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NOTA TECNICA

Utilidad de la prueba de la nitrato reductasa para la deteccién rapida
de resistencia en Mycobacterium tuberculosis

Lorena Gonzalez', Ricardo Sanchez?, Martha Isabel Murcia'

' Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia
2 Departamento de Psiquiatria, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. La deteccion temprana de la resistencia en Mycobacterium tuberculosis es de gran
importancia para el manejo del paciente y el control de la infeccién.

Objetivo. Evaluar el rendimiento de la prueba de la nitrato reductasa para la determinacién de la
resistencia de M. tuberculosis a los siguientes medicamentos antituberculosos de primera linea:
rifampicina, isoniacida, estreptomicina y etambutol.

Materiales y métodos. Se comparo la utilidad de la prueba de la nitrato reductasa con el método de
las proporciones multiples para determinar la resistencia de aislamientos de M. tuberculosis.
Resultados. Comparada con la del método de las proporciones mdltiples, la sensibilidad de la prueba
de la nitrato reductasa para rifampicina, isoniacida, estreptomicina y etambutol fue de 92, 91, 63 y
80 %, respectivamente, en tanto que la especificidad fue de 100, 100, 100 y 98 %, respectivamente.
Los valores prondsticos positivos fueron, en su orden, 100, 100, 100 y 80 % para rifampicina,
isoniacida, estreptomicina y etambutol, y los valores pronésticos negativos fueron 97, 93, 73 y 98 %,
respectivamente. El tiempo medio de obtencion de resultados fue menor cuando se uso la prueba de
la nitrato reductasa (10 dias) comparado con el del método de proporciones mdltiples (28 dias). Se
observo una excelente concordancia entre los dos métodos fenotipicos de 98, 96, 81 y 96 % para
rifampicina, isoniacida, estreptomicina y etambutol, respectivamente.

Conclusiones. Los resultados demostraron que la prueba de la nitrato reductasa es Util para la
deteccion precoz de farmacorresistencia y una herramienta valiosa para la deteccion rapida de la
susceptibilidad de M. tuberculosis a los farmacos antituberculosos en paises con bajos recursos.

Palabras clave: tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, resistencia a medicamentos, nitrato-
reductasa, pruebas de sensibilidad microbiana.
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The usefulness of the nitrate reductase assay for detecting drug-resistant Mycobacterium
tuberculosis

Introduction: The early detection of resistance in Mycobacterium tuberculosis is of primary importance
for both patient management and infection control.

Objective: To evaluate nitrate reductase assay (NRA) performance for the testing of Mycobacterium
tuberculosis drug-resistance against first-line anti-tuberculosis drugs, such as rifampicin (RIF), isoniazid
(INH), streptomycin (STR) and ethambutol (EMB).

Materials and methods: Fifty isolates were tested by using both the proportion method and the nitrate
reductase assay.

Results: RIF, INH, STR and EMB sensitivity was found to be 92%, 91%, 63% and 80% and 100%,
respectively, and a corresponding specificity of 100%, 100%, 100% and 98% by comparing NRA
results to those obtained with the gold standard (i.e., the proportion method). The positive predictive
values for RIF, INH, STR and EMB were 100%, 100%, 100% and 80% and the negative predictive
values were 97%, 93%, 73% and 98%, respectively. The mean time for obtaining results was shorter
when using the nitrate reductase assay (10 days) compared to using the proportion method (28
days). Excellent agreement was observed between both phenotypic tests: 98%, 96%, 81% and 96%
for RIF, INH, STR and EMB, respectively.

Conclusions: The results showed that the nitrate reductase assay is suitable for the early determination
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Deteccion de resistencia en M. tuberculosis

of multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) and is a useful tool for the quick and accurate determination
of a rapid M. tuberculosis drug-sensitivity test in countries having low resources.

Key words: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, drug resistance, nitrate-reductase, microbial

sensitivity tests.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i0.1694

La tuberculosis continla siendo una amenaza
grave para la salud publica mundial. Cada afio
se presentan mas de nueve millones de casos
nuevos en todo el mundo y la tasa de incidencia
disminuye menos de 1 % por afio (1). El control
mundial de la tuberculosis se enfrenta a grandes
desafios tales como la circulacién de cepas de
Mycobacterium tuberculosis monorresistentes (2),
farmacorresistentes (2,3, Puerto G, Wintaco M,
Llerena C, Guerrero MI. Genotipos de Mycobacterium
tuberculosis, circulantes en el puerto de Buena-
ventura, Colombia. Biomédica. 2011;31(Supl.3):57.
Memorias, XX Congreso Latinoamericano de
Parasitologia), extremadamente resistentes (XDR)
(Orjuela D, Garzén MC, Garcia LM, Llerena
C, Zabaleta A, Bueno J. Sensibilidad de
Mycobacterium tuberculosis a farmacos anti-
tuberculosos de segunda linea en Colombia.
Biomédica. 2011;31(Supl.3):55. Memorias, XX
Congreso Latinoamericano de Parasitologia) y
totalmente resistentes (XXDR) (4-9), asi como
a la coinfeccién con el VIH/sida, la cual sigue
alimentando la epidemia de tuberculosis (1,10), y
la falta de acceso de muchas de las poblaciones
vulnerables a servicios de salud de calidad,
todo esto sumado a la deficiente disponibilidad
de tecnologias diagnoésticas y a la aplicaciéon de
tratamientos erraticos y medidas de prevencién
inadecuadas (1,10).

El principal reto para el control de la enfermedad es
el incremento de casos de tuberculosis resistente
a multiples farmacos (farmacorresistente), por lo
que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
impulsado para el afio 2015 el acceso universal
al diagndstico y el tratamiento de la tuberculosis
farmacorresistente y extremedamente resistente (11).

El diagndstico precoz de la tuberculosis farma-
corresistente es esencial para administrar a los
pacientes el tratamiento adecuado y disminuir
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asi la transmision de cepas resistentes en la
comunidad. Los métodos disponibles son muy
costosos o sus resultados tardan mucho tiempo,
por lo que en los paises de bajos recursos se debe
disponer de métodos sencillos, poco costosos y
confiables que en corto tiempo permitan deter-
minar los perfiles de sensibilidad de las cepas de
M. tuberculosis circulantes.

Existe una gran variedad de técnicas para la
deteccion de la resistencia de M. tuberculosis a
los farmacos antituberculosos, entre las cuales el
método de proporciones mudltiples en su versién
simplificada (12) esta catalogado como prueba de
referencia (13,14), pero tiene como desventaja
el tiempo de obtencién de resultados, que oscila
entre cuatro y seis semanas, ya que se basa en el
crecimiento bacteriano detectado con medicamento
y sin él mediante la visualizacién de colonias en
medio de Léwenstein-Jensen (15).

También existen métodos comerciales mas rapidos
como el BACTEC™460TB (16), el BACTEC™MGIT (17),
los cuales se basan en el crecimiento bacteriano en
presencia del antibiotico, y los métodos genotipicos
como el INNOLipa™_Rif.TB (Inmunogenetics) (18),
el Geno Type™ MTBDR (Hain Lifescience, Nehren,
Germany) (19) y el Xpert™ MTB/RIF (Cepheid)
(20), que evalluan la resistencia por medio de la
deteccion de mutaciones cromosémicas, y que, a
pesar de ser rapidos, requieren personal entrenado,
infraestructura adecuada, reactivos y equipos sofis-
ticados y costosos, lo que hace dificil su uso en
paises de recursos limitados como el nuestro (21).

Por lo tanto, se necesitan métodos alternativos
comparables con los métodos de referencia que
permitan la obtencion de resultados en el menor
tiempo posible, que no representen riesgo de
infeccion para el personal que los utiliza y que,
ademas, no tengan costos elevados.

La prueba de la nitrato reductasa, inicialmente
desarrollada por Golyshevskaia, et al., en 1996
(22), es un método colorimétrico que se basa en
la reduccion de nitratos a nitritos, caracteristica
utilizada como indicador de crecimiento, y que
se evidencia por el cambio de color al afadir
un revelador. Esta prueba ha mostrado buena
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sensibilidad y especificidad (>90 %) (14) al compa-
rarla con la prueba de proporciones multiples
considerada como la de referencia (13,14), y no
requiere equipos ni reactivos costosos, por lo que
ha sido propuesta como una herramienta fenotipica
alternativa, Util para la deteccion rapida y precisa
de la resistencia de M. tuberculosis a farmacos de
primera linea (13,14,23-27). Ademas, la utilizacion
de medios soélidos (Léwenstein-Jensen y agar
Middlebrook 7H11), a los que se les agregan
el nitrato de potasio (KNO,) como sustrato de la
enzima y los medicamentos a evaluar, reduce
el riesgo de produccién de aerosoles, presente
cuando se emplea un medio liquido (28).

Por las razones expuestas, el presente estudio
evalud el rendimiento de la prueba de la nitrato
reductasa frente al método de las proporciones
multiples, considerado como prueba de referencia
(13,14), para la deteccion de la resistencia de
aislamientos de M. tuberculosis a los farmacos
antituberculosos de primera linea rifampicina,
isoniacida, estreptomicina y etambutol.

Materiales y métodos
Cepas

Se utilizaron 50 cepas de M. tuberculosis conser-
vadas en el Banco Biologico del Laboratorio de
Micobacterias de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia, con perfil
de sensibilidad conocido para los medicamentos
antituberculosos de primera linea determinado
previamente por el método de proporciones multiples.
Como control se utiliz6 la cepa de M. tuberculosis
H37Ryv, sensible a todos los farmacos por evaluar.

Medicamentos antituberculosos

Se utilizaron los siguientes farmacos en polvo
de la marca Sigma Chemical Co. (St Louis, MO,
USA): rifampicina (Sigma R7382), isoniacida
(Sigma 1-3377), estreptomicina (Sigma D-5155) y
etambutol (Sigma E-4630) (29). Excepto la de la
rifampicina, las soluciones madre de las drogas se
prepararon con una concentracion de 10.000 pg/
ml en agua destilada; la rifampicina se prepard con
una concentracion de 20.000 pg/ml en metanol.
Las concentraciones finales fueron de 0,2 pg/ml de
isoniacida, 4 pg/ml de estreptomicina, 2 pg/ml de
etambutol y 40 pg/ml de rifampicina (29).

Prueba de las proporciones miiltiples

Este método se utilizé siguiendo la descripcién
hecha por Canetti, et al. (30), con las concentra-
ciones criticas recomendadas: rifampicina, 40 pg/
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ml; isoniacida, 0,2 pg/ml; estreptomicina, 4 pg/mi
y etambutol, 2 pg/ml. Las pruebas se leyeron a
los 28 dias de incubacion y, en caso de detectarse
resistencia, no se hacian mas lecturas. Cuando
los resultados eran sensibles a los 28 dias, se
prolongaba la incubacién y se hacia una lectura
final alos 42 dias. Los resultados de esta prueba se
usaron como referencia para evaluar los resultados
de la prueba de la nitrato reductasa.

Prueba de Ia nitrato reductasa

La realizacion de esta prueba se hizo de acuerdo
al manual de procedimientos para la prueba del
Instituto de Medicina Tropical de Bélgica elaborado
por Martin y Palomino; como sustrato se utilizaron
1.000 pg/ml de nitrato de potasio (KNO,) (29). Las
concentraciones criticas de las drogas usadas
fueron las mismas utilizadas en el método de
proporciones multiples.

Todas las cepas se repicaron en medio Ogawa-
Kudoh con el fin de obtener cultivos jévenes de 21
a 28 dias. A partir de los cultivos se prepar6 una
suspension homogénea a la que posteriormente
se le ajusté la turbidez seglin el estandar de
McFarland No. 1; después, se diluy6 en proporcion
de 1/10 en agua destilada.

El montaje de la prueba de sensibilidad para cada
cepa requeria de tres tubos de control libres de
medicamentos correspondientes a los 7, 10 y 14
dias de incubacién, dias en que se hizo la lectura, y
dos tubos por cada antibiético evaluado. Los tubos
de control se inocularon con 0,2 ml de la dilucién
1/10 de la suspensién bacteriana ajustada al
estandar y los tubos con antibiéticos se inocularon
con 0,2 ml de la suspensién ajustada al McFarland
No. 1 sin diluir.

Para revelar la prueba se hicieron tres lecturas
en los dias 7, 10 y 14 de incubacién a 37 °C. Se
procedié a leer el tubo de control correspondiente
al dia de lectura de cada cepa empleando la
siguiente mezcla de reactivos como revelador:
una parte de acido clorhidrico, 1:1, dos partes
de sulfanilamida, 0,2 %, y dos partes de dihi-
drocloruro N-naftiletilendiamina al 0,1 %; la
mezcla se preparaba y se usaba inmediatamente.
A cada tubo de control se le agregaron 0,5 ml de
esta mezcla; si aparecia algun color en el tubo de
control que habia sido revelado, se revelaban de
la misma forma los tubos correspondientes que
contenian los medicamentos; si este no era el
caso, no se revelaba ningln tubo y se volvian a
incubar (29).
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Figura 1. Prueba de la nitrato reductasa: rifampicina (R);

isoniacida (H); estreptomicina (S); etambutol (E). Cepa
resistente a rifampicina, isoniacida y estreptomicina, y sensible
a etambutol. La mayor intensidad de color de los tubos con
rifampicina, isoniacida y estreptomicina comparada con el
color desarrollado en el tubo de control de crecimiento indica
resistencia de la cepa al medicamento. La menor intensidad de
color del tubo correspondiente a etambutol comparado con el
de control indica sensibilidad.

En cuanto al perfil de sensibilidad de las cepas,
estas se consideraban resistentes cuando el
color de los tubos con antibiético era mayor o
igual al color desarrollado en el tubo de control
revelado, y se las consideraba sensibles si no
aparecia ningun color o era de menor intensidad
que el color desarrollado en el tubo de control
(29) (figura 1).

Analisis de datos

Los resultados de la prueba de la nitrato reduc-
tasa se analizaron tomando como referencia los
valores arrojados por la prueba de proporciones
multiples (prueba de referencia). Para cada uno
de los cuatro antibioticos utilizados se calcularon
los valores de prevalencia de la resistencia,
la sensibilidad, la especificidad, y los valores
pronostico, y, asimismo se establecieron los
intervalos de confianza de 95 %. Los andlisis
se realizaron con el programa Stata 12™ (Stata
Corp., College Station, TX).

Deteccion de resistencia en M. tuberculosis

Resultados

Se evaluaron 50 aislamientos de M. tuberculosis
con la prueba de la nitrato reductasa; 48 cepas
dieron resultados sensibles de ser interpretados y
dos aislamientos dieron resultado negativo.

Las sensibilidades a los farmacos de primera
linea obtenidas con el método de la prueba de
la nitrato reductasa comparado con el método de
proporciones multiples fueron las siguientes: 12
cepas resistentes, 35 sensibles y un falso sensible
para rifampicina; 20 cepas resistentes, 26 sensibles
y dos falsos sensibles para isoniacida; 15 cepas
resistentes, 24 sensibles y nueve falsos sensibles
para estreptomicina, y cuatro cepas resistentes, 42
sensibles, un falso sensible y un falso resistente
para etambutol.

En el cuadro 1 se presentan los valores de
sensibilidad y especificidad, asi como los valores
pronostico positivos y negativos y los intervalos
de confianza de 95 % para cada medicamento
estudiado.

Las sensibilidades mas altas se obtuvieron
para la rifampicina y la isoniacida (92 y 91 %,
respectivamente), en tanto que la sensibilidad
mas baja se presento en la estreptomicina (63 %).
Las concordancias para rifampicina, isoniacida,
estreptomicina y etambutol fueron de 93, 96, 81 y
96 %, respectivamente.

Los resultados de la prueba de la nitrato reductasa
se obtuvieron en un intervalo de siete a 14 dias;
en 71 % de los aislamientos los resultados se
obtuvieron a los 10 dias de incubacion.

Discusion

La deteccion rapida de la farmacorresistencia es
una prioridad para el control de la tuberculosis
en el mundo. Los métodos comerciales que
utilizan medio liquido y las pruebas moleculares
de hibridacién inversa en tira han sido aprobadas
por la OMS como ensayos de referencia para la
deteccién rapida de multirresistencia, sin embargo,
debido a su complejidad técnica, su costo y los
requerimientos de infraestructura, su uso es posible
solo en regiones con grandes recursos (27). Dadas
estas limitaciones, se han desarrollado métodos
no comerciales de bajo costo como la prueba de la
nitrato reductasa (27).

Con el fin de determinar las metas de eficiencia
para el manejo y la evaluacion de las pruebas de
sensibilidad a los farmacos antituberculosos por
parte del programa de garantia de la calidad (OMS/
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Cuadro 1. Comparacion de resultados de las pruebas de sensibilidad de 48 aislamientos de Mycobacterium tuberculosis con el
método de proporciones multiples y la prueba de la nitrato reductasa

Medicamento Proporciones Numero Nitrato reductasa
multiples
Resistente Sensible Sensibilidad Especificidad VPP (%) VPN (%)
(%) (%) ICos0, ICoqs0
ICQ5% ICQs%
Rifampicina Resistente 12 1 92 100 100 97
Sensible 0 35 64 - 99,8 90 - 100 73,5-100 85,5-99,9
Isoniacida Resistente 20 2 91 100 100 93
Sensible 0 26 70,8 - 98,9 86,8 - 100 83,2-100 76,5-99,1
Estreptomicina Resistente 15 9 63 100 100 73
Sensible 0 24 40,6 - 81,2 85,8 -100 78,2-100 54,5-86,7
Etambutol Resistente 4 1 80 98 80 98
Sensible 1 42 28,4 - 99,5 87-99,9 28,4-995 87,7-99,9

VPP: valor pronéstico positivo; VPN: valor pronéstico negativo

UICTER - Red Supranacional de Laboratorios de
Referencia), Lazlo, et al., analizaron los resultados
de las pruebas de sensibilidad en 100 cepas de
M. tuberculosis realizadas por 14 laboratorios
participantes y encontraron las sensibilidades mas
altas para rifampicina, 99 %, e isoniacida, 97 %,
y las mas bajas, para estreptomicina y etambutol
con 93 y 90 %, respectivamente (31). Los autores
determinaron los valores promedio de eficiencia
para los diferentes farmacos asi: para rifampicina,
99 %; para isoniacida, 97 %; para estreptomicina,
92 %, y para etambutol, 92 %. Los niveles de
eficiencia menores de 95 % en la rifampicina; de
89 % en la isoniacida; de 80 % en la estreptomicina,
y de 89 % en el etambutol indican un rendimiento
bajo de las pruebas (31).

De acuerdo con estos valores, los resultados
obtenidos en nuestro estudio, a excepcion de la
estreptomicina, mostraron una buena concordancia
entre los dos métodos (rifampicina, 98 %, isoniacida,
96 %, estreptomicina, 81 % y etambutol, 96 %); sin
embargo, el nivel de eficiencia de la estreptomicina
no fue menor a 80 %.

La sensibilidades mas bajas encontradas en el
presente estudio fueron la de la estreptomicina (63 %)
y la del etambutol (80 %), resultados similares a los
hallazgos de Lopez, et al., en Argentina, quienes
al evaluar 302 aislamientos de M. tuberculosis
colombianos empleando estas dos metodologias,
encontraron sensibilidades a estreptomicina vy
etambutol de 59 y 55 %, respectivamente, y especi-
ficidades para los dos medicamentos de 99 % (26),
mientras que para rifampicina e isoniacida, las
sensibilidades y especificidades halladas fueron de
93 y 84,9 %, respectivamente, con especificidades
de 100 % para los dos medicamentos (26).
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En un estudio que evalué en Nigeria 70 aisla-
mientos de M. tuberculosis con los dos métodos,
Any, et al., también reportaron resultados similares
a los nuestros con sensibilidades y especificidades
para estreptomicina y etambutol de 66,6 y 75 %,
respectivamente, y especificidades de 91,8 y 100 %,
comparados con las sensibilidades a rifampicina e
isoniacida que fueron de 90 y 100 %, y especifi-
cidades de 96,6 y 100 %, respectivamente (32).

Como es bien sabido, la estreptomicina y el
etambutol son farmacos dificiles de probar,
incluso por medio de los métodos convencionales
estandar (31).

Los resultados de nuestro estudio también son
comparables a los reportados por el Instituto
Nacional de Salud de Colombia (33), que evalué la
concordancia de la prueba de la nitrato reductasa
indirecta con el método de proporciones multiples
en 183 cepas de M. tuberculosis y encontrd valores
de sensibilidad de 100 % y de especificidad de
99 % para la rifampicina y para la isoniacida de 86
y 94,7 %, respectivamente (33).

Varios estudios previos han encontrado discrepan-
cias en la determinacion de la sensibilidad a la
estreptomicina: Angeby, et al. (22), reportaron
sensibilidad de 95 y especificidad de 83 %;
Shikama, et al. (34), lograron una concordancia de
90,8 %, y Martin, et al. (35), obtuvieron valores de
sensibilidad de entre 41,7 y 91,6 % y variaciones
en la especificidad en la evaluacion de la sensibi-
lidad a estreptomicina en un estudio multicéntrico
en el que participaron cinco laboratorios; los
autores consideraron que estas discordancias
podrian explicarse por la interaccion aun desco-
nocida del medicamento con el sustrato utilizado
(KNO,) (35).
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Un estudio reciente realizado en la India evalué 286
aislamientos de M. tuberculosis con el método de
la prueba de la nitrato reductasa y con el método de
proporciones mdultiples y encontré sensibilidades
a los cuatro farmacos bajo estudio de 98,4, 97,
88,5y 94,2 %, respectivamente, y especificidades
de 100, 100, 94 y 99 %, que son similares a las
encontradas en nuestro estudio (36). También son
similares nuestros resultados a los obtenidos en
Cuba en un estudio que analizé la sensibilidad de
320 cepas de M. tuberculosis a rifampicina, iso-
niacida, estreptomicina y etambutol y encontrdé una
concordancia entre los dos métodos de 98,8 % (37).

Las ventajas del método de la prueba de la
nitrato reductasa son la rapidez para visualizar el
crecimiento, la simplicidad del procedimiento y el
bajo costo, en tanto que las desventajas radican
en la ausencia de la enzima nitrato reductasa en
menos de 1 % de las cepas de M. tuberculosis (38),
por lo que tampoco es util en Mycobacterium bovis,
especie que es negativa para el nitrato. Ademas,
debe tenerse en cuenta que algunas especies de
micobacterias no tuberculosas como Mycobacterium
kansasii, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium
flavescens, asi como el complejo Mycobacterium
terrae y algunas micobacterias de crecimiento
rapido, producen la enzima nitrato reductasa (36,38).

Es bien conocido, igualmente, que algunas bacterias
reducen los nitratos a nitritos y posteriormente
pueden pasar a productos mas reducidos como
el amoniaco, el nitrégeno molecular, el 6xido
nitrico, el 6xido nitroso o la hidroxilamina, los
cuales no pueden ser detectados por el revelador
empleado, caso en que debe afadirse polvo de
zinc para evidenciar esta Ultima reaccion (21,36).
En el presente estudio no se pudieron evaluar dos
aislamientos por no haber desarrollado color; una
de las causas pudo ser la formacién de productos
que no pueden ser detectados con el revelador
empleado o debido a la ausencia de la enzima
nitrato reductasa.

Los resultados obtenidos en este estudio confirman
que la prueba de la nitrato reductasa es una
herramienta (til, econémica y rapida para la
deteccion de perfiles de susceptibilidad de cepas
de M. tuberculosis circulantes en paises con
bajos recursos.
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