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RESUMEN  

 

La pirazinamida (PZA) es una droga importante para el acortamiento del 

tratamiento antituberculoso, es la única que actúa sobre las micobacterias latentes. 

La susceptibilidad a PZA puede ser determinada evaluando: el crecimiento de la 

micobacteria frente a la droga (BACTEC 960), la actividad enzimática de la 

pirazinamidasa (PZAsa) (Test de Wayne) que detecta al ácido pirazinoico (POA) o 

molecularmente, identificando variantes o mutaciones presentes en el gen pncA que 

puede afectar su actividad normal. BACTEC MGIT960 ha sido la única prueba de 

susceptibilidad (DST) recomendada por la OMS, sin embargo, ha reportado alto 

índice de falsos resistentes, quizás por la dificultad de mantener un pH adecuado y 

controlar el inóculo cultivado. El secuenciamiento conlleva un alto costo y, además, 

un cierto porcentaje de mutaciones puede no afectar la actividad enzimática, o cepas 

WT manifiestan resistencia, por lo que hay otros mecanismos que estarían 

implicados en la resistencia. En este estudio planteamos cuantificar la producción 

de POA en cultivo líquido directamente de esputo luego de su incubación con PZA 

(MODS-WQ), a diferencia del test de Wayne convencional que se basa en la 

observación del color. Se usaron 264 muestras de esputo de pacientes con 

tuberculosis y se evaluó dos variantes del medio: caldo 7H9 y buffer citrato, ambas 

a pH neutral. La variante en buffer citrato identificó correctamente el 92.6% de los 

aislados resistentes y el 95.6% de los aislados sensibles, usando como gold estándar 

las tres DST mencionadas. La variante en 7H9 identificó 81.3% resistentes y 77.2% 

sensibles. Los resultados se obtuvieron en un promedio de 13 días. 

PALABRAS CLAVE:  

TUBERCULOSIS, MODS, WAYNE CUANTITATIVO, ÁCIDO PIRAZINOICO. 



 
 

ABSTRACT 

Pyrazinamide (PZA) is an important drug for shortening anti-tuberculosis treatment 

as it is the only one that acts on latent mycobacteria. Susceptibility to PZA can be 

determined by evaluating the growth of mycobacteria against the drug (BACTEC 

960), the enzymatic activity of pyrazinamidase (PZAsa) through the Wayne Test, 

which detects pyrazinoic acid (POA) or molecularly, identifying variants or 

mutations present in the pncA gene that can affect its normal activity. The BACTEC 

MGIT960 has been the only susceptibility test recommended by the WHO, 

however, it has reported a high rate of false resistance, perhaps due to the difficulty 

of maintaining an adequate pH and controlling the amount of cultured inoculum. 

Sequencing carries a high cost, and, in addition, a certain percentage of mutations 

may not affect their enzymatic activity, or WT strains show resistance, so there are 

some mechanisms that are not well studied that would be involved in resistance. In 

this study we propose to quantify the production of POA in liquid culture directly 

from sputum after its incubation with PZA (MODS-WQ), unlike the conventional 

Wayne test that is based on the observation of color. 264 sputum samples from 

tuberculosis patients were used to evaluate two medium variants: 7H9 broth and 

citrate buffer, both at neutral pH. The variant in citrate buffer correctly identified 

92.6% of the resistant isolates and 95.6% of the sensitive isolates, using the three 

mentioned DSTs as the gold standard. The 7H9 variant identified 81.3% resistant 

and 77.2% sensitive. Results were obtained in an average of 13 days. 

KEY WORDS:  

TUBERCULOSIS, MODS, QUANTITATIVE WAYNE, PYRAZINOIC ACID. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La tuberculosis (TB), enfermedad infecciosa causada por el bacilo Mycobacterium 

tuberculosis, es una de las 10 principales causas de muerte a nivel mundial. En 2018 

la cifra estimada de muertes por TB fue de 1,5 millones según la OMS (1). Hasta la 

fecha, su erradicación sigue siendo un reto para la comunidad médica y científica 

(2) cuyos avances para controlarla se han visto mermados por el continuo 

incremento de sus variantes multidrogo-resistente (MDR-TB) y extradrogo-

resistente (XDR-TB) (3,4).  

En el Perú esta enfermedad es considerada como uno de los problemas de salud 

pública de mayor trascendencia social y económica debido a que el 66% de los 

casos corresponde a la población económicamente activa (PEA). Cada año más de 

30000 peruanos se enferman con TB y se estima una tasa de incidencia de 134-119 

desde el año 2010 (5) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Incidencia total de casos de tuberculosis en el Perú desde el año 2000 

hasta el 2019. Izquierda muestra incidencia en 2019. Derecha, muestra incidencia 

desde el 2000. Fuente OMS Tubercoulosis Repost 2020 
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Aunque los esfuerzos por erradicar la enfermedad han tenido sus frutos, la aparición 

de cepas MDR y XDR están dificultando su eliminación. Las tasas de incidencias 

de TB-MDR, si bien parecían disminuir entre el 2012-2014, nuevamente se 

encuentran en aumento y se han mantenido desde el 2018 (5,6) (Figura 2). 

Hasta el año 2016 se han estimado 490 mil casos en el mundo y en el Perú, tan solo 

en el 2015, se registraron 1366 casos de TB-MDR y 106 casos de TB-XDR (6,7). 

En ese sentido los estudios de los mecanismos de resistencia a los antibióticos de 

primera línea como rifampicina, isoniazida, estreptomicina, pirazinamida y 

etambutol son una prioridad para el avance en su erradicación.   

     

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Incidencia total de casos de tuberculosis multidrogoresistente en el Perú 

desde el año 2015. En la Figura de la derecha los resultados se muestran desde el 

2000. Fuente OMS Tubercoulosis Report 2020 
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Los actuales regímenes terapéuticos para la TB resistente tienen poca eficacia y 

tolerabilidad, lo cual resulta en un tratamiento inadecuado, con tasas de éxito del 

54% y 30% para TB-MDR y TB-XDR, respectivamente (8). Esto, revela la 

necesidad urgente de mejorar el acceso tanto al diagnóstico como al tratamiento 

efectivo para todas las formas de resistencia. Por ello, el esfuerzo ha recaído en 

desarrollar Pruebas de Susceptibilidad Rápida (PSR) para detectar resistencia. Estas 

PSR se pueden clasificar como pruebas fenotípicas (pDST) y genotípicas (gDST). 

Algunas de ellas, recomendadas por la OMS, tales como: GeneXpert MTB/RIF, 

LineProbe Assays (9) y Genotype® MTBDRplus (10,11) y el BACTEC MGIT 960 

system (9). Sin embargo, sus costos pueden superar los $68.75 en instrumentos e 

insumos por muestra en laboratorios privados, mientras que con financiamiento 

público podría estimarse entre los $20-30 (12,13). Ante la necesidad de pruebas 

económicamente accesibles, se han desarrollado métodos más económicos y de 

fácil implementación en países en vías de desarrollo, tales como el test de Nitrato 

Reductasa (Griess) (14) y MODS (Microscopic Observation Drug Susceptibility), 

desarrollado en el Perú por Caviedes et al. (15), los cuales han tenido buena acogida 

en laboratorios de diagnóstico de américa latina (16–18).  

No obstante, estos métodos han sido dirigidos principalmente a detectar resistencia 

a rifampicina e isoniazida (Rif-Iso MDR), ambos, fármacos de primera línea. La 

resistencia a estas drogas se genera principalmente por mutaciones en los genes 

rpoB (90 – 95%) para el caso de rifampicina y los genes katG/fabG1 (50 – 97%), 

para isoniazida (19) Sin embargo, estos métodos son caros y podrían llegar a costar 

hasta 20 veces el costo de la baciloscopia (20). 
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La pirazinamida (PZA), es una prodroga que se convierte en ácido pirazinoico 

(POA), mediante la acción de la pirazinamidasa (PZAsa). Este fármaco de primera 

línea es altamente eficaz para eliminar micobacterias en estado latente, lo que ha 

reducido la duración del tratamiento de 9-12 meses a solo 6 meses en pacientes 

sensibles (21) y pacientes Rif-Iso MDR (22). Además, el uso de PZA se ha asociado 

con una menor mortalidad en pacientes susceptibles a esta droga, pero con una 

mortalidad significativamente mayor en aquellos resistentes a PZA(23) Esto 

subraya la necesidad de establecer un diagnóstico rutinario de Resistencia a PZA 

(PZAr) para determinar el pronóstico del paciente y permitir un tratamiento de 

segunda línea más efectivo y más corto. En la actualidad, las pruebas pDST para 

PZA se basan en evaluar el crecimiento en cultivo de la micobacteria. Tienen 

ventajas tales como su bajo costo y relativo corto tiempo (~3 semanas) de resultado, 

sin embargo sus desventajas podrían ser mayores: la dificultad para calibrar la 

cantidad de inóculo lo que imprecisa el resultado, posible contaminación con otras 

cepas bacterianas, lo que ha resultado en un ratio de error del 10-15% (24), 

asimismo, se requiere que el medio se encuentre entre 5.5-6.5 de pH, para activar a 

PZA, pero un porcentaje de los aislados no resisten esta acidez y se inhiben, además 

si se trabajan con grandes inóculos el pH aumenta y se crean falsos resistentes (25). 

El sistema de detección automatizado Bactec MGIT 960 (Sparks, MD) ha superado 

algunos de estos problemas y es el único método pDST recomendado por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) para PZA. Sin embargo, este método es 

caro y aún produce una alta tasa de resultados de falsa resistencia (26). 

Otras se basan en la evaluación de la actividad enzimática de la PZAsa, 

decodificada por el gen pncA. Entre ellas tenemos al test de Wayne y al 
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secuenciamiento genético. Este último se basa en la presencia de variantes genéticas 

en el gen pncA, que se encuentran en la mayoría (70-97%) de los aislados clínicos 

resistentes a la PZA, ya sea en la región promotora o en la secuencia de 

codificación(27,28), Sin embargo, el alto costo y la falta de representatividad, así 

como la ausencia de un patrón de mutaciones claramente asociadas a la resistencia, 

debido a la variabilidad de mutaciones y linajes, son desafíos significativos (29).  

Por otro lado, el test de Wayne es un ensayo colorimétrico que detecta, como 

marcador de susceptibilidad, al POA. Es un test cualitativo y relativamente barato, 

que se realiza a partir de cepa pura aislada, requiere incubación prolongada a 37°C 

hasta que se observe el crecimiento, además es visual y subjetiva (30). Utiliza el 

reactivo sulfato de amonio ferroso (SAF) para detectar el POA, generando un 

complejo ferroso que produce un cambio de color a rojizo(31). Este ensayo se basa 

en la actividad enzimática de la PZasa, si esta enzima transforma adecuadamente la 

PZA y la convierte en POA, el aislado de MTB será sensible, por el contrario, si la 

enzima no realiza esta actividad por alguna mutación o factor inhibidor, el aislado 

será resistente.  

En un afán por mejorar este tipo de pruebas, Alcántara et al.(32) propusieron 

combinar el test de Wayne y el método MODS para determinar PZAr, detectando 

POA directamente en el sobrenadante de los cultivos de esputo a través del cambio 

de color, esto ha representado una ventaja puesto que la mayoría de pruebas 

requieren aislar previamente a la micobacteria, incrementando el tiempo de 

detección. Este ensayo resultó ser altamente sensible y específico (92.7% y 99.3%, 

respectivamente); sin embargo, la lectura de los resultados es todavía subjetiva.  
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Es por todo ello, que se necesita considerar una prueba que tenga la ventaja de ser 

medida directamente de los sobrenadantes, pero de forma objetiva y cuantitativa.  

En este trabajo proponemos adaptar la prueba MODS-Wayne hacia un nivel 

cuantitativo a partir de las muestras de esputo de pacientes con tuberculosis 

confirmada, lo que supondría una ventaja en tiempo de diagnóstico, evitando pre-

aislamientos y cultivos en medio sólido que aumentan el tiempo de crecimiento y 

el tiempo para la detección; asimismo la definición de resistencia no va a depender 

del criterio personal sino del análisis de los resultados cuantitativos.   
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2. PLANTEMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN 

 
2.1. Planteamiento del problema 

 

La multiresistencia a fármacos representa un problema para el manejo y control de 

la Tuberculosis a nivel mundial y para la salud pública, sobre todo en los países con  

bajos recursos y deficientes políticas de vigilancia(33). Cada año, aproximadamente 

el 80% de los pacientes en todo el mundo carecen de acceso a tratamientos efectivos 

para la TB-MDR y que en peores instancias, no reciben diagnóstico adecuado (5). 

La detección temprana de MDR-TB permite establecer esquemas de tratamiento 

oportunos, ya que promueve la recuperación eficaz de los pacientes y evita el 

desarrollo de nuevas variantes resistentes a los fármacos(34).  

La resistencia a pirazinamida, representa en la actualidad alrededor del 60% de los 

casos de TB-MDR y muestra una prevalencia estimada del 16.2% de los casos 

totales de TB, en el mundo (35). Aunque existen algunas pruebas de susceptibilidad 

a PZA que en la actualidad se consideran estándares, tales como el sistema 

automatizado BACTEC MGIT960, o el secuenciamiento del gen pncA, estas, 

presentan dificultades que obstaculizan su uso masivo. Costos excesivos, difícil 

interpretación, baja reproducibilidad o poca sensibilidad y especificidad, son 

algunos de los factores que dificultan el uso de las pruebas de susceptibilidad a PZA 

a gran escala, lo cual repercute en la falta de acceso a tratamientos tanto para la TB 

sensible como la resistente (Figura 3).  
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Incluso para el ensayo automatizado BACTEC MGIT960 (prueba estándar de la 

OMS) se ha reportado un índice considerable de falsos resistentes (5,26). 

La prueba de Wayne ha sido largamente utilizada a nivel mundial y sobre todo en 

países en vías de desarrollo, debido a su facilidad de manejo, bajo costo y 

requerimientos mínimos de equipamiento de laboratorio, aunque es empleada como 

una prueba estándar en el diagnostico, no se encuentra recomendada por la OMS, 

probablemente por la disparidad en  resultados, existen estudios que arrojan hasta 

100% de sensibilidad mientras que otros no alcanzan ni el 50%, resultando en forma 

global 87% de sensibilidad conjunta (36). Esta variabilidad en los resultados está 

dada principalmente por la subjetividad que conlleva la naturaleza visual del 

ensayo. 

El diseño de pruebas de susceptibilidad para PZA que brinden resultados en poco 

tiempo con una sensibilidad y especificidad considerables y que sean de fácil acceso 

al paciente, constituye un punto de investigación importante. 

 

Figura 3. Progreso global del número y porcentaje de personas con tuberculosis 

que se encuentran en tratamiento entre 2018 y 2019. (Fuente OMS Tubercoulosis 

Report 2020) 
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2.2. Marco teórico 

 

2.2.1. Tuberculosis 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa que se transmite a través del aire 

cuando una persona contagiada tose o estornuda. El agente infeccioso es la 

micobacteria denominada Mycobacterium tuberculosis, que afecta generalmente a 

los pulmones y en menor proporción otros órganos como los riñones y el cerebro. 

Mycobacterium tuberculosis fue descubierto en el año 1882 por Robert Koch, fecha 

a partir de la cual las intervenciones terapéuticas en los llamados sanatorios para 

Tuberculosis empezaron a tener auge a lograr resultados positivos. Pero no es hasta 

mediados del siglo XX cuando las primeras drogas antituberculosas empiezan a 

convertirse en tratamientos realmente efectivos (37). 

2.2.2. Terapia antituberculosa 

 
Los primeros ensayos efectivos contra la tuberculosis se dieron en el año 1944 con 

el descubrimiento de la estreptomicina (37). Ya en los años 50’s las drogas tales 

como la isoniazida en 1951, etambutol en 1961 y rifampicina en 1966 comenzaron 

su uso como tratamientos de primera línea contra la TB, sin embargo, la duración 

del tratamiento podía llegar entre os 18-24 meses. Es gracias a la introducción de la 

PZA que se descubre que en combinación con INH y RIF el tratamiento podría 

acortarse hasta los 6 meses (39). En la actualidad el tratamiento de esta enfermedad 

tiene una duración de 6-9 meses en cepas susceptibles. Los 10 fármacos utilizados 

comúnmente aprobados por la Administración de Alimentos y Medicamentos de 

los Estados Unidos (FDA) (39) , son los siguientes (Tabla N°1): 
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Entre los medicamentos no aprobados por la FDA, las fluoroquinolonas se utilizan 

de para tratar a pacientes intolerantes a algunos de los fármacos de primera línea. 

La rifabutina es útil para el tratamiento de pacientes que toman simultáneamente 

fármacos que pueden interaccionar con otras rifampicinas. Kanamicina, fármaco 

aminoglucósido se utiliza en el tratamiento de pacientes con tuberculosis causada 

por organismos resistentes a fármacos. 

La isoniazida (INH), rifampina (RIF), etambutol (EMB) y pirazinamida (PZA) se 

consideran antituberculosos de primera línea y constituyen el núcleo del 

tratamiento. Rifabutina y rifapentina también pueden ser considerados agentes de 

primera línea en situaciones específicas. La estreptomicina (SM) se consideraba 

anteriormente un agente de primera línea y, en algunos casos, todavía se utiliza en 

el tratamiento inicial. Sin embargo, su uso ha disminuido debido a la prevalencia 

creciente de resistencia. Los medicamentos restantes se reservan para situaciones 

como la intolerancia a los medicamentos o la resistencia (39) 

 

 

Tabla 1. Fármacos de primera y segunda línea aprobados por la FDA 

PRIMERA LÍNEA SEGUNDA LÍNEA 

Isoniazida Cicloserina 

Rifampicina Etionamide 

Etambutol Levofloxacina* 

Pirazinamida Moxifloxacina* 

Rifapentina Gatifloxacina* 

Rifabutin* Ácido p-aminosalicílico 

 Estreptomicina 

 Kanamicina 

*Aún no aprobados por la FDA  
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2.2.3. Resistencia farmacológica 

La resistencia farmacológica es un principal problema de salud pública que ha 

llevado a la necesidad de desarrollar nuevas estrategias y tratamientos para 

contrarrestar su evolución. La principal forma de resistencia viene dada a través de 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) e indels (inserciones y deleciones) en 

genes que codifican las proteínas targets de los fármacos o enzimas que los 

catabolizan. Sin embargo, otras formas de adquisición de resistencia como: 1) la 

dificultad del fármaco para acceder a la proteína diana debido a la baja 

permeabilidad la pared celular de la mycobacteria, 2) modificaciones de los 

fármacos por algunas enzimas de MTB,  3) la existencia de bombas de eflujo en las 

membranas de MTB que eliminan los fármacos que pudieron ingresar a la célula, 

4) Adaptación fenotípica al fármaco relacionada con un estado de latencia y 

crecimiento lento, han sido descritas (40)  

Por lo tanto, existen diversas formas y factores que contribuyen al desarrollo de la 

resistencia farmacológica, no obstante, el avance en nuevas técnicas moleculares y 

genéticas, tales como la transcriptómica o de asociaciones de genoma completo 

están permitiendo dar nuevos alcances en el tema.  

2.2.4. Pirazinamida 

La pirazinamida (PZA) es una droga de primera línea para el tratamiento de todas 

las formas de tuberculosis. Se cree que el fármaco ejerce la mayor actividad contra 

la población de organismos latentes o semidormantes dentro de los macrófagos o 

en el entorno ácido de los focos caseosos o zonas necróticas (CDC 2003).PZA es 

una amida derivada del ácido pirazina-2-carboxílico y análogo de la 
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nicotinamida(41). Fue descubierta en 1936 pero su propiedad antituberculosa no 

fue descubierta sino hasta 1952 (Figura 4). 

 

  

 

 

 

 

 

 

2.2.4.1. Mecanismo de acción 

 

PZA es una prodroga cuya forma activa es el POA, producto metabólico de la 

enzima PZasa, codificada por el gen pncA (Figura 5) (42). PZasa es una enzima 

monómera de 20,89 kDa que requiere iones Fe2+ ⁄Mn2+ como cofactores en el sitio 

de coordinación de la His71, His51 y Asp49 (42) aunque presenta preferencia por 

el ion  Fe+2 y una conformación bucle en el residuo His57 que está directamente 

involucrado en la coordinación del ion Fe2+, en su estructura cristal(43). 

El ciclo de acción de PZA es ingresar al interior de los bacilos por difusión pasiva, 

convertirse en POA, y luego ser expulsado a través s de bombas de eflujo hacia el 

exterior de la célula. Una vez en el extracelular, si el pH es menor a 6, una 

proporción de POA es protonado (HPOA) y fácilmente ingresa a través de la 

membrana. El HPOA transporta protones hacia el interior de la bacteria, y esto 

Figura 4. Metabolismo de nicotinamida y pirazinamida. Ambos compuestos 

análogos son metabolizados por la enzima decodificada por el gen pncA, cuyo 

producto resulta el ácido nicotínico y el ácido pirazinoico, respectivamente. 
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puede causar la acidificación del citoplasma inhibiendo enzimas vitales, colapsando 

el potencial de membrana e inhibiendo la síntesis de proteínas y ARN (44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.4.2. Mecanismo de resistencia 

 

Mutaciones en pncA 

Ya en la década de los 60’s se había relacionado la resistencia farmacológica a la 

pérdida de la actividad enzimática de la PZA, sin embargo, no fue hasta los 90’s 

Figura 5. Mecanismo de acción más ampliamente aceptado de la pirazinamida. 

1) PZA ingresa al citoplasma micobacteriano. 2) es metabolizado por la PZAsa, 

3) se produce POA, 4) el cual es liberado hacia el extracelular, 5) que se protona 

en el medio bajo en pH. 6) el POA protonado, entra en la micobacteria. 7) los 

protones se liberan del POA y acidifica el medio citosólico inhibiendo e 

inactivando al microorganismo. Creación en Biorender.com 

1 

2 

3 

4 
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5 
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cuando se demostró que la mutación en el gen pncA, causaba directamente 

resistencia(45) 

En la actualidad, las mutaciones en el gen pncA son la principal causa de resistencia 

a PZA (PZAr) en M. tuberculosis (46). Sin embargo, a diferencia de rifampicina e 

isoniazida, las mutaciones en pncA no son específicas y por lo tanto no pueden 

predecir la susceptibilidad con alta precisión y sensibilidad(47). Aunque existen 

mutaciones que han causado mayor repercusión sobre la actividad enzimática de la 

PZasa, tales como, H51R, D49N, que involucran el sitio de unión al cofactor (Fe+2 

y Zn+2) o T135P, D12A, D12G y F94L, que involucran al sitio activo (48), se han 

determinado una gran variedad de mutaciones asociadas a PZAr a lo largo del 

marco abierto de lectura (ORF) y en su promotor putativo (47), que no solo se 

encuentran agrupadas en los hot spots sugeridos por Zhang y Mitchison a los 

comienzos de la década del 2000(49), sino que se encuentran distribuidas a lo largo 

del gen (figura 6). 

 

 

 

 

Figura 6. Distribución de mutaciones a lo largo del gen pncA. A lo largo del gen 

se puede observar la frecuencia de diferentes mutaciones desde la región 

promotora hasta las bases downstream. En Brackets se encuentran las regiones 

con mayor frecuencia de mutaciones. 
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Mutaciones en rpsA, panD y ClpC1 

Aunque es aceptado que la protonación del POA y la posterior acidificación de 

medio intracelular bacteriano, es el principal mecanismo de acción, la exacta diana 

del POA es aún motivo de estudio. Y es que se ha revelado que algunos aislados 

resistentes a PZA no conllevan mutaciones en pncA, pero sí en rpsA, panD y más 

recientemente ClpC1(50). rpsA es una proteína ribosomal implicada en la iniciación 

de la traducción, reconocimiento del RNA mensajero y en la trans-traducción(51). 

Más de 15 mutaciones en esta proteína han sido relacionadas a PZAr (52), sin 

embargo, solo la deleción ΔAla438, presente en la cepa DHM44, ha sido 

consistentemente asociada a resistencia. Inicialmente, se pensó que POA se unía a 

rpsA inhibiendo la trans-traducción, sin embargo, recientemente se ha reportado 

que no existe interacción entre rpsA WT y POA(53,54). Por otro lado, algunos 

aislados no presentan mutaciones ni en pncA ni en rpsA. En la cepa M. canetti, 

naturalmente resistente a PZA, se encontraron mutaciones en el gen panD, y en ese 

mismo estudio, se aislaron 5 muestras de M. tuberculosis PZA-resistentes con 

mutaciones en este gen (55), que codifica una aspartato descarboxilasa, implicada 

en la síntesis de β-alanina, precursor en la biosíntesis de CoA, necesaria para la 

supervivencia y patogénesis in vivo(56). A diferencia de rpsA, POA sí interacciona 

con panD y la inhibe de manera competitiva(57), sin embargo, la inhibición de 

panD, también se puede dar a través de su degradación, en la que participa el 

complejo proteolítico ClpC1-ClpP. Se ha demostrado que la unión de POA a panD 

activa e incrementa su degradación a través de este complejo (58), y que algunas 

mutaciones presentes en la proteína ClpC1, encargada del desplegamiento proteico 

(unfoldase), estrían confiriendo, aunque en menor medida, resistencia a PZA(50). 



16 
 

Otros mecanismos 

Otro mecanismo de resistencia es el déficit de flujo de POA hacia el medio 

extracelular a través de bombas de eflujo. La eficiencia de las bombas de eflujo, 

concentración de PZA en el medio y actividad enzimática de PZasa, son los 

principales factores que modulan la velocidad de eflujo de POA. Zimic et al. 

encontraron que existe una fuerte correlación entre las cepas resistentes a PZA y el 

eflujo de POA en un rango de 0-5 ng de POA/minuto, mientras que las cepas 

susceptibles presentaban eflujo de POA en un rango entre 5-15 ng de POA/minuto 

(59). Por lo tanto, el déficit de eflujo de POA hacia el exterior sería un mecanismo 

importante en la PZAr. 

2.2.4.3. Métodos fenotípicos de diagnóstico de Resistencia 

A. BACTEC MGIT 960 

Es un sistema de cultivo automatizado que se basa en la detección de fluorescencia 

que aumenta con el crecimiento de la micobacteria en un medio líquido 

(Middelbrook 7H9). Cada tubo contiene medio 7H9 modificado con un compuesto 

fluorescente inhibido por el oxígeno presente en el medio. Cuando la micobacteria 

prolifera, incrementa su consumo de oxígeno y con ello aumenta la fluorescencia. 

El sistema ha sido estandarizado y evaluado para isoniazida, rifampicina, etambutol 

y pirazinamida.  En el caso de PZA, se utiliza a una concentración de 100 μg/mL 

en un pH 5.9 y se realiza en un rango de 4 a 21 días. No obstante, sus ventajas, este 

sistema ha sido respaldado por la OMS sólo para su uso con RIF e INH, debido 

probablemente a la baja consistencia y frecuentes falsos positivos que ha presentado 

el BACTEC (35).  
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B. Test de Wayne 

El Test de Wayne, desarrollado en 1974 por Lawrence G. Wayne, fue inicialmente 

diseñado para detectar la presencia de micobacterias y diagnosticar la enfermedad 

utilizando la actividad de la PZasa para detectar POA libre producido(31). 

Posteriormente, se ha utilizado principalmente para identificar la resistencia a la 

pirazinamida mediante la misma actividad de la PZasa. 

El ensayo se realiza en un tubo (15mL) con medio Agar-Dubós conteniendo PZA 

(100 µg/mL). Luego, se inocula una muestra suficiente de M. tuberculosis 

previamente cultivada no más de 21 días. El tubo con el inóculo se incuba a 37 °C 

entre 7-14 días. Finalizado este periodo, se añade sulfato de amonio ferroso (SAF) 

a una concentración final de 1% y se deja incubando por 4 horas a 4 °C. Finalmente 

se debe observar la formación de una banda rojiza en el agar, lo cual indica no solo 

la presencia de la micobacteria sino la actividad normal de la PZasa (Figura 7). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Test de Wayne convencional. La muestra de esputo del paciente se 

cultiva en medio agar sólido por 7-14 días, hasta su evaluación cualitativa. 

Creación en Biorender.com 

7-14 
días 
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Bioquímicamente, lo que sucede es que la PZA al ingresar en la micobacteria es 

metabolizada por la PZasa, y se convierte en POA. Una vez producido el POA, este 

es liberado hacia fuera de la micobacteria y se acumula en el medio agar. Al 

transcurrir el tiempo de incubación, se añade el SAF (1.0%) y este compuesto 

reacciona con el POA generando un complejo ferroso coordinado que se visualiza 

en color rojizo. (Figura 8) 

 

 

 

C. MODS 

 

El método conocido por sus siglas MODS (Microscopic observation broth- drug 

susceptibility) en inglés, es un método rápido y de bajo costo desarrollado por 

Caviedes et al. en la Universidad Peruana Cayetano Heredia, para detectar no solo 

la presencia de Mycobacterium tuberculosis sino la susceptibilidad frente a drogas 

como la isoniazida y rifampicina (15). Esta técnica representa una ventaja frente al 

cultivo sólido, pues el crecimiento de las micobacterias se detecta de manera 

temprana en el cultivo líquido simplemente utilizando un microscopio de luz 

invertida. El método ha logrado alcanzar una sensibilidad del 98% en la detección 

de resistencia a RIF e INH, lo cual  supera métodos como el cultivo en Lowenstein-

Jensen (84%) y al cultivo automatizado MBBacT (BacTAlert) (89%) y una rapidez 

Figura 8. Mecanismo de acción del Test de Wayne o reacción de Wayne. 

Creación en Biorender.com 
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de detección que se observa desde las 2 primeras semanas (17). Una de las 

desventajas de este método es el requerimiento de alta capacitación para detectar el 

característico tipo de crecimiento de la micobacteria la cual se observa en forma de 

cordones y puede variar entre pacientes debido a la carga bacteriana de cada 

individuo. Además, el MODS para detectar PZAr (MODS-PZA), requiere pHs 

ácidos que pueden inhibir la viabilidad de la micobacteria y arrojar resultados 

cuestionables. 

D. MODS-Wayne  

 

Esta es una metodología cualitativa, adaptada a partir del ensayo MODS para PZA 

(MODS-PZA), en la cual, no se evalúa el crecimiento bacilar, sino la producción 

de POA en el medio líquido. Con este método,  estandarizado por Alcántara et al. 

(32) se observa el color formado por la reacción entre el SAF y el POA liberado por 

las micobacterias, es decir, la reacción de Wayne.  Este ensayo que resultó ser 

altamente sensible y específico (92.7% y 99.3%, respectivamente), tiene la ventaja 

de usar el test de Wayne en medio líquido y disminuir el tiempo de detección a 10 

- 16 días. Sin embargo, no deja de ser subjetivo. 

2.2.4.4. Métodos moleculares de diagnóstico de resistencia 

 

A. Secuenciamiento del gen pncA 

 

La actividad de esta enzima es fundamental para que la PZA pueda transformarse 

en POA. Sin embargo, si esta enzima es objeto de algún tipo de modificación o 

cambio conformacional, que afecte su sitio activo o la afinidad con sus cofactores 

(60) su actividad se puede ver disminuida y por consiguiente la acción del fármaco.  
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Se ha estimado que entre el 83-93% de PZAr está asociada a mutaciones en el gen 

pncA, no solo existen una o algunas mutaciones a las que se atribuyen PZAr, en 

realidad existen muchas mutaciones a lo largo del marco abierto de lectura y de los 

promotores del gen, lo cual hace que una simple PCR no sea un método ideal para 

detectar PZAr. (61) Es por ello que el secuenciamiento por Sanger es considerado 

el método más adecuado ya que podemos detectar todas las mutaciones a lo largo 

del gen pncA. Sin embargo, es costoso y requiere cierto nivel de experiencia.  

B. Genoscholar PZA-TB LPA  

El test Genoscholar PZA-TB LPA es un Nucleic Acid Amplification Test (NAAT)  

recomendado para PZA en la última guía del año 2021(62). Este es un ensayo de 

sonda lineal (LPA assay) basada en la detección de un fragmento (sonda) de 700 

pares de bases que representa el gen pncA wild type y diferentes mutaciones, que se 

encuentra unido a una tira de membrana. Cuando los amplicones de pncA de las 

muestras se hibridizan con la sonda resulta un color morado. La ausencia de unión 

con la sonda wild type indica la presencia de una mutación. La primera versión del 

ensayo contenía 47 sondas, que cubrían el promotor pncA y el marco de lectura 

abierto. La actual versión contiene 48 sondas, que cubren el promotor, el marco de 

lectura abierto y tres sondas (pncA 16, 17 y 35).  

La OMS ha aceptado que existe data limitada sobre su eficacia en el diagnostico, 

sin embargo, han detallado que puede alcanzar un 81.2% de sensibilidad y un 97.8% 

de especificidad. Respecto a su costo-efectividad tampoco tiene datos definitivos, 

aunque describen que el costo de los kits podrían estar alrededor de US$16 por 

muestra y el equipo automatizado MultiBlot disponible por  US$ 14 000(63).  
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2.3. Justificación del estudio 

En el Perú cada año se logra diagnosticar entre 1500 y 2000 casos de TB 

multidrodrogo-resistente, cuya medida esta referida a la resistencia a rifampicina e 

isoniazida, medicamentos de uso extensivo. Sin embargo, la resistencia causada por 

pirazinamida ha venido siendo subestimada, con hasta un 20% de casos en pacientes 

no-MDR (64), lo cual hace imprescindible considerar a la pirazinamida cómo un 

fármaco  esencial en la vigilancia de la resistencia. Sin embargo, la falta de pruebas 

de susceptibilidad que sean precisas, de fácil acceso y rápidas, dificulta su 

vigilancia. Es por ello que, con este estudio, se plantea desarrollar una prueba de 

susceptibilidad que sea a) directa, es decir, que se pueda realizar directamente 

desde los cultivos de esputo, para reducir el tiempo de diagnóstico, b) exacta, al ser 

cuantitativo y no cualitativo, c) de fácil acceso, al tener bajos costos de aplicación 

que le puedan permitir se usado en laboratorios de todo el mundo.  

Con estas consideraciones se podría contrarrestar las dificultades que presentan las 

técnicas que se usan en la actualidad, tal y como el Test de Wayne, el cual es barato 

pero subjetivo, el test MIGT 960, el cual es más preciso, pero de altos costes. 

Asimismo, se busca mejorar alternativas como el MODS, el cual ha mostrado 

resultados fiables pero con inóculos pre-cultivados y requiere pH ácido que podría 

inhibir el crecimiento bacteriano(65), o el MODS-Wayne, que a pesar de mostrar 

una alta sensibilidad y especificidad(32), no ha sido validada en otros estudios y 

mantiene la subjetividad del Test de Wayne, lo cual implica el surgimiento 

resultados incongruentes ya que depende del observador. 

Por ello, planteamos el desarrollo de una alternativa al MODS-Wayne que sea 

cuantitativa y de bajo coste, pero sobre todo que no dependa de un observador. 
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2.4. Hipótesis 

La variante cuantitativa del MODS-Wayne (MODS-WQ), usando un punto de corte 

establecido determinará la susceptibilidad PZA a partir de cultivos MODS de 

muestras de esputo con una sensibilidad superior a 75%. 

 

2.5. Objetivo 

Implementar y establecer un punto de corte en el MODS-WQ para detectar la 

susceptibilidad a PZA directamente de muestras de esputo. 

 

Objetivos específicos: 

❖ Cuantificar el POA producido por las muestras y determinar un punto de 

corte cuantitativo en dos matrices: buffer citrato y 7H9. 

❖ Determinar la sensibilidad y especificidad de las metodologías desarrolladas 

con buffer citrato y 7H9. 

❖ Evaluar el efecto de las mutaciones en pncA en el POA producido por las 

muestras. 

 

 

 

 

 

 



23 
 

3. METODOLOGÍA 

 

3.1. Diseño de estudio 

 
El estudio ha sido de carácter descriptivo. La evaluación de la hipótesis se realizó 

mediante la comparación de los datos obtenidos en los grupos de estudio. En el 

esquema siguiente se detalla el proceso del estudio desde la recolección hasta los 

análisis (Figura 9). 

   

 

 

Figura 9.  Esquema de trabajo durante el estudio. Recolección de muestras, 

descontaminación, caracterización fenotípica y contrastación de dos 

metodologías: MODS-Wayne y MODS-WQ para PZA a través de un estándar 

compuesto. Creación en Biorender.com 
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3.2. Tamaño de la población de estudio 

Las muestras fueron remanentes de muestras de esputo recolectadas de manera 

aleatoria entre el año 2015-2018 del Hospital Nacional Dos de Mayo, Hospital 

Nacional Cayetano Heredia y el Laboratorio de Referencia Regional de 

Tuberculosis de la Dirección Regional de Salud del Callao, para el estudio 

“Determinación de resistencia a pirazinamida en Mycobacterium tuberculosis 

mediante la detección de ácido pirazinoico utilizando tmRNA y nanopartículas 

magnéticas a partir de muestras de esputo” (Código SIDISI: 64196).  

Tamaño de muestra: el tamaño de muestra se calculó según la siguiente fórmula: 

𝑁 =
𝑝𝑞𝑧2

𝑑2
 

Donde: 

𝑝= Sensibilidad requerida para el diagnostico 

𝑞= 1-p 

𝑍2= nivel de confidencia (1.96) 

𝑑2= Margen de error 

𝑁 =
0.7(0.3)1.962

(0.08)2
 

 

𝑁 = 126 

Este tamaño obtenido, fue considerado como el tamaño mínimo con el que se puede 

representar significativamente a la población de estudio. Sin embargo, en este 

estudio se logró colectar mayor cantidad de muestras, las cuales se detallan en la 

sección de resultados. 
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3.3. Grupos de estudio 

Los remanentes obtenidos fueron recolectados en dos periodos diferentes. Las 

muestras codificadas con el código MP fueron recolectadas entre los años 2015 y 

2016, mientras que aquellas colectadas entre los años 2017 y 2018, fueron 

codificadas como TBN. Para este estudio se consideraron las muestras MP del año 

2016 y las muestras TBN del año 2017. El ensayo MODS-WQ se realizó bajo dos 

condiciones o variantes:  

A) Reacción de Wayne en buffer citrato (MODS-WQ BC) 

B) Reacción de Wayne en medio 7H9 (MODS-WQ 7H9) 

El grupo de muestras codificadas como MP fueron trabajados bajo la condición A 

(MODS-WQ BC), mientras que las obtenidas posteriormente, TBN, fueron 

trabajadas bajo la condición B (MODS-WQ 7H9). 

3.4. Caracterización demográfica de las muestras 

Debido a la naturaleza anónima de las muestras, los únicos datos básicos que se 

obtuvieron a partir de los centros de salud fueron los datos de edad, sexo y 

tratamiento, sin embargo, en algunos casos esta información no se pudo obtener, 

por lo cual quedaron indicadas como N.D. 

3.5. Caracterización fenotípica de las muestras 

Antes de ser cultivadas, las muestras de esputo fueron descontaminadas para 

mucolisar la muestra y eliminar la flora comensal presente. 
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3.5.1. Descontaminación de muestras 

Las muestras fueron descontaminadas de acuerdo con el protocolo planteado por 

Kubica y Kent (32). Cada muestra fue mezclada con una solución 2 % NaLc-NaOH 

en una relación equivolumétrica 1:1, e incubada a temperatura ambiente durante 15 

min (vórtex cada 5 min durante 20 segundos). Posterior a la digestión con NaLc-

NaOH se adicionó 10 mL de buffer fosfato pH 6.8. Se homogenizó por inversión y 

centrifugó (Heraeus X1R Centrifuge Thermo-Scientific, USA) a 3000 g durante 15 

min. Finalmente, el pellet se suspendió en 15 mL de medio 7H9 (BD Difco, USA). 

Los suspendidos se almacenaron a 4 °C hasta el momento de su siembra. 

 

3.5.2. Baciloscopía 

Se realizó un examen de baciloscopía a partir de las muestras descontaminadas, 

para confirmar su positividad, siendo incluidas en el estudio final todas aquellas 

que resultaron positivas después de la descontaminación. 

3.5.3. MODS-Rifampicina (MODS-RIF) y MODS-Isoniazida (MODS-

INH) 

Para caracterizar la susceptibilidad a rifampicina (RIF) e isoniazida (INH) de las 

muestras MP y TBN, se realizó la prueba de MODS con la metodología ya 

implementada en el laboratorio. 

A. Medio de cultivo para ensayo MODS 
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Las muestras descontaminadas fueron cultivadas en medio 7H9 enriquecido con 

OADC (ácido oleico, albúmina, dextrosa y catalasa) y una mezcla antibiótica 

PANTA (polimixina B, azlocidina, ácido nalidíxico, trimetroprim y anfotericina 

B)(66). 

B. Ensayo MODS 

En una placa de 24 pocillos se utilizaron 4 pozos por muestra: Pozo control, pozo 

para RIF (Sigma USA), otro pozo para INH (Sigma USA) y un último pozo para 

PZA, la cual se añadirá en el ensayo posterior (Figura 10). A continuación, se 

añadieron 900 µL de la muestra descontaminada a cada pozo y 100uL de medio 

7H9 enriquecido, 100 µL de RIF (10 µg/mL) y 100uL de INH (4 µg/mL), 

respectivamente. Las concentraciones finales de las drogas fueron 1 µg/mL y 0.4 

µg/mL, respectivamente. Los cultivos se incubaron a 37°C entre a 7 a 21 días, 

dependiendo del crecimiento de la micobacteria en los pozos controles.  

C. Lectura de placas 

La detección del crecimiento se realizó por observación microscópica utilizando un 

microscopio invertido, siguiendo el protocolo estandarizado del laboratorio. En un 

medio líquido, la micobacteria crece inicialmente en forma de pequeñas comas o 

espirales, posteriormente desarrolla microcolonias (UFC) en forma de cordones que 

luego muestran un desarrollo irregular conglomerado (67). Un cultivo fue 

considerado positivo cuando se identificó al menos dos UFCs en el pozo control. Si 

no se observó crecimiento se repitió la lectura cada dos días desde el día 7 hasta el 

día 21, luego de lo cual un cultivo fue considerado negativo. Los pozos con INH y 
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RIF fueron leídos el mismo día que el pozo control fue determinado como positivo 

en crecimiento. Las muestras positivas en crecimiento que también crecieron en 

presencia de INH y RIF fueron considerados como MDR-TB. Aquellas muestras 

con crecimiento en presencia de INH o RIF fueron consideradas monoresistentes. 

Las muestras con ausencia de crecimiento en INH y RIF fueron consideradas 

sensibles.  

3.6.   Ensayo MODS-Wayne para PZA 

Para determinar el fenotipo de susceptibilidad a PZA de las muestras, se realizó el 

método MODS-Wayne cualitativo (MODS-Wayne) desarrollado por Alcántara et 

al. (32), tanto para las muestras MP como las TBN. Con estos resultados se comparó 

el desempeño de la variante cuantitativa que hemos desarrollado en este estudio. 

Tanto MODS-Wayne como el MODS-WQ fueron modelados frente al estándar 

compuesto (combinación de 3 pruebas estándares de referencia) 

A. Ensayo MODS-Wayne 

Este ensayo se realizó conjuntamente con los ensayos de MODS para RIF e INH, 

en la misma placa de 24 pozos. Se utilizaron dos pozos por muestra, el pozo control 

PZA (PZA-C) y el pozo Wayne (PZA-Wayne), el esquema se puede observar en la 

Figura 10. Se añadieron 900 µL de descontaminado a ambos pozos y se incubaron 

a 37° C al igual que en los ensayos MODS anteriores. Los pozos PZA-C fueron 

evaluados cada dos días a partir del 5to día de incubación. Cuando se observó 

crecimiento en el pozo control se anotó el día y después de 3 días se añadió 100 µL 
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de PZA a los pozos PZA-Wayne a una concentración final de 800 µg/mL. Luego 

se mantuvieron incubando 3 días más con la PZA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) Lectura de placas 

 

 

Al finalizar los 3 días de incubación con PZA, se realizó la lectura colorimétrica de 

las muestras (sólo se consideraron las muestras cuyo crecimiento en el pozo control 

sea positivo). Para ello se añadió 100 uL de 10% de SAF, en los pozos Control-

PZA y en los pozos Wayne-PZA, se consideró un tiempo de reacción de 5 minutos, 

luego del cual se observó la formación de una suspensión rojiza en el caso de los 

cultivos sensibles a PZA, mientras que aquellos que no mostraban coloración, se 

registraron como resistentes. Debido a que la coloración observada no era uniforme 

Figura 10. Esquema de la placa de cultivo para MODS-RIF, MODS-INH y 

MODS-Wayne PZA. Se muestra la ubicación de las muestras control RIF y INH, 

control PZA y las muestras a evaluar. Creación en Biorender.com 
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entra las muestras, se estableció un gradiente de intensidad, que iba desde 0-3, 

siendo 0 resistente, y 3 muy sensible (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.7. Ensayo de susceptibilidad a PZA con el test MODS-WQ 

Con este ensayo se propuso establecer un formato cuantitativo del MODS-Wayne, 

con el fin de eliminar la subjetividad del ensayo colorimétrico y así establecer un 

punto de corte que nos permita discriminar las muestras sensibles de las resistentes 

de manera más objetiva. El ensayo con el test MODS-WQ se realizó de manera 

similar al ensayo MODS-Wayne PZA, pero con dos variantes: 

3.7.1. Ensayo MODS-WQ en una matriz de Medio Middlebrook 7H9   

Para este ensayo, se trabajó con las muestras TBN ya descontaminadas y 

suspendidas en el medio líquido Middlebrook 7H9 enriquecido con OADC-

PANTA. 900 µL de las muestras descontaminadas fueron trasladadas a una placa 

de 24 pocillos, considerándose un pozo control (PZA-C) y un pozo tratado con PZA 

(PZA-WQ) (Figura 12). La placa se dejó incubando a 37° C y se revisó a partir del 

Figura 11. Gradiente de coloración del medio líquido al finalizar el periodo de 

incubación. Se estableció 4 niveles de intensidad desde 0 (sin color) hasta 3 (rojo 

intenso). Creación en Biorender.com 
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día 5 y luego cada dos días hasta observar crecimiento en el pozo PZA-C. A partir 

de la fecha de crecimiento se incubó 3 días adicionales para aumentar el 

crecimiento. Seguidamente, añadió 100 µL de 7H9 al pozo PZA-C y 100 µL de 

PZA (8000 µg/mL) al pozo WQ-PZA. Se dejó incubando por 3 días adicionales. 

Terminada la incubación, se añadió SAF al 10% y se consideró un tiempo de 

reacción de 5 minutos. La reacción entre el POA y SAF produjo una coloración 

rojiza cuya intensidad depende la concentración de POA producido. 500 µL de estas 

muestras se trasladaron a criotubos y almacenados a - 80°C, hasta su posterior 

lectura. A estas muestras trabajadas en el medio 7H9, de ahora en adelante 

denominaremos MODS-WQ 7H9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Esquema de la placa de cultivo para el ensayo MODS-WQ en 

matriz de medio 7H9. Creación en Biorender.com 
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3.7.2. Ensayo MODS-WQ en una matriz de buffer Citrato (BC) 

Para este ensayo, se trabajó con las muestras MP en una placa de 24 pocillos 

(Figura 12) y se siguió las mismas directrices del ensayo MODS-WQ 7H9, pero 

con una modificación. Luego de observar crecimiento en el pozo control, y de 

incubar por 3 días adicionales, las muestras fueron trasladadas a tubos de 2 mL y se 

centrifugaron a 13000 rpm por 1 min. El pellet resultante fue suspendido en 900 µL 

de buffer citrato (pH 7.0) y trasladado nuevamente a una placa de 24 pocillos, es 

decir se realizó un cambio de matriz de cultivo. Luego se agregó 100 µL de buffer 

citrato pH 7.0 al pozo PZA-C y 100 µL de PZA (8000 µg/mL) al pozo PZA-WQ. 

Seguidamente se incubó por 3 días más. Terminada la incubación, se añadió SAF 

al 10%. Finalmente, un volumen de 500 µL fue trasladado a criotubos y 

almacenados a - 80°C, hasta su posterior lectura. A estas muestras trabajadas con 

buffer citrato, de ahora en adelante denominaremos MODS-WQ BC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 13. Esquema de la placa de cultivo para el ensayo MODS-WQ en matriz 

Buffer Citrato (BC). Creación en Biorender.com 
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Esquema de incubación de las pruebas MODS-WQ: 

 

 

 

 

 

3.7.3. Estandarización de la curva de calibración para cálculo de 

concentraciones de POA.  

A. Matriz Medio 7H9 

Se prepararon diferentes concentraciones de POA desde 31.25 µM hasta los 4000 

µM y un control basal sin POA medio 7H9, de acuerdo con la Tabla N°2. El orden 

de adición de cada reactivo fue: Primero el medio 7H9, seguidamente el stock de 

POA y al final SAF al 10%. 

Una vez mezclados los reactivos, se centrifugó cada tubo a 14000 rpm por 2 

minutos para precipitar cualquier suspensión formada en la reacción.  

Los sobrenadantes fueron trasladados a una placa de 96 pocillos (100 µL) por 

duplicado para luego ser leídos al espectrofotómetro a una longitud de onda de 450 

nm. Ambos ensayos se realizaron por triplicado para ver la reproducibilidad del 

método. 

B. Matriz Buffer Citrato 

Igualmente, se prepararon diferentes concentraciones de POA, en 10 mM de buffer 

citrato pH 7.0 en un volumen de 500 µL en tubos eppendorf de 1.5mL, de acuerdo 

con la Tabla N°3. A estos se les agregó SAF al 10% y una vez homogenizados, 

fueron trasladados a una placa de 96 pocillos (100 µL) por duplicado para luego ser 
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leídos al espectrofotómetro a una longitud de onda de 450 nm. Este ensayo se 

realizó por triplicado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Concentraciones de la curva estándar de POA en 7H9-OADC 

STOCK 

POA 

(mM) 

VOL POA 

(µL) 

VOL 7H9-

OADC (µL) 

CONC. POA 

final 

(µM) 

SAF 10% 

(µL) 

40 50 400 4000 50 

     

20 50 400 2000 50 

10 50 400 1000 50 

5 50 400 500 50 

2.5 50 400 250 50 

1.25 50 400 125 50 

0.625 50 400 62.5 50 

0.312 50 400 31.25 50 

0 (Agua) 50 400 0 50 

Tabla 3. Concentraciones de la curva estándar de POA en Buffer citrato 

STOCK POA 

(mM) 

VOL POA 

(µL) 

VOL Buffer 

citrato (10mM, 

pH 7.0) (µL) 

CONC. POA 

final 

(µM) 

SAF 10% 

(µL) 

40 50 400 4000 50 

20 50 400 2000 50 

10 50 400 1000 50 

5 50 400 500 50 

2.5 50 400 250 50 

1.25 50 400 125 50 

0.625 50 400 62.5 50 

0.312 50 400 31.25 50 

0 (Agua) 50 400 0 50 
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3.7.4. Lectura y cuantificación de POA en muestras de MODS-WQ 

A. Matriz en 7H9 

Los sobrenadantes de las muestras en medio 7H9-OADC + SAF10%, ya 

centrifugadas, fueron trasladados a una placa de 96 pocillos (100 µL) por duplicado. 

Fueron leídas a 450nm de longitud de onda en un espectrofotómetro, con lo cual se 

obtuvieron diferentes valores de absorbancia por cada concentración. 

 

B. Matriz en Buffer citrato 

Las muestras en buffer citrato, no requirieron centrifugación y se colocaron 

directamente en las placas de 96 pocillos (100 µL) por duplicado. Igualmente, las 

lecturas se realizaron a 450nm de longitud de onda en el espectrofotómetro. 

 

Los valores de absorbancia fueron graficados en una curva estándar y los valores 

de POA en µM fueron interpolados de la ecuación de regresión lineal derivada de 

la curva estándar, de acuerdo a la matriz de cultivo (Citrato o 7H9). La ecuación se 

calculó a través del análisis de regresión lineal simple, con el cual también se obtuvo 

la R cuadrada (bondad de ajuste) y los intervalos de confianza al 90%. 

 

 

3.8.  Cultivo de M. tuberculosis para pruebas estándares 

 
3.8.1. Aislamiento de M. tuberculosis en cultivo sólido 

 

MTB fue aislado en agar Middlebrook 7H10 (DB Difco, USA) enriquecido con 

OADC a partir de 100 μL de los pozos control del test MODS-Wayne. Estos 

volúmenes de cada muestra fueron sembrados por dispersión en agar 7H10 e 

incubados a 37°C durante 21 a 28 días El resto de volumen del cultivo del pozo 
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control fue almacenado a 4°C como back-up. Lo cultivos en agar 7H10 fueron 

utilizados para la extracción de DNA genómico, el ensayo de Wayne convencional, 

y cultivo en BACTEC MGIT960 PZA.  

 

3.8.2. Prueba estándar compuesta 

 

Debido a la ausencia de una única prueba estándar de referencia, se trabajó con un 

estándar compuesto, basado en tres pruebas: (i) el ensayo de Wayne convencional 

(ii) el sistema BACTEC MGIT960 PZA y (iii) el secuenciamiento del gen pncA. 

Cuando una muestra resultó sensible en algún ensayo, se codificó como 1 (uno), 

mientras que las muestras con resultado resistente fueron codificadas como 0 (cero). 

Una vez caracterizadas todas las muestras para cada prueba estándar, se calculó el 

estándar compuesto: siendo las muestras resistentes aquellas que sumaron 0 ó 1, 

mientras que fueron consideradas sensibles aquellas que sumaron 2 ó 3. (Figura 

14)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Cálculo del estándar compuesto. Si la suma de las tres pruebas 

resulta 0-1, la muestra es resistente a PZA, mientras que si la suma resulta 2-3, 

la muestra es sensible al fármaco. Creación en Biorender.com 

 



37 
 

A. Ensayo de Wayne Convencional 

Una a dos asadas de cultivo de TB de 21 días fue transferida a un tubo conteniendo 

agar Dubos (DB Difco, USA) e incubados a 37 °C durante 7 días. Pasado los 7 días, 

se agregó 1 mL de 1% sulfato de amonio ferroso para revelar la producción de POA. 

Se permite al sulfato de amonio ferroso reaccionar durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. Si se forma un anillo de coloración rosácea en la superficie 

del medio, el cultivo es positivo a la producción de POA. Los tubos en los que no 

se observó la aparición de un anillo fueron puestos a 4 °C durante 3 horas, posterior 

a las cuales se realizó la lectura nuevamente. Aquellos tubos donde no se observó 

la aparición de un anillo luego de la incubación a 4 °C fueron considerados 

negativos para la producción de POA. 

Para todos los ensayos se utilizaron como control positivo un cultivo de M. 

tuberculosis H37Rv (sensible a PZA), como control negativo un cultivo de M. 

tuberculosis DM97; y como control de esterilidad un medio sin inóculo bacteriano. 

B. MGIT960 

A partir de cultivos de MTB en medio 7H10 de 14 días se realizó una suspensión 

en medio 7H9 con una turbidez comparable al tubo N° 0.5 de McFarland. A partir 

de esta suspensión se realizaron dos diluciones: (i) dilución 1:5, para lo cual 1 mL 

de la suspensión 0.5 McFarland fue disuelto en 4 mL de solución salina fisiológica, 

(ii) dilución 1:10, donde 0.5 mL de la suspensión 0.5 McFarland fue disuelto en 4.5 

mL solución salina fisiológica. 

Las muestras fueron sembradas en 2 tubos de MGIT, conforme a las instrucciones 

del fabricante: (i) el primer tubo fue considerado control de crecimiento, donde se 

sembró 0.5 mL de la dilución 1:10, y (ii) el segundo tubo fue destinado al ensayo 
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de susceptibilidad, en el cual se sembró 0.5 mL de la dilución 1:5 con 100 μg/mL 

de PZA. Los tubos fueron incubados en el equipo BACTEC MGIT960. Los 

resultados fueron reportados basándose en la comparación de fluorescencia entre el 

tubo control y el tubo con PZA, en un rango de 4 a 21 días. 

C. Secuenciamiento del gen pncA 

 

El gen pncA fue secuenciado con el objetivo de determinar mutaciones relacionadas 

a resistencia a PZA tanto en la secuencia codante como en el promotor putativo 

(34). 

Extracción de DNA genómico 

Una asada de cultivo de MTB en agar 7H10 fue suspendida en 500 μL de buffer TE 

pH 8.0 e inactivada por calor a 80 °C durante 20 min. Al aislado inactivado, se 

agregó 50 μL de lisozima 100 mg/mL (Sigma, USA) y se incubó a 37 °C overnight 

en agitación Luego se agregó 20 mg/mL proteinasa K (Invitrogen, USA) y 20 % 

SDS (Bio-Rad, USA) y se incubó a 65 °C durante tres horas con agitación en vórtex 

cada 20 min. Posteriormente, se adicionó 100 μL de CTAB-NaCl y 100 μL de 5 M 

NaCl (Merck, USA) y se incubo a 65 °C durante 10 min. Luego se añadió 700 μL 

de una mezcla 25:24:1 de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (Thermo Scientific, 

USA) y se mezcló por inversión. La mezcla fue centrifugada a 10000 rpm durante 

10 min, recuperándose la fase acuosa. 

A la fracción recuperada se le agregó 700 μL de una solución 24:1 de cloroformo: 

alcohol isoamílico, se mezcló por inversión y se centrifugó a 13000 rpm durante 5 

min, recuperándose la fase acuosa. El ADN genómico fue precipitado mediante la 

adición de 1 mL de alcohol absoluto frío (Fisher Scientific, USA) dejándose a - 70 
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°C durante 30 min. Inmediatamente después, se centrifugó a 13000 rpm durante 5 

min. Se descartó el sobrenadante y se adicionó 1 mL de alcohol 70° frío. 

Finalmente, se centrifugó a 13000 rpm por 1 min, el pellet fue secado a temperatura 

ambiente y suspendido en buffer TE. La integridad del ADN genómico fue 

verificada mediante una electroforesis en gel de agarosa 0.8 %, llevada a cabo con 

un voltaje de 70 V durante 45 min. Como marcador se utilizó Lambda (NEB, UK). 

La visualización de las bandas se realizó con tinción con bromuro de etidio en 

transiluminador (Clever Scientific LTD, USA). 

Amplificación del gen pncA 

El gen pncA fue amplificado con los primers P1 (5’-

GTCGGTCATGTTCGCATCG-3’) y P6 (5’-GCTTTGCGGCGAGCGCTCCCA-

3’). 

El primer P1 alinea a 105 pb upstream de pncA, en tanto que P6 alinea a 60 pb 

downstream del gen. Las reacciones de amplificación se desarrollaron utilizando 

0.03 U/μL de Taq polimerasa (Thermo Scientific, USA) con 0.5 μM de primers y 

1.5 mM MgCl2. Las reacciones de amplificación fueron realizadas siguiendo las 

siguientes condiciones (Tabla N° 4): 

 

 

 

Tabla 4. Condiciones de ciclaje para amplificación de pncA 

Etapa  Temperatura (°C)  Tiempo (seg.)  Ciclos 

Desnaturalización inicial 94 240 1 

Desnaturalización 94 45 

30 Alineamiento 58 60 

Elongación 72 60 

Desnaturalización final 94 300 1 



40 
 

Los productos de amplificación fueron analizados en gel de agarosa 1 % para 

verificar la especificidad de la amplificación. La corrida se llevó a cabo a voltaje 

constante de 70 V durante 45 min. Se utilizó como marcador 1 Kb ladder 

(ThermoScientific, USA). 

Secuenciamiento del producto de PCR pncA 

El producto de amplificación de los aislados clínicos y una cepa estándar sensible 

a PZA (M. tuberculosis H37Rv) fueron secuenciados por Macrogen Inc. usando los 

primers P1 y P6. Se evaluó la presencia de mutaciones tanto en la secuencia de 

pncA como del promotor putativo (upstream hasta la posición -30). El programa 

CLC sequence viewer fue usado para el análisis de los resultados del 

secuenciamiento. La secuencia wild type de pncA de M. tuberculosis H37Rv fue 

utilizada como referencia. Las mutaciones halladas fueron comparadas con las 

reportadas en la base de datos Tuberculosis Drug Resistance Mutation Data (35). 

 

4. OPERACIONALIZACIÓN DE VARIABLES 

Variable Definición Naturaleza 
Rango o 

categoría 

Edad 

Edad de los pacientes 

con tuberculosis 

confirmada 

cuantitativa 18-75 

Sexo 
Sexo de los pacientes 

con tuberculosis 

Cualitativa 

dicotómica 

Masculino 

Femenino 

Tratamiento 

Información sobre el 

inicio de un plan 

farmacológico contra la 

tuberculosis 

Cualitativa 

dicotómica 

Tratado 

No tratado 

Valor de 

susceptibilidad 

Identificación de la 

susceptibilidad a drogas 

como la RIF, INH y 

PZA 

Cualitativa 

Dicotómica 

Sensible 

Resistente 
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Multidrogoresistencia 
Identificación de 

resistencia a RIF e INH 

Cualitativa 

dicotómica 

Sí 

No 

Nivel de 

susceptibilidad 

Es la escala 

colorimétrica que indica 

el grado de sensibilidad 

a PZA en el ensayo 

MODS-Wayne 

Cualitativa 

politómica 

0 

1 

2 

3 

Matriz de detección 

Es el medio líquido en el 

cual los aislados se 

incuban con PZA hasta 

la detección del POA 

Cualitativa 

dicotómica 

Medio 7H9 

Buffer Citrato 

Concentración de 

POA 

Es la cantidad de POA 

producido por una 

muestra, por volumen de 

medio líquido en µM 

Cuantitativa 0-8000µM 

Fenotipo de la 

muestra 

Identificación de 

mutaciones en el 

gen/proteína pncA/PZasa 

que conferirán o no 

resistencia a PZA  

Cualitativa 
WT 

Mutante 

 

5. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Las variables continuas se expresaron como medianas e Intervalos de confianza al 

95% (IC95%), la dispersión se expresó en rangos intercuartílicos (RIC). Las 

comparaciones simples se llevaron a cabo utilizando test no paramétrico de Mann-

Whitney siendo significativas aquellas con un p<0.05. Para evaluar el valor 

predictivo o diagnóstico del ensayo MODS-Wayne cualitativo, se realizó el análisis 

de contingencia con datos categóricos (tabla 2x2), con el cual se calculó la 

sensibilidad y especificidad y los valores predictivos positivos y negativos (PPV y 

NPV). Para evaluar el poder diagnóstico del MODS-WQ se utilizó el modelo de 

regresión logística para calcular la curva ROC, la sensibilidad y la especificidad de 

la prueba y el área bajo la curva (AUC). En ambos ensayos, se calcularon los 

intervalos de confianza al 95% utilizando el test de Wilson-Brown. 
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La contrastación de hipótesis se realizó con el Test de proporciones de una sola 

muestra: 

H0= El ensayo MODS-WQ para determinar la susceptibilidad a PZA no superará el 

75 % de sensibilidad.  

H1 = El ensayo MODS-WQ para determinar susceptibilidad a PZA superará el 75 

% de sensibilidad. 

El grado de concordancia entre el test evaluado y el test estándar se calculó con el 

índice Kappa usando las tablas de contingencia 2x2 en la plataforma GraphPad 

QuickCalc. Las concentraciones de POA se calcularon a través de una regresión 

lineal simple.   

Todos estos análisis fueron realizados con ayuda de GraphPad Prism 9.0.2. y 

STATA14. Por último, el análisis de mutaciones en la estructura 3D de proteína 

pirazinamidasa (PDB ID: 3pl1) se realizó con el software Pymol 2.5.4 de licencia 

educativa. 

 

6. ASPECTOS ÉTICOS 

El presente trabajo es un derivado del estudio global titulado: “Determinación de 

resistencia a pirazinamida en Mycobacterium tuberculosis mediante la detección de 

ácido pirazinoico utilizando tmRNA y nanopartículas magnéticas a partir de 

muestras de esputo” (Código SIDISI: 64196). Este trabajo fue aprobado Comité 

Institucional de Ética en Investigación (CIEI) de la Universidad Peruana Cayetano 

Heredia, bajo la categoría de revisión EXENTO (Constancia 331-34-21). 
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7. RESULTADOS 

 
7.1.   Características de las muestras estudiadas 

 
Hasta la finalización de este estudio se recolectaron 576 muestras MP entre 2015 y 

2016 y 385 muestras TBN en el año 2017 (Figura 15). Solo se trabajó con muestras 

BK positivas de los descontaminados, los cuales representaron el 91% en de las 

muestras MP, mientras que de las muestras TBN resultaron el 62% de las muestras. 

Estas muestras positivas fueron cultivadas en medio líquido para el ensayo de 

MODS, de las cuales 388 MP y 161 TBN resultaron con crecimiento positivo en el 

pozo control. Finalmente, se seleccionaron 176 muestras MP y 144 muestras TBN 

para estudios posteriores, de los cuales 169 MP y 95 TBN fueron los números de 

muestra con resultados válidos para el trabajo final. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 15. Esquema de trabajo y recolección de las muestras para el estudio. De 

961 muestras recolectadas, 264 fueron trabajadas en el estudio final. 
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Las muestras de ambos grupos no difieren significativamente en cuanto edad y 

sexo, ya que, ambos grupos se encuentran representados en su mayoría por 

pacientes hombres, siendo en proporción el doble que mujeres (Tabla 5, Figura 

16), sin embargo, al comparar la proporción de hombres en MP y TBN, se observa 

una diferencia significativa (p=0.048), no obstante, este resultado es discutible ya 

que existe una proporción de la población cuyo sexo no fue determinado. 

Considerando sólo la población conocida de hombres y mujeres, el valor p 

resultante es no significativo (p=0.3271). En cuanto a pacientes que iniciaron 

tratamiento y los que no, se observa que, de acuerdo con la información recopilada, 

en el grupo MP solo el 11.00% de pacientes había recibido tratamiento al inicio del 

estudio, mientras que un 40% no pudo ser determinado. En el grupo TBN, el 

67.00% si lo había recibido, mientras que sólo un 2.0% no fue determinado. 

 

Tabla 5. Características de las poblaciones de estudio 

  
MP 

N=169 

TBN 

N= 95 
Valor p 

Edad (años), mediana (95%IC) 36 (30-38) 29 (26-39) 0.3118 

Sexo, n (%)    

 Masculino 96 (57) 66 (69) 0.0486* 

 Femenino 54 (32) 27 (31) 0.5795 

 N.D 19 (11) 2 (2) 0.0081 

Tratamiento, n (%)    

 No tratado 83 (49) 29 (31) 0.0055 

 Tratado 18 (11)  64 (67) 0.0001 

 N.D 68 (40) 2 (2) 0.0042 

Para analizar el parámetro edad se utilizó el test estadístico no paramétrico Mann-

Whitney y su IC95%. Tanto el sexo como el tratamiento fueron analizados usando el test 

exacto de Fisher. 

* p- value considerando la población total, incluyendo los No Determinados (N.D) 
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7.2.   Caracterización fenotípica de las muestras 

 

Las muestras positivas en baciloscopía fueron sembradas para iniciar los ensayos 

de susceptibilidad a rifampicina, isoniazida y pirazinamida. 

  

7.2.1. MODS-Rifampicina (MODS-RIF) y MODS-Isoniacida (MODS-

INH) 

 

De las 264 muestras trabajadas, se reportaron 78 (29.54 %), muestras con fenotipo 

MDR, es decir resistentes para rifampicina e isoniazida, de las cuales 52 (30.77%) 

MP TBN 

Figura 16. Características de las poblaciones de estudio 

MP TBN 
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fueron MDR en el grupo MP y 26 (27.37 %) en el grupo TBN. Las muestras no-

MDR (n=186, 70.45 %), están constituidas por aquellas sensibles a ambos fármacos 

y las muestras monoresistentes a uno solo de los fármacos. Siendo las 

monoresistentes a INH (n=26) un 9.8 % del total de las muestras y las 

monoresistenes a RIF (n=15), un 5.7 %, por lo tanto, las muestras sensibles 

constituyeron el 55.30 % (n=145) de las 264 muestras. 

 

7.3. Pruebas para calcular el estándar compuesto 

 
La susceptibilidad a PZA de cada muestra fue evaluada con 3 métodos: Wayne 

convencional, secuenciamiento del gen pncA y con la prueba fenotípica MGIT960. 

Tal y cómo se ha descrito en la sección de métodos, a cada método se le asignó un 

valor de susceptibilidad, siendo 0 si la muestra resultó resistente y 1 si resultó 

sensible (Figura 13). De esta manera, el resultado final de susceptibilidad estuvo 

dado por la suma de los valores en cada prueba o método.  

 
7.3.1. Prueba de Wayne convencional 

 

Los aislados fueron sembrados en agar solido para realizar la prueba de Wayne 

convencional. Se obtuvo como resultado 83 (87.4 %) aislados sensibles a PZA y 12 

(12.6 %) resistentes en el grupo de TBN (n=95), mientras que en el grupo MP 

(n=169), 137 (81.1 %) aislados fueron sensibles y 32 resistentes (18.9 %). 

En la figura 17 se puede observar 3 muestras (2 TBN y 1 MP) en comparación con 

una cepa sensible (H37Rv), una cepa resistente (DM97) y un tubo control negativo 

(ninguna cepa). 
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7.3.2. BACTEC MGIT960 PZA 

 

Los aislados fueron evaluados en cultivo liquido con la prueba de BACTEC 

MGIT960. Se obtuvo como resultado 80 (84.2 %) aislados sensibles a PZA y 15 

(15.8 %) resistentes en el grupo de TBN (n=95), mientras que en el grupo MP 

(n=169), 122 (72.2 %) aislados fueron sensibles y 47 resistentes (27.8 %). 

 

7.3.3. Secuenciamiento del gen pncA 

La resistencia a la pirazinamida (PZAr) se debe en gran medida a mutaciones en la 

enzima pirazinamidasa (pncA), debido a su función catalítica de transformar PZA 

a su principio activo (POA), pero la heterogeneidad genética (Figura 6) ha 

impedido el desarrollo de una prueba de diagnóstico molecular fidedigna.  

Figura 17. Test convencional de Wayne. Se observa en las muestras TBN 233 y 

MP192, la formación de coloración rojiza que indica sensibilidad a PZA. Mientras 

que las muestras TBN077 no muestra coloración, siendo una muestra resistente. 
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El año 2021, la OMS creó un catálogo de mutaciones con  información de 38 215 

aislados con información de resultados de pDST, WGS y análisis bioinformáticos 

(68). De acuerdo con este catálogo, las mutaciones que se asociaron con la 

resistencia fenotípica a la PZA tuvieron una sensibilidad de sólo el 72.3 % (IC95 

%, 70.5–74.2%), debido a la gran cantidad de posibles mutaciones de resistencia a 

lo largo del gen. Por otro lado, se han desarrollado herramientas bioinformáticas 

que pueden predecir el efecto de una mutación en la estructura 3D de la proteína 

(Figura 18). Mediante inteligencia artificial y machine learning, se entrenó un 

algoritmo capaz de predecir con precisión (80.1% correctamente clasificados) 

mutaciones resistentes en pncA (69). 

Usando la información de ambas herramientas, catálogo y algoritmo, se categorizó 

cada una de las mutaciones encontradas en los aislados (Tabla N° 6). En total se 

obtuvieron 187 aislados wild type (TBN: n=71 y MP: n= 116), es decir, que no 

presentaron mutación en el gen pncA. Estas muestras fueron clasificadas como 

fenotípicamente sensibles, aunque es importante mencionar que podrían existir 

otros factores que confieran PZAr en un aislado con actividad PZasa totalmente 

funcional. 

 

En el grupo TBN se determinaron 22 cepas con mutaciones resistentes y una cepa 

con mutación sensible (A30T), mientras que en el grupo MP se encontraron 47 

mutaciones todas ellas de tipo resistente. De las 69 mutaciones encontradas, una 

(1.5%) afecta al sitio promotor, 1 (1.5%) al sitio catalítico, 4 (5.8%) al sitio de unión 

al metal, 5 (7.3%) se encuentran en la periferia y 6 (8.7%) afectan al core de la 

enzima. De estas mutaciones, encontramos 16 puntuales, dos deleciones y una 

inserción.  No se observaron mutaciones en el sitio de unión a PZA (PBS)
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Tabla 6.  Categorización y caracterización de las mutaciones encontradas en el estudio. 

Mutación 
N° Muestras 

Ubicación en la 

enzima 
Fenotipo susceptibilidad 

Susceptibilidad 

Final 

TBN MP  WHO SuspectPZA pncA seq 

I6S - 2 EC Uncertain R R 

D8E 2 2 ACS A w RI R R 

Q10P - 2 EC A w R R R 

Q10R 2 12 EC A w R R R 

A30T 1 - Periferia - S S 

K48T 3 6 EC Uncertain R R 

D49N 2 1 MBS  A w RI R R 

H51R - 12 MBS A w R R R 

H57L 3 - MBS - R R 

H57R - 1 MBS A w R R R 

P62S - 1 Loop A w RI R R 

H71R - 2 EC A w R R R 

F81S 5 2 Periferia Uncertain R R 

H82D 1 - Periferia Uncertain R R 

V180F 3 - Periferia A w R R R 

Prom A-11G - 1 Promotor A w R - R 

407insA/461insA 1 - EC A w RI - R 

Δ456-466 - 3 Periferia A w RI - R 

Δ375-389 - 1 Periferia A w R - R 

WT 71 116  S S S 
EC: Core enzimático, ACS: Sitio activo catalítico, MBS: Sitio de unión al metal. R: resistente; S: sensible; Uncertain: asociación ambigua, A w R: 

asociado a resistencia, A w RI: asociado a resistencia intermedia 
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Resumen de resultados de los 3 estándares utilizados: 

 

 

Tabla 7.  Resumen de resultados de las 3 pruebas estándares  

 MP TBN 

 Wayne MGIT960 Secuencia Wayne MGIT960 Secuencia 

Sensible 137 122 116 83 80 71 

Resistente 32 47 48 12 15 22 

Total 169 169 163* 95 95 93* 

* Algunas muestras no pudieron ser secuenciadas adecuadamente 

a b 

c 

d 

 

Figura 18. A) Estructura tridimensional de la proteína pirazinamidasa (pncA), 

se observa las tres principales regiones activas de la proteína. B) Verde: sitio de 

unión a PZA conformado por los aminoácidos Phe13 y Trp68. C) Púrpura: Sitio 

de unión al metal (Fe+) conformado por Asp49, His51 e His57. D) Rojo: Triada 

catalítica o sitio activo catalítico, conformada por Asp8, Lys96 y Cys138. 
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7.3.4. Estándar compuesto 

 
Una vez obtenido los resultados de susceptibilidad en cada una de las 3 pruebas, se 

procedió a calcular la susceptibilidad compuesta de cada aislado. 

Como resultado se obtuvieron: 79 (83.2 %) aislados sensibles a PZA y 16 (16.8 %) 

resistentes en el grupo de TBN (n=95), mientras que en el grupo MP (n=169), 123 

(72.8 %) aislados fueron sensibles y 46 resistentes (27.2 %) (Tabla N°8) 

Los resultados del estándar compuesto se utilizaron como estándar para el cálculo 

de susceptibilidad y especificidad de las pruebas estudiadas.  

 

 

 

 

7.4. Ensayo MODS-Wayne para PZA 

 
 

La reacción del MODS-Wayne se clasificó con una escala del 0 al 3, siendo positiva 

o sensible si se observó una coloración rojiza (1, 2 ó 3) y si no se observa coloración 

(0), la reacción fue negativa o resistente. Durante la ejecución de este ensayo se 

observó la posible contaminación de 5 aislados con coloraciones rojizas muy fuertes 

Tabla 8. Resultados de susceptibilidad a PZA de acuerdo con el estándar 

compuesto 

Fenotipo Valor  Estándar compuesto 

  MP (169) TBN (95) 

  n (%) N Total 

(%) 

n (%) N Total (%) 

Resistente 

0 (%) 30 (17.8) 

46 (27.2) 

8 

(8.4) 
16 (16.8) 

1 (%) 16 (9.5) 8 

(8.4) 

Sensible 

2 (%) 10 (5.9) 

123 (72.8) 

10 

(10.5) 
79 (83.2) 

3 (%) 113 (66.9) 69 

(72.6) 
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que discrepaban de su resultado Wayne en medio sólido. Estos aislados fueron 

eliminados del análisis. El número de muestras por cada escala se observa en la 

Tabla N° 9. 

Tabla 9. Resumen de los resultados de susceptibilidad a PZA de acuerdo con 

MODS-Wayne. 

Fenotipo Escala 

MODS-Wayne 

MP (164) TBN (95) 

N (%)  N (%)  

Resistente 0 (%) 41 (24.26) 41 (24.26) 15 (15.79) 15 (15.79) 

Sensible 

1 (%) 17 (10.06) 

128 (75.74) 

 42 (44.2) 

80 (84.21) 2 (%) 40 (23.67) 28 (29.47) 

3 (%) 66 (42.01) 10 (10.53) 

 

  

 

7.4.1. Sensibilidad y especificidad del MODS-Wayne para PZA 

 

Las muestras fueron agrupadas en sensibles y resistentes, pero esta vez de acuerdo 

con el estándar compuesto. Con estos resultados, se construyó una tabla de 

contingencia 2x2 para determinar la sensibilidad y especificidad del ensayo MODS-

Wayne con las muestras MP (Tabla N°10) y las muestras TBN (Tabla N°11) 

 

 

Con estos datos se calculó una sensibilidad del 87.8% (IC95% 0.7446 - 0.9468, 

Wilson-Brown test) y una especificidad de 95.9% (IC95% 0.9084 - 0.9825) en el 

grupo MP, mientras que en TBN se obtuvo 62.5% (IC95% 0.3864 - 0.8152, Wilson-

Brown test) de sensibilidad y 93.7% de especificidad (IC95% 0.8603 – 0.9727).  

Tabla 11. de contingencia 

Muestras 

TBN 

Resistentes 

Std. 

compuesto 

Sensibles 

Std. 

compuesto 

Resistentes 
coloración 

10 5 

Sensibles 
coloración 

6 74 

Tabla 10. de contingencia 

Muestras MP 
Resistentes 

Std. 

compuesto 

Sensibles 

Std. 

compuesto 

Resistentes 
coloración 

36 5 

Sensibles 
coloración 

5 118 
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7.5. Ensayo MODS-WQ 

 
7.5.1. Curva estándar de POA en medio 7H9 y Buffer citrato 

 

Con las diferentes concentraciones de POA (Figura 19 y 20) y las absorbancias 

(Abs) obtenidas, se realizó un análisis de regresión lineal para predecir la ecuación 

lineal general de la recta y de esa manera interpolar las concentraciones de POA en 

µM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

La fórmula para calcular la concentración de POA (µM) en 7H9, fue la siguiente: 
 

𝑨𝒃𝒔 = 𝟎. 𝟎𝟎𝟎𝟏𝟒𝟔𝟎𝟏 [𝑪𝒐𝒏𝒄 𝑷𝑶𝑨] −  𝟎. 𝟎𝟎𝟎𝟗𝟗𝟔𝟒 

 

 

La ecuación para calcular la concentración de POA (µM) en Buffer citrato, fue la 

siguiente: 

𝑨𝒃𝒔 = 𝟎. 𝟎𝟎𝟎𝟏𝟖𝟑𝟐𝟔𝟑 [𝑪𝒐𝒏𝒄 𝑷𝑶𝑨]  −  𝟎. 𝟎𝟎𝟐𝟖𝟏𝟖𝟒𝟕𝟓 

Figura 19. Curva estándar con 8 concentraciones de POA en medio 7H9 

Figura 20. Curva estándar con 8 concentraciones de POA en Buffer Citrato 
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7.5.2. Resultados del MODS-WQ 7H9 

 

 

Las muestras (TBN) trabajadas en la matriz de 7H9, fueron agrupadas en sensibles 

y resistentes de acuerdo con el estándar compuesto. La concentración mediana en 

el grupo de los sensibles fue de 274 µM, mientras que en el grupo de los resistentes 

fue de 92 µM (Figura 22), aunque no se observa una fuerte discriminación de los 

Figura 21. Curvas estándar de ácido pirazinoico disueltas en dos tipos de 

matrices. Matriz de Medio 7H9: curva resultado de 3 repeticiones y sus 

respectivas desviaciones estándar.  
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grupos, la prueba Mann-Whitney arrojó un p <0.0001. La dispersión en el grupo de 

los resistentes resultó ser menor que en el grupo de los sensibles (Sensibles: 𝑅𝐼𝐶 =

373.3 µM) (Resistentes: 𝑅𝐼𝐶 = 77.95 µM). (RIC= Rango Intercuartílico) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.5.3. Resultados del MODS-WQ BC 

 

Las muestras (MP) trabajadas en la matriz BC fueron agrupadas en sensibles y 

resistentes de acuerdo con el estándar compuesto. La concentración mediana en el 

grupo de los sensibles fue de 2105 µM, mientras que en el grupo de los resistentes 

Figura 22. Gráfica de Violín de la clasificación de las muestras TBN de 

acuerdo con la prueba estándar compuesta y los valores de POA en µM 

obtenidos con el MODS-WQ 7H9. Se muestran las medianas de cada grupo, 

siendo 274 µM para las muestras sensibles y 92 µM para las resistentes.   

 



56 
 

fue de 298 µM (Figura 23), lo cual indica una buena discriminación de los grupos 

con un p<0.0001 (Mann-Whitney test). Sin embargo, la dispersión en ambos grupos 

resulta bastante amplia (Sensibles: 𝑅𝐼𝐶 = 1672 µM; resistentes 𝑅𝐼𝐶 = 1383.3) 

debido a que algunos aislados del grupo MP mostraron sospecha de contaminación 

observándose un crecimiento y una coloración rojiza irregular que inicialmente en 

el ensayo MODS-Wayne cualitativo no se había observado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Gráfica de Violín de la clasificación de las muestras MP de acuerdo 

con la prueba estándar compuesta y los valores de POA en µM obtenidos con el 

MODS-WQ BC. Se muestran las medianas de cada grupo, siendo 2105 µM para 

las muestras sensibles y 298 µM para las resistentes. En el grupo de las 

resistentes se observa la presencia de muestras con valores extremos altos. 
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7.6. Determinación de un punto de corte en el ensayo MODS-WQ 

 

7.6.1. Sensibilidad y especificidad del ensayo MODS-WQ en medio 

7H9. 

 

 

Una vez obtenidos los grupos de sensibles y resistentes en las muestras con medio 

7H9, se procedió a realizar el cálculo de la curva ROC, con lo cual se pudo 

determinar un cutoff de 126.70 µM con una sensibilidad una sensibilidad de 81.25% 

(IC95% 56.99% - 93.41%) y una especificidad de 77.22% (IC95% 66.83% - 

85.07%), con un área bajo la curva de 82.28% (IC95% 71.28% - 93.28%) (Figura 

24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Gráfica de Violín de clasificados de acuerdo al MODS-WQ 7H9. 

A) se muestra el punto de corte (125 µM a partir de los datos de sensibilidad y 

especificidad de la prueba. B) Muestras correcta e incorrectamente clasificadas 

tomando en cuenta el punto de corte.  

A B 
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7.6.2. Sensibilidad y especificidad del ensayo MODS-WQ en buffer 

citrato. 

 

Para este análisis eliminamos los 7 aislados con sospecha de contaminación 

(MP313, MP389, MP398, MP417, MP437, MP456 y MP496). Una vez 

establecidos los grupos de sensibles y resistentes en las muestras con buffer citrato 

se procedió a realizar el cálculo de la curva ROC, con lo cual se pudo determinar 

un cutoff de 664.7 µM con una sensibilidad de 92.31% (IC95% 79.68% – 97.35%) 

y una especificidad del 95.93% (IC95% 90.84% -98.25%). El área bajo la curva 

ROC fue de 97.57% (IC 95% 95.30% – 99.84%) y un p<0.0001 (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Gráfica de Violín de clasificados de acuerdo al MODS-WQ BC. A) se 

muestra el punto de corte (665 µM a partir de los datos de sensibilidad y 

especificidad de la prueba. B) Muestras correcta e incorrectamente clasificadas 

tomando en cuenta el punto de corte.  

A B 
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7.6.3. Contrastación de Hipótesis 

 

Para probar si las sensibilidades arrojadas por el MODS-WQ 7H9 y MODS-WQ 

BC fueron significativamente mayores a la sensibilidad base (75.0%), se realizó el 

test de proporciones en STATA. El test MODS-WQ en 7H9 no arrojó diferencia 

significativa (p=0.5637), por lo que se aceptó la hipótesis nula. Sin embargo, el test 

MODS-WQ BC, arrojó un p= 0.0126, es decir es significativamente mayor al 75%, 

con lo cual se rechaza la hipótesis nula y se acepta la alternativa. 

 

 

7.6.4. Curvas ROC del ensayo MODS-WQ en las matrices Buffer 

citrato y medio 7H9 
 

 

El área bajo la curva ROC (AUC) nos puede indicar el valor diagnóstico de una 

prueba, mientras más cercano a 1 (100%) es el área, presenta más capacidad 

discriminatoria entre pacientes con y sin enfermedad. Se realizó la comparación 

entre el AUC del ensayo en BC versus el ensayo en 7H9. Se obtuvo una diferencia 

significativa entre ambas áreas (p=0.0037), se observa que el ensayo MODS-WQ 

Tabla 12. Resumen de resultados de susceptibilidad a PZA de acuerdo con 

MODS-WQ según los puntos de corte en BC (grupo MP) y 7H9 (grupo TBN) 

Fenotipo MODS-WQ 

 Cutoff (µM) MODS-WQ 

BC (162) 

Cutoff (µM) MODS-WQ 7H9 

(95) 

Resistente < 665 41 (25.3) <127 31 (32.6) 

Sensible >665 121 (74.7) >127 64 (67.4) 
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BC, presenta un AUC: 97.57%, significativamente mayor que el AUC del ensayo 

en matriz 7H9 (AUC: 82.30%).  

Ambos ensayos presentan una buena performance, sin embargo, el ensayo con 

MODS-WQ BC es más exacto. 
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p-value de la diferencia: 0.0037

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Curvas ROC obtenidas con las dos variantes de MODS-WQ: MODS-

WQ BC y MODS-WQ 7H9 
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7.7. Comparación entre los ensayos MODS-Wayne y MODS-WQ 

 

7.7.1. Resumen de susceptibilidad en cada una de las pruebas 

fenotípicas 

 

 

 

 

 

 

7.7.2. Comparación de ensayos MODS-Wayne y MODS-WQ 

 

 

El ensayo MODS-WQ (cuantitativo) cuya matriz fue el buffer citrato (BC) presentó 

una mejor performance como ensayo diagnóstico que el ensayo bajo la matriz de 

medio 7H9, esto probablemente debido a micropartículas del medio de cultivo 7H9 

que pudieron permanecer después de la centrifugación e interferir con la lectura al 

espectrofotómetro. En el ensayo MODS-Wayne de tipo cualitativo, el cual se 

realiza propiamente en medio 7H9, la visualización del color no se ve interferida 

por las micropartículas del medio, por lo que se puede realizar una lectura (aunque 

subjetiva) sin problema en este medio (Figura 27). 

 

 

 

 

 

Tabla 13. Resumen de resultados de susceptibilidad a PZA según 3 

metodologías 

  

Fenotipo 

Estándar 

compuesto 
MODS-Wayne MODS-WQ 

MP TBN MP TBN MP-BC TBN-

7H9 

Resistente 46 16 41 15 41 31 

Sensible 123 79 123 80 121 64 
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El ensayo MODS-Wayne se realizó en dos grupos de muestras diferentes, MP y 

TBN, cada uno fue evaluado con observadores distintos. Se pudo constatar que, 

aunque la especificidad no varió significativamente, la sensibilidad disminuyó 

considerablemente con el segundo observador (Tabla N° 14). Para valorar el 

desempeño del MODS-Wayne respecto al estándar compuesto (grado de 

concordancia), se calculó el índice Kappa (Ki) (Tabla N° 15).  

 

 

 

 

Muestra sensible MODS-
WQ con Buffer citrato 

Muestra sensible MODS-
Wayne en medio 7H9 

Figura 27. Placas con muestras trabajadas con las dos variantes de MODS-

Wayne y MODS-WQ. Las muestras con matriz 7H9 presentan un aspecto más 

turbio, mientras que las muestras trabajadas en buffer citrato se observan más 

nitidez. 
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El ensayo MODS-Wayne con las muestras del grupo MP arrojó un grado de 

concordancia importante con un índice kappa (Ki) de 0.83, mientras que con las 

muestras TBN el grado de correlación con el estándar fue de solo 0.57, indicando 

una moderada concordancia. 

Tabla 14. Comparación de sensibilidad y especificidad en dos grupos de 

muestras mediante el MODS-Wayne 

Método Grupo Sensibilidad Especificidad Observador 

MODS-

Wayne 

MP 87.8% 95.9% 1 

TBN 62.5% 93.7% 2 

Tabla 15. Valores de índice Kappa y su interpretación de acuerdo al 

esquema de Altman*.  

Índice Kappa Grado de concordancia 

0.0 Ninguna concordancia 

<0.20 Pobre 

0.21-0.40 Justa 

0.41-0.60 Moderada 

0.61-0.80 Buena 

0.81-0.99 Muy buena  

1.00 Concordancia perfecta 

*Obtenido de la plataforma web QuickCalc de GraphPad 

https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappa2/ 
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Respecto al MODS-WQ BC, este obtuvo también un importante grado de 

concordancia con un índice kappa (Ki) de 0.87. Cómo era de esperarse, el grado de 

correlación entre el estándar y el MODS-WQ 7H9, fue ligeramente moderado (Ki= 

0.43), nuevamente debido probablemente a la interferencia óptica generada por el 

tipo de muestra (Tabla N° 16).  

Esto estaría indicando que el ensayo MODS-WQ BC presenta un desempeño 

ligeramente mayor que el MODS-Wayne, con un Ki =0.87 en comparación con el 

Ki=0.83. 

 

Además del índice kappa, se utilizó el test de proporciones para evaluar qué tan 

significativamente diferentes eran los ensayos MODS-Wayne y MODS-WQ en 

cuanto a su sensibilidad, es decir su desempeño. Se compararon el MODS-Wayne 

realizado en las muestras TBN y el MODS-WQ 7H9 (realizado en las mismas 

muestras), el resultado arrojó un p= 0.2382, de la misma manera, se compararon el 

MODS-Wayne en muestras MP y el MODS-WQ BC, y se obtuvo un p= 0.5022.  

Estos resultados nos indican que, en términos generales, estas metodologías son 

similares en cuanto su desempeño, en embargo, si consideramos el factor 

reproducibilidad, sería más probable que los valores sensibilidad y especificidad no 

varíen entre laboratorios cuando se trabaja con pruebas cuantitativas que 

cualitativas(70,71) ya que se elimina el componente subjetivo. 
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Tabla 16. Performance comparativo de cada metodología MODS-Wayne y MODS-WQ con sus 

variantes en BC y 7H9 

Método/Muestra Sensibilidad [95% CI] 
Especificidad [95% 

CI] 
PPV NPV Ki 

MODS-WQ 

MP-BC 0.923 [0.797-0.974] 0.959 [0.908-0.983] 0.88 0.98 0.87 

TBN- 

7H9 
0.813 [0.569-0.934] 0.772 [0.668-0.851] 0.42 0.95 0.43 

MODS-Wayne  

MP 0.878 [0.745-0.947]  0.958 [0.901-0.983] 0.88 0.95 0.83 

TBN 0.625 [0.387-0.815]  0.937 [0.860-0.973] 0.67 0.93 0.57 

Se observan las medidas de exactitud (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo PPV, valor predictivo negativo 

NPV) e intervalos de confianza, por cada tipo de test evaluado. 
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7.8. Relación entre la producción de POA y mutaciones en PZAsa en 

muestras resistentes de MODS-WQ BC 

 

Una de las ventajas de cuantificar el nivel de POA producido y no solo determinar 

la resistencia de forma cualitativa (MODS-Wayne), es que se pueden establecer 

niveles de resistencia y correlacionarlo con la actividad enzimática, ya que los 

niveles de POA producidos son un reflejo de dicha actividad de la enzima. Sheen 

et al. (48), explicaron la ruta causal del fenotipo binario de resistencia: 

Mutaciones pncA → actividad de PZasa → Nivel de resistencia → Fenotipo Sí/No. 

Ya que todas las muestras presentan el mismo volumen y tiempo de reacción, se 

puede utilizar la concentración de POA (µM) producida por cada muestra como 

indicador indirecto de la actividad enzimática, sin embargo, es importante conocer 

el efecto de la cantidad de bacilos sobre los niveles de POA cuantificados. En 

nuestro trabajo establecimos niveles de carga (1; 2; 3) de acuerdo con la 

baciloscopía (BK) y realizamos un análisis de estratificación por grupo de carga 

bacilar para determinar si tenían un efecto significativo en la producción de POA. 

 

7.8.1. Análisis estratificado de la sensibilidad y especificidad por grupo 

de carga bacilar.  

 

Una manera válida de verificar que las cargas bacilares no afectaron 

significativamente los niveles de POA cuantificados en las muestras es calculando 

la sensibilidad y especificidad en cada grupo o nivel de carga bacilar y compararla 

con las obtenidas en el grupo general sin estratificar. La carga bacteriana fue medida 

de acuerdo al conteo de los bacilos en la coloración Ziehl Neelsen o más conocido 

como coloración BK (Bacilo de Koch) (Tabla N°17). La sensibilidad obtenida en 



67 
 

cada grupo fue comparada con la sensibilidad global que se obtuvo en MODS-WQ 

BC. Las muestras se dividieron en tres grupos (Tabla N°17) 

 

La sensibilidad y especificidad en cada grupo BK se calculó de la misma manera 

que para el total de muestras, usando como referencia el estándar compuesto. Los 

resultados se encuentran en la Tabla N°18.  

 

 

Tabla 17. Sistema de determinación niveles de carga bacteriana 

Grupo BK Interpretación 

BK1 (+) 10-99 BAAR* en 100 campos microscópicos 

BK2 (++) 1-10 BAAR por campo, en 50 campos microscópicos 

BK3 (+++) Más de 10 BAAR por campo, en 20 campos microscópicos 

*BAAR= Bacilos resistentes al alcohol ácido o ácidoresistentes 

Tabla 18. Sensibilidad y especificidad por grupo BK y en el grupo total 

general en muestras evaluadas con el MODS-WQ en BC 

Nivel de 

carga 

Sensibilidad [95% CI] Especificidad [95% CI] valor p* 

BK1 0.933 (0.702-0.996) 0.967 (0.833-0.998) 0.8974 

BK2 0.923 (0.667-0.996) 0.914 (0.776-0.970) 0.9999 

BK3 0.929 (0.685-0.996) 0.983 (0.908-0.999) 0.9468 

General 0.923 (0.797-0.974) 0.959 (0.908-0.983) - 

* Valor p de la diferencia entre el grupo BK y el grupo total general. El valor p se calculó con 

Test de proporciones (proporción de sensibilidad en el grupo BK versus proporción de 

sensibilidad general) Se consideró un p<0.05, como significativo. 
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Las sensibilidades de los subgrupos BK y la sensibilidad global de las muestras 

fueron estadísticamente similares (p>0.05), es decir, independientemente del nivel 

de BK (1, 2 ó 3), la proporción de muestras resistentes (sensibilidad) con valores 

de POA entre 0 – 665 µM (punto de corte), supera el 90.0 % (correctamente 

clasificados de acuerdo al estándar compuesto), al igual que la proporción obtenida 

sin estratificar. Por lo tanto, la variación en la carga bacteriana no tiene un efecto 

estadísticamente significativo en la cantidad de POA cuantificada ya que más del 

90 % de las muestras resistentes producen POA en el rango menor a 665 µM. 

 

 

7.8.2. Relación entre niveles de POA y mutaciones en pncA 

 

Por lo tanto, dado que poseemos datos de mutaciones y su localización en la enzima 

y la concentración de POA (µM) por cada muestra o aislado, se procedió a analizar 

la relación entre ambos parámetros. Para el análisis no se tomó en cuenta las 

deleciones ni la mutación en el sitio promotor de la enzima. (Figura 28.) 
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La Figura 28 muestra la relación entre los valores de POA producidos y la 

localización de las mutaciones en PZAsa (Figura 28). Las zonas fueron: Core 

enzimático (EC), sitio ubicado en el centro y cercano a los sitios activos de la 

enzima; sitio de unión al metal, (MBS), que corresponde a los aminoácidos His57, 

His51 y Asp49; sitio activo catalítico (ACS) correspondiente a los aminoácidos 

Asp8, Lys96 y Cys138; y por último la periferia, que corresponde a las zonas 

externas y lejanas de los sitios activos. No se encontraron mutaciones en el sitio de 

unión a PZA (Phe13 y Trp68). Las mutaciones presentes en el EC (I6S, Q10P, 

Q10R, K48T y H71R, número de aislados=22), arrojaron una mediana de 

producción de POA de 252.7 µM, las mutaciones presentes en el MBS (D49N, 

H51R, H57R, n=11), una mediana de 266.4 µM, solo una mutación fue detectada 

en el ACS (D8E), presente en dos aislados, cuyos valores de POA fueron muy 

distantes 59 µM y 847 µM (mediana: 453 µM), por último, en la periferia (P62S, 

F81S, n=4) se obtuvo una mediana de 644.3 µM. La mediana de la producción de 

POA en muestras WT, fue 2195 µM, lo cual indica que mutaciones en EC y MBS, 

Figura 28. Comparación entre la localización de la mutación en PZAsa y la 

producción de POA.  Gráfico de Violín: se observa la distribución de los valores de 

POA en cada sitio de mutación y su respectiva mediana, así como en muestras WT. 

El cutoff del MODS-WQ (665 µM) se muestra en línea puntuada EC: Core 

enzimático, N=22; MBS: Sitio de unión al metal N= 11; ACS: Sitio activo 

catalítico, N= 2; Periferia: N=4, WT: Wild type, N= 116. Prueba de Mann-Whitney, 

* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ns: no significativo 
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disminuyen la producción de POA en 88.5 % y 88 %, respecto a las WT. Mientras 

que las mutaciones en periferia, la disminuye en un 70.6 % 

Asimismo, la observación de que la mayoría de las mutaciones independientemente 

de su ubicación generan una producción de POA por debajo de 665µM, es decir por 

debajo del punto de corte (cut-off), indica que las mutaciones tienen un efecto en la 

actividad enzimática pero no es un efecto drástico, ya que persiste esta actividad en 

términos de producción de POA, esto se puede evidenciar con la mutación K48T 

en EC, ya que esta mutación está descrita como mutación con fenotipo “incierto” 

según la OMS, pues en algunos casos se ha descrito en cepas sensibles.  

En particular podemos ver que, en la periferia, las mutaciones tienen un efecto leve 

en la actividad enzimática, ya que la mediana de la concentración de POA resulta 

644.30µM, cercano al punto de corte, por el contrario, aquellas mutaciones 

presentes en el core de la enzima parecen tener un efecto más grave, arrojando una 

mediana de 252.5 µM, incluso menor que las mutaciones presentes en el sitio 

catalítico y el sitio de unión al metal. Para determinar si existe diferencia 

significativa entre los valores de POA producido en presencia de los diferentes tipos 

de mutaciones, se utilizó la prueba de Mann-Whitney no paramétrica. Los 

resultados arrojaron que el POA producido en las muestras con mutaciones en la 

periferia, era significativamente más alto que en aquellas con mutaciones en las 

zonas del core y del MBS, pero no respecto a mutaciones en el sitio catalítico, 

debido a la baja cantidad de muestras. Es necesario añadir un número mayor de 

muestras para ajustar la variabilidad en los datos ya que algunos aislados arrojan un 

valor extremo, un aislado que porta la mutación K48T en el core de la enzima y 

otro que porta D49N en el MBS.  
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8.  DISCUSIÓN 

 

PZA es una de las drogas de primera línea en el tratamiento de la 

tuberculosis(35,45,72–75). Tiene una especial importancia, ya que actúa sobre las 

micobacterias en estado latente permitiendo acortar el tiempo de tratamiento hasta 

los 6 meses (21). El  principal problema es la falta de un diagnóstico de resistencia 

anticipado, lo cual deriva en un tratamiento fallido, empeoramiento del paciente y 

pérdidas económicas para el estado, representado un problema de salud pública(76). 

En este sentido, es importante determinar la susceptibilidad a PZA en etapas 

tempranas, para proporcionar un régimen seguro y mejorar el tratamiento. Sin 

embargo, aunque métodos basados en cultivo siguen siendo un gold estándar, estas 

pruebas no se ejecutan de forma rutinaria para detectar PZAr (77), debido a las 

dificultades que presentan, como por ejemplo, la falta de confiabilidad: ya que 

requieren un pH ácido y una concentración específica de oxígeno para ser efectivo, 

lo cual es difícil de controlar cuando se trabaja con  inóculos excesivamente grandes 

que reducen la actividad de la Pirazinamida. Esto puede generar una falsa 

resistencia o que las cepas no crezcan a este pH (73,78). Adicionalmente, los 

diferentes mecanismos de resistencia y su variabilidad debido a la coexistencia de 

bacterias fenotípicamente distintas (heteroresistencia), sensibles y resistentes en 

una misma población (79,80), contribuyen a la limitación de estas pruebas. 

El ensayo de MODS-WQ se desarrolló con la idea de eliminar la subjetividad de 

métodos cualitativos como el test convencional de Wayne, o el MODS-Wayne. Esta 

variante cuantitativa contempla la cuantificación de POA en medio líquido y con 

ello, se determinó un valor de POA que actúe como punto de corte y permita 

segregar los valores que correspondan a cepas sensibles de los que corresponden a 
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cepas resistentes, sin la necesidad de tener que recurrir solo al criterio del 

observador. Para desarrollar esta variante se tomó como base el uso de medio 

líquido que proporciona un crecimiento más rápido y un pH neutro, que no interfiere 

con el crecimiento de la micobacteria. 

 

8.1.  Características de las muestras 

 

 

Si bien es cierto, el estudio no contempló la estratificación de las muestras, lo cual 

hubiese sido un punto importante para la comparación objetiva de los grupos MP y 

TBN trabajados, se observó que ambos grupos de muestras MP y TBN, aunque 

obtenidas en diferentes periodos, no mostraron diferencias significativas en cuanto 

a proporción de hombres y mujeres en cada grupo, el porcentaje de hombres en MP 

fue de 57% mientras que en TBN fue de 69%, así mismo el porcentaje de mujeres 

en MP y TBN fueron prácticamente las mismas siendo 32% y 31% respectivamente. 

Cabe destacar que en el 11% de las muestras (n=19) del grupo MP no pudo 

determinarse el sexo, por lo que inicialmente la diferencia en proporción de 

hombres resultó ligeramente significativa con un valor p de 0.04. En cuanto a los 

tratamientos, este aspecto si fue heterogéneo entre ambos grupos, se observó que el 

doble de pacientes habían iniciado tratamiento en el grupo TBN (67%), mientras 

que en el grupo MP solo un 11% había iniciado el tratamiento, esto podría tener un 

impacto en la carga bacilar, lo que a su vez podría influir en los resultados finales 

de susceptibilidad a PZA, en este sentido, es importante realizar ensayos de 

validación para determinar si estos factores afectan la sensibilidad y especificidad 

de los ensayos.  
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Un factor importante dentro del manejo de la TB es la detección de PZAr entre 

pacientes con MDR-TB, ya que se ha estimado que entre el 38 y 65% de estos casos, 

presentan también PZAr (35,72,81–84). En este sentido y en concordancia con estos 

estudios, hemos reportado en total 78 muestras MDR (INH/RIF), es decir, el 

29.54% del total (n=264), de las cuales el 62.80% (n= 49) fueron resistentes a PZA 

(según estándar compuesto). Sin embargo, la PZAr no solo se presenta en estos 

casos, también puede observarse en muestras monoresistentes y muestras no-

MDRs. En este estudio reportamos 62 muestras resistentes a PZA (estándar 

compuesto) en total (23.5%) de las 264 muestras, de las cuales 13 resultaron ser no-

MDR o monoresistente (7.0%). Aunque, actualmente no se cuenta con información 

específica disponible sobre la prevalencia de PZAr entre todos los casos de TB en 

el mundo, un estudio sistemático estimó que la prevalencia de resistencia a PZA era 

del 16,2 % (IC del 95 %: 11,2-21,2) entre todos los casos de TB (35), con un rango 

estimado que variaba de 11.4% en población europea a un 21.9% en población 

americana, lo cual concuerda con nuestros datos del 23.5% antes mencionado. Otro 

estudio enfocado en población peruana también estimó los casos de resistencia a 

PZA dentro de casos totales de TB, pero en este caso solo estableció un 6.6% de 

una muestra de 3277 pacientes (83). Es necesario realizar más investigación para 

determinar la prevalencia de la resistencia a la PZA entre todos los casos de TB a 

nivel mundial. 

 

 

8.2.  Establecimiento del estándar compuesto  

 

Aunque BACTEC MGIT 960 y el secuenciamiento de pncA han sido recomendados 

por la OMS desde el año 2018, para determinar susceptibilidad a PZA, este 
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organismo reconoce que ambos, presentan ciertas desventajas, ya que el primero 

está asociado a una alta tasa de resultados falsos resistentes, mientras que el 

segundo, aunque más fidedigno, podría no estar cubriendo todas las causas de 

resistencia, puesto que hay evidencia emergente de resistencia no debida a 

mutaciones en pncA (9). Por lo tanto, para establecer de manera más precisa el perfil 

de susceptibilidad hemos utilizado 3 pruebas: MGIT 960, secuenciamiento de 

Sanger para pncA y el test de Wayne convencional.  

Con el secuenciamiento, se encontraron 47 cambios en pncA en las muestras MP y 

23 en las TBN. En MP, las 47 variantes fueron reconocidas como resistentes. La 

mayoría de aislados presentaron mutaciones en el EC (n=24) y en los sitios activos 

(MBS y ACS), con 16 mutaciones en total y solo 6 en la periferia.  Las mutaciones 

se distribuyen a lo largo del gen aunque con mayor frecuencia cerca a los sitios 

activos (core), en concordancia con otros estudios, en los que no existe un solo hot 

spot asociado a resistencia sino a lo largo del todo el gen.(47,85). 

Aunque la mayoría de los aislados con mutaciones resistentes, coincidieron con un 

fenotipo final resistente, existieron algunas discrepancias. Amplia data confirma 

que entre el 70% y 90% de las cepas resistentes a PZA presentan mutaciones en el 

gen pncA y su promotor (81,86–88) que afectan la actividad enzimática de la 

PZAsa, sin embargo, existe un porcentaje de resistentes que no presentan 

mutaciones en este gen. Esto sugiere la existencia de otros mecanismos de PZAr 

que aún no se conocen por completo (78) que pueden incluir mutaciones en genes 

como panD y rpsA o por otro lado, la presencia de cepas heteroresistentes con 

diferentes genotipos de susceptibilidad (81,89). Por otro lado, algunas de las 

mutaciones que porta el gen pncA no necesariamente están asociadas a la PZAr (78) 
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ya que no tienen un efecto real en la actividad enzimática y por lo tanto no influyen 

en el resultado final de resistencia, resultando en cepas sensibles (88). En la figura 

siguiente (Figura 29) podemos ver un esquema de cómo se estaría distribuyendo 

los genotipos implicados en el carácter resistente y sensible.  

 

Figura 29. Esquema de la distribución de genotipos implicados en la resistencia a 

PZA. Creación en Biorender.com. 

 

8.3.  Ensayo MODS-Wayne 

 
El ensayo MODS-Wayne cualitativo para detectar PZAr fue realizado con el fin de 

compararla con la variante cuantitativa de este estudio (MODS-WQ).  

El ensayo MODS-Wayne, ha sentado las bases para el desarrollo de la variante 

cuantitativa presentada en este trabajo. En el estudio previo de Alcántara et al. (32) 

se utilizaron dos concentraciones de PZA como posibles puntos de corte 400 µg/mL 

y 800 µg/mL y se evaluaron 3 tiempos de incubación de la micobacteria, D1: hasta 

el día del crecimiento en el pozo control, D3: a los 3 días del crecimiento y D3: al 

6to día. Se obtuvo como resultado que la concentración de 800 µg/mL en el día D3 

de incubación y a 800 µg/mL se obtuvo la mejor sensibilidad y especificidad 

(90.91% y 98.01% respectivamente. Tomando en cuenta estos resultados, en 

nuestro estudio cuantitativo se trabajó con dicha concentración de 800 µg/mL y se 
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realizó la evaluación al día D2 de incubación tanto para el MODS-Wayne como 

para el MODS-WQ, con la idea de disminuir el tiempo total de resultados. 

Asimismo, hemos utilizado la ventaja del pH neutro tanto en medio 7H9 como en 

buffer citrato. En otras pruebas fenotípicas, el mantenimiento de un pH ácido es 

crítico para garantizar la acción de la PZA sobre la micobacteria y producir su 

destrucción, esto debido a que el POA debe ser protonado previamente antes de 

reingresar a la micobacteria (45). Métodos como el de proporciones en medio sólido 

o REMA (Resazurin microtitre assay) requieren un pH= 5.5 y trabajan con 

concentraciones de PZA entre 12.5 µg/mL hasta 800 µg/mL y 100 µg/mL 

respectivamente(90,91). Asimismo, MGIT960 y MODS también requieren de pHs 

ligeramente ácidos de 5.9 y 6.0 respectivamente (92–94), con el fin de evaluar la 

muerte bacteriana. En en los ensayos MODS-Wayne cualitativo y MODS-WQ, no 

se requiere pHs ácidos ya que no se evalúa el crecimiento o destrucción bacteriana 

sino la actividad enzimática de la PZAsa, por lo tanto, se evalúa la producción de 

POA en el medio. 

El problema con el MODS-Wayne es que al ser cualitativo existe un grado de 

subjetividad del observador y esto podría impactar en el grado de reproducibilidad 

del método (70,71), además no permite determinar niveles de resistencia y actividad 

de la PZasa. En nuestro estudio se trabajó con dos tipos de muestras MP y TBN las 

cuales fueron evaluadas por dos observadores diferentes. Para las muestras MP 

obtuvimos valores de sensibilidad y especificidad similares al estudio previo 

(87.8% y 95.9% respectivamente) y un PPV del 88%. Sin embargo, con las 

muestras TBN del 2° observador, la sensibilidad disminuyó considerablemente al 

62.5% mientras que la especificidad se mantuvo en 93.7%. La principal diferencia 
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entre el obs 1° y el obs 2° fue el número de aislados con intensidad leve 1 que fueron 

detectados por ambos observadores. En las muestras MP fueron detectadas tan solo 

el 10% como sensibles de intensidad leve, mientras que en las TBN fueron 

evaluadas como sensibles leve el 44% de las muestras, esto demuestra el grado de 

subjetividad de la prueba MODS-Wayne cualitativa, ya que un observador que no 

tenga la experiencia suficiente podría sobrevalorar el número de sensibles para 

evitar dar resultados falsos resistentes.  

 

8.4.  Ensayo MODS-WQ 

 

El MODS-WQ, ha demostrado poder cuantificar el POA en el medio utilizando una 

curva estándar como referencia, directamente en el medio 7H9 o cambiando el 

medio por buffer citrato (BC). Con la curva ROC se pudo establecer un punto de 

corte para cada matriz, 127 µM en 7H9 y 665 µM en BC y con ello se determinó la 

sensibilidad y especificidad de las pruebas. Cabe destacar que estos parámetros se 

calcularon en el mismo grupo de muestras en el que fue determinado el punto de 

corte; por esta razón, para tener resultados más sólidos y confiables es 

recomendable determinar estos parámetros en un grupo independiente. Por otro 

lado, se encontraron diferencias en sensibilidad y especificidad entre ambas 

matrices. La mejor performance se obtuvo con la matriz de BC, con la cual se 

alcanzó un 92.31% de sensibilidad, 95.93% de especificidad y un PPV de 88% al 

día D2 de incubación. Sin embargo, con la matriz 7H9 ambos parámetros 

disminuyeron considerablemente (81.3% y 77.2% respectivamente) y un PPV de 

42%. La principal dificultad de medir espectrofotométricamente POA directamente 

en medio 7H9 podría ser la presencia de suero bovino albúmina (BSA). Medios 
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como el 7H9, 7H10 y 7H11 contienen BSA como complemento para favorecer el 

crecimiento de la micobacteria(95), no obstante, podría afectar la interacción [POA-

SAF] y dar resultados variables. En estudios pasados se demostró que el BSA 

afectaba tanto la actividad de PZA como de POA. El MIC de PZA y POA 

incrementaron consistentemente con la concentraciones de BSA, sin embargo este 

efecto fue más pronunciado para POA que para PZA (49), ya que existe mayor 

afinidad entre el  BSA y POA a partir de 0.4% de concentración de la albúmina 

bovina (25). Esto nos estaría indicando que en medios como el 7H9 un porcentaje 

significativo de POA estaría siendo capturado por el BSA y así evitando su 

adecuada interacción con el hierro (Fe2+) proveniente del complejo sulfato de 

amonio ferroso (SAF). Por otro lado, el BSA es una proteína altamente abundante 

en plasma y participa en la farmacocinética y farmacodinámica de medicamentos, 

esto quiere decir que interactúa con una amplia gama de ligandos, en especial con 

cationes metálicos divalentes como el cobre y el zinc (96). BSA también presenta 

un alto grado de afinidad al Fe3+ y es capaz de unirse y solubilizarlo a pH neutro de 

forma similar a como lo hace la lactoferrina, en un sitio de unión cercano a residuos 

de triptófano (97,98). Recientemente se ha demostrado que complejos de Fe2+ 

también interaccionan con BSA en el sitio de unión II de la proteína (site II) 

alrededor de residuos hidrofóbicos induciendo ligeros cambios conformacionales 

en la proteína(99). Es así que un porcentaje de POA y SAF podrían estar 

interactuando con BSA disminuyendo la formación de complejos [SAF-POA] que 

puedan ser detectados a nivel espectrofotométrico causando resultados variables de 

sensibilidad y especificidad. Esta discordancia entre los resultados obtenidos con 

matriz 7H9 y BC se pueden observar en las áreas bajo las Curvas ROC (AUC) 
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calculadas para ambas matrices ya que fueron significativamente diferentes con un 

p= 0.0065 (AUC = 82.2% y 97.6% respectivamente). 

El uso de la matriz de BC conllevó mayor facilidad no solo para observación 

colorimétrica sino para la detección de absorbancias de manera limpia y evitando 

sesgos físicos del medio. En un estudio previo, Meinzen et al. (100), utilizaron este 

tipo de matriz para cuantificar POA, pero diferencia de aquel método en nuestro 

estudio se trabajó con muestras directas del esputo del paciente, mientras que en el 

trabajo mencionado utilizaron muestras previamente cultivadas en agar y 

mantenidas en el banco de cultivos de la UPCH. La sensibilidad y especificidad 

obtenida por Meinzen et al. alcanzó el 96.0% y 97.4% respectivamente a una 

concentración de PZA de 400 µg/mL y 90.5% y 94.4% con 800 µg/mL de PZA y 

con un área bajo la curva > 93.0 % para ambas concentraciones y con un tiempo de 

incubación con PZA de 7 días.  

Aunque en nuestro estudio no alcanzamos dichos valores de sensibilidad y 

especificidad y nuestro tiempo de incubación con PZA fue de 3 días, hay que 

destacar que  los resultados de este estudio se obtuvieron directamente de la muestra 

del paciente lo que significa una reducción en el tiempo de diagnóstico de 13.5 días 

promedio en comparación con el MODS-Wayne (media 19.5 dias) o el Test 

convencional de Wayne (30-45 días)(32).  

Por otro lado, el MODS-WQ, además de ser sensible, específico y de corto tempo, 

supone ventajas económicas respecto al MGIT 960 o el secuenciamiento, los cuales 

requieren costos que pueden superar los $68.75 en instrumentos e insumos por 

muestra en laboratorios privados, mientras que con financiamiento público podría 

estimarse entre los $20-30 (12,13). En este ensayo no se requieren equipos 
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adicionales a los que ya se tienen en laboratorios especializados en tuberculosis, por 

lo tanto, los gastos estarían limitados a los insumos consumibles (PZA, 7H9, 

OADC, placas de cultivo, tubos, puntas, entre otros) los cuales podrían implicar un 

gasto de $5-8 en promedio por muestra, esto supondría un ahorro del más del 50% 

en laboratorios de bajos recursos económicos. Asimismo, este ensayo no requeriría 

capacitación especializada, salvo la necesaria para cualquier laboratorio 

 

8.5.  Comparación MODS-Wayne y MODS-WQ 

 

Se realizó una comparación del desempeño del MODS-Wayne y el MODS-WQ 

como un ejercicio preliminar, habida cuenta que, como se mencionó en el apartado 

anterior, una estimación más rigurosa de los parámetros de desempeño del MODS-

WQ habría requerido su evaluación con un segundo grupo de muestras. En este 

estudio ambas metodologías tuvieron un comportamiento semejante en todos los 

aspectos al analizar los resultados con las muestras MP, ya que ambos métodos 

arrojaron un PPV del 88%, un porcentaje de concordancia o índice Kappa (Ki) de 

0.83 para MODS-Wayne y de 0.87 para MODS-WQ, así como una sensibilidad de 

87.8% y 92.1% respectivamente, sin arrojar diferencias significativas (p>0.05). Sin 

embargo el estudio inicial (32,101) reportó porcentajes de PPV y Ki menores (60% 

y 66% respectivamente) con las mismas condiciones de este estudio, incubación 

hasta 3 días después del crecimiento del control (D2) y con 800 µg/mL de PZA. 

Respecto a las muestras TBN, las pruebas MODS-Wayne (62.5% de sensibilidad y 

93.7% de especificidad) y MODS-WQ (81.3% y 77.2% respectivamente, cut-off 

127µM) tampoco arrojaron diferencias significativas en su performance según el 

test de proporciones. Aunque la variante cuantitativa tuvo mejor sensibilidad que el 
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MODS-Wayne, los valores de PPV y de concordancia (Ki) con el estándar fueron 

muy bajos (42% y 43% respectivamente) esto probablemente debido a la dificultad 

de medir adecuadamente los valores de POA en medio 7H9 en las muestras TBN.  

Aunque, en general, ambas pruebas MODS-Wayne y MODS-WQ mostraron un 

buen desempeño, es importante tomar en cuenta que la variación en resultados 

obtenidos con el MODS-Wayne cualitativo, con las diferentes muestras: MP (Ki = 

0.83), TBN (Ki = 0.57) y el estudio previo (Ki = 0.66) está sometida a la subjetividad 

del observador, la cual puede ser eliminada utilizando la variante cuantitativa 

MODS-WQ. También se debe añadir que aún será necesario realizar estudios de 

reproducibilidad para validar nuestros resultados. 

 

8.6. MODS-WQ y actividad enzimática 

 

La producción de POA es un indicador indirecto de la actividad enzimática de la 

PZAsa (48,102,59,103) y la actividad enzimática puede verse afectada en diferente 

medida por mutaciones en la proteína. Por ello hemos evaluado la relación entre la 

localización de una mutación en la enzima y la concentración de POA producida. 

Se determinaron mutaciones en 4 áreas de la proteína: ACS, MBS, y EC. No 

encontramos mutaciones en el pocket de la enzima o sitio de unión a PZA. Las 

mutaciones presentes en el EC y el MBS resultaron tener un efecto negativo en la 

actividad enzimática ya que redujeron significativamente la producción de POA 

(252.7 µM y 266.4 µM, respectivamente) respecto de las mutaciones en la periferia, 

que produjeron una media de POA cercana al punto de corte de 665 µM. De forma 

similar, Sheen et al. demostraron que las mutaciones H51R y D49N en el MBS 

causan mayor reducción de la actividad enzimática, en términos de producción de 
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POA(48). En ese mismo estudio se registra que las mutaciones en MBS producen 

una pérdida de actividad enzimática aproximadamente del 99% respecto a la media 

de la actividad de la cepa WT H37Rv, mientras que las mutaciones cercanas a los 

sitios activos (core), provocan una pérdida del 72% y las distantes (periferia) una 

pérdida del 47% de la actividad enzimática. En línea con dichos resultados, en 

nuestro estudio observamos que la producción de POA en muestras con mutaciones 

en EC y MBS, también se reduce altamente (88 %). Sin embargo, en muestras con 

mutaciones en periferia, la reducción alcanza un 70.6 %. Primero, hay que tomar 

en cuenta que en el estudio de Sheen et al. la producción de POA se midió 

directamente en las enzimas purificadas e in vitro lo cual permite la cuantificación 

directa y propia de la actividad enzimática, sin otros factores que influyen en la 

cantidad de POA final liberada por la micobacteria. El POA liberado por la 

micobacteria no sólo depende de la eficiencia enzimática sino de factores externos 

como la acción de bombas de eflujo que condiciona el adecuado transporte de POA 

hacia el exterior. Ya Zimic et al. demostraron que la tasa de eflujo de POA estaba 

fuertemente asociada a la resistencia a PZA ya que aislados resistentes presentaban 

bajas velocidades de eflujo, mientras que aislados sensibles altas tasas de eflujo (59) 

y que podía predecir la resistencia con hasta un 92.8% de sensibilidad y 100% de 

especificidad(76). En el estudio de Sheen et al. ya mencionado, se demostró que la 

actividad enzimática solo explicaba el 27.3% de la resistencia PZA(48) mientras 

que la tasa de eflujo de POA podía explicar alrededor del 51% (102).  Por lo tanto, 

medir el POA producido por las micobacterias en el medio, explicaría mejor la 

susceptibilidad a PZA, que medir la actividad enzimática de forma aislada. 
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Con todo esto podemos inferir que la excelente capacidad predictiva del ensayo 

MODS-WQ en buffer citrato (ROC: 97.6%, Ki 0.87) en tan solo 13 días promedio 

de incubación desde que se cultiva las muestras de esputo hasta el resultado final se 

debe a que engloba factores como: la eficiencia enzimática y eficiencia de las 

bombas de eflujo, que juegan un rol en conjunto para delimitar la proporción de 

POA final que se detecta en el medio. Así mismo, supone una ventaja económica, 

lo cual es importante cuando se trata de países en vías de desarrollo con bajos 

recursos para sus laboratorios. 
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9. CONCLUSIONES 

 

 

 

▪ En el ensayo MODS-WQ en buffer citrato se estableció un punto de corte 

de 665 µM POA, que permitió obtener una sensibilidad y una especificidad 

significativamente superiores al 75% en un promedio de 13.5 días con las 

muestras evaluadas. 

▪ En el ensayo MODS-WQ en 7H9 se estableció un punto de corte de 127 

µM, pero no permitió obtener una sensibilidad y especificidad 

significativamente superiores al 75% en un promedio de 13.5 días con las 

muestras evaluadas. 

▪ La variante MODS-WQ en buffer citrato arrojó una sensibilidad del 92.1% 

y una especificidad del 95.9%. Mientras que la variante en 7H9 arrojó una 

sensibilidad y especificidad de 81.3% y 77.2%, respectivamente. 

▪ Las mutaciones presentes en el sitio de unión al metal y en el core de la 

enzima, disminuyen significativamente la producción de POA en muestras 

evaluadas con el MODS-WQ en buffer citrato. 
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10. LIMITACIONES 

 

 

▪ Los ensayos MODS-WQ en buffer citrato y en medio 7H9 se ejecutaron en 

muestras diferentes lo que podría haber añadido algunos sesgos en el 

análisis.   

▪ El uso de muestras remanentes imposibilitó la realización de varias 

repeticiones, para validar resultados de susceptibilidad o reponer muestras 

contaminadas. 

▪ Sólo se trabajó con un tiempo de incubación de 13 días en promedio, lo que 

evitó comprobar si un tiempo o menor o mayor de incubación podría 

mantener o mejorar los niveles de sensibilidad y especificidad de la prueba. 
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12.  ANEXOS 

1) Localización de las mutaciones del gen pncA en la estructura de la enzima 

 

 

 

MBS (Metal Binding Site): sitio de unión al metal. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SAC: Sitio activo catalítico 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aminoácidos: 

His57 

His51 

Asp49 

 

Cambios detectados: 

H57R 

H57L 

H51R 

D49N 

Aminoácidos: 

Asp8 

Lys96 

Cys138 

 

Cambios detectados: 

D8E 



 
 

PZBS (PZA Binding Site): Sitio de unión a la PZA 
 

 

 
 

 

 

CORE: Centro de la enzima, cercano a sitios activos, MBS, SAC y PZBS. 
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Aminoácidos: 

Phe13 
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Aminoácido  

Pro62 

 

Cambios: 

P62S 

Aminoácido  

Ile6 
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I6S 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Aminoácido  

Pro62 

 

Cambios: 

P62S 

Aminoácido  

Glu10 

 

Cambios: 

Q10R 

Q10P 



 
 

PERIFERIA: Zonas periférica de la enzima 

Aminoácido  

His82 

 

Cambios: 

H82D 

Aminoácido  
Val180 
 
Cambios: 
V180F 

Aminoácido  

Phe81 

 

Cambios: 

F81S 


