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1882. Roberto Koch
Mycobacterium tuberculosis

1890-91. La tuberculina como
herramienta diagnóstica (un éxito)
y como remedio (un fracaso)

1921. Vacuna atenuada
de BCG

1943. Estreptomicina (Waksman)
1951. Isoniacida

1972. Rifampicina

1990
TBMDR

1993. La OMS declara la TB
una emergencia global

2006-2009
TB-XDR

1998. Secuencia
del Genoma de
M. tuberculosis

1900. 12% de todas
las muertes son
debidas a MTB.

Actualmente

•9 millones casos nuevos de TB

• 1.5 millones de muertes al año

• 13% coinfectados con HIV/MTB

• 480,000 Casos de TB-MR (9%XDR).

• 58%  de los casos Dx (Xpert MTB/RIF)

La mayoría de los adultos en
Ciudades Europeas están
infectados

2010
“Xpert MTB/RIF

2005. secuenciación
de nva generación

2010-2015
“NGS for M.

tuberculosis DST”



Situación de la TBMFR
a fármacos anti-TB

Situación de la TBMFR
a fármacos anti-TB

TBMFR es la resistencia simultanea de una
población micobacteriana a INH y RIF

TBMFR esta presente en casi todo el mundo
pero es más grave en Europa Oriental, China,
Asia Central y algunos países de Latinoamérica

La situación es aún desconocida en muchos
países del mundo

Se estiman 480,000 casos de TBMFR
anualmente (9% XDR)

Las tasas más altas corresponden a la India,
Rusia y China

Se considera que la tercera parte de la
población mundial esta infectada con TB; se
estima que 9 millones de personas
desarrollaron TB y 1.5 murieron.

WHO. GLOBAL REPORT. 2014

Porcentaje de nuevos casos de TBMDR



Países que reportan casos de
TB-XDR

Países que reportan casos de
TB-XDR

WHO. GLOBAL REPORT. 2014



No existen genes
de

multirresistencia!!

La
multirresistencia
se adquiere de

manera secuencial

Fenómeno
mediado por el

proceso:
MUTACION-
SELECCIÓN

Amplificado  por la
mano del hombre

(al dar un mal
tratamiento)

Resistencia en tuberculosisResistencia en tuberculosis

Tratamiento
inadecuado o
incompleto

Adición de un
solo agente a
un régimen

que ya
fracasó

Retraso del
inicio de

tratamiento

Inadecuada
adherencia al
tratamiento



Adaptado de: Palomino J C, et al. Tuberculosis 2007 y Parsons L M, et al. Infect Dis Clin of North America. 1997; 11 (4):908-910.

Dianas de los Fármacos anti-TB de
primera y segunda línea

Dianas de los Fármacos anti-TB de
primera y segunda línea

Mycobacterium
tuberculosis

Inhibe la síntesis
de la pared celular

(Ác. micólicos)

Actúa en medio ácido. Inhibe
la biosíntesis de  nucleótidos,

ATP y membrana celular?

Inhibe la síntesis de
la pared celular

(arabinogalactano)

ETAMBUTOL
embA, embC y embB

ETAMBUTOL
embA, embC y embB

RIFAMPICINA
rpoβ

RIFAMPICINA
rpoβ

ISONIAZIDA
katG, inhA, ahpC, kasA

ISONIAZIDA
katG, inhA, ahpC, kasA

PIRAZINAMIDA
pncA

PIRAZINAMIDA
pncA

Inhibe la traducción
del  mRNA

ESTREPTOMICINA
rrs y rpsL

ESTREPTOMICINA
rrs y rpsL

Arabinoga-
lactano

Porina

Lípidos
Externos

Ác. Micólicos

Inhibe la síntesis de
proteínas (actúa en
codones) y sobre el

mRNA

AMINOGLUCÓSIDOS
(rrs, tlyA)

AMINOGLUCÓSIDOS
(rrs, tlyA)

FLUOROQUINOLONAS (gyrA)FLUOROQUINOLONAS (gyrA)

Inhibe a la DNA-girasa
(efecto sobre la replicación

del cromosoma)

Inhibe la elongación
del mRNA

Nature 406, 2000



Pruebas fenotípicas Pruebas genotípicas

Proporciones “Gold standard”: LJ,
7H10, 7H11

InnoLiPA Rif TB®

MGTI 960 BD® GenoType MTBDRplus® , MTBDRsl®

Nitrato Reductasa (NRA) GeneXpert®

Capa delgada (TL-7H11) Secuenciación de genes de resistencia

MODS Otros:

Métodos colorimétricos tipo Redox Secuenciación del genoma completo (WGS)

Técnicas bacteriológicas para determinar
sensibilidad a fármacos 1ra y 2da línea

Técnicas bacteriológicas para determinar
sensibilidad a fármacos 1ra y 2da línea



Estándares de laboratorioEstándares de laboratorio

buenas
prácticas de
laboratorio

Procedimientos
estándares de
operación

Planes y
procedimientos
de respuesta a
emergencias

Estándares de
laboratorio

Controles
Administrativos

Controles
Administrativos

Controles
de

ingeniería

Controles
de

ingeniería

EPPEPP

PO´s de
manejo de

RPBI

PO´s de
manejo de

RPBI

Estándares
adecuados de
seguridad en
el laboratorio

Estándares
adecuados de
seguridad en
el laboratorio

Requisitos para la
implementación Infraestructura:

• Contención
• Aseguramiento de la calidad
• Capacidad para adquirir
experiencia



Desempeño
Experiencia
Desempeño
Experiencia

Enfoque sistemático de
implementación de PFS
Enfoque sistemático de
implementación de PFS

INH y RIF

Paso1

ETB STR, PZ

Paso 2

KM, AM, CPM, OFLOX, LEV

Paso 3

• Técnica
• Carga de

trabajo

Desempeño
de PFS

100-200
PFS/año
100-200
PFS/año Centralizar

INDREINDRE

LESPLESP

Primera líneaPrimera línea

Segunda líneaSegunda línea



Aseguramiento de la CalidadAseguramiento de la Calidad

El CC del Dx por laboratorio en la TBMDR Y TBXDR es crucial; se debe asegurar la exactitud,
confiabilidad y reproducibilidad de las PFS

El CC del Dx por laboratorio en la TBMDR Y TBXDR es crucial; se debe asegurar la exactitud,
confiabilidad y reproducibilidad de las PFS

TB SUPRANATIONAL REFERENCE LABORATORY NETWORK (SRLN 34)TB SUPRANATIONAL REFERENCE LABORATORY NETWORK (SRLN 34)



La SRLN asegura los estándares de las PFS por un sistema de aseguramiento externo
de la calidad que consiste:

Una visita inicial al laboratorio
Pruebas de desempeño
Revisión periódica de aislados

Las PFS deberán realizarse en un número limitado de laboratorios equipados, con
experiencia; los cuales participen  en un sistema de control de calidad.

Como mínimo los laboratorios que realizan PFS, deben identificar correctamente la
resistencia a INH y RIF sobre un 90% en dos de tres paneles de control de calidad de la
OMS.



Método de las Proporciones en LJ y sus variantes Medios semi-sintéticos

Middlebrook  7H10 y 7H11
Resultados : 4-6 semanas

MGIT 960: fármacos de 1 y 2da  línea
Resultados: 8-15 días

Dr. Armando Mtz. 2003 ®

www.stoptb.org

Medio líquido vs medio sólido
Ventajas:

• Mas rápido

•Alta calidad del medio

• Sistema totalmente automatizado

• PDS de 1ra, 2da, y nuevas drogas

• Bioseguridad: Tubos de plástico

Desventajas:
• Costo

• Alto índice de contaminación

• Dependencia a una compañía

Técnicas bacteriológicas convencionales
de sensibilidad a fármacos 1ra y 2da línea
Técnicas bacteriológicas convencionales

de sensibilidad a fármacos 1ra y 2da línea



Sencillas y económicas

Son pruebas que detectan la resistencia a INH y
RIF en tiempos cortos (7-21 días)

Se hacen en forma directa, es decir, a partir del
esputo, sin necesidad de esperar el resultado del
cultivo.

Facilitan oportunamente la elección de un mejor
esquema de tratamiento al diagnosticar o
descartar la TB MDR en forma anticipada

Pruebas rápidas fenotípicas
no convencionales

Pruebas rápidas fenotípicas
no convencionales



La nitrato reductasa es una enzima presente en M. tuberculosis. Es la
encargada de reducir el nitrato (NO3) a nitrito (NO2)

La nitrato reductasa es una alternativa para la realización de PFS a partir de
muestras y aislamientos clínicos. La detección de nitrito se emplea como
indicador de viabilidad celular, luego de la exposición de M. tuberculosis a
los fármacos anti-tuberculosos.

Detección sensible de una pequeña cantidad de bioproducto metabólico,
mejora el tiempo de respuesta

Griess: NITRATO REDUCTASAGriess: NITRATO REDUCTASA

www.stoptb.org



PRUEBA DE NITRATO-REDUCTASA (MNR)

Tubo control     Cepa sensible    Cepa resistente
de crecimiento            a R                    a H
(día 10)

Ventajas

Alta precisión, igual a la del

método de referencia, para investigar

la actividad de INH y RIF.

Produce resultados en 10 días a

partir de un cultivo positivo, y en 14

días a partir de una muestra de

esputo con Bk +.



• Morfología de micro colonias en agar 7H11: identificación de TB por su
morfología colonial

• Rápido, Barato

• Detecta  mas del 60% de muestras positivas en los primeros 10 días y mas del
80 % después de 2 semanas comparado con el 10 % en medio LJ.

• No comercial, Requiere entrenamiento importante y equipo

Capa delgada (TL7H11)Capa delgada (TL7H11)

www.tbevidence.org



Microscopía de luz invertida (MODS)Microscopía de luz invertida (MODS)

Microcultivo en medio líquido
(Midllebrook 7H9) en placa.
Determina el crecimiento micobacteriano
temprano en los pozos de la placa.

Sensibilidad del MODS >al medio LJ
(alrededor del 50%), < que el MGIT 960

Que se observa: El aspecto de cuerda
cuando los bacilos proliferan
(característico de MTB).

Los complejos M. avium- intracellulare y
M. kansasii son diferenciados de MTB, ya
que no adquieren en su crecimiento el
aspecto de cuerda.

Microcultivo en medio líquido
(Midllebrook 7H9) en placa.
Determina el crecimiento micobacteriano
temprano en los pozos de la placa.

Sensibilidad del MODS >al medio LJ
(alrededor del 50%), < que el MGIT 960

Que se observa: El aspecto de cuerda
cuando los bacilos proliferan
(característico de MTB).

Los complejos M. avium- intracellulare y
M. kansasii son diferenciados de MTB, ya
que no adquieren en su crecimiento el
aspecto de cuerda.

M. tuberculosis. Aumento 100x

www.tbevidence.org



MODSMODS

• MODS se usa para el diagnóstico de TB y de TB-
MDR (sensibilidad a INH y RIF) en muestras de
esputo con Bk positiva o negativa.

• Resultados entre 7 y 21 días
• Comercial, Requiere entrenamiento importante y

equipo

www.stoptb.org

PERMITE UN DIAGNÓSTICO DE TBMDR EN MENOR TIEMPO



Alamar azul (MABA). Primero en usarse para determinar FR en Mtb.

El reactivo es azul en su forma oxidada y cambia a rosa cuando se reduce.

MTT. (sales 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-bromuro de difenil tetrazolio).

Compuesto amarillo, que al reducirse metabólicamente por las micobacterias produce
cristales insolubles de formazán de color purpura.

Resarzurina (REMA). Componente principal del alamar azul.

Alamar azul (MABA). Primero en usarse para determinar FR en Mtb.

El reactivo es azul en su forma oxidada y cambia a rosa cuando se reduce.

MTT. (sales 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-bromuro de difenil tetrazolio).

Compuesto amarillo, que al reducirse metabólicamente por las micobacterias produce
cristales insolubles de formazán de color purpura.

Resarzurina (REMA). Componente principal del alamar azul. STR   INH  RIF  EMB RIB ETM  KM    AM   CS   OFX  CLA
CLO

R               S

Métodos colorimétricosMétodos colorimétricos

www.stoptb.org

Ventajas

•Buena reproducibilidad para INH y RIF

•Sensibilidad y especificidad del 98 %

•Resultados en 10 días.

•Lectura es directa

•Diferentes concentraciones de fármaco

•PDS de 1ra, 2da, y nuevas drogas.

Desventajas

•Infraestructura

•Personal entrenado

•Bioseguridad



Diagnóstico molecularDiagnóstico molecular

WHO Global plan (2006-2015):Desarrollo y uso de nuevas tecnologías para adoptar en países
con recursos limitados

GenoType MTBDRplus, InnoLiPA Rif.TB
•Hibridación inversa, colorimétrica
•Resultados en 6-7 h
•Flexibilidad (# pbas/tira: 30-40)
• Habilidad Técnica: Necesaria

Xpert MTB/RIF
•PCRtr Integrado/automatizado
•Resultados en 2h
•Sistema cerrado (limitada # pbas)
• Habilidad Técnica: Ninguna

LiPA’s= Line Probe Assay

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multidrug resistant tuberculosis . WHO. 2008



Genes asociados a resistenciaGenes asociados a resistencia

Los métodos genotípicos para PFS se basan en la detección de mutaciones en genes
asociados a resistencia de un microorganismo

Pr
im

er
a 

lín
ea

Se
gu

nd
a 

lín
ea

Ahmad & Mokaddas 2014



Descontaminación,
~1 h

Extracción
DNA, ~1 h

Amplificación
(PCR), ~3 h

Hibridación,
~2 h

Interpretación y
reporte de
resultados

Sistema Genotype (LiPA’s)Sistema Genotype (LiPA’s)

GenoType MTBDRplus

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multidrug resistant tuberculosis . WHO. 2008

Se pueden aplicar en muestras clínicas
pulmonares (BK +) o a partir de cultivos
Se pueden aplicar en muestras clínicas
pulmonares (BK +) o a partir de cultivos



cod. 315 gene katG
nt -8,-15,-16 gene inhA

Inno-LiPA Rif.TB

Morgan M et al 2005. BMC Infect Dis 5:62
Ling DI et al 2008. Eur Respir J 32:1165-1174

GenoType MTBDRplusGenoType MTBDRplus

Desempeño de las LPA´sDesempeño de las LPA´s

Ling DI et al 2008. Eur Respir J 32:1165-1174

Rifampicina Isoniazida

Sensibilidad 95-98%
Especificidad 98-100%

Gen Hot-spot rpoB

Sensibilidad 95-99%
Especificidad 97-100%

Muestras clínicas
Sensibilidad 95-99%
Especificidad 97-99%

Sensibilidad 82-93%
Especificidad 95-100%

Muestras clínicas
Sensibilidad 72-92%
Especificidad 96-99%

El GenoType MDTBDR tiene excelente exactitud para identificar resistencia a RIF (aislados y muestras clínicas).
No obstante la especificidad es excelente para INH, pero la sensibilidad encontrada fue variable y modesta



GenoType MTBDRplus
Interpretación de resultados

GenoType MTBDRplus
Interpretación de resultados

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multidrug resistant tuberculosis . WHO. 2008



• Pueden realizarse a partir de un aislamiento o muestra pulmonar BK (+)

• Se recomienda el uso de pruebas comerciales

• Es una prueba cara (inversión inicial alta) y necesita un laboratorio con

infraestructura y personal entrenado para su implementación

• No reemplaza al cultivo convencional ni a las PFS

• El cultivo se necesita para las muestras BK (-) y las PFS de segunda línea

• El tiempo de emisión de resultado es de 6 a hrs a 2 días

MOLECULAR LINE PROBE ASSAYS FOR RAPID SCREENING OF
PATIENTS AT RISK OF MULTIDRUG-RESISTANT TUBERCULOSIS

(MDR-TB)

Recomendaciones WHORecomendaciones WHO

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multidrug resistant tuberculosis . WHO. 2008



Se
gu

nd
a 

lín
ea

Ahmad & Mokaddas 2014

Genes asociados a resistenciaGenes asociados a resistencia



GenoType MTBDRslGenoType MTBDRsl



Recomendaciones WHO Genotype MTBDRslRecomendaciones WHO Genotype MTBDRsl

EXPERT GROUP MEETING REPORT GENEVA: FEBRUARY 2013

Recomendaciones del Grupo de expertos

Genotype MTBDRsl no debe reemplazar las pbas fenotípicas convencionales de segunda línea

Recomendación fuerte - Muy baja calidad de la evidencia científica.
Observaciones:

1. Puede ser utilizado como pba rápida de TB XDR, pero no puede ser utilizado con fines de vigilancia

epidemiológica.

2. La resistencia cruzada entre los inyectables de 2da línea es incompleta. Los valores de sensibilidad fueron

heterogéneos para detección de Km en los estudios evaluados (ensayo insuficiente).

3. No puede ser utilizada para identificar fármacos individuales que se usarán en el tratamiento.

4. Puede ser utilizada para tomar precauciones en el control de infecciones  previo confirmación a la pba

fenotípica convencional.



Ventajas:

•Método comercial de precisión

•Resultados rápidos (hrs)

•Alta especificidad y sensibilidad

para primera línea

• Contienen controles internos

que las hace pruebas muy

robustas

Pruebas MolecularesPruebas Moleculares

Desventajas:
• Costo

• Equipamiento

• Personal capacitado (interpretación de

resultados)

• Infraestructura (control de amplicones)

• Bioseguridad



Xpert MTB/RIFXpert MTB/RIF

http://www.finddiagnostics.org/



GeneXpert MTB/RIFqPCR
semianidada

GeneXpert MTB/RIFqPCR
semianidada

Hot-spot del gen rpoB (RRDR)

sonda

Ejemplo: BHQ (Black
Hole Quenchers) tallo

Ejemplo: Cy3 (Cyanine 3)

Molecular beacon (baliza molecular )

Secuencia blanco

5´

3´

Oligobalizas para detectar mutaciones
en la RRDR (core)

Fragmento del gen rpoB específico del CMTB

Región core
1ro

2do

5´ 3´

Emisión de fluorescencia



Secuenciación del genoma
completo (WGS)

Secuenciación del genoma
completo (WGS)

Davies, cellpress 2015 Köser, WGS Susceptibility Testing MTB. NEJMC 2015

Secuenciación de un genoma bacteriano en
menos de 1 día con costo de $1320 por
aislamiento bacteriano.

Relevante en control de infecciones y salud
pública.

Datos genómicos pueden usarse para:

• Identificar micobacterias y su relación con
otros mo. aislados de personas en el mismo
hospital o de la comunidad (Análisis de
brotes y patrones de transmisión)

• Tasa de mutación: Rastrear brotes futuros y
calcular cuándo, y a través de que individuo
se originaron para contener la propagación
de cepas MDR, preXDR y XDR

• Identificar los organismos resistentes a
múltiples fármacos para optimizar el Tx



Luchando contra una vieja enfermedad con la
secuenciación de nueva generación (NGS)

Luchando contra una vieja enfermedad con la
secuenciación de nueva generación (NGS)

Eldhol V. et al, Nature communications  2015



Plataformas automáticas o semi automáticas
con o sin integración de análisis de AN de TB
Plataformas automáticas o semi automáticas
con o sin integración de análisis de AN de TB

Sólo el Xpert® MTB / RIF dentro de este grupo ha recibido la aprobación de la OMS

TUBERCULOSIS. Diagnostics Technology and Market Landscape. WHO 2014



Dr. José Armando Martínez Guarneros
Responsable de las pruebas

de susceptibilidad de segunda línea
Laboratorio de Micobacterias del InDRE

armando.martinez@salud.gob.mx

“Año 2015… sumemos esfuerzos para encontrar,
tratar y curar a todos los enfermos de tuberculosis”

“Año 2015… sumemos esfuerzos para encontrar,
tratar y curar a todos los enfermos de tuberculosis”

GRACIAS…GRACIAS…


