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RESUMEN

En reiteradas ocasiones se ha establecido la necesidad de contar con un método rapido, sensible, especifico y de
bajo costo que permita realizar un diagndstico oportuno de la Tuberculosis y la deteccion temprana de cepas de
Mycobacterium tuberculosis multidrogaresistentes. Respondiendo a esta necesidad se ha disefiado un método
capaz de distinguir entre pacientes con Tuberculosis y pacientes control sanos,ademas de facilitar la deteccion de
cepas resistentes a los farmacos isoniacida y rifampicina de manera mas rapida y efectiva en comparacion con las
pruebas consideradas como Gold Standard.

En esta revision analizaremos el método de Susceptibilidad a Farmacos mediante Observacién Microscopica
(MODS).

ABSTRACT

Has been repeatedly highlighted the need for a rapid, sensitive, specific and low-cost method that allows early
diagnosis of Tuberculosis and multidrug-resistance strains. Responding to this need, a method has been designed,
wich is able to distinguish between patients with Tuberculosis and healthy control patients, also facilitate the de-
tection of drug-resistance strains to the drugs isoniazid and rifampin for faster and more effective way compared
to the tests considered as Gold Standard.

In this review we discuss the method Microscopic-Observation Drug Susceptibility (MODS).

INTRODUCCION la transmision®. El cultivo convencional en medio de
La tuberculosis es una enfermedad infecto-con-

tagiosa que se extiende a través del aire; si no

Léwenstein-Jensen sigue utilizindose para el diag-
ndstico; sin embargo, éste puede tomar varias sema-
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se trata, una persona que presente TB activa infecta ~ 1as antes de tener un resultado concluyente®*.

alrededor de 10 a 15 individuos cada afno. Mdas de 2
billones de personas, cifra equivalente a un tercio de

Este método fue desarrollado en la Universidad
Peruana Cayetano Heredia por Luz Caviedes y Ro-

-y . (- rt Gilman mientras trabajaban en indi T
la poblacién mundial, estd infectada con el Mycobac- bert G_, an e t as trabajaban e ) dicado es de
. ) . reduccion colorimétrica. Cuando Caviedes examina-
terium tuberculosis; 1 de cada 10 personas infectadas )
., , 1 ba cultivos en una placa de 24 pozos, empleando un
sufrird la enfermedad activa en su vidal. Actualmente . . ] .
) ) microscopio 6ptico de luz invertida, pudo claramen-
se estima que 1,3 millones de personas mueren a cau- . . . . .
- ; ) te identificar colonias de M. tuberculosis en el medio
sa de TB cada afio y que existen aproximadamente

0.5 mll 1 do MDRTB en do? liquido mucho tiempo antes de que el crecimiento
,S millones de casos de -TB en el mundo®

afectara las propiedades colorimétricas del mismo,

Esta enfermedad agobia desproporcionalmente a
los paises de bajos recursos econdémicos y constitu-
ye uno de los problemas de salud publica mds serios
en Bolivia, donde la falta de un diagndstico tempra-
no, incapacidad de determinar la susceptibilidad a
drogas y el creciente niimero de casos de personas
infectadas con el VIH*, crean un efecto sinérgico
con la pobreza. Las actuales estrategias de control
pierden importantes oportunidades para interrumpir

Gilman reconocié de inmediato la potencial utilidad
de este hallazgo para el desarrollo de un ensayo diag-
ndstico’.

Microscopic-Observation Drug Susceptibility Assay o
MODS, nombre que deriva de sus siglas en inglés, las
cuales significan Ensayo de Susceptibilidad a Farma-
cos mediante Observacién Microscdpica. Se basa en
un cultivo en medio liquido que detecta M. tuberculo-
sis y evalua la susceptibilidad frente a los antimicro-
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Figura 1: Porcentaje acumulativo para la positivizacion del cultivo5°.

bacterianos de primera linea isoniacida y rifampicina
directamente desde muestras de esputo®. Su empleo
se sustenta en tres principios importantes: (1) M. tu-
berculosis crece més rdpido en medio liquido que en
medio sélido; (2) la posibilidad de la visualizacién de
los cultivos (microcolonias) en forma de cordén en
medio liquido bajo un microscopio invertido en una
etapa temprana. Empleando un microscopio optico
de luz invertida y una placa de 24 pozos conteniendo
muestras de esputo decontaminadas y resuspendidas
en caldo Middlebrook 7H9 suplementado se puede
examinar y detectar las microcolonias en un prome-
dio de 7 dias, y este es mucho mds rapido que la de-
teccion del crecimiento macroscdpico de las colonias
en medio sélido; y (3) que la incorporacién de las
drogas isoniacida y rifampicina permite una rdpida y
directa deteccién de sensibilidad en forma concomi-
tante son la observacion del crecimiento bacteriano’.

Esta prueba estd dirigida especificamente hacia el
mundo en desarrollo, a fin de brindar alta especifici-
dad y sensibilidad a un precio menor de 2 $, con una
metodologia de relativa simplicidad, recientemente
revisada en la cual se han desechado todas las redun-
dancias de la metodologia original .

De modo que, el MODS constituye una técnica
simple, que aunada a la alta sensibilidad del medio
liquido frente al medio sélido para la deteccién de
TB, la especificad del crecimiento caracteristico del
M. tuberculosis, la evaluacion de la susceptibilidad
frente a drogas en un corto tiempo y el bajo costo de
los reactivos, representan las mayores ventajas de este
método frente a otras pruebas basadas en el cultivo
que se utilizan actualmente para el diagnéstico de la
TB.

Son puntos clave los siguientes: la sensibilidad
(98%) supera significativamente a la del cultivo en
medio Lowenstein-Jensen(84%) y al cultivo automa-
tizado MBBacT (BacTAlert) (89%); resalta la rapi-
dez de la deteccién (a partir del 7° dia) comparada
con Lowenstein-Jensen (26 dias) y el MBBacT (13
dfas) (figura 1); a esto se afiade que, el estudio de la
susceptibilidad a fdrmacos se prolonga por varias se-
manas para los métodos mencionados, excepto para
el MODS?’. Es asi como se reporta en un estudio rea-
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Figura 2: Placas de 24 pozos para el estudio de MODS*"

lizado en Lima, Peru, desde Abril de 2003 hasta Julio
de 2004, que incluy6 3760 muestras de esputo, de las
cuales 401 (10,7%) fueron positivas para M. tuber-
culosis*’.

Los cultivos positivos son detectados hasta el dia 21y
miés del 98% de estos se observan durante las prime-
ras 2 semanas. Se ha revelado una concordancia del

99% en relacidn a los métodos considerados como el
Gold Standard’.

SOLUCIONES STOCK

Son soluciones requeridas para el empleo de MODS:

Medio liquido Middlebrook 7H9 con casitona y
glicerol

Middlebrook y colegas desarrollaron la férmula base
del caldo 7H9 durante el mismo periodo en que dise-
fiaron la base agar 7H10; ambos tipos de medios favo-
recen el crecimiento de las especies micobacterianas
cuando son suplementadas con distintos nutrientes
para su utilizacién en estudios de laboratorio''%.

El caldo Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson®),
en férmula aproximada por litro de agua purificada,
contiene: fosfato monopotasico 2 g, fosfato disédico
1,5 g, glutamato monosédico 0,5 g, citrato sédico 0,1
g, sulfato de amonio 0,5 g, piridoxina 0,001 g, citrato
férrico de amonio 0,04 g, sulfato magnésico 0,05 g,
sulfato de zinc 0,001 g, sulfato de cobre 0,001 g, bio-
tina 0,5 g, cloruro de calcio 0,5 g.

OADC
Suplemento de enriquecimiento del medio compues-
to por dcido oleico, albumina, dextrosa y catalasa: la

preparacién comercial viene lista para su uso®*.

PANTA

Suplemento antimicrobiano usado para minimizar la
contaminacién de los cultivos de MODS que puede
ser causada por la flora oral de microorganismos no
eliminados durante el proceso de decontaminacién.
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Figura 3: Aspecto de las microcolonias de M. tuberculosis en pozos de cultivo
en medio liquido (objetivo 20x)°

Contiene una mezcla liofilizada de agentes antimi-
crobianos: Polimixina B, Amfotericina B, Acido Na-

lidixico, Trimetoprim, Azlicilina*".

Soluciones Stock de antibiéticos

Se emplean isoniacida 20 mg disuelta en 2,5 ml de
agua destilada estéril y rifampicina 20 mg disuelta en
1,25 ml de dimetil sulféxido y 1,25 ml de agua desti-
lada estéril. Ambas soluciones se filtran y almacenan
por separado en alicuotas de 20 pl en tubos estériles
de microcentrifuga a -20°C hasta por 6 meses. Cada
una de las alicuotas de 20 yl es suficiente para el estu-
dio de 100 muestras (incluyendo sobrantes)".

Soluciones para la recontaminacion del esputo
Se emplean: hidréxido de sodio (NaOH), citrato de
sodio tribasico dihidratado, fosfato de sodio dibasi-
co anhidro (Na2HPO4), fosfato de potasio mono-
basico en cristales (KH2PO4), N-acetil-L-cisteina
(NALC), asi como hipoclorito de sodio 10% para
desinfectar el material contaminado®.

Cepas para el control positivo

Deben utilizarse cepas bien caracterizadas de M. tu-
berculosis (cepa H37Rv de M. tuberculosis ATCC
27294 para el control sensible y una cepa MDR)
como controles positivos>". Se coloca la solucién de
la cepa en una placa Petri conteniendo agar Middle-
brook 7H11 y se emplean cada vez que las muestras
clinicas se procesan para MODS utilizando solucién
estéril de Tween 80 al 10% y agua destilada estéril.
Los controles positivos evalian la calidad del medio
y la efectividad de los antibidticos. Para disminuir
el riesgo de contaminacién cruzada, estos controles
positivos son procesados y colocados en una placa
diferente, este proceso se realiza después de que las
muestras clinicas hayan sido procesadas y selladas
en bolsas plasticas tipo ziplock'®'®. Se debe ajustar la
turbidez a la escala 1 de McFarland, lo que involucra
manipulacién de concentradas suspensiones mico-

Figura 4: Crecimiento de M. tuberculosis en forma de curvas, comas o
espirales®

bacterianas y deben llevarse a cabo solo en cabinas de
bioseguridad'*°.

Silas cepas control no estén comercialmente disponi-
bles, se pueden emplear cepas locales caracterizadas
y con un patrén de susceptibilidad conocido (cepa
sensible a todas las drogas, y una cepa MDR o mono-
resistente a rifampicina e isoniacida). Si se prefiere,
una cepa MDR puede ser reemplazada por dos cepas
monoresistentes: una cepa resistente a isoniacida/
sensible a rifampicina y otra cepa resistente a rifam-
picina/sensible a isoniacida®.

METODO MODS

Para realizar MODS de manera segura se requiere
como minimo un Nivel de Bioseguridad 2 a 314.
Especificas medidas de bioseguridad son necesarias
para trabajar en MODS, estas se dividen en dos ca-
tegorias: infraestructura adecuada y buenas practicas
de laboratorio. La principal preocupacion de la prue-
ba se refiere a la bioseguridad, y destaca que su uso
seguro requerird un “laboratorio basico de tubercu-
losis™ o™,

Las placas para el estudio MODS estdn constitui-
das por 24 pozos distribuidos en 4 filas (ABCD) y 6
columnas (1-6), las filas A y B no contienen antibié-
ticos, la fila C contiene isoniacida y la fila D contiene
rifampicina. Los 4 pozos de la columna 3 se reservan
para el control negativo, contienen cepas de M. tuber-
culosis sensible a los antibioticos y la columna 6 con-
tiene cepas MDR' (figura 2).

Todas las muestras de esputo son digeridas y de-
contaminadas de otros microorganismos mediante el
método Standard N-acetil-L-cisteina-NaOH-citrato
de sodio'S. Para la preparacién final de la placa de
MODS se emplea una pipeta multicanal, se llenan
cuidadosamente 4 puntas con 100 pl del medio 7H9-
OADC mis la solucién de trabajo de antibidticos, se
anaden 100 pl a los pozos de la columna 1 y se repite
el mismo procedimiento hasta que todas las colum-
nas contengan 100 pl del medio 7H9-OADC o la so-
lucién de trabajo de antibidticos. Se dispensan 900 pl
de la suspension final de la muestra a cada uno de los

Método MODS
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4 pozos de las 6 columnas en la placa de 24 pozos, con
excepcion de la columna®.

Se dispensan 900 pl del medio 7H9-OADC-PAN-
TA sin muestra en los 4 pozos de la columna 3 de
cada placa, para realizar el control negativo'’. Cerrar
la placa, colocarla en una bolsa tipo ziplock e incubar
a37°C.

LECTURA DE LAS PLACAS

Los resultados para la mayoria de las muestras proce-
sadas por MODS son claramente positivas (muchas
colonias) o claramente negativas (no hay crecimien-
to). La dificultad se presenta cuando el crecimiento
de las colonias es minimo, o si se presenta contami-
nacion’®.

Un resultado positivo es definido como el creci-
miento de dos o mds unidades formadoras de colonia
(>2 UFC) en cada uno de los pozos sin droga (figura
3). Un resultado negativo es definido como la ausen-
cia de crecimiento de unidades formadoras de colo-
nias para el dia 21 de lectura®.

Las placas se retiran de la incubadora y se observan
en el microscopio de luz invertida con las bolsas sella-
das, las cuales no son abiertas. Se inicia examinando
los pozos sin antibidticos (A y B) con el objetivo 10X
en el dia S de incubacién. En sus inicios (dias 5-9) el
crecimiento de M. tuberculosis parece como peque-
fias curvas, comas o espirales (figura 4). La formacién
de las colonias por lo general progresa a la formacién
de cordones y luego a un crecimiento irregular mds
enmarafiado®'®. Para las lecturas subsecuentes se uti-
liza el objetivo 4X a fin de examinar todo el contenido
de cada pozo. Si crecen dos o mas unidades formado-
ras de colonias (> 2 UFC) en cada unos de los pozos
sin antibidticos, el resultado es determinado como
cultivo positivo. Si los resultados son negativos en el
dia 5, se debe continuar con la lectura diaria de los
pozos sin antibidticos (o interdiario de acuerdo con
la carga de trabajo del laboratorio) hasta que 2 UFC
sean observados en cada pozo®". Cuando se observa
un resultado positivo, se procede a realizar la lectura
hasta el dia 135, se debe continuar la lectura hasta el
dia 18 y luego el dia 21; si para ese dia el resultado
continda siendo negativo, el resultado final serd de-
terminado como cultivo negativo. Si solo se reporta
crecimiento de 1 UFC en algun pozo sin droga, o en
ambos, el resultado serd “indeterminado”.

No se deberia leer los pozos con droga si la lectura
en los pozos sin droga es negativa o indeterminada. Si
los pozos se contaminaran con bacterias u hongos, se
debe re-decontaminar y reprocesar las alicuotas que
se guardaron o pedir una nueva muestra, si la conta-
minacion estéd presente los resultados no pueden ser
interpretados®.

Los pozos que contengan antibiéticos sélo deben
examinarse cuando los pozos sin droga son positivos.
Se define la resistencia como el crecimiento bacte-
riano de >2 UFC en los pozos con drogas el mismo
dia en que ambos pozos sin drogas son positivos. En
los raros casos en que se presente el crecimiento de 1
UEC el resultado es indeterminado. Se define la sen-
sibilidad al antibidtico como la ausencia de UFC. Si
el crecimiento >2 UFC ocurre en uno solo de los po-
zos con antibidticos, ya sea el que contiene isoniacida
o el ocurre en uno solo de los pozos con antibioti-
cos, ya sea el que contiene isoniacida o el que con-
tiene rifampicina, se define la monoresistencia para
determinado farmaco. Si el crecimiento >2 UFC se

produce en ambos pozos con drogas, se define como
MDR5,10,13

Controles internos

El uso de controles internos negativos (en cada pla-
ca con las muestras) y controles positivos (que se
realizan cada dfa que se procesan las muestras) son
esenciales para garantizar los resultados validos de
MODS. Los pozos de los controles internos son lei-
dos e interpretados de la misma manera que los pozos
con muestra. Para el control negativo, se espera que
no exista crecimiento en los 4 pozos de la columna 3
(34, 3B, 3C y 3D), si alguna colonia de micobacte-
ria es observada en cualquiera de estos pozos, se ha
producido contaminacién cruzada y las placas deben
ser desechadas. Los controles positivos se realizan en
una placa aparte cada dia que se procesan las mues-
tras, 4 pozos no contienen drogas (2 corresponden
a la cepa sensible y 2 a la cepa MDR), deben tener
un crecimiento de micobacterias >2 UFC; el control
sensible no debe crecer en ninguno de los pozos que
contengan antibidticos y la cepa control resistente
debe crecer en los pozos que contienen antibidticos.
Silos controles positivos no funcionan como se espe-
ra, los resultados de susceptibilidad para la muestras
procesadas el mismo dfa no son vélidos (resultado
indeterminado), se deben descartar todas las placas
y reprocesar las muestras de las alicuotas guardadas
0 procesar nuevas muestras de esputo utilizando un
nuevo stock de antibidticos y nuevas soluciones de
trabajo.

Eliminacidn de las placas

Se deben mantener todas las placas en sus respecti-
vas bolsas ziplock, colocarlas en bolsas de autoclave y
sellar la bolsa; esterilizar en autoclave a 121 - 124°C
durante 45-60 minutos y descartar las bolsas de auto-
clave ya esterilizadas en los lugares designados para
este propdsito. Como se ha mencionado la mayor
preocupacion se relaciona con la bioseguridad; los
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medios liquidos representan un mayor riesgo en rela-
cidn ala posibilidad de sufrir derrames y suspenderse
en forma de aerosoles, de cualquier manera, la ino-
culacion de la muestra se realiza una sola vez y des-
pués se sella en una bolsa ziplock, la cual no vuelve
a abrirse'’.

CONCLUSIONES

Cabe destacar que el MODS ha sido reconocido
como un método valido para el diagnéstico de TB
por la Organizacion Mundial de la Salud'. De mane-
ra que se ha planteado una potencial herramienta en
lalucha contrala TB en el mundo y en nuestro medio,
donde ya se realizaron algunas pruebas en laborato-
rios de la Escuela Técnica de Salud Boliviano Japonés
de Cooperacién Andina de la Ciudad de Cochabam-
ba. El empleo generalizado de este método aun se en-
cuentra en proceso de validacion en nuestro medio.

Contribucion de autores: todos los autores participaron de igual

manera en la elaboracién, confeccion y revision del manuscrito.
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parrafo primera oracion (pagina 5), usted debi6 haber leido: ...se pueden extraer conclusiones dentro del rigor de los niveles de evidencia o grados de reco-

mendacion, a fin de poder aplicarlo a la practica clinica.

Comparacion del Tratamiento de Pacientes con tuberculosis (20-25 afios), Hospital Quillacollo y Hospital México, Junio 2009-2010. Revista Ciencia
médica 2010, volumen 13. Nimero 2:6-8. Bajo el titulo de resultados (pagina 7), en el tercer parrafo, primera oracion debe obviar un cierre de paréntesis

innecesario.

Método MODS

85



