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RESUMEN

La Republica de Angola es un pais ubicado en la costa occidental del sur de Africa que
se encuentra dentro de los 30 paises con mayor carga de tuberculosis y mayor carga
de tuberculosis multirresistente. Aunque no existen datos reales de prevalencia de
tuberculosis multirresistente debido a la falta de laboratorios de microbiologia
capaces de realizar cultivos de micobacterias y la ausencia de métodos rapidos de

deteccion de resistencia a Mycobacterium tuberculosis complex.

El Hospital Nossa Senhora da Paz, situado en Cubal, un municipio de unos 250.000
habitantes de la provincia de Benguela, en el sur del pais, es un centro de referencia
de tuberculosis a nivel nacional. Desde 2008 trabaja en colaboracién con el Hospital
Universitario Vall d'Hebron de Barcelona en diferentes proyectos dentro del ambito
sanitario. Uno de ellos permitié que entre abril de 2014 y julio de 2015, con el soporte
financiero de PROBITAS, se llevara a cabo un estudio epidemioldgico en el que se
realizaron cultivos de esputo y pruebas de sensibilidad por métodos fenotipicos y
genotipicos a todas las muestras basales de los pacientes con tuberculosis, asi como
una prueba rapida de reaccién en cadena de la polimerasa y de resistencia a
rifampicina (GeneXpert MTB/RIF) a todos los pacientes previamente tratados y a
aquellos casos nuevos en los que la baciloscopia fue positiva tras dos meses de

tratamiento.

En el periodo de estudio se incluyeron un total de 422 pacientes, 311 (74%) fueron
casos nuevos y los restantes 111 (26%) eran pacientes previamente tratados.
Basandonos en el antibiograma fenotipico registramos un 8,0% de multirresistentes
en casos nuevos y un 71,1% en pacientes previamente tratados. Estos datos revelan
cifras de multirresistencia alarmantes, mas de cuatro veces la prevalencia de
tuberculosis multirresistente estimada por la Organizacion Mundial de la Salud.
Paralelamente, también se evalud el perfil de mutaciones asociadas a resistencia a
rifampicina (gen rpoB) de las cepas circulantes, ya que la utilidad de las técnicas
moleculares de deteccion de resistencia podia verse afectada por variaciones de estas
entre diferentes regiones geograficas. Encontramos un total de 87 aislados

resistentes a rifampicina. De los cuales, 74 casos (85,1%) tenian mutaciones de



resistencia asociadas a alto nivel de resistencia en la region determinante de
resistencia a rifampicina (RRDR), 9 casos (10,3%) tenian mutaciones de resistencia
asociadas a bajo nivel de resistencia en la region de resistencia a rifampicina, 2 casos
(2,3%) eran aislados heterorresistentes y 2 casos (2,3%) no tenian mutaciones en el
gen rpoB. Por lo que los métodos moleculares de deteccion de resistencia, por si solos
no hubieran sido capaces de detectar como resistentes estas dos ultimas cepas.
También hay que desatacar que entre los aislados sensibles a rifampicina se
detectaron dos aislados (0,9%) portadores de mutaciones con cambio de sentido en
la regién determinante de resistencia a rifampicina no asociadas a resistencia que
podrian haber sido identificados erréneamente como aislados resistentes por los
métodos moleculares de detecciéon de resistencia. A pesar de todo ello, estos datos
respaldan el uso generalizado de los ensayos moleculares para la deteccion rapida de

resistencia a rifampicina.

En resumen, los datos aqui expuestos confirman que la tuberculosis es un problema
de gran magnitud en Angola. No so6lo por la elevada incidencia sino por la alta
prevalencia de tuberculosis multirresistente, sobre todo en casos previamente
tratados. Esto refuerza la necesidad de la incorporaciéon en la practica asistencial
diaria de métodos de diagndstico rdpido de resistencias, la construcciéon de
laboratorios con capacidad de realizar cultivos y antibiogramas de micobacterias, la
incorporacion de infraestructuras para el aislamiento y correcto manejo/tratamiento

de los pacientes, asi como la formacién de personal sanitario.



SUMMARY

The Republic of Angola is a country located on the western coast of southern Africa
that is among the 30 countries with the highest burden of tuberculosis and the
highest burden of multidrug-resistant tuberculosis. Although there are no real data
on the prevalence of multidrug-resistant tuberculosis due to the lack of microbiology
laboratories capable of performing mycobacterial cultures and the absence of
molecular assays for the rapid detection of resistance to Mycobacterium tuberculosis

complex.

The Nossa Senhora da Paz Hospital, located in Cubal, a municipality of about 250,000
inhabitants in the province of Benguela, in the south of the country, is a reference
center for tuberculosis nationwide. Since 2008 he has been working in collaboration
with the Vall d'Hebron University Hospital in Barcelona on different projects within
the healthcare field. One of them allowed that between April 2014 and July 2015, with
the financial support of PROBITAS, an epidemiological study will be carried out in
which sputum cultures and susceptibility testing were performed by phenotypic and
genotypic methods on all baseline samples of tuberculosis patients, as well as, a rapid
polymerase chain reaction test to detect rifampicin resistance-associated mutations
(GeneXpert MTB / RIF) in all previously treated patients and in new cases in which

the smear test was positive after two months of treatment.

In the study period, a total of 422 patients were included, 311 (74%) were new cases
and the remaining 111 (26%) were previously treated patients. Based on the
phenotypic antibiogram, we registered 8.0% of multidrug resistance in new cases and
71.1% in previously treated patients. These data reveal alarming multidrug-
resistance figures, more than four times the prevalence of multidrug-resistant
tuberculosis estimated by the World Health Organization. At the same time, the
profile of mutations associated with rifampicin resistance (rpoB gene) of the
circulating strains was also evaluated, since the usefulness of molecular resistance
detection techniques could be affected by variations in the distribution of mutations
between different geographic regions. We found a total of 87 rifampicin-resistant

isolates. Of which, 74 cases (85.1%) had mutations in the rifampicin resistance



determining region associated with high level resistance, 9 cases (10.3%) had
mutations in the rifampicin resistance determining region associated with low level
resistance, 2 cases (2.3%) were heteroresistant isolates and 2 cases (2.3%) did not
have mutations in the rpoB gene. Therefore, molecular assays for detection
resistance, by themselves, would not have been able to detect these last two strains as
resistant. It should also be noted that among the rifampicin-sensitive isolates, two
isolates (0.9%) had missense mutations in the rifampicin resistance determining
region not associated with resistance that could have been erroneously identified as
resistant isolates by molecular assays for detection resistance. Despite this, these data
support the widespread use of molecular assays for the rapid detection of rifampicin

resistance.

In summary, the data presented here confirm that tuberculosis is a major problem in
Angola. Not only associated with higher tuberculosis incidence but also with higher
prevalence of multidrug-resistant tuberculosis, especially in previously treated cases.
This reinforces the need for the incorporation into daily healthcare practice of
methods for rapid diagnosis of resistance, the construction of laboratories with the
capacity to carry out cultures and antibiograms of micobacterias, the incorporation of
infrastructures for the isolation and correct management/treatment of patients, as

well as the training of health personnel.
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1. INTRODUCCION

La antigiiedad del bacilo de la tuberculosis (TB) se ha estimado en mas de 70 mil
afos.! Por lo tanto, es probable que la TB sea una de las enfermedades infecciosa mas
antiguas de la humanidad (existen evidencias del padecimiento de esta enfermedad
desde 3,700 a.C.). Sin embargo, ain constituye un importante problema de salud

publica y desafortunadamente parece distar mucho de poder ser erradicada.?

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2019, 10 millones de
personas enfermaron de TB y 1,4 millones murieron. Desde el punto de vista
geografico, la mayoria de los casos de TB se registraron en las Regiones de la OMS de
Asia Sudoriental (44%), Africa (25%) y el Pacifico Occidental (18%), con porcentajes
menores en el Mediterraneo Oriental (8,2%), las Américas (2,9%) y Europa (2,5%).
Aunque proporcionalmente a la poblacién, la regién de Africa es la que soporta la

mayor carga de enfermedad, véase figura 1.2

La resistencia a los farmacos antituberculosos constituye un problema anadido que
amenaza el éxito de la lucha contra la TB en todo el mundo. En 2019, se estima que
hubo medio millén de personas afectadas por una TB multirresistente (MDR). Los
tres paises con una mayor proporcion de carga mundial de TB MDR fueron la India
(27%), China (14%) y la Federacién Rusia (8%). En el ambito mundial, se estima que
el 3,4% de los casos nuevos de TB y el 18% de los casos previamente tratados eran
personas afectadas por una TB MDR. Las tasas mas altas (>50% en casos tratados

previamente) se dan en paises de la antigua Unién Soviética, véase figura 2 y 3.2

Sin embargo, con el diagnoéstico y tratamiento oportuno la mayoria de las personas
enfermas de TB pueden curarse y la transmision de la infeccion puede frenarse.
Ademas, el nimero de casos anuales de TB (y por ende el nimero de muertes debidas
a la enfermedad) también puede aminorase reduciendo la prevalencia de los factores
de riesgo de la TB (por ejemplo, el tabaquismo, la diabetes y la infeccion por el virus
de la inmunodeficiencia humana [VIH]), ofreciendo tratamiento preventivo a las
personas con infecciéon latente y adoptando medidas multisectoriales sobre los
determinantes generales de la infeccion y la enfermedad (por ejemplo, la pobreza, la

calidad de la vivienda y la desnutricién).?
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Figura 2. Porcentaje de pacientes con tuberculosis multirresistente entre los pacientes
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Figura 3. Porcentaje de pacientes con tuberculosis multirresistente entre los pacientes

previamente tratados.
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Fuente: WHO. Global Tuberculosis Report 20202

1.1 Etiologia de la tuberculosis

El 24 de marzo de 1882 el médico y microbidlogo aleman Robert Heinrich Herman
Koch (1843-1910) anuncié el descubrimiento del agente etioldgico de la TB.* Sin
embargo, Mycobacterium tuberculosis (MTB) (sensu estricto) no es la inica causa de
TB en humanos. Todas las especies capaces de producir TB en humanos y/o animales
se agrupan dentro del complejo M. tuberculosis (MTBC). Este complejo esta
compuesto por M. tuberculosis (sensu estricto), Mycobacterium canetti (subespecie de
M. tuberculosis), Mycobacterium africanum (subtipo I o II), Mycobacterium bovis, M.
bovis Calmette-Guérin (BCG), Mycobacterium caprae, Mycobacterium microti,
Mycobacterium orygis y Mycobacterium pinnipedi.*> Los miembros de este grupo son
micobacterias altamente relacionadas, que exhiben una gran homogeneidad en la
secuencia de nucleétidos, a pesar de sus variaciones en cuanto a poder patégeno,

distribuciéon geografica, epidemiologia, hospedador preferente, y algunas

11
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caracteristicas fisioldgicas, tales como la morfologia de la colonia o el patron de

resistencia a farmacos.6

MTB (sensu estricto) es la principal causa de TB en humanos e infecta a mas de un
cuarto de la poblaciéon mundial (su Unico reservorio).2 Sin embargo, hay que tener en
cuenta que en algunas regiones de Africa la principal causa de TB en humanos puede
ser M. africanum (M. africanum subtipo | es mas frecuente en la zona oeste del
continente africano y M. africanum subtipo II es mas frecuente en la zona este). M.
bovis causa TB en el ganado, los humanos y otros primates, asi como, en animales
como perros, gatos, cerdos o papagayos. M. caprae, M. microti, M. orygis, y M.
pinnippedi infectan al ganado caprino, pequefios roedores, bovidos y pinnipedos,
respectivamente, todas ellos son causantes de casos de zoonosis, aunque en menor
medida que M. bovis.*5 Por otro lado, M. bovis-BCG es una variante atenuada obtenida
en el laboratorio a partir de una cepa de M. bovis que por sucesivos pases de cultivo
perdi6 su poder patégeno, pero mantuvo su capacidad antigénica; motivo por el cual
actualmente se utiliza como vacuna para la prevencién de la TB, como vehiculo
recombinante para otras vacunas y como tratamiento inmundgeno que puede causar

enfermedad en inmunodeprimidos al tratarse de una cepa viva.*>

La taxonomia molecular ubica estas especies dentro del orden Actinomycetales, €l
suborden Corynebacterineae y la familia Mycobacteriaceae. Todos ellos son bacilos
inmdviles aerobios o microaerofilos ligeramente curvados o rectos (0,2-0,6 x 1,0-10
um) que suelen presentarse sueltos, pero a veces aparecen ramificados formando
filamentos y micelios que se fragmentan con facilidad en formas bacilares y cocoides.
Sin embargo, no producen conidios ni hifas areas visibles. Otra caracteristica
diferencial es el alto porcentaje de guanina mas citosina (G+C=57-73%) del genoma
de las micobacterias, asi como, la presencia de una pared celular muy compleja, con
abundancia de lipidos (algo excepcional entre las bacterias grampositivas). Esta capa
cerosa confiere muchas de las caracteristicas propias del género: acido-alcohol
resistencia, hidrofobicidad, resistencia a varios antibioticos, ademdas de distintas

propiedades inmunolégicas.”
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1.2 Historia natural e inmunopatologia de la tuberculosis

En la mayoria de los casos la TB humana es el resultado de la inhalacion de gotas de
Pfliigge (micro gotas, principalmente de saliva y moco, que se expulsan por la boca y
la nariz al hablar, estornudar, toser o espirar) que albergan el bacilo. Estas particulas
miden menos de 5 pm, y en el exterior, pierden una parte de su contenido acuoso por
evaporacidn, dejando un nucleo con unos pocos bacilos que puede permanecer en
suspension por un periodo prolongado en el ambiente. Las particulas de gran tamafio
(>10 pm) quedan facilmente retenidas en la barrera mucosa de las vias respiratorias
superiores y son eliminadas por el sistema defensivo mucociliar, sin embargo, las de
pequefio tamafio (entre 1 y 5 um), como las gotas de Pfliigge, tienen la capacidad de
llegar hasta los alveolos. Si esto sucede los bacilos seran fagocitados por los

macrofagos alveolares.®

Dado que MTB es un agente patégeno intracelular, el bacilo consigue evitar su
destruccion, impidiendo la unioén del fagosoma y el lisosoma, y multiplicAndose en el
interior del macréfago hasta posteriormente destruirlo. Al igual que ocurre con otros
patégenos intracelulares, el macrofago infectado secreta citocinas (entre ellas, el
factor de necrosis tumoral [TNF]) y quimiocinas que desencadenan un proceso
inflamatorio local, y con ello una respuesta inespecifica de defensa que se caracteriza
por el acumulo inicial de neutréfilos y posteriormente de nuevos macrofagos en el
foco de infeccion. Esta respuesta innata fracasa en la contencién del bacilo, de manera
que consigue diseminarse. Este crecimiento bacilar es detenido con la generacion de
una respuesta inmunitaria basada en linfocitos T de tipo CD4 mayoritariamente, pero
también de linfocitos CD8 y linfocitos B. La respuesta inmunoldgica protectora contra
la TB estd dominada por la inmunidad celular, con muy poca participaciéon de los
anticuerpos. Los linfocitos Th1 tienen un particular interés, ya que migran hacia el
foco de infeccion y liberan citocinas activadoras de macrofagos, tales como el
interferon gamma (INF-y) y el TNF-a. Igualmente, son los responsables de la
hipersensibilidad retardada, al desplazarse y proliferar ante la presencia de pequefias
concentraciones de proteinas de la pared celular de MTB permitiendo focalizar

macrdéfagos y linfocitos especificos alrededor del bacilo, evitando su crecimiento y su
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diseminacién. La activacién de los macrofagos mediante INF-y desencadena una
acidificacién y un incremento de los radicales de oxigeno y de nitrégeno en el interior
del fagosoma que permite destruir un alto porcentaje de poblaciéon bacilar. No
obstante, el porcentaje restante es capaz de adaptar su metabolismo para responder a
esta situacidn de estrés y consigue sobrevivir en estado de latencia. En el 90% de los
casos la pequena poblacion bacilar del granuloma crénico acaba por ser destruida
previa fibrosis y reabsorcién del granuloma en un proceso de afios de evoluciéon. En
un 5% puede originar una enfermedad primaria, en el caso de que el crecimiento
bacilar no sea contenido inicialmente, ocasionando cuadros patoldgicos de diferente
gravedad. El 5% restante de los infectados pueden desarrollar una enfermedad
postprimaria durante toda la vida, a partir de la reactivacién de focos infecciosos

localizados.6

1.3 Clinica de la tuberculosis

Las manifestaciones clinicas son inespecificas y muy variables. Habitualmente se
distinguen manifestaciones de caracter general y otras referidas al rgano o sistema
afecto. Las manifestaciones generales clasicas consisten en un cuadro inespecifico
subagudo o crénico caracterizado por adelgazamiento, astenia, anorexia, febricula de
predominio vespertino y sudoraciéon nocturna. En ocasiones (10-20%), la TB es
asintomatica y se descubre de forma casual o mediante el estudio de contactos de un
enfermo tuberculoso. Los datos de laboratorio son asimismo inespecificos; puede

observarse leucocitosis y leucopenia, y a veces anemia.t

Aunque la TB puede afectar cualquier 6rgano, la mayoria de las infecciones en
pacientes inmunocompetentes estan restringidas a los pulmones (85-90%).6 La edad
de presentacion depende de la situacién epidemioldgica; en paises con alta
prevalencia afecta a personas jovenes (edad media inferior a 30 afos), mientras que
en los de baja prevalencia afecta a personas mayores.® Varios factores aumentan el
riesgo de contraer la TB. Enfermedades concomitantes como la infeccion por el VIH, la
diabetes mellitus, el tabaquismo, el consumo de alcohol y drogas y los trastornos de

salud mental aumentan significativamente el riesgo de padecer TB. Otras afecciones
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que alteran los mecanismos de defensa del sistema inmunitario como la desnutricion,
el cadncer y los tratamientos con inmunomoduladores también aumentan el riesgo de

presentar TB.8

1.4 Bases bacterioldgicas para el tratamiento de la tuberculosis

Las micobacterias presentan resistencia natural a numerosos antibacterianos, por el
hecho de poseer una pared compleja, muy hidr6foba, con una permeabilidad reducida
para un gran numero de compuestos.’ También se han descrito enzimas modificantes,
como betalactamasas, o sistemas de eflujo que contribuyen a esta resistencia
natural.1011 Por todo ello, el tratamiento de la TB se lleva a cabo mediante fairmacos

especificos, también llamados fArmacos antituberculosos.

La estreptomicina (STM) fue el primer farmaco antituberculoso eficaz que se utilizé
en el tratamiento de la TB, introducida en 1946.12 Sin embargo, poco tiempo después
se observé que los pacientes experimentaban una mejoria inicial con una rapida
recaida como consecuencia del desarrollo de resistencias al fairmaco.!3 La resistencia
adquirida a farmacos en MTBC se debe a mutaciones espontaneas en los genes que
regulan las dianas de los farmacos antituberculosos. Estas mutaciones son
cromosomicas e irreversibles. Se estima que una poblaciéon de en torno a 10°
bacterias/ml puede generar una bacteria mutante frente a un farmaco. Por ello, si se
administra un tnico farmaco es seguro que se desarrollara resistencia, debido a que
la poblacién de bacterias en las lesiones supera este nimero y, por tanto, una vez el
farmaco hayo eliminado las bacterias sensibles, la bacteria mutante regenerara de
nuevo la poblacién. Si se administran dos farmacos de forma simultanea, sera
necesario que haya una poblacion bacteriana de 1019 a 1012 bacterias/ml para
generar una mutante a ambos farmacos. Esta es una poblaciéon elevada poco frecuente
de alcanzar en las lesiones. Con la administracién conjunta de tres farmacos se eleva
hasta 101> a 1018 bacterias/ml el nimero de bacterias necesario para generar una
bacteria mutante a los tres farmacos, una poblacién imposible de alcanzar. Por tanto,
administrar tres fArmacos eficaces es el objetivo. No obstante, las pautas terapéuticas
con cuatro farmacos se justifican por la posibilidad de contagiarse con una cepa

resistente a alguno de ellos.l* En resumen, se requiere la asociaciéon de varios
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farmacos para evitar el desarrollo de resistencias. Otro factor importante a tener en
cuenta es la necesidad de una quimioterapia prolongada para que los farmacos

puedan actuar sobre todas las poblaciones bacilares y evitar las recaidas, ver figura 4.

Figura 4. Disminucién de bacterias viables en una muestra de esputo de un paciente con

enfermedad tuberculosa en tratamiento.

e Actively replicating bacilli

e== Nonreplicating bacilli

Bacteria in Sputum (log,, CFU/ml)

Time Course during Treatment

El nimero de bacterias disminuye rapidamente durante la fase inicial del tratamiento (curva
azul), esta tasa de disminucién es menos rapido en la fase posterior (curva roja). El patrén
bifasico que se observa (curva negra discontinua) sugiere la presencia de varias poblaciones
bacterianas con diferente sensibilidad a los farmacos antituberculosos. Abreviaturas: CFU =
unidades formadoras de colonia, por sus siglas en inglés.

Fuente: Horsburgh CR et al. Treatment of Tuberculosis.1>

En el foco de infeccién existen poblaciones bacilares con diferentes caracteristicas
metabolicas: los bacilos presentes en las cavidades pulmonares se multiplican de
forma activa en un ambiente aerobio (bacilos metabdlicamente activos); los bacilos
del interior de los macréfagos se multiplican en un ambiente microaerofilo que
induce la latencia (bacilos en fase de inhibicién acida), y los que se encuentran en el
interior del caseum tienen un crecimiento intermitente (bacilos en fase de
multiplicacion esporadica).1® Por otro lado, también hay que tener en cuenta la
biodisponibilidad de los farmacos. Los bacilos pueden multiplicarse en los tejidos,

donde la penetracion de los antibiéticos es facil o bien encontrarse en cavidades
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pulmonares, pus o material caseoso, donde la penetraciéon de los antibioticos resulta
mas dificil.16 Esto hace que los fArmacos presenten un perfil de actividad diferenciado
frente a cada una de estas localizaciones y poblaciones, y es necesario asegurarse de

que el tratamiento prescrito sea activo frente a todas ellas,1¢ véase figura 5.

Figura 5. Caracteristicas de los farmacos con actividad frente a Mycobacterium tuberculosis.

Actividad y toxicidad de los firmacos anti-TH

L. Prevencidn de Actividad Actividad .
Actividad . . .. . Toxicidad
resistencias bactericida esterilizanie
Alia . o o . o Eiham butol Baja
Rilampicina lsoniacida Rifampicina e '
S - .. N . Rifampicina
Isoniacida Rilampicina Pirazinamida leomiacid
) ) . . soniacida
Eihambutol Mix f Lix Mix / Lix . .
o M f Lfx
Inyectables
Mix / Lix Inyectables Linezolid
Ethionamida Lanerolid Clolazimina Inyectables
Maoderada . . . gy Y ) . Maoderada
Cicloserina Bedaquilina? Bedagquilinal Pirazinamida
PAS Delamanid? Drelamanid?
Linesolid?
Pirazi . Ethienamida Rest
haja AT Pirazinarmida e Alea

La prevencion de resistencias, la actividad bactericida y la actividad esterilizante se exponen de
mayor a menor (actividad alta, moderada y baja) en la tabla, mientras que la toxicidad se expone
al revés en la flecha del lado derecho (baja, moderada, alta), para poder poner en la parte superior
los mejores farmacos disponibles segtin todas estas caracteristicas.

Fuente: Caminero JA et al. Diagnéstico y tratamiento de la tuberculosis con resistencia a farmacos.?

1.5 Diagnéstico microbiolégico de la tuberculosis
1.5.1 Microscopia de frotis de esputo o baciloscopia

En el momento actual, la técnica mas rapida, sencilla y accesible para realizar el
diagndstico rapido de la TB es la tincién acido-alcohol resistente. Permite la deteccion
en muestras clinicas de todos los miembros del género Mycobacterium, pero para que
sean detectables deben existir entre 5.000-10.000 bacilos/ml en la muestra. En

paises con alta carga de TB, la deteccién de bacilos acido-alcohol resistentes en
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muestras clinicas suele ser sinénimo de TB, sobre todo en muestras respiratorias. Las
técnicas de tincion mas empleadas son las tinciones de Ziehl-Neelsen y la fluorescente
de Auramina-Rodamina. Se ha demostrado que la especificidad de ambas es similar, si
bien la tincion fluorescente posee la ventaja de ser examinada con un menor nimero
de aumentos, lo que redunda en un menor tiempo de evaluaciéon de cada extension. Se
recomienda ademas la realizacion de un recuento del nimero de bacilos presente en

la muestra para valorar el seguimiento del tratamiento.18

La identificacion de casos baciliferos es de especial importancia, puesto que se trata
de los pacientes mas contagiosos, y su deteccion es prioritaria en todos los programas
de lucha contra la TB como paso esencial en la rotura de la cadena de transmision de
la enfermedad. Por ello, todo paciente sospechoso de TB debe ser estudiado mediante
tincion.’® Ademas de su papel fundamental en el diagndstico, la microscopia también
es esencial para realizar un seguimiento de la eficacia del tratamiento. En este
sentido, deben obtenerse muestras para baciloscopia coincidiendo con las visitas de
seguimiento. El numero de bacterias presentes en la tinciéon disminuird si el
tratamiento es eficaz, aunque la conversidn de la tincién puede tardar en funcién de

la carga bacilar inicial de las lesiones.18

1.5.2 Cultivo microbioloégico

Se debe realizar el cultivo para micobacterias en todo paciente con sospecha de TB. El
cultivo, considerado la prueba de referencia, posee mucha mayor sensibilidad que la
tincion, siendo capaz de detectar entre 10-100 bacterias/ml de muestra. Ademas,
permite aislar la micobacteria presente en la muestra, y hace posible su identificacién
de especie y el estudio de sensibilidad a los antibidticos. El principal inconveniente
del cultivo es la lentitud en la obtencién de resultados positivos, hecho que esta
determinado por las caracteristicas metabdlicas del patégeno. MTB, asi como el resto
de especies del complejo, son micobacterias de crecimiento lento, lo que implica que
son necesarias de dos a seis semanas para dar lugar a crecimiento visible
macroscopicamente en medios de cultivo sélidos. Con el objetivo de minimizar este
periodo de incubacion se han empleado diversas estrategias, y en el momento actual

la mas utilizada es el empleo de medios liquidos automatizados. Estos medios
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permiten detectar la presencia de crecimiento bacteriano entre 7-10 dias antes que

los medios so6lidos.18

1.5.3 Deteccion fenotipica de resistencias o antibiograma

El estudio de sensibilidad de MTBC se basa en la deteccién en el cultivo de un
porcentaje superior al 1% de bacterias resistentes en comparacioén con un control de
crecimiento sin antibidtico. La existencia de estas bacterias resistentes se debe a la
elevada tasa de mutaciones de resistencia que presentan frente a los distintos
antibioticos utilizados en el tratamiento. En el momento actual, en el mercado se
dispone de varios sistemas comerciales estandarizados, basados en los mismos
medios liquidos automatizados o semiautomatizados utilizados en el cultivo.
Permiten la realizacién del antibiograma de forma relativamente sencilla en la
mayoria de los laboratorios de micobacteriologia. No obstante, debera ser realizado
por laboratorios con experiencia que posean una carga de trabajo suficientemente
elevada, y que se sometan de forma repetida a diversos controles de calidad, tanto
internos como externos. En el momento actual se recomienda la realizacion de
antibiograma a farmacos de primera linea a todos los aislamientos de muestras
iniciales de pacientes nuevos o tratados previamente, con el objetivo de conocer la
respuesta de los aislados clinicos frente a los mismos y ajustar el tratamiento cuando
sea necesario. Cuando se detectan resistencias es importante confirmarlas, si es
preciso repitiendo el ensayo o remitiendo el aislado a un centro de referencia, asi
como descartar falsas resistencias debidas a contaminacién por otras micobacterias o
por bacterias convencionales. Ante la presencia de resistencia, sobre todo a isoniacida
(INH) y/o rifampicina (RIF), estara indicada la realizacién de antibiograma frente a
farmacos de segunda linea. Como no existe en la actualidad una estandarizacion
ampliamente aceptada, se recomienda derivar el aislado a un centro de referencia o

con suficiente experiencia en su realizacién.18

Los aislados resistentes se clasificardn en categorias en funcién de las pruebas de
sensibilidad antibidtica: monorresistencia, resistencia a solo un antituberculoso de
primera linea; polirresistencia, resistencia a mas de un antituberculoso de primera

linea distinto de la NH y la RIF; multirresistencia, resistencia a al menos la INH y la
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RIF; extremadamente resistente, aislados MDR con resistencia a fluoroquinolonas (FQ)

y por lo menos uno de los tres farmacos del grupo A,1° ver figura 6.

Figura 6. Farmacos recomendados para el tratamiento de la tuberculosis resistente a

rifampicina y la tuberculosis multirresistente.

Grupo de Farmacos Farmaco Abreviacion
Grupo A | Incluya los tres medicamentos (a Levofloxacino o moxifloxacino LFX o MFX
menos que no se puedan usar) Bedaquilina BDQ
Linezolid LZD
Grupo B | Agregue ambos medicamentos (a Clofazimina CFZ
menos que no se puedan usar) Cicloserina o terizidona CSoTRD
Grupo C | Agregar para completar el régimen | Etambutol EMB
y cuando no se puedan usar Delamanid DLM
medicamentos de los grupos Ay B | Pirazinamida PZA
Imipenem/cilastatina o IPM/CLN o
meropenem MPM
Amikacina (o estreptomicina) AMK (o STM)
Etionamida o protionamida ETO o PTO
acido para-aminosalicilico PAS

Fuente: WHO. WHO treatment guidelines for drug resistant tuberculosis 2016 update.20

1.5.4 Deteccion genotipica de resistencias

La lentitud del antibiograma (4-8 semanas desde la obtencion de la muestra) ha
estimulado el desarrollo de métodos rapidos de deteccion molecular de resistencias.
Se basan en la premisa de que el mecanismo principal de resistencia a los fairmacos
son mutaciones cromosomicas irreversibles, por lo que detectando las mutaciones se
diagnostica la resistencia. La ventaja mas importante de los métodos genéticos de
deteccidon de resistencias es la rapidez. En condiciones de rutina asistencial permite
obtener resultados en pocas horas o pocos dias. Cuando se aplica sobre cultivos
positivos, la sensibilidad es cercana al 100% para detectar las mutaciones incluidas
en el disefio de la técnica. También puede utilizarse directamente sobre muestras
clinicas. En este caso, la sensibilidad dependera de la concentraciéon de bacterias en la
muestra, siendo mayor en las muestras con microscopia positiva con alta carga
bacilar y menor en las muestras con microscopia negativa. No obstante, la realizacion

del antibiograma deberia ser obligada, ya que estas técnicas no detectan todas las
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resistencias, por lo que su principal utilidad se la confiere el proporcionar una
informacion preliminar y rapida del antibiograma, especialmente cuando se detectan

mutaciones de resistencia.l*

De entre estas técnicas moleculares es necesario resaltar la prueba Xpert MTB/RIF,
que permite la identificacion de MTBC, asi como, la deteccién de resistencia a RIF en
un plazo de 2 horas, en muchos entornos con bajos requerimientos de bioseguridad e
infraestructura. I las pruebas basadas en sondas en linea (LIPA, por sus siglas en
inglés) de las cuales existen varios ensayos comercializados que permiten la
deteccién rapida (en menos de 48 horas) de resistencias a farmacos de primera

(INNO-LiPA Rif.TB, GenoType MTBDRplus) y segunda linea (GenoType MTBDRsI).

1.6 Tratamiento de los pacientes con tuberculosis

En condiciones ideales, la eleccién de un régimen de tratamiento apropiado deberia
determinarse en funcidn del perfil de resistencia del microorganismo que afecta al
paciente. Sin embargo, en algunos paises el acceso a pruebas de sensibilidad a
farmacos es muy limitado. Por ello, el régimen terapéutico se suele establecer en

funcién del antecedente de tratamiento previo.8

1.6.1 Tratamiento de los enfermos sin antecedente de tratamiento previo

En los casos nuevos en los que se presupone sensibilidad a todos los farmacos, la
pauta terapéutica de eleccion sera la asociacién de INH, RIF, EMB y PZA durante dos
meses, seguida de una fase de continuacion de cuatro meses con INH y RIF (fase de

continuacién con INH, RIF y EMB si las tasas de resistencia primaria a INH son altas).8

1.6.2 Tratamiento de los enfermos con antecedente de tratamiento previo

Entre las personas que han recibido tratamiento en el pasado, se incluyen aquellas
que necesitan un tratamiento por una recaida, un tratamiento después de un fracaso
terapéutico o un tratamiento después de pérdida durante el seguimiento. El correcto
manejo de estos pacientes con alta sospecha de multirresistencia primaria requiere

de la realizacion de pruebas de sensibilidad a farmacos. Recomendandose, como
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minimo, la realizacién de pruebas de diagnostico rapido para la deteccién de
resistencia a RIF. Si estas pruebas no detectan mutaciones asociadas a resistencia, la
pauta terapéutica de eleccién sera la asociacion de INH, RIF, PZA y EMB durante seis
meses. Por el contrario, si se demuestra la presencia de mutaciones asociadas a

resistencia, se recomendara el uso de pautas para el tratamiento de TB-MDR.8

1.6.3 Tratamiento de la tuberculosis multirresistente

1.6.3.1 Esquemas alargados de tratamiento

Los esquemas alargados de tratamiento tienen, en general, una duracién total del
tratamiento de 18 a 20 meses. I consisten en pautas que han de incluir los tres
farmacos del grupo A y al menos un farmaco del grupo B para asegurar que el
tratamiento comience con al menos cuatro fairmacos contra la TB que probablemente
sean efectivos y que se incluyan al menos tres farmacos durante el resto del
tratamiento después de que se suspenda la administracién de la BDQ (normalmente
se interrumpe 6 meses después de iniciar su administracion). Si solo se utilizan uno o
dos farmacos del grupo A, se deben incluir los dos farmacos del grupo B. Si el
esquema no puede estar compuesto Unicamente por farmacos de los grupos Ay B, se

afiaden farmacos del grupo C para completarlo, ver figura 6.

1.6.3.2 Esquemas acortados de tratamiento

En pacientes que no hayan recibido previamente tratamiento durante mas de 1 mes
con farmacos de segunda linea utilizados en el esquema acortado de tratamiento de la
TB-MDR o en los que se ha descartado la resistencia a las FQ y a los farmacos
inyectables de segunda linea, se puede utilizar un esquema acortado de tratamiento
de la TB-MDR de 9 a 12 meses, en lugar de los esquemas alargados. Este régimen
consta de una fase inicial intensiva de cuatro meses (prolongable hasta un maximo de
seis meses) con AMK (puede también usarse kanamicina [KAN]), MFX, CFZ, PTO (o
ETO), PZA, EMB e INH. Seguido de una fase de continuacion de cinco meses con MFX,
CFZ, EMBy PZA.8
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1.7 Epidemiologia: situacién actual en Africa

Segun el informe presentado por la OMS se estima que en 2019 aproximadamente 2,5
millones de personas enfermaron de TB, de los cuales, 1.310.000 (53,3%) eran
hombres, 793.000 (32,2%) eran mujeres y 355.000 (14,4%) eran nifos (edad <15
afios). Con una poblaciéon estimada de 1090 millones de personas, estos datos
corresponden a una incidencia de 226 casos por 100.000 habitantes y afio (1,7 veces
mayor que la media global). Esta regiéon acumula, también, la mayor incidencia de
casos de TB asociada a VIH. Se estima que hubo aproximadamente 600 mil personas
con TB asociada al VIH, es decir, casi, una cuarta parte de los casos de TB en la region
de Africa estan asociados al VIH. Y estos representan el 75% de todos los casos de TB
asociada a VIH a nivel mundial. Los datos de mortalidad también son preocupantes,
ya que se estima que hubo casi 550 mil personas que murieron de TB en esta region.
No obstante, es importante resaltar que la tendencia de la incidencia y de la
mortalidad en la regién va a la baja, con una reduccién de la incidencia del 16% y una
disminucién de la mortalidad del 19% entre 2015 y 2019. Esta mejoria esta
intimamente relacionada con la mejora de los programas de prevencion y control de
la infeccién por VIH, lo que estd permitiendo reducir el nimero de casos de TB
asociada al VIH. Sin embargo, ain quedan muchos otros aspectos por cubrir. La tasa
de deteccién de TB, entendida como el porcentaje de casos diagnosticados entre los
estimados, fue de tan sélo el 57% en el afio 2019. Esto significa que hay una brecha de
casi un millén de enfermos no notificados o, peor adn, no diagnosticados. Otro
aspecto a resaltar es la resistencia a fArmacos antituberculosos. Se estima que, en
2019, el 3,3% de los casos nuevos y el 17,7% de los casos de TB previamente tratados
presentaban cepas MDR (770.000 casos). Sin embargo, a la mayoria de los pacientes
no se les realizaron pruebas de sensibilidad a firmacos de primera linea (segin datos
comunicados tan sdlo se realizaron pruebas de sensibilidad a fArmacos al 41% de los
enfermos). Esto explica la baja tasa de deteccion, tan sélo se detectaron el 3,8% de los
casos. Lo que pone de manifiesto la necesidad de fortalecer los servicios de
laboratorio y diagnostico de la TB en esta region, pues existe una brecha de casi

740.000 pacientes MDR sin diagnosticar.
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO
2.1 Justificacion del estudio

Las autoridades sanitarias de la Reptblica de Angola, siguiendo las recomendaciones
de la OMS, implementaron tras el fin de la guerra civil (afio 2002) estrategias de
manejo clinico-programatico de la TB. Sin embargo, esta accion demostro tener poco
impacto pues la mortalidad por TB en el pais fue en aumento. En el afio 2013 se
notificaron 68.480 muertes por TB, un 15% mas que en 2003 (58.148 defunciones por
TB notificadas). Para justificar este incremento se argumentaron varias razones, como
la fragilidad de un sistema de salud devastado por la guerra, la rapida urbanizacién de

las ciudades o el advenimiento de la epidemia del VIH.21

Los profesionales sanitarios del hospital angolefio Nossa Senhora da Paz, en
colaboracion con el grupo de enfermedades infecciosas del Hospital Universitari Vall
d’'Hebron, llevaron a cabo durante el periodo 2009-2010 un estudio observacional
prospectivo que puso de manifiesto una baja tasa de éxito de tratamiento entre los
enfermos nunca tratados.22 Este hallazgo sembro6 la idea de que el exceso de mortalidad
observado era debido a la irrupcion de aislados resistentes. Pero los investigadores no
pudieron confirmar esta hipdtesis pues la microscopia de frotis de esputo era la tnica
prueba disponible. Esta situacion, dejo al descubierto la falta de capacidad de
diagnostico de los servicios de laboratorio, y la necesidad de reportar datos sobre

resistencia a firmacos antituberculosos en la region.

La ampliacién de la capacidad para diagnosticar TB farmacorresistente se convirti6 en
una prioridad para mejorar la deteccidn y el tratamiento de la TB y justifico la puesta
en marcha de un proyecto de colaboraciéon cuyo principal objetivo era reforzar la
capacidad diagnostica del centro de TB del hospital Nossa Senhora da Paz mediante la

incorporacion de la plataforma de pruebas moleculares GeneXpert (Cepheid).
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2.2 Hipotesis del estudio

Los profesionales sanitarios implicados decidieron aprovechar esta intervencién para
realizar, en paralelo, un estudio prospectivo de vigilancia de la resistencia a fairmacos y
confirmar la alta rentabilidad de esta prueba para el diagnostico de la TB resistente a
RIF, asi como, confirmar que la baja tasa de éxito de tratamiento entre los enfermos de
TB estaba asociada a una elevada incidencia de aislados farmacorresistentes en la

region.

2.3 Objetivos del estudio

Objetivos principales

= Estimar la prevalencia de tuberculosis drogoresistente (DR) entre los nuevos
casos de tuberculosis pulmonar (TBP) en la ciudad angolefia de Cubal, provincia

de Benguela.

» Evaluar la rentabilidad de la prueba de amplificaciéon de acidos nucleicos - Xpert

MTB/RIF - para diagnosticar resistencia a RIF.

Objetivos secundarios
= Establecer los patrones de resistencia fenotipica a fAirmacos de primera linea
entre los aislados de Mycobacterium tuberculosis.

= Establecer los patrones de resistencia fenotipica a fairmacos de segunda linea

entre los aislados de Mycobacterium tuberculosis multidrogorresistentes.

= Establecer los patrones de resistencia genotipica a isoniacida y rifampicina entre

los aislados de Mycobacterium tuberculosis.

29



JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

...............................................................................................................................................



MATERIAL Y METODOS



32



MATERIAL Y METODOS

...............................................................................................................................................

3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Ambito y diseiio del estudio

La Republica de Angola se encuentra entre los 30 paises del mundo con mayor
incidencia de TB y TB-MDR en su poblacién.2? Sin embargo, en ausencia de una
encuesta nacional o sistema de vigilancia de la resistencia a fArmacos, se desconoce la
prevalencia de resistencia a fairmacos antituberculosos.?3 Los objetivos de los estudios
aqui expuestos eran establecer la proporciéon de aislados resistentes a farmacos
antituberculosos en pacientes con TBP, asi como, describir parte de los mecanismos

moleculares de resistencia de estos aislados.

Para ello se disefié un estudio prospectivo observacional con intervencién que se llevd
a cabo en el Hospital angolefio Nossa Senhora da Paz, centro de referencia para el
diagnodstico y tratamiento de la TB en la ciudad de Cubal, provincia de Benguela,
Angola. En el que se incluyeron, entre abril de 2014 y julio de 2015, pacientes mayores
de 16 afios diagnosticados de TBP basandose en un examen de esputo con baciloscopia
positiva. También se incluyeron pacientes adultos con infeccién por VIH que tenian un
cuadro clinico compatible con TB independientemente del resultado del frotis de
esputo. Tras la inclusion en el estudio se llevo a cabo una primera entrevista en la que
se recogié informacidon acerca de las caracteristicas basales (edad, sexo, estado de
infeccion por el VIH) y del tratamiento previo del paciente. Los pacientes se clasificaron
como categoria 1, paciente con TB que nunca recibié tratamiento antituberculoso o que
lo hizo por un periodo inferior a 30 dias; o bien como categoria 2, pacientes con TB que
han sido previamente tratados por TB, incluyéndose en este grupo los pacientes con
recaida, fracaso terapéutico o pérdida de seguimiento. Los pacientes previamente
tratados (o categoria 2) presentan mayor riesgo de farmacorresistencia, por eso se
sometieron a la prueba rapida de deteccion de resistencias Xpert MTB/RIF (Cepheid).
También se sometieron a esta prueba todos los pacientes con infeccién por VIH con un
cuadro clinico compatible con TB independientemente de la baciloscopia y el

tratamiento previo del paciente.
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Todos los pacientes diagnosticados de TB resistente a RIF (TB-RR) se trataron con
farmacos de segunda linea (fase intensiva de ocho meses de duracién con KAN, LFX, CS,
ETO, PZA y EMB seguida de una fase de mantenimiento de doce meses con LFX, CS,
ETO, PZA y EMB), siguiendo las recomendaciones de la OMS de esa época. El resto de
los pacientes incluidos en el estudio fueron tratados segun las recomendaciones del
Programa Nacional de Lucha Contra la TB (PNLCT). En los casos nuevos (o categoria 1)
se utilizaba la pauta estdndar 2EHRZ/4HR (fase intensiva de dos meses de duracién
con INH, RIF, PZA y EMB seguida de una fase de continuacién de cuatro meses con INH
y RIF) y en los casos previamente tratados (o categoria 2) la pauta estandar
2SHRZE/1HRZE/5HRE (fase intensiva de dos meses de duracién con INH, RIF, PZA,
EMB y STM seguida de una fase de continuaciéon con INH, RIF, PZA y EMB durante el

primer mes y posteriormente cinco meses con RIF, INH y EMB), ver figura 7.

Figura 7. Diagrama de arbol de decision de pauta de tratamiento de los pacientes.
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Abreviaciones: Catl = categoria 1, Cat2 = categoria 2, ABgrama = antibiograma, BK = baciloscopia,
Xpert = Xpert MTB/RIF. Definiciones: Categoria 1: paciente con tuberculosis que nunca recibié
tratamiento antituberculoso o que lo hizo por un periodo inferior a 30 dias. Categoria 2: pacientes
en recaida, fracaso o reaparecidos. Recaida: paciente que completé el tratamiento y considerado
curado que vuelve a ser diagnosticado de tuberculosis. Fracaso de tratamiento: paciente con
baciloscopia que persiste positiva al quinto mes de tratamiento. Reaparecido: paciente que
reaparece con baciloscopia positiva después de haber abandonado el tratamiento durante un
minimo de 2 meses.
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Para realizar un seguimiento de la eficacia del tratamiento se obtuvieron muestras de
esputo para baciloscopia en todas las visitas de seguimiento. La falta de conversion del
frotis de esputo tras la fase intensiva de tratamiento (2 meses) puede estar relacionada
con la presencia de aislados resistentes que no responden al tratamiento. Por esta
razon, todos los pacientes que habian iniciado tratamiento sin un tamizado previo de la
resistencia a RIF se sometieron a la prueba Xpert MTB/RIF (Cepheid), ver Figura 7.

Rectificando la pauta de tratamiento de los pacientes diagnosticados de TB-RR.

3.2 Diagndstico microbiologico

3.2.1 Diagnéstico directo sobre muestra clinica

A todos los pacientes se les recogié una muestra de esputo para el diagndéstico de TB
mediante pruebas de tincion de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR),
concretamente se empled la tinciéon de Ziehl-Neelsen, que tifie las micobacterias de
rojo, en contraposiciéon de las demas bacterias, que se tifien de azul. Ademas, esta
muestra también se emple6 para la deteccidn directa de TB y TB-RR mediante Xpert
MTB/RIF (Cepheid) en los pacientes que habian recibido tratamiento con anterioridad

y los pacientes con infeccidn por VIH.

Para el diagndstico de TB esta prueba incorpora cinco sondas de baliza molecular cada
una ellas marcada con un fluorocromo distinto cubriendo totalmente la secuencia de
bases entre los codones 432 y 458 del gen rpoB (o entre los codones 507 y 533 segun
numeracion para EC), también conocida como regiéon determinante de resistencia a RIF

(RRDR, por sus siglas en inglés), véase figura 8.

Figura 8. RRDR, sobre se ella se representan en distintos colores las zonas donde hibridan

las cinco sondas de la prueba Xpert MTB/RIF (Cepheid).

rpoB GENE 81 bp RIF RESISTANCE DETERMINING REGION

roec

5'- GCAGCAGCCAGCTGAGCCAATTCATGGACCAGAACAACCCGCTGTCGGGGTTGACCCACAAGCGCCGACTGTCGGOGETEG - &

- CGTGGTCGGETCGACTCGGTTAAGTACCTGGTCTTGTTGGGCGACAGCCCCAACTGGGTGTTCGCGGOTGACAGCCGEGAG - &
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Cuando estas sondas se unen a la secuencia natural de bases de la region amplificada, el
fluorocromo emite fluorescencia. Cualquier mutacion en RRDR hara que la sonda
correspondiente no se una y dejara de detectarse la fluorescencia correspondiente. El
equipo identifica la muestra como positiva, es decir, presencia de MTBC cuando al
menos dos de las cinco sondas son positivas con menos de 2 ciclos de diferencia, asi
como, resistencia a RIF si al menos una de las sondas no produce sefial o si hay una

diferencia de 3,5 ciclos o mas entre la deteccion de la primera y la Gltima sonda.

3.2.2 Cultivo, identificacion y antibiograma

A todos los pacientes se les recogié una nueva muestra basal de esputo antes de iniciar
tratamiento antibiético. Estas muestras se enviaron a la Unidad de Micobacterias del
Hospital Universitario Vall d’'Hebron para realizar cultivo y antibiograma. Una vez
completados estos estudios los aislados se conservaron en medios criogénicos para

posteriores estudios de caracterizacion genética.

Todas las muestras se sometieron a un proceso de digestion y descontaminacion
quimica mediante el uso de N-acetil-L-cisteina e hidréxido sodico al 2%, tras este
proceso, se inocularon en un caldo Middlebrook 7H9 modificado utilizando los tubos
BBL MGIT (7mL) del equipo BD BACTEC MGIT (Becton, Dickinson and Company) y se
incubaron durante 42 dias. Los cultivos positivos se sometieron a una tincién de Ziehl-
Neelsen para confirmar que el crecimiento observado eran micobacterias y detectar
posibles contaminaciones. Para incrementar la capacidad de deteccién todos los
cultivos contaminados se sometieron a un segundo proceso de descontaminacion
quimica mediante el uso de laurilsulfato sodico al 3% y NaOH al 1% vy, tras este
proceso, se sembraron en medio de Lowenstein-Jensen y se incubaron durante 3

meses.

Para identificar los aislados se utilizaron pruebas moleculares. Si se sospechaba la
presencia de micobacterias no tuberculosas (NTM) los cultivos se sometian a la prueba
de identificacion molecular GenoType CM (Hain Lifescience) y en aquellos casos en los
que no se llegaba a identificar la especie, el estudio se ampliaba con la prueba de

identificacién molecular GenoType AS (Hain Lifescience). Por el contrario, si se
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sospechaba la presencia de micobacterias tuberculosas los cultivos se sometian a la
prueba de identificacion molecular GenoType MTBDRplus VER2.0 (Hain Lifescience)
que permite la identificacion de MTBC, asi como, la detecciéon de resistencia a RIF e

INH. En la figura 9 se muestran los criterios de interpretacion de dicha prueba.

Figura 9. Patrones de interpretacion de la prueba MTBDRplus VER2.0 (Hain Lifescience).
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Abreviaciones: CC: Control Conjugado. AC: Control Amplificacién. TUB: Identifica todas las especies
del complejo Mycobacterium tuberculosis. WT = bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de
mutacion. Principio de medida: Si todas las sondas de tipo salvaje son positivas no se detectan
mutaciones en las regiones examinadas. En caso de mutacion el amplicon afectado no podra unirse
a la correspondiente sonda de tipo salvaje. Por lo tanto, la ausencia de sefial en al menos una de las
sondas de tipo salvaje indica resistencia. Por otro lado, también se incorporan sondas de mutacién
para las mutaciones asociadas a resistencia mas comunes. La presencia de sefial en cualquiera de las
sondas de mutacién indica resistencia.

Simultaneamente se realizaron pruebas de sensibilidad a fArmacos a todos los cultivos
con sospecha de MTBC. Los resultados de sensibilidad antibidtica fueron obtenidos por
diluciéon en medio liquido (concentracién critica) con los reactivos comerciales BD
BACTEC MGIT 960 SIRE y PZA kits (Becton, Dickinson and Company). Todos los
aislados que mostraron resistencia a al menos un fairmaco se sometieron a pruebas de
sensibilidad a fArmacos de segunda linea (AMK, capreomicina, ETO, ofloxacino y MFX).
Los resultados de sensibilidad antibiética fueron obtenidos por dilucién en medio
liquido (concentracion critica) a partir de droga potenciada valorada. Para la
interpretacion de los resultados se utilizaron los criterios del Clinical and Laboratory

Standards Institute. ClasificAndose los casos en categorias en funcién de las pruebas de

sensibilidad antibidtica: monorresistencia, resistencia a solo un antituberculoso de
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primera linea; polirresistencia, resistencia a mas de un antituberculoso de primera linea
distinto de la NH y la RIF; multirresistencia, resistencia a al menos la INH y la RIF;
ultrarresistencia, resistencia a cualquier FQ y al menos a uno de los tres
antituberculosos inyectables de segunda linea (esta ultima se definié siguiendo las

recomendaciones de la OMS del afio 2006).

3.2.3 Caracterizacion molecular de la resistencia

Todos los aislados se sometieron a un cribado de mutaciones de resistencia a RIF e INH

mediante la prueba GenoType MTBDRplus VER2.0 (Hain Lifescience) (Figura 9).

Para la deteccién de resistencia a RIF esta prueba incorpora ocho sondas de tipo salvaje
que cubren totalmente la secuencia de bases entre los codones 428 y 458 del gen rpoB
(o entre los codones 505 y 533 segin numeraciéon para EC), también conocida como
RRDR. Cuando todas las sondas de tipo salvaje son positivas no se detectan mutaciones
en las regiones examinadas. En caso de mutacion el amplicon afectado no podra unirse
a la correspondiente sonda de tipo salvaje. Por lo tanto, la ausencia de sefial en al
menos una de las sondas de tipo salvaje indica resistencia, ver tabla 1. Esta prueba
también incorpora cuatro sondas de mutacién para la deteccién de las mutaciones
asociadas a resistencia a RIF mas comunes: D441V, H451Y, H451D y S456L (o D516V,
H526Y, H526D y S531L segiin numeracion para EC) (Figura 10).

Figura 10. Regidn determinante de resistencia a rifampicina. Bandas de tipo salvaje y de

mutacién incluidas en la prueba GenoType MTBDRplus VER2.0 (Hain Lifescience).

[ rpoBWT2 | [ rpoBWT4 | rpoBWT6 |
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505 | ) 508 1809 | 574 (519 141 818 510 |0 5180 I I 822 1 B B 526 [ B B B 531 [ 1633
|
I rpoB MUT2A (H526Y)
rpoBMUT1 (D516V) rpoBMUT2B (H526D)
rpoBMUT3 (S531L)

Abreviaciones: WT = bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de mutacién.
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Tabla 1. Bandas de tipo salvaje y bandas de mutacién incluidas en la prueba de deteccion

molecular GenoType MTBDRplus VER2.0 (Hain Lifescience).

a) Mutaciones en rpoB * - marcador de resistencia a rifampicina.

Ausencia banda WT Codoén analizado  Presencia banda de mutacion Mutacion

rpoB WT1 505-509 F505L
T508A
S509T

rpoB WT?2 510-513 E510H
L511P*

rpoB WT2/WT3 510-517 Q513L*
Q513P
del514-516

rpoB WT3/WT4 513-519 rpoB MUT1 D516V

D516Y
del515

rpoB WT4/WT5 516-522 del518*
N518I

rpoB WT5/WT6 518-525 S522L
$522Q

rpoB WT7 526-529 rpoB MUT2A H526Y

rpoB MUT2B H526D

H526R
H526P*
H526Q
H526N
H526L
H526S
H526C

rpoB WT8 530-533 rpoB MUT3 S531L

S531Q*
S531W
L533P

b) Mutaciones en katG - marcador de alto nivel de resistencia a isoniacida.

Ausencia banda WT Codoén analizado Presencia banda de mutacion Mutacion
katG WT1 315 katG MUT1 S315T1
katG MUT2 S315T2

c) Mutaciones en inhA - marcador de bajo nivel de resistencia a isoniacida.

Ausencia banda WT Posicion de bases analizadas Presencia banda de mutacion Mutacion

inhAWT1 -15 inhA MUT1 C-15T
-16 inhA MUT2 A-16G
inhA WT2 -8 inhA MUT3A T-8C
inhA MUT3B T-8A

Abreviaciones: WT = bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de mutacién.
(+) anotacién de mutaciones segiin numeracién para Escherichia coli.

(*) mutaciones que s6lo se han detectado in silico, puede que no se detecten in vitro.

39




MATERIAL Y METODOS

...............................................................................................................................................

Para la deteccién de resistencia a INH esta prueba incorpora una sonda de tipo salvaje
que cubre el codén 315 del gen katG, asi como, dos sondas de mutacién que detectan
las dos variantes de la mutacién asociada a resistencia mas comun (S315T), la primera
sonda de mutacién estd disefiada para detectar el cambio nucleotidico AGC a ACC
(S315T1) y la segunda sonda de mutacién estd disefiada para detectar el cambio
nucleotidico AGC a ACA (S315T2). Ademas, incorpora dos sondas de tipo salvaje para la
region promotora del gen inhA (nucleétidos -8, -15 y -16), asf como, cuatro sondas de
mutacion para las mutaciones asociadas a resistencias mas comunes: C15T, A16G, T8C

y T8A. (Tabla 1)

3.2.4 Caracterizacion de la resistencia a rifampicina

Los aislados genotipicamente resistentes a RIF por ausencia de hibridaciéon de sondas
de tipo salvaje, asi como, los aislados discrepantes genotipo/fenotipo se recuperaron
para su caracterizacion. Para ello se realiz6 un cultivo secundario o subcultivo de estos
aislados en caldo Middlebrook 7H9 y se incubaron entre 7 y 28 dias hasta observar
crecimiento bacteriano. Este subcultivo se empleé para determinar el valor de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) a RIF, asi como, para realizar una extraccién de
acidos desoxirribonucleicos (ADN) utilizando el método de extracciéon con solventes
organicos cloroformo-alcohol isoamilico (el procedimiento se describe en la figura 11).

Esta extraccion de ADN se emple6 para la posterior secuenciacion del gen rpoB.
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Figura 11. Protocolo de extraccidn de acidos nucleicos con solvente organicos cloroformo-

alcohol isoamilico.

Precalentar un termo bloque a 80°C

i N

Poner en un tubo cénico con tapén de rosca 1 ml de medio de cultivo crecido.
Centrifugar a 13.000 rpm durante 2 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

Resuspender el sedimento en 450 ul de tampo6n Tris-EDTA.

Poner en el termo bloque durante 1 hora a 802C.

Precalentar un termo bloque a 37°C

6.
7.

Afiadir 75 ul de lisozima y mezclar con vortex suave.
Poner en el temo bloque durante 1-12 horas a 37°C.

Precalentar un termo bloque a 65°C

8.
9.

10.
11.
12.
13.
14.

Precalentar a 652C la proteinasa Ky el CTAB/NaCl

Preparar una mezcla con 70 ul/muestra de SDS + 5 pl/muestra de proteinasa K.
Anadir 75 pl de SDS/proteinasa K y mezclar con vortex suave.

Poner en el termo bloque durante 10 minutos a 652C.

Anadir 100 pl de NaCl 5M y mezclar por inversion.

Anadir 100 pl de CTAB precalentado y mezclar por inversion.

Poner en el termo bloque durante 10 minutos a 652C.

Encender crio centrifuga a -4°C

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.

Afiadir 750 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24;1) (-202C) y mezclar por inversioén.
Centrifugar a 12.000 rpm a 42C durante 5 minutos.

Recuperar la fase acuosa y pasarla a un tubo limpio.

Afiadir 450 pl de isopropanol (-202C) y mezclar por inversidn.
Centrifugar a 13.000 rpm a 49C durante 15 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

Afiadir 450 pl de isopropanol (-202C).

Poner en el congelador durante 1 hora a -202C.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 15 minutos.

Eliminar el sobrenadante. Dejar aproximadamente 20 pl de sedimento.
Afiadir 1.000 pl de etanol al 70% (-202C) y mezclar por inversion.
Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos

Eliminar el sobrenadante

Precalentar un termo bloque a 42°C

28.
29.
30.

Poner en e temo bloque durante 10 minutos a 42°C.
Afiadir 200 pl de agua.
Poner en el termo bloque durante 12 horas a 42°C.

Guardar el ADN a 4°C.
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3.2.4.1 Caracterizacion molecular por secuenciacion del gen rpoB

Para la amplificacién del gen rpoB se disefiaron dos juegos de cebadores que cubren
totalmente la region comprendida entre el codén 135 y el codén 610 de este gen. Esta
amplificaciéon se llevo a cabo en el equipo GeneAmp PCR System 2700 (Applied
Biosystems) empleando el kit GoTaq G2 Green Master Mix (Promega) con 5 pl de ADN
en un volumen final de 25 pl. Las condiciones de amplificacion, asi como, los cebadores
empleados se indican en la tabla 2. Tras esta reacciéon el material amplificado se
purifico enzimaticamente con Exo-SAP-IT (Affymetrix) y se secuencié mediante el
sistema ABI Prism (Applied Biosystems) de terminadores fluorescentes BigDye y el
instrumento de electroforesis multicapilar ABI Prism 3130XL usando los mismos
cebadores empleados en la PCR de amplificacién. Las secuencias de nucleotidos
obtenidas se ensamblaron y editaron utilizando el programa Molecular Evolutionary
Genetic Analysis (MEGA) usando como referencia la secuencia nucleotidica de MTB

H37Rv (GenBank: AL123456).

Tabla 2. Cebadores y protocolos de amplificacién y secuenciacion del gen rpoB.

Gen Cebadores Condiciones PCR Position (aa)

rpoB-1F: CAACAACAACACCGGTGAGA  94°C x 5°

. Q “_ Q ) - Q o _
rpoB-1R: CTGGTTTTGGATCAGCTCGC ;‘gg-c(j‘;o? X457 662Cc17-725Cx 457)  135-382
rpoB-2F: GTACGGTCGGCGAGCTGA  94°C x 5°
45¢: (94°C x 45" 66°C c 1’ - 72°C x 45%)  376-610
729C x 10"

rpoB

rpoB-2R: CCTGGCGCTGCATGTTTG

Abreviaciones: PCR = polymerase chain reaction, aa = aminodacido.

Los casos se clasificaron en categorias en funcion de la caracterizacion genética:
mutacion silente, mutacion que provoca un cambio en una de las bases del ADN de
forma que el triplete de nucledtidos se modifica, pero sigue codificando para el mismo
aminodacido; mutacién con cambio de sentido, se produce cuando el cambio de un solo
par de bases da lugar a la sustitucion de un aminoacido en la proteina resultante;
mutacion sin sentido, es la sustituciéon de un solo par de bases que da lugar a la
aparicion de un codén de terminacién prematuro donde previamente habia un codén
que codificaba para un aminoacido. La presencia de este codén de terminacién
prematuro genera una proteina mas corta y probablemente no funcional; mutacion con

cambio del marco de lectura, mutaciéon que consiste en la inserciéon o deleciéon de un
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numero de bases, que no es multiplo de tres, con lo que se cambia el marco de la lectura
original y la secuencia de los aminoacidos. Si la insercion o delecidén de un niimero de
bases, es multiplo de tres, esto introducira o eliminara uno o mas aminoacidos de la

secuencia peptidica pero no cambiara la fase de lectura.

3.2.4.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Los cambios en la secuencia de aminoacidos pueden no tener ningun efecto o pueden
dar lugar a una proteina no funcional. Para medir el efecto de estos cambios en la
afinidad de la RIF por la acido ribonucleico (ARN) polimerasa se determind el valor de
la CMI. Para determinar este parametro se enfrent6 un inoculo bacteriano ajustado con
el estandar 0,5 de McFarland a diluciones seriadas en base 2 del antimicrobiano (a
saber, 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 ug/ml) y tras 7-28 dias de incubacidn se observoé cual era la
dilucién mas baja que no presentaba crecimiento bacteriano. En concreto, en nuestro
estudio el valor de la CMI a RIF se establecié por macrodilucion empleando el sistema
analitico BACTEC MGIT 960 (Becton, Dickinson and Company) a partir de droga
potenciada valorada. Para ello se cogieron 6 tubos BBL MGIT (7mL) del equipo BD
BACTEC MGIT (Becton, Dickinson and Company), y se suplementaron con 0,8 mL de
preparado OADC (acido oleico, albiumina, dextrosa y catalasa). El primer tubo se
empled como control sin antimicrobiano, en los 5 tubos restantes se afiadieron
concentraciones decrecientes de RIF, véase tabla 3. Estos tubos se inocularon e

incubaron hasta que el control sin antimicrobiano alcanzé el umbral de crecimiento.

Tabla 3. Preparacién de la bateria de tubos mycobacteria growth indicator tube (MGIT)
para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria a rifampicina empleando el

sistema BACTEC MGIT 960 (Becton, Dickinson and Company).

Antibiético Concentracion del Volumen afiadido a Concentracion final en los
antibiotico de partida los tubos MGIT tubos MGIT

RIF 4,0 332 ug/ml 100 pl 4 pg/ml

RIF 2,0 166 pg/ml 100 pl 2 ug/ml

RIF 1,0 83 pg/ml 100 pl 1 pg/ml

RIF 0,5 41,5 pg/ml 100 ul 0,5 pg/ml

RIF 0,25 20,75 pg/ml 100 pl 0,25 pg/ml

Abreviaciones: RIF = rifampicina; MGIT = mycobacteria growth indicator tube.
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Los casos se clasificaron en categorias en funcion del valor de la CMI a RIF: aislados
resistentes, valor de la CMI por encima del punto de corte clinico de 1 pg/ml, dentro de
este grupo definimos un subgrupo de aislados con bajo nivel de resistencia valor de
CMI de 1 a 2,0 pg/ml; aislados con CMI aumentada, valor de CMI aumentada por encima
del punto de corte epidemioldgico (ECOFF, por sus siglas en ingles) de entre 0,25 a 0,5
pg/ml, pero por debajo de la concentracion critica de 1 pg/ml; aislados sensibles, valor
de CMI por debajo del punto critico de sensibilidad de 1 pg/ml y por debajo del punto
de ECOFF de 0,5 pg/ml. Esta terminologia esta poco extendida en el ambito de la
micobacteriologia siendo mucho mas frecuente el empleo de los términos de mutacién
cuestionada y mutacién no cuestionada. Entendiéndose como mutaciones no
cuestionadas todas aquellas mutaciones asociadas a altos niveles de resistencia cuya
deteccién no supone ninguna dificultad para ninguna de las pruebas de sensibilidad a
farmacos disponibles (CMI > 2 pg/ml). Por el contrario, entendemos como mutaciones
cuestionadas todas aquellas mutaciones asociadas a bajos niveles de resistencia o con
valores de CMI por debajo del punto de corte clinico cuya deteccién supone un reto
para las pruebas de sensibilidad a farmacos disponibles lo que conduce a que en
ocasiones se detecten como aislados sensibles y en otras ocasiones como aislados

resistentes (CMI < 2 pg/ml).
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4. RESULTADOS
4.1 Descripcion de la poblacion de estudio

Durante el periodo de estudio un total de 466 casos cumplieron los criterios de
elegibilidad. De los cuales, 44 se excluyeron por no disponer de muestra de esputo
basal. Por lo tanto, finalmente en el estudio se incluyeron un total de 422 casos de TBP,
311 casos en pacientes nuevos y 111 casos en pacientes previamente tratados. En 321
(76,1%) se obtuvo confirmacién bacteriologica de TB. No obstante, solo se pudieron
realizar pruebas de sensibilidad a farmacos antituberculosos por cultivo en medio
liquido MGIT a 308 de los 321 aislados. De estos 308 casos, 225 (73,1%) correspondian
a casos de TB en pacientes nuevos y 83 (26,9%) correspondian a casos de TB en
pacientes previamente tratados. No observandose diferencias en el porcentaje de
cultivos positivos entre casos nuevos (72,3%) y casos previamente tratados (74,8%),

véase figura 12.

Figura 12. Diagrama de flujo de los pacientes incluidos.
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N° casos sin muestra de

i esputo basal (n = 44)

! | { |

Casos nuevos Casos previamente tratados Casos nuevos Casos previamente tratados
(n =305) (n=108) (n=6) (n=3)

N° casos con cultivo MTB N° casos con cultive MTB
contaminado (n = 11) contaminado (n = 6)

N° casos con cultivo MTB

1
contaminado (n = 1) E i

N° casos con cultivoMTB [ l N°casos con cultivoMTB N° casos con cultivo MTB N° casos con cultivo MTB
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N° casos con cultivo

N° casos con cultive

positivoNTM (n = 1) i I positivoNTM (h =2)
Casos con cultivo Casos con cultivo Casos con cultivo
MTB positivo MTB positivo MTB positivo
(n=233) (h=87) (n=1)

N° casos MTB sinresultados N° casos MTB sinresultados

de resistenciaa RIF y INH - W deresistenciaaRIF y INH
(n=9) (n=4)
N° casos MTB con resultados N° casos MTB con resultados
de resistenciaa RIF y INH de resistenciaa RIF y INH
(n=224) (n=83)

Abreviaciones: N.2 = nimero, VIH = Virus de la inmunodeficiencia humana, MTB = Mycobacterium

tuberculosis, NTM = micobacterias no tuberculosas.
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Hubo 101 casos de TBP sin confirmar, 77 casos de TBP en pacientes nuevos y 24 casos
de TBP en pacientes previamente tratados. En 74 (17,5%) se demostro la presencia de
MTBC por pruebas de diagnéstico molecular. De estos, 54 correspondian a casos de TB
en pacientes nuevos y 20 correspondian a casos de TB en pacientes previamente
tratados. Ademas, en 2 pacientes con baciloscopia positiva y Xpert MTB/RIF negativo,
un paciente nuevo y otro previamente tratado, se demostré la presencia de NTM (M.

smegmatis y M. intracellulare, respectivamente).

No se observaron diferencias en cuanto a sexo, edad o porcentaje de pacientes con
infeccion por VIH entre los casos confirmados de TB en pacientes nuevos y los
previamente tratados. Tampoco se observaron diferencias entre los nuevos casos de TB
en pacientes confirmados y los diagnosticados clinicamente. Sin embargo, entre los
casos de TB en pacientes previamente tratados si que se observé una tendencia a
encontrar un mayor porcentaje de pacientes con infeccién por VIH entre los pacientes
diagnosticados clinicamente (14,3% versus 4,8%; p = 0,09). Esto podria explicarse por
la naturaleza paucibacilar de la TB en el enfermo de SIDA. También, como era de
esperar, existe un mayor porcentaje de pacientes con baciloscopia negativa o con carga
bacilar baja entre los pacientes sin confirmacién bacteriolégica (62,3% versus 14,0%;
p <0,05). Esto se debe a que, como cualquier otra prueba de deteccidn, la sensibilidad

del cultivo esta relacionada con la carga bacteriana, véase tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas socio demograficas de los pacientes incluidos.

Casos nuevos Casos previamente tratados
(n=311) (n=111)
TB confirmada TB clinica TB confirmada TB clinica
(n =225) (n=86) (n=83) (n=28)

Edad Mediana 28,5 32,5 30,5 29,5
(RIC) (23,5-38,5) (23,5-43,3) (25,0-35,5) (24,8-42,0)
Sexo Masculino 145 (64,4%) 53 (61,6%) 47 (56,6%) 16 (57,1%)
Femenino 80 (35,6%) 33 (38,4%) 36 (43,4%) 12 (42,9%)
VIH Positivo 12 (5,3%) 8(9,3%) 4 (4,8%) 4 (14,3%)
Negativo 210 (93,3%) 77 (89,5%) 79 (95,2%) 24 (85,7%)
Negativa 6 (2,7%) 27 (31,4%) 5 (6,0%) 8 (28,6%)
Baciloscopia*  Carga bacilar baja 25(11,1%) 28 (32,6%) 7 (8,4%) 8 (28,6%)
Carga bacilar alta 194 (86,2%) 31 (36,0%) 71 (85,5%) 12 (42,9%)

Abreviaciones: BAAR=Dbacterias acido-alcohol resistentes. (*) Baciloscopia realizada sobre la
muestra de esputo basal enviada para estudio de resistencias. Definiciones: “Carga bacilar
baja” pacientes con baciloscopia de 1-9 BAAR/100 campos o 10-99 BAAR/100 campos. “Carga
bacilar alta” pacientes con baciloscopia de 1-10 BAAR/campo o > 10 BAAR/campo.
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4.2 Patrones de resistencia a farmacos antituberculosos

Entre los pacientes que no habian recibido tratamiento con anterioridad el porcentaje
de TB-DR y TB-MDR fue del 25,8% y del 8,0%, respectivamente. La incidencia de
resistencia primaria a farmacos de primera linea fue la siguiente: INH, 47 casos
(20,9%); STM, 25 casos (11,1%); RIF, 20 casos (8,9%); PZA, 13 casos (5,8%); y EMB,
10 casos (4,4%), ver tabla 5. No detectandose ningtin caso de TB-XDR, ver tabla 6.

De los 47 aislados INH resistentes, 26 (55,3%) eran portadores de mutaciones en
katGy 2 (4,3%) eran portadores de mutaciones en la regiéon promotora de inhA. Los
mecanismos moleculares de resistencia de los 19 (40,4%) aislados restantes se
desconocen por no presentar ninguna de las mutaciones detectables por la prueba
MTBDRplus VER2.0. De los 20 aislados RIF resistentes, 19 (95,0%) eran portadores
de mutaciones en rpoB. Y desconocemos el mecanismo de resistencia del aislado
restante por no presentar ninguna de las mutaciones detectables por la prueba
MTBDRplus VER2.0, ver tabla 7. La caracterizacion por secuenciacion de dicho aislado

tampoco demostro6 la presencia de ninguna mutacién conocida en rpoB.

Entre los pacientes que habian recibido tratamiento con anterioridad el porcentaje de
TB-DR y TB-MDR fue del 83,1% y del 71,1%, respectivamente. La incidencia de
resistencia adquirida a fArmacos de primera linea fue: INH, 66 casos (79,5%); RIF, 61
casos (73,5%); STM, 42 casos (50,6%); PZA, 32 casos (38,6%); y EMB, 37 casos
(38,6%). Siendo el 33,9% de los aislados resistentes a todos los farmacos de primera

linea, ver tabla 5. No obstante, no se detect6 ningun caso de TB-XDR, ver tabla 6.

De los 66 aislados INH resistentes, 47 (71,2%) eran portadores de mutaciones en
katG y 4 (6,1%) eran portadores de mutaciones en la regiéon promotora de inhA. Los
mecanismos moleculares de resistencia de los 15 (22,7%) aislados restantes se
desconocen por no presentar ninguna de las mutaciones detectables por MTBDRplus
VERZ2.0. De los 61 aislados RIF resistentes, 58 (95,1%) eran portadores de mutaciones
en rpoB y desconociamos el mecanismo de resistencia de los tres aislados restantes,

ver tabla 7. La posterior caracterizacién por secuenciaciéon demostré en uno de ellos

49



RESULTADOS

...............................................................................................................................................

ausencia de mutaciones en rpoB, y en los dos casos restantes presencia de aislados

heteroresistentes.

Tabla 5. Resistencia a fairmacos antituberculosos de primera linea entre los aislados de
Mycobacterium tuberculosis complex.

Casos de TB
nuevos
(n =225)

% (95IC) No.

Casos de TB
previamente tratados
(n=83)

% (95IC)

Patron de resistencia fenotipica

TB Sensible 167 74,2 (68,1-79,5) 14 16,9 (10,3 - 26,3)
TB Drogoresistente 58 25,8 (20,5 -31,9) 69 83,1(73,7-89,7)
TB Resistente a

INH 47 20,9 (16,1 - 26,7) 66 79,5(69,6 -86,8)
RIF 20 8,9 (5,8-13,3) 61 73,5(63,1-81,8)
STM 25 11,1 (7,6 - 15,9) 42 50,6 (40,1 -61,1)
EMB 10 4,4 (2,4-8,0) 32 38,6(28,8-49,3)
PZA 13 58(3,4-9,6) 37 44,6 (34,4 -55,3)
TB Monoresistente 31 13,8 (9,9 - 18,9) 7 8,4 (4,1-16,4)
INH 21 9,3(6,2-13,8) 4 4,8(1,9-11,7)
RIF 1 0,4(0,1-2,5) 2 2,4 (0,7 - 8,4)

STM 8 3,6 (1,8-6,9) 1 1,2 (0,2-6,5)

PZA 1 0,4(0,1-2,5) 0 0,0(0,0-4,4)*
TB Multiresistente 18 8,0 (5,1-12,3) 59 71,1(60,6-79,7)
INH + RIF 4 1,8 (0,7 - 4,5) 12 14,5(8,5-23,6)
INH + RIF + STM 2 0,9 (0,2 -3,2) 5 6,0 (2,6 -13,3)
INH + RIF + EMB 0 0,0(0,0-1,7)* 3 3,6(1,2-10,1)
INH + RIF + PZA 2 0,9(0,2-3,2) 2 2,4 (0,7 - 8,4)

INH + RIF + STM + EMB 3 1,3(0,5-3,8) 4 48(1,9-117)
INH + RIF + STM + PZA 1 0,4(0,1-2,5) 9 10,8 (5,8-19,3)
INH + RIF + EMB + PZA 1 0,4(0,1-2,5) 4 4,8(1,9-11,7)
INH + RIF + STM + EMB + PZA 5 2,2(1,0-5,1) 20 24,1 (16,2-34,3)
TB Poliresistente 9 4,0 (2,1-7,4) 3 3,6(1,2-10,1)
INH + STM 5 2,2(1,0-5,1) 0 0,0(0,0-4,4)*
INH + EMB 1 0,4(0,1-2,5) 0 0,0(0,0-4,4)*
INH + PZA 2 0,9(0,2-3,2) 0 0,0(0,0-4,4)*
INH + STM + EMB 0 0,0(00-1,7)* 1 1,2 (0,2 -6,5)

INH + STM + PZA 0 0,0(00-1,7)* 2 2,4 (0,7 - 8,4)

RIF + STM + PZA 1 0,4(0,1-2,5) 0 0,0(0,0-4,4)*

Abreviaciones: TB = tuberculosis; No. = recuento; 95CI = intervalo de confianza del 95%; INH =

isoniacida; RIF = rifampicina; STM = estreptomicina; EMB = etambutol; PZA = pirazinamida.

(*) contraste unilateral, intervalo de confianza del 97.5%
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Tabla 6. Resistencia a farmacos antituberculosos de segunda linea entre los aislados

multirresistentes de Mycobacterium tuberculosis complex.

Casos de TB Casos de TB
nuevos previamente tratados
Patron de resistencia fenotipica (n=18) (n=59)
% (95CI) No. % (95CI)

TB Sensible 16 83,3 (60,8 - 94,2) 50 84,7 (73,5-91,8)
TB Resistente a FQ 0 0,0(0,0-17,6) * 0 0,0(0,0-6,1) *
TB Resistente a 2LI 2 16,7 (5,8 - 39,2) 9 15,3 (8,2 - 26,5)
TB Extremadamente Resistente 0 0,0(0,0-17,6) * 0 0,0(0,0-6,1)*

Abreviaciones: TB = tuberculosis; No. = recuento; 95CI = intervalo de confianza del 95%; FQ =
fluoroquinolonas; 2LI = fArmaco inyectable de segunda linea.

(*) contraste unilateral, intervalo de confianza del 97.5%

Tabla 7. Distribucién de mutaciones asociadas a resistencia a isoniacida y rifampicina

entre los aislados de Mycobacterium tuberculosis complex.

Resistencia GenoType MTBDRplus VER2.0 Casos de TB Casos de TB
Fenotipica katG InhA rpoB* nuevos previamente tratados
INH,n=113 47 66
Awt, S315T1 - 23 42
Awt - 3 5
- Awt1, C15T 2
- Awtl 0 1
- C15T 0 1
- - 19 15
RIF,n =81 20 61
- 1 3
Awt2 0 2
Awt2,3,4 D516V* 1 8
Awt3,4, D516V* 3 3
Awt4,5 0 1
Awt7 0 1
Awt7, H526Y* 2 0
Awt7, H526D* 0 2
Awt7,8, H526D+ 0 1
Awt8 1 3
Awt8, S531L+ 12 37

Abreviaciones: TB = tuberculosis; INH = isoniacida; RIF = rifampicina; - = ausencia de mutacién,
WT = bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de mutacién, rpoB-WT1 = codones 505-509,
rpoB-WT2 = codones 510-513, rpoB-WT3 = codones 513-571, rpoB-WT4 = codones 516-519,
rpoB-WT5 = codones 518-522, rpoB-WT6 = codones 522-525, rpoB-WT7 = codones 526-529,
rpoB-WT8 = codones 530-533, katG-WT = codén 315, inhA-WT1 = posiciones -15 y -16, inhA-
WT2 = posicién -8.

(+) anotacidén de mutaciones segiin numeracion para Escherichia coli
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4.3 Caracterizacion de la resistencia a rifampicina

En total se identificaron 81 aislados resistentes a RIF por pruebas de sensibilidad
antibiotica basadas en cultivo. No obstante, la prueba de detecciéon genotipica de
resistencias GenoType MTBDRplus VER2.0 solo identific6 como resistentes 77 de
estos aislados. Pudiendo identificar la mutacién asociada a resistencia en 69 de los
mismos, la distribucién de las mutaciones asociadas a resistencias fue: S450L (S531L
seguin numeracion para EC), 49 casos; D435V (D516V segin numeracién para EC), 15
casos; H445D (H526D segin numeracion para EC), 3 casos; y H445Y (H526Y segun
numeracion para EC), 2 casos. En los ocho aislados restantes la resistencia se infiri6
por la ausencia de sefial en al menos una de las sondas de tipo salvaje. La
caracterizacidn por secuenciacion del gen rpoB demostré en todos ellos la presencia
de mutaciones con cambio de sentido o bien la insercién o delecién de un triplete de
bases. Las mutaciones que se detectaron fueron la doble mutacién L430P y S493L
(L511P+S574L segin numeracion para EC), la insercién Q432 (Q513ins segln
numeracion para EC), la delecién N437 (Del N518 segiin numeracién para EC), la
mutacion H445L (H526L segin numeracion para EC), la doble mutacién L449M y
S450F (L530M+S531F seglin numeracion para EC), la mutacion S450F (S531F segun
numeracion para EC), la mutacion S450W (S531W segun la numeracion para EC), y la
mutacion S450Y (S531Y segun numeracion para EC). Para medir el efecto de estos
cambios en la afinidad de la RIF por la ARN polimerasa se determiné el valor de la
CMI a RIF, presentando todos ellos valores entre 1,0 a >4,0 pg/ml. El aislado portador
de la mutacion por insercién de un triplete de bases, asi como, los aislados portadores
de mutaciones en el codén 450 tendian a causar resistencia elevada (CMI 24,0 ug/ml),
mientras que los aislados portadores de mutaciones por delecion de un triplete de
bases, los dobles mutantes o los aislados portadores de la mutacién H445L tendian a
causar bajos niveles de resistencia (CMI entre 1,0 y 2,0 pg/ml). Estos tltimos suponen
un reto diagnostico puesto que una pequefia variacion (*1 dilucidn) en el valor de la
CMI, error aceptable para este tipo de técnicas, puede cambiar el resultado de
sensibilidad antibidtica de sensible a resistente o al inverso, por este motivo se

consideraron como aislados portadores de mutaciones cuestionadas. También hay
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que destacar que hubo cuatro aislados resistentes por pruebas de sensibilidad
antibiética basadas en cultivo identificados como sensibles por la prueba GenoType
MTBDRplus VER2.0. La caracterizaciéon por secuenciacion demostré en dos de ellos
ausencia de mutaciones en rpoB, y en los dos casos restantes demostré la presencia
de aislados heterorresistentes portadores de la doble mutaciéon L430P y S493L
(L511P+S574L segin numeracion para EC) y la doble mutacién D435Y y L452P

(D516Y+L533P segiin numeracion para EC), respectivamente, ver tabla 8.

Tabla 8. Caracterizacién de rpoB entre los aislados fenotipicamente resistentes a RIF.
GenoType MTBDRplus

Resistencia o
fenotipica CMI VER2.0 Secuenciacion
INH RIF RIF rpoB* katG inhA rpoB*

1 C1 R R - Awt2,3,4, D516V Awt, S315T1 - No secuenciada
2 C1 R R - Awt2,3,4, D516V Awt, S315T1 - No secuenciada
1 C1 R R - Awt2,3,4, D516V - - No secuenciada
2 C1 S R - Awt7, H526Y- - - No secuenciada
1 C1 R R >4,0 Awt8 - - L530M+S531F
8 C1 R R - Awt8, S531L Awt, S315T1 - No secuenciada
2 C1 R R - Awt8, S531L Awt - No secuenciada
2 C1 R R - Awt8, S531L - - No secuenciada
1 C1 R R >40 - - - Sin mutacion
1 Cc2 R R 40 - Awt, S315T1 - L511P+S574L*
1 Cc2 R R 2,0  Awt2 Awt, S315T1 - L511P+S574L
1 Cc2 R R 05 - Awt, S315T1 D516Y+L533P*
1 Cc2 R R 40 Awt2 - - Q513ins
8 Cc2 R R - Awt2,3,4, D516V Awt, S315T1 No secuenciada
2 C2 R R Awt3,4, D516V Awt, S315T1 - No secuenciada
1 Cc2 R R - Awt3,4, D516V - - No secuenciada
1 Cc2 R R 1,0 Awt4,5 - - N518del
1 C2 R R - Awt7, H526D Awt, S315T1 No secuenciada
1 Cc2 R R - Awt7,8, H526D Awt, S315T1 - No secuenciada
1 Cc2 R R - Awt7, H526D . - No secuenciada
1 Cc2 R R 2,0  Awt7 Awt - H526L
1 Cc2 R R >40 Awt8 Awt, S315T1 - S531Y
1 Cc2 R R >40 Awt8 - Awt1, C15T S531F
1 Cc2 R R >4,0 Awt8 - - S531W
22 C2 R R - Awt8, S531L Awt, S315T1 - No secuenciada
2 Cc2 R R - Awt8, S531L Awt - No secuenciada
1 C2 R R - Awt8, S531L - Awtl, C15T No secuenciada
1 Cc2 R R - Awt8, S531L - Awtl No secuenciada
1 Cc2 R R - Awt8, S531L - C15T No secuenciada
8 C2 R R - Awt8, S531L - - No secuenciada
2 Cc2 S R - Awt8, S531L - - No secuenciada
1 Cc2 R R <0,13 - - - Sin mutacion

Abreviaciones: Frec. = frecuencia, INH = isoniazida, RIF = rifampicina, CMI = concentracién minima
inhibitoria, C1 = casos nuevos, C2 = casos previamente tratados, R = resistente, S = sensible, WT =
bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de mutacion, rpoB-WT1 = codones 505-509, rpoB-WT2 =
codones 510-513, rpoB-WT3 = codones 513-571, rpoB-WT4 = codones 516-519, rpoB-WT5 = codones
518-522, rpoB-WT6 = codones 522-525, rpoB-WT7 = codones 526-529, rpoB-WT8 = codones 530-533,
rpoB-MUT1 = mutaciéon D516V, rpoB-MUT2A = mutaciéon H526Y, rpoB-MUT2B = mutacién H526D,
rpoB-MUT3 = mutaciéon S531L, katG-WT = codén 315, katG-MUT1 = mutaciéon S315T1, katG-MUT2 =
mutaciéon S315T2, inhA-WT1 = posiciones -15 y -16, inhA-WT2 = posicién -8, inhA-MUT1 = cambio
nucleotidico C-15T, inhA-MUT2 = cambio nucleotidico A-16G, inhA-MUT3A = cambio nucleotidico T-8C,
inhA-MUT3B = cambio nucleotidico T-8A . (*) heteroresistencia, (*) anotacién de mutaciones segtin

numeracion para Escherichia coli.
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Por otro lado, entre los 227 aislados sensibles a RIF por pruebas de sensibilidad a
farmacos basadas en cultivo se identificaron ocho aislados resistentes a RIF por la
prueba de detecciéon genotipica de resistencias GenoType MTBDRplus VER2.0. La
caracterizacidn por secuenciacion del gen rpoB demostré en todos ellos la presencia
de mutaciones con cambio de sentido. Las mutaciones que se detectaron fueron
L430P (L511P segin numeraciéon para EC), D435Y (D516Y segiin numeracién para
EC), H445L (H526L segin numeracion para EC), H445N (H526N segun numeracion
para EC) y L452P (L533P segliin numeraciéon para EC). Para medir el efecto de estos
cambios en la afinidad de la RIF por la ARN polimerasa se determiné el valor de la
CMI a RIF, presentando todos ellos valores de CMI de 0,125 a 1,0 pg/ml, ver tabla 9.
Los aislados portadores de las mutaciones H445L, D435Y y L452P presentaban
valores de CMI aumentados de 0,5 a 1,0 pg/ml. En contraste, los aislados portadores
de las mutaciones H445N y L430P presentaban valores de CMI de 0,125 pg/ml.

Tabla 9. Caracterizacion de rpoB entre los aislados fenotipicamente sensibles a RIF.

Resistencia CMI GenoType MTBDRplus

Jensuien, (it 560

Secuenciacion

INH RIF RIF rpoB* katG inhA rpoB*

176 C1 S S - - - - No secuenciada
10 C1 R S - - Awt, S315T1 - No secuenciada
1 C1 R S - - Awt - No secuenciada
2 C1 R S - - - Awt1, C15T No secuenciada
13 C1 R S - - - - No secuenciada
1 C1 R S 0,125 Awt2 Awt, S315T1 - L511P (+)
1 C1 R S 0,125 Awt7 - - H526N (+)
1 C1 R S 0,5 Awt7 Awt, S315T1 - H526L (+++)
15 Cc2 S S - - - - No secuenciada
1 C2 R S - - Awt, S315T1 - No secuenciada
1 C2 R S - - - - No secuenciada
2 Cc2 R S 0,5 Awt3,4  Awt, S315T1 - D516Y (++)
1 Cc2 R S 1,0 Awt7 Awt - H526L (+++)
1 Cc2 R S 0,5 Awt8 Awt, S315T1 - L533P (++)
1 C2 R S No viable Awt8 Awt - L533P (++)

Abreviaciones: Frec. = frecuencia, INH = isoniazida, RIF = rifampicina, CMI = concentracién
minima inhibitoria, C1 = casos nuevos, C2 = casos previamente tratados, R = resistente, S =
sensible, WT = bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de mutacién, rpoB-WT1 = codones 505-
509, rpoB-WT2 = codones 510-513, rpoB-WT3 = codones 513-571, rpoB-WT4 = codones 516-519,
rpoB-WT5 = codones 518-522, rpoB-WT6 = codones 522-525, rpoB-WT7 = codones 526-529,
rpoB-WT8 = codones 530-533, rpoB-MUT1 = mutacién D516V, rpoB-MUT2A = mutacién H526Y,
rpoB-MUT2B = mutacién H526D, rpoB-MUT3 = mutacién S531L, katG-WT = coddn 315, katG-
MUT1 = mutacién S315T1, katG-MUT2 = mutacién S315T2, inhA-WT1 = posiciones -15 y -16,
inhA-WT2 = posicion -8, inhA-MUT1 = cambio nucleotidico C-15T, inhA-MUT2 = cambio
nucleotidico A-16G, inhA-MUT3A = cambio nucleotidico T-8C, inhA-MUT3B = cambio nucleotidico
T-8A, (+++) alta fuerza de asociacién para predecir resistencia fenotipica, (++) moderada fuerza
de asociacién para predecir resistencia fenotipica, (+) baja fuerza de asociaciéon para predecir

resistencia fenotipica. (+) anotacién de mutaciones seglin numeracién para Escherichia coli.
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Tal como mencionamos previamente, los aislados con mecanismos de resistencia de
baja expresion, es decir, que presentan valores de CMI cercanos a los puntos de corte
de sensibilidad antibidtica establecidos suponen un reto diagnostico puesto que una
pequefia variacidn (1 dilucion) en el valor de la CMI, error aceptable para este tipo
de técnicas, puede cambiar el resultado de sensibilidad antibiética de sensible a
resistente o al inverso, por este motivo se consideran como aislados portadores de
mutaciones cuestionadas. En nuestro estudio, todos los aislados con mutaciones en
rpoB y valores de CMI por debajo de 2,0 pg/ml (punto corte clinico = 1,0 ug/ml) se
consideraron asilados portadores de mutaciones cuestionadas independientemente
del resultado de las pruebas de sensibilidad antibiética basadas en cultivo.
IdentificAndose un total de once aislados con estas caracteristicas. Todos ellos
presentaban resistencia a INH y la mayoria (8/11) procedian de pacientes
previamente tratados que recibieron pautas de tratamiento con fairmacos de segunda
linea. Los tres casos restantes pertenecian a casos nuevos que recibieron la pauta
estandar con 2EHZR/4HR (al tratarse de casos nuevos no se sometieron a un tamizaje

de resistencia mediante Xpert MTB/RIF).
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5. DISCUSION
5.1 Prevalencia de tuberculosis drogorresistente

Hasta la elaboraciéon del primero de los articulos incluidos en la presente tesis
doctoral,?4 no existian en la Republica de Angola datos sobre la prevalencia de TB-
MDR, por lo que nuestro estudio supuso la primera fuente de informacién sobre este
problema en el pais. Encontramos una alta prevalencia de TB-MDR entre los
pacientes tratados previamente (71,1%) y los casos nuevos (8,0%). Siendo esta muy
superior (casi 4 veces mayor) a la esperada segtn las estimaciones de la OMS sobre la
carga de TB-MDR en Angola, que era del 21% entre los pacientes tratados
previamente y del 2,8% entre los pacientes nuevos.25 Estos datos también distan
mucho de los datos comunicados por paises vecinos, con prevalencias de TB-MDR
entre los pacientes tratados previamente del 4,6-15,0%, y del 2,0-6,6% entre los

pacientes nuevos.26:27.28,29,30,31

Estos datos revelan cifras de multirresistencia alarmantes, pero estos hallazgos han
de interpretarse con precaucion. El presente trabajo forma parte de un proyecto
mucho mas amplio y ambicioso cuyo objetivo era reforzar la capacidad diagnoéstica
del centro de TB del Hospital Nossa Senhora da Paz para la detecciéon de TB y TB-MDR
mediante la incorporacion del sistema GeneXpert y la prueba Xpert® MTB/RIF.32
Convirtiéndose asi en el primer centro de la Republica de Angola que incorporaba
esta tecnologia. Todo esto junto con el compromiso por parte del ministerio de salud
de este pais de garantizar a los pacientes diagnosticados de TB-MDR el acceso a
farmacos de segunda linea pudo haber generado un efecto llamada de los casos mas
graves como, por ejemplo, pacientes con antecedentes de fracaso a multiples
esquemas terapéuticos o los que requerian acceso a farmacos de segunda linea no
disponibles en otros centros, que suelen presentar mayor riesgo de
farmacorresistencia. Con el fin de minimizar el sesgo de seleccion se estableciéo como
criterio de inclusion del estudio que los pacientes elegibles fueran de la provincia de
Benguela, permitiendo un maximo de 100 pacientes referidos. Todos los pacientes

incluidos en el estudio eran de la provincia de Benguela, y la mayoria eran del
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municipio de Cubal o de municipios cercanos (<50 km de la ciudad de Cubal). No
obstante, un elevado porcentaje de los pacientes tratados previamente habian sido
referidos desde localidades que se encuentran a mas de 50 km de la ciudad de Cubal.
Esto junto el elevado porcentaje (26,3%) de pacientes previamente tratados entre la
poblacion elegible nos hace sospechar que se pudo haber producido un sesgo de
seleccion. Segun los datos comunicados por el PNLCT tan sélo se esperaria un 10-
15% de pacientes previamente tratados entre los pacientes potencialmente
elegibles.2> Todo ello podria explicar la extremadamente alta prevalencia de TB-MDR
entre los pacientes previamente tratados (71,1%), siendo ésta especialmente alta
cuando la comparamos con los pacientes que no habian recibido tratamiento con
anterioridad (8,0%). Ademas, tras esta observacion tampoco podemos descartar que
se haya producido el mismo sesgo de selecciéon entre los pacientes nuevos ya que
aquellos enfermos de TB contactos de pacientes con diagndstico de TB-MDR podrian
haber ido preferentemente a este centro. Siendo necesaria la realizacién de una
encuesta nacional de resistencia a farmacos antituberculosos para confirmar la

prevalencia de TB-MDR en la Republica de Angola.

A pesar de estas limitaciones, que impiden que podamos realizar una estimacion
precisa de la carga de TB-MDR en la regidn, es evidente que la TB-MDR es un
problema sanitario importante en esta region. La Republica de Angola consigui6 su
independencia de Portugal en 1975, después de una larga guerra. Sin embargo, una
vez emancipado el nuevo pais se vio inmerso en una intensa y duradera guerra civil
que se prolong6 de 1975 a 2002. La guerra impidio6 el desarrollo de programas de
salud, produciéndose frecuentes faltas de abastecimiento de farmacos vy
movilizaciones de personas de un territorio a otro, lo que dificulté la adhesion al
tratamiento y el correcto seguimiento de los pacientes, asi como, la formacion del
personal sanitario.33 Ademas, hasta hace unos afios, no existian programas de TDO
para el manejo de pacientes con TB,21 lo cual ha podido influir en la adherencia a los
tratamientos farmacoldgicos y al posterior desarrollo de resistencia a farmacos.
Durante los ultimos afios el PNLCT ha implementado programas de tratamiento

acortado directamente acortado (TDO) para el manejo de pacientes con TB, lo que
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con toda seguridad aumentara la adherencia al tratamiento y probablemente ayudara
a disminuir el desarrollo de resistencias. Por el momento estos programas solo se
estan utilizando para el tratamiento de la TB sensible a farmacos, sin existir ain
programas de TDO para el manejo de pacientes con TB-MDR. Por otro lado, las guias
nacionales de la Republica de Angola para el tratamiento de la TB en casos que habian
sido previamente tratados con farmacos antituberculosos se basaban en las
recomendaciones de la OMS de 2010 en las que utilizaba la Categoria II, que afiadia
STR al esquema terapéutico de primera linea y lo alargaba hasta 8 meses.3? Sin
embargo, existen varios estudios que han observado que el uso de este esquema
terapéutico en pacientes previamente tratados se asocia a altos porcentajes de
fracasos y recaidas, y, ademas, promueve fendmenos de amplificacién selectiva de
poblaciones con mutaciones que confieren resistencia a los farmacos empleados,
factor que ha podido condicionar también los altos porcentaje de TB-MDR
encontrados en nuestro estudio.343536 De hecho, la OMS no recomienda actualmente
el uso de este esquema terapéutico. En su lugar recomienda la implementacién de
pruebas de sensibilidad a farmacos, haciendo especial hincapié en la introduccion de
pruebas rapidas para la deteccién de resistencia que permitan orientar la pauta de
tratamiento a recomendar.3” Sin embargo, hasta el afio 2014, momento en el que se
inici6 el proyecto en el cual se engloba la presente tesis doctoral, la confirmacion del
diagndstico de la TB en la Republica de Angola se basaba unica y exclusivamente en la

microscopia del frotis de esputo.

5.2 Caracterizacion de los patrones moleculares de resistencia

Tal como hemos mencionado, la OMS recomienda la introduccién en el algoritmo
diagndstico de pruebas moleculares rapidas para el diagnéstico de la TB. Estas
pruebas pueden disminuir el retraso en el diagnostico ya que algunas de ellas
presentan mayor sensibilidad que la microscopia, considerada la técnica rapida de
referencia para el diagnéstico de la TB, ademas, pueden detectar mutaciones
asociadas a resistencia y orientar la pauta de tratamiento a recomendar.3” Su breve

tiempo de respuesta, en comparacién con las pruebas clasicas basadas en cultivo, las

61



DISCUSION

...............................................................................................................................................

convierte en herramientas muy valiosas para la toma de decisiones clinicas. Ademas,
son pruebas estandarizadas, de rendimiento potencialmente elevado, y que pueden

llevarse a cabo en entornos con bajos requerimientos de bioseguridad.

De entre estas técnicas moleculares es necesario resaltar la prueba Xpert MTB/RIF,
que permite la identificacion de MTBC, asi como, la deteccién de resistencia a RIF en
un plazo de 2 horas, con una sensibilidad del 96% y una especificidad del 98%.
Ademas, es mucho mas sensible que la baciloscopia (es positivo en el 68% de los
casos con baciloscopia negativa y cultivo positivo), por lo que también supone un
avance importante en la detecciéon precoz, especialmente en pacientes con infeccién
por VIH.37.3839 No obstante, su principal ventaja se basa en que la extraccidn,
amplificacion y deteccion de acidos nucleicos esta totalmente automatizada y tiene
lugar en el interior de un cartucho de un solo uso. Con lo que se reduce al minimo el
riesgo de contaminacién cruzada entre muestras, a la vez que permite la realizacion
de pruebas de biologia molecular en muchos entornos con bajos requerimientos de

bioseguridad e infraestructura.

Hay que mencionar, también, la utilidad de otras pruebas moleculares como son las
LIPA. Estas pruebas presentan una buena rentabilidad diagnoéstica a partir de aislados
de cultivos, y también han demostrado ser utiles en la detecciéon directa sobre
muestras respiratorias con baciloscopia positiva; sin embargo, no se recomienda su
utilizacidn si la baciloscopia es negativa.#041 Existen varios ensayos comercializados
que permiten la deteccion rapida (en menos de 48 horas) de resistencias a farmacos
de primera (INNO-LiPA Rif.TB, GenoType MTBDRplus) y segunda linea (GenoType
MTBDRsl). La rentabilidad diagnostica para la deteccion de resistencia a RIF es
excelente (sensibilidad >96% y especificidad >97%).40 Pero, para el resto de los
farmacos, estas técnicas muestran una moderada sensibilidad (INH: sensibilidad
89%; FQ: sensibilidad 80%; inyectables de segunda linea: sensibilidad 64%).4041 A
pesar de ello, su valor predictivo positivo es alto al mostrar todas ellas alta
especificidad (especificidad >96%).4041 Por lo que se recomienda su uso como
pruebas rapidas iniciales para la deteccién de casos de TB resistente a la INH, asi

como, para la deteccién de casos de TB-MDR resistente a FQ o inyectables de segunda
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linea.4%41 Por otro lado, este tipo de pruebas también pueden emplearse para
caracterizar los aislados circulantes, ya que incorporan sondas especificas contras las
mutaciones asociadas a resistencia mas frecuentes. La mayor dificultad para la
implementacion de estas técnicas es que su uso requiere de una extraccién y una
amplificacién manual de acidos nucleicos por lo que se requiere de laboratorios con

cierto nivel de complejidad.

La introduccién de este tipo de pruebas en el algoritmo diagnéstico de la TB es
esencial para el correcto manejo de los pacientes con TB aportando estas
innumerables ventajas.2! No obstante, presentan también algunos inconvenientes que
hemos de tener en cuenta. El primero es consecuencia de que la resistencia a un
farmaco esta mediada por la participaciéon de una o mas mutaciones en uno o varios
genes, inclusive algunos de ellos atin no identificados. Esto hace que la especificidad
de las técnicas para la busqueda de una mutaciéon determinada en un gen sea alta,
pero la sensibilidad para la identificacion fenotipica de resistencia puede ser baja. La
proporcion de aislados resistentes detectados dependera de factores intrinsecos
como el fArmaco, sus mecanismos de adquisiciéon de resistencias, dianas genéticas
incluidas en la presentacion de la prueba, asi como, factores extrinsecos como el perfil
de mutaciones de los aislados circulantes. Otra limitacion es la escasa sensibilidad de
estos ensayos para detectar poblaciones minoritarias resistentes (poblaciones
heterorresistentes) que fuesen las causantes de la resistencia fenotipica. Por todo ello
se recomienda caracterizar y monitorizar los aislados circulantes pues la frecuencia
de las mutaciones especificas asociadas a resistencias puede variar entre regiones
geograficas o a lo largo del tiempo afectando a la rentabilidad diagnéstica de las

técnicas empleadas.

5.2.1 Patrones de resistencia genotipica a isoniazida

La resistencia a INH es debida a la participacién de diferentes mecanismos de
adquisicion de resistencia, inclusive algunos de ellos atin no identificados. Pero los
mecanismos de resistencia mas relevantes son aquellos que involucran a los genes

katG e inhA.#2 El gen katG codifica para la enzima catalasa-peroxidasa, responsable de
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la transformacion de la INH en su compuesto activo (radical o anién acil-
isonicotinico).#3 Este radical producido tras la acciéon de la enzima KatG se une
covalentemente al anillo de nicotinamida de una molécula de NAD(H) el producto de
esta union (acil-isonicotinico-NADH) se une de forma competitiva al sitio activo de la
enzima InhA inhibiendo su funcién.#44546 Entre el 40 y el 95% de los aislados
resistentes a INH son portadores de mutaciones en katG.4748 La enzima resultante es
incapaz de activar la INH generando una resistencia de alto nivel. Se han descrito
numerosas mutaciones, pero las mas frecuente son aquellas que afectan el codén 315.
Entre el 75 y el 90% de los aislados portadores de mutaciones en katG presentan
mutaciones en esta posicidn. 4748 Por otro lado, el gen inhA codifica la enzima enoil-
ACP-reductasa que participa en los procesos de sintesis de los acidos micoélicos de la
pared bacteriana. Esta enzima es el blanco molecular del farmaco.#44546 Entre el 8 y el
43% de los aislados resistentes a INH son portadores de mutaciones en este gen.*8 La
mayor parte de estas mutaciones se han descrito en la regién reguladora y origina
una sobreexpresion de la enzima que compensa la accién inhibidora del farmaco.
También se han descrito mutaciones que disminuyen la afinidad de la enzima InhA
por la dupla acil-isonicotinico-NADH.#446 Ambos tipos de mutacién se asocian a un
bajo nivel de resistencia. No obstante, han de existir otros mecanismos asociados a
resistencia no descritos aun pues entre el 10 y el 25% de los aislados resistentes a

INH no presentan mutaciones ni el gen katG ni en el gen inhA.#8-50

El empleo de la prueba molecular GenoType MTBDRplus VER2.0 sobre los aislados
clinicos de nuestra serie de pacientes revel6 que el 64,6% (73/113) de los aislados
resistentes a INH eran portadores de mutaciones en la posiciéon 315 del gen katg,
concretamente 65 eran portadores de la mutaciéon de alto nivel S315T. Por otro lado,
esta prueba también revel6 que el 5,3% (6/113) de los aislados resistentes a INH
eran portadores de mutaciones en la region promotora del gen inhA. Ademas, es
importante resaltar que en el 30,1% de los aislados resistentes a INH no se detecto
ninguna mutacién asociada a resistencia a INH utilizando la prueba GenoType
MTBDRplus VER2.0. Esto puede ser debido a que presenten otros mecanismos

asociados a resistencia no descritos atun. O bien, que sean portadores de mutaciones
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en regiones de katG e inhA no incluidas en la prueba diagnodstica. Como ya
mencionamos esta prueba incorpora para la deteccidn de resistencia de alto nivel una
sonda de tipo salvaje que cubre el codén 315 del gen katG, asi como, dos sondas de
mutacion que detectan las dos variantes de la mutacion asociada a resistencia mas
comun (S315T). Es decir, que tan solo analizamos una dnica posicién de este gen. Por
otro lado, para la deteccion de resistencia de bajo nivel esta prueba incorpora dos
sondas de tipo salvaje para la region promotora del gen inhA (nucleétidos -8, -15 y
-16), asi como, cuatro sondas de mutacién para las mutaciones asociadas a
resistencias mas comunes: C15T, A16G, T8C y T8A. De manera que con este panel de
mutaciones el Unico mecanismo de resistencia que estamos evaluando es la

sobreexpresion de la enzima para compensar la acciéon inhibidora del farmaco.

Es importante resaltar que tal y como pone de manifiesto el presente estudio el
porcentaje de aislados portadores de mutaciones en los genes katG e inhA varia entre
las diferentes regiones geograficas. Ello hace que la sensibilidad de las pruebas
moleculares para la deteccién de resistencia a INH también varie. Esto explica que la
exactitud diagnostica de estas pruebas, en particular la de GenoType MTBDRplus, sea
variable y presente una sensibilidad muy heterogénea entre estudios, con
sensibilidades que van desde el 57% hasta el 100% con una sensibilidad acumulada
del 84,3%.40 Sin embargo, la especificidad acumulada es alta y consistente entre
estudios.#0 Todo ello hace que este tipo de pruebas presente un elevado valor
predictivo positivo, es decir, un resultado positivo indica resistencia a INH con
seguridad. Sin embargo, un resultado negativo requiere de la realizacion de otras
técnicas confirmatorias antes de descartar la resistencia a INH, especialmente en

paises con alta prevalencia de TB farmacorresistente.

5.2.2 Patrones de resistencia genotipica a rifampicina

La RIF es un agente bactericida de amplio espectro que interfiere en la sintesis de
ARN mensajero al unirse a la polimerasa de ARN dependiente de ADN
procariota.515253 Esta polimerasa es un oligdbmero compuesto por cuatro subunidades

distintas: a, B, B’ y o codificadas por los genes rpoA, rpoB, rpoC y rpoD,

65



DISCUSION

...............................................................................................................................................

respectivamente. La RIF no impide la union de la ARN polimerasa al promotor ni la
formacién del primer enlace fosfodiéster, pero impide la elongacién posterior de la
cadena. Esta inhibicidn la logra uniéndose a la subunidad 3 de la ARN polimerasa,>4>5
concretamente, los modelos estructurales indican que el sitio de unién de la RIF esta
ubicado cerca del centro catalitico de la enzima y bloquea fisicamente la elongacién
de la cadena.>>7 Las micobacterias, al igual que otros géneros bacterianos, adquieren
resistencia a la RIF mediante mutaciones en una region bien definida de 81 pares de
bases del gen rpoB conocida como RRDR. Mas del 96% de las cepas resistentes a la
RIF poseen mutaciones en esta region.>859 Este hecho ha facilitado enormemente el
desarrollo de pruebas moleculares rapidas para la detecciéon de TB-RR, ademas, como
la resistencia a RIF raramente se presenta sola pero frecuentemente viene asociada a
resistencia a la INH, se puede considerar la resistencia a RIF como un marcador de

TB-MDR.

El empleo de la prueba molecular GenoType MTBDRplus VER2.0 sobre los aislados
clinicos de nuestra serie de pacientes revelé que el 95,1% (77/81) de los aislados
resistentes a RIF eran portadores de mutaciones en RRDR. Pudiendo identificar la
mutacion asociada a resistencia en 69 de los mismos. En los ocho aislados restantes la
resistencia se infirié por la ausencia de sefial en al menos una de las sondas de tipo
salvaje. Resaltar, también, que en el 4,9% (4/881) de los aislados resistentes a RIF no
se detectdé ninguna mutacion asociada a resistencia a RIF utilizando la prueba
GenoType MTBDRplus VER2.0. La posterior caracterizacion por secuenciacion
demostro en dos de ellos ausencia de mutaciones en rpoB, y en los dos casos restantes
presencia de aislados heteroresistentes. También hay que resaltar la deteccion de
ocho aislados portadores de mutaciones en RRDR identificados como aislados
sensibles por pruebas de sensibilidad a faArmacos basadas en cultivo. Para poder
evaluar la rentabilidad diagnoéstica de la prueba Xpert MTB/RIF se caracterizaron
todos los aislados resistentes por ausencia de hibridacion de sondas de tipo salvaje,

asi como todos los aislados discrepantes.

Tal como ya mencionemos anteriormente, las pruebas moleculares rapidas para la

deteccién de TB-RR tienen una excelente exactitud diagnostica para la deteccién de
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resistencia a RIF.3940 A pesar de ello, su introduccion en el algoritmo diagndstico de la
TB conduce invariablemente a discrepancias, en ambos sentidos, entre los métodos
fenotipicos y genotipicos de resistencias.t961 Estas discrepancias pueden ser debidas
a la presencia de aislados con mutaciones fuera de la regiéon RRDR, a la presencia de
aislados portadores de mutaciones silentes, a la presencia de aislados portadores de

mutaciones cuestionadas o a la presencia de aislados heterorresistentes.62

La primera situacién que nos puede conducir a discordancias entre métodos esta
relacionada con el mecanismo molecular de resistencia ya que la resistencia a un
farmaco estd mediada por la participacion de una o mas mutaciones en uno o varios
genes, inclusive algunos de ellos atin no identificados. Esto hace que la especificidad
de las técnicas para la busqueda de una mutacion determinada en un gen sea alta,
pero la sensibilidad para la identificacién fenotipica de resistencia pueda ser baja. Es
decir, el hecho de no encontrar ciertas mutaciones en uno o varios genes no
necesariamente se traduce en un diagnostico confiable de sensibilidad. La proporcién
de aislados resistentes no detectados dependera del firmaco y de sus mecanismos de
adquisicion de resistencia. Tal como hemos mencionado antes la resistencia a la RIF
se asocia principalmente a mutaciones en una pequefia regién del gen rpoB. Mas del
96% de las cepas resistentes a la RIF poseen mutaciones en esta region.>8>9 Este
hecho ha facilitado enormemente el desarrollo de pruebas moleculares rapidas para
la deteccion de TB-RR. Sin embargo, en un porcentaje no despreciable (cerca de un
5%) la resistencia a RIF es debida a mutaciones fuera de RRDR. Existen varias
publicaciones que describen mutaciones en el gen rpoB asociadas a resistencia fuera
de RRDR. En concreto refieren las mutaciones V176F e 1491F (V146F e I572F segun
numeracion para EC).636465 No obstante, ain no conocemos todas las mutaciones
asociadas a resistencia ni todos los mecanismos de resistencia implicados. Existe
alguna publicacion que sugiere una asociaciéon entre la resistencia a RIF y la
sobreexpresion de las bombas de eflujo Rv0194 y mmpL5.6667 Pero se requieren

estudios con un mayor tamafio muestral para evaluar esta asociacidn.

En nuestra serie de pacientes se detectaron dos casos de aislados resistentes a RIF no

portadores de mutaciones en RRDR. La caracterizaciéon por secuenciacion del
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fragmento de ADN entre los codones 135 y 610 del gen rpoB, donde se encuentran
todas las mutaciones asociadas a resistencia descritas, tampoco demostré ninguna
mutacién en rpoB fuera de RRDR. Por lo tanto, desconocemos el mecanismo de
resistencia de estos dos aislados. Pero debido a su presencia dos casos de TB-MDR no
pudieron ser detectados por pruebas moleculares de detecciéon de resistencias, un
caso entre los pacientes que no habian recibido tratamiento con anterioridad y otro

caso entre los pacientes previamente tratados.

Otra situaciéon que puede conducir a discordancias entre métodos esta relacionada
con la presencia de mutaciones silentes. Las técnicas moleculares de deteccién de
resistencias detectan cambios en la secuencia nucleotidica, pero por la degeneraciéon
del codigo genético no todos los cambios se traducen en cambios en la estructura
proteica. Por lo tanto, una proporcién variable de cepas sensibles pueden ser
detectadas erréneamente como aislados resistentes. Existen varias publicaciones que
alertan de la presencia de aislados portadores de mutaciones silentes que
potencialmente pueden ocasionar errores diagndsticos. Concretamente nos alertan
sobre las mutaciones silentes Q510Q, F514F, y L533L (Q429Q, F433F, L452L,
respectivamente, segiin numeracién para EC).686%70 Pero apenas hay datos sobre la
prevalencia de este tipo de aislados y los pocos datos que se disponen provienen de
estudios llevados a cabo en paises con baja incidencia de TB. Reportdndose unas

prevalencias de entre el 0,4 y el 1,3%.6869,71,72

La presencia de este tipo de aislados afecta mas al rendimiento de las pruebas de
deteccion genética de resistencias basadas en la amplificacion de acidos nucleicos por
PCR a tiempo real (p.ej. Xpert® MTB/RIF) que a las pruebas basadas en el principio
de hibridacion reversa (p.ej. GenoType MTBDRplus VER2.0). Esto se debe a que las
primeras sélo incorporan para la deteccion de resistencia sondas de tipo salvaje y la
resistencia se infiere por ausencia de sefial en alguna de ellas. Sin embargo, las
pruebas basadas en el principio de hibridacién reversa incorporan para la detecciéon
de resistencia tanto sondas de tipo salvaje que cubren la secuencia de bases de la
region de interés, asi como, sondas de mutacion especificas para la detecciéon de las

mutaciones asociadas a resistencia mas comunes. De manera que en un porcentaje
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elevado de casos conocemos la mutacion asociada a resistencia implicada, en los
casos restantes la resistencia se infiere por la ausencia de una de las sondas de tipo
salvaje. Como estos resultados tienen implicaciones importantes para el tratamiento
del paciente es importante confirmar e identificar la presencia de mutaciones en el
gen rpoB. La Asociacion de Laboratorios de Salud Publica de Estados Unidos (APHL,
por sus siglas en inglés) recomienda confirmar la presencia de mutaciones en rpoB
mediante secuenciacion o a través de pruebas basadas en el principio de hibridaciéon
reversa (por su menor tiempo de respuesta) y tan s6lo secuenciar rpoB en aquellos
casos en que no se detecte ninguna de las mutaciones asociadas a resistencia
incluidas en la prueba.”? En el manual para la implementaciéon de Xpert MTB/RIF en
el algoritmo diagndstico de la TB publicado por la OMS en 2013 se recomendaba
confirmar la presencia de mutaciones en rpoB en entornos donde la prevalencia de
resistencia a RIF fuera inferior al 15% a causa del bajo VPP de la prueba en areas con
baja incidencia de TB-MDR.38 Esta recomendacién se mantuvo en la siguiente
actualizacion publicada en 2014, sin embargo, en esta se indicaba que gran parte de
las discordancias detectadas podian estar relacionadas con la deteccién de cepas
verdaderamente resistentes a RIF no detectadas por pruebas de sensibilidad

antibiodtica basadas en cultivo (estandar de referencia).3?

Estudios realizados en areas con baja incidencia de TB describen porcentajes
moderados/altos de aislados portadores de mutaciones silentes entre los aislados
genotipicamente resistentes, reportandose prevalencias de entre el 4,3% y el 25% de
los casos.697172 En paises con alta incidencia de TB la prevalencia de aislados
portadores de mutaciones silentes entre los aislados genotipicamente resistente es
menor aunque existen datos heterogéneos al respecto, reportandose prevalencias de
entre el 1,3% y el 10,6% de los casos.”+#7> Importante resaltar que en este ultimo
trabajo los autores resaltaban que tan elevado e inusual porcentaje de discrepancias
en un area de alta incidencia de TB podia estar influenciado por la presencia de
pacientes en cluster, infectados por una misma cepa, y que por tanto participan en
una misma cadena de transmision.”> En nuestra serie, llevada a cabo en un area de

alta carga de TB, no se detect6 ningun aislado portador de mutaciones silentes.
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Otra situacion a tener en cuenta ante la presencia de discrepancias es la presencia de
aislados portadores de mutaciones cuestionadas. La interpretaciéon de los
resultados de las pruebas de sensibilidad antibiotica consiste en la categorizaciéon
clinica de los resultados, es decir, en la traducciéon por medio de los puntos de corte
clinicos en las categorias clinica sensible, intermedio o resistente. Los puntos de corte,
bien en valores de halos de inhibicion o de CMI, se utilizan para separar estas
categorias. El Clinical and Labarptary Stamdards Institute y el European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing establecen en los Estados Unidos y en Europa,
respectivamente, estos puntos de corte. Este tltimo grupo también ha establecido los
denominados puntos ECOFF que separan las poblaciones que carecen o no expresan
mecanismos de resistencia de aquellas que los presentan y expresan. Los puntos de
corte que definen la categoria clinica sensible no necesariamente han de coincidir con
los ECOFF. La utilizacion exclusiva de las categorias clinicas (sensible, intermedio o
resistente) puede limitar la lectura interpretada del antibiograma, en particular si los
puntos de corte clinicos no son adecuados o estan alejados de los puntos de ECOFF.
Esta circunstancia se agrava cuando se consideran mecanismos de resistencia de baja
expresion que implican valores de CMI o halos de inhibicién que apenas superan los

puntos de corte de sensibilidad antibiética establecidos.

En el caso de la RIF el nivel de resistencia dependera de la mutacién detectada.’® La
posicion de la mutacion y el cambio aminoacidico determinan el nivel de resistencia.
Las mutaciones S450L, H445Y, H445D y D435V (S531L, H526Y, H526D, D516V,
respectivamente, segin la numeraciéon para EC) estan asociadas con un alto o
moderado nivel de resistencia, mientras que las mutaciones L452P, H445N, H445L,
D435Y y L430P (L533P, H526N, H526L, D516Y, L511P, respectivamente, segin la
numeracion para EC) tienden a causar bajo nivel de resistencia.””’8 Los aislados con
mecanismos de resistencia de baja expresidn, es decir, que presentan valores de CMI
cercanos a los puntos de corte de sensibilidad antibiética establecidos suponen un
reto diagnostico para las pruebas de deteccion de resistencia basadas en cultivo.”?
Esto es debido principalmente a la reproducibilidad de sus resultados pues una

pequefia variacidn (1 dilucion) en el valor de la CMI, error aceptable para este tipo
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de técnicas, puede cambiar el resultado de sensibilidad antibidtica de sensible a
resistente o al inverso. Este hecho es responsable de que muchas de estas mutaciones
con bajo nivel de resistencia se interpreten a veces como aislados sensibles y otras
veces como aislados resistentes, por todo ello el valor de estas mutaciones es incierto
y reciben el nombre de aislados portadores de mutaciones cuestionadas.”’?80 A pesar
de que existen estudios que indican que la presencia de estos aislados incrementa la

probabilidad de fracaso de tratamiento.8!

En nuestra serie se detectaron un total de once pacientes con aislados portadores de
mutaciones cuestionadas. Todos ellos presentaban resistencia a INH, y la mayoria
(8/11) procedian de pacientes previamente tratados por la que la exposicion previa
al tratamiento pudo haber contribuido a su desarrollo. Tres se clasificaron como
fenotipicamente resistentes por las pruebas de sensibilidad basadas en cultivo, pero
presentaban mutaciones asociadas a un bajo nivel de resistencia (CMI entre 1.0 y 2.0
ug/ml; punto de corte clinico = 1.0 pg/ml). Las mutaciones que se detectaron fueron
la doble mutacién L430P+S493L (L511P+S574L segun la numeracién para EC), la
delecién N437 (N518del segiin la numeracién para EC), y la mutaciéon H445L (H526L
segiin la numeracién para EC). Los restantes ochos aislados portadores de
mutaciones cuestionadas se clasificaron como aislados fenotipicamente sensibles. Las
mutaciones que se detectaron fueron L430P (L511P segin numeracion para EC),
lcaso; D435Y (D516Y segun numeracién para EC), 1lcaso; H445L (H526L segun
numeracion para EC), 2 casos; H445N (H526N segin numeracion para EC), 1 caso, y
L452P (L533P segun numeracion para EC), 2 casos. Los aislados portadores de las
mutaciones H445L, D435Y y L452P presentaban valores de CMI aumentados
cercanos al punto de corte clinico (CMI = 0,5-1,0 pg/ml). Sin embargo, los aislados
portadores de las mutaciones H445N y L430P presentaban valores de CMI por debajo
del punto de ECOFF (CMI = 0,125 pg/ml; ECOFF = 0,25-0,5 pg/ml).

Para mejorar el diagnostico fenotipico de la resistencia a RIF varios autores han
sugerido reducir el punto de corte clinico de la RIF para que coincida con el punto de
ECOFF.77.8283 E] problema radica en la superposicion de los valores de CMI entre las

poblaciones que carecen o no expresan mecanismos de resistencia con aquellas que
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los presentan y expresan, véase Figura 13. Ello hace que, aunque se reduzca el punto
de corte clinico todavia se pasarian por alto algunos aislados portadores de
mutaciones cuestionadas mientras que algunos aislados sensibles se clasificarian

erroneamente como resistentes.””

Figura 13. Distribucion de los valores de concentraciéon minima inhibitoria a rifampicina

entre los aislados de Mycobacterium tuberculosis complex.
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* Para establecer la distribucién de los valores de CMI a rifampicina entre los aislados que carecen
0 no expresan mecanismos de resistencia se seleccionaron 90 aislados clinicos consecutivos
sensibles a rifampicina (barras con lineas verticales). También se seleccionaron 11 aislados
resistentes tanto por BACTEC460 como por 7H10 (barras negras). El punto de corte clinico esta
sefialado con una flecha. La barra llena de puntos es un aislado discordante de BACTEC460 y
7H10.

Fuente: Schon T et al. Evaluation of wild-type MIC distributions as a toll for determination of clinical

breakpoint for Mycobacterium tuberculosis. 84

Con el mismo fin, las plataformas de datos han trabajado en el desarrollo de nuevos
métodos para predecir la resistencia fenotipica a farmacos antituberculosos. Uno de
los consorcios internacionales de TB junto con los socios de la plataforma ReSeqTB
publicaron en 2018 un trabajo cuyo objetivo era establecer un nuevo método,
estandarizado y reconocido internacionalmente para predecir la resistencia
fenotipica a farmacos e implantarlo en su plataforma.8> Este nuevo método de
prediccion de resistencias se basa en la utilizacion de la razéon de verosimilitud como
medida de asociacion. Este parametro tiene dos grandes ventajas. La primera es que

la razo6n de verosimilitud es una medida universal de asociaciéon que no se ve afectada
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por la prevalencia. La segunda es que, a diferencia de la sensibilidad y la especificidad,
que a menudo se utilizan para evaluar las mutaciones de resistencia como predictores
de resistencia fenotipica, la razén de verosimilitud no conduce a una exageracién de
los beneficios de una prueba o a la fuerza de una asociacidén ya que simplemente
proporcionan un multiplicador de la probabilidad de resistencia previa a la prueba.
Es decir, una alta sensibilidad y especificidad no garantizan que el resultado positivo
sea correcto si la afeccién subyacente es extremadamente rara. A pesar de sus
ventajas existe un inconveniente y es que este sistema no tiene en cuenta la
incertidumbre (intervalo de confianza 95%) en torno a la estimacién de la razén de
verosimilitud para mutaciones que se asocian positivamente con la resistencia. Esto
significa que las mutaciones pueden clasificarse como de alta confianza, a pesar de
haber sido observada en tan sé6lo unos pocos aislados resistentes. Por lo tanto, el nivel
de confianza en la clasificacion de cada mutaciéon se ha de considerar como
provisional ya que podria cambiar en cualquier direccién a medida que se obtengan
mas datos.8> Junto con la descripcién de esta nueva metodologia, publicaron también
una lista de mutaciones asociadas a resistencia clasificadas segin su fuerza de
asociacion para predecir la resistencia. Segun esta lista la mutacion H445L (H526L
segun la numeracion para EC) tiene una alta fuerza de asociacidn, y las mutaciones
D435Y (D516Y segun la numeracién para EC) y L452P (L533P segiin la numeraciéon
para EC) tienen una moderada fuerza de asociacion para predecir la resistencia
fenotipica a RIF.8> Mientras que las mutaciones H445N (L511P segun la numeracion
para EC) y L430P (H526N segun la numeracién para EC) tienen una baja fuerza de
asociacion para predecir la resistencia fenotipica a RIF, ergo evidencia no concluyente
de que la mutacién confiere o estad fuertemente asociada a resistencia a RIF.85 Los
aislados portadores de mutaciones con alta o moderada fuerza de asociacion se
consideraron aislados clasificados erroneamente como aislados sensibles. Mientras
que los aislados portadores de mutaciones con baja fuerza de asociaciéon para
predecir la resistencia fenotipica se consideraron aislados verdaderamente sensibles.
Si revisamos los valores de CMI de estos aislados veremos que todos los aislados
portadores de mutaciones con alta o moderada fuerza de asociacién presentaban

valores de CMI a RIF aumentados (CMI entre 0,5 y 1,0 ug/ml). Mientras que los
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aislados portadores de mutaciones con baja fuerza de asociacion presentaban valores
de CMI por debajo del punto de ECOFF. Es decir, la determinacién del valor de la CMI
a RIF es una herramienta util para esclarecer el valor clinico de los aislados

portadores de mutaciones cuestionadas.

En resumen, debido a la presencia de estos aislados seis casos de TB-MDR no fueron
diagnosticados por pruebas de sensibilidad a farmacos basadas en cultivo, un caso
entre los nuevos casos y cinco casos entre los pacientes previamente tratados. No
obstante, no puedo evaluarse el riesgo de fracaso del tratamiento con pautas que
incluyan RIF debido a que todos los pacientes, excepto uno, recibieron medicamentos
de segunda linea para el tratamiento de la TB puesto que fueron identificados como
resistentes por la prueba Xpert MTB/RIF (pacientes previamente tratados) y el Unico
caso que recibio6 la pauta de tratamiento 2EHZR/4HR (caso nuevo) muri6 durante el

tratamiento.

Existe una ultima condicién que puede ser causa de discrepancias, la hetero-
resistencia. Esta clasicamente se detectaba empleando pruebas de sensibilidad
antibidtica basadas en cultivo y se definia como la coexistencia en un mismo paciente
de micobacterias sensibles y resistentes para un mismo farmaco considerandose una
cepa de MTBC resistente a un antibidtico cuando el 1% o mas de la poblacion
bacteriana de un cultivo era capaz de crecer y multiplicarse en presencia de una
concentracion determinada de ese farmaco. Para ello se establecia la proporciéon de
bacterias resistentes comparando el crecimiento de la cepa con antibiético con una
dilucion 1/100 de la cepa que actuaba como control. Esta interpretacion se conoce
como método de las proporciones y las concentraciones criticas, y fue establecido por
Cannetti y Grosset en 1963.86 Sin embargo, con la llegada de las pruebas moleculares
este término también se emplea para describir la coexistencia en un mismo paciente
de micobacterias con el alelo salvaje y micobacterias con el alelo mutado asociado a
resistencia a un determinado firmaco.8” Este fendmeno, que representa una via de
escape natural hacia la resistencia estable a los antimicrobianos, se ha estudiado

poco, esto hace que la prevalencia de este fenémeno sea desconocida pero
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presumiblemente dependa de la epidemiologia local de la resistencia a los farmacos

antituberculosos.

Las pruebas basadas en el principio de hibridacién reversa, como GenoType
MTBDRplus, pueden detectar una parte de los aislados heterorresistentes. La
deteccion simultanea de bandas de tipo salvaje y bandas de mutacién es indicador de
hetero-resistencia. Pero si la hetero-resistencia es debida a una mutacioén no incluida
en la prueba diagnoéstica esta pasara desapercibida y el aislado se identificard como
sensible a RIF. Las pruebas basadas en la amplificacién de acidos nucleicos por PCR a
tiempo real, como Xpert MTB/RIF, no son una buena herramienta para hallar aislados
heteroresistentes, pero su presencia afecta menos al resultado de la prueba. Pues la
ausencia de sefal de una de las sondas (poblacién homo-resistente) o si hay una
diferencia de 3,5 ciclos o mas entre la detecciéon de la primera y la ultima sonda
(poblacién hetero-resistente) indica resistencia a RIF. Tan s6lo habria dificultades
para caracterizar correctamente como aislados resistentes aquellos en que la

poblacién resistente represente un bajo porcentaje de esta.88

En nuestra serie de pacientes se detectaron casualmente 2 casos de hetero-
resistencia entre los aislados resistentes a RIF ambos procedentes de pacientes
previamente tratados. Estos dos aislados hetero-resistentes eran portadores de la
doble mutacion L430P y S493L (L511P+S574L segin numeracion para EC) y la doble
mutacion D435Y y L452P (D516Y+L533P segin numeracion para EC). La prueba
Xpert MTB/RIF realizada en Angola para establecer la pauta de tratamiento de estos
pacientes fue capaz de detectar, en ambos casos, la resistencia a RIF. Pero la presencia
de estos aislados interfirié en la correcta caracterizacion de éstos mediante la prueba
MTBDRplus, la cual identific6 como sensibles ambos aislados. Esto fue debido a que
ninguna de las mutaciones que portaban estos aislados se encuentra entre las bandas
de mutacion presentes en la prueba GenoType MTBDRplus VER2.0, a saber, D516V,
H526Y, H526D y S531L (segun la numeracion para EC). Estos hallazgos son casuales y
es probable que el porcentaje de hetero-resistencia hallado en nuestra serie esté
subestimado, ya que nuestro estudio no estaba disefiado para estimar la prevalencia

de hetero-resistencia, lo que habria requerido de la realizacién de antibiogramas por
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el método de las proporciones en medio Lowenstein-Jensen o la aplicaciéon de
técnicas de secuenciacion masiva sobre muestras o cultivo primario.8? Estudios en
otros paises con alta carga de TB demuestran prevalencias de hetero-resistencia que

van entre el 1,9 y el 28,8%.87.90.91

En resumen, en nuestro estudio encontramos un total de 87 aislados resistentes a
RIF. De los cuales, 74 casos (85,1%) tenian mutaciones de resistencia no
cuestionadas, 9 casos (10,3%) tenian mutaciones de resistencia cuestionadas, 2 casos
(2,3%) no tenian mutaciones en el gen rpoB y 2 casos (2,3%) eran aislados hetero-
resistentes, ver figura 14. La distribucién de mutaciones entre los aislados resistentes
a RIF fue S450L (S531L segln la numeracion para EC), 49 casos (56,3%); D435V
(D516V segln la numeracién para EC), 15 casos (17,2%); H445D (H526D segun la
numeracion para EC), 3 casos (3,4%); H445L (H526L segin la numeracion para EC), 3
casos (3,4%); H445Y (H526Y segun la numeracién para EC), 2 casos (2,3%); H435Y
(D516Y segun la numeraciéon para EC), 2 casos (2,3%); L452P (L533P segun la
numeracion para EC), 2 casos (2,5%); L430P (L511P segin la numeracién para EC), 2
casos (2,5%); doble mutante L430P y S493L (L511P y S574L segln la numeracion
para EC), 1 caso (1,1%); insercién Q432 (Q513ins segin la numeracion para EC), 1
caso (1,1%); doble mutante D435Y y L452P (D516Y y L533P segun la numeracion
para EC), 1 caso ( 1,1%); delecion N437 (N518del segtiin la numeracion para EC), 1
caso (1,1%); doble mutante L449M y S450F (L530M y S531F segtin la numeracién
para EC), 1 caso ( 1,1%); S450F (S531F seguin la numeracion para EC), 1 caso (1,1%);
S450W (S531W segtin la numeracién para EC), 1 caso (1,1%) y S450Y (S531Y segun
la numeraciéon para EC), 1 caso (1,1%). También hay que destacar que entre los 221
aislados sensibles a RIF se detectaron dos aislados (0,9%) portadores de mutaciones
con cambio de sentido en la RRDR no asociadas con resistencia a RIF, cuya presencia
puede conducir a una identificaciéon genotipica errénea de TB-RR mediante el empleo
de pruebas moleculares convencionales. Este patron de distribucion de mutaciones
observado difiere mucho de otros patrones de mutaciones comunicados por otros
paises,?? los cuales suelen mostrar un claro predominio de la mutacién S450L (S531L

segun la numeracion para EC) y muy poca diversidad genética, lo que sugiere un bajo
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grado de maduraciéon de la epidemia de TB-MDR en Angola.?3°* El desarrollo de
resistencia a farmacos antituberculosos implica un coste, en términos de eficacia
biolégica, en ausencia del fAirmaco. Por ello se suele observar un fenémeno de
seleccion de mutaciones de resistencias que van seguidas o acompanadas de
mutaciones compensatorias a medida que avanza la epidemia y se incrementa la tasa

de resistencia primaria entre los casos de TB-MDR.%4

Figura 14. Caracterizacion de los aislados resistentes a rifampicina.

Caracterizacion aislados resistentes a rifampicina (n=87)

i

B Aislados resistentes con alto nivel de resistencia y mutaciones en RRDR (74, 85,1%)

# Aislados resistentes con bajo nivel de resistencia y mutaciones en RRDR (3, 3,4%)
# Aislados resistentes con valores de CMI aumentados y mutaciones en RRDR (6, 6,9%)

Aislados heteroresistentes portadores de mutaciones en RRDR (2, 2,3%)

5.3 Evaluacion de la rentabilidad diagnostica del sistema GeneXpert

En nuestra serie solo los pacientes previamente tratados se sometieron a pruebas
rapidas para la deteccién de resistencias sobre muestra clinica antes de iniciar
tratamiento. En total 111 pacientes se beneficiaron de la realizacion de dicha prueba.
En 107 se confirm6 el diagndstico de TB identificandose 75 casos de TB-RR. Sin
embargo, solo se obtuvo confirmacién bacteriolégica de TB y resultados de pruebas
de sensibilidad a farmacos antituberculosos por cultivo en 83 de los casos
confirmados. La concordancia entre ambas técnicas para la deteccion de resistencia a
RIF fue elevada del 91,6%. Detectandose siete aislados discordantes, ver tabla 10. Seis
eran aislados clasificados fenotipicamente como sensibles, pero identificados como
resistentes por la prueba Xpert MTB/RIF, de los cuales cinco eran portadores de
mutaciones con cambio de sentido con una fuerte o moderada asociacién para
predecir la resistencia fenotipica, es decir, verdaderamente resistentes, y en el caso
restante no se identificé ninguna mutaciéon en RRDR a pesar de que la prueba Xpert

MTB/RIF detecto resistencia a RIF por ausencia de sefial en la sonda E (poblacién
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homo-resistente), lo que sugiere un error preanalitico en el laboratorio clinico. El
séptimo aislado discordante fue clasificado fenotipicamente como aislado resistente,
pero sensible por la prueba Xpert MTB/RIF, la caracterizacién por secuenciacion del
gen rpoB no demostré la presencia de ninguna de las mutaciones asociadas a
resistencia a RIF descritas en rpoB, y desconocemos el mecanismo de resistencia a
RIF de dicho aislado. Teniendo en cuenta estos resultados de caracterizacion
genotipica la sensibilidad y la especificidad del Xpert MTB/RIF fue del 98,4% y del
94,1%, respectivamente, para la deteccion de resistencia de RIF entre los pacientes

previamente tratados, ver tabla 10.

Tabla 10. Comparacién de los resultados de resistencia a rifampicina obtenidos

mediante Xpert MTB/RIF y pruebas de deteccidn de resistencia basadas en cultivo.

Pruebas de deteccion de resistencias basadas en cultivo

Casos nuevos con Casos previamente tratados
Xpert MTB/RIF baciloscopia + tras 2 m (n=55) . (n=83)
RRDR secuencia mutada 15 1 60 61
RRDR secuencia salvaje 0 39 1 16
Concordancia indice Sensibilidad Especificidad VPP VPN
% Kappa %, (95% IC) %, (95% IC) %, (95%IC) %, (95% IC)
Global 92,4 0,85 97,5 86,4 89,5 96,9
(94,9-100) (80,8-91,9) (84,6-94,5) (93,7-99,6)
Casos nuevos 98,2 0,96 93,8 100 100 97,5
baciloscopia + tras 2 m (87,4-100) 93,4-100)
Casos previamente 91,6 0,77 98,4 72,7 90,9 94,1
tratados (95,6-100) (63,1-82,3) (84,7-97,1) (89,1-99,2)

Abreviaciones: m = meses, RIF = rifampicina, R = resistente, S = sensible, RRDR = regién
determinante de resistencia a rifampicina, IC = intervalo de confianza, VPP = valor predictivo
positivo, VPN = valor predictivo negativo.

1 entre ellos se detectaron cinco aislados portadores mutaciones con cambio de sentido con una
fuerte o moderada asociacién para la deteccién de resistencia a rifampicina. Por ese motivo se
consideraron resultados falso negativos de las pruebas de deteccidn de resistencias basadas en
cultivo.

A los pacientes nuevos que persistian con baciloscopia positiva tras dos meses de
tratamiento también se les realizo dicha prueba. La falta de conversiéon de la
baciloscopia tras la fase intensiva de tratamiento puede deberse a la presencia de
aislados resistentes que no responden al tratamiento, sin embargo, existen otros

motivos que pueden conducirnos a esta misma situacion como la mala adherencia al

tratamiento, la resolucién lenta del cuadro clinico debido a la presencia de lesiones

78



DISCUSION

...............................................................................................................................................

extensas o incluso pueden ser bacterias no viables que permanecen visibles al
microscopio. En total 90 pacientes se beneficiaron de la realizaciéon de dicha prueba.
Pero solo en 84 de ellos se demostro la presencia de MTBC identificAndose 22 casos
de TB-RR. Es decir, que en el contexto del estudio (alta incidencia de TB-MDR) la falta
de conversion de la baciloscopia entre los casos nuevos es debida a la presencia de
aislados resistentes en el 26,2% de los casos. Sin embargo, solo teniamos
confirmacién bacteriolégica de TB y resultados de pruebas de sensibilidad a fArmacos
antituberculosos por cultivo en medio liquido en 55 casos. La concordancia entre
ambas técnicas para la deteccion de resistencia a RIF fue elevada del 98,2%.
Detectandose tan solo un aislado discordante, clasificado fenotipicamente como
sensible, pero identificado como resistente por la prueba Xpert MTB/RIF. La prueba
Xpert MTB/RIF identific6 dicho aislado como resistente por presentar una diferencia
de mas de 3,5 ciclos entre la deteccidn de la primera y la ultima sonda (sonda B), lo
que sugiere la presencia de una poblaciéon hetero-resistente. Sin embargo, la
caracterizacion por secuenciacion del gen rpoB no lo demostré ni tampoco demostré
la presencia de ninguna mutacién asociada a resistencia, lo que sugiere un proceso de
seleccion positiva de la poblacion sensible tras el cultivo por la ausencia de presion
selectiva (no se pudo demostrar por no disponer de muestra original para confirmar).
Teniendo en cuenta estos resultados de caracterizacién genotipica la sensibilidad y la
especificidad del Xpert MTB/RIF fueron del 100% y del 97,5%, respectivamente, para
la deteccion de resistencia a RIF entre los pacientes nuevos que persistian con

baciloscopia positiva tras dos meses de tratamiento, ver tabla 10.

5.4 Propuesta de implementacion de nuevos algoritmos diagnosticos

Los algoritmos diagnosticos implantados por los PNLCT dependen en gran medida de
la epidemiologia de la TB, la prevalencia de la TB asociada a VIH, la prevalencia de la
TB farmacorresistente, asi como, de los recursos disponibles. En el caso concreto de la
Republica de Angola, hasta el afio 2014, momento en el que se inici6 el proyecto en el
cual se engloba la presente tesis doctoral, la confirmacion del diagnoéstico de la TB en

la regién se basaba Unica y exclusivamente en la microscopia de frotis de esputo. Sin
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embargo, tras la notificacion de los datos sobre la prevalencia de TB-MDR en la
region, el PNLCT fortaleci6 los servicios de laboratorio incorporando el Xpert

MTB/RIF como método de diagndstico rapido de la TB y la TB-MDR.

Esta medida del PNLCT esta en linea con las recomendaciones de la OMS para el
correcto manejo de pacientes con TB. Dicha organizaciéon aconseja que todos los
paises con alta carga de TB-MDR incorporen en su algoritmo diagnostico pruebas
rapidas para el diagndstico de la TB y la TB farmacorresistente (p. ej. Xpert MTB/RIF,
Xpert MTB-XDR o LIPA). Recomendandose un uso indiscriminado de las mismas o, si
los recursos son limitados, destinarlas para el correcto manejo de grupos de riesgo
como por ejemplo pacientes previamente tratados, pacientes nuevos que persisten
con baciloscopia positiva tras dos meses de tratamiento o contactos de pacientes con
TB-MDR. Esta medida es altamente coste-efectiva pues permite orientar de forma
precoz el tratamiento, lo que contribuye a disminuir la morbimortalidad a nivel
individual e interrumpir la cadena de transmisién y prevenir el desarrollo y
propagacion de esta enfermedad en la comunidad. Sin embargo, hay que resaltar
también que la OMS recomienda que todos los paises fortalezcan los servicios de
laboratorio capacitandolos para realizar cultivo y antibiograma de micobacterias.
Dicha recomendacién tiene dos objetivos, por un lado, la realizacién sistematica de
antibiograma a todos los casos nuevos de TB y por otro lado mejorar el diagndstico de
pacientes con TB paucibacilar en aquellos paises con alta carga infeccién por VIH. Sin
embargo, en la Republica de Angola, a dia de hoy no hay ningun laboratorio con
capacidad para realizar cultivo y antibiograma de micobacterias. Tampoco disponen
de ninguin laboratorio con la infraestructura y/o personal necesario para la

realizacion de pruebas moleculares de mayor complejidad.

Por todo lo mencionado anteriormente y teniendo en cuenta el contexto
epidemiolégico del pais, alta carga de infeccion por VIH y alta carga de TB-MDR, el
PNLCT deberia invertir recursos para aumentar la capacidad diagndstica de la TB.
Siendo urgente la puesta en marcha de un laboratorio central de referencia con
capacidad para realizar cultivo y antibiograma. Ademas, dicho laboratorio deberia

capacitarse también para la realizacion de pruebas moleculares de mayor
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complejidad que permitan el diagnostico rapido de la TB farmacorresistente, asi
como, caracterizar y monitorizar los aislados circulantes. Esto supone un reto
importante para el PNCLT, pero también una oportunidad para la implementacion de
nuevas tecnologias (p. ej. secuenciacién de nueva generacion o NGS) y nuevos
algoritmos diagnoésticos que permitan la realizaciéon de pruebas diagnésticas a gran
escala, el diagnostico personalizado del paciente y la generacién de informacién

epidemiolégica util para la salud publica.
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6. CONCLUSIONES

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

La prevalencia de la tuberculosis farmacorresistente en Cubal, una zona rural de
la Republica de Angola es muy alta: del 83,1% entre los pacientes previamente

tratados y del 25,8% entre los casos nuevos.

La prevalencia de la tuberculosis multidrogorresistente también fue muy alta:
del 71,1% entre los pacientes previamente tratados y del 8,0% entre los casos

nuevos. No detectandose ninglin caso de tuberculosis ultrarresistente.

El patrén de resistencia fenotipica mas comun entre los pacientes previamente
tratados es la resistencia a todos los farmacos de primera linea (34,8%) y entre

los casos nuevos la monorresistencia a isoniacida (36,2%).

El porcentaje de aislados resistentes a isoniacida con mecanismos de resistencia
de alto nivel (mutaciones en katG) fue elevado: del 71,2% entre los pacientes

previamente tratados y del 55,3% entre los casos nuevos.

El porcentaje de aislados resistentes a isoniacida con mecanismos de resistencia
de bajo nivel (mutaciones en inhA) fue bajo: del 6,1% entre los pacientes

previamente tratados y del 4,3% entre los casos nuevos.

El porcentaje de aislados resistentes a rifampicina con mutaciones en la region
determinante de resistencia a rifampicina fue del 98,5% entre los pacientes
previamente tratados y del 95,2% entre los casos nuevos. Es decir, que el 1,5%
de los aislados resistentes entre los pacientes previamente tratados y el 4,8% de
los aislados resistentes entre los casos nuevos no se pueden detectar con las
pruebas moleculares convencionales de deteccion de resistencias (Xpert

MTB/RIF, GenoType MTBDRplus).

El porcentaje de aislados resistentes a rifampicina que presentaban
mecanismos de resistencia de baja expresion dificiles de detectar mediante las
pruebas de sensibilidad a farmacos basadas en cultivo fue del 12,1% entre los

pacientes previamente tratados y del 9,5% entre los casos nuevos.
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6.8 EIl 0,9% de los aislados sensibles a rifampicina eran portadores de mutaciones
en rpoB no asociadas a resistencia que pueden identificarse erréneamente como
aislados resistentes por las pruebas moleculares convencionales de deteccion

de resistencias (Xpert MTB/RIF, GenoType MTBDRplus).

6.9 Xpert MTB/RIF demostr6 ser una herramienta util tanto para la deteccion de
casos resistentes entre pacientes previamente tratados (Se=98,4; Sp=94,1%)
como para la deteccidn de casos resistentes entre los pacientes que persistian

con baciloscopia positiva tras dos meses de tratamiento (Se=100%; Sp=97,5%).
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7. LINEAS DE FUTURO

La NGS que se ha mostrado tremendamente util para la caracterizacion y seguimiento
de la actual pandemia por el coronavirus SARS-CoV-2, es una herramienta muy util
para resolver distintas cuestiones microbioldgicas. Entre estas aplicaciones destaca
su utilidad para la realizacién de estudios epidemiolégicos a nivel local y global, como
el estudio de las maultiples variantes del SARS-CoV-2 que estan apareciendo durante
esta pandemia, asi como, en el estudio y vigilancia de los mecanismos de resistencia
antibiotica, de forma analoga a como lo ha demostrado su aplicaciéon asistencial para
estudio de variantes resistentes a tratamiento antivirales frente a el VIH, o el virus de
la hepatitis C.959697 Pese a ello, existen pocos estudios de costo-efectividad que
demuestren su eficacia en la rutina clinica en el campo que trata esta tesis doctoral.
Este hecho junto su requerimiento de una inversién econémica elevada y de una alta
capacitacion del personal explica que su introduccién en los laboratorios clinicos sea

aun limitada.

Una de las lineas de trabajo de nuestro grupo de investigacién consiste en el
desarrollo y traslacién clinica de pruebas de NGS en enfermedades infecciosas, que es
ya una realidad en los estudios del VIH, hepatitis C y virus respiratorios como el
propio SARS-CoV-2. Concretamente, en el ambito de la micobacteriologia se esta
trabajando en el disefio, desarrollo, implementacién y validacién de un panel de
secuenciacion de ADN de 10 genes relevantes asociados a resistencias a farmacos,
usando técnicas de secuencia masiva. Este panel presenta una buena rentabilidad
diagndstica a partir de aislados de cultivos, y también ha demostrado ser util en la
deteccion directa tras un periodo de cultivo breve. La introduccion de este tipo de
paneles tiene el potencial de reducir el tiempo de respuesta hasta la emision de los
resultados del antibiograma, ademas, su implementacién también puede disminuir el
coste econémico del procedimiento diagnostico de la TB, al substituir alguna de las
pruebas moleculares comerciales empleadas o incluso el cultivo. Sin embargo, para
valorar la utilidad y el impacto real de estas pruebas en la rutina clinica deberemos
realizar una evaluacién econémica de costo beneficio y/o costo efectividad de estas

nuevas herramientas dentro del algoritmo diagnostico de la TB tanto en areas de alta
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o baja incidencia de TB. También se esta trabajando en la implementacion de
aplicaciones de secuenciacion de genoma completo para caracterizar y realizar
estudios de epidemiologia molecular. Restando pendiente en el momento del
depdsito de la presente tesis doctoral la finalizacion del estudio de epidemiologia
molecular de los aislados clinicos resistentes circulantes en la region de la Republica

de Angola.

Por otro lado, nuestro grupo de investigacion seguira fomentando el desarrollo de
proyectos de apoyo al fortalecimiento de los servicios de laboratorio y de diagndstico
de la TB. Ofreciendo capacitacién y asesoria técnica para la puesta en marcha de
laboratorios de micobacterias con capacidad para realizar cultivo y antibiograma a
farmacos de primera linea. Asi como, apoyo para la implementaciéon de nuevas
pruebas diagnosticas rapidas que pueden ser de utilidad en el manejo programatico
de los pacientes con TB, como por ejemplo, la introduccién de la prueba molecular

Xpert MTB-XDR.
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Drug Resistance of Mycobacterium tuberculosis
Complex in a Rural Setting, Angola

Ariadna Rando-Segura,’ Maria Luisa Aznar,'
Maria Milagros Moreno, Mateu Espasa,
Elena Sulleiro, Cristina Bocanegra, Eva Gil,
Arete N.E. Eugénio, Carlos Escartin,
Adriano Zacarias, Josep Vegue,
Domingos Katimba, Maria Carmen Vivas,
Estevao Gabriel, Maria Concepcion Marina,
Jacobo Mendioroz, Maria Teresa Lopez,
Tomas Pumarola, lsrael Molina,

Maria Teresa Tartola

¥We found high prevalence rates of mulidrug-resistant tu-
berculosis among retreatment patients (71.1%) and persons
with new cases (8.0%) in Angola. These findings are of con-
cem but should be interpreted with caution. A national drug-
resistance survey is urgently needed to determine the actual
prevalence of multidrug-resistant tuberculosis in Angola.

ngola is among the 30 countries with the highest -
i of toberculosis (TE) and nmltidmg-resistant
(MDE) TB worldwide (I). However, drug-resistance prev-
alence is uoknown in the absence of a national survey or
laboratory dmog-resistance surveillance systems (1), The
objectives of our smdy were to determine the proportion of
TB drug resistance in isolates from pulmonary T patients
resistance in these isolates.

The Study

We conducted a survey during April 2014Taly 2015 at the
Hossa Senhora da Paz Hospital (HMN5SP), a reference cember
for the diapnosis and treatment of TE in the town of Cubal,
Bengmela Province, Angola Patients =16 yesrs of age with
a diapnosis of pulmonary TB (ie., patients with climical
symptoms and a3 positive smear result) and those mfected
with HIV who had soggestive clinical signs of pulmonary

Aihor amilations: Vall dHebrmn University Hospiial, PROSICS
Barcelona, Universitat Auttnoma de Barcsiona, Barcaiona, Spain
(A Rando-Segura, ML Azmar, M. Espasa, E. Sulsim,

C. Bocanegra, E. Gll, C. Escartin, J. Viegue, M.C. Wivas,

MLC. Marina, J. Mendlome, T. Pumaroia, I Molina, M.T. Teroiaj;
Hospital Nossa Senhora da Paz, Cubal, Angola [M.L. Aznar,
MLM. Moreno, C. Bocanegra, E. GI, A M.E. Eugenio, & Facarlas,
D. Katimiba, E. Gabriel, MLT. Lopez)

D01 Inttpps:iidod ongf 10,3201 /edkd2403 . 171562

eligible for enrollment in the sady. We collected data on
age, sex, HIV status, and amy previous TB testment.

Before the start of ireamment we collected sputum
specimens from all case-patients and provided them to the
Mycobacteriology Unit (2 World Health Organization Su-
pranational TB Beference Laboratory) at Vall d"Hebron
University Hospital in Barcelona, Spain, for coltore and
dmg-susceptbility testing. Positive cultures were tested
by using GenoType MIBDEpus 2.0 (Hain Lifescience
GmbH, Mehren, Germany). Isolates identified as Ajeco-
D terium tubercuilosis complex (MTBC) underwent dmg-
susceptibility testing with BD-MGIT-260 SIRE and PEA
kits (Becton Dickinson Dhiagnostic Systems, Sparks, MD,
TUSA). Isolates that were resistant to =1 dmz were subject-
ed o dmg-susceptbility testing for second-line THB dmgs
by using the BD-MGIT-060 SIRE system.

We performed statistical analysis by using Stata 12
(StataCorp LL.C, College Station, T3, USA). We consid-
ered a p value <005 to be statictically significant. We
calculated the percentape of patients with resistance pat-
terms to first- and second-line TB dmgs on the basis of
total momber of cases and the total number of MDE. TB
cases, respectively.

We inchoded 422 cases; 44 were exchoded because spu-
um specimen was not obtained (online Technical Appendix
Figure, hitps:\/wwwnc.ode govEIDVarticle 2431 7-1562-
Techappl pdf). Of these cases, we classified 311 as new
and the remaining 111 as retrestment cases. We isolated
MTEBC in 225 of the new cases. We observed no difference
in the distribution of age, sex, or HIV stafus between case-
patients with suspected or confirmed TE disease among
the new cases. We isolated MTBC in 83 of the retreatment
cases. We found case-patients in whom MTBC was not
isolated were more frequently HTV-positive (14.3% com-
pared with 4. 8% in whom TB was confirmed; p = 0.09). We
observed no difference in sociodemozraphic characteristics
between patients with new and retrestment coliure-positive
cases (online Techmical Appendix Table 1)

Eighteen (8.0%) of the 225 MTBC isolates from new
cases demonsirated multidrog resistance Crther combina-
tions of dmg resistance were identified in 40 (17.8%) of
new cases. The incidemce of promary resistance was as
follows: isomiazid 47 cases (20.9%); sreptonrycin, 25

“These UMM Were co-principal INVEstigators for this anide.
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DISPATCHES

cases (11.1%); rifampin, 20 cases (8.9%); pyraonamide,
13 cases, (5.8%); and ethambutol, 10 cases {4.4%) (Table
1). Mo isolates showed extensively dmg-resistant TH (on-
line Technicsl Appendix Table 2).

Among the 47 isoniazid-resistant isolates, kG mu-
tations ccomred in 26 (553%) and fmhd omtstions in 2
(4.3%); the remaining 19 isolates (40.4%) were classified
as susceptible (Table 2). Among the 20 nfampin-resistant
isolates, rpel mutations ocomred in 19 (95.0%), and 1
({5.0%) was classified as susceptible. Mutations detected in-
cluded 55311 (12 cases, 60.0%); DS16V (4 cases, 20.0%);
and H526Y (2 cases, 10.0%) (Tshle 2).

Fifty-nine (71.1%) of the 83 MTBC isolates from re-
treatment case-patients demonstrated multidmg resistance,
=nd 33.9% of these case-patients had isolates that were re-
sistant to all first-line dmogs. Other combinations of dmg
resistance were identified in 10 case-patients (12.0%) (Ta-
ble 1). Mo case-patients had extensively dmog-resistant TB
(cmline Technical Appendix Table 2.

Among the 66 isoniazid-resistant isolates, kG mu-
tations coomred in 47 (71.2%) and fmhd omtstions in 4
(6.1%); the remaining 15 (22.7%) isolates were classified
as susceptible (Table ). Among the §1 nfampin-resistant
isolates, rpoB mutations coourred in 58 (95.1%), and the re-
maining 3 (4.9%) were classified as susceptible Mutations

detected inchoded 55311 (37 cases, §0.7%), D316V {11
cases, 18.5%), and H526D (3 cases, 3.7%) (Table 2).

Conclusions

We found a high prevalence of MDE. TB among retrest-
ment (71.1%) and new (8.0%) cases. These rates are =4
times the estimated prevalence of MDE TB for Angola
(21% for retreatment cases, 2 8% for new cases) (J). The
rates we describe represent the highest rates of MDE. TB
reported im sub-5Saharan Africa (2,5); not even South Africa
has reported a higher prevalence of MDE. TB (4).

Owr findings are part of a larzer project to reinforce
the capacities of the diapnostic laboratory by ICorporation
of the Xpert MTB/RIF test (Cepheid Maurens-Scopont,
France) (7). At the beginming of the project, none of the
18 provinces in Angola had access to the test; moreowver,
Mossa Senhora da Paz Hospital is a reference center for the
diagnosis and treatment of TB, and these 2 factors might
have penerated a pull effect in more severe cases. Patients
in the study mizht have largely consisted of TB patients
referred because of poor treatment response or availabil-
with resistance patterns, particularly among retreatment
patients. This sugzzestion is supported by the high propor-
tion of retreatment patients in the eligible study population

Table 1. RESEENCE 10 NIE-INE AnLDETCUnGE GTgs aMOnG My CObECIENUM MUDECUIDSS COmpIEX Is0E1es, GUDEL, Angoid, Aarl

2014-July 9015
Isoiates froimi new Cases, f=- 225 lIsoiates fom retreatment cases, n=- 83
~Enenaiypic drug suscapiniity Ho ENE=TE Ha. & 55 Cl
Susceptibie 10 al S ist-ine drugs 167 74.2 [BE.1-72.8) 14 6.9 (10.-25.3)
Resistance to any dnm 5 255 [20.5-31.9) &9 831 (T3.7-89.7)
Ay TesisENCE 10 the Toiowing
INH a7 20.9 [16.1-26.7) &6 79.5 (£9.6-85.8)
RIF 20 8.0 (5.5-13.3) &1 73.5 (63.1-81.8)
STM 25 111 (7.6-159) a2 50,6 (40.1-61.1)
EMB 10 44 [2.450) az 38,5 (28.56-49.3)
PZA 13 5.5 (3.4-9.6) a7 445 (34.4-55.3)
DOverall monDanug TesEEnce 3 138 (3.9-16.9) 7 B4 (4.1-164)
INH oty ey 03 [6.2-13.8) 4 48(19-117)
RIF oniy 1 0.4 {0.1-2.5) 2 24 {07-8.4)
STM aniy ] 36 (1.8-6.9) 1 1.2 (0.2-6.5)
PZA only 1 0.4 {0.1-2.5) 0 0.0 {0.0-4.47¢
Dverall MutdIug resisiance 8 8.0 [5.1-12.3) ] 711 (E0.5-73.7)
INH # RIF 4 1.6 (0.7-4.5) 12 14.5 ([B5-23 €)
INH # RIF + STM 2 09 [0.2-3.2) 5 6.0 (26-13.3)
INH + RIF + EMB ] 0.0 [0.0-1.7H 3 36 (1.2-10.1)
INH # RIF + PZA 2 0.8 {0.2-3.2) 2 24 (07-5.4)
INH # RIF + STM # EMB 3 1.3 [0.5-3.8) 4 48(1.8-117)
INH + RIF + STM + PZA 1 0.4 [0.1-2.5) o 106 {5.6-19.3)
INH # RIF + EME + PZA 1 0.4 [0.1-2.5) 4 48(1.3-117)
INH # RIF + STM + EMB + PZA 5 22 (1.0-5.1) 20 24,1 (16.2-34.3)
Dverall polyaig resstance ] A0 [Z17.4) 3 36 (1.2-901)
INH + STM 5 221051} 0 0.0 {00445+
INH # EMB 1 04 {0.1-2.5) o 0.0 (00445
INH + PZA 2 0.8 [0.2-3.2) o 0.0 {00447
INH # STM + EMB 0 0.0 [0.0-1.7H 1 1.2 {0.2-6.5)
INH # STM + PZA 0 0.0 [0.0-17H 2 24 (07-5.4)
RIF +STM + FEA 1 0.4 [0.1-2.5) [ 00 {00447

"EME, effambuinl; INH, sonixeid; FZA, pyraznamide; RIF, ifampin; ETM, strepiomycin

Ti-sided, 57.55% CL
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Tabie 2. Distribation of gene mutations associated with INH and RIF resl Cubal, 201 015"
GenoType MTBOR pivs Isolates from new |soiates fom
i resistance. k&G inhA pob CAEES refreaiment cases
INH, n =113 a7 =]
Awt, 331571 - 23 42
At - 3 5
- Awtl, C15T 2 2
- At o 1
- C15T [} 1
- - 19 15
RIF, m =81 20 []
- 1 3
Bwt2 o 2
Awt2, 3.4, DS1EV 1 8
Awt3 4, DS1EV 3 3
Awid 5 [} 1
F- o 1] 1
AT, HS25Y 2 1}
AWiT, HS26D o 2
AwtT, B, HS36D o 1
Bowts 1 3
AWiE S531L 12 37

] RiF, —, N0 rtation nside

(26.3% where the expected population proportion would be
10%4—15%) and the extremely hizh prevalence of MDE. TB
in this group (in particolar compared with new patients).
Alsp, for pew patients, such selection biss might have oc-
owrred, for example, because TB patients who were con-
tacts of known or suspecied MDE TB patients were prefer-
entially referred to this facility.

Fegarding associated nmtations, previons smdies have
showm that =05% of resistance mutations to rifampin are
associated with the rpef gene mutations, which chaster
mainty in the region of codom 507533, In our smdy, the
distribution of gene mutstions among rifampin-resistant
izolates was G0.4% Ser531Llen, 18.5% Asp516Val 3.7%
His526Asp, and 2.5% His526Tyr; in 9.9% of cases, the
mutation was detected by the sbsence of the wild-type hy-
bridization signal This distribution is different from that
previously reported, reflecting different distribution of gene
mutations associgted with nfampin resistance i different
zengraphic locations () or different levels of maturation of
the MDE. TB epidemic. In areas with hizh MDE. TB preva-
lence and a high proportion of MDE. TB cases atiributed to
ransmission, mutstions that confer resistance without loss
of reproductive fimess will be selected out (7, 5).

Whereas 40%—25% of isoniazid-resistant isolates are
defined 2= having high-level dmgz resistance because of ke
zene maeations, 75%—90% of which are recognized as noats-
thons in the 315 codon of the kanz zene. in owr study, 57.5%
im the 315 codon of the kmiF zene. Approcimately B%—43%
of isonizrid-resistant isolates are defined as having low-level
dmz resistance becanse of mutations in the promoter region
of mhd. In our siady, this proportion was 5 3%. Further-
more, 10%—25% of isoniazid-resistant isolates are thought
to have martaticns cutside the kan’ and fehd Lo (9-11).

This work was supparted by Probitas Foundation Thanks fo the
financial suppart received from Probitas Foundation, it was
possible not ooty to purchase the equipment and reagents to
Immih the sudy nat to sirengthen the capacity of the laboratory
and local staff. The fimder had no role in the stody desipn,

data collection and analysis, decision to publish, or prepamation
of the mamecript
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Drug Resistance of Mycobacterium
tuberculosis Complex in a Rural Setting,
Angola

Technical Appendix

Technical Appendlx Tabde 1. Sociodemographic characterstics. of study participants diagncsed with pulmonary T In Cubal,

il 201 2015
Cage (N =311) n=
Cormmed T8 (0= Sispectad 10 [N = Cormimed T8 [0 = Suspectad 10 (0 =
Charactaristic 295 BE) B3) )
) Wedian Z65 (IRC: 23.5-385) 305 (IRC 23.543.3) 305 (IRC: 250-355) 205 [IRC: 24 842.0)
(IRC)

Sex Maia 145 (54.4%) 53 {51.5%) 47 (56.5%) 16 {57.1%)

Femala BO (35.5%) 33 {38.4%) 36 {43.4%) 12 {42.9%)
HIV Positive 12 {5.3%) B DL3%) 4 (4 E%) 4(14.3%)

Nagative 210 {23.3%) 77 (BO.5%) 70 {05.2%) 24 [B5.7%)
AFE/ Nagative 6 [2T%) 27 (31.4%) £ (E.0%) 8 [28.6%)
smear Low burden 25 {(11.1%) 26 (32.6%) T (BA%) 8 (29.6%)

bunden™ defined as padents with 1-10 AFB / fieid or =10 AFB S eid.

Technical Appendl: Table 2. Resistance b second-ine ant-tubermEosls drugs among mulikdnug-reslstant Mycobactenum

fuberculosls comple Isolates, Cubal, Angola, Apdl 2014 July 2015
5Oiates Tom JS0lates from
New C3ses = 18 refreaiment cases (n =59
Phenotypic dnug susceptibiity 3
Sisceptibe 16 B33 [B0E-043) 0 847 (735-918)
Any Eesistance to FQ + [ 0.0 {00 — 176" i 0.0 {00—61)
Any resistance to 211 £ 2 16.7 (5.8—39.2) 3 15.3 (8.2 - 26.5)
resistance o both FQ + and 2L F-TH 0 0.0 0.0 — 17.61" i 0.0 {0.0— 6.1}

ADbreviabons: FG = NUCrqUnaiones, 211 = Second Ine INjeciabie arugs, XDR = extens vely Grg esiseant (1) Drugs tessed: ohouacn a8 20 pgimi
and moxtiosscin at 0.25 pgiwi. (£ Drugs tested: amikack st 1.0 pgimi and capreomycin at 2.5 pgimi. 7} one-sided, 57.5% confidence Infenml

Page 1 of 2
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Prevalence andrisk factors of multidrug-resistant tuberculosis in
Cubal, Angola: a prospective cohort study

M. L. Aznar*' A. Rando-Segura,*'* M. M. Moreno,” M. E. Soley® E. 5 lgual,* C. Bocanegra,*"
E G. Olivas,' A. Ninda Eugénio,” A. Zacarias," D. Katimba,' E. Gabriel,' 1 Mendioroz,5
M. T. Lopez Garda,® T. P Sufe,® M. T Tortola Fernandez? L Molina Romem*

“Infectious Disese Department, Wall dHebron University Hospital, Programa de Salut Internadonal de Finstitut

Catala de la Salut Barcel ona, Department of Medidne, Universitst Autonoma de

Barcelona, Spain;

Barncelona,
*Hospital Nosa Senhora da Paz, Cubal, Angolx "Micobiology Department, Vall dHebron University Hospital,
Programme de Salut Intemacional de Mastitut Catald de la Salut Barcelons, Universitst Autonoma de Barcelona,
Baroeons, YSupport Ressarch Unit Teritorial Health Management of Central Catalonia, Barcelons, Spain

SUMMARY

BACK GROUND: Although the Republic of Angola &
one of the 14 countries Bguring in the three high
tubeculods (TH) burden country lists, the true muld-
drug-resistant TH (MDR-TE ) dtuation is unksown,
MATERIAL AND METHODS: Patients aged = 16 years
with a diagnods of pulmonary TB wen prospe ctively
enrolled from June 2014 to July 2015, Sputum samples
were oollected for cul ture and drisg susce pribdity e stiog
in all patients, and for Xpert® MTEBRIF testing in all
previously teated patents and in new patients whode
sputum remained anearpositive after 2 momths of
treatment,

RESULTS: A total of 422 patents were included;
Mycobac feriun tuberculosis was isolaed in 308 spo-
tum samples. The prevalence of MDR-TE wa B.0%

(187225} in new patiemts and TL1% (59783} in
previously treated patients. Male sex (OR 295,
B5%CT L35—a.44, P=0.007), previous amti-tuberculo-
s treatment (OR 20.Ba, 95%CI 9534567, P <
L0011 ), presence of plewral thickening (OR 7.68, 95 %CI
L57-37.43, P = 0012} and duemton of dlness S-4
manths (OR 3.34, 95%CT 1.45-7.69, P =0.005) were
independent dsk facvors for MDR-TB.
CONCLUSIONS: The prevalence of MDR-TH in Cubal,
Angaola, was higher than estimated by the World Health
Organization for Angola and one of the highest
woddwide. Fadlities o dimgoose and e MDR-TH
am uigently needed in Angola,

KEY woRDS: Xpert MTHRRIF; treatment outcomes
Afrca; rural setting

TUBERCULOSIS (TB) REMAINS a major cause of
morbidity and mortality woddwide, particulady in
Asia and sub-Saharan Africa.’ Multdrug-resistant
TE (MDR-TB) is particularly difficult to treat
According to the World Health Organizaton
(WHO) 2017 glohal mberculosis report, an estimated
4.1% ofnew TB cases and 19% of previously treated
cases have MDR-TB.2

The Republic of Angola is one of the 14 countries
figuring in the WHO'S thres high TBE burden country
lists? The estimated annual incidence of TB, includ-
ing human immunodeficiency virus (HIV) infected
cases, is 370 per 100000 population (95% confi-
dence interval [CI] 230-343), with 54% of notfisd
pulmonary TB cases bacteriologically confirmed.?
The WHO egtimates that 2.6 % of new cases and 18%
of previowsly treated cases are MDR-TB;* however,

MLA and ARS were co—principal investigators.

the real sitvation of MDR-TB is not known.
According to the 3017 WHO global repom, the
Republic of Angola is one of the twee countries
among the 30 high TB and MDR-TE burden
countries in which a drug resistance survey has never
been conducted * Moreover, access to rapid diagnosis
of TB and rifampicin (RMP) resistance was absent
throughout the country when the study was conduct-
ed, while tearmyent for MDR-TB was available only
in a single clinic in Luanda, Angola, and in Hospital
Mossa Senhorea da Paz (HNSP), Cubal, in South-East
Angola, since May 2013,

HMNSP is a reference centre for the diagnosis and
treatment of TB* Due to the absence of data on
MDR-TB, we implemented the first Xpen® MTB/RIF
testing (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) in Angola at
the HNSE.

The ohjectives of the present study were to assess
the prevalence of and risk factors for MDR-TB in a
cohort of patients treated at the HSINF, to determine

'Cm'.rﬂ

tex Maria Lusa Ammnar Ruiz de Alegna, Infectious Disease Department, Vall d"Hebron University Hospatal.

Addres: Passeig Vall d'Hebmon 11%-12%, 08035 Barcelona, Spain. e-maik maznarmuégmail com
Article subwutied 23 Marchk 2018, Final version accepried 14 July 2015,
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Figure 1 Flow chart of new and previously trested patients. AFB = ackd-fast badl; DST = drug
susceptibdly e sting; —= negative; + = poditive; MDR-TE = multidrug-resstant tuberouiogs.

the usefulness of Xpert testing and to describe the
outcomes of TB patients,

METHODS

Study design

This prospective cohort study was conducted at the
HMNSP from June 2014 wo July 2015, The study
protocol was approved by the Vall d"Hebron Re-
search Institute Ethics Committee, Barcelona, Spaing
Angolan Mational Tuberculosis Programme, Luanda;
and the University of Katyavalh Bwila Ethics Com-
mittee, Benguela, Angola. Participation was volun-
tary, and written informed consent was required for
study inclusion. All patients aged =16 years with a
diagnesis of pulmonary TB based on smear-positive

sputum were consecutively ensolled.

Data collechon

Sociodemographic characteristics, symptoms, illness
duration and teamment history were recorded The
case definitions and chssifications used in the present
study are consistent with the 2013 WHO revised TE
definitions and reporting framework * All patients
were offered HIV testing. Chest X-ray (CXR) was
performed before starting treatment.

Sputum collection

Standard volumes of sputum simples were collected
from all patients in a plastic container at the time of
diagnosis. The containers were stored at —80°C and
pedodically transported to the Microbiology Depan-
ment of Vall d"Hebron University Hospital in Barce-
loma, Spain, for culmre and deg susceptibility resting
(DT Sputum samples were colleaed for Xpertart the
time of diagnosis in previously treated patients and
after 2 months of treatment in new patients whose
sputum remained acid-fas bacilli (AFB) posiive. A
detailed descrption of microbiological rechnigues has
heen previously described by our reseanch team® The
patient fow chart i given in Figure 1.

Treatment and follow-up

We followed national guidelines to treat patients
diagnosed with TB.” Mew patients were started on
first-line treatment consiting of 2 months of RMF,
isoniazid (IMNH), ethambutol (EMB) and pyrazin-
amide (PZA), followed by 4 months of RMP and
INH. Previously treated patients withour BEMP
resistance detected on Xpert were gamed on WHO
Category 2 treatment, ie, 2 months of RME INH,
ethionamide (ETH), PZA and strepromycin (SM) + 1
month of BMP, INH, ETH and PZA + 5 momths of
RMF, INH and ETH. If RMP resistance was detected
on X pert, an MDR-TE treatment regimen containing
EME, ETH, cycloserine {CS), aflosa cin (OFX) and a
second-line injectable drug (kanamycin, capreomycin
or amikacin, depending on availability from the
mational ) for 8 months was nitiated,
followed by 12 months of EMB, ETH, C5 and OFX.
Directly observed treament (D0T) was performed in
all patients undergoing MDR-TE treatment during
the first 8 months and during rhe fist 2 months in
patients receiving fira-line and Caregory 2 treatmment.
Drugs were subsequently provided every month for
all patients, and a relative was made responsible for
providing community DOT. Spumm samples were
collecred from patients receiving first-line and Cate-
gory 2 treatment at 2-3 months, 5 months and at the
end of the reament, and momthly in patientss on
MDR-TE treatment. If follow-up appoinments were
missed, a nurse attempred to contact the patient twice
by telephone andfor a community health worker tried
to locate the patient. If these efforts were unsuocess-
ful, patient outcome was defined as lost o follow-up
[LTFU)., Treatment outcomes were based on 2013
WHO recommendations® Due to the limited budget,
we could not perform follow-up culmie, and treat-
ment outcomes were based on smear resubs, A
successful outcome inclided patients who met the
definition of cure or treament complete. Treatment
outcomes were evaluated in September 2017,
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Figure 2 Culture and Xper® MTRRIF results innew and previously treated patens. MOR-TE= mulbdrug-resstant tubenculoss; RIF

= rifarmpicing MTE = M. Bbenculonts.

Data analyss

Drata analysis was only performed in patients with a
sputurn culture result. Descriptive statistics are
presented as number (percentage) and median (inter-
quartile range [IQR]) or mean (standard deviation
[5D]), depending on variable normality. Univariate
logistic regression models were wsed to cakulate
unadjusgted odds ratios ((VRs) to determine the dsk of
MDR-TE and treatment outcomes, Variables with a
significance of P < 0.05 on univariate analysis and
variables comsidered to be clinically important were
included in the mulivariate logigtic regression anal-
ysis, Treatment outcomes and sk Bctors for MDR-
TE were only analysed in patients with M. fuberc-
losis complex [MTC) kolited in their sputum, Far
treatment outcomes, we performed both a per-
protocol (PP analysis (excluding patients who did
not complete teatment) and an intention-to-treat
(ITT) amalysis (including patiems who did not
complete treatment as unsuccessful outcome ). Two-
sided P < 0,05 was comsidered statistically dgnificant
for all analyses. Amalyses were performed using SPSS
v23 (IBM, Amuonk, NY, USA).

RESULTS

Of the 468 patients included in the study, culmme
results were available for 422, Two hundred and sixty
(61.6% ) were male, and the mean age was 32,3 vears
(5D 12.2), HIV corinfection was detected in 28

[6.6%) patients. There were 311 (71.7%) new
patients. A& median of o TB treatments had been
received before the current episode (IQR 1-2). Two
hundred and twenty-five new cases and 83 previowsly
teated cases were sputumn culture-positive. The
demogea phics and clinical characteristics of culiure-
positive patients are shown in Appendix Table A.1.

Prevalance of multdrug-resstant tubenculoss
MDR-TE was diagnosed in respectively 39/83
(FL1%) and 18225 (8.0%) sputum samples from
previously teated and new patents. Using Xpert, 75/
111 (67.6% ) sputum samples from previowsly treated
patients and 2290 [24.4%) new patents with a
positive smear afier 2 months of anti-tuberculosis
treatment were RMP-resistant (Figure 2.

Cowrelation between Xpert and drug susceptibility
testing

Xpen detected M. mibercnlosis i 3338 [BE.8%)
sputum samples for which culture results were
negative. OF 11 sputum samples, 3 (27.3%) were
culture-positive for M. mbercalosis; however, M.
tuberenlosis was not detected wsing Xpert. All three
samples were from new patients after 2 months of
weatment (Table 1), The cormlation berween Xpert
and DST is shown in Tables 2 and 3.

Risk factors for muftidrug-resstant tubenculoss
In the multivariate amalysis, male sx (OR 2.95,
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Table 1 Xpert® MTRAF asay and comentional DST resubis among mycabactenal cullure-pesitve sputusn samples

Cultume- and DET-hesed results

New caies who were smesr-positne

at 2 manths of testment Retmartrnent corses
n = 9) =111
Npert Rbars Fhae Meg atve Coan tarninated RbaRS [T Meg b Coan taminated
FhaRS | a 15 a 16 1 a 7
Faed 1 15 5 1 [ &0 5 4
Mo M tuberulesis 3 a 2 2 a i} 3 1

5T — dhug ascoptiballty sirg, BMP — dfampicin BMP — BMP-mdstnt, WA — BMP ancptble

95%C1 L3564, P = 0.007), previous treatment
(OR 20,86, 95% C1 9.53—45.67, P < 0,001}, pleural
thickening (OR 7.68, 95%CI 1.57-37.43, P=0.012)
and duration of illness >4 months (OR 3,34, 95%CI
145789, F =0.005) were independent risk ctors
for MDR-TE (Appendix Table A 2).

Ar the end of treamment, 159231 (68.8%) patients
with non-MDR-TE had treament success, 49231
(212%) were LTFU, 7/231 (3.0%) experienced
wreatment failure, 14231 (6.1%) died and 2231
(0.9%) were tramsferred to other instinations, Of 77
patients with MDE-TBE, 35 (45.5%) experienced
treatment success, 27 (35.1% ) were LTFUL 1 (1L3%:)
experienced failure and 14 (18.2%) died The
demographic and dinical charmctedstics related
successiul and unsuccessful treament cutcomes ame
given in Appendic Tables A 3 and A4, In ITT and FP
multivatiate analyss, patients infecred with non-
MDRE-TE who did not achieve a successiul treatment
outcome were more likely to be sputum AFB-positive
after 2 months of treament (respectively OR LE7T,
95 %1 1.34-6.14, P = 0.007 and OR 1058, 95%CI
2,54 4411, P=0.001).

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first prospective cohort
study repoming data on the prevalence of and risk
factors for MDB-TB in Angoly. It is also the first
study to use Xpert testing for TB diagnosis in this
seting. The propomion of MDR-TB was 71.1% in
previously treated patients and 8% in new patients,
This prevalence is much higher than estimated by the
WHOL® and it would rank Angola first in terms of
MDR-TE among previously treated patients.®

MDR-TE prevalence in high TB burden sub-
Saharan countries varies from 2% o 6.6 % in new
patients and 4.6% to 15% in previously treated
patients,1*12 The high MDR-TE prevalence found
in our study may have been due to the availability
of MDR-TB treamment at the HNSF during the
study period, which may have led to more referrals
of patients with previous treatment failure. How-
ever, if only patients from Cubal are mken into
account, 5.2% of new and 42.2% of previously
treated patients had MDR-TB. It is also possible
that the long civil war thar devastated the country
for 27 years and which hindered the development of
health programmes?* was related to the high
prevalence,

The wsefulness of the Xpert test in the field is
well-known. 4-%% In our study, the accuracy of
Xpert in predicting RMP resistance was compara-
ble to that reported previowsly. One sample was
found to be R MP-susceptible on Xpert bur BMP-
resistant on culture + DET, Although 95-97% of
RMP-resistant M. tuberenlosis samples harbour
mutations in the RMP resistance-determining re-
gion of rpoB as detected using Xpert, other
mechanisms conferring RMP resistance have been
reported.'” Moreover, samples with mixed popula-
tions of RMP-susceptible and RMP-resistant baclli
may also camse false-negative results on Xpert. 1% In
contrast, silent mutations or mutations conferring
low resistance to RMP detected on Xpert but
missed by conventional D5T have also been
reported.'® This phenomenon could eeplain the
i cases classified as RMP-resistant on Xpert but
RMP-susceptible on culture + DST. M. tubercalosis
was detected using Xpert in 33/38 sputum samples
that were culture-negative. False-positive results on
Xpert have been related to previous TB, low

Table 2 Tt chamoenstes of Xpert for the detecthon of M fubsrowlosis commpaed with culure, the gold standasd

Sen sty

Spedlicity oy NPV
% (35500

% (5% % 19500 % (95 %00
Oraral 979 (95.4-100) 13.2 35-27.7) 80.7 (743-867) 62 5 (28.2-100)
M cares wiho wens Smes-pasiie 947 (B3 8-100) 9.1 00-22.1) 73.0 $62 £-833) 4010 (0-100)
after 2 manths of trestment
Retmatment cases 100 18.7 (0-4202) B86.5 (79.5-93.4) 100

0= conddares ineral; FAY = podive pradiclvavalaa; NPV =regiive Frocicive vala.
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Table 3 Tt chamdenstics of Xpert for detecton of nfampcin resstance oompared with cullure, the gold standasd

Sensinity Spediity By LY
% (95%0) % (95%00) % (95%C0 % (95%0)
Craerall 947 (96.8-100) 847 (83.4-34.10) 91.5 (86.8-96.1) 98 2 (96-100)
Mew cates who wene Smies-posiiee 100 975 ({93.4-100) 493 8 (@7 4-100) 100
after 2 man s aof irestment
Restmmatrnient cates 98431397 F27 (6313 ) 90.9 (84.7-97.1) 4.1 (89.1-9932)

0= conddancs ineral; FAV = poddve pradiclva valsa; NPV =ragive racicive vala.

mycobacterial DNA load and a CXR not compat-
ible with active TB.*® However, as all patients who
were Xpert-positive, culture-negative in our study
had symptoms suggestive of TB, we strongly believe
that these parients were true TB cases. Because
mycobacterial culture viability declines with
time, ! the considerable distance to the reference
laboratory may have affected our culture resulis.
Conversely, Xpert failed to detect TB in samples
collected after 2 months of treatment in three new
patients whose sputum were initially culrure-
positive for TB. Although it has been reported that
sputum samples evaluated nsing Xpert may remin
positive for several months during treatment,? it is
also well known that a low bacillary load may
reduce Xpert sensitivity,>? and this may explain the
Xpert-negative result in these three cases.

We observed that male sex, previous anti-ubercu-
losis rreamment, presence of pleural thickening and
duration of illness were independent risk facrors for
MDR-TE. Previous treatment has been consigently
identified as a risk factor for MDR-TE. 22 Being
male appears to be asocated with a higher risk of
MDR-TE;* however, studies are not consistent, and
the WHO suggests that the overall risk of MDR-TB is
not influenced by sev.® Duration of illness =60 days,
sputum AFB smear score >3 and the presence of
cavities on CXB have also been recently associated
with MDE-TE.* Although we observed a relation-
ship berween spumm AFB smear >3+and presence of
cavities on CXR and MDR-TE in the univariate
amalysis, no association was observed in the muli-
variate model. High rates of sputum smear positivity
are associated with chest cavities®® and this associ-
ation may owverestimate the relationship between
these two variables and MDR-TB if they are analysed
together. In contrast, we observed that plenral
thickening was mlated o MDE-TB. One posible
explanation is that pleural thickening was related toa
remote history of TB, and the patient may not have
remembered being treated for it. HIV co- infection has
also been reported to be a risk factor for MDR-TH;
however, this association & not condstert in the
lirerature. ***° We did not find a relationship between
HIV infection and MDR-TE.

With regard to treatment outcomes, we observed
that respectively 68.8% and 45.35% of patiens
infected with non-MDR-TB and MDR-TH achieved

a successful outcome. These outcome resulis fall
below WHO rarges,® bur are similar o those for
other sub-Saharan African countries.®* A positive
AFB smear afrer 3 months of ant-tuberculosis
treatment was found to be a risk factor for an
unfavourable outcome in patients with non-MDR-
TE. This fact has been mlated to lung cavites,®
bilateral involvement of the lungs*® and high pre-
treatment smear grade ™ We also observed that
people aged <20 years were more likely to achieve a
successful outcome, a fact that has been reported
previously. * In patients with MDR-TB, we did not
obsarve a relationship berween the variables ana-
lysed and unsnccesful outcomes. This was proba bly
due to the small number of patients included in the
analysis

Our study had four main limitations. First, cure
criteria were based on smear micrescopy rather
than culture. This limitation reflects the reality of
TE diagnosis and management in many resource-
poor settings. Second, we performed Xpert exclu-
sively in previowsly teated patients and in new
patients who were smear-positive after 2 months of
trearment, and not in all patients. The rationale for
this strategy was to be able to reach the largest
population with limited resources, thereby priori-
tising the population at greater risk of MDR-TE.
Third, some study culture samples were negative or
contaminated. Although this is a frequent problem
when shipping samples over long distances, we
need to reinforce storage and sample transportation
in further studies. Fourth, as we only included
smear-positive patients aged =16 years, our study
may not be representative of the entire population,
Furthermore, as HNSP is a specialised referral
centre for TH, it may not represent the reality in
other sertings in Angola.

In conclusion, we observed that MDR-TB preva-
lence in Cubal, a rural setting in South-West Angola,
was higher than estimated by the WHO and one of
the highest worldwide. Facilitiesto diagnose and reat
MDR-TE are therefore urgently needed in Angola.

Acknowladgemeants

This work was soppored by Probitas Foondation, Barcelona,

Spain. The fonder had nio role in the smody design, dam anllearion

and analysis, decisi on to poblish, or prepararion of the manoscripe
Conflicrs of interest: none declared.

121



721  Theintemational boumnal of Tuberculosis and Lung Disease

References

1 Lawn 5D, Fomla A L Taheronlosis. Lancer, 30115 578 $7-72.

2 World Health Or ganizad on. Glohal rabercalosis report, 2017,
WHOHT MTR2017 13 Geneva, Swirserland: WHO, 2017

3 World Heald Owganizaion. Tobercolosis conntry profile of
Angola, Geneva, Swizerland: WHO, 2017,

4 Lipe= T, Maorena M, SalvadnrF, & al. Toherool osis diagnosed in
4 roral saming in Angola. Acooracy of fiol ke-op sporom smears
o predicr oorome. Pashog Glob Health 201% 107: $=10.

5 World Healéh Organizanion. WHO revisad definions and
repomng framewaork for mobercolosis. Eoro Sarvall 201 % 18:
O L1

& Rando-fegara A, Aznar M L, Moreno M M, o al. Dirgg

i e of Mycobaderien tuberculnsis complex in @ moral
sewing, Angola. Bmerg Infecy Dis H18; M= S80-572.

7 Angola Minisoy of Heald. Sommary of Spraegic Flan of the
Magonal TR Coneral Program. Luanda, Angola: MaoH, 2008,

8 World Healdh Owganization. Tobercolosis conntry profile of
Angola. Geneva, Swirzerland: WHO, 2015,

9 World Heakh Organizadon. Muoltidrog and exensively drog-
resistant TH {MAXDE-TR): 2010 ghobal repor on sorveillance
and responze. WHOMHTMTE2010.3. Ganeva, Swirserland:
TWHO, 2010

hL1] Mmlhl',.hh.m.hl,ﬁnhdm MNA, Zobayr B, Odoh C N,
Alija M H. Trends in prevalence of muoltd rog-resisant
mherooksis in suh-Saharan Africa: 4 sysematic review and
mem-analysis. PLOS ONE 2017; 12 20185105

11 Eshege 5, Gizachew M, Dagnew M, e al. buo idrogsesistan:
mheronbsis in Ehiopian semings and its associarion l':lt
previcas history of anti-mbercolosis meamment: a
review and merdanalysis. BMOC Infeo Dis 2017 17 X190

12 Samn Gado P, Cona Z, Coelha E, eral Is mo lridrogresisrant
mheronbsis on the rise in Mozambiqoe! Resols of 2 narional
drog resismnce sorvey. Eor Respir | 20113 38: 2X2=T14_

13 Agadjanian ¥ Pram M. Civil war and dhild heald: regional and
ahnic dimensions of child immaonizagon and malmmidon in
Angola. Snc Soi Med H0%; 86: 28182877,

14 Ardizzoni E, Fajardo E, Saranchok P, & al. Implementing the
Mpert® MTBMRIF diagnostic est for pohercolosis and
rifampicn resismnce: coromes and lssons lamned o 18
coaneries. PLOS OME 2005, 10: a0 144656,

15 CoxHE, Mbhee 5, Mohess N,!ilhpﬂﬁfxpﬂtm
fonr TR diagnessisin a primary cane clinic with high TB and HIV
prevalence in Sm Africasa pragmaric randomised rrial. FLOS
Mlad H 14 11222081 760,

16 Rahna B, Ramaos |, Ponce G, e al. Directdesecrion by ghe Xpen
MTRRIF assay and characrenizarion of maolt and paly drog-
mesismnt mberoolosis in Guines-Bissan, West Africa. FLOS
OWE 201355 10 0137536

17 Telenti A, Imbaden P, Marchesi F eral. Daecrion of rifampicin-
nesisEnce momtons in Mycobaderise benoulosiz. Lancer
1995 341: 47650,

18 Zevola WM, Shin 5 5, Tamedi K A, eral. Mived Myaobederiom
mberoulogic compley infartions and Blssnegarive resols for
rifampin resismnce by GeneX pert MTR/RIF are associated with
poor dinical oromes . | Clin Microbiol 20143 52: 242 32439

19 Mokaddas B, Ahmad 5§ Eldeen H 5, Al-Mumaini M. Discordance
herween Xpert MTERIF assay and BACTEC MGIT %60 Calue
Sysem for deedion of rifampinsesisran My bactesiun
suherculncis wolaes in 2 cooneoy with 2 low pohercobasis (TH
incidence. | Clin Micrabiol 2015; 35: 1351=1354.

M) Theran G, Vener B, Smirh L, aal Fallse- posinive 3 perr MTIS
RIF resuls in rewsted pavienrs with previoos mhernonbosis:

Z

Eil

freqoency, profile, and prospective clinical coroomes. | Clin
Micraliol 201 & %&: eDiefa-17.

Banda HT, Harries AD, Boeree M |, Myirenda TE, Banerjes A,
Salamiponi F M. Viahiliry of sanred sponom speoimens for smear
micrasonpy and culoare. Int | Toherc Long Dis 2000; 4 X72-
XM

Friedrich 5 O, Rachow A, Saathoff E, er al. Assesement of the
sengitiviry and spedificiry of Xpenr MTIRIF assay as an early
spmam biomarker of nesponse @ mobercoloss mearment.
Lancer Respir Med 201% 1: 452470,

Boghime C C, Nical M P, Mahera B, e al. Feasibiliny, diagnossic
accoracy, and offecriveness of decenmalised nse of the Xpem
MTRRIF rear for disgnesiz of mobercologis and maolridnog
resigmnce: 4 maltcenmre implementation smdy. Lancer 20115
FT7: 14951508,

Faxstini A, Hall A [, Perocci C A Risk Bonors for malidrog
resigmnt moheronbsis in Eorope 2 sysemanc review: Thorax
Hle; 61: 158163,

Mekonnen E Tessema B, Moges E, Gelaw A, Esherie 5, Komera
(2. Ml ri drog, resisrant mberon bngis: prevalence and risk ferors
in dsmicts of Maema and West Ammachiho, Norswes
Erhiopia. BMC Infec Dis 201515 461,

Banrohani M, Kahera G, Comnaolly O, e al. High raes of
porenrially infections mohercolosis and  modrid nog-resisrant
moherculosis {MDR-TB] among hospital inpatenrs in
Kwafol Maml, Sooth Africa indicae risk of nosocomial
mansmission. PLOS OME 2014; 9: 20868,

Chochomawom C,Thm.du.lnu\" Sangsayanh F, o al Risk
facwirs for molridrog-resisrant mohercolosis among patents
with pulmamnar ¥ rohercolesis ar ghe Central Chesr Inspivare of
Thailand. PLOS ONE X015 10: 201 39984

Ceeswami A, Chakrabony U, Mahapamra T, ez al Coredaes of
meanment omonmes and drog resistance among polmonary
mhercolosis patiens amending emary care hospiak of
Kolkara, India. PLOS OME 2014 % £1093563.

Radewood M, Abdallahi L H, Wilkinson B |, Meinges G. Risk
facmrs for acquired rifamydn and woniazid resE@nce: a
sypsemanc neview and memeanalysis. FLOS OWE 2015; 10:
LIRE T

Mesfin Y M, Hailemariam D, Biadgilign 5, Biadglign 5, Kibre
K T Assocation herween HIVIAIDS and mulsdrog resistance
mhermbsis: @ systemarnic review and merganalysis. PLOS
CNE 2014; 9: 82238,

Waorld Health Crrganizas on. Implementing the end TR srraegy:
ghe sssenmials. WHOHTM TR 851, Geneva, Swirzerland:
TWHO, 201 5.

Parikh R, Mararaj GG, Kanade 5 Khari ¥ Msha P Time o
SPREOIML CONVErsion in smearpositive palmanary TR patiens on
carsgory I DOTS and facrors dedaying ir. | Assoc Physicians
India 31X ab:22-2a.

Cacrano Mom B Carvalho A, Valene I, Braga R, Doare R.
Predicwnrs of delayed spomm smear and colmore comversion
among 4 Ponoguese popolarion with polmonary mhenoo kosis.
Rev Porr Preamal 2012 18 7279,

Lee], LeeB |, Yoon HL LeeC T, Lee | H. Infloence of previoos
mherobsis mreaoment history on acid fasr hacilli smear and
aolore conversion. Ine | Tobere Long Dis 2012; 18: 1344
1548

Biezfaldafa B, Dedgdo-Sincher (G, Garcha-aarcia L, e al
koniazid mono-esistan moherolosi: impad on  Teanment
oaronme and sorvival of polmonary mhercolods patens in
Soamhen Mevico 19952010 PLOS ONE 201&; 11: 2016895 5,

122



Prevalence of MDR-TB in Cubal, Angola

i

APPEMNDIX

Tble A1 Demographics and chinical charactenstics of patents qlture-positive for AL

RiborCLlosis
Prewoushy
Mewr prafris treated patent
fn = 225) fn = 83)
i () il (%) P e
bale oo 145 {64.4) 47 {56.6) 0209
Age, yeas, median OR] 28 [13-31] 30 [24-35] 0477
Fisce of resdence
Cubal 154 1.0 32 {38.6) R Kilil]
<50 km fram Cubal* 35 {16.1) 1214.5)
=50 krn Fom Cubal® IH {129 39(47)
HIV erfectson 14222 {5.4) 48348 1.000
Onical g
Cough 2157215 (100) THTT(100)
fFewer 1977215 (91.8 GATH (87 2) 0252
Heemopty & 5204 (123) 1477 (18.2) 0.200
B, kgfn?, median OR) 1649 [156-18.7] 16.1 [149-18.4] 0.030
Duration of lines, manths, median [I0F] I[2-57] 12 [&-24] <1000
Radinbgical findings, cm
]
By sime 24215 {135) 27H (28.2) 0005
®5am 187215 (8.4) 1678 (20.5) 0.004
<5 em 117215 {5.1) GTAT) 0404
L fitetes 1X¥ 215 (55.8) 4778 (60.3) 0497
Pieural fickening 5215 (2.3) a78 {10.3) 0004
T8 9215 4.2 078 i) 0119
Fieuml effusion 4215 (1.9) 578 6.4 0060
Drug s vy
Samceptbie to al frstdine drugs 1677225 (74.7) 1483 (16.9) <1001
Pestance o ane drug 31225 (138) TR AL 0206
RAAP anly 1432) 2 (28.6)
BH anly 1 (8.7 4(57.1)
M anly (158 1{143)
PIA anly 1{32) aim
Tatal polydeug mitance A225 4.0 AW3 A8 1000
BH+5M 5(55.5) O
BlH4FLA PRy am
BNH 4 EMAE 1{11.1) i
B S 4 PTA a 2 jE6.6)
B 45 EMIE a 1{333)
RMP 450 4 P8 1(11.1) [i]
MDR-TR 187225 {8.0) 5983 [1.1) <1000

* Induras el of Caimbamibo and Ganda.
" ineclupies e clles of Eangreia, Lobito, Eabia Farta, Chongon and Catamisda.

IO = inmysarila ranga; HV = human immunccedcancy vins, EMI —body mazs inda:; TB —tubarodeels BMF =
ritampicing MK = isoniazid, SM = Smpiemyn; FLA = pyairamica; EVE = athambuicl; MD-TE = madtdug:

nEiztit TR
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Table A2 Risk faciors ssocated with MDRTE

Mo MDR-TE  MDR-TE Urineriare analyss Multiarisie anshysz
=131 f=T7)
n (%) nl®)  Pabe OF 195%00) P olue OR 195%00) Pralue
Bl ey I7EE) E06) 0007 2O05(122-347) Q007 295(1.35-644 0007
P anti-ubesculos teatment  24(103) 59 066) <0001 2841 (1445-5585) <0001 2086 953-4567) <0001
Age, years
<20 A04m 7@ 0241 058024138 0208
200 147\39) 574 1.61 (0.90-24885) 0.106
=40 43213 13{169) .75 (0.38-1.47) 0404
Chest Xoray
Carity =5 am 18@2) 16219 00 315{1.51-657) Q002 1.38 (046405 0.565
Fieurd thickening 31(1.4) MWHAT) <000 NM.8E-29 <0001 7.6880057-37.4%) 002
Fieurd effusan &27) EX N 0695  1.53 037627 0556
AFE =34 117{509) 8(364) 0027 0550324093 002 1.29061-273) 0.500
Hivinfected 14 6.1) 2026 0374 0.41(0.09-184 0242
Dumtion of ilne =>4 months 88(38.1) &2 @05) <0000 GT72(E60-1Z5Y <0001 334 (1.45-7649) 0005
BA =185 133576 500549) 0255 1.35(080-233) 0256

MDETE = midltidneg: residant Tubemudas, OF —odds mtio] Tl = oondidenos imtanal; AFE = addad badlli HIV= human immonodicency Wi, EM = Body
TS e
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Prevalence of MDR-TB in Cubal, Angola v

RESUME

CONTEXTE: La sfpublique d'Angola est 1'un des 14
pays Bgurant dans les trods lstes de 1'Organsation
Mondiale de ka Samé [OMS] de pays durement frappés
par b tuberculsse (TBL La situation réelle de la TB
multirdsistante (TB-MDR) vy est cependant inoommse.
MATERIEL ET METHODES : Des patents dgés de = 16
amd ayant eu un diagneitic de TH pulmonaire omt £té
prospectivement o s entre juin 2014 et juiller 2015,
D échantilboms de crachat ot & recuedlis pour une
culture e un test de pharmacosensibilitd dher tows les
patients, et pour le teit de PXpen® MTB/RIF cher b
les patents déja traités et chiz les nouveaux patiemts
dont les crachats sont restdés positifs aprés 2 mois de
e et .

RESULTATS : Un total de 422 patents ont £of inclus et
Mycobacterdum tuberculosis a &é isolé dams 308

échantillons de crachat. La prévalence de la TB-MDR
a dré de B0% (18/225) des mouveaux patients et de
T1,1% (59/83) des patents dia traivés, Le sexe
masculin (OR 2,95 ; I095% 1,35—4,44 ; P = 0,007),
un traitement de TB préalable (OR 20,86 ; IC95 % 9,53
45,67 3 P < 0,001} la présence d'un épaisdssement
pleural (OR 7,68 ; BC95% 1,57-37,43 ; P=0,012) &t une
durée de lamaladie de 24 mods (OR 3,34 ; 1095 % 1,45-
789 3 P = 0,005) ont &é des factens de rigue
indépendants de TB-MDR.

CONCLUSION - La prévalence de la TB-MDR i Cubal
st plus Sevée que ne 1'a estimé 1'"OMS powr 1" Angola et
st P'ome des plus Blevies dans le monde. 11 est urgent guoe
I'Angola dspose des stroctures de dagnostic et de
traitement de la TB-MDR en Angola.

RESUMEN

MARCO DE REFERENCIA: La Repiblica de Angola es
o de los 14 paties que aparecen en las tres listas de la
Ohganizacion Mundial de la Salud de paises con mayor
carga de enfermedad mwbemulosa. Sin embargo, la
druaciin real de la moberculsis multmesistente (TB-
MDR) s& descomnooe.

MATERIALY METODOS Todos los pacientes de edad
=16 afs con un diagndston de TH pulmonar fueron
i clisd o desde jundo de 2014 4 julio de 2015 de maness
prospectiva. En todas la moestras de esputo se malizd
cultive v sensibiidad a Bmacos antituberculosos. Las
mueitras de esputo de todos los pacientes previamente
tratados y de los pacentes nuevos con bacilosoopia
positiva al segundo mes de tratamiento s analizaron
también mediante Xperr® MTE/RIF.

RESULTADO % S incloyeron un total de 422 pacientes,

alslindose Mycobacterinum  tuberculosis en 308
muestras de esputo. La prevalenda de TB-MDR fue
el B,0% (18/225) en pacientes nuevos v del T1,1% (597
B3) en pacientes previamente tratados. El sexo
masculing (OR 295; 95%CI 1,35-6,4% P=0007), <
tratamiento antituberculoso prevo (OR 20,86; 95 %CI
9534567 P <0001}, la presencia de engrosamiento
pleural {OR 768 95%CT 1,57-374% P=0,012), vy la
duracin de enfermedad mayor a 4 meses (OR 3,34
95%CI 1,45-7,6% P=0,005) fuernm Eactores de riesgo
indepe ndientes asodados a TB-MDR.
COMNCLUSIONES: La prevalencia de TB-MDR en Cubal
e mets alta que la estimada por la OMS para Angola, v
uma de las mels altas a nivel mundial, Se necesitan de
manera urgente faclidades para dagnosticar y tratar la
TB-MDR en Angaola
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Treatment Outcomes and Adverse Events from a Standardized Multidrug-Resistant Tuberculosis
Regimen in a Rural Setting in Angola
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Absfract.  Treatment for multidneg reatatant tuberculosis (MDR TE) is associated with adverse events [AE). Pa-
tienits treated withan MDR TE regimen in Hospital Mossa Senhora da Paz, Cubal, Angola, were prospectively enfolied
from hay 2013 toJuly 2015, Bead inecharacteristica, AE, andclinkcal and microbl olog ical outcomes werereconded. A
total of 216 patients werne treated with an MOR TE regimen and 179 (82 9% ) patients developed at least one AE. The
mogt common AE were elevation of liver enzymes (46 8% of patients), elevated creatinine (4 4.4% of patients), and
ototoscity (40.7% of patients). Previous TE treatment was assocated with the ocoumence of AE §0R 4,80, 95% Ol:
2081148, P < 0.001) and months on treatment was assoc sied to severs AE (OR 1.1195% CL 1.04-1.18, P=0.001).
Successful treatment was achieved in 117 {54 2%) patients. Incidence of AE was associ sted with an unsuccessful
outcome 0R 1.23, 95% G 1.09-1.40, P = 0.001). Patients treated with MOR TE treatment frequently experisnce AE,
and thase are related with previous TB treatment and duration of treatment. Given the high percentage of patients

experiencing AE and e low treaiment success ratea, more effectiveand leas toxic drugs to treat MOR TE areungently
mesesgiad.

INTRODUCTION

Tuberculo sis (TE) continues to be one of thetop 10 causes
of death wordwide and the emergence of realstance o TB
dnegs represents a persistent threat in TB control. Globally in
2017, an estimated 4% of new cases and 19% of previously
teeated cages had multidnig-resistance (MDR). Highty tooic,
uboptimal effectivednegs used for long durations contribute
to higher proportion of unfavorable outcomes in MDR TB
compared with susceptbie TE."

Republic of Angola is one of the 14 countries listed in the
thees TB high-burden country lista.” A recent study in this
getting observed apm portion of MORTE of % in previoushy
teeated patients and &% in new patients, reflecting oneofthe
highest prevalence wordwide * Uintil2013, scosss o second-
lima dnugs was only available in asing e dinic in Leanda InMay
2013, hoapital Noasa Senhora da Paz (HNSP), a referance
canter of TB located in Cubal, southweat Angola, started to
provide MOR TB reatment.

WHO recommends an 18-30-month fully oral regimens
including fluoroquinclones (levofloxacin or moxifioxacin),
bedaquiline, and linezolid because of adverse events (AEa)
associated with fe injectabla ** In aligible patiants who
ware not previously treated with secondine dregs and in
whom resistance to flucroquinolones and second-dine in-
jectable agents was exchuded of ks conaidersd highly un-
likely, a standardized, shorter MDOR TE regimen may be
offersd * However, scoeas togome of the dnugs usedin theas
new regimens ks challenging In some settings with high
burdena of MDR TB,® and some national TE programs have
ot yet incorporated the short regimen to thelr guidelinea.

* Bgddress o8 10 Mads Luiks Asmar, Infectious Dissacs
118129, Baalona 08035, Spain. E-malk meenarmd
1 Thasa mthoms wam conirbuted equally 1o fis wods.

Conmequently, the knowledge of the masat frequent AE and
the factors associated with unfavorable clinical outcomes
related to & 20-month standardizad MDA treatment are
caucial in poor-resounce settings, whene access 1D new dnugs
Iz atill difficasit.

The objectives of this study were to describe the clinical
characiernatcs, AEs, treatment cutcomes, and facios ssso-
ciated with AE and unfavorabls outcomes in a cohort of MOR
TE patients treated with second-line drgs.

METHODS

Study area, study design, participants, and ethics. This
proa pectivecohort study was conducted in HNSP, in Cubal,
southwest Angola, from May 2013 to July 2015, The gtudy
was approved by e Vall d'Hebron Ressarch Instituie Ehics
Committes, Angotan MNational Tubesculo s Program (PHNLT),
and the University of Katyavaa Bwila Ethica Committes.
Written informed conment was required to be included in the
study. In patients < 16 years, the parents or legal guardians
mgned the congent form. Allpatients wh o were started on an
MDR TE treatment regimen were consecutively enrolisd in
the study. Criteria for inftiating MDR TE treatment were 1)
confirmed rifampin (RIF) resistance by Xpert MTEB/RIF (Ce-
phedd, Sunnyvale, GA) inconporated in May 3014 as part of
the TB diagnosis in the context of a clinical research)” 2)
suapected MDR T Ein patients witha poaitive ackd -fast bacil
{AFEB) aputum with a history of failure after at leasgt two pre-
wious TB treatments, and 3) contacts of MDR TE-confirmed
cages with clinical and radiography signa, suggeative of
active TE and in whom it was not possibleto obiain asputum
=am

Data collection. Sociodemaographic dharacienstica, clin-
cal gymptoma, duration of liness, and history of previous
teatment were recomied. Malnutrition was defined ss
EM <= 18.5 In patents older than 18 years, BMI-or-age< —2 80
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in chilciren between 5and 18 years, and weight-per-age< -2 5D
for childran younger than Syeara ™ Allpatients were offessd an
HIN teat. Cheat X-rays wes inlerpreted by the physidan in
chame of the patieant's care

Sputum collection. From each patient, three sputum
samples from e different days wese collected. The sam-
ples wese examined through direct smesr microscopy for the
presence of AFB. All patients provided an additional aputum
gample that was stored at 807 and were panodically trans-
poried to the Micobiokogy Depariment of Vall d ‘Hebron Lind-
veraity Hospital in Barcelona, SEBIL for culuwe and
determination of dnug susceptibiity.” Patients who were in-
cluded in the clnical reseasch mantioned previouwsly provided
OMe Moe Spuhem sampke aftera smear- positive result Bed o
parfionm the Xpeart MTE/RIF.

Foll ow-up and AE monltoring. A daily foliow-up whils in-
patient, a weskdly follow-up during the first 2 montha, and a
maonithiy follow-up thereafter wes performed by a team of
physicans and rses. If any symptoms suggesting AE or TB
worsaning develnped, patients ware inatnucted to contact the
team befoe the scheduled appointment. Drectly observed
therapy was perfommed inall patients by anurse during the first
& monihs and by a relathe aftersand. A complata blood count,
levels of seasm cmatinine, and senam ransaminases wefe

parformed monthly. Sputum samples. were collecied every
month. The following AEs wes assessed at each clinic

appoiniment: ototoxicty, peripheral neuropatvy, paychiatric
disorders, gastointestinal symptoms, damaindo gical disor-
ders, nephrotooicity, and hepatotoxicity. Mephrotoxicity was
defined as amy vakse of sanum ceatinine above 1.2 mg/dL and
hepatotoxicty sa any elevation of ransaminases sbove 1.5
timea fhe upper imitof nonmal {LILM). Déagnos ks of clinical AEs
was hased on sef-epoted data using & standardized ques-
tionnaine form (Suppiemental Appendi: 1) Severty of adverse
dinug event was defined according the WHO Toxicity Geading
Scale for Detlermining e Severity of AE in mild, moderate,
severe, and Iife-threatening (Supplemental Appandis 1) #
Treatment. All patients included in this study recehed a
standardized regimen for MDR TB contining ethambuiol
{BEMIB), isontazid (INH), ethicnamide {Eto), cyclosenne (Ca),
oficxacn {0fy), and asecond-line injectable dreg fanamycin,
capfesmycin, of amikach depending on the available drg
from the PHLT) for 8 months, followed by 12 months of BMEB,
INH, Eto, Ca, and Ofc Untll August 3015, there were no
avallable gtemative agents to replace in case of intolerance.
From August 3015, pars-aminoaalicyiic acd sodum [PAS)
was added to the regimen in the offending drug was

possible to perform follow-up cultures, we hased treaiment

MDR TB TREATMENT
N=21&

N=
[
4 )
Histoey of fallurs wier ot o cowiwds of
laaat two previoss TH pthrris. wartth confirmed
el LA TE
N=E2 =l

l

RIF raaistanca datsctad by
¥part MTE/RIF
N=128

Fouwe 1. Cufture resiis of pafents inlised on muidauigrresicint fubsroulbsis frestrment based on Xpert MTEAIF resits and dinical
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Tame1

Bazsline characteriktics of patients trasted with MDA mgimen

e
Gander, mala 124 57.4)
Age, medan JOR) A0.0@242-30.0)
City of arigin
Culbal 83384
50 ke firam Gubal® 167 4
=50 ke fram Cubalt 117 54.2)
HiVirfaction 1360
Previous TH tmatmeant 182 {@4.3)
Clinical sigre
Caugh 208 88.3)
Faver 165(76.4)
Harmoptysis 43(19.49)
Malrutrition 14 A2 ([7A4)
Dumfian of liness months, mean (5 0y 24 8242)
FRadidogical findings
Cavity sy size &1/185 28.2)
Cavlly 25 an S0/185231)
Cawity < Sam T1A85ES
Lumng infitm e 111.I‘1ﬂﬁg1.4]
Plaural fhickaning 20418593
Miliar TR 248509
Plaural sffusian 10185 (4.8
Hib frmgfdiL), rmasn 1034
Indication for frastrment
AIF msistancs deiecisd by Xpert 128{58.3)
Pmsungptive MDA TB BT
Culfbirs results 125457.9%)
MTE Eolatedin sputun 1014 25 @0.8)
Suscaptibillty o anfhiofios
Fesictancs o ana dnug &M
FIF anly 2401
INH anly A4
Firsi-ine palydiug resictanos
BN+ ST+ PZA ERLG]
TN + ST+ EMB 1101
Confirrmed MDA 2410 (31.1%:)
Ary sacandHing resictince AA0021%)
A+ Cmi 282
A+ Eto 142
Cm 642
O+ Bl 282
Bo 782
By o boltaf 4 Ol 142
Bo +0fx 142
Orx 142

Il e B ol of Calmbambs andl Ganca.

} e o B ol 0¥ Ben s, Lok, Bishia Farts, Chongord and Cafumbsaln.

Am = mmilocin B & bofy Mmoo inder, Cm s cpnerrein, 308 s ahambutel
B i s o i, [N = s i, IACWR icirg re i dcscaciy, M TH=
k e m

e i PEA druamicis; FF = ifarmpin ST =
strapte rrepcire, TE s b barey el

outcomes in amesr resuits. A succesaful outcome included
patients mesting the definition of cure or treatment complata.
Twodifferent definiio nawers used forunsucces sful cutcome
a firat one including patients lost to folow-up, patients who
died, and patients who expenance reatment fallure and a8
gecond one including patients who disd and patients who
experience treatment filure.

Data analysis. Desoiptive statistics e pesentsd 8
muamber (percent) and median {inerquartile range, I0F) or
mean (S0) depending on varabls nomality. We usad chi-
squered eats of Fishar's exact teats to compare calegoncal
variables and f-tests or Mam—Whitney tests to compare
contnucus vasables. To paliiate the problem of lower pro-
portion of AE in patients with shorter Featment durationa, a
varahlecalled AE incdence was ceated. itwas defined aa the
rate of AE per 30 montha of treatment (considerning as if all

[patients would have been folowed for 30 montha, edgpenianc-
ing the same rate of AE per month dusing missing folow-up
jparicd than during treatment follow-up pesod). Demographica,
comorteditea, previous TE treatment, and months on treat-
ment wese consbdered a3 posaible rak factors for developing
an AE. Demographica, grading of basa AFB, comorbidities,
previous T reatment, AFB status &t 2 months of treaiment,
incdence of AE, and resistance to secondine dnugs wers
consdered a3 faciom that could be assocated with an wn-
successiul reatment cutcome. Thres models were developed
u=ing & multhariate anaiyais, including AE (at least one AE yea
ornot a8 d chotomaous variabls), severe AE jat least one severe
or Ife-threabening AE yes or not a8 dichotomous vaniable, and
reament cutcomes (successiul and wewccesaful teatmeant
oulcome 83 dichotomous varebls) as dependent variables.
‘iasiahlss with a Fvale < 0L30 in the unhariate anaiyais and
varghles considaned a prion to be clnically mportant, were in-
chuded in the multvaniate logistic regression analysts. We per-
formed two analyses to assess tresiment oulcomes; one of
e in al patients and a second one restricted to patients with
a conflemed RIF resistance TE based on eiher culture or X part
TERIF. For treatment cutcomes, we perfommed two different
analyses considaning the two diffessnt definitions used for un-
successiul cubcomes presviously mentioed. A two-sded P
value < 005 was considered statistcally aignificant for al
andhysed. All anglyses ware performed using SFSE statiatcal
software [IEM SPES varsion 23, Armoni, NY).

RESLLTS

From May 2013 tolMay 2015, 216 patients were treated with
an MDR TB regiman. Twelve patients wene younger than 15
years, with a median (IOR) age of 9.0 2-11.5) yeam. Thiresn
159 of them were HIW coinfected, with amedian (I0F) GDd of
353 (154-500). Mycobactenium fubsrasoslz was botated in
101 patients, and MDR TE was confimed in 92 ©1.1%) of
tham | See Figure 1). Mo cases of extenshvely dnug-resistant TB
were detected Basdine charactanatcs of patients treated
with MOR TE treatment are summaszed in Tabla 1.

Adverse events One hundred and saventy-nine B2 9%)
patients developed at least one AE; and two patients com-
mitted suicide during the weatment (both on cycloaanine
teatment]. All AEs were initially managed sympiomatically.
Daome ad jpstment fior at least one dreg was sequired in 42/218
{19.4%) patients, tempomry intermuption of & least one ant-
blothc I 12/216 E5%), and teminaton of at least one
antibiotic in 42/216 (19.4%). All patients received an
aminoglycomde for & least 5 montha. Adverse events per-
sisted in 58179 32 4%) patients after completion of treat
ment; hearing loss persisied in 38179 21.2%) patients,
|potymeurop athy 81 79 (4.5%), and both polynaunop athy and
earing loaa in 12 (6. T9%) patients. Fifty-jour (25%) patients
expenienced a least a severe or life-threatening AE; 13/216
9.9%) with severs obbioxicity, 5216 (2.3%) with severe
periphesal neuropathy, 18/216 B.3%) with severe or life-
theeatening paychiatric disondara, 2 (19%) with severs naph-
rotoodeity, 2216 (19%) with conadlsions, 1216 §0.5%) wih a
severe demmatodogical reaction, and & 3.7%) expesenced
several sovess AE jone with severe obiDMcity, pohy-
meuropathy, and palooals; four with both ototosdcity and pol-
yneurcpathy; one with ototosdcity, polneuropatvy, and
vomits; one with obioxicly and nephmiooicity; and one

131



OUTCOMES OF A STANDARDIZED MDR TE TREATMENT

505

T2
Patinnts who developsd AE asoociated with MDA TB mgirman
. Parpherad | Papchitic Darrtckgicd » s
N (%) 101468) 96(444 BB(07) 6I@IH 4615  s0@RA1) 26(11.6 1380 1268  2(10)
Madan (IOA) manths aE-5 42=-7 48 S@-7.@ 6@AT-11) 1501-§ 62-13) 4R25-8) 75@25-9 3{@3-3)
urtl
AE
Mild, N(%) B6(65.3) 7N 17083 22{@.8 3§ES) 24 (48 15 (80 12@23) 12{(100) a
Modemin, N (%) I@E2T) 51451) 4955.7 A5(EE 23(50) 2348 9 (36 179 L] a
Savara, N (%) 200 a@1y 2285 120074 12@87) 3| 18 ] L] 2100
Life-thrastaning, N (%) ] a a a B{17.4 a a a a a
#Addfifonal madcation o i} o - - - - - - -
Pyricinadng - 58 [B4%) 46(1 - - - - -
Arodalyfios - - - - 12 26.1%) - - - - -
Arfpsychofics - - - - 1@22%) - - - - -
M rfamatios - - - - - 34885 - - - -
Ard-acids - - - - - 5{10%) - - - -
i rfepileptics - - - 1{1.4%) - - - - - -
NSAIDY - - - - - - - 2(15.4%) - 2 [100%)
Tags stemids - - - - - - 3 [12%) - - o0
Dasa mducton of - ar = a a a a a a a
antbictics moguired
of 1t 10 10 = 4 el li] li] li] 2 1
anthiotics mauired
Ewvoluion of AEs
Resolad, N (%) BE@5S1) M fAs 140159 450652 28609 S0{(100) ] 13000 L]
Stabla 189 5§52) SEEIG 120174 182) ] 15 (80 li] 12 100) a
Wiarsaning 1 18204 Aafig 1§£3) a 10 (&0 a a a
HNo folow-up 14(138) 19 {19.8 a 4(58) 143049 1] li] 1] L] a
Danath o a0 1] ] 2p9) o ] 1] 1] 1]
Drugsmom prabably  INH, Eto E= 1| L= 1] INH, ata, Cs Bra, INH Ofla INH, ofia Eio Eta, Cs
Imgiiicated Cs
E‘M ek, e Ci e i i o 8 = et rttaal, M =] = =k P T P e P W P S S p—r—
AT 3 s o s s s, 41 e, e i
} Ebe ks whedevel i i e i s LI i [Tt i Bt it
§ | mord e vt e ciin e el e, Ca Inthact i, sl el i
§ iy s s LT R p— i smeves e e el o RS n T s

wiith polyneuropaty and paychosis) Detale on severty,
managament and evolution of AE are shown in Table 2. Cu-
mulatve AEs experienced during the follow-up period are
shown in Figure 2. Cumuiative AEs siratfied by previous
treatment ia shown in Supplemental Figures 1 and 2. We ob-
senedthat previous T Bireaimeant was associated with bothat
least one AE and severe AE (OR 4,89, 95% C1: 2.00-11.46, P<
0LD01 and OR 9098, 95% O 24740034, P = 0002, re-
apectvely) and months on freatment was assocated with
severe AE I0R 1.11 85% CI 1.04—1.18, P = 0.001). This in-
formation s summarnzed in Table 3. When we analyzed the

most common AE separaiely, we obaerved that both pre-
vicus TE treatment and months on treatment were associ-
ated with ototoxdicity (OR 388, 95% Cbk 14610031, P =
0,007 and OR 1.08, 95% O 1.03-1.12, P = 0.001), hepa-
totowicity (OR 282, 95% Ci 1:20-6.60, P =0.017 and OR
108, 95% C1: 103123, P = 0.001), and nephro toxicity {OR
3.86. 95% O1: 1.52-9.85, P = 0.005 and OR 1.10, 5% Ct
105115, P < 0.001). Months on treatment and age wers
associated with polynewopathy (OR 1.08, 95% O
1.03-1.13 P = 0.002) and {OR 1.04, 95% Ct 101107, P=
00020 (Table 4).

PEVLLLITLL IS 7 7 D007

Fom?2. Cumulafve advense events experenced during e folow-up peraod. This figum appeans in color of wess aimiuon.
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Treatment cutcomes. informaton about restment out-
coimes i3 summanzed in Table 5. Weobsenved That e incidence
of AE wias associated wih an unsuccesaful outcome inbaoth the
firat anahyal (patients lost o follow-up, patient who died, and
patients who experence reaiment fallre consdesd as un-
successiul reatment) (123, 95% CF: 1.08-1.40,P =0.001)andin
e second anayss (patents who disd and patients who epe-
mence treatment failre conmidessd a3 unaucoessil oulcome)
FOR 133, 95% Cb 1.081.61, P = Q004). Malnuirtion was a5-
socBted wih unsuccessfu culcame in e second andyse
{4.73,95% CF 1.04-21 5P =0U044). This nfosmation B shownin
Table & Vasables associated with unsuccessiul oulcomes re-
sivcied to patents whose spulem samples showed MTE RIF
maigtance B shown in Supplementsl Table 1.

DISCUSSION

Similarty to the 2018 Global TB report and recent shudies,
we observed that 53 8% of patients esperienced teatment
succesa ¥ Adverse events were common, and 258 of pa-
tiants expesenced a severs AE. Moreower, AE persisied in
32 4% patients afier completion of treatment.

[Racant s udies reporting data of T in Angola have observeda
high peoportion of MODR TE™; howaver, access to MDR TB d-
agnoats i3 not avalsble for gl TH patents in Angots, and itleads
pivymicians to empscally start 8 second- ine egimen in patiants
with high rek of MDR TE. In fact 41.5% of our patents were
started empirically on MDR TE treatment Deapits the potantial
hanma of empiical TE teaimeant, benefit including prevention of
franamission and mortality and mostidity reduction make that
ampincal treatment B often wsead in high- bunden settinga. =

Wi obsarvesd theat 82 9% of patients developed atleast one AE,
and AEs ware assnciated with previows T ireaiment. Moreower,
sevars AEs wes sssociated with both previous TB reatment and
monihs of treaimant. Ovesall, AEs in patients treated for MOR TB
are oommon, alfhvough frequencydiffiers depending on the typeof
drugs weed, The dusaton of e regimen, and ofher clindcal char-
acteratics sudh a8 HIV coinfection, and peewvious TB higiong.' >
The association batwesen peevious TE treatment and AE has been
prevoely deacribad inthe iemtre ™ Itis poss bisthat patients
previously treated with TE drugs had expanenced some pemiB-
fent AE that predisposss the development of subsequent ABs.
This has bean well deacabed with the use of aminogycosdas =
Bacasse a regimen containing stepinmycn (category 2 reat-
ment) was used in some o the previously teated patients, it may
epiain the assccistion betwesn peviowe TE weatment and
ointoescty . On the olher side, we amnot able 1 ansure if some of
he AEs were diready present bafos stasting treaiment because
fhita information was not collecied. Treatment dusation has been
alao rezied 10 AE™ and it s one of the resscns why shores
mgimens have been proposed during the last yesm. However,
ghortar regimens curently ecommended contan aminoghyoo-
mdes, 50 may also be ototocosc Therefose, shorer regimens
without aminoghoosicdes ams neaded.

The percentage of patients developing baoth hepatotoxicity
and naphroinsdcity in our siudy are higher compasd with
aither cohorts of patents, probably becawse of different defi-
nitiona jany devation of transaminases above 1.5 timea the
LILN versus five times the UILN and any value of senam cre-
atinine above 1.2 mg/dL versus a rise of serum creatinine of
0.5 mg/dL from basedine, reap ectivel) == Peripharal neu-
ropathy and paychiaric disorders ware more commonty
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Temed
Compadson of dermogmphiic and dinical dharacterictios in pafien s with and witout spacific adverse sven's
i i 1 x| s v e e

i ity w r\“‘I,'l'II":.:-'I;:lb‘I (s 3 vl P [ Fomin
Gander, malks 58 j85.9%) 66 (51.6%) 1E2 (1 0e-3018 0057 1.88 {1.00-3.32) 0s
g fyears), madian JOR) 0 @27-39) 2 [24-27) 1.04 {1 .00-1.05) 0041 102 {0.99-1.105) im
Mahutdfon 58 (7a.4%) B3 (73.5%) 0.990.99-1.91) 0.998
HIV coinfacfan 68.8%) 7 [E5%) 1.26(0.41-2.90) 0683
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Polnaurcpathy [ ] ' I-I,'I'I'n'lq'l'l (s 3 vl P [ Fomin
Gander, malks 41 [59.4%) 83 (56.5%) 113 {0.63-2.02) 0.6
g fyears), madian JOR) 33 @27-39) 29 437 108 {1 .01 -1.08 oma 1.04 {1.071-1.107) [iTiph}
Mahutdfion &8 (71.8%) 83 (74.4%) 0.7 {0.45-1.85) 0680
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g fyears), madian JOR) 2 5@57=17) a0 1.00{0.97=-1.03) 0839
Mahutdfon 0([7Ea%) 111 [72.5%) 1.26 {0 55208 058
HINV coin fec fan 2 il 11 {B5%) 1E2§0aR-713 0584
Prwvious TH treatrment &1 {Ba.1 %) 141 (B2 9%) 1.68 (061 -463) oI
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rroadian IOR)

Himpatic e By (w1 - [N e 3 vl o Pamis
Sen, male B3 j52.4%) 61 (33%) 1.47 ([0.85-253) 0167 1.70 {0.94-3.06 0078
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Mahutdfion B8 (701 %) T3 (76.8%) 0. 0.A7-035 0.2
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Prwvious TH treatrment a1 301 %) 1 (78.1%) 2.40(1 08-5.30) 01030 2R [1.20-8.60) w7
Manthes on teeatment, 2001 4.5-21) 18 |52 1081 M-1.13 « L0 1.08 [1.03-1.2% « (L0

rroadian IOR)

Mgt b by [ T ] = N =) 3 vl o e Pamis
Gander, mals B0 B2.5%) 64 (53.8%) 1.43 (0832 45 0198 1.45 0.78-2.64) 0230
Mg fyears), madian JOR) A0 R5-305 a0 L] 102 {0.99-1.04 0. 1400 099104 03N
Mahutdfon TOFE1 %) T (.7 1.25 0233
HIV coinfecfon S§5.2%) 8§67 %) n.mﬁ.m—u-l! 06e
Prwvious TH treatrment B3 E27%) a2 (77.3%) AT 55-8.00) 000 486 [1.52-9.85 il 3
Manthes on teeatment, 001 72-20.7) 18 B-20) 1101 06-1.15 « L0 1.10 1.05-1.15) « (L0

rroadian IOR)
““TE = Inlareg sl ra rgee; TH = Libre Lol

observed than Those reported from ofher cohorts of MOR TB
jpatients and Ike those reported from cohorts of HMW-infected
patients = A poasible sptanation ks that pyico s was not
free provided by our program, So we cannot ensure that all
patients recaved it. It i3 gso poesible that tese AEs are
undameported instudies that did not actively seanch for those.
Cycloaarine was siopped in13.4% of patients who developad
paychiatric sympioms, in contemst to previous studies inwhich
paychiatrc sympioms has bean successiully managad with-
out compromising MDR regimen™

‘We observed a high proportion of patients: ibat to follow-up
companad with other cohors of MOR TE patenta.”® This may be
e tosevera factom; many patkents inciuded in our sudy e far
from the hoapital, moreover, e propostion of ABs obeensed was
atao high, and AEs have bean previously ssaocaied with kost o

FU™ By contrast, the propostion of Teatment filure was bow,
similar i that in other cohors of MDR TE patlents from Afica '™
Thiis low proportion of reatment fallure may be due to e ecent

be underestimated becawse cuftuses wers not done during
fioliwe-wap. We observed that incidence of AE was arek factorfor
an unsucces sl cutcome. it has bean previously observed that
the most coammon reason forsiopning the teatment is AE * Itis.
easly undemtandable that effher the patient or e physican
dacides to discontinue the teeatment if an AE ks not well con-
troled, and consequently, it B more unlkaly to achieve 8 sue-
ceasful outoome.

Shorter regimens reporting treatment succass rates > B80%
have become avaliahie to treat MOR TE™-; ho wever, recent
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tha dnugs of the regimen and conteoversies about e global

data have reporied high propotions of reststance to some of
implementation of heae regimen have recentty asse ™ in
fact, in our study, 30/93 21.7%) MDR TE-nfected patients
had resBtance o at least 1 secondine dnug includaed in the
ghoit regimen recommended by WHO. Moreower, access to
gecond-line dusg suscepiibilty teating lsrequired touse the shart
regimen, and this B not the case in Angola Consequentty, at
hough shart regimens may halp improve dinical cutcomes of
[patientswith MIDR TE, kmust be accompanied by impeovemeants:
In laboestony capacty. Mew WHO recommendations. recently
puiblahed pricrtize the wee of gl omi regimeans not contaming the

use of injectables* The high proportion of otoloedcity reisbed to
aminoghycomsdes found in our study would support the \Be of
heseregimana. However, a8 mantioned easier, access to some

Our study has seversl imiationa. Fest, diagnoss of MOR TB
was not baged on culhuse eauls inal patants and oribaria of cus

of e dnugs that should be included in heae egimena such ss
wese hased on amear MCoecopy rather than culure. These lim-

bedsquilng B very chalinging in many countriea™

kations reflect the redlity of TE dagnosis and managament in
many poofF-fesounce sattnga. Second, definition of AE was based
onsaif-reporied data; so, we mayundenestimate fhe e incidance

oif spme AFa. Thisd, some of e common ABs elied o MDR TB

mgiman such as hypathyoldemwans not reporsd because of the

ashoence of laboratory materal, a0 we may underestimate the

Patients treaied wit & bng sendardized MDR TE treatment
fraquentty expenienca AE, and these are related with previous TB

undartying medical condibons that may be assocated with AE.

overall incidance of AE . Fusthesmose, we donot have data of some

freatment and duration of teaiment. Onldy the incidence of AE
was assocised with an unsuccessiul treaiment cutcome. The

Racaivad Mamh 1, 2019, Accapted for public afon May 31, 2019,

Publishad online July 22, 2019,

adaquata management of AE B criticalto reat MOR TE patients.
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ABSTRACT

Background: Remains unclear the importance of discordant strains with disputed rpoB
mutations. Here, we aimed to assess the frequency and types of disputed rpoB mutations in
Mycobactenum tuberciufosis isolates from Cubal, Angola

Methods: Samples were collected from patients diagnosed of TB attended in Hospital
Mossa Senhora da Paz, Cubal, Angola. DNA sequencing of the rpoB gene and MIC by the
macrodilution method were performed to isolates that showed resistance to RIF by culture-
based DST but were identified as susceptible by GenoType MTBDEpius or not gave
hybridization results with the mutation-specific probes, as well as, isolates that showed
susceptibility to RIF by culture-based DST but were identified as resistant by molecular
methods.

Results: Among our cases, disputed rpoB mutations led to rifampicin resistance in at least
10.3% (9/87) of the strains that also exhibited nfampicin resistance on the MRBDRpius
assay.

Conclusion: Disputed rpoB mutations occur frequently, 10.3% of rifampicin resistant
isolates in Cubal, Angola. This resistance pattem is not always detected by cumment
phenotypic methods; thus, a lower concentration of RIF in DST or screening all
phenotypically drug-resistant MTB for rpo8 mutations is required. However some of these
techniques still not readily available in routine clinical microbiology laboratories of high TB-
endemic areas where it is most needed.

TEXT WORD ACOUNT: 2456

N° OF REFERENCES: 21

N° TABLES AND FIGURES: 3

138



	Títol de la tesi: Caracterización molecular de la resistencia de
Mycobacterium tuberculosis en un área rural de Angola
	Nom autor/a: Ariadna Rando Segura


