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PFS: métodos%

•  Permite detectar la resistencia a una droga sin considerar el 
mecanismo o la base molecular ( cómo se expresa). 

•   Se inocula una suspensión bacilar en un medio con  fármacos 
antituberculosis para detectar  crecimiento (resistencia ) o inhibición 
de crecimiento(sensibilidad). 

•  Identifican mutaciones moleculares asociadas con resistencia a 
una droga individual. 

Framework for Implementing New Tuberculosis Diagnostics. World Health Organization. July 2010 

Fenotípicos  

Genotípicos  
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• Directos:  un grupo de medios con y sin 
droga es inoculado directamente a partir de  
una muestra concentrada. 

Métodos Fenotípicos 

Medio sólido o líquido: L.J.,BBL. 

• Indirectos: se realiza a partir de un cultivo puro  que 
creció desde una muestra original. 

Fenotípicos : proporciones, concentración absoluta y tasa de resistencia 

Framework for Implementing New Tuberculosis Diagnostics. World Health Organization. July 2010 

Tiempos de respuesta 
Método de las Proporciones: 42 días 
MGIT: 4 a 13 días.  

PFS: métodos%
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La exactitud de las PFS varía con las drogas probadas 

PFS de primera línea: son más 
precisas  para ISONIACIDA y 

RIFAMPICINA y menos seguras y 
reproducibles para 

estreptomicina, etambutol y 
pirazinamida.  

Fuente: Base de datos LRN de Micobacterias, InDRE. 2012 

PFS de primera línea%
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PFS de segunda línea: se estudio en el método de las 
proporciones en medio sólido y métodos líquidos comerciales.  

El resto de las drogas ( etionamida, protionamida, cicloserina entre 
otras) No son recomendadas como confiables y reproducibles. 

Aminoglucósidos, polipéptidos y fluorquinolonas  son  
confiables y reproducibles permitiendo un diagnóstico seguro 

del paciente  XDR. 

Framework for Implementing New Tuberculosis Diagnostics. World Health Organization. July 2010 

PFS de segunda línea%
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• Infraestructura 
• Bioseguridad   

• Aseguramiento de la calidad 
• Capacidad para adquirir experiencia  

Requisitos para la 
implementación 

Framework for Implementing New Tuberculosis Diagnostics. World Health Organization. July 2010 

PFS de segunda línea%

Amikacina, Kanamicina, Capreomicina  
y Ofloxacina. 
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• Cultivos y PFS no-comerciales son más propensos a errores cuando 
falta estandarización ( variaciones locales en la metodología ).  

• La realización de estos métodos  son dependientes del operador,  de 
las buenas  técnicas microbiológicas , y calidad asegurada y 
sostenida por adecuado entrenamiento. 

Cultivos y PFS comerciales son  más caros que los no 
comerciales (MGIT,INNO-LIPA y XPERT-MTBRIF) 

En ambos métodos debe haber rigurosos protocolos de 
laboratorio, procedimientos operacionales estandarizados y 
mecanismos de control de calidad internos. 

PFS caseras vs comerciales%
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MODS ( Microscopic observation of drug susceptibility) 
Ensayo de susceptibilidad a fármacos mediante observación 
microscópica 
Principio 
La inoculación de una suspensión bacilar en medio líquido con y sin droga ( I y R) 
seguido de la examinación con un microscopio óptico  de luz invertida.  
Puede ser directo o indirecto 

Tiempo de respuesta 
 5 a 21 días 

PFS métodos no comerciales MODS %
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MNR ( Método Nitrato Reductasa) 

Tiempo de respuesta  
Directo: 14  (21 o28 días) 
Indirecto: 7 (10 o 14 días) 
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PFS métodos no comerciales MNR %



CRI (Colorimetric redox indicator) Métodos colorimétricos  

Tiempo de respuesta 
 7 a 14 días 

 Principio 
Se basa en la reducción (viabilidad bacteriana) de un indicador coloreado  agregado 
al medio de cultivo líquido en una placa de microtitulación  despúes de haber  
expuesto in vitro a cepas  M. tuberculosis a drogas anti tb.   Prueba indirecta. 

PFS métodos no comerciales CRI %



%Relacion PFS fenotipicas vs genotípicas 

La resistencia a fármacos  en tuberculosis es un fenómeno natural, el 
tratamiento  inadecuado o inefectivo selecciona al mutante resistente. 

La existencia de polirresistencia se deben a mutaciones en diferentes genes.  
Diferentes regiones de varios genes. 

Cultivos convencionales y Pruebas de Farmacosensibilidad (PFS) son procesos 
lentos. Requieren aislamiento de micobacterias a partir de muestras clinicas, 
identificación y PFS.  

Se estima que  mas del 90% de las cepas resistentes a R también lo son a I 
(TB-MDR ).  



• El gen rpo!  codifica la síntesis de la subunidad ! de la ARN polimerasa. 
• Los sitios más frecuentes de mutación en el gen rpo! son en los codones 
531,526 y 516. Los sitios menos frecuentes  son en los codones 511,516, 518 
y 522.  En total puede haber hasta 50 sitios de mutación.  

Marcadores genéticos de resistencia a 
Rifampicina %

• La mutación  en el gen  rpo!  se asocia a resistencia a R en M.tb. 
• Es una de las resistencias más comunes en algunas comunidades ( 95%). 

Rifampicina  (R ) 

• La R interfiere en la sintesis de ARN porque se une a la subunidad ! de la 
ARN polimerasa bloqueando el alargamiento de la cadena de ARN. 

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013 



• La mutación en el gen katG es el principal mecanismo de resistencia a I ( 50 a 
90%).  
•  El gen katG  codifica la síntesis de la enzima catalasa - peroxidasa.  
• El sitio mas común es katG S315T.  

Marcadores genéticos de resistencia a 
Isoniacida %

Isoniacida ( I ) 

• La I es un pro - fármaco que requiere la activación por medio de  las enzima 
catalasa - peroxidasa del M.tb. Como fármaco ataca múltiples blancos del M. 
tb. Uno de ellos es la enzima InhA ( enoyl-ACP-reductasa) que participa en el 
alargamiento de la cadena de ácidos grasos en la síntesis de acido micólico. 

La mutación en el gen inhA es menos frecuente que la anterior (4 a 83% )  
Resulta en un bajo nivel  de resitencia a I. 

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013 



 Ensayos de amplificación genética con detección automática /
semiautomática 

1.Extracción de los ácidos nucléicos a partir de muestra o cultivo. Dependiendo el 
umbral analitico del metodo puede hacerlo de muestras BK (+)  o (-).   

2. Amplificación de la secuencia diana: sucesivos ciclos de desnaturalización y 
naturalización del ADN. La separación de las cadenas permite que la Taq 
polimerasa forme copias de la zona diana genética en forma exponencial en 
cada ciclo. También se puede amplificar por transcripción inversa. 

3.Detección de los fragmentos amplificados. En PCR caseras  el fragmento 
amplificado se observa  en un gel de agarosa  luego de una electroforesis 
convencional. En las presentaciones comerciales  se pone de manifiesto  de 
manera automatizada, reacción colorimétrica, quimioluminiscencia o emisión de 
fluorescencia. 
I 
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%Line Probe Assay (LIPAs)   

1%Extracción de ADN desde un aislado de M.tb ( cultivo en medio sólido o 
líquido) o muestra. 

 Hibridación reversa los productos de PCR ( amplicón) son hibridizados 
con sondas especificas de oligonucleótidos inmovilizadas en una tira de 
nitrocelulosa desarrollando una reacción de color permitiendo la 
detección  de CMTB así como  la presencia del  tipo salvaje (sensible) y  
de sondas para la mutaciónes de resistencia.  

Interpretación  dependiente del operador ( visual). 

PCR Multiplex ,amplificación de la región que determina resistencia  en el 
gen bajo cuestión con primers biotilonadosB$

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



Región de resistencia a Rifampicina del  
gen rpoC 

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



Ejemplos de interpretación  

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



Droga Sensibilidad  IC95% Especificidad  IC95% 

Rifampicina  98.10% 95.9 a 99.1% 98.70% 97.3 a 99.4% 

Isoniacida 84.30% 78.6 a 89.8%  99.50% 97.5 a 99.9 % 

El GenoType MDTBDR tiene una excelente exactitud para detectar resistencia 
en Rifampicina (aislamientos y muestras  clínicas) . Mientras que la 
especificidad es excelente para Isoniacida, la sensibilidad encontrada fue 
variable y modesta. 

Line Probe Assay (LIPAs)  



Consideraciones para implementar (1) %

.%

• Recolección , almacenamiento y transporte de muestras 
Debe cumplir con los mismo requisitos que el de una muestra para cultivo o PFS. 

• Bioseguridad 
 Gabinete de Bioseguridad  (GBS)  para manejo del material biológico  ( muestra: 
digestión, descontaminación y concentración de la muestra previo a la extracción de 
ADN). 

• Diseño del laboratorio 
Precauciones extremas para reducir el riesgo de contaminación cruzada. Considerar 
cuartos para extracción de ADN, preparación de reactivos para PCR ( pre-
amplificación), PCR e hibridación , e interpretación de resultados ( post amplificación). 
Definir un flujo  de trabajo unidireccional, limpieza meticulosa y acceso restringido. 
Suministro eléctrico permanente. 

• Comercial vs casero 
A la fecha  ningún LIPA casero  ha sido correctamente validado por lo tanto no se 
recomienda su uso. 

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multi-drug resistant tuberculosis (MDR-TB) 



Consideraciones para implementar (2)%

.%• $Calidad de los reactivos y vida útil 
Se debe seguir las indicaciones del fabricante. 
La vida media de Genotype MTBDR plus es de 18 meses.  

• Equipo  
 GBS y centrifuga (muestra).  
Termociclador, plataforma de agitación, baño María,microcentrifugas, y 
consumibles entre otros. 
Incubadoras y sistemas de hibridación automáticas deben ser específicos.  

• RRHH y entrenamiento 
El éxito en la implementación e interpretación de LIPAS es altamente dependiente 
de la habilidad del personal del laboratorio para realizar la prueba y la calidad de 
supervisión.  
Se recomienda personal calificado con experiencia en biología molecular que 
pueda acceder a supervisiones  ( remotas o in situ) 

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multi-drug resistant tuberculosis (MDR-TB) 



Consideraciones finales   

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

• El tiempo de  emisión de resultado es de 6 a hs a 2 días. 

• No reemplaza al cultivo convencional ni a las PFS. El cultivo se 
necesita para las muestras BK (-) y las PFS  de segunda línea. 

•  Es una prueba cara ( inversión inicial alta) y necesita para su 
implementación un laboratorio con  cierta infraestructura y personal 
calificado.  

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multi-drug resistant tuberculosis (MDR-TB) 



•  Los genes gyrA y gyrB  codifican las sub-unidades A y B de la enzima ADN 
girasa  . 

•  La mutación del gen  gyrA  es más común que la del gyrB . 

• La frecuencia de  estas mutaciones  en las cepas de  M. tb  resistentes a 
fluorquinolonas están presentes en un rango de 43 a 94%.  

• En el M.tb las FQs actúan en la enzima ADN girasa inihibiendo la síntesis de 
ADN.      

Marcadores genéticos de resistencia a fármacos 
de segunda línea (1) %

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013 

Fluorquinolonas ( FQs) 



Marcadores genéticos de resistencia a 
fármacos de segunda línea (2) %

Aminoglucósidos  
Kanamicina (Km) Amikacina (Am) 

El gen rrs  codifica al  16S rARN  que participan en la síntesis de proteína. 

La  Km y la Am son aminoglucosidos que inhiben la síntesis de proteínas, 
y el sitio de acción para ambos son en el 16S rARN. 

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013 

Estreptomicina (S) • Mutaciones  asociadas en el gen rrs y en el gen rpsL. 
• El gen rpsL codifica la proteina S12. 
• La mutación en el gen rpsL  representa aproximadamente el 50%  de la 
resistencia a S y la mutación en el gen rrs el 20%.  
• S inhibe la síntesis proteica  en el M.tb  por unión a la subunidad 30S 
ribosomal ( específicamente  en las proteínas S12 y 16S rARN  )  resultando 
en una mala lectura  del mARN durante la traducción.  



Marcadores genéticos de resistencia a fármacos 
de segunda línea (3 ) %

Capreomicina (Cm) 

• El gen rrs  codifica al  16S rARN que participan en la síntesis de 
proteína. 

• La  Cm inhiben la síntesis de proteínas actuando en 16S rARN  y 23S 
rARN . 

• Las mutaciones en el16S rARN  (gen rrs) son asociadas con resistencia 
a Km, Am y Cm, mientras la mutación en el gen tlyA es asociada  con 
resistencia a  Cm.  

• Existen frecuencias variables de resistencia cruzada entre Km, Am y 
Cm dependiendo de los sitios de mutación.  

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013 



Marcadores genéticos de resistencia a farmacos de 
segunda línea (3 ) %

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013 

Etambutol 

• El gen embB codifica  la enzima arabinosiltransferasa. 

• La  frecuencia de mutación en el gen embB  en las cepas de  M.tb 
resistente se presenta entre un 47 a 65%. Pero una proporción importante 
de cepas de M.tb resistentes no tienen la mutación en ese gen, faltando  
aun identificar  donde se encuentra.  

• El E inhibe la biosíntesis de la pared celular  en M.tb al actuar en la 
enzima arabinosiltransferasa que participa en la polimerización de 
arabinana, arabinogalactana y lipoarabinomanana.    



Marcadores genéticos de resistencia a farmacos de 
segunda línea %

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013 

•  Presentan sensibilidad moderada para la deteccion de FQs e inyectables   a 2L y 
especificidad alta.  

• Los valores de sensibilidad  fueron heterogeneos para detección de Km  en los 
estudios revisados   ( ensayo insuficiente).  

• La resistencia cruzada entre los inyectables de segunda línea es incompleta, el 
Genotype MTBDRsl no debe ser usado para identificar farmacos individuales para  el 
tratamiento.   
Se necesita entender más la discordancia que puede haber entre estas pruebas y las 
fenotipicas 

El Genotype MTBDRsl  no reemplaza a las PFS 2L fenótipicas 
convencionales. 
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• Prueba molecular automática  para la detección de Mycobacterium 
tuberculosis (M.tb) y resistencia a Rifampicina ( R).   

Tiempo de respuesta 
100 minutos 

• Se realiza en una plataforma  de Prueba MTB RIF que integra  la lisis 
bacteriana, extracción y amplificación de acidos nucleicos, y la 
detección del amplicón. 

• Requiere mínimas medidas de bioseguridad. 

• La prueba  es un PCR  semianidado a tiempo real  que amplifica una 
secuencia especifica del gen rpoB. Para ello, usa 5 sondas  
complementarias que se traslapan a la región  que determina resistencia.   

PPCR semianidado a tiempo real para deteccion de 
MTB y Resistencia a Rifampicina (1) 



PCR semianidado a tiempo real para detección de 
MTB y Resistencia a Rifampicina (2) 



30 







PCR semianidado a tiempo real para detección de 
MTB y Resistencia a Rifampicina (2) 



PCR semianidado a tiempo real para detección de MTB  
y Resistencia a Rifampicina (3) 



PCR semianidado a tiempo real para detección de MTB  
y Resistencia a Rifampicina (4) 
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PCR semianidado a tiempo real para detección de 
MTB y Resistencia a Rifampicina 

• Garantizar suministro de electricidad y  temperatura ambiental necesaria 
• Calibración anual remota o en el lugar.  
• Suministro de cartuchos. 



Métodos moleculares : PFS %

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013 

• Sirven para descentralizar el manejo programatico de la 
farmacorresistencia en tb. 

• Ofrecen un diagnóstico rápido. 

• Pruebas estandarizadas. 

• Tienen un potencial alto. 

• Algunos bajo nivel de bioseguridad. 
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