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RESUMEN

Las micobacterias son un amplio grupo de microorganismos en el que mltiples especies son causa de
una importante morbimortalidad, como la tuberculosis y la lepra. La aparicién y diseminacién de cepas
del complejo Mycobacterium tuberculosis resistentes a diversos firmacos constituye en la actualidad uno
de los problemas sanitarios de mayor gravedad a nivel mundial. Por otro lado, las micobacterias dife-
rentes de M. tuberculosis y Mycobacterium leprae, denominadas micobacterias no tuberculosas (MNT),
son aislamientos cada vez mas frecuentes, requiriendo en muchos casos un tratamiento que precisa una
orientacion sobre la sensibilidad de estos microorganismos a los antimicrobianos. En el presente articulo
se revisan los métodos para determinar la sensibilidad in vitro a los antimicobacterianos de los aisla-
mientos del complejo M. tuberculosis y las MNT mas relevantes. Ademas, también se realiza un analisis
de las técnicas moleculares de deteccién rapida de la resistencia a partir de las muestras clinicas.
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Methods for determining the antimicrobial susceptibility of mycobacteria

ABSTRACT

Mycobacteria are a large group of microorganisms, multiple species of which are major causes of
morbidity and mortality, such as tuberculosis and leprosy. At present, the emergence and spread
of multidrug-resistant strains of Mycobacterium tuberculosis complex are one of the most serious
health problems worldwide. Furthermore, in contrast to M. tuberculosis and Mycobacterium leprae, non-
tuberculous mycobacteria (NTM) are more frequently isolated and, in many cases, treatment is based on
drug susceptibility testing. This article is a review of the different methods to determine the in vitro drug
susceptibility of M. tuberculosis complex and the most relevant NTM isolates. The molecular techniques
currently used for rapid detection of resistance of clinical specimens are also analysed.

© 2016 Elsevier Espaiia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica. All rights reserved.

Introduccién morbimortalidad en el ser humano. Entre ellas destaca la tuber-
culosis (TB) causada por el complejo Mycobacterium tuberculosis’,
Actualmente se han descrito mas de 170 especies de mico- Segiin la OMS, cerca de 9,6 millones de personas enfermaron de TB

bacterias, y muchas de ellas son una causa importante de en 2014 y 1,5 millones murieron por ella, siendo la primera causa
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de muerte por un agente infeccioso!. Ademas, en los Gltimos afios
han aparecido y se estan diseminando cepas resistentes a maltiples
farmacos. Asi se estima que 480.000 personas desarrollaron una TB
multirresistente (MDR-TB; resistencia al menos a la isoniaziday a
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la rifampicina) a nivel mundial en 2014, de los que el 9% tendrian
una resistencia extendida (XDR-TB) al menos a uno de los farmacos
inyectables de segunda linea (capreomicina, kanamicina o amika-
cina) y una fluoroquinolona. Por todo ello, la deteccién rapida de
la resistencia a los antituberculosos es fundamental para lograr un
tratamiento adecuado y prevenir la aparicién y diseminacién de la
MDR-TB. Por otro lado, las micobacterias no tuberculosas (MNT)
o ambientales han ido tomando un mayor protagonismo, siendo
muchas de ellas patégenas (micobacteriosis) y requiriendo un tra-
tamiento especifico que, en muchos casos, debera ser orientado por
las pruebas de sensibilidad in vitro a los antimicrobianos®-.

Antimicrobianos

Aunque el arsenal terapéutico para las infecciones micobacte-
rianas es muy limitado, en la actualidad se dispone de algunos
farmacos nuevos, si bien no todos tienen la misma actividad ni se
utilizan para tratar el mismo tipo de infecciones o las diferentes
especies (tabla 1)°.

Fdrmacos utilizados frente al complejo Mycobacterium
tuberculosis

Los firmacos denominados de primera linea incluyen a los
administrados como primera eleccién y son la isoniazida (H), la
rifampicina (R), el etambutol (E), la pirazinamida (Z) y, por razones
histéricas, también la estreptomicina (S)°~’. Los 4 primeros son los
recomendados por la OMS en una pauta de 6 meses (2HREZ + 4HR).
Ante casos de resistencia, alergia, intolerancia, toxicidad hepatica o
interaccion frente a uno o mas de estos farmacos, debe recurrirse a
los de segunda linea, que incluyen las rifamicinas (rifabutina, rifa-
pentina), las quinolonas (ofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino),
los aminoglucésidos (amikacina, tobramicina), la capreomicina, la
cicloserina, el linezolid, los analogos de la isoniazida (etionamida,
protionamida), la clofazimina, PAS o tioacetazona®~’. En casos de
MDR-TB o XDR-TB puede, ademas, recurrirse a farmacos de apari-
cién reciente, como la bedaquilina y/o el delamanid?.

Fdarmacos utilizados frente a las micobacterias no tuberculosas

El tratamiento de las MNT, con la excepcién de la lepra, esta
menos estandarizado que el de la TB, con amplias variaciones entre
especies>”. Para la mayoria de las especies de crecimiento lento
la base del tratamiento son la claritromicina, el etambutol y la
amikacina, complementadas con otros farmacos como quinolo-
nas, rifamicinas, linezolid y probablemente, con menor grado de
eficacia, cefalosporinas, carbapenems y tetraciclinas. Las infeccio-
nes por Mycobacterium kansasii y Mycobacterium xenopi se tratan
de forma similar a la TB, salvo la pirazinamida, ya que no tiene
actividad frente a las MNT%°. Las especies de crecimiento rapido
son resistentes a los fairmacos antituberculosos clasicos y tienen
también a la claritromicina como base del tratamiento, con excep-
cién de Mycobacterium fortuitum, que es resistente, asi como el
80-85% de los aislamientos de Mycobacterium abscessus®°.

Pruebas de sensibilidad a los firmacos en Mycobacterium
tuberculosis complex

La historia de las pruebas de sensibilidad frente al complejo
M. tuberculosis surge paralela al desarrollo del tratamiento farma-
colégico especifico de la TB, que se inicia con el descubrimiento de
laestreptomicina en 1944. Desde un primer momento ya se observo
que la monoterapia lograba una mejoria clinica inicial seguida de
una recaida de la enfermedad. Este fenémeno, conocido como fall
and rise, se debia a la seleccién de bacterias resistentes. La OMS, en

el afio 2000, defini6 las resistencias en varias categorias desde un
punto de vista epidemiolégico: a) Resistencia en casos nuevos: cepas
aisladas en pacientes que nunca han recibido tratamiento antitu-
berculoso durante mas de un mes. b) Resistencia en casos tratados:
cepas aisladas en pacientes que previamente han recibido trata-
miento antituberculoso durante mas de un mes. c) Multirresistencia
(MDR-TB): resistencia conjunta al menos a laisoniaziday alarifam-
picina. d) Polirresistencia: resistencia a mas de un farmaco sin que
estén incluidos isoniazida y rifampicina a la vez. e) Resistencia com-
binada: suma de todas las resistencias en un area concreta. Indica
la carga de cepas resistentes en una comunidad. En 2006 se afiadié
la categoria Resistencia extendida (XDR-TB), que se ha comentado
en la introduccién.

La confirmacién definitiva de la resistencia del complejo
M. tuberculosis a los firmacos debe realizarse siempre con métodos
microbiolégicos. En los estudios de los afios sesenta de Canetti, Rist
y Grosset!9 se estableci6 la frecuencia de mutaciones espontaneas
asociadas a cada farmaco. En el caso de la isoniazida, del etambu-
tol y de la estreptomicina aparecia una mutante resistente entre
10> y 107 bacterias, a la rifampicina una entre 10~7 y 10~9 y
a la pirazinamida una entre 10-2 y 10~4. La frecuencia teérica de
mutantes resistentes para mas de un fairmaco seria la suma expo-
nencial de las individuales de cada farmaco. Del mismo modo,
también se estimaron las poblaciones bacterianas presentes en las
lesiones. Asi, los infiltrados de poca extensién tendrian poblacio-
nes de 103-10° bacterias, y las cavidades llegarian a las 107-10°
bacterias, lo que hace muy improbable que se generen de manera
espontdnea mutaciones simultaneas a mas de un farmaco. En TB se
habla de resistencia cuando el 1% o mas de la poblacién bacteriana
es resistente a un determinado fairmaco'°.

Las concentraciones criticas de los diferentes farmacos fueron
establecidas por consenso internacional y representan las con-
centraciones mas bajas que inhiben el crecimiento de las «cepas
salvajes» (sensibles) del complejo M. tuberculosis que nunca han
estado expuestas a los mismos, mientras que no inhiben a las
cepas procedentes de pacientes que no responden al tratamiento,
consideradas resistentes. Inicialmente fueron postuladas para el
medio de Léwenstein-Jensen, y después se establecieron equiva-
lencias para los medios de agar 7H10 y 7H11 de Middlebrook,
asi como para los sistemas automatizados de cultivo en medio
liquido.

Las pruebas de sensibilidad in vitro en M. tuberculosis com-
plex deberian realizarse al primer aislamiento que se obtenga de
un nuevo paciente, en casos de sospecha de fracaso terapéutico
y ante recidivas de la enfermedad’!!"'3, Ademas, cuando la TB
afecte simultaneamente a mas de un 6rgano, los estudios deberian
individualizarse para cadalocalizacidn, sin presuponer que el resul-
tado vaya a ser siempre coincidente. Deberian incluirse todos los
farmacos de primera linea (isoniazida, rifampicina, pirazinamida,
etambutol y estreptomicina), ya que proporcionan informacién
sobre el esquema terapéutico actualmente recomendado para la
mayoria de los pacientes”!'-14, Los farmacos de segunda linea
tradicionales (amikacina, capreomicina, clofazimina, cicloserina,
etionamida, kanamicina y PAS) y los nuevos, como las fluoroquino-
lonas (ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino), el linezolid y,
endeterminado casos, larifabutina, deberian ser evaluados siempre
que: a)una cepa sea resistente a la isoniazida, rifampicina, etam-
butol o pirazinamida; b) cuando mediante técnicas moleculares se
detecten mutaciones en genes que codifican resistencia a la isonia-
zida y/o a la rifampicina, y c) cuando se disponga de informacién
clinico-epidemiolégica que asi lo aconseje!3-1°,

Métodos basados en medios de cultivo sélidos

El método de las concentraciones absolutas, descrito por
Meissner, se basa en la comparacién del niimero de colonias en
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Mecanismo accién

Farmaco

Espectro accién

Poblacién - Accién

Inhibicién de la sintesis
de la pared

Inhibicién de la sintesis
de proteinas

Inhibe la sintesis
de acido félico

Inhibicién sintesis del ADN

Interfiere metabolismo del Fe
Inhibe la ATP sintasa

Isoniazida (hidracida acido
isonicotinico)

Etionamida, protionamida
y tioacetazona
Etambutol

Pirazinamida
Cicloserina

Delamanid

Rifamicinas (rifampicina, rifabutina,
rifapentina)

Aminoglucésidos (estreptomicina,
amikacina, tobramina)

Linezolid

Capreomicina

Macrélidos (claritromicina,
azitromicina)

Tetraciclinas y tigeciclina
Dapsona

PAS (acido para-amino-salicilico)
Cotrimoxazol

Fluoroquinolonas (ofloxacino,
levofloxacino, moxifloxacino)
Clofazimina

Bedaquilina

MTC, MK, MX

MTC, variable en MNT (MK

y M. marinum)

MTC, diversas MNT de crecimiento
lento

MTC, con excepcién de M. bovis

MTC (uso restringido a MDR), variable
en MNT

Uso restringido a MDR

MTC, MK, MX, 50% en MAC, variable en
resto especies

MTC y mayoria de MNT (sobre todo
amikacina)

MTC (uso en MDR). Variable para MNT
MTC

Muy eficaces en MAC. Activos en MNT,
salvo M. fortuitum y M. abscessus. Poco
atiles en MTC

Variable en MNT. Tigeciclina mas eficaz
M. leprae

MTC (uso en MDR)

Variable en MNT

MTC, MNT (grupo MAC 50%, resto
variable)

MTC, variable en MNT

Uso restringido a MDR

Bactericida (crecimiento
activo), bacteriostatica
(latencia)
Bacteriostaticos

Bacteriostatico

Bactericida (crecimiento activo
y latencia)
Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bactericidas en crecimiento
activo y latente
Bactericidas

Bactericida

Bactericida en crecimiento
activo

Bacteriostaticos

Bacteriostaticos

Bacteriostatico
Bacteriostatico

Bactericidas en crecimiento
activo

Bactericida

Bacteriostatico

MAC: M. avium complex; MDR: tuberculosis multirresistente; MK: M. kansasii; MNT: micobacterias no tuberculosas; MTC: M. tuberculosis complex; MX: M. xenopi.

presencia del fairmaco con el niimero de colonias en el medio de
cultivo sin el firmaco. Los resultados se ven afectados por el tamafio
del in6culo y por la precisién en la definicién de la concentracién
critica de cada farmaco. El método de la relacion de resistencias, des-
crito por Mitchison, compara la concentracién inhibitoria minima
(CIM) de una determinada cepa con la de una cepa de referencia.
Los resultados dependen de la adecuada estandarizacién de los
farmacos y del in6culo, aunque no precisa definir las concentra-
ciones criticas. El método de las proporciones miiltiples descrito por
Canetti, Rist y Grosset'? en 1963 evidencia la proporcién de bacilos
resistentes que estan presentes en un cultivo. La resistencia del
microorganismo se considera clinicamente significativa cuando
la poblacién bacteriana resistente supera el 1%. Es el método mas
exacto y el que menos falsos resultados proporciona, por lo que es
el mas utilizado en todo el mundo’!!.13.16_ E] método de la epsilo-
metria (E-test) se basa en un gradiente de difusién antimicrobiano
que combina los principios de la difusién en disco y la dilucién
en agar en el estudio de la sensibilidad in vitro. Es una técnica
cuantitativa para determinar la CIM de los antimicrobianos'”.

Meétodos basados en medios de cultivo liquidos

En la actualidad existen 2 sistemas no radiométricos para las
pruebas de sensibilidad: BACTEC™ MGIT™ 960 (Becton-Dickinson
Diagnostics, Sparks, MD, EE.UU.) y VersaTREK® (Thermo Scienti-
fic, Westlake, OH, EE.UU.)”.11.13.18_ Ambos utilizan el medio 7H9
de Middlebrook suplementado, y el crecimiento se evidencia
mediante la deteccién del consumo/produccién de determinados
gases. Las concentraciones criticas iniciales y secundarias que se
analizan vienen predeterminadas por el fabricante para los fairma-
cos de primera linea. Sin bien la deteccién de MDR-TB no suele
comportar problema alguno, existen algunas discrepancias inter-
laboratorios con la estreptomicina, el etambutol y la pirazinamida.
En el caso de la pirazinamida, al ser activa en medio acido (pH 5,5),
el pH del medio de cultivo deberia adecuarse a estas condiciones,

a pesar de que un 10% aproximadamente de los aislamientos de
M. tuberculosis no crecen bien a ese pH. Por otro lado, también
es posible analizar concentraciones criticas de otros farmacos de
segunda linea si se dispone de sustancia valorada.

Meétodos de sensibilidad alternativos

En las técnicas basadas en micobacteriéfagos, al aiadir los fagos a
un cultivo en presencia de antibidtico, estos infectaran inicamente
las micobacterias viables, que seran las resistentes. Se han apli-
cado en las pruebas de sensibilidad a la isoniazida y rifampicina,
pero presentan problemas de sensibilidad, especificidad y una alta
tasa de contaminaciones. La citometria de flujo, mediante coloran-
tes de acidos nucleicos permeables a nivel celular, evidencia las
micobacterias viables (los controles y las resistentes a los farma-
cos) con niveles mas altos de sefial fluorescente en comparacién
con las no viables (sensibles a los farmacos). Uno de los incon-
venientes es el elevado coste de los equipos. La microdilucién en
caldo (Mycotb Sensititre® Thermo Scientific) permite determinar
la CIM a multiples fairmacos. La mayor dificultad reside en la lec-
tura e interpretacién de los resultados, debido a que el crecimiento
de estas bacterias no es homogéneo. La prueba de la nitrato reductasa
se basa en la capacidad del complejo M. tuberculosis para reducir los
nitratos a nitritos. Para ello se emplean tubos de Léwenstein-Jensen
que incorporan KNO3 con y sin farmacos. La observacion micros-
copica de la sensibilidad a los farmacos (microscopic-observation
drug-susceptibility, MODS) se basa en la deteccién precoz de las tipi-
cas cuerdas (cord factor) que exhibe el complejo M. tuberculosis, con
la ayuda de un microscopio de luz invertida. La prueba de micro-
titulaciéon con resazurina (resazurin microtiter assay, REMA) es un
método indirecto basado en la deteccién de cambios de color en el
medio de cultivo debidos a la oxidacién (azul) y reduccién (rosa)
de la resazurina.

La OMS considera que la nitrato reductasa, MODS y REMA son
técnicas sencillas y baratas que pueden emplearse para el cribado
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rapido de las resistencias a la isoniazida y la rifampicina en paises
con bajos recursos' 1319, Los datos de sensibilidad y especificidad
superan el 95%.

Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos en las
micobacterias no tuberculosas

Aunque se han descrito mas de 160 especies de MNT, solo se
recomienda la realizacién de pruebas de sensibilidad en los aisla-
dos clinicamente significativos para los cuales se haya demostrado
una correlacién entre los resultados in vitro con los resultados
in vivo>13. Asi, el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
establece recomendaciones tan solo para el grupo Mycobacterium
avium complex, M. kansasii, Mycobacterium marinum y micobacte-
rias no pigmentadas de crecimiento rapido’.

Pruebas de sensibilidad en micobacterias no tuberculosas
de crecimiento lento

En general, el CLSI recomienda como metodologia de eleccion
la microdilucién en caldo con el medio de cultivo Mueller-Hinton
ajustado con cationes (MHCA) y suplementado con OADC o ADC. Sin
embargo, en algunos casos existen alternativas a esta metodologia.

Recomendaciones para Mycobacterium avium complex

El tratamiento de M. avium complex (MAC) se basa en el uso
de la claritromicina como farmaco esencial o principal, y de etam-
butol y rifampicina (o rifabutina) como acompafiantes, si bien hay
datos de que otros antibiéticos (amikacina, linezolid y moxifloxa-
cino) podrian tener utilidad en algunos casos. Dado que Ginicamente
se ha demostrado una correlacion clinica con las pruebas in vitro
para los macrélidos, el CLSI recomienda que solo se estudien estos
farmacos’. No obstante, cuando se presenta resistencia a la cla-
ritromicina es razonable analizar otros farmacos (moxifloxacino,
linezolid y aminoglucésidos). La actividad de la claritromicina es
muy sensible al medio de cultivo y a su pH, de forma que las CIM
generalmente utilizadas como puntos de corte corresponden a un
medio MHCA a pH ligeramente basico de 7,3-7,4. Otro método que
puede usarse es lamacrodilucién utilizando los sistemas BACTECT™
MGIT™ 960 y VersaTREK®2!3, Actualmente existe una técnica
comercial de microdilucién en placas de microtitulaciéon (Slomyco,
Sensititre®, Thermo Scientific), que permite realizar la sensibilidad
in vitro de una forma sencilla y reproducible con una incubacién
estandar de 7 dias. Aunque incluye 13 antimicrobianos con mul-
tiples concentraciones, es importante mantener los criterios de
interpretacion expuestos previamente (tabla 2).

Tabla 2
Criterios de interpretacién de las pruebas de sensibilidad del complejo M. avium
mediante microdilucién en caldo

Antimicrobiano CIM (pg/ml)
Sensible Intermedio Resistente

Amikacina® <32 > 64
Claritromicina

Microdilucién (pH 7,3-7,4)° <8 16 >32

Radiométrico (pH 7,3-7,4)° <4 8-16 >32

Radiométrico (pH 6,8)° <16 32 >64
Moxifloxacino <1 2 >4
Linezolid <8 16 >32

3 La CIM parala amikacina no esta definida. Por asimilacién a otras especies podria
considerarse resistente >32 pg/ml.

b Medio de Mueller-Hinton ajustado en cationes y suplementado con OADC 0 ADC.

¢ Medio 12B radiométrico. Algunos autores consideran las mismas CIM para los
medios BACTEC MGIT 960 y VersaTREK.

Recomendaciones para Mycobacterium kansasii

En los tratamientos habituales de las infecciones por esta mico-
bacteria se incluye la rifampicina (o la rifabutina), la isoniazida y
un tercer farmaco (etambutol o estreptomicina) durante 18 meses
(al menos 12 meses de cultivos negativos). En los casos de posible
resistencia se debera realizar la sensibilidad in vitro a estos y otros
antimicrobianos potencialmente activos (claritromicina, moxiflo-
xacino o levofloxacino, amikacina, linezolid y rifabutina)?>” 3. Un
aspecto a destacar es que M. kansasii presenta, de forma natural,
una sensibilidad algo disminuida a la isoniazida en comparacién
con M. tuberculosis, aunque tiene actividad clinica.

El método recomendado es la microdilucién, aunque se han
usado las proporciones en agar 7H10 de Middlebrook y los sistemas
automaticos no radiométricos. Como se mencioné previamente en
el MAC, en la actualidad existe una técnica comercial de microdi-
lucién que, aunque incluye multiples antimicrobianos con diversas
concentraciones, es importante seguir los criterios de interpreta-
cién vigentes (CLSI).

Recomendaciones para Mycobacterium marinum

En la actualidad solo se recomienda la realizacién de estudios de
sensibilidad a los antimicrobianos en esta especie, cuando exista un
fracaso clinico y microbiolégico, mediante el método de microdi-
lucién en caldo a 28-30°C durante 7 dias?7:13.

Otras micobacterias no tuberculosas de crecimiento lento

De forma genérica se recomienda llevar a cabo estudios de sen-
sibilidad in vitro mediante microdilucién en caldo, con los mismos
farmacos y a las mismas concentraciones que en M. kansasii, para
todas las especies que tengan un buen crecimiento (no deficientes)
y en los que se detecte un fracaso terapéutico y cultivos positivos
persistentes.

Pruebas de sensibilidad en micobacterias no tuberculosas
de crecimiento rdpido

El tratamiento de estos microorganismos se realiza habitual-
mente con farmacos frente a los cuales el resto de especies son
resistentes o, al menos, poseen una sensibilidad menor. Por todo
ello, el estudio de sensibilidad in vitro presenta ciertas caracte-
risticas diferenciales con el resto de las micobacterias. La técnica
recomendada es la microdilucién en caldo con una incubacién de
3-4 dias a 30°C (tabla 3)237.13, Otros métodos presentan proble-
mas de interpretaciéon y no deben emplearse. Hay que tener en
cuenta la posible presencia de metilasas inducibles erm, por lo que
para detectar este fenémeno se recomienda reincubar las placas
hasta 14 dias, valorando el aumento de la CIM a los macroélidos.

Tabla 3
Criterios de interpretacion de las pruebas de sensibilidad de las micobacterias de
crecimiento rapido mediante microdilucién en caldo

Antimicrobiano CIM (pg/ml)

Sensible Intermedio Resistente
Amikacina® <16 32 > 64
Cefoxitina <16 32-64 >128
Ciprofloxacino/Levofloxacino <1 2 >4
Moxifloxacino <1 2 >4
Claritromicina <2 4 >8
Doxiciclina/Minociclina <1 2-8 >16
Imipenem <4 8 >16
Cotrimoxazol® <2/38 - >4/76
Tobramicina® <4 8 >16
Linezolid <8 16 >32

2 Si el aislado es una cepa de M. abscessus y la CIM es > 64 n.g/ml, debera repetirse
para confirmar.

b CIM definida por una inhibicién del 80% de crecimiento del control.

¢ Solo informar en M. chelonae.
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En el momento actual existe una técnica comercial de microdilu-
cion diseflada especificamente para micobacterias de crecimiento
rapido y actinomicetales aerobios (Rapmyco, Sensititre®, Thermo
Scientific).

Mecanismos de resistencia en micobacterias

La resistencia a los antibacterianos se debe fundamentalmente
a mutaciones cromosémicas en genes que codifican su diana o las
enzimas activadoras. Pueden ser espontdneas o inducidas por los
farmacos tras exposicion a la monoterapia®>20-21,

Isoniazida

La resistencia se asocia sobre todo a mutaciones en 2 genes
(68-90%): a)el gen katG, que es responsable de la activacién del
farmaco; la mutacién mas frecuente afecta al codén 315 y se rela-
ciona con la resistencia de alto nivel (60-70% de resistencias), y
b)el gen inhA, que interviene en la sintesis de la pared bacteriana.
Las mutaciones (8-20%) causan resistencia de bajo nivel y cruzada
con etionamida'32921, Las MNT, salvo M. kansasii y M. xenopi, son
resistentes por incapacidad de activacién del firmaco?>13,

Rifampicina y otras rifamicinas

La resistencia a M. tuberculosis complex esta relacionada con
mutaciones en el gen rpoB (> 95%), implicado en la sintesis de pro-
teinas. Los codones 526 y 531 son los mas afectados y confieren
resistencia de alto nivel y cruzada con otras rifamicinas'>2%21, Las
mutaciones en algunos codones mantendrian la sensibilidad a la
rifabutina. Se han descrito mutaciones similares en MNT.

Aminoglucésidos y capreomicina

La resistencia se basa en mutaciones ribosomales implicadas
en la sintesis de las proteinas. La resistencia a la estreptomicina
se asocia a mutaciones (50-60%) en los genes rpsL y rrs (codones
530-912), mientras que la resistencia a la amikacina, a la kana-
micina y a la capreomicina, a mutaciones en el gen rrs (codones
1400-1500)'320.21_ Existe resistencia cruzada parcial entre ellos,
existiendo aislamientos resistentes a la estreptomicina que pue-
den ser sensibles a los demas. El gen tlyA se ha vinculado con la
resistencia a la capreomicina y el gen eis, con la kanamicina.

Etambutol

La resistencia esta relacionada con mutaciones en el gen embB,
que interviene en la sintesis de la pared bacteriana. La mayoria
(60-80%) se han descrito en los codones 306 y 406'32021_ Algunas
especies de MNT presentan resistencia natural®3.

Pirazinamida

La resistencia se asocia a mutaciones a lo largo del gen pncA
(72-97%) que regula la activacién del farmaco. Mycobacterium
bovis y su variante BCG, asi como las MNT, presentan resistencia
natural.2313.20.21

Fluoroquinolonas

El mecanismo mas frecuente son las mutaciones en los
genes gyrA (85%) y gyrB (10%). Existe resistencia cruzada entre
las fluoroquinolonas, pero no completa, segin los codones
afectados?313:20.21,

Macrélidos y ketolidos

Laresistencia esta vinculada a mutaciones del gen 23S ribosomal
y, sobre todo, a metilasas inducibles reguladas por el gen erm. Estas
se observan en especies como M. fortuitum y M. abscessus subsp.
abscessus y subsp. bolletii?.

Betalactdmicos

La resistencia se asocia a disminucién de la permeabilidad y
afinidad de las PBP y, mayormente, a betalactamasas®>.

Tetraciclinas y glicilglicinas

Laresistenciaalas tetraciclinas se debe a proteinas de proteccién
del ribosoma o bombas de expulsién?>. Hasta el momento no se ha
demostrado la resistencia a la tigeciclina.

Oxazolidinonas

La resistencia de las micobacterias al linezolid se asocia a muta-
ciones en el gen 23S rRNA3:20,

Cotrimoxazol
En micobacterias no esta claro el mecanismo de resistencia.
Bedaquilina y delamanid

La resistencia a la bedaquilina se ha asociado con una mutacién
en el gen mmpR, y la resistencia al delamanid, con mutaciones en
los genes fbiA y fed1%2.

Deteccion molecular de las resistencias

El método de referencia para determinar la resistencia a los
farmacos antituberculosos es la prueba de sensibilidad fenoti-
pica convencional, aunque los resultados se suelen demorar varias
semanas’ 113, La deteccién molecular de la resistencia, basada en
evidenciar mutaciones cromosémicas, ofrece resultados rapidos y
ttiles?!23, Las técnicas comerciales son las mas utilizadas debido a
sumayor estandarizacion (tabla4). Las mas implantadas son Xpert®
MTB/RIF Assay (Cepheid, Sunnyvale, CA, EE.UU.) y GenoType®
MTBDRplus (Hain Lifescience, Nehren, Alemania), ambas aproba-
das por la OMS para el diagnéstico rapido de la MDR-TB. El Xpert®
MTB/RIF permite el diagnéstico del complejo M. tuberculosis y la
deteccion de las mutaciones de resistencia a la rifampicinaen <2 h,
con una minima manipulacién, limitada a introducir la muestra
en un cartucho donde se desarrolla integramente el proceso de
amplificacién y deteccién. El sistema utiliza 5 sondas fluorescen-
tes que cubren la secuencia natural de la region de 81 pb del gen
rpoB donde ocurren mas del 95% de las resistencias a la rifampicina.
Para el diagnéstico de TB pulmonar y extrapulmonar la sensibilidad
es del 95-98% en muestras con microscopia positiva y del 67-69%
ante microscopia negativa, tomando como referencia el cultivo?*.
La especificidad es del 99%. En sintesis, Xpert MTB/RIF® aporta un
23% mas de casos positivos que la microscopia. Sus inconvenientes
mads importantes son que solo detecta la resistencia a la rifampi-
cinay su coste econémico, aunque para paises de bajos recursos es
6-7 veces inferior (menos de 10€)24. El GenoType® MTBDRplus se
basa en la amplificacién e hibridacién reversa sobre tiras de nitro-
celulosa que contienen sondas inmovilizadas correspondientes a
secuencias naturales y secuencias de las mutaciones mas frecuentes
de los genes rpoB (rifampicina) y katG e inhA (isoniazida). Actual-
mente puede usarse a partir de cultivos o sobre muestras clinicas,
incluso con baciloscopia negativa. Diversos metaanalisis establecen
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Tabla 4
Métodos comercializados para la deteccién de mutaciones de resistencia a los farmacos antituberculosos

Prueba Marca Método Deteccion Afio

TB Resistance INH/RIF AID PCR, LPA H,R 2013
TB Resistance FLQ AID PCR, LPA FQ 2013
TB Resistance AMG AID PCR, LPA AG 2013
BioFilmChip MDR TB Autogenomics PCR, microarray H,R 2011
Drug Resistance Detection Kit CapitalBio Co PCR, microarray MDR 2009
Xpert MTB/RIF assay Cepheid RT-PCR R 2009
NTM/MDR TB NIPRO Co PCR, LPA H,R 2012
INH NIPRO Co PCR, LPA H 2012
PZA NIPRO Co PCR, LPA PZ 2012
FLQ NIPRO Co PCR, LPA FQ 2012
Anyplex Il MTB/MDR/XDR Seegene RT-PCR H, R, FQ, AG 2012
Anyplex MTB/MDR/XDR Seegene RT-PCR H,R 2012
VereMTB Detection Veredus Labs PCR, microarray H,R 2012
MeltPro RIF Zeesan Biotech RT-PCR R 2014
MeltPro INH Zeesan Biotech RT-PCR H 2014
MeltPro FLQ Zeesan Biotech RT-PCR FQ 2014
MeltPro AMG Zeesan Biotech RT-PCR AG 2014
Genedrive Mycobact iD Epistem RT-PCR R 2013
INNO-LiPA Rif.TB INNO Genetics/Fujirebio PCR, LPA R N/D

GenoType MTBDRplus v2.0 Hain Lifescience PCR, LPA H,R 2012
GenoType MTBDRsl v1.0 Hain Lifescience PCR, LPA AG, FQ, E 2009
GenoType MTBDRsl v2.0 Hain Lifescience PCR, LPA AG, FQ 2013
iC2.0-MYC assay iCubate PCR, microarray H, R, E, FQ, AG,BD 2012
HYDRA Insilixa Inc PCR, microarray H, R, PZ,E, FQ, AG 2015

AG: aminoglucésidos; BD: bedaquilina; E: etambutol; FQ: fluoroquinolonas; H: isoniazida; LPA: line probe assay; N/D: no disponible; PCR: polymerase chain reaction; PZ:

pirazinamida; R: rifampicina; RT-PCR: real-time PCR.

Modificado de Tuberculosis Diagnostics Technology and Market Landscape, UNITAID WHO 2015.

una sensibilidad global del 98% para la resistencia a la rifampi-
cina y del 84,3% para la isoniazida, con especificidad del 98-99,5%.
Las muestras con microscopia negativa pueden tener un 5-12% de
resultados invalidos por baja sensibilidad. Se han descrito resulta-
dos no interpretables por ausencia simultanea de bandas naturales
y mutadas en el mismo locus, debidas a mutaciones no contenidas
en el kit. Otra posibilidad son resultados discrepantes con genotipo
sensible y fenotipo resistente, debido a mecanismos distintos a los
detectados por el producto comercial. La opcién genotipo resistente
y fenotipo sensible estaria causada por la coexistencia de poblacio-
nes mixtas o heterorresistentes o resistencias de bajo nivel, que
se han descrito en el 4-13% de los casos?>. Al menos el 50% de los
pacientes con MDR-TB son resistentes a otros farmacos. Asi se han
comercializado pruebas de deteccién de mutaciones de resisten-
cia a farmacos de segunda linea. El producto mas conocido es el
GenoType® MTBDRs! (Hain Lifescience). Coexisten dos versiones:
v1.0y v2.0. La primera esta dirigida a mutaciones de resistencia a la
capreomicina y a los aminoglucésidos amikacina y kanamicina en
el gen rrs (codones 1401 y 1484), asi como a las fluoroquinolonas
en el gen gyrA (codones 90,91 y 94), y al etambutol en el gen embB
(codén 306). Un andlisis reciente observé una buena sensibilidad
para las fluoroquinolonas (83-85%), pero menor para los amino-
glucésidos (77%), imputable a la kanamicina (69,9%)%6. La version
v2.0 persigue mejorar el rendimiento incluyendo el gen gyrB para
las fluoroquinolonas y el gen eis para la kanamicina, suprimiendo
el etambutol del kit. Se ha evaluado recientemente con una sensi-
bilidad del 96% para la kanamicina. No obstante, se ha observado
también una disminucién de la especificidad para los inyectables
(91%), por la deteccién de mutaciones de significado adn incierto
en el gen eis en algunas cepas sensibles?’. Aparte de los ante-
riores, también tienen cierta difusién los productos INNO-Lipa®
RifTB (INNO Genetics, Gent, Belgium/Fujirebio, Tokio, Japén), Any-
plex II™ MTB/MDR/XDR (Seegene, Setil, Corea) y el TB Resistance®
Assay (AID; Autoimmun Diagnostika, Strassberg, Alemania)!82123,
Aunque no obvian las pruebas fenotipicas de sensibilidad, la princi-
pal utilidad de los métodos de deteccién molecular de resistencia,
en nuestro entorno, es confirmar o descartar de forma rapida y
en mayor o menor medida, segln los farmacos, la resistencia en
casos de sospecha elevada. Recientemente se ha comercializado un

método (GenoType® NTM-DR, Hain Lifescience) que, ademas de
identificar algunas especies de MNT, permite la deteccion del gen
erm en M. abscessus, y de las mutaciones en los genes rrs (amino-
glucésidos) y/o rrl (macroélidos).
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