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RESUMEN

La tuberculosis continda siendo hoy en dia un grave problema de salud ptblica con 10,8 millones de
casos nuevos y 1,8 millones de muertes a nivel mundial en el afio 2015. La diversidad existente entre los
miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis que producen la tuberculosis permiten el disefio de
métodos para su rapido diagnéstico. Asi mismo, las mutaciones en los genes implicados en los meca-
nismos de resistencia permiten escapar a la bacteria del tratamiento. Hemos revisado los métodos
de diagnéstico rapido de M. tuberculosis complex y de la deteccion de la sensibilidad/resistencia a los
farmacos; ambas cosas son necesarias para detener la apariciéon de nuevas resistencias e instaurar un
tratamiento precoz y correcto.
© 2017 Elsevier Espaiia, S.L.U. y Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica. Todos los derechos reservados.
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ABSTRACT

Tuberculosis is still a serious public health problem, with 10.8 million new cases and 1.8 million deaths
worldwide in 2015. The diversity among members of the Mycobacterium tuberculosis complex, the causal
agent of tuberculosis, is conducive to the design of different methods for rapid diagnosis. Mutations in the
genes involved in resistance mechanisms enable the bacteria to elude the treatment. We have reviewed
the methods for the rapid diagnosis of M. tuberculosis complex and the detection of susceptibility to drugs,
both of which are necessary to prevent the onset of new resistance and to establish early, appropriate

treatment.
© 2017 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica. All rights reserved.

Introduccion

2015 se produjeron 10,8 millones de casos nuevos y 1,8 millones
de muertes a nivel mundial debidas a esta enfermedad de trans-

Los primeros indicios de la enfermedad tuberculosa se han
hallado en momias de 5.000 afios antes de la era actual y pese a
que han transcurrido 135 afios desde que Robert Koch descubriera
el bacilo productor de la «tisis blanca», la tuberculosis (TB) contintia
siendo hoy en dia un grave problema de salud ptblica a nivel mun-
dial. Segtn los dltimos datos comunicados por la OMS, en el afio
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mision respiratoria’. En ese mismo afio en Espafia se comunicaron
4.191 casos nuevos (12/100.000 habitantes).

Desde el descubrimiento de los primeros farmacos, la estrepto-
micina (SM) en 1943, la isoniazida (INH) en 1952, y la rifampicina
(Rif) en 1959, comenzaron a surgir cepas resistentes, lo que hizo
necesario tratar la enfermedad con una combinacién de farmacos.
El tratamiento insuficiente o interrumpido genera la aparicion de
cepas resistentes a algin farmaco o a varios, apareciendo las cepas
multirresistentes (MDR), definidas como resistentes al menos a la
INH y a la Rif. Cuando las resistencias no se identifican antes del
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inicio del tratamiento, la situacion se vuelve particularmente peli-
grosa, ya que los pacientes infectados con cepas monorresistentes
tienen un alto riesgo de desarrollar resistencias adicionales a otros
farmacos si reciben la terapia estandar. Una mala administracién
de los farmacos de segunda linea, menos eficaces y con efectos
secundarios mas graves, puede conducir a la aparicién de cepas
extensamente resistentes (XDR), que son cepas MDR con meca-
nismos de resistencia adicionales frente al menos a uno de los 3
farmacos inyectables: kanamicina (KM), amicacina (AK) y capreo-
micina (CPM), y a cualquier fluoroquinolona empleada frente a
Mycobacterium tuberculosis (MTB)'. Los casos de TB-XDR en la prac-
tica son casi imposibles de tratar. Se han notificado casos con
cepas XDR que son incluso resistentes a delamanid y bedaquilina,
farmacos antituberculosos introducidos recientemente para tratar
TB-XDRZ2. Es por tanto crucial el diagnéstico temprano de la TB,
la obtencién de resultados de sensibilidad rapidos, y una correcta
prescripcion de los farmacos, para un tratamiento y control ade-
cuados de la enfermedad.

El género Mycobacterium es el Gnico de la familia Mycobacte-
riaceae, del orden de los actynomicetales, caracterizados por tener
un elevado contenido en guanina y citosina (G +C). Aparecié como
lo conocemos hoy en dia hace unos 15.000 afios. Existen mas de
170 especies descritas, la mayoria de ellas pertenecen al grupo
de micobacterias no tuberculosas (MNT) y solo unas pocas, que
comparten un 99,9% de homologia en sus genomas, pertenecen al
complejo M. tuberculosis (MTBc), todas ellas productoras de TB, en
el hombre o en diferentes especies animales. El MTBc incluye dis-
tintos linajes que han evolucionado genotipica y fenotipicamente
tras su expansién clonal desde un progenitor comin adaptandose
a distintos huéspedes.

En el momento de tener una sospecha clinica de TB, el primer
paso es confirmar el diagndstico microbiolégicamente. La baci-
loscopia o visualizacién de los microorganismos a partir de una
extension del producto patolégico tefiido con tinciéon de Ziehl-
Neelsen contintia siendo el método mas rapido, barato y accesible
para diagnosticar los casos baciliferos, si bien su sensibilidad
comparada con el cultivo oscila entre el 25 y el 90%, dependiendo
de la muestra que estemos estudiando y de la carga bacteriana de
dicha muestra, asi como de la calidad del observador. El cultivo en
medio s6lido, Lowenstein-Jensen y Coletsos, tiene el inconveniente
de que MTBc tarda mas de 15 dias en crecer. El primer avance en
cuanto al diagnéstico rapido se debe a S. Siddiqi, quien disefié a
finales de los 70 el sistema radiométrico Bactec 460TB, con el que
se acortaba el tiempo hasta la obtencién del cultivo positivo y se
aumentaba la sensibilidad®. Ademas aport6 la ventaja adicional de
que se podia realizar el antibiograma disminuyendo considerable-
mente el tiempo para la obtencién del resultado en comparacién
con el método de las proporciones de Canetti®. La identificacién
por métodos fenotipicos: temperatura 6ptima de crecimiento,
pigmentacién de las colonias y caracteristicas bioquimicas, es
lenta y a veces compleja, sobre todo en muchas de las especies de
MNT. En la década de los 90 aparecieron las primeras técnicas de
identificacién genética, logrando nuevamente una mayor rapidez
y precision en el diagndstico micobacterioldgico®. La necesidad
de disponer en el momento actual de un diagnéstico rapido es
quiza el aspecto mas importante para el control de la enfermedad
tuberculosa. Ello ha impulsado en las dltimas décadas la investiga-
cién y el desarrollo de nuevos métodos diagnésticos basados en la
biologia molecular. De manera ideal deberiamos tener una técnica
sensible, rapida, razonablemente econémica y que no necesitase
medios técnicos complejos ya que la mayoria de casos se dan en
paises poco desarrollados y con recursos econémicos limitados.

Con este trabajo no se pretende realizar una descripcion
exhaustiva de toda la metodologia disponible o en desarrollo
en el momento actual, para lo cual remitimos al lector intere-
sado a la literatura mas especializada®’, sino revisar las distintas

aproximaciones existentes al diagnéstico rapido y microbiolégico
de la enfermedad tuberculosa.

Diferencias geonémicas de los miembros del complejo
Mycobacterium tuberculosis

Se han detectado polimorfismos en sus genomas debidos a
pérdidas de secuencias largas de nucleétidos (LSP), mutaciones
afectando a un nucleétido (SNP) o variaciones de los elementos
repetitivos en su genoma. Las deleciones especificas en el genoma
de los diferentes miembros del complejo se han llamado regiones
diferenciales (RDs)® y pueden utilizarse para identificarlos y clasi-
ficarlos en 8 linajes diferentes (fig. 1). MTB incluye los linajes 1 a4y
se ha adaptado de forma selectiva al ser humano. A pesar de infectar
a una tercera parte de la poblacién mundial, no ha pasado a esta-
blecerse en el mundo animal'2. La presencia o ausencia de la regién
llamada TbD1 diferencia entre MTB ancestral (L1) y moderna®.
Otras diferencias de SNP permiten clasificar a los aislados en subli-
najes dentro de las cepas de MTB modernas: el L2 que incluye a
la familia Beijing, L3 que incluye la familia CAS y L4 que incluye la
familia Latinoamericana, la mas presente en Europa. Para diferen-
ciar los distintos linajes y sublinajes o familias se han propuesto
diferentes técnicas mediante multiplex PCR, pirosecuenciacion,
SNAPshot y secuenciacién de grupos de genes!>"'°. La pérdida de
una regién llamada RD9 separaria MTB de Mycobacterium africa-
num, asociados también al huésped humano (L5 y L6), y del resto
de linajes del complejo asociados con huésped animal, linaje 8'6.
Un grupo de cepas que circula entre humanos con aparentemente
menor virulencia es el relacionado con el linaje 6, o también lla-
mado M. africanum West African 2 (MAF2). Estas cepas han perdido
lasregiones RD7,RD8,RD9 y RD10, como ocurre en las cepas asocia-
das a animales, que incluyen Mycobacterium bovis, M. bovis bacillus
Calmette-Guerin (BCG), Mycobacterium caprae, Mycobacterium orix,
Mycobacterium pinnipedii, y los descritos mas recientemente, el lla-
mado chimpanzee bacillus, dassie bacillus, Mycobacterium mungi, y
Mycobacterium suricattae, los cuales se han aislado de chimpancé,
daman roquero, mangosta rayada y suricata, respectivamente’”.

Diagnostico microbiologico rapido

La necesidad de un diagnéstico temprano cobra especial sentido
si tenemos en cuenta que casi un 20% de las transmisiones son debi-
das a pacientes con baciloscopia negativa y cultivo positivo?, y al
creciente aumento de los aislamientos con resistencias a distintos
farmacos.

A pesar de que la microscopia continda siendo el método mas
extendido y econémico para el diagnéstico inmediato, sus incon-
venientes —ya mencionados— han impulsado la investigacion y
el desarrollo de nuevos métodos, entre los cuales los de mayor
implantacién, sin lugar a dudas, han sido los basados en la biologia
molecular.

Biomarcadores

Un método rapido teérico para detectar infecciones activas es la
deteccion de biomarcadores a partir de muestras minimamente o
no invasivas; sin embargo, a pesar de que hay un cierto desarrollo en
esta linea, hasta el momento no se dispone de técnicas que puedan
cumplir con las necesidades requeridas.

Serologia. Al igual que en numerosas enfermedades infecciosas,
conlaTB se ha ensayado la deteccién de anticuerpos circulantes. Sin
embargo, debido a su baja sensibilidad y a las reacciones cruzadas,
la OMS ha desaconsejado formalmente su uso.
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Figura 1. Arbol evolutivo del complejo Mycobacterium tuberculosis.
Fuente: modificado de Behr et al.%, Scorpio y Zhang'® y Gonzalo-Asensio et al."".

Deteccion de antigeno. Otra posibilidad es la basqueda de anti-
geno de MTB en productos del paciente. A este respecto, existen
comercializadas o en estudio algunas pruebas.

La deteccién en la orina de los pacientes del lipoarabinomanano,
lipopolisacarido presente en la pared micobacteriana, ha sido des-
arrollada por Alere (LF-LAM, Alere DetermineTM TB LAM Ag, Alere
Inc., Waltham, MA, EE.UU.). Se trata de una inmunocromatogra-
fia de flujo lateral para realizar a pie de cama (point-of-care) que
solo requiere una minima cantidad de orina, 25 min de incubacién,
y es muy econémica. Un inconveniente de esta técnica es que este
lipopolisacarido no se encuentra exclusivamente en MTB, sino tam-
bién en otras micobacterias. Tanto el informe de la OMS!® como
una reciente revisién de la Biblioteca Cochrane!® concluyen que su
sensibilidad, tanto en pacientes infectados por VIH como en con-
vivientes, es baja, no recomendando su uso como cribado ni como
diagnéstico, aunque podria ser de utilidad en pacientes con menos
de 50 CD4/ul, donde aumenta su sensibilidad.

Compuestos voldtiles orgdnicos. La deteccién de distintos compo-
nentes en el aire espirado del paciente constituye un drea de interés
creciente. Varios dispositivos con filosofia point-of-care estan en
fase de desarrollo o evaluacién. Se pide al paciente que exhale el
aire o tosa en un dispositivo (tras nebulizacién con suero fisiol6-
gico) y se analizan compuestos volatiles organicos o la presencia de
antigeno de MTB. Se estan llevando a cabo estudios con resultados
prometedores’.

TAM-TB. Otro biomarcador seria el marcador de activaciéon
de células T (TAM), descrito en 20142°, que mide por citometria
de flujo la expresion de una proteina de membrana (CD127) en las
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células T CD4 expuestas a antigenos de MTB. En los ensayos preli-
minares se notificé una sensibilidad del 83%, con una especificidad
del 96,6%. Proximamente se dispondra de una versién comercial de
esta técnica.

Deteccion de Mycobacterium tuberculosis en muestra clinica

En los Gltimos 20 afios se ha trabajado intensamente para conse-
guir un diagnéstico directo fiable a partir de muestra clinica. Fruto
de ese trabajo son las mltiples técnicas que se han puesto en prac-
ticay se han comercializado.

Micobacteriéfagos. La utilizacién de fagos de micobacterias para
su deteccién en muestra directa viene de la segunda mitad del
siglo XX, cuando los micobacteriéfagos fueron descubiertos. Desde
entonces, se han ensayado diversos tipos de fagos y de técnicas. Las
2 técnicas mas importantes son: Phague Amplified Biologically Assay,
la primera que se utiliz6, se basa en la capacidad del fago en lisar las
células de un cultivo de Mycobacterium smegmatis, utilizado como
control. Si el esputo del paciente contiene MTB viables, una vez que
los fagos han sido liberados por lisis, se replican y crean «agujeros»
en el agar del control. La segunda, mas reciente, el Luciferase Repor-
ter Phague Assay, consiste en un fago al que se le ha incorporado
el gen de la luciferasa. En presencia del substrato luciferina, si hay
micobacterias en la muestra, las infectay se produce una emisiéon de
luz que puede ser medida en un luminémetro. Estos test se realizan
en 2-3 dias, son sencillos y econémicos y tienen buena especifici-
dad, pero una sensibilidad variable que disminuye en las muestras
con baja carga bacteriana?’.
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Métodos moleculares. Los mayores avances de los tltimos afios
en el diagnoéstico rapido de las enfermedades infecciosas, inclu-
yendo la TB, se han producido sin lugar a dudas en el campo de
la biologia molecular. Los diferentes kits comerciales se basan en
los polimorfismos genéticos que diferencian a los linajes con mayor
repercusion clinica: MTB, M. bovis, M. bovis BCG y M. africanum. La
sensibilidad, reproducibilidad, rapidez de resultados, la cada vez
mayor automatizacién y el abaratamiento de costes han convertido
estos métodos en trabajo de rutina en los laboratorios de microbio-
logia.

Los test clasicos para amplificacién de acidos nucleicos, con dife-
rentes tecnologias, se basan en la amplificacién de secuencias diana
y su posterior deteccion, ya sea por quimioluminiscencia, colorime-
tria o fluorometria?2. Entre ellos:

Amplified M. tuberculosis Direct Test (AMTD, Gen-Probe Inc.,
EE.UU.). Amplifica el ARNr 16S mediante una reaccién isotérmica
y luego lo hibrida con sondas especificas de MTB que detecta
mediante quimioluminiscencia. Fue el primer test aprobado por
la Food and Drug Administration (FDA) en 1995 para muestras con
baciloscopia positiva (>90% de sensibilidad), y en el 2000 para
baciloscopia negativa (menor sensibilidad, 65-93%). Los principa-
les inconvenientes son la ausencia de control interno y que no esta
automatizado.

Cobas Amplicor M. tuberculosis test (Roche Diagnostic System
Inc., Suiza). Amplifica el ARNr 16S mediante PCR, hibrida con son-
das y realiza la deteccién por colorimetria. También cuenta con la
aprobacién de la FDA desde 1996. Tiene una sensibilidad similar
al anterior en baciloscopia positiva, y algo inferior si es negativa,
manteniendo una muy buena especificidad (91-100%). A diferencia
del AMTD, puede automatizarse y cuenta con control interno.

BD Probe Tec ET Direct TB System (DTB, Becton Dickinson).
Amplifica 2 dianas, el ARNr 16S y el IS6110 mediante la técnica SDA
(strand displacement amplification), que es una reaccién enzimadtica
isotérmica, detectando el producto final por fluorescencia. Su sen-
sibilidad es mayor del 90% en muestras con baciloscopia positiva,
y desciende considerablemente, con un rango variable en distintos
estudios, en las negativas.

TB-LAMP (Eiken Chemical Company Ltd, Japén). Es un test
basado en una técnica bastante reciente denominada LAMP (loop-
mediated isothermal amplification), que amplifica ADN de forma
muy rapida (menos de una hora), con lectura del resultado a sim-
ple vista por turbidez, color o fluorescencia, y con muy pocos
requerimientos de infraestructura. Sus resultados son prometedo-
res, y en una reciente revisién para muestras de esputo®® la OMS
concluye que puede ser una alternativa en lugares con recursos
escasos.

Otros métodos que detectan el producto amplificado por una
hibridacién en fase sélida consisten en una tira de nitrocelulosa
que lleva fijadas las sondas especificas. Entre ellos, relativamente
reciente (2010), esta el método GenoQuick MTB (Hain Lifescience),
que tiene como diana la secuencia de insercioén especifica para el
MTBc, IS6110, y realiza la deteccién mediante hibridacién en flujo
lateral. La técnica se realiza en 3 h, la fase postamplificacién es
manual y tiene una alta sensibilidad.

Existen otros 2 ensayos de hibridacién en fase sélida comer-
cializados INNO-LiPA Rif. TB (Innogenetics, Bélgica) y GenoType
MTBDRplus (Hain Lifescience) que, ademas de identificar MTBc, son
capaces de detectar mutaciones de resistencia, de las que habla-
remos mas adelante. Son de muy facil interpretacién y pueden
utilizarse tanto en muestra directa como en cultivos, ambos con
sensibilidades muy altas, y en ambos la fase postamplificacién
puede hacerse de forma manual o automatizada.

PCR a tiempo real. La PCR a tiempo real realiza simultanea-
mente la amplificaciéon de las dianas y la deteccion mediante
sondas fluorescentes tipo TagMan o Molecular Beacons general-
mente. Estas sondas incorporan un fluorocromo y un inhibidor que

se encuentran muy préximos, de manera que cuando hay unién
con la diana amplificada se produce la separacién y se emite una
luz que puede ser detectada y que es proporcional a la cantidad de
microorganismo que habia en la muestra. La irrupcién de la PCR a
tiempo real ha supuesto un gran avance en el diagnéstico micro-
biolégico, incluidas las micobacterias, reduciendo los problemas de
contaminacién al realizarse todo el ensayo en un solo tubo que no
hay que manipular, aumentando la sensibilidad y con la ventaja de
poder obtener una cuantificacién del microorganismo estudiado en
la muestra.

Cobas Tagman MTB (Roche Diagnostics) es una adaptacién del
Cobas Amplicor MTB de la misma casa, visto anteriormente (ampli-
fica ARNr 168S), que parece haber aumentado su especificidad con
esta técnica.

Fluorotype MTB (Hain Lifescience), aparecido en 2011, tiene
como diana a IS6110, puede usarse también en muestras extrapul-
monares y el resultado es analizado por el programa que evalta
la fluorescencia emitida a distintas temperaturas, reconociendo
la correspondiente a MTB. Varios estudios le han reconocido una
sensibilidad del 100% en muestras baciloscopia positiva y entre el
55-85% en baciloscopia negativa2*.

También utilizan como diana IS6110 el Abbott Real Time MTB,
con igual sensibilidad que el anterior en baciloscopia positiva y
algo superior en baciloscopia negativa, si bien solo esta indicado en
muestras respiratorias. Esta disponible otro test de la misma marca
(Abbott RealTime MTB RIF/INH Resistance), que también detecta
resistencia a INH y Rif.

Anyplex plus MTB/NTM/DR-TB (Seegene Inc., Corea), no solo
diferencia entre MTB y MNT, ya que, si es positivo, en un segundo
ensayo (de solo 40 min), puede detectar resistencias a INH y Rif.

Por tltimo cabe mencionar el Xpert MTB/RIF (Cepheid), que es
un sistema totalmente automatizado, sin manipulacién, salvo la
introducciéon de la muestra en el cartucho, y que detecta simul-
tdneamente la presencia de MTB y la resistencia a Rif. Como
inconveniente cabe destacar que es mas caro que otros sistemas,
si bien tiene un acuerdo de bajo precio para paises con recursos
limitados. En el afio 2011, tras una evaluacion de su efectividad,
la OMS lo recomendd como primer paso diagnéstico en paises con
alta incidencia de TB-MDR?>,

Identificacion a partir de cultivos positivos

La rapidez en la identificacién de las cepas que se obtienen por
cultivo es igualmente importante para discriminar MTB de las que
no lo son. Actualmente disponemos de 2 métodos muy rapidos no
basados en amplificacién molecular:

Inmunocromatografia. Hay varias pruebas comerciales basadas
en la deteccion del antigeno MPT64 que es una proteina excretada
por la casi totalidad de MTBc (excepto si presentan mutaciones
del gen mpt64), y salvo algunos M. bovis BCG. La prueba puede
realizarse a partir de medio liquido directamente, o a partir de
medio sélido utilizando un tampén de extraccién. El dispositivo,
tipo «jaboneran, lleva fijados anticuerpos anti-MPT64 y aparece una
linea de color en menos de 15 min a partir de afadir la suspensién
bacteriana. La sensibilidad y especificidad estan muy cercanas al
100%.

Espectrometria de masas. En los Gltimos afios, la identifica-
ci6én de los cultivos microbiolégicos en general ha experimentado
una auténtica revolucién, pasando de los tradicionales métodos
bioquimicos a la espectrometria de masas mediante el MALDI-
TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight). En el
campo de las micobacterias, se ha tardado algo mas en incorporar
esta técnica debido a los distintos protocolos no estandarizados,
y a los peores resultados. Sin embargo, poco a poco se ha produ-
cido una mejora, tanto en la técnica como en las bibliotecas de
bases de datos de los sistemas, que estan haciendo que cada vez se
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empleen con mayor frecuencia, y estudios recientes indican que su
concordancia con los métodos genéticos es muy alta?S. Con segu-
ridad, en poco tiempo sera uno de los métodos mas utilizados para
identificar micobacterias de forma rapida y fiable en aquellos labo-
ratorios que puedan disponer del espectrémetro.

Técnicas moleculares

Sondas de dcidos nucleicos. Fue la primera prueba basada
en deteccién de acidos nucleicos de la que se dispuso. Consiste en
disefiar sondas fluorescentes de ADN complementario al ARNr de la
micobacteria que queramos identificar, y al realizarse la unién, se
produce una reaccién quimioluminiscente. Se puede utilizar tanto
para medio liquido como sélido, y su sensibilidad y especificidad
son muy buenas. No se realiza amplificacién genética ya que el ARN
es obtenido sonicando la suspension bacteriana, por lo que no nece-
sita medios técnicos complejos y el resultado se obtiene en menos
de 2h.

Existen sondas para MTBc y para las MNT mas importantes en
la clinica como Mycobacterium avium-intracellulare, Mycobacterium
kansasi, Mycobacterium gordonae, etc., y su mayor inconveniente es
que es necesario tener una orientacion de la micobacteria de la que
se trata, para poder elegir la sonda adecuada, y en caso de que el
resultado sea negativo, hay que probar con otra.

Amplificacion genética. Estas pruebas consisten en amplificar los
acidos nucleicos de determinadas regiones genéticas y analizar-
los posteriormente. La amplificacién se realiza mediante PCR del
extracto de ADN obtenido del cultivo sélido o liquido, y el producto
final puede ser estudiado de diferentes maneras:

PRA (PCR-RFLP del gen hsp65). Es una técnica relativamente
sencilla, econémica y rapida, basada en la amplificacién de dicho
gen, cuya secuencia presenta zonas conservadas y otras varia-
bles, con lo que pueden diferenciarse distintas especies. Una vez
amplificado, se somete a una digestion enzimatica y posterior
electroforesis, analizindose el patrén de bandas. El patrén de ban-
das resultante es caracteristico para las diferentes especies de
micobacterias.

Secuenciacién ADNr 16S. La secuenciacién del ADNr del 168, tras
amplificacién por PCR, ha supuesto un vuelco en el sistema de taxo-
nomia bacteriana en los dltimos afios, permitiendo establecer las
relaciones filogenéticas que existen entre los distintos microorga-
nismos, dando lugar a un nuevo sistema de clasificacién, y a la
posibilidad de una identificacién absolutamente precisa de los mis-
mos. Es una técnica compleja y cara, por lo que su uso esta limitado
a laboratorios especializados, aunque se esta trabajando en aplica-
ciones mas rapidas y econémicas como la pirosecuenciacion, que
hace esta técnica mucho mas asequible.

Hibridacion en fase sélida. Como ya hemos mencionado ante-
riormente, las técnicas de hibridacion en fase sélida enfrentan el
producto de la amplificacién genética a unas tiras de nitrocelulosa
en las que estan fijadas unas sondas especificas marcadas. Tras el
revelado por reaccién enzimatica, obtenemos un patrén de bandas
que nos indica a qué especie micobacteriana corresponde. Existen 2
sistemas comerciales en el mercado: el INNO-LIPA MYCOBACTERIA
(Innogenetics, Bélgica) y el Geno-Type (GT) Mycobacterium (Hain
Lifescience, Alemania). En el primero de ellos, la amplificacién se
realiza sobre el espacio intergénico 165-23S, y la tira de nitroce-
lulosa tiene 22 sondas que permiten identificar el complejo MTB
y otras 16 MNT, de relevancia clinica. El GT Mycobacterium ampli-
fica el gen 23SrRNA y existen 3 diferentes formatos. EIl GT MTBC
identifica las subespecies del MTBc, el GT CM identifica MTBc y
13 especies de MNT, y el GT AS identifica 16 especies mas. Aun-
que estos ensayos estan validados para estudio de cepas, es posible
realizarlos en muestra directa con baciloscopia positiva.

Existen también técnicas de hibridacién en fase sélida en poci-
llos (microarrays), que permiten un niimero mayor de sondas, pero

en la actualidad no estan suficientemente desarrollados para su
comercializacién en la clinica.

Estudio de los mecanismos que confieren resistencia

Existen algunos métodos para determinar la sensibilidad de las
micobacterias que son mas rapidos que el tradicional método de
las proporciones, y que estan recomendados por la OMS en aque-
llos lugares que no pueden disponer de la tecnologia necesaria,
como son la observacién microscépica directa de la sensibilidad
a los farmacos (MODS, por su acrénimo en inglés), las pruebas con
indicador colorimétrico redox (CRI) o el ensayo de la nitrato reduc-
tasa (NRA). Sin embargo, el mayor impulso en este campo ha sido,
sin lugar a dudas, el desarrollo de la deteccién de los mecanismos
de resistencia mediante técnicas moleculares recomendadas por la
OMS de manera universal. En esta seccién resumimos los eventos
moleculares que se han seleccionado en la evolucién de las cepas
clinicas de MTB para la adquisicién de resistencias en el curso de
las infecciones y brotes. El mecanismo de resistencia a farmacos
de novo entre los miembros del MTBc se debe a la adquisicién de
mutaciones individuales, a diferencia de otras bacterias en las que
el mecanismo de adquisicién de resistencia es principalmente por
transferencia horizontal de casetes con genes de resistencia. Desde
hace varios afios se esta trabajando para determinar las mutaciones
que causan la resistencia a los fairmacos antituberculosos. La tabla
1 resume las bases genéticas de la resistencia de MTBc frente a los
farmacos de primera y segunda linea.

La rifampicina es un gran bactericida que, ademas de inter-
ferir con la sintesis del ARN por unirse a la subunidad 3 de la
ARN polimerasa, se ha descrito que induce la formacién de radi-
cales hidroxilo en las cepas sensibles, contribuyendo a aumentar
su poder bactericida?®. La resistencia a Rif en mas de un 96% esta
causada por mutaciones en una regiéon de 81-pb del gen rpoB
(RRDR, codones 428 a 456 o 507 a 533 referidos a H37Rv o Esche-
richia coli respectivamente), que codifica la subunidad (3 de la ARN
polimerasa?®. Estas mutaciones en la proteina esencial RpoB pro-
vocarian una reduccién del fitness y se asociarian a una menor
transmisibilidad de la bacteria de un huésped a otro. Sin embargo,
se sugiere que una cepa resistente a Rif puede tener éxito en su
transmision, asi como una concentracién minima inhibitoria (CIM)
alta si es capaz de generar mutaciones compensatorias eficientes
que le permitieran eludir o sortear este coste, lo que explicaria que
algunas cepas MDR se transmiten mejor que otras>?. Casali et al.
encontraron que el 97% de las cepas Beijing que producian los casos
de TB-MDR en la poblacién rusa tenian la mutacién mas frecuente
en rpoB, S450L (S531L referido a E. coli), y tenian mutaciones com-
pensatorias en los genes rpoA o rpoC, o en el propio gen rpoB>!.
Meftahi et al. también lo describen para una cepa MDR Haarlem
responsable de un brote en Tdnez, que tenia una segunda muta-
cién en codén V534M confirmando con pruebas fenotipicas que
esta mutacion compensaba el fitness perdido ademas de aumentar
el nivel de resistencia a Rif*2. Mutaciones en rpoB generalmente se
asocian a resistencia a todas las rifamicinas, incluida la rifabutina,
sin embargo, las mutaciones 514, D516V y S522L se han descrito
asociadas aresistencia a Rif y sensibilidad a rifabutina. Asi mismo se
han encontrado mutaciones en cepas sensibles, por ejemplo 510H,
L511P, D516Y, N518D, H526N y L533P3334, lo que podria causar
errores en las técnicas moleculares si no se consideran. La monorre-
sistencia a Rif es rara, generalmente se asocia a resistencia a INH;
este hecho, junto con el alto rendimiento de su deteccién molecu-
lar, hace que se utilice como un buen marcador de TB-MDR'. La
tabla 2 muestra las mutaciones mas frecuentes y consistentes con
resistencia para los fairmacos de primera linea.

La resistencia de alto nivel a isoniacida se debe principalmente
a mutaciones en el gen catalasa-peroxidasa KatG, que cataliza la
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Farmaco (afio de CIM (pg/ml) Gen Funcién del gen involucrado Mecanismo de accién Frecuencia de
descubrimiento) involucrado mutacion (%)
en resistencia
Isoniazida (1952)* 0,02-0,2 katG, inhA Catalasa-peroxidasa Inhibicién de sintesis de acidos 50-95
micdlicos y otros miltiples
efectos
Enoil ACP reductasa 8-43
Pirazinamida (1952)? 16-100 pncA, rpsA, Nicotinamidasa/pirazinamidasa, Deplecién de membrana 72-99
panD proteina ribosomal S1, aspartato energia; inhibicién de
decarboxylasa trans-translacién; inhibicién
de sintesis de pantotenato
y coenzima A
Rifampicina (1966)? 0,05-1 rpoB Subunidad B de ARN polimerasa Inhibicién de sintesis de ARN 95
Etambutol (1961)? 1-5 embB, ubiA Arabinosil transferasa, Inhibicién de sintesis 47-65
decaprenilfosforil-5-fosforibosa sintasa de arabinogalactano
Estreptomicina (1943)? 2-8 rpsL, rrs, gidB Proteina ribosomal S12 Inhibicién de sintesis proteica 52-59
16S ARNr 8-21
Amicacina/kanamicina 2-4 17, eis, whiB7 16S ARNr, aminoglicésido Inhibicién de sintesis proteica 76
(1957)° acetiltransferasa, regulador
transcripcional
Capreomicina (1960)° 2-4 7S, tlyA 16S ARNr, 20-O-metiltransferasa Inhibicién de sintesis proteica 85
Quinolonas (1963)" 0,5-2,5 gyrA, gyrB Subunidad A de ADN girasa, subunidad Inhibicién de sintesis de ADN 75-94
B de ADN girasa
Etionamida (1956)" 2,5-10 etaA/ethA Flavin monooxigenasa Inhibicién de sintesis de acidos 37
ethR Represor transcripcional micdlicos 56
inhA Enoil ACP reductasa
PAS (1946) 1-8 thyA Timidilato sintetasa Inhibicién de acido félico y 37
dfrA Dihidrofolato reductasa metabolismo de nucleétido
folC Dihidrofolato sintetasa timina
ribD Enzima en biosintesis riboflavina
Cicloserina (1955)° 10-40 alr Alanina racimasa Inhibicién de sintesis de Desconocido
peptidoglicano de la pared
celular
ddl D-alanina-D-alanina ligasa
cycA Probable transportadora de D-serina |

alanina / glicina

ACP: proteina transportadora de acilo; CIM: concentracién minima inhibitoria; PAS: acido para-aminosalicilico.

Fuente: Zhang y Yew?’.
2 Farmacos de primera linea.
b Fiarmacos de segunda linea.

Tabla 2
Resistencia a firmacos de primera linea

Farmaco Nom. gen Codoén afectado

Isoniazida katG Ser315Thr/Asn/lle/Gly
Trp300Gly

Thr275Pro

-15c-t

-8t-a/t-c

Ser94Ala

Val170Phe

GIn432Leu
Asp435Tyr/Gly/Val
His445Tyr/Asn/Asp/Pro/Arg
Ser450Leu/Trp

Leu452Pro

1le491Phe

Mas de 100 posiciones diferentes
incluida la regién promotora
Met306Val/Leu/Thr/Ile
Gly406Ser/Cys/Ala/asp
Gln497Arg

Lys43Arg

Lys88Arg

fabG1

inhA

Rifampicina rpoB

Pirazinamida pncA

Etambutol embB

Estreptomicina rpsL

En negrita se sefialan las mutaciones que se presentan con mayor frecuencia aso-
ciadas a la resistencia del correspondiente farmaco.

oxidacién del profirmaco a su forma activa®’. La resistencia de bajo
nivel se asocia con mutaciones en el gen inhA, que codifica una
enoil-acil-portador-proteina reductasa NADH-dependiente, diana
del fairmaco, involucrada en la sintesis de acidos micélicos®6. Se
han descrito otros genes relacionados con la resistencia a INH, como

ahpC, y mutaciones que podrian ser compensatorias a la pérdida de
la actividad catalasa®’.

La pirazinamida (PZ) es un importante farmaco esterilizante que
acorta la terapia de la TB. Sin embargo, el mecanismo de accién
de la PZ es poco conocido. El acido pirazinoico, principio activo
de la PZ, altera la energia de la membrana e inhibe la funcién de
transporte de la membrana en MTB. La actividad preferencial de
la PZ frente a bacilos en estado no replicativo se correlaciona con
su bajo potencial de membrana y la disrupcién del potencial de
membrana por el acido pirazinoico y el pH acido®®. Mutaciones
a lo largo del gen pncA se han descrito como causa de resistencia
a PZ. M. bovis se caracteriza por una mutacién en el aminoacido
57 del gen pncA, que ademas le convierte en resistente a PZ de
forma natural. También podrian estar involucrados el gen rpsA en
casos de bajo nivel de resistencia y panD. De hecho, Mycobacterium
canettii presenta una mutacién en panD que parece ser le confiere
resistencia intrinseca a PZ%’.

El etambutol (EMB) interfiere con la sintesis del arabinogalac-
tano de la pared celular. Tiene como diana la enzima arabinosil
transferasa, y mutaciones en el operén que la codifica embCAB pue-
den causar resistencia a EMB. La mutacién mas frecuente se da en
el codén 306 de embB, llegando hasta el 68% de los casos>®.

Entre los aminoglucésidos utilizados se encuentran SM, AK, KM
y CPM. La SM inhibe la sintesis proteica uniéndose a la subunidad
ribosomal 30S y causando asi alteraciones en la lectura del ARN
mensajero. La resistencia estd causada por mutaciones en el gen
rpsL que codifica parala proteina 12Sy en rrs que codifica para ARNr
16S, que suponen el 50 y el 20% de las resistencias a SM respecti-
vamente. Se han descrito mutaciones en gidB en cepas resistentes
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Tabla 3

Mecanismos de resistencia de los nuevos farmacos o agentes propuestos frente a Mycobacterium tuberculosis

Farmaco (afio de
descubrimiento)

CIM pg/ml Gen
involucrado en
la resistencia

Funcién del gen

Mecanismo de accién

Delamanid 0,006-0,012 ddn Nitrorreductasa dependiente de Inhibicién de sintesis de dcidos micélicos,
(OPC-67683) (2006) fdg1 deazaflavin, G6P deshidrogenasa produccion de especies de nitrégeno reactivo
dependiente de F420
Bedaquilina (TMC207) 0,06-0,12 atpE Inhibe la enzima F1FO0 protén Inhibicién de produccién de ATP
(2005) rv0678 sintetasa Aumento de la expresién de bomba de eflujo
Represor transcripcién del
transportador MmpL5
SQ109 (2005) 0,5 mmpL3 Transportador de membrana Inhibicién de sintesis de dcidos micélicos
Clofazimina (1956) 0,1-0,25 rv0678 Represor transcripcién del Aumento de la expresion de bomba de eflujo,
transportador MmpL5 produccién especies reactivas del oxigeno,
inhibicién de produccién energia, disrupciéon
membrana
Linezolid (1996) 0,25-0,5 rm 23SrRNA Inhibicién de sintesis proteica

ATP: adenosin trifosfato; CIM: concentracién minima inhibitoria.
Fuente: Zhang y Yew?’.

a SM y se ha visto resistencia cruzada con SM y KM en la regién
promotora de whyB7. Mutaciones en la posicién 1400 de r7s se han
descrito como causantes de resistencia a KM y AK. Mutaciones en
la regién promotora de eis causan bajo nivel de resistencia a KM
pero no a AK?’. Mutaciones en tlyA y en rrs (A1401G y G1484T)
estan relacionadas con resistencia a CPM y KM. Miltiples mutacio-
nes pueden darse en el gen rrs y producir resistencia entre estos
farmacos.

El mecanismo de accién de las fluoroquinolonas es la inhibicion
de la topoisomerasa Il (ADN girasa), codificada por los genes gyrAy
gyrB. Mutaciones en el gen gyrA, con mayor frecuencia en los codo-
nes 94, 90 y 88, estan asociadas a resistencia. Mutaciones en gyrB
pueden dar resistencia de bajo nivel, y mutaciones dobles en gyrAy
gyrB pueden dar un mayor nivel de resistencia. Un hallazgo intere-
sante es que la concurrencia de 2 mutaciones T80A y A90G en gyrA
hacen a la cepa hipersensible a la mayoria de quinolonas*°, lo que
puede hacer mas complejo el estudio de estas resistencias*!.

La cicloserina actia inhibiendo la sintesis del peptidoglicano de
la pared celular, si bien los mecanismos de resistencia todavia no
estan bien definidos.

El acido para-aminosalicilico tiene un mecanismo de accién no
bien conocido, que podria interferir con la biosintesis del acido
félico. Se han descrito mutaciones en los genes thyA en el 40% de
los casos y también en los genes folCy dfrA*2.

Entre los nuevos farmacos propuestos para el tratamiento de
TB, la bedaquilina inhibe la adenosin trifosfato (ATP) sintasa, siendo
activa frente a poblacién en crecimiento y no crecimiento. En el
modelo de raton, parece tener efecto sinérgico con la PZ. Las resis-
tencias que se han descrito estarian en la atpE y en el gen Rv0678
que sobreexpresaria la bomba de eflujo MmpL5 provocando resis-
tencia cruzada de clofacimina y bedaquilina. El delamanid inhibe
la sintesis de acidos micélicos, debe ser activado por una enzima
nitrorreductasa, Ddn, y tiene actividad frente a los bacilos en estado
no replicativo. Se ha asociado su resistencia a mutaciones en los
genes fgd1, ddn, fbiA, fbiB y fbiC. Las oxazolidonas, y entre ellas
el linezolid, inhiben la sintesis proteica uniéndose a la subunidad
50S del ribosoma y la resistencia se asocia principalmente a muta-
ciones en el gen 23SrRNA. SQ109 es un analogo del EMB pero con
un mecanismo de accién diferente, que tiene como diana la pro-
teina MmpL3, imposibilitando la sintesis de dcidos micélicos de la
pared celular. Mutaciones en el gen mmpL3 se han asociado con
resistencia a SQ10927 (tabla 3).

Existen varias bases de datos de libre acceso que recopilan
los polimorfismos asociados a resistencia a farmacos de pri-
mera y segunda linea, como son https://tbdreamdb.ki.se/Info/*3 y
https://umr5558-bibiserv.univ-lyon1.fr/mubii/mubii-select.cgi.

Deteccion rapida de los genes implicados en resistencia

Los métodos de deteccién son de 2 tipos fundamentalmente, los
basados en amplificacién mediante PCR e hibridacién en fase sélida,
y los basados en PCR a tiempo real.

Hibridaciéon en fase sélida. Como ya mencionamos en la iden-
tificacion de muestra directa, hay 2 pruebas disponibles, el
INNO-LIPA1 Rif.TB y el Genotype, del que tenemos 3 versiones:
MTBDRplus, MTBDRsl y NTM-DR**. El INNO-LIPA consta de 10 son-
das en su tira, una de ellas identifica MTBc, 5 ponen de manifiesto
regiones especificas del gen rpoB presentes en las cepas sensibles,
y 4 detectan las mutaciones. Tiene una sensibilidad muy alta en
cultivos, y, como siempre, menor en muestra directa. Las mutacio-
nes que se pueden poner de manifiesto cubren aproximadamente
el 95% de las resistencias confirmadas por antibiograma, y sirve
como marcador de multirresistencia (TB-MDR)*> ya que la resisten-
cia aislada a Rif es bastante rara (alrededor de un 5%). El MTBDRplus
es similar al anterior, pero también detecta la resistencia a INH
mediante el estudio de los genes inhA (que codifica resistencia de
bajo nivel) y katG (que codifica resistencia de alto nivel). Tiene,
al igual que antes, sondas para las regiones salvajes (sensibles) y
sus correspondientes mutaciones, cubriendo el 80-85% de las resis-
tencias a INH. Esta recomendado por la OMS desde el afio 2008 y
puede realizarse tanto sobre muestra directa como sobre cultivo,
con magnifica sensibilidad y especificidad.

De mas reciente aparicién son el MTBDRsI, que busca detectar
resistencias a fairmacos de segunda linea como CP, AK y KM (gen
rrs), fluoroquinolonas (gen gyrA) y a EMB (gen embB), con buena
sensibilidad para quinolonas, algo peor para aminoglucésidos y
mas baja atin para EMB. Existe una segunda version que incluye
el estudio del gen eis (que mejora el rendimiento de la KM, aunque
empeora la especificidad de los inyectables), y el del gen gyrB para
las quinolonas, desapareciendo el EMB.

El NTM-DR identifica algunas especies de MNT (M. avium, M.
intracellulare, Mycobacterium quimaera, Mycobacterium chelonae y
Mpycobacterium abscessus) y detecta mutaciones en los genes r17s
para aminoglucésidos, y rrl para macrélidos, asi como la presencia
del gen erm en M. abscessus (resistencia inducible a macrélidos).

PCR a tiempo real. Como ya se ha comentado, la PCR a tiempo real
tiene grandes ventajas, por lo que también esta irrumpiendo en la
deteccion de resistencias de las micobacterias. Ya hemos visto que
el test Anyplex plus MTB/NTM/DR-TB, en un segundo paso, una vez
que ha resultado positivo para MTB, puede detectar mutaciones de
resistencia. En concreto estudia 4 mutaciones para el gen katGy 3
para el inhA (resistencia a INH), 18 mutaciones del gen rpoB (resis-
tencia a Rif), 7 mutaciones del gyrA (quinolonas) y 6 mutaciones
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para farmacos inyectables (3 para el gen rrs y 3 para el promotor
eis). Su sensibilidad y especificidad ha sido recientemente compa-
rada en cultivos con MTBDRplus y MTBDRsl siendo equiparable,
salvo para aminoglucésidos, que ha sido ligeramente superior?®,
El Abbott RealTime MTB RIF/INH también detecta las resistencias
mediadas por los mismos genes (katG e inhA para INH y rpoB para
Rif) con muy buena sensibilidad y especificidad, habiendo recibido
recientemente el marcado CE-IVD.

Por Gltimo hay que mencionar el Xpert MTB/RIF, que como
vimos ha sido recomendado por la OMS en 2010. Estudia las muta-
ciones del gen rpoB, y segin la revisiéon Cochrane?’ tiene una
sensibilidad acumulada del 95% y una especificidad del 98%. Su
rapidez y extrema sencillez, al estar todo el proceso integrado
en un cartucho que no requiere manipulacién, hace que sea muy
atractivo, habiendo sido impulsado por la OMS como herramienta
para diagnosticar rapidamente tanto la enfermedad como las cepas
resistentes en las zonas con altas tasas de ambas. Gracias a un
acuerdo comercial con los paises con bajos ingresos (la mayoria de
los que tienen esas altas incidencias), se dispensa a un precio redu-
cido, habiéndose distribuido millones de cartuchos. En los paises
desarrollados, el mayor inconveniente es el precio, aunque en un
estudio muy reciente se expone que su uso en todos los pacientes
resulta coste-efectivo®®.

La secuenciacién del genoma completo (WGS) de MTB para la
deteccién de resistencia a los farmacos antituberculosos de primera
y segunda linea se ha utilizado ya en distintas ocasiones. En una
revision reciente sobre el tema, se ha determinado la sensibilidad,
la especificidad, el valor predictivo positivo y el valor predictivo
negativo de WGS utilizando los métodos de ensayo de sensibilidad
a farmacos fenotipicos como patrén de referencia. Concluyendo,
WGS puede considerarse una alternativa prometedora a los méto-
dos de ensayo de sensibilidad fenotipica y molecular existentes
paraRife INH en espera de la estandarizacién de los procedimientos
analiticos*®. También recientemente se ha publicado una biblioteca
con 1.325 polimorfismos basados en la secuenciacién genémica que
serian predictivos de resistencia a AM, CP, EMB, etionamida, INH,
KM, moxifloxacino, ofloxacina, PZ, Rif y estreptomicina®°.
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