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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo conocer la resistencia a farmacos
antituberculosos de primera linea Isoniacida y Rifampicina, implementados como régimen
terapéutico en pacientes con tuberculosis pulmonar y asi poder determinar sus factores
asociados, en la mutiresistencia en pacientes con tuberculosis en el Cantén Santa Rosa.
Mediante la técnica Xpert® nos permite la deteccion del Mycobacterium tuberculosis y
simultdneamente las mutaciones de resistencia mas comunes a rifampicina e isoniacida en
menos de 2 horas. Los hallazgos de este estudio evidencian que la tuberculosis pulmonar en
el Hospital Santa Teresita afecta principalmente a varones (63%) y a personas en edad adulta
(81,5%), con una fuerte concentracion de casos en el canton Santa Rosa, que por si solo aporta
casi un tercio de la muestra (29,6%). Asimismo, pone de manifiesto que existen zonas
geograficas donde la transmision de Mycobacterium tuberculosis es mas intensa, lo que
demanda intervenciones focalizadas en prevencion, diagndstico temprano y seguimiento
clinico. En lo referente a la resistencia a los medicamentos de primera linea, se observé que
el 29,6% de los pacientes presento resistencia a la isoniazida y el 25,9% a la rifampicina,
porcentajes elevados si se considera que ambos fairmacos constituyen la base del esquema
estandar de tratamiento. Si bien todavia més de la mitad de las muestras resultaron sensibles
(61,1% a isoniazida y 64,8% a rifampicina), la proporcion de resistencia encontrada confirma
un riesgo importante de tuberculosis multirresistente (MDR-TB). Este panorama alerta sobre
la urgencia de reforzar los programas de control, mejorar la adherencia al tratamiento y
garantizar el acceso oportuno a pruebas moleculares de alta sensibilidad como el GeneXpert,
con el fin de evitar el aumento progresivo de cepas resistentes que podrian poner en jaque la
efectividad del tratamiento convencional.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, resistencia, rifampicina, isoniazida,
tuberculosis,  sensibilidad  antimicrobiana, tuberculosis resistente, tratamiento
antituberculoso.



ABSTRACT

This research study aims to understand resistance to first-line antituberculosis drugs isoniazid
and rifampicin, used as therapeutic regimens in patients with pulmonary tuberculosis, and
thus determine their associated factors in multiresistance in patients with tuberculosis in the
Santa Rosa Canton. The Xpert® technique allows us to simultaneously detect
Mycobacterium tuberculosis and the most common resistance mutations to rifampicin and
isoniazid in less than 2 hours. The findings of this study show that pulmonary tuberculosis at
Santa Teresita Hospital primarily affects men (63%) and adults (81.5%), with a high
concentration of cases in the Santa Rosa Canton, which alone accounts for almost a third of
the sample (29.6%). It also highlights the presence of geographic areas where
Mycobacterium tuberculosis transmission is more intense, requiring interventions focused on
prevention, early diagnosis, and clinical follow-up. Regarding resistance to first-line drugs,
29.6% of patients were found to be resistant to isoniazid and 25.9% to rifampin, high
percentages considering that both drugs are the basis of standard treatment regimens.
Although more than half of the samples were still sensitive (61.1% to isoniazid and 64.8% to
rifampin), the proportion of resistance found confirms a significant risk of multidrug-resistant
tuberculosis (MDR-TB). This situation highlights the urgency of strengthening control
programs, improving treatment adherence, and ensuring timely access to highly sensitive
molecular tests such as GeneXpert, in order to prevent the progressive increase in resistant
strains that could jeopardize the effectiveness of conventional treatment.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, resistance, rifampicin, isoniazid, tuberculosis,
antimicrobial susceptibility, resistant tuberculosis, antituberculosis treatment.



INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa cronica causada por Mycobacterium
tuberculosis, un bacilo 4cido-alcohol resistente caracterizado por su pared celular rica en
lipidos, lo que le otorga una notable capacidad de supervivencia y resistencia frente a las
defensas del huésped y algunos antimicrobianos. A pesar de los avances en salud publica y
la disponibilidad de tratamientos efectivos, la TB sigue siendo uno de los principales
problemas de salud global, especialmente en paises de bajos y medianos ingresos (1). El
abordaje terapéutico estandar se basa en esquemas combinados de antibidticos, con el
objetivo de erradicar la bacteria, prevenir recaidas y evitar la aparicion de resistencias. Dentro
de estos esquemas, la rifampicina y la isoniazida ocupan un lugar central como farmacos de
primera linea.

Por otra parte, la rifampicina es un antibidtico bactericida que actia inhibiendo la ARN
polimerasa dependiente de ADN, bloqueando asi la sintesis de ARN y, por ende, de proteinas
esenciales para la viabilidad del bacilo. Su inclusion en los regimenes terapéuticos ha
representado un avance decisivo, ya que acorta la duracion del tratamiento y reduce el riesgo
de transmision. Sin embargo, el uso inadecuado o incompleto de este firmaco ha favorecido
la aparicion de cepas resistentes, lo que constituye una de las principales amenazas para el
control de la tuberculosis (2). La resistencia a rifampicina se considera un marcador critico,
pues suele asociarse a multirresistencia cuando se acompana de resistencia a la isoniazida.

El uso combinado de rifampicina e isoniazida, junto con otros antibioticos como la
pirazinamida y el etambutol, constituye la base del tratamiento estandar de la tuberculosis
sensible. Sin embargo, la emergencia de cepas resistentes, denominadas TB multirresistente
(MDR-TB) y TB extensamente resistente (XDR-TB), plantea un reto terapéutico y
epidemioldgico de gran magnitud. La resistencia compromete no solo la eficacia individual
de los farmacos, sino también la viabilidad de los esquemas cortos de tratamiento, obligando
a recurrir a alternativas mas prolongadas, costosas y con mayores efectos adversos.



1. CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes y justificacion

La tuberculosis pulmonar es una enfermedad reemergente que, a pesar de los esfuerzos
cientificos para su erradicacion, esta no se ha podido lograr sino apenas y de alguna forma
encontrar tratamientos eficaces para el control de la misma (1). Las cepas de Mycobacterium
tuberculosis resistentes a los antibioticos son una amenaza para los avances en la contencion
de la epidemia mundial de tuberculosis (2).

En 2018, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que diez millones de personas
desarrollaron la enfermedad. De estos casos, 500 000 tuvieron tuberculosis resistente a
rifampicina, de los cuales el 78% fue tuberculosis multidrogo resistente (TB-MDR); es decir,
presentaron resistencia simultanea a isoniazida y rifampicina (TB-XDR) (3). La incidencia
de la multidrogorresistencia (MDR) adquirida a drogas antituberculosas en el Ecuador es
aproximadamente del 27,83 % (4).

Las Provincias con mayor incidencia de Tuberculosis son en primer lugar Guayas con 3.354
casos, El Oro con 444 casos de TB, Los Rios con 367 casos de TB sensible (5). El presente
trabajo de investigacion tiene como objetivo conocer la resistencia a farmacos
antituberculosos de primera linea Isoniacida y Rifampicina, implementados como régimen
terapéutico en pacientes con tuberculosis pulmonar, y asi poder determinar sus factores
asociados, en la mutirresistencia en pacientes con tuberculosis en el Canton Santa Rosa.
Mediante la técnica Xpert® nos permite la deteccion del Mycobacterium tuberculosis y
simultaneamente las mutaciones de resistencia mas comunes a rifampicina e isoniazida en
menos de 2 h. Siendo fundamental para mejorar la atencion al paciente y reducir la
propagacion de la tuberculosis. El ensayo Xpert® es una prueba rapida y automatizada que
puede detectar tanto la TB como la resistencia de los farmacos de primera linea.

La deteccion temprana de cepas resistentes a drogas de primera linea, contribuiria a un mejor
manejo terapéutico del paciente con drogas de segunda linea y disminucién del riesgo de
propagacion de cepas de TB-MDR Asi el trabajo Investigativo es con el fin de colaborar de
alguna manera con nuestro aporte a la poblacion y de esta manera ayudar a los pacientes con
tuberculosis pulmonar del Cantdén Santa Rosa de la Provincia de el Oro

1.2. Estado del Arte

1.2.1 Historia de la Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa bacteriana cronica transmisible, producida
generalmente por M. tuberculosis, el cual puede permanecer hasta 8 horas suspendido en el
ambiente luego de ser expulsado por una persona infectada (6).



El Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch, es un bacilo curvo de 0,3-0,6 um de ancho
y de 1-4 um de largo, es el agente causal de la mayoria de los casos la tuberculosis pulmonar
y extrapulmonar. Usualmente la TB compromete el pulmén, por su 6rgano de origen se
denomina tuberculosis pulmonar, pero también puede afectar otros 6rganos como: rifiones,
ganglios linfaticos, hueso, sistema nervioso central, drganos genitales, pericardio, peritoneo,
articulaciones entre otros, en este caso se denomina tuberculosis extrapulmonar (7).

El ser humano es el principal reservorio y huésped de M. tuberculosis. Toda persona a lo
largo de la vida se expone a las fuentes de infeccion existentes en la comunidad, generalmente
otra persona infectada con una alta carga bacilar que estd eliminando los bacilos al toser,
estornudar o cantar. La transmision se produce de persona a persona a través de las vias
respiratorias, en su nuevo huésped, el bacilo puede conducir a la enfermedad de forma
inmediata, situacion poco frecuente, o puede permanecer muchos afios inactivo, encapsulado,
a este fendomeno se lo conoce como TB latente. Por este motivo el riesgo de infeccion de TB
estd determinado fundamentalmente por el nimero de fuentes de contagio existentes en la
comunidad, los determinantes sociales y las condiciones econdémicas y culturales de la
poblacion. Adicional a ello, la edad y las condiciones de salud propias del paciente que
comprometan la competencia de su sistema inmunologico es un aspecto fundamental a
considerarse en la transmision de la enfermedad, pues son este tipo de usuarios los que
desarrollan la tuberculosis activa (7).

Durante el 2014, la OMS estim6 en 9,6 millones los casos nuevos de tuberculosis y una
incidencia de 133 casos por 100.000 habitantes en el mundo, de los cuales solo se reportaron
6,3 millones. En ese mismo afio, se estimaron 480.000 casos nuevos de tuberculosis
multirresistente, definida como la resistencia simultanea a isoniacida y rifampicina (8). A
nivel mundial, en 2021, se estimaron que 10.6 millones de personas enfermaron de
tuberculosis, y 1.6 millones fallecieron por esta causa; de ellas, 187.000 tenian coinfeccion
con el VIH (9). En las Américas, en 2021, se estimaron 309.000 casos de tuberculosis y se
notificaron 215.116 de TB (9). Aunque la tuberculosis estd presente en todo el mundo hay
30 paises que engloban la mayor carga de morbilidad: Angola, Bangladesh, Brasil, China,
Congo, Etiopia, Filipinas, Gabon, India, Indonesia, Kenya, Lesotho, Liberia, Mongolia,
Mozambique, Myanmar, Namibia, Nigeria, Pakistan, Papua Nueva Guinea, Republica
Centroafricana, Republica Democratica del Congo, Republica Popular Democratica de
Corea, Republica Unida de Tanzania, Sierra Leona, Sudafrica, Tailandia, Uganda, Viet Nam
y Zambia (10).

En paises de América Latina, como Peru, se reportaron 42940 casos de tuberculosis (TB) en
el ano 2021, ocupando esta enfermedad el undécimo lugar entre las principales causas de
muerte en general. La resistencia a los antimicrobianos representa una gran amenaza para la
salud y la seguridad mundial. Se estima que el 3,3 % de los pacientes con TB recién
diagnosticaday el 20,1 % de aquellos previamente tratados presentan resistencia a
rifampicina (R) e isoniacida (H), condicién conocida como tuberculosis multidrogoresistente
(MDR-TB) (11). La rifampicina e isoniacida representan la piedra angular de tratamiento de
primera, la H es fundamental no solo para el tratamiento de la TB activa, sino también para
la terapia preventiva. Las personas infectadas con una cepa de TB que es resistente a los
medicamentos utilizados para el tratamiento, especialmente la R y/o la H, tienen una menor
probabilidad de curarse y un mayor riesgo de muerte, por ello es muy importante la vigilancia



de la resistencia a los medicamentos antituberculosos con pruebas de rutina a todos los
pacientes con TB y asi tener un mejor control de la tuberculosis, pudiendo tener regimenes
de tratamiento apropiados y oportunos (11).

En 2018, en Ecuador se diagnosticaron 6094 casos de tuberculosis sensible con una tasa de
incidencia de 34,53 por cada 100000 habitantes (12). Se llevo a cabo un estudio con disefio
no experimental, descriptivo y de corte transversal, bajo un enfoque cuantitativo, en la ciudad
de Guayaquil. El objetivo principal fue caracterizar las manifestaciones clinicas y
epidemioldgicas de la tuberculosis resistente a firmacos de primera linea en el cantéon Duran.
Durante el periodo de analisis se registraron 1.111 casos nuevos de tuberculosis, de los cuales
45 presentaron resistencia a dichos medicamentos. El procesamiento de las muestras se
efectud en el Laboratorio del Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica (INSPI),
utilizando la técnica GeneXpert, basada en la reaccidon en cadena de la polimerasa en tiempo
real (PCR), lo que permiti6 obtener un diagnoéstico rapido y confiable de la enfermedad.

1.3. Tuberculosis Pulmonar

1.3.1 Tuberculosis pulmonar primaria.

Aparece tras la infeccion inicial por los bacilos del complejo M. tuberculosis. Los 16bulos
afectados suelen ser el l16bulo medio y el inferior, ya que en ellos se distribuye mejor el aire
inspirado, ademas suele acompafiarse de adenopatias hiliares o paratraqueales. Sin embargo,
los nifios muy pequefos y las personas inmunodeprimidas, cuyo sistema inmunitario no sea
capaz de controlar la infeccion, pueden desarrollar grandes lesiones que evolucionen a la
formacion de cavidades y provoquen derrame pleural. Las principales complicaciones son
atelectasias segmentarias o lobulares debidas a adenopatias hiliares o mediastinicas que
hayan crecido mucho y compriman u obstruyan los bronquios. Ademas, si los bacilos
alcanzan el torrente sanguineo, podran diseminarse por varios 6rganos donde produciran
nuevas lesiones granulomatosas. En personas sanas estas lesiones secundarias suelen
evolucionar hacia la curacion pero las personas inmunodeprimidas pueden sufrir una
tuberculosis diseminada (13).

1.3.2 Tuberculosis pulmonar secundaria.

La tuberculosis pulmonar secundaria se debe, en la mayoria de los casos, a la reactivacion de
una infeccion tuberculosa latente. Suele localizarse en los segmentos apicales y posteriores
de los 16bulos superiores, asi como en los segmentos superiores de los l16bulos medios. Esta
localizacion caracteristica se explica porque en esas zonas la concentracion de oxigeno es
mayor, lo que favorece la multiplicacion de los bacilos. La forma de presentacion clinica es
muy variable, pudiendo encontrarse desde pequefios infiltrados parenquimatosos hasta
extensas cavidades. Estas cavidades o cavernas vierten su contenido en las vias respiratorias,
diseminando la infeccion hacia otras areas pulmonares.

Las manifestaciones clinicas iniciales, tanto en la tuberculosis primaria como en la
secundaria, suelen ser inespecificas. Lo mas habitual es que el paciente presente sintomas de
varias semanas de evolucion, predominando los sintomas generales como fiebre, sudores
nocturnos, pérdida de peso, anorexia, malestar y debilidad. Puede presentarse dolor pleuritico



cuando existen lesiones parenquimatosas subpleurales, y las formas mas extensas pueden
producir disnea e incluso insuficiencia respiratoria aguda. Casi siempre aparece tos, que
inicialmente es seca y posteriormente se torna productiva, llegando en ocasiones a contener
estrias de sangre en el esputo. Entre las complicaciones se incluyen: hemoptisis, neumotorax,
bronquiectasias, destruccion de areas pulmonares, cancer, tromboembolismos y aspergilosis
cronica (14).

1.3.3 Tuberculosis Extrapulmonar

La tuberculosis extrapulmonar (TB-EP) resulta de la diseminacion hematdgena o linfatica
del bacilo, la cual puede producirse tanto a partir de una infeccion primaria como de la
reactivacion de un foco latente. Esta forma de diseminacion puede afectar a practicamente
cualquier 6rgano, entre ellos la pleura, los ganglios linfaticos, el abdomen, el sistema
osteoarticular, el sistema nervioso central, el aparato genitourinario, el pericardio y la piel
(15).

La diseminacion inicial ocurre mediante el transporte de macrofagos infectados a través de
la via linfatica hacia los grupos ganglionares hiliares, mediastinicos, supraclaviculares y
retroperitoneales; o bien, por via hematdgena hacia 6rganos como los rifiones, las epifisis de
huesos largos, las vértebras y las meninges.

Antes de que se desarrolle la respuesta de hipersensibilidad retardada, el crecimiento de los
bacilos progresa tanto en el foco inicial como en los focos metastasicos. Esto da origen, en
la mayoria de los casos, a sitios de infeccion progresiva o bien a infecciones latentes (16).

1.4. Fisiopatologia

Infeccion primaria por tuberculosis

La infeccion tuberculosa requiere la inhalacion de particulas suficientemente pequefias para
atravesar las defensas de las vias respiratorias superiores y depositarse en las regiones
profundas de los pulmones, generalmente en los espacios aéreos subpleurales de los 16bulos
medio o inferior. Las gotas de mayor tamafio tienden a alojarse en las vias aéreas
proximales y no producen infeccion. La enfermedad suele originarse a partir de un tnico
nucleo de gotas que contiene unos pocos microorganismos; incluso un solo bacilo puede
ser suficiente para causar infeccion en individuos altamente susceptibles, mientras que en
personas con menor susceptibilidad se requiere una exposicion repetida para desarrollar la
infeccion (17).

Para que la infeccion se establezca, los macréfagos alveolares deben fagocitar a los
bacilos Mycobacterium tuberculosis. Aquellos que no logran ser destruidos se replican en
el interior de los macréfagos, hasta provocar la muerte de la célula hospedadora, con la
participacion de linfocitos CDS8. En la zona afectada se acumulan células inflamatorias que
generan una neumonitis localizada, la cual coalesce y da lugar a los tubérculos
caracteristicos observables en el examen histologico (18).

Durante las primeras semanas de la infeccion, algunos macréfagos infectados migran hacia
los ganglios linfaticos regionales, accediendo posteriormente al torrente sanguineo. Desde
alli, los bacilos pueden diseminarse por via hematdgena hacia cualquier 6rgano, con
especial predileccion por la porcion apicoposterior de los pulmones, las epifisis de los
huesos largos, los rifiones, los cuerpos vertebrales y las meninges. Esta diseminacion



hematdgena es menos probable en pacientes con inmunidad parcial, adquirida ya sea por
vacunacion, por una infeccion natural previa por M. tuberculosis o por exposicién a
micobacterias ambientales (18).

La infeccion latente por tuberculosis se presenta tras la mayoria de las infecciones
primarias. Aproximadamente en el 95% de los casos, luego de unas tres semanas de
crecimiento bacilar incontrolado, el sistema inmunitario logra inhibir la replicacion, por lo
general antes de la aparicion de signos o sintomas clinicos. Los focos bacilares en pulmén
u otros 6rganos se transforman en granulomas de células epitelioides, que con frecuencia
presentan centros caseosos y necréticos. En este material, los bacilos tuberculosos pueden
sobrevivir durante afios, y el equilibrio entre la resistencia del huésped y la virulencia del
microorganismo determinara si la infeccion se resuelve espontaneamente, permanece en
estado latente o progresa a enfermedad activa.

1.5. Farmacos de primera linea para el tratamiento de la tuberculosis

El de primera linea incluye fAirmacos como Isoniacida (I), Rifampicina (R), Etambutol (E),
Pirazinamida (P) y Estreptomicina (S) (Secretaria De Salud,1993). De acuerdo a los
estandares internacionales contra TB, todos aquellos pacientes que no han sido tratados
previamente deben recibir tratamiento primario durante 6 meses con farmacos de primera
linea. La fase inicial consiste en 2 meses con cuatro antibidticos: I, R, E y P; seguida por la
fase de sostén con [ y R durante 4 meses mas (19).

1.5.1 Resistencia a farmacos de primera Linea, frente al tratamiento de
Tuberculosis

Varios factores promueven la resistencia antimicrobiana (RAM implicados en el aumento
de los casos de TB-MDR/XDR en diversas regiones del mundo.

Farmaco-resistencia constitutiva La resistencia constitutiva o intrinseca, se define como
la farmaco-resistencia de cualquier especie bacteriana que no ha sido adquirida como
resultado de la exposicion a antibidticos (20).

Permeabilidad reducida de la pared celular micobacteriana: La resistencia intrinseca en
MTB se ha atribuido al hecho de poseer una pared celular compleja constituida por una gran
cantidad de lipidos, proteinas y polisacaridos que le confieren una caracteristica hidrofoba
con permeabilidad celular restringida para un gran nimero de compuestos antibacterianos.
Las capas de péptidoglicano y arabinogalactano limitan la entrada de moléculas hidrofobas,
mientras que la capa de 4cidos micdlicos limita el acceso de ambas moléculas. Antibidticos
hidrofobicos pueden ingresar a la célula por difusion a través de la bicapa hidrofobica,
mientras que los antibidticos hidrofilicos que no se pueden difundir a través de la pared
celular utilizan canales como las porinas (20).

Modificacion y degradacion enzimatica de medicamentos La produccion de enzimas es
quiza un mecanismo de respuesta bacteriana a los antibiodticos, ya que estas utilizan una serie
de estrategias para superar las propiedades toxicas de los antibioticos.



En MTB, la modificacion enzimatica de medicamentos se debe principalmente a la
metilacion del ARNr. Por ejemplo, la resistencia intrinseca de MTB a los macrolidos y
lincosamidas, se debe al gen erm37, el cual codifica una metiltransferasa ARNr. Esta enzima
altera las estructuras de los ribosomas de MTB a través de la metilacion del 23S ARNr
reduciendo la afinidad de los macrolidos y lincosamidas a los ribosomas e impidiendo su
actividad inhibitoria en la sintesis de proteinas (21).

Farmaco-resistencia adquirida En bacterias, la resistencia genética generalmente es
mediada a través de la adquisicion de genes exdgenos a través de plasmidos, transposones,
integrones y bacteriéfagos. Sin embargo, en MTB no se han reportado mecanismos de
adquisicion de genes de resistencia por dichos elementos. Por lo tanto, la resistencia a
medicamentos anti-TB se debe principalmente a alteraciones en genes que codifican blanco
de antibidticos, en productos genéticos involucrados en la activacion de profarmacos o
regiones reguladoras. No obstante, no se conoce una alteracion genética que por si misma,
dé lugar al fenotipo de TB-MDR/XDR. Sin embargo, numerosos estudios se han realizado
para describir los mecanismos genéticos de resistencia en MTB, en los cuales se ha observado
que la acumulacion de mutaciones en diferentes loci de genes especificos da origen a los
fenotipos resistentes MDR y XDR. La transmision y adquisicion de farmaco-resistencia
puede depender del linaje genético (21).

Resistencia a isoniacida La INH es un profarmaco que es activado por la enzima catalasa-
peroxidasa (KatG), la cual es codificada por el gen katG para generar una gran variedad de
especies reactivas las cuales atacaran multiples blancos en MTB. Aunque el mecanismo de
accion de la INH asi como los mecanismos que confieren resistencia son complejos ya que
se ven involucrados varios blancos en la micobacteria, se cree que el principal blanco de este
medicamento es la enzima enoil-ACP reductasa (InhA), la cual estd involucrada en la
elongacion de los 4cidos grasos de cadena larga y la sintesis de acidos micdlicos. Las especies
reactivas producidas como consecuencia de la accion del katG sobre INH, reaccionan con el
NAD(H) para formar el aducto INH-NAD, el cual detiene la actividad de la enzima InhA .
Mutaciones en varios genes, incluyendo katG, ahpC, inhA, kasA y ndh se han asociado con
resistencia a INH . Sin embargo, dos mecanismos moleculares han mostrado ser la principal
causa de resistencia a este medicamento: mutaciones en los genes katG, inhA y su region
promotora (20).

Resistencia a rifampicina Debido a su eficiente accion antimicrobiana, la RIF junto con la
INH, es considerada el nucleo del tratamiento acortado debido a su alta accidn bactericida.
Laresistencia a RIF aparece después de la resistencia a otros medicamentos anti-TB, y es por
esto que se ha convertido en un marcador de TB-MDR . El mecanismo de accion de la RIF
es inhibir la subunidad B de la enzima ARN polimerasa (codificada por el gen rpoB),
impidiendo que esta enzima se una al ADN, bloqueando el inicio de la transcripcion del ARN.
Resistencia a fluoroquinolonas La actividad de las FQs contra MTB, su buena distribucion
tisular y celular, asi como los bajos efectos adversos hacen que las FQs sean utilizadas para
el tratamiento de aislamientos de MTB-MDR, el tratamiento empirico en comunidades con
una alta tasa de MDR o el tratamiento de pacientes con reacciones adversas a los
medicamentos de primera linea . Las FQs tienen como blanco las topoisomerasas bacterianas
[Ty IV . Enlas células, su funcidn especifica es catalizar la relajacion y el super enrollamiento
del ADN . MTB carece de la topoisomerasa IV e incluye so6lo la topoisomerasa II o ADN
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girasa, un tetramero que consiste en dos subunidades A y dos subunidades B, codificadas por
los genes gyrA y gyrB respectivamente.(20)

La isoniacida junto a rifampicina son los medicamentos de primera linea mas eficaces frente
a una infeccién por Mycobacterium tuberculosis, sin embargo, existen varias mutaciones
especificas a las que se les atribuye la expresion fenotipica de resistencia. La isoniacida, una
vez captada por el bacilo como prodroga, es activada por el sistema catalasa-peroxidasa,
interfiriendo con la biosintesis de los 4cidos micdlicos de la pared celular de las micobacterias
(22).

1.6. Diagnostico de Laboratorio

El diagnodstico de laboratorio es un aspecto importante de la estrategia fin de la TB. Una red
de laboratorios bien estructurada y funcional que disponga de métodos de diagnostico rapido
es un requisito fundamental para la deteccion temprana, oportuna y precisa de la TB y de la
resistencia a los medicamentos. La adopcion de nuevas tecnologias de diagnostico de TB
requiere una infraestructura de laboratorio adecuada, recursos humanos suficientes y la
implementacion de politicas adecuada a nivel de pais para permitir su uso eficaz en los
algoritmos de deteccion y diagnostico de TB (23).

Los métodos moleculares no sélo han contribuido en el diagnéstico sino también en la
tipificacion y la deteccion de resistencia a drogas en el estudio. La mayoria de los primeros
estudios de epidemiologia molecular aplicados en TB se basaron en el uso del método RFLP
de la secuencia de insercion IS de y -debido a su reproducibilidad, poder discriminatorio y
relativo bajo costo- fue considerado por varios afios el método de referencia, permitiendo
caracterizar genéticamente aislamientos entre cepas relacionadas y no relacionadas, en la
identificacion y estudio de resistencia (22).

1.6.1 Diagnostico Convencional

El diagnostico de confirmacion de una tuberculosis se realiza por la deteccion del
microorganismo en muestras del paciente. La baciloscopia es la forma mas habitual de
diagnostico a nivel mundial, aunque el “estandar de oro” es el cultivo (24). La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) recomienda que la TB activa sea diagnosticada mediante
microscopia de frotis de esputo usando tincion de Zielh Neelsen o fl uorescencia
convencional, ademas del cultivo bacteriano en medios solidos de Lowenstein-Jensen(25).

La microscopia de frotis de esputo es a menudo el método estandar utilizado en la mayoria
de los lugares con recursos limitados para el diagnostico de TB, donde los pacientes muestran
signos y sintomas de presuncion de infeccion por M. tuberculosis. Desafortunadamente,
puede conducir a resultados falsos negativos cuando se ha producido una replicacién
bacteriana muy baja en los pulmones de pacientes infectados, o cuando los pacientes
pediatricos son inspeccionados para TB, debido a la naturaleza de la muestra que estos
producen. También puede requerir la toma de muestra de forma invasiva en casos de TB
extrapulmonar, lo cual puede causar estrés adicional a estos pacientes (25).
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El cultivo en medios como el Lowenstein Jensen sigue siendo el método mas fiable para el
diagnostico de tuberculosis, ya que posee una alta sensibilidad, sin embargo, el tiempo de
incubacion para lograr el crecimiento de las colonias de micobacterias llega a durar de 4 a 6
semanas siendo esto la principal limitacion para el uso del cultivo de la bacteria, el uso de los
medios liquidos de cultivo da resultados en una menor cantidad de tiempo y poseen una alta
sensibilidad (26).

La prueba cutdnea de tuberculina (TST, por sus siglas en inglés) contintia siendo el ensayo
mas utilizado para detectar la infeccion tuberculosa en personas asintomaticas. Se basa en
una respuesta inmune de hipersensibilidad retardada a una mezcla compleja de antigenos
proteicos llamada derivado de proteina purificada (PPD por sus siglas en inglés). E1 PPD
contiene muchos componentes que se comparten tanto con las micobacterias del complejo
M. tuberculosis (incluida la BCG) como con otras micobacterias no tuberculosas, lo que
reduce su especificidad y sensibilidad. Ademas, las posibles dificultades que presenta pueden
ser el resultado de su aplicacion, si el personal que realiza la prueba carece de experiencia en
la administracién o interpretacion de los resultados (26).

1.6.2 Baciloscopia

Esta es una de las técnicas més utilizadas junto con el cultivo de esputo para el diagnodstico
de tuberculosis pulmonar, la baciloscopia es una técnica sencilla, de bajo costo y rapida que
se realiza a todas las muestras de pacientes que se sospecha pueden presentar tuberculosis, la
técnica de la baciloscopia consiste en realizar un frotis de la muestra de esputo para ser tefiida
con la tincion de Ziehl Neelsen esta tincion es clave para la busqueda de bacilos alcohol —
acidos resistentes, una vez realizado el frotis se debera analizar con ayuda de un microscopio
optico y determinar si existe la presencia de los bacilos de Koch . Aunque se trate de una
técnica rapida, sencilla y de bajo costo existe una gran cantidad tanto de falsos positivos y
negativos esto se debe a que la baciloscopia se trata de un procedimiento netamente manual
en donde sobre todo profesionales con poca experiencia pueden cometer errores tanto en la
preparacion del frotis como en su lectura, la baciloscopia presenta una sensibilidad muy
variable que es del 22 - 80%, una especificidad del > 90% y un valor predictivo positivo del
<70% (27).

1.6.3 Cultivo

El cultivo de la muestra de esputo para el diagndstico de tuberculosis pulmonar continua
siendo el método de referencia para diagnosticar esta patologia, no obstante aunque esta
técnica posea una buena sensibilidad su principal desventaja es el tiempo en que demora en
proporcionar resultados, para el cultivo se puede usar medios solidos que por lo general llega
a tardar de 4 a 6 semanas, los medios de cultivos liquidos han acortado el tiempo de espera
llegando a demorar 2 a 3 semanas, lo cual resulta muy inconveniente teniendo en cuenta que
un paciente que presente esta patologia debe recibir tratamiento lo mas rapido posible . En
muchos centros de diagnéstico utilizan los medios solidos de cultivo como el agar
Lowenstein Jensen el cual es un medio que permite el desarrollo de micobacterias como M.
tuberculosis, este medio debera incubarse a una temperatura de 35 — 37°C por un tiempo de
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4 a 6 semanas, para reportar un resultado negativo se debera esperar un total de 42 dias para
poder emitir un informe con un resultado negativo (28).

1.7. Diagnostico molecular

M¢étodos genéticos aplicados a muestra directa en el diagnostico de Mycobacterium
tuberculosis complex (MTC). Las pruebas de detecciéon molecular en muestra clinica estan
basadas en la amplificacion y la posterior deteccion de acidos nucleicos. Cada vez se utilizan
mas para diagnosticar la TB debido a la rapidez con que se obtienen los resultados, y a la
sensibilidad en comparacion con la microscopia.

M¢étodos para estudio de acidos nucleicos IS6110-RFLP muestra un esquema de la prueba de
RFLP IS6110 para la diferenciacion de cepas de M. tuberculosis (Mtb) de dos muestras La
secuencia de insercion 6110 (IS6110) que se detecta en las especies del complejo tiene 1 361
pares de bases (pb). En un inicio, esta secuencia fue utilizada para la deteccion en muestras
clinicas mediante la amplificacion de ADN (28,29). El polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion del gen IS6110 ha contribuido en el estudio epidemioldgico
discriminando cepas relacionas y no relacionadas de modo clonal. Este método est4 basado
en las variaciones encontradas en el numero de copias y localizacién en el genoma de la
secuencia de insercion IS6110 que ocurren de una cepa a otra, patrones diferentes de
RFLPIS6110 sugieren cepas epidemiologicamente no relacionadas y patrones idénticos
representan la transmision reciente de la cepa dentro de la poblacion (28,29).

Pruebas basadas en PCR Andlisis del polimorfismo de longitud de fragmentos
amplificados (AFLP) Se basa en la ligacion de adaptadores a fragmentos de restriccion
selectivos y posterior amplificacion de los mismos mediante PCR con iniciadores especificos
que se unen a dichos adaptadores. Para ello se requiere una pequefia cantidad de DNA
genomico purificado (10-100 ng) que es digerido con enzimas de restriccion y los
adaptadores de doble cadena se ligan a los fragmentos de restriccion obtenidos.
Posteriormente, se realiza una amplificacion mediante PCR con iniciadores marcados
radiactivamente, y los productos de tal amplificacion son separados electroforéticamente en
geles de poliacrilamida. Debido a los problemas derivados del uso de iniciadores marcados
radiactivamente, también se han desarrollado iniciadores fluorescentes que permiten la
deteccion de los fragmentos en aparatos de secuenciacion automatica.

Spoligotyping Consiste en la amplificacion del locus DR, el cual contiene multiples
secuencias bien conservadas de un tamafio de 36 pb y que se encuentran separadas por
secuencias no repetitivas de 34 a 41 pb llamados espaciadores; solo 43 de 94 espaciadores
son usados para genotipificacion

MIRU-VNTRs (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units - Variable Number Tandem
Repeats): Tiene reproducibilidad y poder discriminativo cuando se usa en asociacion. La
técnica basa en la amplificacion mediante PCR de una region locus DR (direct repeat)
altamente polimorfico, obteniéndose un patron (perfil de espoligotipo) Mediante una PCR se
amplifica una seleccion de loci MIRU-VNTR. Estos loci (locus 12, 15 y 24) son elementos
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que se repiten en tindem (de 40 a 120 pares de bases) y estan localizados en regiones
intergénicas del genoma de los miembros del complejo Este método est4 siendo considerado
como referencia en el estudio epidemioldgico de cepas de. Mycobacterium tuberculosis.

Métodos comerciales 8 GenoType® MTBDRplus Prueba de hibridacion en fase so6lida:
puede detectar e identificar el complejo a partir de aislamientos en cultivos y muestras
clinicas. Sin embargo, su aplicacion mayor es la deteccion de resistencia rifampicina e
isoniacida.

GeneXpert System Mediante PCR en tiempo real, amplificacion y deteccion simultanea
mediante sondas marcadas. A partir de muestras clinicas con la adicion de hidréxido de sodio
y alcohol, utiliza un cartucho y permite detectar la secuencia blanco. El sistema GeneXpert
MTB/RIF incluye la deteccion del complejo Mycobacterium tuberculosis y de la resistencia
a rifampicina en un mismo analisis.
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2. CAPITULO 2 METODOLOGIA

2.1. Diseno

La presente investigacion es de tipo descriptivo, correlacional, de corte transversal, con base
a los datos obtenidos en el Hospital Santa Teresita del Cantén Santa Rosa; para la
consideracion de la muestra en relacion a un muestreo no probabilistico por conveniencia
entendiendo que el tamafio de la poblacidon es pequena y manejable para cuestiones de
nuestros intereses, y se consider6é un total de 54 pacientes del pabellon de enfermos con
tuberculosis del Hospital Santa Teresita del Cantén Santa Rosa.

2.2 Poblacion muestreo y muestra

La poblacion en estudio de esta investigacion comprende el universo de los pacientes con
diagnodstico de TBP en el periodo determinado que son atendidos en el area de salud Hospital
Santa Teresita. Se realizé una recoleccion de datos con la finalidad de recolectar informacion
sobre la edad, sexo, procedencia, etnia y diagnostico clinico

2.3. Procedimiento
Procedimiento de la investigacion:
Etapa 1.

Revision bibliografica previa de investigaciones similares.

Etapa 2.

e Presentacion del Manual de Procedimientos para la Prevencion y control de la

tuberculosis.

e Presentacion de la guia Practica clinica (GPC) Tratamiento, tuberculosis sensible y

resistente 2024

e Presentacion de la guia Practica clinica (GPC) Tamizaje y Diagnostico de la
tuberculosis 2024
Etapa 3.

e Deteccion de casos y Diagnostico de TB

Se debe contar con lo siguiente (4)

ARM de esputo.

Solicitud para pruebas de diagnostico y control de TB.

Libro de Registro de Sintoméaticos Respiratorios.
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e Envases para la recoleccion de muestra de esputo.
e Triple empaque.

e Materiales de informacion, educacidon y comunicacion: afiche instructivo sobre
como obtener una buena muestra de esputo, afiches educativos en las areas de
espera, entre otros: Rotafolios, Senalética.

e Labusqueda de casos en TB se realizara de las siguientes maneras

Busqueda pasiva. Entre los consultantes y/o acompafiantes que acudan por cualquier
motivo, en todos los establecimientos de salud.

Busqueda activa. En funcion de la EER y carga de TB, y en los grupos vulnerables y/o
con factores de riesgo: PVV, talento humano en salud, contactos de TB, residentes en
zonas endémicas de TB, poblaciones cautivas (CPL, hogares de ancianos, albergues,
conventos, cuarteles), personas diabéticas o con otras inmunosupresiones, habitantes de
calle, extranjeros provenientes de paises con alta endemia de TB, pueblos indigenas,
personas con problemas de alcoholismo y drogadiccion, embarazadas y adultos mayores.
La enfermera debe observar la apariencia y cantidad de la muestra a través del envase,
sin abrirlo. De preferencia, esta serda mucopurulenta y de 3-5 ml.

Cumplir el protocolo de higiene de manos, luego de recibir y manipular envases con
muestras de esputo

Para pruebas de cultivo, PCR en tiempo real Xpert/MTB/RIF y nitrato reductasa, se
requieren por lo menos de 3 a 5 ml de muestra.

Obtencion de esputo inducido

Mecanismo de accion de la solucion salina hipertonica Para la obtencion de esputo
inducido, se debe aplicar solucion salina hipertonica, que rompe los enlaces idnicos en el
gel de moco y, asi, reduce el grado de viscosidad y elasticidad de la secrecion. Ademas,
esta solucion estimula el ritmo ciliar, a través de la liberacion de prostaglandinas E2, y
reduce el edema de la pared de las vias respiratorias, mediante la absorcion de agua de la
mucosa y submucosa.

2.4. Técnicas e Instrumentos

Se consider6 los datos de Tb en la provincia de El Oro que se hallan en tratamiento en el
hospital Santa Teresita del Canton Santa Rosa, observando los diversos procedimientos
clinicos y sus respectivos resultados, pruebas como el de baciloscopia  herramienta
fundamental para el diagnostico de TB.

Asi también como PCR en tiempo real Xpert/MTB/RIF En el pais, se utiliza el método
Xpert/MTB/RIF, que detecta desde cinco copias de genoma de ADN purificado y 131
unidades formadoras de colonia (UFC)/ml. Se procesa a partir de la muestra (no requiere
cultivo), identifica MTB y, simultaneamente, detecta RR (20).
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2.5. Criterios de inclusion.

Pacientes mayores de 18 afios con cuadro clinico de TB pulmonar.

2.6. Criterios de Exclusion.

Pacientes que no cumplen con cuadro clinico de TB pulmonar.

La muestra idonea, siempre que sea posible, es el esputo. Debe recogerse por la manana,
cuando la carga bacilar es mayor (més concentrada) y en ayunas. Preferiblemente se recoge
este esputo (5-10 ml) de tres dias consecutivos. Si no es posible recoger el esputo por
expectoracion natural.

Para la deteccion de micobacterias mediante microscopia se basan en su propiedad de acido-
alcohol resistencia; las mas empleadas son:

a) Tincion de Ziehl-Neelsen, en la que se utiliza la fucsina como colorante primario,
posteriormente se decolora con un acido-alcohol y por tltimo se utiliza un contraste con azul
de metileno. Los BAAR se visualizan de color rojo (han podido retener la fucsina tras la
decoloracion) y el resto de bacterias se ven de color azul

Seglin la nomenclatura de la OMS, la visualizacion de al menos 3 bacilos por cada 300
campos, debe considerarse positiva. Es recomendable, ademaés, establecer una
semicuantificacion de la carga bacilar.

Tabla 1 . Numero de BAAR indica diagndstico no concluyente.

Resultado del examen Microscépico Informe
No se encuentran BAAR No se encuentran bacilos acido-alcohol resistentes

En los 100 campos observados

Se observan de 1 a9 BAAR en 100 campos N° exacto de bacilos en 100 campos

observados
Se observan entre 10 y 99 BAAR en 100 campos Positivo (+)

observados

Se observade 1 a 10 BAAR en 100 campos Positivo (++)
observados

Se observan mas de 10 BAAR en 20 campos Positivo (+++)
observados

Elaboracion: Propia. Nota: tomado del Manual de normas técnicas para diagndstico de tuberculosis por
microscopia directa (30).

Las técnicas de microscopia son bastante especificas. Sin embargo, la sensibilidad es baja.
Para que los bacilos sean detectables en la extension, el inoculé minimo debe ser de 5.000-
10.000 bacilos/ml.

El ensayo Xpert®MTB XDRTB, en tiempo real automatizada., Esta prueba identifica el
Complejo Mycobacterium tuberculosis y detecta las mutaciones mas frecuentes en el gen
rpof asociadas a resistencia a rifampicina (RIF). Consiste en un sistema cerrado de biologia
molecular que utiliza cartuchos desechables de un solo uso que son independientes para el
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procesamiento de la prueba. Con ello, se reduce al minimo el riesgo de contaminacioén
cruzada entre las muestras y permite realizar un examen de biologia molecular con bajos
requerimientos de bioseguridad e infraestructura.

El cartucho del GeneXpert MTB/RIF funciona como un mini laboratorio de biologia
molecular, en cuyo interior se realizan todos los pasos para realizar la PCR en tiempo real:
la liberacion del ADN, la combinacidn con los reactivos, la amplificacion y la deteccion a
través de fluorescencia liberada por sondas especificas. Para ello, el cuerpo del cartucho se
encuentra segmentado en distintas camaras, las que contienen todas las soluciones y reactivos
necesarios para la realizacion de la técnica. En el tubo de PCR ubicado en la lengiieta del
cartucho, ocurre la amplificacion en tiempo real de la diana, es decir, de distintos segmentos
de la region RDR del gen rpop .

Las cinco sondas utilizadas en la prueba Xpert MTB/RIF contienen un fluoré foro reportero
que se encuentra apagado por accion del supresor. Cuando estas sondas encuentran su diana,
la unién de ambas libera al fluord foro de la proximidad del supresor con lo que se emite luz.
El sistema 6ptico del equipo detecta la luminiscencia y el software interpreta el resultado

Entonces, cuando todas las sondas reconocen a su diana en la secuencia de la RRDR significa
que MTB esta presente y no hay resistencia a rifampicina (no hay zonas del gen mutadas).
En caso de que exista alguna mutacion, algunas sondas no se uniran a su diana, pero otras si
lo haran, y esta situacion significa que MTB esta presente en la muestra y que tiene una
resistencia genética a RIF. Finalmente, si ninguna de las sondas se une a su diana, significa
que no se detectan bacterias del complejo MTB.

La elevada especificidad de las sondas por sus dianas permite que Xpert MTB/RIF detecte
con una alta certeza la presencia de complejo MTB vy la resistencia a RIF en una muestra
clinica. Los valores de sensibilidad dependen de la muestra utilizada y de la cantidad de
bacilos presentes. Respecto a la sensibilidad analitica, se ha informado que el limite de
deteccion del cartucho Xpert MTB/RIF corresponde a 5 copias de genoma de M.
tuberculosis, y a 131 UFC/mL en muestras de expectoracion.

Es decir, nos permite la obtencion de dos resultados fundamentales que son:
a) el diagnéstico de MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS.
b) el diagndstico de TB RESISTENTE A RIFAMPICINA

Cantidad de muestra La cantidad minima para realizar la prueba Xpert MTB/RIF depende
de la naturaleza de la muestra.
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Tabla 2. Cantidad de muestra minima requerida para realiza la prueba xpert mtb/rif

Tipo de Muestra Volumen minimo
Expectoracion 1 mL
Liquidas (salivas y LCR) >500 ul
Tejido ganglionar La cantidad recolectada

Elaboracion: Propia. Nota: tomado del Manual de normas técnicas para diagnéstico de tuberculosis por
microscopia directa (30).

2.7. Procesamiento y analisis de muestras mediante la técnica GeneXpert

2.7.1 Preparacion de la muestra

Para la deteccion de Mycobacterium tuberculosis y resistencia a rifampicina se utilizé el
sistema GeneXpert MTB/RIF. La figura 1 muestra la esta etapa inicial, se procedio a la
recoleccion de muestras de esputo mucopurulento de los pacientes, asegurando que
cumplieran con los criterios de calidad y cantidad establecidos. Posteriormente, se verifico
el estado y la validez de los cartuchos Xpert y de los viales de reactivo de muestra
correspondientes. En la Figura X se ilustran las fases de este proceso, que constituyen un
paso esencial para garantizar la confiabilidad de los resultados obtenidos mediante la técnica
molecular automatizada.

Figura 1. Preparacion de la muestra

Xpert” MTB/XDR
[REF] GXMTRXDRAY
[LoT] 100146393

= 20284128

-Recoleccion de muestras de . . Revisar cartuchos Xpert
esputo mucopurulenta Evaluar la calidad y cantidad de p

la muestra

Elaboracion: Propia. Nota: Se obtuvo un cartucho Xpert MTB/RIF y un vial de reactivo de muestra para cada
muestra

Una vez recolectado el esputo, se procedid a su preparacion siguiendo las indicaciones del
kit GeneXpert MTB/RIF. La muestra fue tratada con el reactivo especifico proporcionado en
el kit, el cual tiene como finalidad fluidificar y desinfectar parcialmente el esputo,
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garantizando asi condiciones seguras y adecuadas para el analisis molecular. La mezcla se
realizd en proporcion 2:1 (reactivo: muestra) mediante agitacion suave, permitiendo la
inactivacion de bacilos viables y facilitando la posterior liberacion del material genético, esto
se visualiza en la figura 2

Figura 2. Proceso de la muestra

PROCESO DE LA MUESTRA

Introducimos 2mL de muestra de esputo mucopurulenta en
Adicionamos 2 ml de muestra de esputo el vial
mucopurulentaal tubo de ensayo para PCR

Pipeta Pasteur 1mL

Elaboracion: Propia. Nota: Se obtuvo un cartucho Xpert MTB/RIF y un vial de reactivo de muestra para cada
muestra

Una vez recolectado el esputo, se procedio a su tratamiento siguiendo las indicaciones del kit
GeneXpert MTB/RIF. Para ello, la muestra fue mezclada con el reactivo provisto, en una
proporcion de 2:1 (reactivo: muestra), en tubos estériles. Posteriormente, el material fue
homogeneizado mediante agitacion en vortex, asegurando la completa fluidificacion e
inactivacion parcial de los bacilos presentes. Este procedimiento reduce la viscosidad del
esputo y permite que el ADN del Mycobacterium tuberculosis se encuentre disponible para
la amplificacion en tiempo real dentro del sistema GeneXpert.

En la Figura 3 se ilustran los pasos del proceso de la muestra: adicion del reactivo,
homogenizacion en vortex y preparacion final para la posterior carga en el cartucho Xpert
MTB/RIF.
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Figura 3. Pasos del proceso de la muestra

~

Afada reactivo de la Transferir con pipetal de 2 Cierre hermeticamente, y
muestra en la proporcion 2:1 ml coloquelo en el vortex por
al recipiente con el esputo 10 segundos.

AN\

A

Incubar a temperatura Colocar en el vortex Rotular el cartucho del lado
ambiente por 15 minutos nuevamente 10 segundos derecho o izquierdo.

Elaboracion: Propia. Nota: El kit GeneXpert para diagnostico de tuberculosis o resistencia a la rifampicina
implica preparar una muestra de esputo, mezclarla con el reactivo dentro de un cartucho y colocarlo en el
instrumento GeneXpert, que realiza el resto del proceso automaticamente para obtener los resultados en 1h
45minutos.

Una vez procesada y homogenizada la muestra, se procedid a la transferencia del material
tratado hacia el cartucho Xpert MTB/RIF. Este dispositivo constituye una unidad cerrada y
estéril que integra todas las etapas necesarias para el diagndstico: procesamiento,
amplificacion y deteccion del ADN de Mycobacterium tuberculosis, asi como la
identificacion de mutaciones asociadas a resistencia a rifampicina.

El disefio del cartucho permite mantener la bioseguridad del procedimiento, ya que la
manipulacion de la muestra se limita a la etapa de carga, quedando posteriormente
completamente sellada. Una vez introducido en el equipo GeneXpert, el cartucho automatiza
la purificacién del ADN, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR en tiempo real) y la
deteccion de las secuencias especificas, generando un resultado confiable en
aproximadamente 1 hora y 45 minutos.

En la Figura 4 se representa el momento de la carga de la muestra en el cartucho Xpert
MTB/RIF, paso esencial para iniciar el analisis molecular automatizado.
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Figura 4. Craga de cartucho

Abrir la tapa del cartucho GeneXpert. Vacie la pipeta en la camara de la Cierre la tapa del cartucho Gene Xpert
muestra dentro de un catucho

Aspire la muestra licuada hasta la
P desechable GeneXpert

linea de 2 ml de la pipeta o justo por
encima de ella

Escanear con el codigo de barras

Elaboracion: Propia. Nota: En esta prueba el procesamiento, la amplificacion y la deteccion estan integrados
en una unidad independiente cerrada que es el cartucho Xpert MTB/RIF.

Una vez cargado el cartucho en el equipo GeneXpert, el sistema procede de forma
completamente automatizada a la purificacion de la muestra, la amplificacion de acidos
nucleicos mediante PCR en tiempo real y la deteccion de secuencias especificas de
Mycobacterium tuberculosis. Ademas, el instrumento incorpora sondas moleculares que
permiten identificar mutaciones asociadas a resistencia a rifampicina, mediante la hibridacion
con regiones blanco del gen rpoB.

El software GeneXpert registra en tiempo real el progreso de la reaccion y, al finalizar el
ciclo de aproximadamente 1 hora y 45 minutos, genera un informe con los resultados
cualitativos, indicando la presencia o ausencia de M. tuberculosis y la deteccion de resistencia
a rifampicina. Este proceso garantiza rapidez, alta sensibilidad y especificidad, asi como
reduccion en el riesgo de contaminacidn, al mantenerse la muestra en un sistema cerrado.

Enla Figura 5 se muestra el instrumento GeneXpert en funcionamiento, la interfaz de registro

de pruebas en el software, y el esquema de deteccion mediante sondas de fluorescencia
activadas tras la hibridacion con el ADN diana.
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Figura 5. Analisis Automatizado y Visualizacion de datos

Inicie la prueba dentro de
los limites establecidos 1h

Crear la prueba

45 minutos
Sonda inactiva Sonda activa
Diana
T+ XIS » ;EDIDJI!I(
Fluoréforo Supresor Hibrido
reportero Diana-sonda

Elaboracion: Propia. Nota: El software GeneXpert procesa la informacion y muestra los resultados.
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3. CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Interpretacion de los resultados

El Xpert MTB/RIF es un examen de PCR semi cuantitativa, por lo que los resultados se
expresaran de la siguiente manera:

-MTB no detectado. No se detecta ADN de MTB en la muestra analizada. No descarta
diagnostico de tuberculosis. Se debe esperar resultado de cultivo.

-MTB detectado, concentracion muy baja, baja, media o alta. Se detecta ADN de MTB en la
muestra analizada. Indica iniciar tratamiento. Con el Xpert MTB/RIF Ultra se agrega la
categoria de “trazas”

-Invalido. Se debe repetir el examen con una nueva muestra.

En el caso de la resistencia a RIF, se informara de la siguiente manera:
-Resistencia a rifampicina detectada.

-Resistencia a rifampicina no detectada.

-Resistencia a rifampicina indeterminada.

La prueba Xpert MTB/RIF Ultra permite la deteccion répida y precisa de Mycobacterium
tuberculosis (MTB) y de la resistencia a la rifampicina (RIF) de manera simultanea a partir
de muestras clinicas. Esta técnica ofrece una mayor sensibilidad, especialmente en casos de
tuberculosis con frotis negativos y en pacientes coinfectados con VIH. Su procedimiento
sencillo, basado en tres pasos y con un tiempo minimo de manipulacion, posibilita la
obtencion de resultados confiables en aproximadamente 80 minutos. Ademas, se encuentra
disefiada para proporcionar una deteccion mas exacta de MTB y resistencia a rifampicina
mediante tecnologia multidiana y el andlisis de curvas de fusion (melting).

El procesamiento de la muestra se realizo siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Primero se estimo el volumen de esputo y se afiadi6 el reactivo en una proporcion 2:1 respecto
a la muestra. El recipiente fue cerrado herméticamente y agitado enérgicamente de 10 a 20
veces, o colocado en un mezclador vortex durante 10 segundos. Posteriormente, se incubd a
temperatura ambiente durante 15 minutos, con una nueva agitacion entre los 5 y 10 minutos
de iniciado el proceso. Una vez homogenizada la muestra, se colocd una etiqueta de
identificacion en el cartucho Xpert, se retir6 la tapa y se aspiraron aproximadamente 2 ml de
la muestra licuada con la pipeta, para luego transferirla a la cAmara del cartucho. Finalmente,
se cerrd el dispositivo y se inicio la prueba dentro de los tiempos estipulados en el prospecto
del kit.

Para el cumplimiento de los objetivos de esta investigacion, los datos recopilados fueron
procesados mediante el programa estadistico IBM SPSS version 25, y los resultados se
expresaron en tablas dinamicas que reflejan los indices porcentuales obtenidos en la
poblacién de estudio.
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Tabla 3. Andlisis de frecuencia y porcentaje de pacientes con diagnostico de Tuberculosis pulmonar en el
que asistieron al Hospital Santa Teresita, El Oro — Ecuador.

Sexo Biologico

. ) Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje )
valido acumulado
Validos Masculino 34 63,0 63,0 63,0
Femenino 20 37,0 37,0 100,0
Total 54 100,0 100,0

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 6 se observa que el 63,0% de los pacientes diagnosticados con tuberculosis
pulmonar que asistieron al Hospital Santa Teresita en el cantén Santa Rosa corresponden al
sexo masculino, mientras que el 37,0% son del sexo femenino. Este predominio masculino
indica que los varones presentan una mayor incidencia de la enfermedad en la poblacion
estudiada, lo que podria estar asociado a factores de riesgo como mayor exposicion laboral,
habitos como el consumo de tabaco o alcohol, o menor adherencia a los controles médicos
preventivos.

Tabla 4. Andlisis de frecuencia y porcentaje en Distribucion por grupo Etario en pacientes con diagnostico
de Tuberculosis pulmonar en el que asistieron al Hospital Santa Teresita, El Oro — Ecuador.

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Validos Adulto 44 81,5 81,5 81,5
Adulto Mayor 10 18,5 18,5 100,0
Total 54 100,0 100,0

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 7 muestra la distribucion por grupo etario muestra que el 81,5% de los pacientes
diagnosticados con tuberculosis pulmonar en el Hospital Santa Teresita corresponden a
adultos, mientras que solo el 18,5% son adultos mayores. Este dato revela que la mayor carga
de la enfermedad se concentra en la poblacion adulta activa, lo que puede estar vinculado a
factores como el entorno laboral, el nivel de exposicion social y las condiciones de vida que
facilitan el contagio.
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Tabla 5. Incidencia del Andlisis de frecuencia y porcentaje poblacional en pacientes con diagnostico de
Tuberculosis pulmonar que asistieron al Hospital Santa Teresita, El Oro — Ecuador

Poblacién Frecuencia Porcentaje

Arenillas 8 14,8
Avanzada 1 1,9
Bellavista 1 1,9
Coralitos 1 1,9
Huaquillas 10 18,5
El Retiro 2 3,7
Jumoén 1 1,9
Machala 7 13,0
Moro Moro 1 1,9
Pinas 4 7.4
San Vicente 2 3,7
Santa Rosa 16 29,6

Total 54 100,0

Fuente: Elaboracion propia

En cuanto a la distribucion geografica, en la tabla 8 se evidencia que el 29,6% de los pacientes
diagnosticados con tuberculosis pulmonar que acudieron al Hospital Santa Teresita
provienen del canton Santa Rosa, siendo esta la poblacién con mayor incidencia. Este dato
resalta la importancia de focalizar los esfuerzos de prevencion, diagndstico temprano y
seguimiento terapéutico en esta zona, ya que concentra casi un tercio de los casos reportados.
La alta proporcion sugiere que en Santa Rosa podrian existir condiciones ambientales,
sociales o econdmicas que favorecen la transmision de Mycobacterium tuberculosis.

Tabla 6. Distribucion de resistencia y sensibilidad a la rifampicina en pacientes con tuberculosis pulmonar,

Hospital Santa Teresita — EI Oro, Ecuador

Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido
Valido Resistente 14 25,9 28,6
Sensible 35 64,8 71,4
Total 49 90,7 100,0
Perdidos N/A 5 9,3
Total 54 100,0

Fuente: Elaboracion propia
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Los resultados de la tabla 9 indican que el 64, 8% de las muestras analizadas fueron sensibles
a la rifampicina, mientras que un 25, 9 % presentd resistencia. La alta proporcion de
sensibilidad sugiere que la rifampicina contintia siendo efectiva como parte del tratamiento
de primera linea para la mayoria de los pacientes. Sin embargo, el hecho de que casi 3 de
cada 10 casos sean resistentes es clinicamente significativo, ya que implica la posible
presencia de Mycobacterium tuberculosis multirresistente (MDR-TB), lo que complica el
tratamiento y puede aumentar la tasa de fracaso terapéutico si no se detecta a tiempo.

Tabla 7. Distribucion de resistencia y sensibilidad a la isoniazida en pacientes con tuberculosis pulmonar,
Hospital Santa Teresita — El Oro, Ecuador

Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido
Valido Resistente
16 29,6 32,7
Sensible 33 61,1 67,3
Total 49 90,7 100,0
Perdidos N/A 5 9,3
Total 54 100,0

De los 49 pacientes con datos validos, el 29,6% presento resistencia a la isoniazida, lo que
representa un nivel elevado para un antibidtico de primera linea en el tratamiento de la
tuberculosis. Esta proporcion sugiere que una parte significativa de la poblacion atendida en
el Hospital Santa Teresita podria no estar respondiendo adecuadamente al tratamiento
estandar, lo cual incrementa el riesgo de persistencia de la infeccion, recaidas y transmision
de cepas resistentes. Este resultado puede estar relacionado con factores como abandono del
tratamiento, mal uso del medicamento o falta de acceso a un diagndstico oportuno, y sefiala
la necesidad de reforzar las estrategias de vigilancia y adherencia terapéutica en la zona.

A partir de los resultados obtenidos, se identifico que el 29,6% de los pacientes presentaron
resistencia a isoniazida y el 25,9% a rifampicina, lo cual evidencia niveles relevantes de
resistencia individual a estos antibidticos. Estos hallazgos son clinicamente significativos, ya
que ambos medicamentos constituyen la base del esquema terapéutico de primera linea, y su
ineficacia podria comprometer el control efectivo de la enfermedad.

Ademas de identificar los niveles de resistencia, los resultados mostraron que el 64,8% de
las muestras fueron sensibles a la rifampicina y el 61,1% a la isoniazida, lo que indica que la
mayoria de los pacientes alin mantiene una buena respuesta frente a los antibidticos de
primera linea. Este hallazgo es relevante porque confirma que, a pesar de la presencia de
cepas resistentes, los tratamientos convencionales siguen siendo eficaces en mas de la mitad
de los casos. En definitiva, Rifampicina, en esta muestra tiene mayor eficacia que isoniazida,
porque mas pacientes responden bien a ella y menos presentan resistencia.
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3.2. Discusion de resultados.

Los resultados obtenidos en esta investigacion revelan niveles significativos de resistencia a
los antibidticos de primera linea utilizados en el tratamiento de la tuberculosis pulmonar,
especificamente rifampicina e isoniazida, en pacientes atendidos en el Hospital Santa
Teresita, del canton Santa Rosa. Estas cifras reflejan una realidad preocupante en el contexto
local, ya que una proporcion considerable de pacientes no estaria respondiendo
adecuadamente al tratamiento convencional, lo que compromete los esfuerzos de control y
erradicacion de la enfermedad en la region.

El 29,6% de los pacientes evaluados fueron resistentes a la isoniazida, mientras que el 25,9%
mostrd resistencia a la rifampicina. Un meta-analisis reciente de Rostamian et al. (31) sefala
que la resistencia promedio mundial es de 17,2% para isoniazida y de apenas 7,3% para
rifampicina. Esta diferencia sugiere que en el canton Santa Rosa podria estar desarrollandose
un patron epidemiologico mas agresivo, posiblemente influenciado por factores como la
automedicacion, el abandono del tratamiento, diagndsticos tardios o la circulacion de cepas
con mutaciones especificas.

Si bien la mayoria de los pacientes aun presenta sensibilidad a los firmacos 64,8% para
rifampicina y 61,1% para isoniazida es preocupante que la eficacia de ambos medicamentos
esté por debajo del 70%, cuando se espera que un esquema de primera linea mantenga niveles
de sensibilidad superiores al 90%. Comparando con datos nacionales, un estudio de
Mahmood et al. (32) reportd que, en Ecuador, de los aproximadamente 8.500 casos de
tuberculosis registrados en 2021, solo el 4,4% correspondian a MDR-TB confirmada. Si bien
esta cifra es baja a nivel nacional, los porcentajes de resistencia individual que se observan
en Santa Rosa casi duplican o triplican ese valor, lo que refuerza la hipotesis de que podrian
existir focos locales con mayor presion bacteriana y menor eficacia terapéutica.

Ademas, un estudio regional sobre linajes genéticos de Mycobacterium tuberculosis en
Ecuador identifico la presencia del sublinaje LAM RD Rio, asociado con mayor prevalencia
de multirresistencia. En dicho subgrupo, el 29,4% de los casos eran MDR-TB (33) Este
porcentaje coincide casi exactamente con el nivel de resistencia a la isoniazida en nuestro
estudio (29,6%), lo cual, aunque no es concluyente, sugiere una posible relacion genética con
los patrones de resistencia observados en la muestra de Santa Rosa.

Por otra parte, estudios moleculares recientes en América Latina, como el realizado en
Panama4, han identificado mutaciones frecuentes como la S531L en el gen rpoB (resistencia
a rifampicina) y S315T/C-15T en los genes katG e inhA (resistencia a isoniazida) (34).
Aunque en este trabajo no se analizaron las mutaciones genéticas especificas de las cepas, es
razonable suponer que las resistencias observadas podrian estar relacionadas con las mismas
alteraciones moleculares descritas en la region.

Es importante destacar que el grupo poblacional mas afectado por la tuberculosis en el
presente estudio fue el de los adultos, con un 81,5% de los casos, y que el 63% fueron
hombres. Estos datos coinciden con el perfil epidemioldgico general de la enfermedad, ya
que los adultos jovenes y varones son mas propensos a adquirir y propagar la tuberculosis
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debido a factores como la actividad laboral, condiciones de hacinamiento, comorbilidades y
estilos de vida (29). Este perfil refuerza la necesidad de implementar intervenciones
focalizadas segun el grupo de riesgo.

En cuanto a la distribucion geografica, el 29,6% de los casos provino del cantéon Santa Rosa,
lo cual demuestra una clara concentracion territorial de la enfermedad. Esta alta incidencia
local, combinada con la presencia de resistencias significativas, posiciona a Santa Rosa como
una zona prioritaria para programas de intervencion en tuberculosis. El fortalecimiento de las
capacidades diagnosticas, la implementacion de pruebas rapidas de resistencia, y la mejora
de la adherencia al tratamiento deben ser acciones estratégicas inmediatas en esta
jurisdiccion.

En conclusion, los hallazgos de este estudio confirman que, aunque la mayoria de los
pacientes atn responde a los tratamientos de primera linea, existe una proporcion alarmante
con resistencia a rifampicina e isoniazida. A pesar de que no fue posible confirmar
multirresistencia, los datos sugieren que su presencia no puede descartarse. Este escenario
exige reforzar el control de la tuberculosis en el canton Santa Rosa mediante vigilancia activa,
seguimiento individualizado de los casos, y estudios futuros que incluyan pruebas
moleculares para identificar mutaciones especificas y patrones de resistencia en tiempo real.
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CONCLUSION

El presente estudio permitid evidenciar que la resistencia a los medicamentos
antituberculosos de primera linea continta siendo un desafio persistente en el manejo de la
tuberculosis pulmonar en el cantdon Santa Rosa. Aunque aun se observo respuesta favorable
a los tratamientos convencionales en una proporcion importante de pacientes, la presencia de
cepas que no responden a los esquemas terapéuticos iniciales evidencia la fragilidad del
sistema sanitario local frente a la propagacion de variantes farmacorresistentes.

Por otro lado, los datos muestran patrones de resistencia que podrian estar asociados al uso
irregular de medicamentos, la interrupcion de los tratamientos y la falta de control en el
cumplimiento de los regimenes terapéuticos. Esta situacion, frecuente en contextos con
barreras estructurales y educativas, hace necesario reorientar las estrategias de intervencion,
no solo desde el punto de vista clinico, sino también desde una dimension comunitaria e
intersectorial. La prevencion de la resistencia requiere intervenciones integrales que
combinen educacidon sanitaria, acompafiamiento social y acceso equitativo a servicios
diagnosticos avanzados, como las pruebas moleculares.

La ausencia de un analisis cruzado por paciente limita la capacidad de determinar con
precision el impacto real de la resistencia combinada a multiples farmacos. No obstante, el
riesgo potencial esta presente y debe ser abordado de forma proactiva. En este sentido, se
recomienda incorporar estudios genotipicos en futuras investigaciones y disefar politicas
locales orientadas a la contencion de la resistencia, garantizando una respuesta clinica
adecuada y sostenible frente a una enfermedad que, a pesar de ser prevenible y tratable,
continua representando un desafio significativo para la salud publica.
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ANEXOS.

Anexo 1. Solicitud para pruebas de diagnostico y control de tuberculosis
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34 Masculino Adulto Pifias Sensible Sensible
35 Masculino Adulto Pifias Sensible Sensible
36 Masculino Adulto Pinas  Resistente Sensible
37 Masculino Adulto San Vicente, Resistente Sensible
38 Masculino Adulto San Vicente  Resistente Sensible
39 Masculino Adulto Santa Rosa  Resistente Sensible
40 Masculino Adulto Santa Rosa  Resistente Sensible
41 Masculino Adulto Santa Rosa  Resistente Sensible
42 Masculino Adulto Santa Rosa  Resistente Sensible
43 Masculino Adulto Santa Rosa  Resistente Sensible
44 Masculino Adulto Santa Rosa  Resistente Sensible
45 Masculino Adulto mayor Santa Rosa  Resistente Sensible
46 Masculino Adulto mayor Santa Rosa  Resistente Sensible
47 Masculino Adulto mayor Santa Rosa  Resistente Sensible
48 Masculino Adulto mayor Santa Rosa  Resistente Sensible
49 Masculino Adulto mayor Santa Rosa  Resistente Sensible
50 Masculino Adulto mayor Santa Rosa MN/A m
51 Masculino Adulto mayor Santa Rosa N/A N/A
52 Masculino Adulto mayor Santa Rosa N/A N/A
53 Masculino Adulto mayor Santa Rosa N/A N/A
54 Masculino Adulto mayor Santa Rosa MN/A N/A
55
56
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