallazgo de aislamientos
XDR. En el reporte mundial de tuberculosis del
ano 2012, se incluyeron los dos aislamientos con
esta caracteristica que fueron identificados en el
presente estudio (2), los cuales se recuperaron de
pacientes que habian recibido varios esquemas de
tratamiento por recaidas.

Los datos del 2011 indican que la mayor proporcion
de tuberculosis extremadamente resistente (TB-
XDR) se detect6 en Tayikistan (Dushanbe, 21,0 %),
Estonia (18,7 %), Lituania (16,5 %), Azerbaiyan
(Baku, 12,7 %), Letonia (12,6 %) y Bielorrusia
(11,9 %) (2). En la region de las Américas ocho paises
habian notificado, al menos, un caso de TB-XDR
hasta el 2010: Argentina, Brasil, Canadd, Colombia,
Ecuador, México, Pert y Estados Unidos (9).

Una de las metas de la estrategia mundial “Alto
a la tuberculosis, 2006-2015” es la realizacién de
la prueba de sensibilidad a farmacos de primera
linea a todos los pacientes con tratamiento anti-
tuberculoso previo y, al menos, a 20 % de los
casos nuevos con bacteriologia positiva, asi
como la realizacién de pruebas de sensibilidad
a medicamentos de segunda linea a todos los
casos de TB-MDR. Sin embargo, en el afo
2011 menos de 4 % de los casos nuevos, y solo
6 % de los casos previamente tratados a nivel
global se investigaron mediante pruebas de
sensibilidad a medicamentos de primera linea;
la carencia de estudios se hizo mas evidente en
Africa y en el sudeste asiatico. La sensibilidad
a fluoroquinolonas y farmacos inyectables de
segunda linea solamente se investigd en 23 % de
los casos notificados como TB-MDR (2).

La puesta en practica de métodos rapidos de
diagnéstico, que ofrezcan oportunamente un resul-
tado de sensibilidad, contribuye al fortalecimiento de
las capacidades de los laboratorios de tuberculosis
y constituye una prioridad a nivel mundial. En este
sentido, la OMS ha recomendado la introduccion de
varias herramientas, entre las cuales se destaca el
sistema molecular GeneXpert MTB/RIF que ha sido
incorporado en un gran numero de paises (11).

En el Laboratorio Nacional de Referencia se trabaja
desde hace varios afios enla evaluacion de métodos
alternativos para la deteccion de resistencia en
M. tuberculosis (12,13). A partir de la aprobacién
del método de la nitrato reductasa para investigar
la resistencia a isoniacida y rifampicina (14), este
método se incorporo a la vigilancia de la resistencia
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y los resultados alcanzados, corroborados con el
método de las proporciones, han sido excelentes.
La incorporacion del método de la nitrato reductasa
a la rutina de trabajo, asi como la utilizacién de
métodos moleculares (Genotype®MTBDRplus y
Genotype®MTBDRSsI/), contribuyen al fortalecimiento
de la capacidad diagnostica del Laboratorio Nacional
de Referencia vy, por tanto, permiten ofrecer a las
autoridades de salud un resultado oportuno de la
resistencia a medicamentos antituberculosos de
primera y segunda linea.

Un aspecto de gran importancia para garantizar la
calidad del diagnéstico de la resistencia es demos-
trar el desempenfio para ejecutar dicha actividad.
Cuba ha participado regularmente en los estudios
de control de calidad que realiza anualmente la OMS
con la colaboracion del Laboratorio de Referencia
Supranacional de Tuberculosis y ha demostrado
la competencia necesaria para la ejecucion de las
pruebas de sensibilidad en M. tuberculosis, siendo
muestra de ello los resultados alcanzados en la
evaluacién de los paneles 16y 17.

El desempefio también ha sido aceptable en la
mayoria de los laboratorios de la region de las
Américas (9). La evaluacién realizada de los
paneles 6-14 en la red de laboratorios concluyé que
la mayoria de ellos tuvieron éxito en |a realizacién
de las pruebas de sensibilidad (15).

El reporte de aislamientos de M. tuberculosis
‘totalmente resistentes’ en varios paises (16-18)
alerta sobre una nueva forma de tuberculosis
mucho mas dificil de tratar. Sin embargo, ain no
hay consenso en torno al término para definir la
resistencia que presentan aislamientos de M.
tuberculosis extremadamente resistentes a otros
medicamentos utilizados en el tratamiento, pues
no se dispone de métodos confiables para el
diagnostico de la resistencia a la totalidad de los
medicamentos antituberculosos (19,20).

Los resultados alcanzados en el presente estudio
ponen de manifiesto, una vez mas, la baja
prevalencia de aislamientos de M. tuberculosis
multirresistentes en Cuba y alertan sobre la nece-
sidad de continuar perfeccionando la vigilancia de
este fendmeno debido a los nuevos retos que este
microorganismo representa para la salud publica a
nivel mundial.
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