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Title
Detection of Mycobacterium tuberculosis by microscopic observation and susceptibility to drugs
for the rapid diagnosis of tuberculosis

Abstract

This research compares the microscopic observation of drug susceptibility tests with traditional
methods for identifying Mycobacterium Tuberculosis . Methods: This study analyzed 100 sputum
samples from two patient groups: one group was categorized as having been exposed to
tuberculosis and the other group was categorized as having a high risk of TB. This study
performed Sputum-smears, Léwenstein-Jensen cultures, as well as the MODS method, and the
proportion method. Results: Out of 100 samples studied, 22 cases were sputum-smear positive.
22 cases were found positive to Léwenstein-Jensen, and 23 positive cases were found to MODS.
Both sensitivity and specificity for MODS were 100% (P < 0.05). Léwenstein-Jensen had a
sensitivity of 100% and a specificity of 98.7% (P <0.05). The average time for positive results
using MODS was 7.04 days, while LJ took 34.18 days (P < 0.05). Of the 22 Sputum samples
taken in order to determine the pattern of resistance, MODS and the proportion method matched
in 96% for INH and 100% for Rifampin. For both methods, there were 5 MDR and one case
resistant to Isoniazide (P < 0.05). Conclusions: The MODS liquid method proved to be faster,
more sensitive, and more cost effective compared to the reference methods used to detect
Mycobacterium Tuberculosis.
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Deteccién de Mycobacterium tuberculosis por observacién microscépicay
susceptibilidad a las drogas para el diagndstico rapido de la tuberculosis

Introduccién

La tuberculosis (TB) es una enfermedad respiratoria que estd cobrando cada vez mas

importancia después del M

(VIH); causando esto una alta incidencia de la coinfeccién Tuberculosis TB/VIH.

inicio de la epidemia por el virus de la inmunodeficiencia humana

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (" en 2010, un total de 8,8 millones de
personas enfermaron de tuberculosis y 1,4 millones murieron por esta causa. Mas del 95 por
ciento de las muertes por tuberculosis ocurrieron en paises de ingresos bajos y medianos,
siendo esta enfermedad una de las tres causas principales de muerte en las mujeres entre los
15 y los 44 afios, con un 13 por ciento de los casos presentandose como coinfeccion TB/VIH. La

oms @ reporta que la TB es la segunda causa mundial de mortalidad por agente infeccioso.

La OMS @ esta enfocada en reducir el aumento de la TB para el afio 2015. Su estrategia para
lograrlo se basa en la DOTS (Direct Observation of Therapy Short Course), terapia directamente
observada de corta duracion. El proyecto de la estrategia DOTS asegura el entrenamiento a
personal de salud para el adecuado diagndstico y tratamiento apoyados en la microscopia de
esputo, disponibilidad de farmacos para el tratamiento, apoyo de las instituciones
gubernamentales y la administracion supervisada de farmacos de primera linea. ®

Los métodos diagnodsticos que se utilizan en la actualidad tiene la desventaja que se tardan un
promedio de 30 dias para determinar la positividad de la prueba. Hoy en dia se conoce el
método MODS (microscopic-observation drug-susceptibility assay), el cual es un método que

puede mejorar la efectividad del programa para la reduccién de TB por su rapidez en la
deteccion de Mycobacterium tuberculosis y su sensibilidad a los farmacos. (4-10)
En el presente estudio se bas6 en establecer el tiempo para detectar la Mycobacterium
tuberculosis, asi como la sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la prueba
diagnéstica MODS y comparar los resultados de esta prueba con los indices de utilidad de las
pruebas de deteccion rutinarias tales como Loéwenstein-Jensen (LJ) y método de las
proporciones (MP), con la finalidad de establecer diferencias significativas.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio cuantitativo prospectivo con dos grupos de pacientes, se procesaron 100
muestras consecutivas de esputos procedentes de pacientes sintomaticos respiratorios con
sospecha clinica de Tuberculosis (TB) y otro grupo de pacientes en alto riesgo de tener TB, que
acudieron al departamento de neumologia del hospital Dr. Luis Eduardo Aybar en Santo
Domingo. Después de la recoleccion, las muestras se transportan de inmediato al laboratorio
para ser procesadas. Se tomd como criterio de presencia de la enfermedad un resultado positivo
con el método LJ, el cual es considerado como el “Gold standard”. El estudio fue revisado y
aprobado por el Comité de Investigacion (CIE) de la Universidad Iberoamericana (UNIBE) y del
comité de ética del centro de Gastroenterologia del Hospital donde se realiz6 el estudio.

Los analisis se realizaron en el laboratorio de Tuberculosis del Centro de Gastroenterologia,
perteneciente al programa Nacional de la TB. El centro esta en la ciudad sanitaria Dr. Luis
Eduardo Aybar,el cual pertenece al area IV de la region metropolitana. Localizado en lazona
suroestedel Distrito Nacional Republica dominicana.

La poblacién del estudio comprende todos los pacientes que acudieron al servicio de
neumologia del hospital Dr. Luis Eduardo Aybar en Santo Domingo por presunta TB durante el
periodo Enero- Junio de 2012. La muestra fue dividida en dos grupos.El primer grupo estuvo
compuesto por pacientes de consulta externa, que acudan por una presunta tuberculosis al
programa Nacional de control de la tuberculosis (PNCT). El segundo grupo lo formaron
pacientes que acudieron al mismo departamento, por presunta TB los cuales habian estado en
contacto con un paciente con TB con uno o mas sintomas (fiebre, pérdida de peso, sudoracién
nocturna, hemoptisis) o un factor de riesgo como es el contacto con un paciente tuberculoso,
trabajador profesional de la salud o empleado en una carcel, hospitalizacion durante el afo
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anterior o excarcelado. Ambos fueron sometidos a los mismos métodos con el objetivo de
realizar el cultivo con el método MODS y Léwenstein-Jensen. Los criteriosde exclusién para los
dos grupos estaban basados en tener edad menor de 18 afios o incapacidad o falta de
disposicion para otorgar el consentimiento informado por escrito. Estudiamos en [el Distrito
Nacional] de la Ciudad de Santo Domingo a los pacientes que aceptaron que a sus muestras se
le realizara el estudio, enviaron una muestra o dos de ser necesario, al programa de control de
TB para analisis de rutina: baciloscopia con la tincién de auramina, cultivo en medio Léwenstein-
Jensen y sensibilidad por el método de las proporciones, ademas de un cultivo en medio liquido
por el método MODS.

Métodos de laboratorio:
Prueba de baciloscopia

Las muestras de esputo fueron sometidas a la coloraciéon de auramina O y rodamina. Un técnico
diferente al que trabajo con MODS realizaba los extendidos los cuales eran dejados hasta secar
y fijar dentro de la misma cabina,otro técnico realizd las lecturas en el microscopio de
inmunofluorescencia en cuarto oscuro el mismo dia del proceso en horas vespertinas y los
resultados registrados en los libros de registro del laboratorio de baciloscopia de TB para
pacientes que enviaron muestras por primera vez o no tratados.

Descontaminacion de las muestras de esputo

A 2 ml de esputo se le afiadié igual volumen de la mezcla de hidréxido de Sodio-N-acetil-L-acetil
cisteina-Citrato de Sodio (NaOH-NALC) como se muestra en la Fig. 1.
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Figura: 1. Decontaminacién de esputo y placa de trabajo para el estudio MODS
Fuente: Guia de MODS v 12.1 14082008

La mezcla fué agitada hasta lograr su homogenizacién y después se dejoé reposar entre 15-20
minutos, después se neutralizd con solucion tampon de fosfato (pH 6,8), hasta un volumen de 14
ml. Después se centrifugépor 15 minutos a 3.000 xg, el sobrenadante se decanté y el sedimento
se resuspendio en 2 ml de caldo 7H9 con OADC (acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa)
(Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD). De esta suspension se retiré 1 ml en tubos
estériles de microcentrifuga para ser conservado de 2-8- C como backup.de seguridad, el otro
ml se utilizé para ser afiadido a los tubos con 7H9-OADC-PANTA destinados para las muestras.
Paralelamente se utilizé una alicuota de 200 ul para ser inoculado en el medio inclinado de LJ
(Difco), e incubado a 37 - C.

Medio liquido Middlebrook 7H9 :

El caldo Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson), se prepard usando el medio base Middlebrook
7H9 (Difco, Detroit, MI), 0,31% de glicerol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), 0,125% de
Bacto casitona se mezclaron los componentes con agitacion constante hasta su completa
disolucién y se esterilizé por autoclavado a 121-124° C por 15 minutos. Se dejé enfriar y se
incub6 a 37° C para su control de esterilidad por 48 horas. (Becton, Dickinson and Company,
Sparks, MD). Luego se tomaron alicuotas de 4.5ml del medio en tubos de vidrio estériles,
preparados para las muestras y tubos con 10.8ml para la preparacién de las soluciones de
antibiéticos y para los controles internos. Finalmente se Incubaron a 37° C por 48 horas los
tubos para verificar la esterilidad (ausencia de turbidez).Se almacené el frasco y los tubos a 2-8°
C por el periodo de un mes.

Soluciones estandar de antibioticos:

Con una micropipeta se prepararon las soluciones de trabajo para ambos antibiéticos diez veces
concentrados: (4 pg/ml delNHy10 pg/ml RIF). Se afadieron 100 ul en los pozos
correspondientes de la placa de 24 pozos para dar concentraciones finales de criticas 0,4

3de12 01/04/2013 10:41 a.m.



Vitae http://vitae.ucv.ve/index_pdf.php?module=articulo_pdf&n=4723&rv=106

(ug/ml) para la INH y 1 (ug/ml) de RIF.
Preparacion de las placas para el Método MODS:

El método MODS se realizO de manera segura en una cabina de Bioseguridad. Para la
preparacion final de la placa de MODS (ver fig. 1). A un tubo con 4,5 mL de muestra
resuspendida, se afiadié 0,5 mL de OADC y 0,1 mL de suplemento antimicrobiano PANTA.
Luego se dispensé 900 uL de la mezcla a 4 pocillos de una columna de una placa de 24 pozos a
la que previamente se afiadié 100 yL de cada antimicrobiano 10x, (Un pozo para INH y otro para
RIF) y 100 pL de 7H9-OADC 10% a los otros 2 pocillos sefialados para el control de crecimiento
Una vez inoculadas todas las muestras con sus controles internos positivos y negativos, las
placas fueron selladas en bolsas con cierre Ziploc e incubadas a 37° C hasta su lectura a partir
del dia 5 de incubacion.

Preparacion de las cepas control positivo:

Por cada lote de muestras procesadas se utilizaron dos cepas de referencia como controles
positivos, una sensible a INH y RIF H37Rv (ATCC 27294) y otra MDR empleando el

procedimiento descrito en el Anexo 6. Del manual de Guia para el Usuario MODS. ()
Deteccion de crecimiento y lecturas de las placas en MODS:

Los cultivos se observaron al microscopio 6ptico de luz invertida (dentro de las bolsas), con el
objetivo 10Xy luego con un aumento de 4x interdiario, sin incluir dias feriados hastael dia 15, y
luego dos veces por semana hasta el dia 21 si las muestras eran de pacientes sin tratamiento y

hasta el dia 40 si eran de pacientes con tratamiento antituberculoso, segun el método.™ Los
cultivos positivos fueron identificados por la formacién de los cordones caracteristicos de
crecimiento del M. Tuberculosis (Fig. 2), en medio liquido en los pocillos de deteccion control sin
farmaco.

Un resultado positivo para las muestra clinicas procesadas por MODS, se consideré cuando se
visualizaba el crecimiento de dos o mas unidades formadoras de colonia (= 2 UFC) en cada uno
de los pozos sin droga. Un resultado negativo fue definido como la ausencia de crecimiento de
unidades formadoras de colonias para el dia 21 segun lo describe la guia para MODS. (11) Las
muestras contaminadas con bacterias u hongos, se re-decontaminaron y reprocesaron a partir
delas alicuotas almacenadas.

Fig. 2: formacién de cordones en el medio Liquido MODS
El crecimiento en el medio de Lowestein-Jensen (LJ):

Los cultivos se incubaron a 37° C y fueron examinados de la semana 2 hasta la semana 8, para
visualizar la morfologia y la pigmentacion; (Fig. 3). Si no habia crecimiento en 8 semanas o si la
contaminacion estaba presente, los cultivos fueron descartados previo autoclavado en el
laboratoriocumpliendo con las normas de bioseguridad. Los cultivos procedentes de muestras
BK positivos fueron incubados dos semanas mas. Todos los cultivos positivos se mantuvieron
2-8° C, hasta realizar las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de proporciones. Si habia un
resultado, diferente entre los dos métodos (MODS y LJ), se cultivaba la muestra a partir de la
alicuota original guardada a temperatura de 2-8° C.
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Fig. 3: Crecimiento de MTB en Lowenstein Jensen
Identificacion de Mycobacterium tuberculosis

La técnica Standard Diagnostics SD (Fig., 4), TB MPTG Rapid fue utilizada para tipificarlos
aislamientos en LJ

Fig. 4. Método (SD) Standard Diagnostic INC. Para laidentificacion de MTB. Notese la prueba
positiva para el control Izquierda C y el paciente T.

Prueba de susceptibilidad directa MODS:

Se definié la resistencia como el crecimiento bacteriano de = 2 UFC en los pozos con drogas el
mismo dia en que ambos pozos sin drogas son positivos. Si se presentaba crecimiento de 1
UFC el resultado era considerado indeterminado. Se establecié una muestra como sensible
como la ausencia de UFC en los pocillos donde estaban las drogas, tal como lo describe el
método MODS.

Si el crecimiento resultaba = 2 UFC en uno solo de los pozos con antibidticos, ya sea el de
Isoniazida o Rifampicina, definiendose como monoresistente para ese determinado farmaco. Si
el crecimiento era = 2 UFC en ambos pozos con drogas, se definié como MDR.

Prueba de susceptibilidad por el Método de las Proporciones:

Se realizaron las pruebas de susceptibilidad indirectas mediante el método de las proporciones
para los aislados de los cultivos en Léwenstein-Jensen. Todos los procedimientos fueron
realizados por dos miembros del personal del laboratorio de micobacteriologia de un laboratorio
externo de referencia,que desconocian los resultados de las otras pruebas. Los resultados por el
método de las proporciones se obtuvieron en un promedio de 70 dias, considerandose como dia
1 el dia desde el proceso inicial de la toma de la muestra clinica. Todos los datos fueron
introducidos y analizados utilizando el software estadistico SPSS® (Statistical Package for the
Social Science) version 20 para Macintosh®.Se utilizaron estadisticos descriptivos para analizar
los datos tales como el promedio de la edad de los sujetos, ademas del uso de las tablas 2 por 2

5de 12 01/04/2013 10:41 a.m.



Vitae http://vitae.ucv.ve/index_pdf.php?module=articulo_pdf&n=4723&rv=106

o tablas de contingencia las cuales fueron utiles para el calculo de las estadisticas de las
pruebas diagndsticas tales como la sensibilidad, especificidad, el valor predictivo positivo (VPP)
y el valor predictivo negativo (VPN), asi como tambiénfinalmente la prevalencia y la eficacia de
las pruebas diagnoésticas de tuberculosis. Se utilizé la prueba estadistica de “Los Signos de
Wilcoxon” para establecer la diferencia estadistica significativa entre las medianas de los dias
entre el cultivo MODS y el Léwenstein-Jensen. Para establecer asociacion estadistica entre las
variables nominales tales como el sexo y el nivel de contacto con la enfermedad se utilizo la
prueba de Chi Cuadrado de Pearson.

Resultados

Las caracteristicas de las pruebas diagnosticas estan representadas en las tablas 1,1.1 y 2 de acuerdo
con la muestra estudiada. Estas contienen los resultados de la efectividad de las pruebas diagnésticas
Léwenstein-Jensen y MODS. Los datos expresados son sensibilidad, especificidad y valores predictivos;
ademas de la prevalencia de la enfermedad para la deteccién de tuberculosis.

Sensibilidad y Especificidad de las Pruebas:

De los 100 casos incluidos en el estudio 22 resultaron positivos en la prueba directa de baciloscopia
(BAAR). De los 100 casos, 84 fueron categorizados como “contacto sospechoso” y 16 fueron
categorizados como “contacto de alto riesgo. ” De los 84 pacientes con presunta tuberculosis, 16 (19%)
resultaron positivos al cultivo Léwenstein-Jensen y 17 (20%) casos al medio de cultivo MODS. (Ver fig.
5). Una muestra con baciloscopia negativa tuvo poco crecimiento en el medio Lowenstein-Jensen y
ademas estuvo negativo a MODS en repetidas ocasiones, por lo que se considero falso-positivo debido
a contaminacioén cruzada. Otro aislamiento o caso con baciloscopia negativa fue positivo a MODS y a
Léwenstein-Jensen. Del grupo de los 16 pacientes clasificada como “contacto de alto riesgo” para
tuberculosis, 6 (37.5%) tuvieron cultivos positivos a MODS y a Ldéwenstein-dJensen y 10 (62.5%)
resultaron negativos a ambos métodos. El método MODS reportd tener una sensibilidad o capacidad
diagnéstica para la tuberculosis de un 100% (IC del 95%; de 82.1-100%, P < 0.05). La especificidad de
este método fue de un 100% (IC del 95%; de 94%-100%, P < 0.05). Su eficacia promedio es de 99%
(Tabla 1y 1.1). La prevalencia de la enfermedad fue de un 22%.

Tiempo Promedio de Positividad de las Pruebas:

De las muestras de esputo positivo para la baciloscopia, 22 resultaron positivos para la Mycobacterium
Tuberculosis con el método de cultivo sélido utilizado(LJ) y 23 con el método liquido (MODS). El tiempo
promedio o average de crecimiento en el medio de cultivo MODS fue de 7.04 dias [IC del 95%; de 6.96
al 7.13] vs. 34.18 dias para Lowenstein-Jensen [IC del 95%; de 27.98 al 40.38], P < 0.05). La mediana
del crecimiento en el medio de cultivo MODS fue de 7 dias (rango de 7 a 8 dias) y la mediana del medio
de Léwenstein-Jensen fue de 30 dias (rango de 21 a 60) estableciéndose con estos datos una diferencia
estadistica significativa entre el tiempo de positividad de ambas pruebas.

Sensibilidad y resistencia a las drogas:

De 22 aislamientos analizados para la sensibilidad a la drogas por los métodos MODS y Método de las
proporciones se obtuvieron los siguientes resultados: para la Isoniazida la sensibilidad fue de un 74%
para ambos el MODS y el método de las proporciones y la resistencia, por lo tanto, fue de 26% para
ambos métodos. Por otro lado, para la Rifampicina la sensibilidad fue de 22%. Un aislamiento (4%)
resulté MODS resistente y LJ (MP) sensible. Concordancia 96% para la Isoniazida y 100% para la
Rifampicina. Para ambos métodos resultaron 5 MDR, un caso monoresistente a la Isoniazida y sensible
a la Rifampicina (P < 0.05).

Tabla 1. Caracteristicas de los resultados para los métodos diagnésticos MODS y Léwenstein-Jensen
(tabla 2 por 2):

Resultados de la prueba Enfermedad:
Diagnéstica

Presente Ausente Totales:
Positiva 22 1 23
Negativa 0 77 77
Totales: 22 78 100
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Resultados de la prueba
Diagndstica MODS

Positiva 23 0 23
Negativa 0 77 77
Totales: 23 77 100

Se consideraron positivos los que fueron positivos con cualquiera de los dos métodos. Los cultivos
negativos eran los que resultaron negativos a ambos métodos (P < 0.05). De los 22 casos en los cuales
la enfermedad estaba presente el método MODS dio positivo en todos esos casos, sensibilidad = 100%.
Con respecto a los 78 casos donde la enfermedad estaba ausente el método MODS dio negativo en 77
de ellos, especificidad = 100%

Tabla 1.1. indices de positividad del método diagnéstico MODS en relacién al crecimiento en los medios
(eficacia = 99%).

indices de la prueba de Valor estimado (%) Intervalo de Confianza
MODS
Limite inferior (%) Limite superior (%)
*Sensibilidad 100.0 81.5 100.0
Valor predictivo positivo (100.0 82.2 100.0
Valor predictivo negativo (100.0 94.0 100.0
Falsos-positivos 0.0 0.0 17.8
Falsos-negativos 0.0 0.0 5.9
Prevalenciade TB  [22.0 15.4 32.6
*(P <0.05)

Tabla 2. Tiempo promedio o average en dias de positividad de los resultados:

Estadistica descriptiva del crecimiento en el cultivo en dias.
N Minima (en Méxima (en [Media Desviacién Mediana
dias) dias) estandar
Crecimiento 22 21 60 34.18 dias 14.82 dias *30 dias
en L-J
Crecimiento 23 7 8 7.04 dias 0.20 dias *7 dias
en MODS

*Se establecié diferencia estadistica significativa entre el tiempo de positividad de las pruebas utilizando
el estadistico de Los Signos de Wilcoxon ( P < 0.05)

La edad promedio o average de los pacientes fue de 41.9 afios (minima de 18 afios y maxima de 98
afos), con una desviacion estandar de 18.6 afos

Tabla 3. Sexo de la muestra y su relacion con el tipo de contacto con pacientes con tuberculosis

Tipo de contacto con tuberculosis ‘ Total ‘
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Sospechas de TB

Sospecha de alto

riesgo
Masculino N 49 9 58
Sexo de Ia
muestra
Femenino N 35 7 42
Total 84 16 100

*Chi Cuadrado de Pearson (c2) = 0.877; (P > 0.05). No se encontro relacion entre el sexo de los
pacientes y el nivel de exposicion a la enfermedad (P > 0.05)

Tabla 4. Comparacion de los resultados de sensibilidad a antibiéticos Isoniazida y Rifampicina de los
aislados para la M. tuberculosis determinados por MODS, Léwenstein-Jensen (MP) y concordancia con

el método de referencia.

Resultados de sensibilidad Drogas
Isoniazida (INH) Rifampicina (RPM)
Sensible a ambos métodos: 17(74%) 17(74%)
MODS y L-J (MP)
Resistentes a ambos métodos: 6(26%) 5(22%)
MODS y L-J (MP)
MODS resistente y L-J (MP) *1(4%) 0
sensible
Concordancia 96% 100%
Discordancia 4% 0%
**Kappa 0.88 1.0
Total de aislados analizados (n) 23(100%) 22(100%)

Léwenstein-Jensen (MP): método de las Proporciones. *5 MDR a ambos métodos, un caso
monoresistente a la Isoniazida y sensible a la Rifampicina (P < 0.05). **El estadistico Kappa describe la
fortaleza del acuerdo entre MODS y el método de referencia mas alla de la ocurrida por azar.

01/04/2013 10:41 a.m.



Vitae http://vitae.ucv.ve/index_pdf.php?module=articulo_pdf&n=4723&rv=106

115 Pacientes recibidos
|
15 no incluidos
y
100 incorporados
84 con sospecha de 16 contactos con
tuberculosis alto riesgo
3 L L
Cultives Cultivos Indeterminados Cultivos Cultivos
positivos negativos positivos negativos
L b y
16 cultivos 68 cultivos 0
positivosa L] negativos a r
L
17 cultivos 6 10
positivos a 67 cultivos positivos negativos
MODS negativosa aambos aambos
MODS métodos métodos

Figura 5. Grupos de Pacientes del estudio, resultados de los cultivos en Léwenstein-Jensen (LJ) y los
cultivos en medio liquido (MODS). De los 115 pacientes que enviaron sus esputos, 15 muestras fueron
excluidas: 3 por edad menor de 18 afios, 8 por no haber firmado el consentimiento informado y 4 por ser
recibidas en envases inapropiados, mal tapados o con poca cantidad de muestra. Se consideraron
positivos los que fueron positivos con cualquiera de los dos métodos. Los cultivos negativos eran los que
resultaron negativos a cualquiera de los métodos o a ambos. Para los pacientes con presunta
tuberculosis, las 84 muestra resultaron 16 positivos al cultivo de LJ, y 17 a MODS. Una muestra con
baciloscopia negativa tuvo poco crecimiento en LJ, negativo a MODS en repetidas ocasiones, por lo que
se considero falso positivo debido a contaminacion cruzada. Otro aislamiento con baciloscopia negativa
fue positivo a MODS y LJ. Del grupo de pacientes con alto riego de TB, 6 de 16, tuvieron cultivos
positivos a MODS y LJ y 10 resultaron negativos a ambos métodos.

*Pacientes con sospecha: sospecha clinica de presunta tuberculosis

** pacientes de alto riego: con presunta tuberculosis los cuales habian estado en contacto con un
paciente con tuberculosis, con uno o mas sintomas (fiebre, pérdida de peso, sudoracion nocturna,
hemoptisis) o un factor de riesgo como es el contacto con un paciente tuberculoso, trabajador
profesional de la salud o empleado en una carcel, hospitalizacién durante el afio anterior o excarcelado.

Discusién

El presente estudio amplia y proporciona apoyo a los resultados obtenidos en otros

entornos* %12 demostrando que la prueba MODS para deteccion de TB-MDR supera el
método de referencia estandar Léwenstein-Jensen que se utiliza en los paises en desarrollo
para detectar TB especialmente en paises con alta endemia por lo que su uso y futura
acreditacion deben de ser implementados en nuestro sistema de salud.

Se evaluaron muestras de esputos de manera consecutiva y recibidos en el laboratorio a partir
de pacientes con sospechas de TB pulmonar y otro grupo considerado con factores de alto
riesgo. Los frotis de esputo positivo (entre 1-3 cruces, n = 22) fueron establecidos debido a su
visualizacién con el método auramina o rodamina, en el microscopio de fluorescencia.
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Los resultados del presente estudio, demuestran que el método MODS cuenta con una
sensibilidad y especificidad excelente, las cuales lograron alcanzar indices del 100%. Esto nos
indica que la prueba identifica la enfermedad en un 100% y discrimina a las personas sin la
enfermedad también en un 100% de las ocasiones. En un estudio con MODS realizado por

Lazarus, et al(12), aseguran que MODS tiene una sensibilidad de 94.12% y una especificidad de
89.39%. Al poner en practica el ensayo MODS para pacientes con baciloscopia positiva y

pacientes MDR, Eligu, et al ("3 encontraron que la sensibilidad y especificidad de MODS fueron
muy cercanas a la obtenida en el presente estudio (sensibilidad 95% y especificidad 100%). En

un estudio de acreditacion del método MODS en Peru se reporté una menor sensibilidad™ . Asi

como los reportados por Maxine, et al (15). Ademas Bowanga, et aI“G), encontraron una
sensibilidad de 95% y especificidad de 100% para MODS al ser comparado con los métodos de
Nitrato Reductasa y otros dos test comerciales Genotipicos.

Como prueba de diagnéstico de TB y TB-MDR, el ensayo MODS fue mas rapido para identificar
TB y determinar el patron de resistencia a los farmacos Isoniacida y Rifampicina que el método
de susceptibilidad convencional de las proporciones. Al ser MODS un método de cultivo en
medio liquido tuvo un crecimiento mucho mas rapido que el método tradicional en medio sélido
Léwenstein-Jensen. La mediana de tiempo para detectar crecimiento de M. tuberculosis en el
presente estudio con MODS y LJ fue de 7 y 30 dias respectivamente, lo que confirma lo
previamente establecido. Esto permite un diagnéstico precoz de la enfermedad y el tratamiento

adecuado con disminuciéon de la transmision. Minion, et al(”), encontraron un promedio de
positividad de 9 dias en la prueba MODS frente al método Léwenstein-Jensen, esto expresa la
rapidez ventajosa de MODS sobre los demas métodos diagndsticos. Cabe destacar que los
retrasos en el diagnostico de TB es una de las causas fundamentales del aumento en la
mortalidad de dicha patologia. Esta deteccién temprana de la enfermedad con MODS
especialmente la TB-MDR reduciria significativamente la letalidad producida por esta
enfermedad.

En el estudio se determind el patron de resistencia a Isoniazida y Rifampicina la cual fue del
100% para Isoniazida y 96% para Rifampicina. Los cultivos liquidos son mas rapidos con
disponibilidad simultanea de los resultados de sensibilidad a los medicamentos que los cultivos
sdlidos, pueden potencialmente ayudar en la eliminacién de la TB activa y facilitan el uso de
medicamentos preventivosm).

Un aislamiento procedente de una muestra que era baciloscopia negativa tuvo poco crecimiento
en Lowenstein Jensen, y fue considerado negativo a MODS en dos ocasiones repetidas por lo
que se consideré6 como falso-positivo debido a contaminaciéon cruzada. El presente estudio
demuestra que MODS tiene una tasa de ocurrencia de falsos-positivos y falsos-negativos igual a

cero. Moore, et al(18) encontraron que la contaminaciéon cruzada entre MODS, Lowenstein
Jensen y MB bactT fueron igualmente bajos, con indices de 0.3 a 3.3%, lo cual permitiria el uso
de medios liquidos altamente enriquecidos como el MODS para su implementacién en los
laboratorios que quieran adoptarlo, cuyos resultados son comparables a lo encontrado en
nuestro trabajo.

En estudios realizado por diferentes autores, (19.20) jndica que el costo de MODS esta entre $US
0.77 a $US 2.00) a diferencia de otros métodos mas costosos para identificacién y sensibilidad
de M. tuberculosis en paises de escasos recursos. En el presente estudio el valor promedio de
este parametro, sin incluir el microscopio de US$ 2,000.00 fue de 2.64 dolares estadounidenses
por prueba. El método sdlido convencional cuesta alrededor de 18.00 ddlares estadounidenses
por prueba, que al ser comparado con el MODS se distingue una diferencia marcada.

Con toda la evidencia generada a partir del presente estudio podemos confirmar nuestra
hipétesis de investigacion que plantea que el cultivo en medio liquido MODS es mas rapido,
sumamente sensible, efectivo y sobretodo mas econdémico que el medio sélido tradicional de
Léwenstein-Jensen. Esto permite un diagndstico temprano de la TB, ademas de determinar la
sensibilidad a las drogas, lo que contribuye a un mejor manejo y control de la patologia.

Cabe destacar que el MODS ha sido reconocido como un método valido para el diagnéstico de

TB por la Organizacién Mundial de la Salud.?" De manera que estamos frente a una gran
herramienta en la lucha contra la TB en el mundo y en nuestro medio. Su alta sensibilidad de un
100% identifica su capacidad para detectar la enfermedad; y su especificidad (de también un
100%) determina su capacidad de identificar personas sanos con una eficacia promedio es de
99%. Con este primer ensayo de MODS en Republica Dominicana, nos encontramos en proceso
de crear conciencia para que el método MODS sea un método ampliamente utilizado en aras de
mejorar la capacidad diagnostica de una enfermedad infecciosa crénica y endémica que
representa un problema de salud en nuestro pais.

MODS es un método que fue desarrollado en Peru y esta implementado dentro de su programa
estatal de lucha contra la TB, su utilizacion de manera extensa debe ser una prioridad
trascendental para los sistemas de salud publica en otros lugares que cuentan con una alta
prevalencia e incidencia endémica de TB y sobre todo ante el incremento de la resistencia a las
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(22)

drogas de primera linea en Republica Dominicana.

Conclusiones:

-Este estudio es la primera evaluacion del método MODS en Republica Dominicana; pais que
cuenta con una elevada endemia de la tuberculosis pulmonar.

-En los dos grupos del estudio, el ensayo MODS detect6 la M. tuberculosis en el esputo con
mayor sensibilidad y rapidez e identifico las cepas multidrogo resistentes en menos tiempo que
los cultivos de LoOwenstein-Jensen y proporciones respectivamente, con una elevada
concordancia en los resultados de la susceptibilidad tanto para los monoresistentes como para
los TB-MDR

-Nuestros resultados demuestran que el ensayo MODS puede ser considerado para usarse en
lugares donde existe una endemia de TB debido a su costo-efectividad y que métodos rapidos
deben de ponerse en practica para la temprana identificacion de los casos. Esto se traduce
entonces en un mejor prondstico y una reduccién de la prevalencia de la patologia.

Como nuestro trabajo se llevd a cabo en un grupo reducido de pacientes con sospecha de la
enfermedad y en otro grupo que habia estado en contacto con pacientes infectados, estudios
futuros mas amplios son necesarios.
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NOTA: Toda la informacién que se brinda en este articulo es de caracter investigativo y con fines académicos y de actualizacion para
estudiantes y profesionales de la salud. En ninguin caso es de caracter general ni sustituye el asesoramiento de un médico. Ante cualquier
duda que pueda tener sobre su estado de salud, consulte con su médico o especialista.
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