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InTrRODUCCION

El presente trabajo versa sobre un estudio bacterioldgico hecho para
determinar la frecuencia y la intensidad del fendmeno de la resistencia
adquirida por varias cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de
los materiales tuberculosos enviados al Laboratorio Central de Diagnds-
tico Bacteriolégico de Tuberculosis del Instituto Nacional de Higiene
“Leopoldo Tzquieta Pérez,” de Guayaquil, Ecuador.

MaTeRIALES Y METODOS
Materiales empleados y su procedencia

Este trabajo constituye el resumen de 323 pruebas de sensibilidad
verificadas con cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de 241
pacientes tuberculosos bajo tratamiento con isoniacida. La calidad de
los materiales empleados es diferente, como se puede apreciar a con-
tinuacién:

Esputos.......... ............ e 234
Lavado géstrico.. ...... ... ... ... ... .. ... 79
Liquido pleural .. ... ... .. ... .. ... . . ... ... 2
Lavado bronquial .... .. .. .. ... ... .. ... .. ... . ... .2
Heces. ..o 2
Orinas..... .................. ... e 1
Liquido de puncién ganglionar.. ......... ......... ... ..... 1
Piezas deautopsia.. .......... ... ... ... ... ... oL L. 2
Total ... 323

Las muestras proceden de los diferentes servicios de la Liga Ecua-
toriana Antituberculosa (LEA), de Guayaquil y de otros lugares del
pafs, asf como también de consultorios médicos privados, como se
muestra a continuacién:

Hospital “Alfredo J. Valenzuela”
Dispensario ‘“Arosemena’”. .
Sanatorio “Calixto Romero”™ . ... . .. ... .. ... ... ...... . 32

Dispensario “Mata Martinez” . . .............. .... ... .. 11
Laboratorio de Patologia de LEA ................... ... ... 2
Dispensarios rurales y consultorios privados. ........ .... ... 28

323
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Método empleado en la prueba de sensibilidad

El método seguido en esta prueba es el del subcultivo, que consiste
en aislar en un cultivo primario los gérmenes presentes en las muestras
cuya sensibilidad a un determinado agente quimioterapico se desea
investigar. Luego, a partir de estas colonias, se prepara una suspensién
bacteriana triturando unas colonias en solucidn salina y sembrando en
una serie de tubos con diferentes concentraciones de la droga v en un
tubo control sin droga. Se eligié este método por cuanto es aplicable
tanto a las muestras de esputos de alto contenido bacteriano como a
otras muestras que generalmente contienen escasos bacilos (lavados de
estémago, liquido céfalorraquideo, ete.).

La preparacién de las diferentes muestras, con pocas variantes, es en
el fondo similar.

Cuando se trata de muestras liquidas, como lavados de estémago,
orinas, ete., se concentra el material mucoso que contiene los bacilos
por medio de una centrifugacién, luego, por decantacién, obtenemos el
sedimento, el cual se someterd a los mismos procedimientos usados para
muestras de consistencia mucosa, como los esputos. La téenica de
preparacién es la siguiente:

En un tubo de centrifuga se colocan entre 3 y 5 cc del material mu-
cos0, con un volumen igual de soda ciustica al 4% con indicador rojo
de fenol al 0.004 %. Se homogeniza agitando por unos 15 minutos en
un agitador mecdnico; se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 15 minutos;
se decanta el sobrenadante y el sedimento se neutraliza usando HCI
24 N y NaOH al 2 %; finalmente se siembra 0.1 ce, en cuatro medios de
Lowenstein.

Preparacion de la suspension bacteriana y siembra del material

Se separan todos los cultivos positivos que se obtengan a partir de
la segunda hasta la sexta semana de sembrados para practicar la prueba
de sensibilidad.

Se toman con el asa en forma de espdtula colonias de diferentes partes
de la superficie del medio y se disgregan contra las paredes de un tubo,
el cual contiene de 1 a 2 cc de solucién salina.

Tomando precauciones de asepsia, se siembra una serie de tubos que
contienen las diferentes concentraciones de isoniacida y un tubo de
Lowenstein sin droga para control (0.1 ce en cada tubo). Después de
sembrados se mantienen en posicién inclinada por dos semanas en la
incubadora para evitar que el crecimiento se efectie en el fondo del
tubo.

Interpretacion de los resultados; cepas sensibles, resistentes, parcialmente
reststentes

Una prueba se considera satisfactoria cuando se han desarrollado por
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lo menos unas 50 colonias en el tubo control; de lo contrario se estima,
como Insatisfactoria y es necesario repetirla.

Una cepa se considera sensible si se obtiene un crecimiento satis-
factorio en el tubo control, pero en los tubos con la droga no se observa
crecimiento bacteriano a consecuencia de la inhibicién producida por la
isoniacida.

Una cepa se estimari resistente si se observa crecimiento en el tubo
control y en los tubos que contienen la droga, y la intensidad de esta
resistencia se evalia por la més alta concentracién de la droga en la
cual se observa crecimiento bacteriano. Asi, por ejemplo, si en el tubo
control y en la concentracién 0.2 meg y 1.0 meg se observa crecimiento,
la cepa se estimari resistente hasta 1 meg.

Si se observa un crecimiento equivalente a la mitad del observado en
el tubo anterior se considera la cepa como parcialmente resistente. Por
ejemplo: si observamos crecimiento satisfactorio tanto en el tubo con-
trol como en la concentracién 0.2, pero en la concentracién siguiente 1.0
meg se observa un 50% de lo observado en la concentracién anterior
la cepa se estimard parcialmente resistente hasta 1.0 meg El tiempo
Sptimo para la lectura de una prueba de resistencia es de cuatro semanas.

Medio de cultivo empleado

El medio usado es el de Lowenstein modificado, al cual se le adicioné
la isoniacida en ecantidades necesarias para obtener concentraciones
de 0.2, 1.0, 5.0, 7.5, 10 y 20 meg por cc de medio.

En nuestro estudio usamos el Piricidin de la Nepera Chemical Co.
Ine.

Medio de Lowenstein:

Solucién salina

Fosfato monopotdsico. . ....... ... .. i i 24 gr
Sulfato demagnesio. .. ........... it 0.24 gr
Citrato de magnesio.............. ..., 0.6 gr
ASparaging .. ... ... e 3.6 gr
Gliceringa. . ... e 12 ce
Aguadestilada. ... .. ... ... L 600 cc

Mezcla harina solucién salina.—Se disuelven todas las sustancias
completamente, luego se agregan 30 gramos de harina de papa y se
agita vigorosamente; se pone en bafio de Maria hasta que el contenido
esté claro; se esteriliza en el autoclave por 30 minutos a 15 libras de
presidén; se enfria a unos 50°C antes de afiadir los huevos.

Huevos totales.—Se emplean huevos frescos de gallina. Se lavan con
jabén y cepillo hasta que estén perfectamente limpios y se los desinfecta
en alcohol al 70 % por 30 minutos. Los huevos se rompen con todos los
cuidados de asepsia y un volumen de 1,000 cc, después de haberlos ba-
tido perfectamente, se afiade a la mezcla harina solucién salina. Se
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agregan 20 cc de verde de malaquita al 2%, se filtra a través de gasa,

se envasan los tubos v se esteriliza en un coagulador por 60 minutos a
90°C.

Medio de Lowenstein con tsontacida: Preparacién

Tratdndose de antibiéticos como la estreptomicina, cuando se va a
preparar medios de cultivo con esta droga hay que tomar muy en cuenta
la accién que el calor tiene sobre esta, ya que después de la coagulacién
la concentracién final de la droga queda reducida a la mitad de la con-
centracién previa a la coagulacién. Afortunadamente el acido isonico-
tinico es una sustancia bastante estable y después de coagular los medios
a una temperatura de 90°C el 4cido isonicotinico permanece inalterable.
No es absolutamente necesario usar la isoniacida pura al estado de
polvo, pues conociendo la cantidad contenida en las tabletas es posible
usar éstas para la preparacién del medio, aunque indudablemente es
mucho mejor usarlo al estado puro. En nuestra experiencia usamos el
Pericidin de la Nepera Chemical Company Inc. al estado de polvo
puro para uso experimental. La isoniacida usada se afiadié en cantidades

suficientes para obtener concentraciones de 0.2, 1.0, 5.0, 7.5, 10 y 20
meg.

TABLA DE LAS DILUCIONES DE LA ISONIACIDA

(1) Pesar 20 miligramos y disolver en 10 cc de agua destilada. Cada
centimetro cibico de esta solucién contiene 2 mg o sea 2,000 meg,.

(2) Tomar 5 ce de la solucién anterior y mezclar con 5 cc de agua.
Esta dilucién contiene 1 miligramo 6 1,000 microgramos por ce.

(3) De la solucién anterior témese 1 cc y mézclese con 9 ce de agua.
Esta dilucién contiene 0.1 mg 6 100 microgramos por ce.

PROCEDIMIENTO PARA ANADIR LA Isoniacipa aL MEepio

(a) A 200 cc de medio de Lowenstein afladir 2 cc de la solucién
nimero 1: Cada centimetro cibico de medio tendr4: 20 microgramos.

(b) A 200 cc de medio afiadir 1 cc de la solucién N° 1. Cada centi-
metro ctbico de medio contiene: 10 microgramos.

(¢) A 200 cc de medio afiadir 1.5 cc de la solucién Ne 2. Cada cen-
timetro ctbico de medio contiene: 7.5 microgramos.

(d) A 200 cc de medio afiadir 1 ce de la solucién N° 2. Cada cen-
timetro cibico de medio contiene: 5.0 microgramos.

(e) A 200 cc de medio afiadir 0.2 cc de la solucién N° 2. Cada cen-
timetro eubico de medio contiene: 1.0 microgramos.

() A 200 cc de medio afiadir 0.4 ce de la solucién N°© 3. Cada cen-
timetro ctibico de medio contiene: 0.2 microgramos.

Una vez que se ha adicionado la isoniacida de las diversas concentra-
clones se envasa en los tubos y se coagula en la misma forma que cuando
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se prepara el Lowenstein sin la droga. Después de la prueba de esterilidad
de 48 horas est4 listo para usarse.

REesurTADOS

Durante el curso de este trabajo se han realizado 323 pruebas de sensi-
bilidad a la isoniacida con los gérmenes aislados de materiales orgdnicos
provenientes de 241 pacientes tuberculosos. La calidad de las muestras
ha sido diversa, como apreciamos en la primera parte de este capitulo
al hablar de los materiales empleados y su procedencia. Los resultados
obtenidos son por dem4s interesantes al observar el alto porcentaje de
resistencia desarrollada por el Mycobacterium tuberculosis entre los
pacientes que fueron sometidos a tratamiento con isoniacida. Observando
el cuadro siguiente podemos apreciar claramente lo antedicho al respecto.

En los resultados obtenidos se omiten 43 pruebas que se contaminaron
con otros gérmenes, como hongos o ciertas bacterias de gran poder pro-
teolitico que préacticamente licuan los medios e imposibilitan observar
los resultados finales. En este capitulo, al hablar sobre la interpretacién
de los resultados se explica claramente el significado de una prueba sen-
sible ¥ la interpretacién de una prueba resistente a las diversas concen-
traciones ensayadas. Las pruebas insatisfactorias son aquellas en las
cuales el crecimiento en el tubo control demuestra ser desigual en com-
paracion con el de los otros tubos con isoniacida.

Cuapro No. l.—Resultados obienidos con las cepas de Mycobacierium
tuberculosis examinadas

Cepas sensibles.............. ... .. 147 52.50%
Cepas insatisfactorias................. ...... 5 1.78%
Cepas resistentes. ....................c....... 128 45.72%,

280 100.00%

El total de pruebas resistentes, que son 128 (45.72%), comprende a
su vez fenémeno de resistencia de diversas intensidades, segiin se observa
en el Cuadro No. 2.

Si las cifras del cuadro anterior se colocan en forma de grifica podemos
apreciar més objetivamente lo siguiente:

Que las cepas resistentes a la concentracién de 0.2 meg alcanzan el
alto porcentaje de 24.22 %, cifra que baja en la concentracién de 1.0
meg, permaneciendo mds o menos estacionaria en la concentracién de
5 meg; luego decrece en la concentracién de 7.5 mcg cuyo porcentaje
es de 1.56; finalmente observamos un aumento en la concentracién de
10 meg, el cual se hace bruscamente evidente en la concentracién de
20 mecg, en que aleanza un porcentaje de 46.88 %.
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Cuapro No. 2.—Cepas aisladas resistentes a las diversas concentraciones
de tsoniacida

Conc, de Numero de Porcent. de

. . . . —ong, Porcentaje de | . :
I dad d d b: H dad d
mensidod de redstencia. | fsomiacdo en | prucbas | PIIRANSS | inensidad de
Moderadamente resistentes 0.2 31 24.22 24.22
Resistentes 1.0 15 11.72 22.65
5.0 12 9.37
7.5 2 1.56
Fuertemente resistentes 10. 8 6.25 53.13
20. 60 46.88
Total ..o i, . 128 128 100.9 100.9%

Agrupando las pruebas resistentes por sus concentraciones con el
objeto de facilitar la interpretacién del clinico podemos clasificarlas en
la forma siguiente:

Cepas resistentes a la concent. de 0.2 meg: Moderadamente resistentes.
Cepas resistentes a la concent. de 1.0, 5.0 y 7.5 meg: Resistentes.
Cepas resistentes a la concent. de 10.0 y 20.0 meg: Fuertemente resistentes.

En realidad, las cifras en microgramos significan poco para el clinico,
a diferencia de la clasificacién anterior, que facilita la interpretacién del
fenémeno. Segin esto tenemos que las cepas fuertemente resistentes
sobrepasan el 50% de todas las pruebas resistentes encontradas.

Discusién

El porcentaje total de las pruebas resistentes encontradas, que asciende
a 45.72%, es un fenémeno que no debe llamarnos la atencién por
cuanto estd en perfecto acuerdo con las cifras halladas por algunos in-
vestigadores, como William Steenken (2), Pedro Paeza (3), James
Nash y W. Grosfeld (4), José Galvez (5), todos los cuales encuentran
fenémenos de resistencia con gran frecuencia y a concentraciones altas.
También mencionaremos que el Servicio Cooperativo de Investigacién
de Salud Publica de los Estados Unidos (6), sobre una experiencia de
150 casos tratados con isoniacida, concluye que al cabo de 28 semanas
casi todos los pacientes presentaron gérmenes resistentes en los trata-
mientos con esta droga, ya sola o asociada a la estreptomicina y al PAS.

Realizar el estudio comparativo entre los fenémenos de resistencia
observados en las pruebas de laboratorio y la evolucién clinica de los
pacientes ha sido un problema algo dificil toda vez que el laboratorio
desconocia el estado de los pacientes, la terapéutica y los resultados
obtenidos anteriormente. Sin embargo, una vez finalizadas las pruebas,
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Fia. 1.—Curva de las cepas aisladas resistentes a las diversas
concentraciones de tsoniacida
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se obtuvieron los datos de algunos de ellos escogidos al azar entre los
que demostraron tener bacilos fuertemente resistentes a la isoniacida.
Asi: 2 pacientes con gérmenes resistentes hasta 10 meg y 24 con cultivos
resistentes hasta 20 meg.

Los tratamientos que habian recibido estos pacientes fueron variados,
segun se observa a continuacién:

Tratados con isoniacida, PAS y estreptomicina... .............. 19
Tratados con isoniacida y estreptomicina.. ..................... 3
Tratados con isoniaeida. .. ...... ... ... ... ... ... . ... ... 3
Tratados con isoniaciday PAS. .. ....... . ... ... ... ... ...... 1

Total. ... 26

Los periodos de tratamiento varian entre 10 y 32 semanas, con dosis
diarias que fluctian entre 3 y 10 mg. por kilo de peso y econ un total
entre 18 y 78 gramos de isoniacida.

CONCLUSIONES

De lo expuesto anteriormente podemos concluir lo siguiente:

(1) El fenémeno de resistencia a la isoniacida presentado entre los
pacientes que son tratados con esta droga, lejos de ser raro, se observa
con gran frecuencia y en un alto porcentaje, que en el presente trabajo
aleanza un 45.72 %, cifra que estd de acuerdo con los resultados obtenidos
por otros investigadores.
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(2) El beneficio que pudiera existir en el tratamiento combinado de
la isoniacida con PAS o estreptomicina para evitar el desarrollo de
resistencia a la isoniacida es todavia un problema por dilucidar, pues
seglin se observa en este trabajo, entre las cepas fuertemente resistentes
aisladas, 19 pertenecian a pacientes tratados con PAS y estreptomicina
¥ en general 23 habian recibido tratamiento asociado con PAS, con la
estreptomicina o ambos a la vez.

(3) Finalmente la prueba de resistencia a la isoniacida no debe ser
omitida por el clinico antes de comenzar un tratamiento, durante el
tratamiento y al final de él, toda vez que esto lo ayudard a prescribir
las dosis necesarias para evitar que dosis insuficientes aumenten esta
resistencia y disminuyan o anulen el beneficio del tratamiento. Por otro
lado, en cierta forma y unida a otras pruebas permite pronosticar la evolu-
cién de la enfermedad.

RESUMEN

Se efectuaron 323 pruebas de sensibilidad a la isoniacida con cepas
de Mycobactertum tuberculosis aisladas de 241 pacientes tuberculosos
bajo tratamiento con isoniacida. Se empled el método de subcultivo en
el medio de Lowenstein modificado al cual se adicioné isoniacida en las
concentraciones de 0.2, 1.0, 5.0, 7.5, 10 y 20 meg. por cc. de medio.

De las 280 pruebas satisfactorias que se obtuvieron, 128 (45.72 %)
resultaron resistentes a la isoniacida, esto es, casi el 50% de las cepas
examinadas. A su vez entre las cepas resistentes méas de la mitad fueron
fuertemente resistentes a las concentraciones de 7.5 mecg. 10 meg. y 20
meg.

La presente investigacién nos permite establecer la frecuencia y la
intensidad de los fendmenos de resistencia observados en los pacientes
tratados con isoniacida, fenédmeno que ya ha sido demostrado por otros
investigadores. El beneficio de la combinacién de isoniacida con otras
drogas, como el PAS. y la estreptomicina, para evitar la aparicién de
cepas resistentes a la isoniacida no est4 claramente demostrado ya que
algunos pacientes con gérmenes resistentes a la isoniacida habian reci-
bido adem4s de la isoniacida, estreptomicina y PAS., o ambas a la
vez. De lo anterior se estima que la prueba de sensibilidad a la isonia-
cida no debe ser omitida por el clinico antes de iniciar un tratamiento,
durante y al final de éste.
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