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Tuberculosis remains one of the biggest health threats, causing around 8.5 million of 

new cases and 1.5 million deaths worldwide, each year. The two cornerstones for 

the tuberculosis control are rapid diagnosis and rapid detection of drug resistance, 

allowing prompt initiation of the adequate pharmacological treatment and avoiding 

the spread of the disease to other individuals.  

Conventional microbiological methodologies for tuberculosis diagnosis are the 

smear microscopy and the mycobacterial culture. Nevertheless, the microscopy has 

low sensitivity (45-80% among tuberculosis culture-confirmed specimens) especially 

in cases of extrapulmonary tuberculosis (EPTB), and Mycobacterium tuberculosis

complex culture is very low (up to 6 weeks until growth). 

In the past two decades, molecular methodologies have emerged as valuable tools 

for rapid diagnosis in the field of tuberculosis. Techniques based on PCR 

(polymerase chain reaction) and posterior hybridization with DNA probes 

complementary to the amplified product, are probably the most relevant and 

frequently developed molecular methodologies in the area of rapid diagnosis of 

tuberculosis and drug resistance. In 2009, a new commercial system, the Xpert 

MTB/RIF assay (Cepheid, USA) was launched for detection of the presence of M.

tuberculosis complex as well as its resistance to rifampin (RMP), directly in 

pulmonary clinical samples. This system integrates DNA extraction and a real-time 

PCR with 5 probes including the rpoB gene, which is the target related to RMP 

resistance. Another commercial system for direct detection of M. tuberculosis

complex, developed in 2010, is the GenoQuick MTB (Hain Lifescience, Germany) 

which is based on a conventional PCR of the IS6110 and subsequent hybridization 

by lateral-flow dipstick. 

On the other hand, in recent years, microarrays based on PCR and further 

hybridization with immobilized oligonucleotide probes, have been described as a 

useful methodology for rapid detection of main mutations related to anti-tuberculous 

drug resistance. In 2006, our study group (Mycobacteria study group in Barcelona) 

developed a low-density low-cost DNA microarray for rapid detection of multi-drug 

resistance in clinical isolates of M. tuberculosis complex.  

The aims of this thesis are divided into two topics: 1) direct detection of M.

tuberculosis complex, and 2) rapid detection of anti-tuberculous drug resistance. In 

the first part, we focused on the evaluation of two new commercial techniques for 
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direct detection of M. tuberculosis complex, in pulmonary and also in 

extrapulmonary specimens, especifically in those with negative smear microscopy. 

Secondly, we focused on rapid detection of anti-tuberculous drug resistance by 

designing and evaluating two microarray systems for the detection of main 

mutations related to resistance to injectable drugs, fluoroquinolones, and 

ethambutol.

In the first study, the first evaluation of the Xpert MTB/RIF focused only in smear-

negative specimens, we determined the effectiveness of the test for direct detection 

of M. tuberculosis complex mostly in pulmonary specimens. The sensitivity of the 

Xpert MTB/RIF for the detection of M. tuberculosis complex was determined by the 

retrospective analysis of 85 culture-confirmed clinical specimens with M. 

tuberculosis complex (78 pulmonary). On the other hand, the specificity was 

determined by analyzing 20 smear-positive clinical samples having NTM (non-

tuberculous mycobacteria), and 20 mycobacterial culture-negative specimens. 

Besides, seven of the pulmonary samples with M. tuberculosis complex were 

resistant to RMP. The Xpert MTB/RIF was able to detect M. tuberculosis complex in 

a 78.2% of the pulmonary samples, and it also detected 100% of the mutations 

related to RMP resistance. Moreover, the specificity was of 100% since the 

technique showed a negative result in all 40 samples without M. tuberculosis

complex.

In a second study, the utility and accuracy of this technique for the diagnosis of 

EPTB was studied. The analysis of 108 extrapulmonary samples from different 

sources showed a global sensitivity of 58.3%. However, this sensitivity was variable 

depending on the origin of the sample. Thus, sterile specimens and especially 

pleural fluids showed the lower percentage of positivity (40.5% and 26.9%, 

respectively), whereas abscesses and lymph nodes showed the highest values of 

sensitivity, similar to pulmonary specimens.   

Although the inoculum-dependance of the Xpert MTB/RIF was proven in both 

studies and despite the high economical cost of the test, we concluded that this 

system was fully suitable for direct detection of M. tuberculosis complex, due to the 

good results of sensitivity, specificity and predictive values, as well as the rapidity 

and simplicity of the technical performance.  
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Given the mentioned economical cost of the Xpert MTB/RIF, but once proven its 

advantages for rapid diagnosis, we tried to determine the potential cost-

effectiveness of using this technique in daily routine, in an area of low-medium 

incidence of tuberculosis. Fifty cases of patients having pulmonary tuberculosis with 

a smear-negative microscopy, where the diagnosis was delayed until confirmation 

by culture or clinical complementary tests, were retrospectively compared to 100 

control cases which had a positive smear therefore being early diagnosed. The 50 

cases were analyzed by the Xpert MTB/RIF and the positive result of this test was 

used as a surrogate for smear-positive microscopy. We concluded that the use of 

the Xpert MTB/RIF could have advanced the tuberculosis diagnosis in 30% of the 

cases in our area. We also found out that the case group showed a delay on the 

starting of the treatment and contact tracing compared to the control group (9 and 

22 days versus 2 and 4 days, respectively). In terms of economical costs, the case 

group expended much more resources than the control group (mean of 2,426.58 € 

versus 254.18 €). The conclusion is that Xpert MTB/RIF could have a potential cost-

benefit if used in the daily practice, in cases of smear-negative microscopy and high 

suspicion of tuberculosis. As a consequence of our results, the Xpert MTB/RIF was 

implemented in our laboratory for daily routine practice in tuberculosis diagnosis. 

Besides, the first and second study (effectiveness of Xpert MTB/RIF in smear-

negative pulmonary and extrapulmonary specimens) were included in a systematic 

review made by the Cochrane Institute, which serves as reference for the updated 

guidelines of the WHO regarding the use of Xpert MTB/RIF assay. 

Besides, our laboratory carried out the first external evaluation worldwide using 

another technique for direct detection of M. tuberculosis complex, the GenoQuick 

MTB (Hain Lifescience). The analysis of 32 smear-positive samples and 64 smear-

negative specimens (most of them pulmonary) showed a 100% and 78.1% of 

sensitivity, respectively. The specificity, when analyzing 15 NTM, was 92.9%. This 

technique resulted to be less expensive and less dependant of the inoculum size 

than other commercially available tests, though the performance was more complex 

and the risk of cross-hybridization was considerable.  

In the first study of the second part of the thesis, a low-cost low-density microarray 

based on a previously developed platform for multi-drug resistance, was designed 

for the detection of the main mutations most frequently described to be related to 

streptomycin (SM), second-line anti-tuberculous injectable drugs and 

fluoroquinolones (FQ). The targets included were rrs, rpsL and gyrA genes. We 
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studied a collection of 108 resistant strains (to streptomycin and/or fluoroquinolones) 

and 20 susceptible isolates. The microarray detected 92.5% of the mutations related 

to SM and 87.5% to FQ. The total correlation of microarray results with sequencing 

was found in 82.4% of the isolates. The main limitation found in this microarray, was 

the cross-hybridization in gyrA due to the existence of polymorphisms next to 

informative codons (related to resistance). However, the good results of correlation 

with sequencing as well as the low cost, simplicity and flexibility of this system make 

this prototype to be considered a first approach into achieving a microarray for the 

detection of extensively drug-resistant tuberculosis. 

The last study included in the thesis, consisted on a characterization of the 

resistance to ethambutol (EMB; included in the standard chemotherapy against 

tuberculosis) which was conducted to determine the most frequent mutations in 

embB in our area and to establish the relation of the presence of these mutations 

with levels of phenotypical resistance and epidemiological features. Among 53 EMB-

resistant strains studied, mutations in codon 306 were predominant and found in 

53.7% of the EMB-resistant isolates. There were other codons affected; embB406 

was mutated in 26.8% of the cases, and was related with higher levels of resistance 

(equal or higher than 15 mg/L) and multi-drug resistance. On the other hand, the 

role of these two main mutations (embB306 and embB406) in phenotypic resistance 

was proven, as a wide collection (n=702) of EMB-susceptible strains showed a wild-

type sequence in these positions. Finally, the results of this molecular 

characterization were the basis to design a microarray (same platform than 

previously described) for rapid detection of main mutations in embB (codon 306, 

328, 378, 406, and 497). The 53 characterized EMB-resistant strains were analyzed 

by the microarray and it showed 100% of sensitivity and specificity, thus 

demonstrating to be a good method for the rapid detection of mutations related to 

EMB resistance.

In conclusion, molecular methodologies evaluated in this thesis, which were based 

on genetic amplification and further hybridization are valuable tools to be considered 

for rapid detection of M. tuberculosis complex and anti-tuberculous drug resistance. 

The integrated real-time PCR (Xpert MTB/RIF) demonstrated to be accurate and 

easy to perform, both in pulmonary and extrapulmonary specimens and can be cost-

effective in an area of low-medium incidence of tuberculosis like ours, if applied to 

smear-negative cases with high suspicion of tuberculosis. Additionally, the PCR and 

lateral-flow dipstick technique, GenoQuick MTB, showed good sensitivity and 
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specificity, at a low cost, though with more complexity and risk of contamination. On 

the other hand, the microarray platform developed for rapid detection of SM, FQ and 

EMB showed up as an alternative for rapid diagnosis of drug resistance, with the 

advantage, compared to other commercially available techniques, of being lower 

cost and including more targets and codon substitutions, as well as the flexibility to 

exchange them, depending on the needs of each setting.
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A
AAR Ácido-alcohol resistencia 

ACP  Acyl carrier protein 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

ARN  Ácido ribonucleico 

ATP Adenosine triphosphate 

B
BAAR  Bacilos ácido-alcohol resistentes 

C
CIM  Concentración inhibitoria mínima 

D
DR  Direct repeats 

E
E  Etambutol 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

ELISPOT Enzyme-linked immunosorbent spot

ERDR  Ethambutol resistance determining region 

F
FAS Fatty acid synthase 

FDA Food and Drug Administration  

FQ  Fluoroquinolonas 

FRET  Fluorescence resonance energy transfer 

G
GLC Gas-liquid chromatography 

H
HPLC  High pressure liquid chromatography 

H  Isoniazida 
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I
ICER  Incremental cost effectiveness ratio

IFN  Interferon

IGRA Interferon gamma release assay 

IS  Interspersed repeats 

ITL  Infección tuberculosa latente 

L
LCR  Líquido cefalorraquídeo / Ligase chain reaction

LRP  Luciferase reporter phage  

M
MDR  Multidrug-resistant

MIRU  Mycobacterial interspersed repetitive unit 

MTBC  Mycobacterium tuberculosis complex  

N
NAA  Nucleic acid amplification 

NASBA Nucleic acid sequence-based amplification 

O
OMS  Organización Mundial de la Salud 

ORF  Open reading frame

P
pb Pares de bases 

PCR Polymerase chain reaction

POA  Pyrazinoic acid

PRA  PCR-restriction enzyme pattern analysis 

Q
QRDR  Quinolone resistance determining region 

R
R  Rifampicina 

RRDR  Rifampin resistance determining region
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S
S  Estreptomicina 

SDA  Strand displacement amplification 

SSCP  Single strand conformation polymorphism 

T
TDO  Tratamiento directamente observado 

TLC Thin layer chromatography 

TMA Transcription-mediated amplification 

TNF Tumor necrosis factor 

TR  Tandem repeats 

V
VIH  Virus de la inmunodeficiencia humana 

VNTR  Variable number tandem repeats 

W
WHO World Health Organization

X
XDR Extensively drug-resistant 

Z
Z Pirazinamida
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1. ANTECEDENTES HISTÓRICOS DE LA TUBERCULOSIS 
1.1. Primeros indicios históricos de la enfermedad 
La bacteria causante de la tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis complex, ha 

acompañado al hombre desde hace millones de años. Gracias al estudio de restos 

humanos hallados en yacimientos arqueológicos, sabemos que la bacteria de la 

tuberculosis cuenta con un largo pasado evolutivo. En concreto, se cree que el 

género Mycobacterium se originó hace 150 millones de años y que las formas 

modernas de este complejo, tal como las conocemos a día de hoy, datan de hace 

más de 15.000 años [1]. 

Más adelante en la época de la revolución industrial, y a medida que la densidad 

poblacional comenzó a aumentar en las grandes ciudades de Europa y América, el 

hacinamiento y las malas condiciones de salubridad conllevaron la aparición de las 

grandes epidemias de la era moderna. En el siglo XVII, llegó la primera epidemia en 

Europa, denominada “la gran plaga blanca”, que se prolongó durante cerca de dos 

siglos y se convirtió en la primera causa de mortalidad durante muchos años. 

1.2. El descubrimiento del bacilo tuberculoso 
En el siglo XVI ya se especuló sobre la naturaleza contagiosa de la tuberculosis, 

introduciendo el concepto de “partículas” que podían transmitir la enfermedad de 

una persona a otra. Pero es a finales del siglo XIX cuando un científico alemán, 

Robert Koch (1843-1910) emitió su primera conferencia acerca de la etiología de la 

tuberculosis. Koch consiguió aislar, de lesiones pulmonares, el bacilo tuberculoso 

en medios artificiales de cultivo, definió al microorganismo como el verdadero 

agente causal de la enfermedad y le dio el nombre de “Bacterium tuberculosis”. En 

1896, Lehmann y Neumann lo rebautizarían con el definitivo Mycobacterium

tuberculosis. Koch desarrolló, además, nuevas tinciones basadas en azul de 

metileno y pardo bismarck, para la visualización del bacilo. Finalmente, Koch 

especuló con la posible inhibición del desarrollo de la infección mediante 

inoculación de un extracto purificado del propio bacilo, la tuberculina [2]. Aunque 

este extracto no resultó finalmente exitoso como terapia, sí constituye el 

fundamento de la técnica de Mantoux que se utiliza aún hoy día como método de 

referencia para el diagnóstico de la infección tuberculosa latente (apartado 6.1).  

2. ETIOLOGÍA  
Mycobacterium tuberculosis complex pertenece al género Mycobacterium, único 

miembro de la familia Mycobacteriaceae, suborden Corynebacterineae, orden 
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Actinomycetales, subclase Actinobacteridae, clase Actinobacteria, filum Firmicutes,

del reino Eubacterias.

2.1. Género Mycobacterium 

Dentro del género Mycobacterium se han descrito 165 especies hasta la fecha 

(http://www.bacterio.net/m/mycobacterium.html), aunque las nuevas técnicas 

genéticas y cromatográficas permiten identificaciones mucho más precisas 

conllevando, por tanto, la continua descripción de nuevas especies 

micobacterianas. De todas las especies del género Mycobacterium, sólo M. 

tuberculosis complex y Mycobacterium leprae son estrictamente patógenas, y el 

resto son más bien colonizantes saprófitos o patógenos oportunistas. Las 

micobacterias son microorganismos aerobios de 0,2-0,6 �m x 1-10 �m, de forma 

bacilar recta o ligeramente curvada, inmóviles y no esporulados. En cuanto a su 

morfología colonial, en medios de cultivo, es variable dependiendo de la especie: 

desde colonias rugosas-secas hasta cremosas, de color amarillento o ligeramente 

anaranjado. Algunas especies son capaces de formar pigmento en la oscuridad 

(escotocromógenas) o en presencia de luz (fotocromógenas).  

Uno de los aspectos más particulares del género Mycobacterium es su pared 

celular, que posee un alto contenido lipídico y determina muchas de las 

características de este género (Figura 1). A parte de otros componentes (ácido 

meso-diamino pimélico, alanina, ácido glutámico, glucosamina, ácido murámico, 

arabinosa y galactosa), en la pared micobacteriana hallamos ácidos micólicos de 

cadena larga, lípidos libres y otros ácidos grasos entre los que destaca el 10-R-

metilloctadecanoico (o ácido tuberculoesteárico), componente exclusivo del orden 

Actinomycetales. La composición de esta pared condiciona, entre otras cosas, el 

tipo de tinción empleada para su visualización microscópica. A pesar de que las 

micobacterias se consideran bacilos Gram positivos, su visualización con esta 

tinción es difícil. Por ello, es más adecuado emplear tinciones que reflejen la 

propiedad de ácido-alcohol resistencia (AAR) de las micobacterias: son capaces de 

retener el colorante básico tras una decoloración con alcohol y ácido. El elevado 

contenido lipídico confiere una gran hidrofobicidad a la bacteria, asociada a 

diversas ventajas para el microorganismo como inhibir la propiedad microbiocida 

del huésped y adherirse mejor a las células de éste, o mejorar la adquisición de 

nutrientes esenciales. 
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Figura 1. Esquema de la pared micobacteriana (tomado de Chatterjee, 1997) [3]. 

Otro aspecto característico de las micobacterias es su composición nucleotídica en 

el genoma, ya que el porcentaje de G (guanina) y C (citosina) es inusualmente alto, 

oscilando entre 62-70%, excepto en M. leprae (55%). 

Aunque la mayoría de especies del género no son especialmente exigentes en 

cuanto a requisitos nutricionales, requieren una importante fuente de lípidos debido 

a su composición estructural. Es por ello que el medio de cultivo sólido empleado 

más comúnmente para micobacterias (Löwenstein-Jensen) contiene yema de 

huevo, y los medios de cultivo líquidos contienen ácido oleico. La atmósfera rica en 

CO2 (5-10%) también favorece el crecimiento micobacteriano. Su tiempo de 

generación oscila entre las 2 y las 20 horas; así, se establecen dos grandes grupos: 

las micobacterias de crecimiento rápido (menos de 7 días hasta el crecimiento de 

un subcultivo, en medio Löwenstein-Jensen) y las de crecimiento lento (más de 7 

días hasta el crecimiento de un subcultivo, en medio Löwenstein-Jensen).  

2.2. Mycobacterium tuberculosis complex 
2.2.1. Especies  
M. tuberculosis complex está constituido por varias especies que poseen más de un 

99,9% de homología genética y que, probablemente, descienden de un ancestro 

común. Las especies del complejo son: a) M. tuberculosis (la especie causal de 

tuberculosis más común en humanos); b) Mycobacterium bovis y Mycobacterium 
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caprae (causantes de tuberculosis en el ganado vacuno y vacuno o caprino, 

respectivamente. M. bovis, puede transmitirse al ser humano); c) Mycobacterium

africanum y Mycobacterium canetti (causantes inusuales de tuberculosis en África) 

y d) Mycobacterium microti (tuberculosis en roedores) y Mycobacterium pinnipedii 

(patógeno en focas que puede causar tuberculosis zoonótica ocasional en el 

hombre).

 2.2.2. Características estructurales y fisiológicas  
Además de las características generales del género Mycobacterium, las especies 

de M. tuberculosis complex se caracterizan, entre otras cosas, por su elevado 

tiempo de generación (12-24 horas). Hay varias hipótesis acerca de la razón para 

esta lentitud replicativa, pero las más plausibles son: a) la limitación en la captación 

de nutrientes (debido a la gran impermeabilidad de la pared y a la presencia de 

pocas porinas en la membrana celular) y b) la existencia de tan sólo un operón para 

la síntesis de ARN [4]. 

Otro aspecto característico de M. tuberculosis complex es la presencia de un 

componente especial en la capa superficial de la pared celular: la trehalosa 6,6’-

dimicolato, también denominado “cord factor”. Esta molécula confiere a M.

tuberculosis complex la capacidad de agregación en forma de “cuerdas” 

conformadas por agrupaciones de bacilos, visibles en la observación microscópica 

y fenómeno asociado con características de virulencia del bacilo [5]. 

Al igual que el resto de especies del género Mycobacterium, las especies de M.

tuberculosis complex son aerobias. Sin embargo, en determinadas circunstancias 

puede comportarse como microaerofílicas y utilizar lípidos como fuente de carbono 

[6].

Las especies tuberculosas son considerablemente resistentes a condiciones 

ambientales desfavorables. Tal es el caso de su tolerancia al pH ácido, que le 

permite resistir a la destrucción en el interior de los macrófagos del huésped. 

Asimismo, sobreviven a temperaturas extremadamente bajas (resisten a la 

congelación) durante tiempos prolongados, sin apenas perder su viabilidad.  

2.2.3. Genómica y proteómica 
En los años 90, se inició un proyecto para la secuenciación del genoma completo 

de varias cepas de M. tuberculosis complex, entre ellas la cepa M. tuberculosis
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H37Rv, que culminó con la publicación de S.T. Cole en 1998 [7], gracias al cual se 

tiene un mayor conocimiento de las características genéticas del agente causal de 

la tuberculosis. 

El genoma de M. tuberculosis H37RV está compuesto por ADN circular de 

4.411.532 pb, un tamaño similar al de Escherichia coli. Mediante la bioinformática 

se ha podido inferir los ORFs (open reading frames) y se ha estimado la existencia 

de 4.043 genes que codifican 3.995 proteínas y 50 ARNs estables. Sin embargo, 

tan sólo la mitad de todos estos ORFs tienen una función biológica asignada; la del 

resto permanece desconocida [8]. Existe, además, un predominio de los nucleótidos 

G y C en su ADN (65,6%) y de ciertos aminoácidos: alanina, isoleucina, lisina, 

fenilalanina y tirosina. Por otro lado, el genoma de H37Rv incluye elementos de 

inserción de ADN repetitivo, claves para el estudio epidemiológico de transmisión 

(apartado 3.4). 

3. EPIDEMIOLOGÍA Y TRANSMISIÓN 
3.1. Situación de prevalencia e incidencia en el mundo 
En pleno siglo XXI, la tuberculosis sigue siendo una de las enfermedades 

infecciosas más importantes causantes de morbilidad y mortalidad en todo el 

mundo. La Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que un tercio de la 

población está infectada con el bacilo de Koch y, aunque en la mayoría de las 

personas esta infección permanece en fase latente en el huésped a lo largo de toda 

su vida, cada año aparecen millones de casos nuevos de enfermedad tuberculosa 

activa.

En el 18º informe de la OMS sobre tuberculosis se estimó la aparición de 8,6 

millones de casos nuevos en el año 2012 (intervalo, 8,3 millones-9,0 millones) lo 

que supone 122 casos por 100.000 habitantes. En cuanto a la distribución por 

regiones continentales, Asia fue la que concentró el mayor número de casos (58%), 

seguida por África (27%), la región del Este Mediterráneo (8%), Europa (4%) y 

América (3%). Si se mira la distribución por países, los 5 con una mayor incidencia 

son: India (2-2,4 millones), China (0,9-1,1 millones), Sudáfrica (0,4-0,6 millones), 

Indonesia (0,4-0,5 millones) y Pakistán (0,3-0,5 millones) (Figura 2).  

La estimación de prevalencia de la enfermedad en el 2012 fue de 12 millones de 

casos a nivel mundial (intervalo, 11-13 millones). 
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Además, la OMS cifró en 0,32 millones las muertes entre las personas co-

infectadas con el VIH, y 0,94 millones entre las personas no infectadas con el VIH 

[9].

Figura 2. Distribución mundial de incidencia de tuberculosis, 2013 (OMS, 18º Informe Anual, 

2013) [9].

En cuanto a España, los datos epidemiológicos hablan de una incidencia bastante 

estable a lo largo de los últimos 5 años. El número de casos declarados en el 2011  

fue de 6.762, equivalente a una tasa de 14,7 casos por 100.000 habitantes, un poco 

superior a la media de los países de la Unión Europea [10]. No obstante, es bien 

sabido que los datos recogidos no reflejan totalmente la realidad, debido a la 

infradeclaración, por lo que la verdadera incidencia probablemente sea superior. 

Además, las tasas de incidencia oscilan considerablemente entre comunidades 

autónomas, siendo Ceuta, Galicia, Melilla, y la Rioja las comunidades con mayores 

tasas globales, aunque destacando Catalunya, Andalucía y Madrid como las que 

más casos declaran [11]. 

En la comunidad catalana, los últimos datos epidemiológicos disponibles 

corresponden al año 2011. La tasa de incidencia de tuberculosis fue de 17,9 casos 

por 100.000 habitantes (1.370 casos declarados) [12]. 
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3.2. Principales factores de riesgo de tuberculosis 
Si bien la tuberculosis ha estado presente entre la población humana desde hace 

siglos, su distribución diferencial entre áreas geográficas y grupos sociales ha sido 

evidente a lo largo de toda la historia, dejando bien patente que existe una clara 

relación de esta enfermedad con ciertos factores, principalmente socio-económicos. 

a) Pobreza. Aunque la tuberculosis no es una enfermedad exclusiva de la 

población pobre, sí se observa una asociación clara entre pobreza y tuberculosis. Si 

se analiza la tasa de incidencia de esta enfermedad en cada país, se observa que 

ésta es inversamente proporcional a la renta per cápita, lo que demuestra su 

relación directa. Así, los países de baja renta son los que poseen las tasas más 

elevadas de enfermedad y mortalidad atribuible a la tuberculosis (unas 20 veces 

superior a los países de renta alta). Asimismo, la distribución de la enfermedad 

tuberculosa dentro de un país también es desigual, siendo superior en las áreas o 

grupos más desfavorecidos socio-económicamente [13]. 

b) Tabaquismo. La adicción al tabaco es otro factor de riesgo para padecer la 

enfermedad tuberculosa. La OMS estima que más del 20% de la incidencia mundial 

de tuberculosis puede relacionarse con el tabaquismo. De hecho, se calcula que el 

tabaquismo multiplica por 2,5 el riesgo de padecer tuberculosis [14]. 

c) Co-infección con el VIH. La aparición de la pandemia del VIH a principios de los 

años 80, ha ejercido un efecto dramático en el aumento de casos de tuberculosis. 

La OMS estima que, entre los 34 millones de personas infectadas con el VIH, más 

de 1 millón desarrollaron tuberculosis en el año 2011, representando 1/8 parte del 

total de nuevos casos de tuberculosis. Además, de los 1,6 millones de muertes por 

el VIH en 2011, se estima que 430.000 fueron atribuibles a la tuberculosis [15]. 

Debido a las características de inmunodepresión de los enfermos infectados con el 

VIH, su riesgo de desarrollar la enfermedad tuberculosa activa y el mal pronóstico 

de la misma son notablemente más elevados que en la población general (entre 21 

y 34 veces más).

En el año 1996, se implantó el tratamiento antirretroviral de alta eficiencia, conocido 

como TARGA. Con este tratamiento, la esperanza y calidad de vida de las personas 

infectadas por el VIH ha mejorado drásticamente. Sin embargo, en caso de co-

infección con la tuberculosis, la combinación de tratamientos para ambas 

enfermedades presenta problemas de interacciones secundarias (especialmente 
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entre los inhibidores de proteasa contra el VIH y la rifampicina contra la 

tuberculosis), lo que dificulta el manejo clínico en estos casos de co-infección [16]. 

d) Flujo migratorio desde regiones endémicas. En la actualidad, no hay duda de 

que el flujo migratorio desde poblaciones con tasas elevadas de tuberculosis, está 

suponiendo una complicación en el control de esta enfermedad. En los países más 

ricos del planeta se observa que, mientras que el número de casos de tuberculosis 

en la población autóctona sigue una curva descendente, en la población inmigrante 

siguen un ascenso o se mantienen constantes, provocando un enlentecimiento del 

descenso en la curva de la población global de esos países. En España y más 

concretamente en Catalunya, el flujo migratorio se ha hecho más acusado desde 

principios del siglo XXI, tanto así que la tuberculosis en inmigrantes supuso el 

47,7% del total de casos declarados en la comunidad catalana, en 2011 [12]. 

Si bien está contrastado que la prevalencia de infección tuberculosa es mayor en 

inmigrantes procedentes de zonas endémicas, también se ha constatado que los 

inmigrantes aportan pocos casos de enfermedad activa inmediatamente después 

de su llegada. Mayoritariamente, el desarrollo de la enfermedad se produce dentro 

de los 5 años siguientes a su ingreso al nuevo país. Éste y otros aspectos, ponen 

en duda las razones reales de su relevancia como “factor de riesgo” de 

tuberculosis. Existen 2 teorías que explican el mayor número de casos de 

tuberculosis en población inmigrante. Una es la teoría de la “reactivación endógena” 

(activación de una infección adquirida en el país de origen), la cual está apoyada 

por tres observaciones: 1) la mayor incidencia de enfermedad activa en estos 

países, 2) la mayor prevalencia de infección latente, y 3) la ausencia de clusters

(grupos clonales) de cepas circulantes entre la población inmigrante, evidenciada 

en los estudios de epidemiología molecular. Sin embargo, existe otra teoría: la de la 

“infección o reinfección exógena” (adquirida en el nuevo país), que defiende que la 

población inmigrante es más propensa a una nueva infección (o reinfección) en el 

país de destino, debido a las condiciones de hacinamiento y poca salubridad que 

determinados sectores de la inmigración padecen en los primeros años de estancia 

en el nuevo país. Esta última teoría, relevaría el factor “país de origen” a un 

segundo plano y remitiría de nuevo a la razón más puramente socio-económica, 

como verdadero factor de riesgo para padecer la enfermedad tuberculosa. 

Probablemente ambas teorías son complementarias y de importancia relativa 

variable, en función de múltiples factores [17]. 
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3.3. Transmisión de la infección tuberculosa  
Desde mediados del siglo XX, se conoce que el principal mecanismo de transmisión 

de la infección tuberculosa es por vía aérea de persona a persona, mediante la 

inhalación de pequeñas gotas de aerosoles, emitidas por la persona enferma 

fundamentalmente al hablar o toser, que contienen bacilos tuberculosos. 

El tiempo de exposición a dichos aerosoles, la carga bacilar contenida en ellos así 

como el diámetro de los mismos, son algunos de los aspectos clave en la 

probabilidad de la transmisión de la infección de un individuo enfermo a otro sano. 

Las partículas emitidas mayores de 5 �m caen al suelo o, en caso de llegar a la 

nariz, quedan atrapadas en el sistema mucociliar y son eliminadas. Sin embargo, 

las de menor tamaño (1-5 �m) quedan suspendidas en el aire y, en el  caso de ser 

inhaladas, sí son capaces de llegar hasta los alvéolos y desencadenar la infección 

[18]. Los enfermos bacilíferos, es decir, que contienen en su esputo bacilos visibles 

mediante microscopía (BAAR), son los más contagiosos. Se estima que un 

bacilífero puede contagiar a unas 20 personas antes de ser diagnosticado de 

tuberculosis. Sin embargo, se ha comprobado que también los enfermos no-

bacilíferos pueden ser transmisores de la enfermedad, hasta en un 17% de los 

casos [19]. 

3.4. Estudios epidemiológicos de la transmisión: técnicas de tipado de cepas 
circulantes
El tipado o clasificación clonal de las diferentes cepas de M. tuberculosis complex 

es fundamental en el estudio de la distribución geográfica de dichas cepas y su 

transmisión en la población. Este tipado se consigue gracias a técnicas de 

epidemiología molecular, las cuales se basan en el análisis de diferentes 

secuencias de ADN repetitivo que M. tuberculosis complex posee a lo largo de su 

genoma. La presencia de estas repeticiones de ADN es una característica común 

en el genoma de bacterias y células eucariotas, y tienen que ver con modificaciones 

fisiológicas y con la organización celular. En micobacterias destacan dos grandes 

grupos de secuencias repetitivas de ADN: las tandem repeats (TR) y las secuencias 

de inserción (interspersed repeats; IS).

3.4.1. IS6110

Las IS se dividen en 3 familias: IS3, IS5 e IS21. Dentro de la familia IS3, se halla la 

IS más abundante en M. tuberculosis complex: la IS6110, de 1.355 pb, que se 

encuentra en un número variable de veces a lo largo del genoma, entre 1 y 25 
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veces [20]. Ésta ha sido tradicionalmente la secuencia de repetición utilizada en el 

método de referencia de tipado de cepas de M. tuberculosis complex (Figura 3). 

Este método está basado en el número y posición de las repeticiones del IS6110  a 

lo largo del genoma de M. tuberculosis complex, y consta de una digestión 

enzimática (PvuII, con una única diana en la secuencia IS6110), electroforesis con 

marcadores de peso molecular de referencia (de entre 0,9 y 10 Kb) y transferencia 

a membrana donde se realiza una hibridación con sondas complementarias 

marcadas con peroxidasa. El patrón de bandas generado que refleja el número y la 

posición de estas IS6110, se analiza mediante un programa informático específico 

[21].

La variabilidad de la IS6110 se considera lo suficientemente grande como para 

distinguir clones y bastante estable como para emparentar cepas de pacientes 

relacionados epidemiológicamente. Se estima que el tiempo de estabilidad media 

de un patrón de bandas IS6110 de una cepa es de 3-4 años. Las cepas que poseen 

el mismo número y posición de las bandas se considera que pertenecen al mismo 

clon. Si difiere en tan solo 1 o 2 bandas, se consideran emparentadas en el pasado, 

y si hay más de 2 bandas de diferencia se consideran dos clones totalmente 

separados epidemiológicamente.  

Figura 3. Esquema de una zona de inserción IS6110 (tomado de van Embden et al, 1993) 

[21].

Esta técnica posee algunas limitaciones, como la necesidad de disponer de un 

elevado inóculo de la cepa a estudiar (no siempre fácil de obtener) para que la 

técnica sea sensible. Por otro lado, la  complejidad metodológica (que además va 

unida a la dificultad de reproducibilidad entre laboratorios) y el coste económico, 

son considerables. Sin embargo, la mayor limitación que presenta la técnica de la 

IS6110 es que algunas cepas de M. tuberculosis complex poseen 5 o menos copias 
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de esta secuencia de inserción en todo su genoma, con lo que el poder 

discriminatorio de este método es insuficiente. Por todo ello, otras técnicas de 

tipado molecular han ganado importancia en los últimos años. 

3.4.2. Spoligotyping (“Spacer oligotyping”)
La técnica que recibe este nombre, explora la variabilidad polimórfica del ADN 

dentro de las DR (direct repeats), que son secuencias cortas (36 pb) de repetición, 

y hot-spots de inserción de la IS6110. Estas DR están separadas por espaciadores, 

de 34-41 pb. La técnica se basa en la amplificación de estas zonas espaciadoras, y 

una posterior hibridación en membrana con espaciadores sintéticos (Figura 4) [22]. 

Figura 4. Esquema de las regiones espaciadoras (spacers) e imagen de la hibridación en 

membrana, del spoligotyping (tomado de Barnes y Cave, 2003) [23]. 

El método spoligotyping de tipado de cepas de M. tuberculosis complex ofrece dos 

ventajas respecto a la basada en la IS6110. Por un lado no es necesario disponer 

de un inóculo tan elevado de la cepa (incluso es posible trabajar con muestra 

directa en vez de cultivo puro), y otra es que el resultado se define como 

presencia/ausencia de la zona espaciadora, con lo cual éste puede expresarse con 

un formato numérico. La principal limitación es que es menos discriminatoria que la 
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IS6110, a pesar de que permite distinguir más fácilmente cepas no idénticas que 

formen parte de una familia o un clon grande. 

3.4.3. MIRUs 
Las TR, estimadas en unas 200-300 en M. tuberculosis complex [24], son unidades 

monoméricas que se repiten periódicamente. A su vez, algunos de estos 

monómeros varían en cuanto al número de repeticiones, con lo que se llaman 

variable number tandem repeats (VNTR).

De entre las TR, destacan las mycobacterial interspersed repetitive units (MIRUs), 

que son secuencias homólogas de 46 a 101 pb dispersas en regiones intergénicas 

a lo largo del genoma. En M. tuberculosis complex se ha descrito la existencia de 

41 loci de presencia de MIRUs, y de ellos, al menos 12 ofrecen una variabilidad 

(polimorfismo) entre cepas suficiente como para usarlas como marcador para tipado 

epidemiológico [25]. Así, se desarrolló una técnica de tipado molecular, que se basa 

en calcular el número de VNTR en cada uno de estos 12 loci, de manera que cada 

cepa poseerá un código de 12 cifras. El número de VNTRs de cada locus se infiere 

a través del tamaño del fragmento generado mediante PCR (polymerase chain 

reaction) [26],[27]. Esta técnica de tipado representa una alternativa a la de 

referencia (IS6110) ya que es mucho más sencilla (al basarse tan sólo en la 

amplificación genética por PCR). 

Actualmente, se puede realizar esta técnica ampliando a 15, y hasta 24, los loci a

analizar, para conseguir una mayor discriminación epidemiológica [28]. Combinada 

con el spoligotyping, se ha propuesto recientemente como la estrategia de 

referencia en el tipado molecular de M. tuberculosis complex [29] (Figura 5).  
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Figura 5.  Esquema de la propuesta de estrategia de referencia para el tipado de M. 

tuberculosis complex (spoligotyping+MIRU 24).   

                                                                                                                                                                   

4. CLÍNICA DE LA ENFERMEDAD TUBERCULOSA 
4.1. Afectación pulmonar 
La mayoría de los casos de tuberculosis activa son de afectación pulmonar (80%, 

en individuos no-VIH). En función del tiempo de latencia (tiempo desde la infección 

hasta la enfermedad activa) se distinguen dos clases de tuberculosis pulmonar. En 

los casos en que la enfermedad se desarrolla inmediatamente posterior a la 

infección se habla de tuberculosis primaria, y se da especialmente entre la 

población infantil y las personas inmunodeprimidas (por VIH o tratamientos 

inmunosupresores). El foco o localización es normalmente la zona pulmonar 

MMiirruu--2244
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intermedia y es frecuente el derrame pleural. En casos graves, la lesión primaria 

puede producir una lesión necrosante. Es frecuente la aparición de adenopatías, y 

la afectación de ganglios linfáticos, los cuales pueden determinar el paso de los 

bacilos al torrente sanguíneo y, por tanto, provocar la diseminación a varios 

órganos.

La tuberculosis secundaria (o posprimaria, propia del adulto), en cambio, ocurre 

debido a una reactivación endógena de una infección antigua latente. Es la más 

frecuente y se localiza normalmente en los lóbulos superiores del pulmón (ya que el 

oxígeno existente en éstos favorece el crecimiento de las micobacterias). 

Habitualmente comienza con un foco (infiltrado) debajo de la clavícula o la primera 

costilla, la cual suele acabar caseificando y fibrosando, formando las denominadas 

cavernas. La caverna tiende a licuarse, liberando bacilos que pueden diseminarse a 

través del árbol bronquial y generar lesiones satélites.  

Sin duda, el síntoma clásico de la tuberculosis es la tos, que aparece en forma seca 

inicialmente, pero acaba siendo purulenta, y en ocasiones hemoptoica, en estadíos 

más avanzados de la enfermedad. Otros de los síntomas de la tuberculosis 

pulmonar (aunque pueden ser inespecíficos en las primeras fases) son la febrícula 

y sudoraciones vespertinas o nocturnas, pérdida de peso, astenia y anorexia.  

4.2. Afectación extrapulmonar 
Tal y como se ha comentado anteriormente, una tuberculosis primaria puede 

acabar dando lugar a una forma de tuberculosis extrapulmonar, por diseminación 

linfática o hematógena de los bacilos. En individuos co-infectados con el VIH, en 

especial entre los que habitan en países de renta baja, los casos de tuberculosis 

extrapulmonar constituyen el 40-60% de los casos totales. La manifestación clínica 

de la tuberculosis extrapulmonar es más inespecífica aún que la pulmonar, lo cual 

hace más difícil su diagnóstico clínico [30],[31]. 

4.2.1. Tuberculosis ganglionar (adenitis tuberculosa) 
Es la más frecuente de las formas extrapulmonares, y se caracteriza por la 

inflamación indolora de ganglios de las regiones cervical y supraclavicular, 

fundamentalmente. El diagnóstico microbiológico se realiza mediante examen 

(microscopía y cultivo) de una muestra obtenida por punción del ganglio con aguja 

fina o mediante biopsia. 
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4.2.2. Tuberculosis pleural 
Se produce por la penetración de bacilos al espacio pleural. El derrame pleural 

puede ser escaso o abundante y dar síntomas como fiebre, dolor torácico y disnea. 

El líquido pleural producto de un derrame tuberculoso es de color pajizo o 

hemorrágico, abundante en proteínas y ligeramente ácido, con alto contenido de 

leucocitos. Sin embargo, el diagnóstico microbiológico es difícil ya que la 

tuberculosis pleural se caracteriza por ser muy paucibacilar (pocos bacilos 

presentes en la zona afectada), de modo que rara vez la microscopía revela la 

presencia de bacilos y el cultivo tan sólo es positivo en un tercio de los casos de 

tuberculosis pleural [32],[33]. 

4.2.3. Tuberculosis genitourinaria 
Son más frecuentes los casos de tuberculosis urinaria, con síntomas locales como 

poliaquiuria, disuria y hematuria. Aunque en el 90% de los casos de tuberculosis 

urinaria el examen de orina es negativo, se puede obtener un mayor rendimiento 

del diagnóstico microbiológico si se cultivan las tres primeras muestras de orina de 

la mañana.

La tuberculosis genital es más infrecuente, y se diagnostica más a menudo en 

mujeres, donde afecta a las trompas de Falopio y el endometrio. El diagnóstico se 

realiza mediante biopsia o legrado. 

4.2.4. Tuberculosis osteoarticular 
Suele estar relacionada con la diseminación de vasos linfáticos próximos a huesos 

y articulaciones. Las articulaciones de columna, cadera y rodilla son las más 

comúnmente afectadas. De ellos, la tuberculosis vertebral (enfermedad de Pott o 

espondilitis tuberculosa) es la más frecuente, y en casos graves puede degenerar 

en una cifosis. El cultivo de biopsia o punción del absceso del hueso o articulación 

afectada tiene un buen rendimiento para diagnóstico microbiológico de una 

tuberculosis osteoarticular. 

4.2.5. Tuberculosis meníngea 
Representa tan sólo el 5% de los casos de tuberculosis extrapulmonar y afecta 

sobre todo a niños y pacientes infectados por el VIH. Suele derivar de la rotura de 

un tuberculoma hacia el espacio subaracnoideo o diseminación hematógena de la 

lesión pulmonar primaria, y genera un cuadro meníngeo de evolución más larga que 

la meningitis bacteriana piógena (1 ó 2 semanas). Es frecuente la paresia y la 
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hidrocefalia. El diagnóstico se realiza mediante examen del líquido cefalorraquídeo 

(LCR) que, en el caso de la tuberculosis meníngea, se  caracteriza por tener un 

aspecto opalino/turbio, con proteínas elevadas, baja concentración de glucosa y un 

aumento moderado de los leucocitos con predominio linfocitario. 

Microbiológicamente, se trata de una muestra paucibacilar que permite el 

diagnóstico rápido por baciloscopia en un porcentaje muy bajo de los casos, 

especialmente si se toma una sola muestra. El cultivo micobacteriano sin embargo, 

permite el diagnóstico hasta en el 80% de los casos. 

4.2.6. Tuberculosis peritoneal 
Se produce por diseminación hematógena desde otras regiones o por siembra de 

bacilos desde órganos o vasos linfáticos adyacentes. El cultivo de un gran volumen 

de líquido ascítico puede aumentar las posibilidades del diagnóstico microbiológico, 

ya que pocas veces se descubren bacilos en las tinciones para microscopía. 

Muchas veces es necesaria una biopsia peritoneal para confirmar el diagnóstico. 

4.2.7. Tuberculosis miliar (diseminada) 
Es la causa de una diseminación hematógena de un foco de infección primario o 

bien de una reactivación (tuberculosis secundaria) que genera lesiones 

granulomatosas amarillentas de 1-2 mm. Las manifestaciones clínicas asemejan a 

la tuberculosis pulmonar, con predominio de fiebre y adicionalmente puede causar 

molestias abdominales, hepatomegalia, esplenomegalia y adenopatías. El 

diagnóstico clínico es complejo debido a la sintomatología inespecífica y a que en 

las primeras fases del proceso la radiografía de tórax puede ser anodina, si bien a 

veces se observan infiltrados intersticiales. En la mayoría de los casos, la 

baciloscopia del esputo es negativa. El lavado broncoalveolar, la biopsia 

transbronquial o la biopsia de hígado o hueso, son las mejores muestras para el 

diagnóstico microbiológico de la tuberculosis miliar. 

5. PATOGENIA 
5.1. Inmunología 
5.1.1. Interacción huésped-bacilo tuberculoso. Teoría clásica. 
El mecanismo fundamental de defensa del huésped ante la infección tuberculosa es 

de tipo celular. Tras la llegada de los bacilos tuberculosos al pulmón, generalmente 

a los lóbulos inferiores, la primera e inespecífica respuesta inmunológica corre a 

cargo de los macrófagos alveolares, que fagocitan los bacilos. No obstante, estos 

macrófagos poco especializados apenas hacen frente a la multiplicación del bacilo 
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e incluso pueden llegar a ser destruidos por la gran cantidad de microorganismos 

albergados en su interior. Sin embargo, estos macrófagos producen determinadas 

quimiocinas (como el TNF-�) y otras citocinas que atraen a los neutrófilos y 

monocitos al foco de infección. Los neutrófilos actúan como bactericidas y a la vez 

como reguladores de respuesta antiinflamatoria, y los monocitos fagocitan los 

bacilos que han destruido a los macrófagos alveolares; con todo, tampoco ellos 

están activados, por lo que más bien ejercen una función indeseada de ambiente 

replicativo en su interior, excelente para los bacilos. Además, estos monocitos 

contenedores de bacilos, pueden migrar vía hematógena a nódulos de zonas 

distantes, extendiendo así la infección.  

Cuando la cantidad de antígeno llega a un umbral y las células presentadoras de 

antígeno, situadas en los ganglios linfáticos, son capaces de estimular a los 

linfocitos T naïve (no estimulados previamente) comienza la auténtica respuesta 

inmunológica específica contra el bacilo tuberculoso. Los linfocitos se convierten en 

CD4 (o helper, Th) que actúan tanto en el foco inicial como en los secundarios, y se 

forma el granuloma, entidad característica de la enfermedad, que está conformado 

por macrófagos infectados, células de Langhans (formados por la fusión de 

diversos macrófagos activados), linfocitos CD4, fibroblastos y capilares.  

   

En los casos en que la carga antigénica no es demasiado alta y la hipersensibilidad 

del huésped es buena, este granuloma tiene una buena resolución y el tejido acaba 

cicatrizando. Pero cuando la carga bacilar es muy alta, se puede formar una 

necrosis incompleta originando el material caseoso, que es inestable y con 

tendencia a licuarse pudiendo generar las denominadas cavernas tuberculosas, las 

cuales albergan un alto contenido bacilar en su interior de forma que éstos pueden 

diseminarse por vía hematógena a otros órganos del huésped. En la mayoría de los 

casos, los linfocitos CD4 destruyen el 95% de los bacilos tuberculosos. La 

población bacilar restante, en el 90-95% de los casos, acaba siendo destruida 

previa fibrosis y reabsorción del granuloma, y sólo en un 5-10% de los casos (en 

población inmunocompetente) los bacilos quedan en estado durmiente dentro de 

los macrófagos generando la denominada tuberculosis latente. 

5.1.2.  Hipótesis dinámica 
A principios de siglo XXI, surgió una nueva teoría acerca del ciclo de infección del 

bacilo tuberculoso, la denominada “hipótesis dinámica” [34]. Esta teoría trata sobre 

los motivos de la reinfección e infección latente. Según la hipótesis dinámica, 
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cuando los macrófagos infectados que rodean el granuloma del pulmón 

(denominados macrófagos espumosos) son expulsados hacia el árbol bronquial, 

hay un cierto reflujo inverso, ya que el fluido alveolar también es el origen de los 

aerosoles generados con la inhalación de aire desde el exterior. Este proceso hace 

posible que los bacilos latentes en el interior de estos macrófagos generen de 

nuevo una infección en el parénquima pulmonar, ante la cual los linfocitos T no 

pueden actuar (ya que la inmunidad específica se produce solamente tras la 

migración de células dendríticas de los nódulos linfáticos). Además, los bacilos que 

se hallan dentro de estos macrófagos espumosos pueden reproducirse libremente, 

ya que se encuentra lejos del foco granulamatoso donde la presión inmunogénica 

es mayor (sobre todo de citocinas protectoras como el IFN-�) [35]. Así, se producen 

nuevas reinfecciones y una tuberculosis latente que podría evolucionar a activa. 

Esta teoría contrasta con la tradicional, expuesta previamente, en la que los bacilos 

no-replicativos que quedan dentro de los macrófagos del granuloma serían el foco 

de la tuberculosis latente, los cuales, en condiciones adecuadas, se reactivarían y 

provocarían la tuberculosis activa (Figura 6). 

Figura 6. Teoría estática y teoría dinámica de la infección tuberculosa (tomado de Cardona, 

2009) [34].
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Fig 6. Leyenda: I) Formación de la primera lesión tuberculosa. Ésta se disemina y genera granulomas 

secundarios (II) hasta que el sistema inmune contiene el avance de la enfermedad (III). A partir de 

aquí, las dos teorías divergen, en la clásica, la lesión permanece en las zonas de bacilos durmientes 

(IV) hasta que se puede dar una reactivación en las condiciones adecuadas (V). En la teoría dinámica, 

se produce un reflujo constante de bacilos (IV) que pueden retornar al árbol bronquial y generar 

nuevas cavitaciones (V). 

5.2. Virulencia de M. tuberculosis complex
El empleo de la bioinformática y la proteómica, así como la secuenciación completa 

del genoma de M. tuberculosis complex, han permitido corroborar la función de 

diversos productos codificados por varios genes, en la patogénesis de la 

tuberculosis. Los resultados hallados ponen de manifiesto que la virulencia del 

bacilo es multifactorial. 

Existen factores de virulencia de tipo proteico, como la proteína Hspx (análoga de la 

proteína de 16 kDa). Esta proteína se considera un importante elemento controlador 

de la latencia de M. tuberculosis complex, puesto que su sobreexpresión inhibe el 

crecimiento del microorganismo, el cual permite al microorganismo sobrevivir a 

condiciones ambientales de estrés, como las que encuentra dentro de los 

macrófagos. Se conoce además otra proteína, la OmpA, que juega un papel 

fundamental en la respuesta bacteriana frente a condiciones de pH ácido. Por otro 

lado, una lipoproteína de 19 kDa, inhibe ciertas respuestas del macrófago al IFN-� y 

la presentación de antígenos. Esta inhibición posiblemente promueve la evasión de 

M. tuberculosis complex a la respuesta inmunitaria mediada por las células T, lo 

que implica la persistencia de la infección. Otro de los factores de virulencia 

proteicos conocidos son el HBHA, el MTP40 y el complejo antigénico 85 (Ag85).

Además, se encuentran elementos importantes como el Esat6/CF-10, proteínas de 

filtrado celular presentes en todas las cepas virulentas de M. tuberculosis y M.

bovis.

También se han descrito factores de virulencia de tipo lipídico, entre ellos los 

glicolípidos y lipoglicanos, y polisacáridos que confieren protección al bacilo. El 

lipoarabinomanano (Man-LAM) y los fosfatidilinositol manósidos, son los 

contribuyentes más importantes para la evasión de M. tuberculosis complex a la 

respuesta inmune del huésped, ya que ambas moléculas participan en la inhibición 

de la activación de los macrófagos infectados [36]. 
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6. DIAGNÓSTICO DE LA INFECCIÓN TUBERCULOSA 
El cribado de la infección tuberculosa latente (ITL) es crucial en ciertos grupos de 

personas, como aquéllas que han estado recientemente expuestas al bacilo 

(estudio de contactos) o personas inmunodeprimidas. El objetivo de este cribado es 

evitar la evolución de infección a enfermedad.  

6.1. Método convencional de diagnóstico de la ITL: prueba de la tuberculina
Esta prueba, denominada también test de Mantoux, es la utilizada desde hace más 

de 100 años como método de referencia para el cribado de la ITL. Se basa en la 

inoculación intradérmica de un derivado proteico purificado (PPD; en España se 

utiliza la variante RT-23, con Tween 80 como antiadsorbente) que contiene más de 

200 antígenos tuberculosos, aunque algunos de ellos no son exclusivos de M. 

tuberculosis y están compartidos por varias especies micobacterianas, incluida la 

cepa vacunal M. bovis BCG. Esta inyección antigénica provoca, en el caso de que 

el individuo haya estado previamente en contacto con el bacilo, una reacción de 

hipersensibilidad tardía que consiste en la reacción inflamatoria por focalización de 

monocitos y linfocitos que, mediante el torrente sanguíneo, llegan a la epidermis y 

reconocen los antígenos tuberculínicos. Esta reacción se evidencia 

macroscópicamente por la aparición de una induración y enrojecimiento de la piel 

alrededor de la zona de inoculación, cuyo diámetro se ha de medir a las 48-72 

horas (Figura 7).  

La reacción tuberculínica pretende clasificar los individuos en infectados o no por M. 

tuberculosis complex. En individuos no vacunados con BCG, se considera una 

prueba tuberculínica positiva cualquier reacción de 5 mm o más. Sin embargo, ya 

que el PPD incluye antígenos compartidos entre la cepa tuberculosa y la vacunal 

BCG, se puede producir una reacción de hipersensibilidad cruzada en las personas 

vacunadas, sin haber estado en contacto con tuberculosis. Es difícil discernir en 

estos casos, pero según los consensos actuales en nuestro país se sigue 

considerando el punto de corte de 5 mm de induración en individuos vacunados con 

contacto reciente o con lesiones aparentes en la radiografía de tórax, es decir, en 

las personas con riesgo elevado de enfermar. En los vacunados sin factores de 

riesgo a enfermar, el límite de positividad se ha establecido en 15 mm. Por otro 

lado, se consideran signos probables de infección por el bacilo de Koch la 

presencia de vesiculación o necrosis en la zona inflamada. Finalmente, en los 

individuos inmunodeprimidos (VIH, trasplantados, tratamientos biológicos 
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moduladores de la respuesta inmunitaria, etc.) cualquier grado de induración tiene 

valor diagnóstico positivo de infección tuberculosa [37]. 

Figura 7. Imagen de la induración resultante de la prueba de la tuberculina (ITL positiva). 

A pesar de seguir siendo el método de referencia, la prueba de Mantoux presenta 

algunos problemas. Además de la baja especificidad en individuos vacunados por 

BCG, también está demostrado que la sensibilidad de la prueba de la tuberculina 

disminuye en los pacientes inmunodeprimidos, debido a que éstos presentan por 

definición una escasa reacción inflamatoria y por lo tanto pueden no presentar 

induración dérmica a pesar de estar infectados por el bacilo de Koch. Asimismo, se 

puede producir situación de anergia en niños de corta edad (menores de 2 años) en 

los cuales la función inmunitaria no está bien establecida. Finalmente, la lectura del 

resultado (reacción inflamatoria de la dermis) puede ser subjetiva, y la logística es 

complicada ya que son necesarias 2 visitas médicas: una para la administración del 

PPD, y otra para la lectura del resultado. 

6.2. Nuevos métodos de diagnóstico de la ITL: detección de IFN�
Con el fin de intentar superar los problemas que presenta la prueba de la 

tuberculina, se han desarrollado nuevas técnicas basadas en la producción de IFN-

� (IGRA, interferon gamma release assay), citocina secretada por los linfocitos T 

sensibilizados con antígenos específicos de M. tuberculosis complex.

Existen actualmente 2 técnicas de IGRA comerciales: el QuantiFERON®-TB Gold 

In-Tube  y el T-SPOT®.TB. A pesar de presentar algunas diferencias entre sí, 

básicamente metodológicas, ambas tienen en común que utilizan antígenos de 

estimulación del linfocito T específicos de M. tuberculosis complex, evitando así 

reacciones cruzadas con la vacuna BCG y la mayoría de micobacterias no-

tuberculosas (MNT), excepto Mycobacterium kansasii, Mycobacterium marinum y 

Mycobacterium szulgai. Además, en cada ensayo, se incluye un tubo con mitógeno 
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(fitohematoglutinina) que estimula los linfocitos y sirve como control positivo en el 

grupo de inmunodeprimidos que posean pocas, o no funcionales, células CD4. En 

general, estas técnicas son más sensibles y específicas que la prueba de la 

tuberculina y, aunque pueden verse afectadas por un entorno de inmunodepresión 

o en etapas extremas de la vida, siguen siendo más precisas que la tuberculina 

también en estos casos. Presentan además una mejor correlación con factores de 

riesgo de infección tuberculosa.  En la actualidad, se consideran complementarias y 

normalmente la técnica IGRA se realiza en casos donde la tuberculina no es 

concluyente (Figura 8). 

Figura 8. Algoritmo para el diagnóstico de la infección tuberculosa latente (tomado de 

González-Martín et al, 2010) [37]. 

6.2.1. QuantiFERON-TB Gold In-Tube (QF-IT) 
Se basa en la  cuantificación de IFN-� producido por las células T efectoras. Se 

extrae sangre del paciente y se inocula en 3 tubos denominados: “Nulo”, donde se 

medirá la producción basal de IFN-�, “Antígeno”, donde se encuentran los 

antígenos específicos de M. tuberculosis ESAT-6, CFP-10 y TB 7.7, de manera que 

se estimularán los linfocitos T efectores ya sensibilizados por contacto previo con el 

bacilo, y “Mitógeno” (se incluye sólo en caso de inmunodepresión) que contiene 

fitohemaglutinina con el fin de estimular la producción de IFN-�. Este tubo sirve para 

poner de manifiesto los casos de inmunodepresión grave, en que no habrá 

producción de IFN-� ni siquiera en el tubo de “Mitógeno”, con lo que el resultado de 

la prueba será indeterminado (fundamentalmente, evita otorgar un falso negativo en 

estos casos).  

Después de 16-24 horas de incubación de la sangre entera en estos tubos, se 

centrifuga para recuperar el suero y en él se hace la cuantificación de IFN-�,
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mediante una técnica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). La técnica 

tiene unos puntos de corte ya establecidos para la producción diferencial observada 

entre los tubos, que dará un resultado de Positivo, Negativo o Indeterminado. 

6.2.2. T-SPOT.TB (ELISPOT) 
A diferencia del QF-IT, el ELISPOT (enzyme-linked immunosorbent-SPOT)

cuantifica directamente el número de células T efectoras, productoras de IFN-�.

Metodológicamente también presentan diferencias con el QF-IT (Figura 9). En el T-

SPOT.TB se toma una muestra de sangre y se separan las células periféricas 

mononucleares mediante centrifugación,  se hace un recuento y se deposita un 

determinado número en una placa microtiter. Después de una incubación de 12 

horas con antígenos específicos de M. tuberculosis (ESAT-6 y CFP-10) se visualiza 

cada célula T efectora como un spot (precipitado colorimétrico visible al ojo). Al 

igual que en el QF-IT se dispone de un control positivo con fitohemaglutinina, que 

permite comprobar la correcta funcionalidad celular. Según el número de células 

productoras de IFN-� obtenido en el recuento (spots), el paciente estará o no 

infectado por el bacilo tuberculoso.  

Figura 9. Comparación metodológica de las dos técnicas comerciales de IGRA: ELISPOT y 

QF-IT (tomado de Domínguez et al, 2009) [38]. 

Con los datos de estudios publicados hasta la fecha, parece que el ELISPOT sería 

ligeramente menos específico pero más sensible que el QF-IT en la población 
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general [39] e incluso parece que también en pacientes infectados por el VIH [40], 

aunque la evidencia es un poco escasa por el momento. 

7. DIAGNÓSTICO MICROBIOLÓGICO DE LA ENFERMEDAD TUBERCULOSA 
7.1. Toma de muestras 
Ante la sospecha clínica de padecer la enfermedad tuberculosa, se procede a 

recoger una o varias muestras de la región anatómica afectada, para su estudio en 

el laboratorio de microbiología. Las muestras más frecuentes, por ser la afectación 

más usual, son las respiratorias. La muestra idónea, siempre que sea posible, es el 

esputo. Debe recogerse por la mañana, cuando la carga bacilar es mayor (más 

concentrada) y en ayunas. Preferiblemente se recoge este esputo (5-10 ml) de tres 

días consecutivos. Si no es posible recoger el esputo por expectoración natural, se 

puede inducir mediante aerosoles, aunque su naturaleza es más acuosa (menos 

concentrada). Cuando no haya expectoración o sea insuficiente para recoger una 

buena muestra, el jugo gástrico, obtenido por aspiración, también es una muestra 

válida para procesar. En último caso, se recurre a las pruebas broncoscópicas 

(broncoaspirado, lavado broncoalveolar o cepillado bronquial con catéter 

telescopado). Hay que tener en cuenta que estas últimas muestras han de 

procesarse con una mayor urgencia, ya que durante la técnica de extracción se 

suele utilizar un anestésico local (lidocaína) que puede inhibir el crecimiento de las 

micobacterias.

En caso de sospecha de tuberculosis extrapulmonar que atañe a regiones estériles 

(por ejemplo, tuberculosis meníngea, pleural, peritoneal o pericárdica) debe 

recogerse el mayor volumen posible ya que son muestras mucho más 

paucibacilares que el de otras localizaciones. En el caso de biopsias, los tejidos 

deben remitirse al laboratorio suspendidos en suero fisiológico o medio líquido 7H9 

de Middlebrook. Si la sospecha es de una tuberculosis vesical, se toma la muestra 

de la primera micción del día (mínimo 40 ml) como si se tratase de un urocultivo 

convencional. En cuanto a las heces, se recomienda recoger tres muestras de 1 gr 

aproximadamente, resuspendidas en 40 ml de suero fisiológico o medio 7H9 de 

Middlebrook. Finalmente, si se sospecha de una tuberculosis diseminada, se 

recomienda recoger la muestra de sangre directamente en un frasco de 

hemocultivo para sistemas de incubación y detección automáticos no radiométricos. 

Si no fuera posible, se transportaría al laboratorio en un tubo con anticoagulante 

como el SPS o la heparina, pero no con EDTA. 
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7.2. Baciloscopia 
Además de dar una rápida orientación diagnóstica, también permite identificar a los 

pacientes más contagiosos, ya que tradicionalmente se ha considerado que son los 

individuos bacilíferos los más propensos a propagar el microorganismo. Las 

tinciones empleadas para la detección de micobacterias mediante microscopía se 

basan en su propiedad de ácido-alcohol resistencia; las más empleadas son: a) 

tinción de Ziehl-Neelsen, en la que se utiliza la fucsina como colorante primario, 

posteriormente se decolora con un ácido-alcohol y por último se utiliza un contraste 

con azul de metileno. Los BAAR se visualizan de color rojo (han podido retener la 

fucsina tras la decoloración) y el resto de bacterias se ven de color azul (Figura 10), 

y b) tinción con auramina-rodamina, fluorocromos que permiten la visualización de 

los BAAR de color amarillo-verdoso fluorescente mediante microscopía con luz 

ultravioleta. Para la visualización con la tinción de Ziehl-Neelsen se requiere un 

aumento microscópico de x1.000, mientras que en las técnicas fluorescentes es de 

x250 aumentos, con lo que es necesario observar menos campos para cubrir la 

extensión. Sin embargo, la técnica de la auramina es más propensa a dar falsos 

positivos (artefactos) por lo que es imprescindible la confirmación, mediante Ziehl-

Neelsen, de cualquier muestra dudosa. 

La morfología que presentan las especies de M. tuberculosis complex en la 

microscopía es de bacilos finos y alargados que, a diferencia de las MNT, 

frecuentemente forman unas “cuerdas” también llamadas “coronas de espinas” 

cuando la tinción se hace a partir de un cultivo líquido positivo. La visualización de 

al menos 3 bacilos por cada 300 campos, debe considerarse positiva. Es 

recomendable, además, establecer una semicuantificación de la carga bacilar. 

Según la nomenclatura de los CDC: 1+ (1- 9 bacilos por 100 campos), 2+ (1-9 

bacilos por cada 10 campos), 3+ (1-9 bacilos por campo) y 4+ (>9 bacilos por 

campo). Según la nomenclatura de la OMS: 1+ (10-99 bacilos/100 campos) 2+ (1-

10 bacilos/campo) y 3+ (>10 bacilos/campo). 

Figura 10. Visualización de BAAR mediante microscopía. Tinción de Ziehl-Neelsen. 
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Además de su sencillez y bajo coste económico, las técnicas de microscopía son 

bastante específicas. Sin embargo, la sensibilidad es baja. Para que los bacilos 

sean detectables en la extensión, el inóculo mínimo debe ser de 5.000-10.000 

bacilos/ml. Se estima que tan sólo un 45-80% de las muestras cuyo cultivo es 

positivo para M. tuberculosis complex, contienen BAAR visibles en la extensión 

para microscopía. La baja sensibilidad de la baciloscopia es especialmente notable 

en muestra extrapulmonares, que son por definición más paucibacilares que las 

respiratorias. En los líquidos biológicos estériles, la sensibilidad puede disminuir de 

forma notable y aún más acusadamente en líquidos pleurales, muestras con carga 

bacilar extremadamente baja donde la sensibilidad de la baciloscopia alcanza tan 

sólo un 5% [32],[33]. Una baciloscopia negativa, por tanto, nunca es excluyente de 

diagnóstico de tuberculosis. Por otro lado, dado que la característica AAR no es 

exclusiva de M. tuberculosis complex, el valor predictivo de tuberculosis de la 

microscopía puede descender hasta el 50-80% en determinadas áreas geográficas 

con elevada prevalencia de MNT. 

7.3. Cultivo 
Es el método de referencia para el diagnóstico microbiológico de tuberculosis. Su 

sensibilidad es más elevada que la de la baciloscopia (10-100 bacterias/ml). 

Además ofrece la ventaja de permitir aislar el microorganismo y así poder 

manipularlo para pruebas posteriores de identificación, sensibilidad a los 

antimicrobianos y epidemiología molecular. 

Previamente a la siembra del cultivo micobacteriano, es necesario un 

procesamiento de las muestras que elimine la flora contaminante presente en la 

matriz orgánica y que podría interferir en el crecimiento de las micobacterias. A la 

vez, este proceso sirve también para concentrar el inóculo micobacteriano. En el 

caso de las muestras procedentes de regiones estériles, este pretratamiento previo 

a la microscopía y siembra en los medios de cultivo no es necesario. 

Existen varios métodos de pretratamiento (homogeneización, descontaminación y 

concentración) de muestras para la detección microbiológica de micobacterias, 

aunque el más utilizado, sobre todo con los sistemas automáticos de cultivo y 

detección, es el método de Kubica [41]. Esta técnica se fundamenta en la 

combinación de dos reactivos: a) el hidróxido sódico (NaOH) al 2%, que sirve como 

descontaminante por sus propiedades alcalinas, y b) la N-acetil-L-cisteína, que 
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actúa como mucolítico, imprescindible para la disgregación de la matriz orgánica de 

la muestra y liberación de los microorganismos.  

Las micobacterias en general requieren medios ricos en nutrientes. Es 

recomendable, según el tipo de muestra a sembrar, utilizar medios con sustancias 

inhibidoras de la flora acompañante, como por ejemplo el verde de malaquita. 

Existen diversas estrategias de cultivo, actualmente la más utilizada es la siembra 

en medio de cultivos líquidos automatizados, que son más rápidos y por lo general 

más sensibles que los sólidos. Aún así, dado que en alguna ocasión el medio sólido 

recupera el microorganismo en muestras donde el medio líquido no lo consigue y a 

que permiten la visualización morfológica de las colonias de M. tuberculosis

complex (en forma de “miga de pan”), se recomienda sembrar los dos tipos de 

medio: uno líquido y uno sólido. 

7.3.1. Medios líquidos 
La mayoría están automatizados, con lo que la incubación y lectura son objetivas, y 

pueden utilizarse también para realizar las pruebas de sensibilidad antibiótica. Los 

sistemas de cultivo líquido más empleados son, el BACTEC MGIT 960 (Becton 

Dickinson, EEUU), el MB/BacT ALERT 3D (BioMérieux, Francia) y el VersaTrek 

(TREK Diagnostics, EEUU) (Figura 11A, 11B, 11C). Se basan en un medio base 

(normalmente Middlebrook 7H9), al que se incorporan suplementos de 

enriquecimiento y antibiótico inhibidor de flora acompañante. Para la detección, el 

MGIT 960 incorpora un componente fluorescente (pentahidrato de rutenio); así, con 

el consumo de O2 debido al crecimiento micobacteriano, se visualiza un brillo 

anaranjado fluorescente bajo luz UV. En el caso del BacT ALERT 3D, el crecimiento 

micobacteriano se detecta por la producción de CO2, que produce un cambio del pH 

detectable por el aparato. El VersaTREK detecta el consumo de oxígeno mediante 

sensores de presión. Todos están monitorizados y ofrecen un resultado cualitativo.  

Figura 11A. MGIT 960   Figura 11B. Bact Alert  Figura 11C. VersaTrek 
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7.3.2.   Medios sólidos 
Uno de los más utilizados es el Löwenstein-Jensen, fabricado con huevo (fuente de 

lípidos) y dispensado en “pico de flauta”. Incluye verde de malaquita como inhibidor 

de la flora acompañante, tiene una elevada sensibilidad de recuperación de 

micobacterias e inhibición de productos tóxicos que pueda contener la muestra 

(Figura 12A).

Entre los medios que contienen agar son conocidos el 7H10 y 7H11 de Middlebrook 

en placa (Figura 12B), que permiten un crecimiento un poco más rápido que los 

medios con huevo.  

Los medios sólidos para la detección de M. tuberculosis complex suelen incubarse 

a 37ºC y una atmósfera de CO2 al 5-10%, hasta un máximo de 6 semanas; si no se 

visualiza crecimiento tras este tiempo se considera el cultivo como negativo. 

      
7.4. Identificación a partir de aislamiento clínico    
Tras detectarse crecimiento micobacteriano en un medio de cultivo, es necesaria su 

identificación, con el fin de determinar que se trata de M. tuberculosis complex o 

bien se trata de una micobacteria no tuberculosa.  

7.4.1.   Pruebas fenotípicas 
Tal como se ha descrito anteriormente, M. tuberculosis complex tiene un 

crecimiento muy lento y ausencia de pigmento, y presenta una morfología bastante 

característica (“miga de pan”) en medios sólidos. Además, en cuanto a las pruebas 

bioquímicas más importantes, muestra reacción positiva para reducción de nitratos, 

acumulación de ácido nicotínico (prueba de la niacina positiva) y catalasa 

(detoxificación de H202) termolábil. 

Figura 12A. Cultivo positivo de M.
tuberculosis complex en medio de 
Löwenstein-Jensen.

Figura 12B. Morfología de M.
tuberculosis complex en medio 7H10 o 
7H11 de Middlebrook. 
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7.4.2.   Pruebas cromatográficas 
Se basa en el análisis del componente lipídico de la pared celular micobacteriana, 

característica de cada especie. Existen tres tipos de técnicas, la cromatografía de 

gases (GLC), la cromatografía líquida de alta presión (HPLC) y la de capa fina 

(TLC) (aunque esta última es poco discriminativa y apenas se usa). 

Tanto la GLC como la HPLC constan de una extracción de ácidos grasos de la 

muestra y posterior separación en columna en función de su longitud de la cadena. 

El resultado final viene dado con una curva que contiene un determinado número 

de picos, cada uno correspondiente a un ácido graso. La diferencia entre ambas 

técnicas es el proceso de extracción: en la GLC los ácidos grasos se muestran 

como metil-ésteres, y en la HPLC como ésteres de bromofenacil capaces de 

adsorber la luz UV y por tanto de ser leídos mediante espectrofotometría. La HPLC 

da una variedad de picos más amplia, hasta 37, y por ello es más discriminativa que 

la GLC. M. tuberculosis complex presenta patrones inespecíficos, con lo que la 

mayoría de veces estas técnicas son simplemente de exclusión y no tanto de 

identificación [42]. Además el método es laborioso y se requiere de equipamiento y 

personal especializado. 

7.4.3.   Pruebas inmunocromatográficas 
Estas técnicas constituyen un avance muy reciente dentro de los métodos de 

identificación a partir de cultivo. El más novedoso, es el basado en el antígeno 

MPT64 y está comercializado bajo tres marcas diferentes: Capilia TB (TAUNS, 

Japón y Nippon Becton Dickinson Co, Ltd, Japón), SD TB Ag MPT64 Rapid 

(Standard Diagnostics, Corea) y BD MGIT TBc Identification Test (Becton 

Dickinson).  Se basa en la reacción de anticuerpos monoclonales contra el antígeno 

MPT64, una de las proteínas predominantes excretadas por M. tuberculosis

complex, con la excepción de algunas subcepas de M. bovis BCG [43]. 

La técnica se realiza a partir de cultivo, añadiendo a la tira un cierto volumen del 

cultivo líquido o una resuspensión de colonias del cultivo sólido. Esta tira de 

nitrocelulosa lleva inmovilizado los anticuerpos anti-MPT64 los cuales a su vez 

están conjugados con partículas de oro coloidal, que facilitan la visualización 

colorimétrica (color rosado), en un máximo de 15 minutos (Figura 13). Es un 

método sencillo y de bajo coste, por lo que se ha convertido en alternativa a las 

sondas de ácidos nucleicos en la práctica de rutina (apartado 7.4.4.1). Estudios de 

meta-análisis demuestran una sensibilidad del 97-99% y una especificidad del 99-



INTRODUCCIÓN GENERAL 

  46 Raquel Moure González

100% en aislamientos clínicos, sin diferencias estadísticamente significativas entre 

los 3 métodos comercialmente disponibles [44]. 

Figura 13. Resultado positivo del test BD MGIT TBc (arriba) y SD TB Ag MPT64 Rapid 

(abajo). 

7.4.4.   Pruebas moleculares
7.4.4.1.   Sondas de ácidos nucleicos 
Se trata de sondas de ADN que hibridan con el ARN ribosómico de las 

micobacterias. Las más utilizadas, desde hace años, son las sondas AccuProbe 

MTC (GenProbe, EEUU) que permiten identificar M. tuberculosis complex y otras 

MNT de relevancia clínica (Mycobacterium avium, M. avium-intracellulare, 

Mycobacterium gordonae y M. kansasii), en menos de 2 horas. La desventaja es 

que hace falta una primera orientación macro o microscópica para decantarse por la 

sonda a utilizar, ya que en cada ensayo sólo se puede realizar una determinación.  

7.4.4.2. Pruebas basadas en amplificación genética 
Se basan en la amplificación de ácidos nucleicos (NAA), normalmente por PCR, de 

una región del genoma micobacteriano y posterior análisis del producto amplificado. 

En estas técnicas, se trabaja a  partir de una extracción del ADN genómico de unas 

4-5 colonias del medio sólido, o unos 500 microlitros del cultivo líquido. En la 

mayoría de los casos basta con un choque térmico (ebullición), durante unos 20 

minutos, para lisar las células y obtener el ADN para trabajar. 
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7.4.4.2.1.   PCR-RFLP del hsp65 (PRA) 
El gen hsp65 codifica una proteína heat-shock de 65KDa, cuya secuencia tiene 

zonas conservadas y zonas variables, las cuales permiten discernir entre las 

diferentes especies del género micobacteriano. Tras la amplificación con los 

primers (o cebadores) TB11 y TB12, se realiza una digestión enzimática con BstEII 

y HaeIII, del producto amplificado. El polimorfismo genético entre especies hará que 

las dianas de corte de estos enzimas se encuentren en un número de veces y 

posiciones diferentes, con lo que finalmente podremos observar, por electroforesis, 

un patrón de bandas característico según la especie e, incluso, subespecie [45]. 

Así, M. tuberculosis complex presenta un patrón de PRA de 235/120/85 con BstEII

y 150/130/70 con HaeIII, diferente al resto de micobacterias 

(http://app.chuv.ch/prasite/index.html). Esta técnica es sencilla, rápida y de bajo 

coste económico. Las desventajas son la baja sensibilidad de amplificación, la 

frecuente aparición de nuevos patrones y la escasa actualización de la base de 

datos disponible. 

7.4.4.2.2. Secuenciación del ADNr 16S 
Se basa en la amplificación genética (PCR convencional) mediante primers

específicos diseñados para amplificar la zona de interés (normalmente el ADNr del  

16S o la región intergénica del 23S), con la peculiaridad de que los nucleótidos 

incorporados durante la síntesis de cadena están marcados con 4 fluoróforos 

diferentes (uno por cada nucleótido) de manera que el secuenciador puede crear un 

cromatrograma de la secuencia de pares de bases. La secuencia obtenida se 

introduce en una base de datos (GenBank: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ o bien 

RIDOM 16S rDNA: www.ridom-rdna.de/) para determinar, por mayor grado de 

homología obtenida, de qué especie se trata. Sin embargo, la aplicación sistemática 

de la secuenciación en rutina se ve dificultada por la laboriosidad de la técnica, su 

considerable coste económico y a que, en ocasiones, la secuenciación no lleva a 

una identificación definitiva si no está complementada con una o varias pruebas 

fenotípicas.  Por estos motivos, la secuenciación se realiza casi exclusivamente en 

laboratorios de referencia con equipamiento y personal cualificados.  

Sin embargo, el futuro de la secuenciación es muy prometedor, y se está trabajando 

en el desarrollo de nuevas metodologías que permitan reducir el coste, la 

complejidad metodológica e incluso el tiempo de respuesta, con el fin de poder 

realizar lo que se ha denominado “secuenciación masiva”. Una de estas 

metodologías es la pirosecuenciación. Surgió hace casi una década [46] y consiste 
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en un proceso semi-automatizado de secuenciación donde, en lugar de detectar la 

fluorescencia que emiten los nucleótidos al sintetizarse la cadena, como ocurre en 

la secuenciación convencional, se trata de detectar la luz que emite una luciferasa 

tras la liberación del pirofosfato en la síntesis de ADN. La cantidad de luz emitida, 

proporcional al número de nucleótidos incorporados, se refleja en forma de 

pirogramas. La pirosecuenciación permite secuenciar genomas completos en un 

solo día a un menor coste económico que la secuenciación convencional.  

7.4.4.2.3. Pruebas de hibridación en fase sólida 
En este caso, tras una amplificación específica se realiza una hibridación con 

sondas cortas (alrededor de 20 nucleótidos) marcadas e inmovilizadas en un 

soporte sólido, siendo los más comunes las tiras de nitrocelulosa y los microarrays.

Los microarrays de ADN para la identificación de M. tuberculosis complex a partir 

de cultivo, son una herramienta mucho más reciente, con buenas expectativas de 

futuro pero con aún poca experiencia. 

En cuanto a las técnicas basadas en tiras de nitrocelulosa como fase sólida de 

hibridación, existen dos sistemas comerciales: INNO-LiPA (Innogenetics, Bélgica) y 

GenoType Mycobacterium (HainLifescience, Alemania). En el caso del INNO-LiPA 

la diana es el espacio intergénico 16S-23S, y el 23S en el caso del GenoType. 

Ambos identifican M. tuberculosis complex y otras MNT relevantes. El INNO-LiPA 

consta de 16 sondas que identifican M. tuberculosis complex, M. kansasii (subtipos 

I, II y III), Mycobacterium gastri, Mycobacterium xenopi, M. gordonae,

Mycobacterium genavense, Mycobacterium simiae, Mycobacterium

marinum/ulcerans, Mycobacterium celatum, M. avium-intracelulare complex, M.

avium, M. intracellulare (grupo 1 y 2), Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium

malmoense, Mycobacterium haemophilum, Mycobacterium chelonae complex 

(grupo 1 y 2), complejo Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium smegmatis.

El sistema GenoType incluye dos primeras tiras para identificación dentro del 

género Mycobacterium. Una primera (CM) para 14 especies: M. tuberculosis

complex, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. fortuitum, M. chelonae,

Mycobacterium abscessus, Mycobacterium peregrinum, M. xenopi, M. gordonae, M. 

scrofulaceum, M. malmoense, Mycobaterium interjectum y M. marinum/ulcerans. Si 

el aislamiento no fuese identificado, existe una segunda tira (AS) que aparte de 

repetir M. kansasii incluye: M. simiae, Mycobacterium mucogenicum,

Mycobacterium goodii, M. celatum, M. smegmatis, M. genavense, Mycobacterium
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lentiflavum, Mycobacterium heckeshornense, Mycobacterium szulgai,

Mycobacterium phlei, M. haemophilum, M. ulcerans, M. gastri, Mycobacterium

asiaticum, y Mycobacterium shimoidei.

El GenoType además incluye un kit (GenoType MTBC) de identificación de especie 

dentro de M. tuberculosis complex, permitiendo diferenciar entre M. tuberculosis, M.

africanum, M. microti, M. bovis ssp. bovis, M. bovis ssp. caprae y BCG  [47].

7.5. Nuevos métodos para la detección directa en muestra 
Tal como se ha explicado anteriormente, aunque el diagnóstico de tuberculosis se 

realiza muchas veces a través de la sospecha clínica y evidencias radiológicas, se 

necesita una confirmación microbiológica que, sobre todo en los casos de 

baciloscopia negativa, puede demorarse varias semanas (hasta la obtención de un 

cultivo positivo). Es por ello que en las últimas dos décadas se ha trabajado en el 

campo del diagnóstico directo a partir de muestra clínica, con el objetivo de obtener 

sistemas de detección rápidos, sensibles y de coste razonable que detecten la 

presencia del bacilo tuberculoso directamente en muestras clínicas. 

7.5.1. Micobacteriófagos 
Desde mediados del siglo pasado, se han desarrollado sistemas basados en la 

infección con micobacteriófagos, para la detección de M. tuberculosis complex 

directamente en muestra clínica. Existen varias estrategias, con una gran 

variablidad en cuanto a valores de sensibilidad, especificidad y valores predictivos 

[48],[49]. Se dispone de varios métodos comerciales, basados en dos tipos de 

técnicas: Luciferase reporter phage assay (LRP) o el Phage amplified assay

(PhaB o MAB). La primera se basa en la detección de luminiscencia como resultado 

de la expresión del gen fflux, insertado en el genoma del fago y que se expresa 

cuando éste infecta M. tuberculosis complex. El segundo método se basa en la 

capacidad del fago de replicarse y lisar las células micobacterianas; la presencia de 

M. tuberculosis complex se detecta gracias a la aparición de calvas en el 

crecimiento confluente (“césped”) de Mycobacterium smegmatis (micobacteria

huésped) causadas por los fagos liberados tras la lisis micobacteriana (Figura 14).  

Si bien estas metodologías son sencillas, de bajo coste económico y de elevada 

especificidad, su sensibilidad ha demostrado ser menor cuando el inóculo de M. 

tuberculosis complex en la muestra es escaso (especialmente en aquellas muestras 

con cultivo positivo pero con baciloscopia negativa).  
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Figura 14. Ejemplo de la metodología Phage amplified assay: método PhageTek MB 

Assay (PhaB) (tomado de Alcaide et al, 2003) [49]. 

Fig 14. Leyenda: a) resultado negativo; b) resultado positivo para M. tuberculosis complex: placas 

aisladas de lisis; c) resultado positivo para M. tuberculosis complex: placas confluentes de lisis; d) 

resultado positivo para M. tuberculosis complex: lisis total. 

7.5.2. Técnicas moleculares   
Sin duda, los métodos de biología molecular desarrollados en los últimos años 

constituyen el gran avance en el diagnóstico rápido de las enfermedades 

infecciosas como la tuberculosis. Su utilidad ha sido ampliamente evaluada [50-52] 

y existen guías para su uso en rutina [53]. Estas técnicas ofrecen varias ventajas 

frente a los métodos de detección convencionales (cultivo); la más importante es el 

menor tiempo de respuesta, que puede adelantar el diagnóstico de varias semanas 

a unas pocas horas. Además, los procedimientos de extracción-amplificación y 

reactivos de estas técnicas son más sensibles que aquéllos de las técnicas de 

identificación en cultivo, ya que la concentración bacilar en muestra clínica es 

mucho menor que cuando se trabaja a partir de cultivo. 

Aunque el coste económico que suponen estas técnicas (la mayoría comerciales) 

puede ser más o menos elevado, la mayoría muestran una buena relación coste-

beneficio siempre que se apliquen en los casos de alta sospecha clínica [54],[55]. 

Existen múltiples sistemas, caseros y comerciales (Tabla 1), aunque se recomienda 

el uso de los sistemas comerciales ya que están estandarizados y cuentan con la 

aprobación de diferentes organismos internacionales. 
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7.5.2.1. Amplificación de la secuencia diana y posterior detección del 
producto amplificado 
Estos métodos se fundamentan en la amplificación de una región genética 

específica (normalmente por PCR), donde la detección del producto amplificado se 

realiza posteriormente, normalmente por técnicas de hibridación en fase sólida, o 

también por secuenciación. 

Uno de los primeros sistemas en ser aprobado en los años 90 por la FDA (Food 

and Drug Administration) tanto para muestras con baciloscopia positiva como 

negativa, fue el AMTD2 (Amplified M. tuberculosis direct assay; Gen-Probe Inc.) y 

es una de las denominadas técnicas TMA (transcription-mediated amplification). A 

diferencia de la PCR, la TMA es una reacción isotérmica (42ºC) con un primer paso 

de transcripción inversa del 16S ARNr. Después hay una hibridación con sondas de 

ADN, específicas de M. tuberculosis complex, que están marcadas con moléculas 

de ésteres de acridina. La detección del producto es por quimioluminiscencia, 

aunque la desventaja es que no hay automatización ni controles internos. El 

resultado está disponible en unas 2 horas y media. Los estudios publicados avalan 

su buena sensibilidad y especificidad, sobre todo en muestras pulmonares con 

baciloscopia positiva (91-100%), mientras que los valores descienden al 65-92% si 

la baciloscopia es negativa. En muestras extrapulmonares, los valores son muy 

variables en función de la baciloscopia, con intervalos del 88-100% y el 63-100% en 

casos de baciloscopia positiva y negativa, respectivamente. La especificidad 

también es muy elevada (92-100%) y no se han hallado casos de reacciones 

cruzadas con MNT [56-57].   

Otro sistema es  el Cobas Amplicor Mycobacterium tuberculosis test (Roche 

Dianostic System Inc., Suiza), basado en la amplificación del 16S ARNr por PCR y 

posterior hibridación con sondas oligonucleotídicas, dando lugar a una detección 

colorimétrica del híbrido. Este sistema también cuenta con la aprobación de la FDA 

para muestras respiratorias con bacilocopia positiva y a diferencia del sistema 

anterior, sí que puede automatizarse la extracción del ADN (AmpliPrep); además, 

se dispone de un control interno que amplifica conjuntamente con la muestra y 

permite detectar la presencia de inhibidores internos. El resultado está disponible 

en 6-7 horas. Los estudios de evaluación con esta técnica han mostrado valores 

buenos de especificidad (91-100%) y muy variables en cuanto a sensibilidad. En 

muestras respiratorias con baciloscopia positiva está en un 90-100%, y un intervalo 

de 50-96% en baciloscopia negativa. En extrapulmonares los valores son muy 
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variables, entre el 27 y el 85%. Sin embargo, se han detectado algunos falsos 

positivos por reacciones cruzadas con algunas MNT [58]. 

La técnica LCx (Abbot Laboratorios, EEUU) es un método semi-automatizado de 

detección directa basado en la amplificación por LCR (ligase chain reaction) de un 

gen que codifica la PAB (proteína antigénica b) y aunque tuvo unos buenos valores 

de efectividad en muestras respiratorias (sensibilidad de 65-90% y especificad de 

90-100%) [59],[60], la técnica LCx fue retirada del mercado europeo en 2002.  

Cabe mencionar también las técnicas SDA (strand displacement amplification). 

Entre ellas, el BD ProbeTec ET Direct TB System (Becton Dickinson) es el test 

comercial más conocido. Se trata de una reacción isotérmica (52,5ºC) donde, por 

un proceso enzimático, se originan múltiples copias de dos dianas genéticas: 16S 

ARNr e IS6110.  La detección final es por fluorescencia y se completa en unas 3-4 

horas. Las cifras de especificidad son altas (98-100%), así como las de sensibilidad 

en muestras con baciloscopia positiva, sobre todo en respiratorias (alrededor del 

90-95%) [61-63]; en negativas desciende hasta un 30-85% según los estudios.  

Otros métodos interesantes son los basados en la técnica NASBA (nucleic acid 

sequence-based amplification). El NASBA es un método autocatalítico e isotérmico 

que utiliza 3 enzimas: una retrotranscriptasa, una ARNasa y una ARN polimerasa. 

El test comercial más conocido es el GenoType Mycobacteria Direct

(HainLifescience), que detecta el 23S ARNr de M. tuberculosis complex, además 

del de otras 5 MNT patógenas. El resultado de la amplificación se revela mediante 

hibridación en fase sólida (resultado colorimétrico en una tira de celulosa). Esta 

técnica apareció a inicios del año 2000 y no existe demasiada evidencia 

bibliográfica, si bien los resultados de sensibilidad y especificidad de que se 

disponen son buenos y comparables a otros métodos de detección directa por 

amplificación convencional [64-67], aunque inferiores en muestras baciloscopia-

negativas [68]. 

Dentro de las técnicas más recientes, está la tecnología GenoQuick 

(HainLifescience) que apareció en el año 2010 para la detección directa de MRSA y 

Bordetella [69],[70]. Recientemente se ha desarrollado una prueba para M.

tuberculosis complex, el GenoQuick MTB. Se trata de una PCR convencional, con 

el IS6110 como región diana, y una posterior hibridación y detección en una tira de 

nitrocelulosa mediante hibridación en flujo lateral (lateral-flow dipstick). La 
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extracción de ADN puede ser manual o automatizada. La aplicación de las tiras en 

la mezcla post-amplificación es manual. El tiempo de respuesta es de unas 3 horas 

y, según validaciones internas, es apto tanto para muestras respiratorias como 

extrapulmonares, con un límite de detección de 500-1.000 bacterias/ml [71].  

7.5.2.2. Técnicas de PCR a tiempo real  
La aparición de estas técnicas de detección directa, a inicios del siglo XXI, ha 

supuesto un gran avance en el diagnóstico molecular de la tuberculosis. Esta 

metodología se basa en la amplificación e hibridación simultánea del producto 

amplificado con sondas complementarias marcadas con fluorescencia (las más 

comunes: TaqMan, molecular beacons, bioprobes o FRET). Ello permite visualizar 

el resultado a tiempo real, a través de un gráfico donde se observa al grado de 

fluorescencia emitido, en función de la ausencia/presencia y cantidad de ADN de M.

tuberculosis complex existente en la reacción. En muchos casos, el resultado que 

ofrecen estas técnicas es semi-cuantitativo, es decir, permite obtener una idea de la 

concentración inicial de ADN micobacteriano, en función del ciclo umbral de 

fluorescencia (ciclo en el que se detecta el incremento de la fluorescencia, respecto 

al nivel basal).  

Una de estas técnicas comerciales, basada en la detección del 16S ARNr mediante 

detección con sondas TaqMan, es la técnica Cobas TaqMan MTB (Roche 

Diagnostics) [72],[73], derivada de la Cobas Amplicor MTB (PCR convencional) de 

la misma casa comercial. Aunque según algunos estudios, la versión a tiempo real 

no supone una mejora significativa en términos de sensibilidad, sí se aprecia un 

incremento de la especificidad y un descenso de resultados inválidos respecto a la 

versión convencional [74]. 

El FluoroType MTB (HainLifescience) es un sistema de muy reciente aparición 

(2011). Se trata de una PCR a tiempo real, aunque no integrada (la extracción de 

ADN puede ser automatizada pero en un aparato aparte) que detecta M. 

tuberculosis complex en 3 horas. Su diana es el IS6110, y las sondas de tiempo 

real son las denominadas Hybeacon. Las sondas Hybeacon se unen al producto 

amplificado y emiten fluorescencia, pero a medida que desciende la temperatura se 

separan, descendiendo también la fluorescencia. El software reconoce la curva de 

fluorescencia caracterísitca de M. tuberculosis complex. Las evaluaciones internas 

revelan una buena sensibilidad y especificidad pero aún no se dispone de estudios 

externos publicados que avalen su efectividad real. 
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El Anyplex plus MTB/NTM/DR-TB (Seegene  Inc., Corea) es un sistema 

prometedor, de PCR a tiempo real con oligonucléotidos marcados, integrada, que 

sirve para la detección no sólo de M. tuberculosis complex, sino de otras 

micobacterias, en tan sólo 2 horas. Además, en caso de resultar un test positivo 

para M. tuberculosis, es posible determinar la resistencia a los principales fármacos 

antituberculsos (isoniazida y rifampicina) en un segundo test adicional que dura tan 

sólo 40 minutos. Sin embargo, aún no hay datos publicados acerca de su 

efectividad. 

Recientemente, han aparecido nuevas técnicas que reducen a la mínima expresión 

la manipulación de la muestra y por tanto el riesgo de contaminación cruzada. El 

método más revolucionario en este sentido es el sistema GeneXpert (Cepheid, 

EEUU y FIND Diagnostics, Suiza), con el ensayo específico Xpert MTB/RIF para la 

detección de M. tuberculosis complex y resistencia a la rifampicina. Este sistema 

apareció en el año 2009, y los primeros estudios de evaluación fueron publicados a 

principios de 2010 [75]. La novedad que ofrece este sistema es que integra en un 

solo cartucho la extracción de ADN, la amplificación genética y la detección por 

hibridación con sondas a tiempo real (molecular beacons). La diana de 

amplificación que utiliza este sistema es la región core del gen rpoB que, como se 

detallará en el apartado 9.2, es la región determinante de la resistencia a 

rifampicina, con lo que el sistema Xpert MTB/RIF se presenta no sólo como un 

método de detección directa de M. tuberculosis complex, sino también de detección 

rápida de mutaciones relacionadas con la resistencia a la rifampicina. La detección 

a tiempo real se consigue gracias a la hibridación con 5 sondas complementarias a 

la región core del rpoB. La hibridación de al menos 3 de ellas significa detección de 

M. tuberculosis complex, y a su vez la hibridación de 3 ó 4 (todas menos 1 ó 2) 

evidencia al menos una sustitución nucleotídica en la secuencia wild-type del gen, 

con lo que se infiere  la resistencia a la rifampicina. El software incluye una serie de 

algoritmos para ofrecer un resultado semicuantitativo del ensayo (MTB Detected 

High/ MTB Detected Medium/ MTB Detected Low/ MTB Detected Very Low/ MTB 

Not Detected). En caso de detectar ADN del bacilo, el informe del Xpert MTB/RIF 

ofrece un resultado de resistencia a la rifampicina (Rif Resistance Detected/ Rif 

Resistance Not Detected) (Figura 15). El ensayo contiene, además, unas esporas 

de Bacillus globii, las cuales son procesadas por el sistema, que extrae el ADN, lo 

amplifica e hibrida con unos primers y sonda específicos (control positivo). En caso 

de no lograrse la extracción y/o amplificación de este control, el resultado que da la 
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técnica no es válido (Invalid). El tiempo de respuesta del Xpert MTB/RIF es de 2 

horas, con tan sólo 2 minutos de procesamiento manual.  

Figura 15. Software del sistema GeneXpert (Xpert MTB/RIF) donde se observa el gráfico de 

PCR a tiempo real, y el informe de resultados. 

Varios estudios avalan la buena sensibilidad de este sistema, incluso en muestras 

con baciloscopia negativa, donde se alcanzan valores de sensibilidad de alrededor 

del 75% [75],[76]. La OMS, en el año 2011 y tras la revisión de los estudios 

publicados hasta la fecha acerca de la efectividad del Xpert MTB/RIF, publicó una 

serie de recomendaciones acerca del uso de este ensayo en los laboratorios de 

diagnóstico de tuberculosis. En un primer lugar, recomendó la realización de este 

test como primera herramienta de diagnóstico en países con alta indiencia de 

tuberculosis multirresistente (apartado 9) o coinfección con el VIH. En el resto de 

países, recomienda considerar este test como segundo sistema de diagnóstico (tras 

la microscopía), en casos de bacilocopia negativa. Estas recomendaciones sólo se 

aplicaron al diagnóstico de la tuberculosis pulmonar [77]. 

La técnica Xpert MTB/RIF sólo se validó en un inicio para muestras respiratorias, 

por lo que los estudios disponibles en la literatura están realizados 

predominantemente en este tipo de muestras. Recientemente, han comenzado a 

aparecer estudios en muestras extrapulmonares en adultos e incluso en niños [78]. 

Sin embargo, la mayoría de los trabajos publicados en muestras extrapulmonares 

incluyen un bajo número de muestras [79-81], o bien están realizados en zonas de 

alta incidencia tuberculosa [82]. Por último, y al ser el GeneXpert un sistema de 

elevado coste económico, se hacen necesarios estudios que evalúen su relación 
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coste-beneficio, para determinar la rentabilidad real que supone la realización de 

esta prueba. 

Tabla 1. Tabla resumen de los métodos moleculares para la detección directa de M.

tuberculosis complex (tomado de Alcaide y Coll, 2011) [83].

Tab 1. Leyenda: IAC: Internal amplification control; PCR: Polymerase chain reaction; TMA: 

Transcription-mediated amplification; LCR: Ligase chain reaction; SDA: Strand displacement 

amplification;  NASBA: Nucleic acid sequence-based amplification; RT-PCR: Real-time PCR.

8. TRATAMIENTO 
8.1. Tratamiento de la enfermedad tuberculosa 
8.1.1. Principios del tratamiento farmacológico 
El adecuado tratamiento farmacológico de la tuberculosis tiene como objetivo 

erradicar los bacilos existentes en el enfermo, lo cual llevará a su curación y evitará 

su recaída, además de impedir la transmisión de la infección a otras personas de su 

entorno.

El bacilo tuberculoso y la respuesta inmunológica del huésped determinan en gran 

medida las bases de la terapia farmacológica de la tuberculosis: 1) debido a las 

características peculiares de este género bacteriano, ya comentadas previamente 

(en especial, las características de su pared celular) la mayoría de los 

antimocrobianos  convencionales no son útiles en M. tuberculosis complex. Por ello, 

los agentes efectivos contra la tuberculosis conforman un pequeño grupo de 

antimicrobianos, denominados fármacos “antituberculosos”; 2) durante la 

replicación bacteriana, el bacilo tuberculoso puede experimentar mutaciones 

cromosómicas espontáneas que pueden afectar a la diana del fármaco 

antituberculoso, dando lugar a la resistencia a éste. Por ello, es necesario 

administrar varios fármacos simultáneamente, de manera que se reduzca al 
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máximo la probabilidad de que aparezca un mutante resistente a alguno de los 

fármacos. De otra forma, si se administrase una monoterapia o biterapia, se 

conseguiría reducir la población bacilar en un inicio (ya que la mayoría de bacilos 

son teóricamente sensibles), pero a continuación habría un repunte (“fall and rise”), 

debido a la multiplicación de los mutantes resistentes; y 3) debido a las 

características de la patogenia del bacilo tuberculoso, durante la enfermedad se 

originan varias poblaciones bacilares: una extracelular en proliferación, otra poco 

activa en las lesiones caseosas y otra latente en el interior de los macrófagos. Para 

erradicar estas diferentes poblaciones, incluso las formas intracelulares (en un 

estado metabólicamente inactivo) es necesario administrar los antituberculosos por 

un periodo prolongado de tiempo, siendo el mínimo 6 meses [84]. 

Los fármacos utilizados en la terapia antituberculosa, han sido clasificados por la 

OMS en varios grupos (Tabla 2), por orden de elección en función de su eficacia y 

bioseguridad. 

Tabla 2. Clasificación de los fármacos antituberculosos (criterio de la OMS). 

8.1.2. Principales fármacos antituberculosos (Grupo 1) 
La isoniazida (H), introducida en la terapia antituberculosa en 1952,  es un fármaco 

crucial en al tratamiento de la tuberculosis, por ser el más bactericida de todos. Se 

trata de un pro-fármaco que, tras ser metabolizado por la enzima catalasa-

peroxidasa sintetizada por la expresión del gen katG, se convierte en ácido 

isonicotínico (forma activa). Esta forma activa interfiere con la síntesis de la ACP 

Grupo Fármacos (abreviaturas) 

1

Antituberculosos orales de primera línea 

Isoniazida (H), Rifampicina (R), Etambutol (E), 

Pirazinamida (Z) 

2

Antituberculosos inyectables 

Estreptomicina (S), Kanamicina (Km), Amikacina 

(Am), Capreomicina (Cm) 

3

Fluoroquinolonas 

Levofloxacino (Lfx), Moxifloxacino (Mfx), 

Gatifloxacino (Gfx),  Ofloxacino (Ofx) 

4

Bacteriostáticos de segunda línea 

Ácido p-aminoacilsalicílico (PAS), cicloserina 

(Cs), Terizidona (Trd), Etionamida (Eto), 

Protionamida (Pto) 

5

Otros (de eficacia poco demostrada aún) 

Clofazimina (Cfz), Linezolid (Lzd), Tiazetazona 

(Thz), Claritromicina (Clr), Amoxicilina/clavulánico 

(Amx/Clv) 
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(enoyl-acyl carrier protein)-reductasa, parte de la FAS II (fatty acid synthase type II), 

una enzima codificada por el gen inhA necesaria en la formación de los ácidos 

micólicos de la pared celular [85]. Es muy eficaz en la erradicación de la población 

bacilar extracelular (bactericida) y, aunque en menor grado, en la que se halla en 

las lesiones caseosas con baja tensión de O2 (bacteriostático). 

La rifampicina (R) se une a la subunidad � de la ADN polimerasa, inhibiendo la 

síntesis de ARN. Después de la isoniazida, es el antituberculoso más bactericida 

sobre la población extracelular, y el más eficaz en la erradicación de los bacilos 

presentes en las lesiones caseosas [86]. 

La pirazinamida (Z) es un pro-fármaco que, en el interior del bacilo y mediante la 

enzima pirazinamidasa (PZasa), se transforma a la forma activa (ácido pirazinoico; 

POA) la cual, a pH ácido, tiene poder antituberculoso sobre todo sobre la población 

durmiente en el interior de los macrófagos. La diana de este antituberculoso y su 

mecanismo de acción no están claros. Una primera hipótesis es que el POA se une 

a una enzima que sintetiza ácidos grasos (FAS I) inhibiendo su acción [87]. 

Recientemente, algunos estudios especulan que la diana sería la proteína 

ribosomal SA (RpsA) de forma que se inhibiría la trans-translación, esencial en la 

liberación de los escasos ribosomas de las células durmientes, lo que explicaría su 

actividad en los bacilos intracelulares [88]. 

El etambutol (E) inhibe la arabinosiltransferasa, enzima esencial en la síntesis del 

arabinolactano y lipoarabinomanano, componentes de la pared celular de M. 

tuberculosis complex [89]. Aunque se trata de un bacteriostático activo sobre todo 

en las formas extracelulares del bacilo, y hasta hace poco tiempo tan sólo se 

administraba en ciertos casos, en la actualidad forma parte de la terapia 

antituberculosa estándar (apartado 8.1.4). Su inclusión como cuarto fármaco de la 

pauta farmacológica habitual se explica por el incremento de casos de resistencia a 

los otros antituberculosos. 

8.1.3. Otros fármacos antituberculosos (Grupos 2-5) 
Debido a la aparición progresiva de resistencias a los fármacos antituberculosos de 

primera línea, se ha investigado acerca de la utilidad de otros fármacos en el 

tratamiento de la tuberculosis. En casos especiales como la multirresistencia 

(apartado 9) o toxicidad a uno o varios de los fármacos del Grupo 1, se recurre a 

otros fármacos con propiedades antituberculosas. Uno de ellos es la 
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estreptomicina (S), que fue el primer antibiótico usado contra la tuberculosis, a 

mediados del siglo XX. Este agente pertenece al grupo de los aminoglucósidos y 

actúa en la subunidad S12 del ribosoma bacteriano, causando deficiencia en la 

lectura del código genético e inhibición de la traducción del ARNm (inhibición de la 

síntesis proteica) [90],[91]. La S está incluida entre los tradicionalmente 

denominados antituberculosos de “primera línea” (junto con los 4 fármacos 

descritos anteriormente H, R, Z, E); sin embargo, no se incluye en la terapia 

estándar inicial contra la tuberculosis sensible, ya que no se administra vía oral (es 

inyectable), tiene importantes efectos adversos y, además, la tasa de resistencia a 

estreptomicina es bastante elevada. 

La kanamicina, amikacina y capreomicina son los demás antituberculosos del 

Grupo 2. Los dos primeros pertenecen al grupo de aminoglucósidos e interfieren en 

la subunidad 30S del ribosoma, causando un error en la transcripción del genoma y 

por tanto el origen de péptidos no funcionales, causando la muerte celular [92]. Son 

bactericidas en la población bacilar extracelular. La capreomicina es un polipéptido 

cíclico cuyo mecanismo de acción es la inhibición de la translación y síntesis de 

fenilalanina en los ribosomas micobacterianos [93]. 

El Grupo 3 lo conforman las fluoroquinolonas, cuyo efecto antituberculoso fue 

demostrado en la década de los 90 [94]; estos fármacos inhiben la acción de la 

girasa bacteriana (una de las topoisomerasas indispensables en la replicación) 

imposibilitando la multiplicación del bacilo. Existen diferentes fluoroquinolonas 

eficaces frente a M. tuberculosis complex, siendo el levofloxacino y el moxifloxacino 

los más utilizados aunque este último parece tener una mayor actividad in vitro [95]. 

Por último, en casos de resistencia incluso a uno o varios de los fármacos de los 

Grupos 2 y 3, se hace uso de otros antimicrobianos (Grupos 4 y 5) como la  

protionamida, la etionamida, la cicloserina, el ácido p-aminoacilsalicílico, la 

tiazetazona, la clofazimina, el linezolid, la claritromicina o la amoxiclina/clavulánico. 

8.1.4. Pauta estándar de tratamiento farmacológico  
En los nuevos casos de tuberculosis, donde no hay confirmación ni sospecha de 

resistencia a los antituberculosos de primera línea, la OMS recomienda una pauta 

combinada de 6 meses: 2HRZE/ 4HR, entendiéndose esta fórmula como 2 primeros 

meses con una toma diaria de 4 fármacos (rifampicina, isoniazida, pirazinamida y 

etambutol), y a continuación (cuando la población bacilar teóricamente ya ha 
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disminuido sensiblemente) dos meses más con isoniazida y rifampicina. Esta pauta 

es válida tanto en los casos de tuberculosis pulmonar como extrapulmonar [96]. 

Aunque la pauta 2HRZE/4HR sea la de elección, también es posible un tratamiento 

a días alternos: o bien 2(HRZE)3/4(HR)3 (el paciente toma, 3 días a la semana, los 4 

fármacos durante los 2 primeros meses, y luego H y R durante los 4 últimos meses) 

o bien 2HREZ/4(HR)3 (el paciente sigue una pauta diaria de 4 fármacos los 2 

primeros meses, y los 4 últimos meses de H y R en donde la toma es de 3 días por 

semana). Sin embargo, debido al alto riesgo de fallo terapéutico en caso de 

abandono o mal seguimiento del tratamiento, estas dos últimas alternativas 

requieren que un profesional sanitario supervise cada toma de medicación por parte 

del paciente (TDO; tratamiento directamente observado), con las complicaciones 

logísticas que ello conlleva. 

8.1.5. Pautas especiales de tratamiento farmacológico  
Se contemplan diversos escenarios en los que la pauta estándar de tratamiento de 

la tuberculosis ha de ser modificada. Uno de estos serían los casos de resistencia o 

toxicidad a uno o varios de los fármacos orales de primera línea. En caso de que se 

trate de la H o la R,  en la segunda fase se mantiene el etambutol (o la 

pirazinamida) en el tratamiento, en lugar del fármaco eliminado, hasta alcanzar los 

9 meses de tratamiento. Si el fármaco a sustituir es otro (ni H ni R), la segunda fase 

se prolonga 6 meses en vez de los 4 meses de la pauta estándar. 

Los casos más complicados son los de tuberculosis multirresistente (MDR) y 

extremadamente resistente (XDR) (apartado 9). En estos casos es necesario el uso 

alternativo o adicional de varios de los fármacos descritos en el apartado 8.1.3. La 

adición progresiva de antibióticos alternativos a los orales de primera línea se 

realiza con la intención de alcanzar la cifra de al menos 4 agentes activos según el 

las pruebas de sensibilidad fenotípica del aislamiento clínico. Los primeros 

fármacos de “reserva” que se incorporan en el tratamiento de la tuberculosis MDR 

son la kanamicina o la amikacina (antes que la estreptomicina, debido a su alta tasa 

de resistencia y toxicidad). A continuación, los agentes de elección serían las 

fluoroquinolonas (levofloxacino o moxifloxacino) y, consecutivamente, el PAS, la Eto 

y la Cs. Los fármacos englobados dentro del Grupo 5 (Tabla 2), no están 

recomendados por la OMS, debido al desconocimiento de su eficacia real en casos 

de tuberculosis MDR, aunque en casos de tuberculosis XDR se puede recurrir a 
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ellos si no es posible diseñar otra estrategia de tratamiento más adecuado. En 

casos de tuberculosis MDR o XDR el tratamiento se alarga a 18-24 meses [96]. 

8.1.6. Nuevos fármacos en desarrollo 
Con el fin de mejorar el tratamiento actual contra la tuberculosis, especialmente de 

acortar el tiempo de terapia farmacológica, se han puesto en marcha diferentes 

ensayos clínicos que prueban pautas con combinaciones alternativas de fármacos 

(sobre todo aquellas que incluyen fluoroquinolonas) o fármacos de nueva síntesis. 

En este último sentido destacan las oxazolidinonas, las diarilquinolonas y los 

nitroimidazopiranos. 

El linezolid es la oxazolidinona con mejores perspectivas por el momento. Su 

efectividad está demostrada en bacterias Gram-positivas, y algunos estudios ya 

prueban una efectividad antituberculosa similar a la isoniazida [97],[98]. Se ha 

utilizado ya en el tratamiento de casos de tuberculosis MDR o XDR, aunque todavía 

está siendo incluido en estudios clínicos para conocer su efectividad real y, sobre 

todo, el riesgo de toxicidad en tratamientos de larga duración [99]. 

El R207910 es la diarilquinolona más prometedora hasta el momento. Inhibe la 

síntesis de ATP (ATP sintasa) [100], por lo que no se prevee que presente una 

reacción cruzada de resistencia con los antituberculosos clásicos (diferente diana). 

En modelo murino, se ha observado que combinado con isoniazida y pirazinamida, 

o rifampicina y pirazinamida, se consigue negativizar el cultivo en sólo dos meses; 

sin embargo, presenta interacción farmacocinética con la rifampicina, con lo que se 

perfila como opción en terapias antituberculosas sin rifampicina. 

Dentro de los nitroimidazopiranos, el PA-824 inhibe la síntesis de proteínas y lípidos 

de la pared de M. tuberculosis complex. En modelo murino, su actividad bactericida 

es similar a la de la isoniazida, y al reemplazarlo por esta última, se consigue 

acortar la negativización del cultivo hasta 2 meses [101]. Además, se reduce el 

riesgo de recaídas, frente a la terapia estándar [102]. Por último, el OPC-67683
inhibe la síntesis de determinados ácidos micólicos de la pared micobacteriana. Al 

igual que el PA-824, es un pro-fármaco que debe ser metabolizado 

enzimáticamente para pasar a la forma activa, y parece ser más bactericida que la 

isoniazida [103]. Sin embargo, aún está en etapas tempranas de estudio por lo que 

no es posible establecer su utilidad en la terapia alternativa contra la tuberculosis. 
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8.2. Tratamiento de la infección tuberculosa latente 
Una vez confirmada la ITL y descartada la tuberculosis activa, el tratamiento 

quimioprofiláctico está recomendado cuando se cumpla una o más de las siguientes 

condiciones: a) que el paciente haya sido recientemente infectado (contacto 

reciente, con conversión tuberculínica), b) que presente una radiografía de tórax 

con lesiones residuales, sin haber sido previamente tratado de tuberculosis, c) que 

sea co-infectado con el HIV, y d) que vaya a recibir tratamiento inmunodepresor. 

El fármaco antituberculoso más empleado en el tratamiento de la ITL es la 

isoniazida, durante un período de 6 a 9 meses [104]. Sin embargo, cada vez más se 

están probando regímenes alternativos, más cortos, como el que incluye rifampicina 

por 4 meses, o el de 3 meses con rifampicina e isoniazida, que tienen una eficacia 

similar el convencional con isoniazida y con la ventaja de una mejor adherencia al 

tratamiento [105],[106]. 

9. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS PRINCIPALES FÁRMACOS 
ANTITUBERCULOSOS 
La presión antibiótica ha originado, al igual que en otras enfermedades infecciosas, 

la aparición de cepas resistentes de M. tuberculosis complex. Esta resistencia se 

debe fundamentalmente a mutaciones cromosómicas en diferentes genes que 

implican una alteración en la diana de acción de los antituberculosos.   

En función del momento de la aparición de la resistencia, podemos distinguir entre 

resistencia en pacientes sin tratamiento previo (antiguamente denominada inicial o 

primaria) definida como la que se presenta desde un inicio debido a que la cepa 

transmitida era portadora ya de mutaciones relacionadas con resistencia antibiótica, 

o resistencia en pacientes previamente tratados (antiguamente denominada 

secundaria o adquirida) definida como la que aparece una vez se ha recibido 

tratamiento farmacológico durante al menos un mes, normalmente debido a una 

mala administración del mismo (combinación insuficiente de fármacos, tratamiento 

intermitente no controlado o tiempo insuficiente). 

Los primeros casos de resistencia aparecieron en la década de los 60 y 70, a 

medida que se iban incorporando los diferentes fármacos a la terapia 

antituberculosa. Así, los primeros casos eran resistentes a la estreptomicina (tal 

como se ha comentado, el primer fármaco empleado contra la tuberculosis), 

seguido de la isoniazida. En los años 80, aparecieron los primeros casos de 
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tuberculosis causada por cepas MDR, es decir, resistente al menos a los dos 

fármacos más importantes de la terapia: rifampicina e isoniazida, situación 

declarada de emergencia mundial con varios brotes en la década de los 90. Ante 

esta epidemia, se incorporaron al tratamiento de la tuberculosis MDR los fármacos 

antiguamente denominados de segunda línea, y a principios del siglo XXI se 

registraron los primeros casos de tuberculosis XDR, es decir, la cepa 

multirresistente lo es además a al menos uno de los inyectables de segunda línea 

(amikacina, kanamicina o capreomicina), y a una quinolona. La OMS estima que, de 

los nuevos casos de tuberculosis que aparecen cada año globalmente, un 3,6% son 

MDR. Entre los previamente tratados, el porcentaje alcanza el 15%. Además, de los 

casos MDR, el 5.4% son también XDR [107].  

9.1. Resistencia a la isoniazida 
La resistencia a la isoniazida, en M. tuberculosis complex aparece con una 

frecuencia elevada (1 en 105-107 bacilos) [108]. En 1993 se demostró, mediante 

experimentos de mutagénesis, que mutaciones en el gen katG (que codifica la 

enzima catalasa que convierte el pro-fármaco en la forma activa) determinaban una 

pérdida de eficacia de la isoniazida [109]. Dependiendo del área geográfica, entre el 

20 y el 80% de las cepas de M. tuberculosis complex que son fenotípicamente 

resistentes a la isoniazida presentan una mutación en el gen katG (55% en nuestra 

área; [110]). La sustitución aminoacídica más frecuente es S315T, que se halla en 

el 50-93% de los mutantes de katG (32% en nuestra área; [110]). Mutaciones en 

este gen están relacionadas con altos niveles de resistencia, en concreto el cambio 

S315T confiere una pérdida del 50% de la efectividad de la isoniazida, con valores 

de CIM (concentración inhibitoria mínima) superiores a 50 μg/ml [111]. Además, se 

ha observado que esta mutación es más frecuente en los casos de tuberculosis 

MDR que en los de monorresistencia [112].  

La segunda diana más importante en la determinación de la resistencia, es el gen

inhA. Mutaciones en la región promotora del gen inhA, en especial en las 

posiciones -8 y -15, provocan una sobreexpresión de este gen y están presentes en 

el 15-43% de las cepas resistentes a H (32% en nuestra área; [110]), aunque 

confieren resistencia de bajo nivel [85], y son más frecuentes en casos de 

monorresistencia a la isoniazida que en cepas multirresistentes o polirresistentes. 

Sin embargo, este tipo de mutación influye en una pérdida del denominado fitness

bacteriano, y provoca una resistencia cruzada a la etionamida. 
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Existen otras dianas, algunas de ellas desconocidas, que explicarían un pequeño 

porcentaje de resistencias de bajo nivel a la isoniazida. Uno de los genes con los 

que se ha especulado es el ahpC, que codifica una subunidad de la alkil-

hidroperóxido reductasa, y cuyas mutaciones en la región promotora implicarían 

una sobreexpresión del gen que determinaría bajos niveles de resistencia a la 

isoniazida [113]. Otra de las dianas potenciales es el gen kasA, que al igual que el 

inhA forma parte del sistema FAS II y supuestamente sería otra diana para la H, 

aunque aún no se ha demostrado cómo la forma activada de la H influye en este 

gen y si esta interacción influye en la actividad bactericida de la H [114]. 

9.2. Resistencia a la rifampicina  
La frecuencia de mutación relacionada con la rifampicina es de 1 por 107-108

bacilos. La diana donde se concentran las mutaciones que explican el 95-98% de 

los casos de resistencia a la R es el gen rpoB [115]. Estas mutaciones determinan 

un cambio conformacional en la subunidad ribosomal y por tanto disminuye la 

afinidad del fármaco por su diana. Más concretamente, las sustituciones en este 

gen se concentran en la denominada región core o RRDR (rifampin resistance 

determining region), constituida tan sólo por 81 pb (codón 507-533). Las 

mutaciones relacionadas con resistencia a R más comúnmente halladas en el gen 

rpoB, atañen al codón 526 (H526D y H526Y sobre todo) y especialmente el codón 

531 (S531L) [116],[117]. Otras mutaciones, asociadas con bajos niveles de 

resistencia, se han descrito en los codones 516, 518, 522, 529 y 533 (Figura 16). La 

frecuencia relativa de cada una de las mutaciones en rpoB varía en función del área 

geográfica, pero la mayoría de ellas se relacionan con altos niveles de resistencia 

(superior a 32 μg/ml) y confieren resistencia cruzada con todas las rifamicinas.  

Figura 16. Esquema de la distribución de las mutaciones más comúnmente halladas en la 

región RRDR del gen rpoB (tomado de Negi et al, 2009) [118].
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De forma destacable, ya que la mayoría de cepas resistentes a R, lo son también a 

la H, la deteccion de mutaciones en rpoB puede ser considerada como un marcador 

de tuberculosis MDR [119],[120]  (Figura 17). 

Figura 17. Diagrama de la proporción de resistencia a la isoniazida y la rifampicina 

atribuible a cada una de las dianas más importantes, e interrelación entre ellas. 

Fig 17. Leyenda: El diagrama trata de reflejar lo siguiente: la frecuencia de resistencia a la isoniazida 

es superior a la de la rifampicina, y viene determinada, en su mayoría, por mutaciones en el gen katG,

seguido de mutaciones en el inhA (a veces una misma cepa puede presentar mutaciones en ambas 

dianas). Existen otras dianas minoritarias o no conocidas, relacionadas con la resistencia a la 

isoniazida. Sin embargo, los casos de resistencia a rifampicina están relacionados casi en su totalidad 

con mutaciones en una sola diana: el rpoB. Además, casi todos los casos resistentes a la rifampicina, 

lo son también a la isoniazida.  

9.3. Resistencia al etambutol 
La resistencia al etambutol se da con una frecuencia de 1 de cada 105-106 bacilos y 

está fundamentalmente relacionada con mutaciones en el operón embCAB,

especialmente en el gen embB, las cuales implican una alteración en la diana del 

E. Entre el 50-70% de las cepas resistentes a E, contienen una mutación en la 

región determinante de la resistencia a E (ERDR; ethambutol resistance 

determining region) del gen embB [121] (Figura 18) y, dentro del gen, el codón 306 

es el que reúne la mayor parte (30-68% de las mutaciones en el gen embB, afectan 

a este codón) [122-124]. Experimentos de intercambio alélico han demostrado que 

mutaciones en este codón conllevan una pérdida de sensibilidad al E y, además, se 
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ha especulado con una relación entre mutaciones en el codón 306 del gen embB y 

la multirresistencia [125],[126].   

Sin embargo, recientemente se ha descrito la presencia de mutaciones en este gen, 

en cepas sensibles en algunas regiones geográficas [127-130]. Estos estudios han 

puesto un poco en cuestión el papel de este codón en la resistencia fenotípica al E, 

si bien es cierto que muchos de los resultados que desligan estas mutaciones de la 

resistencia fenotípica pueden ser debidos a los problemas metodológicos que 

presentan las pruebas de sensibilidad in vitro para el etambutol [131]. 

Paralelamente, se han descrito mutaciones en otros codones del gen embB,

relacionadas también con alteración de la sensibilidad al E, como las de los 

codones 328, 378, 406 y 497 (frecuencia variable en función del área geográfica) 

[128-133]. De hecho, existen ya experimentos de mutagénesis que muestran el 

papel de las mutaciones en los codones 406 y 497 en la pérdida de sensibilidad al 

E [134]. 

Figura 18. Esquema de la región determinante de la resistencia a etambutol (ERDR) 

(tomado de Ramaswamy et al, 2000) [132]. 

9.4. Resistencia a la pirazinamida  
Al igual que ocurre con la isoniazida, el principal mecanismo de resistencia a la 

pirazinamida, tiene que ver con la reducción de la actividad de la enzima que 

convierte el pro-fármaco a su forma activa (la PZasa). La pérdida de esta función 

viene determinada por mutaciones causantes de cambios aminoacídicos en la 

región estructural del gen pncA, o en la región promotora [135]. 

Dentro de M. tuberculosis complex, es destacable el caso especial de la especie M.

bovis, que es intrínsecamente resistente a la Z, debido a una mutación en el codón 

57 del gen pncA (H57D).  El gen pncA no es un gen esencial [136], con lo cual las 
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mutaciones en cualquier región del gen son muy frecuentes (en 1 de cada 102-104

bacilos), bien toleradas y no suponen un problema para la supervivencia de la cepa 

tuberculosa. Pero este hecho conlleva una gran dificultad en la caracterización de la 

resistencia a la Z, ya que no existe una región dentro del gen pncA donde se 

concentre la mayor parte de las mutaciones relacionadas con la resistencia (hot-

spots), sino que las posiciones susceptibles de mutaciones se extienden a lo largo 

de todo el gen. Este hecho dificulta el diagnóstico molecular de la resistencia 

basado en la detección de mutaciones genéticas.  

Se han hallado cepas de M. tuberculosis complex resistentes a Z que no poseen 

mutaciones en el gen pncA, lo que hace pensar que existen otros mecanismos de 

resistencia y otras dianas, aún desconocidas, que posiblemente tengan una función 

reguladora sobre pncA [137],[138]. 

Figura 19. Resumen de las dianas más importantes relacionadas con la resistencia a los 

antituberculosos del Grupo 1 y su porcentaje de mutaciones en cepas resistentes. 

9.5. Resistencia a los inyectables (Grupo 2) 
La aparición de resistencia a la estreptomicina es un fenómeno frecuente (en 1 de 

cada 105-106 bacilos) que ocurrió rápidamente debido al uso de este fármaco 

inicialmente en monoterapia de la tuberculosis. La resistencia está relacionada con 

mutaciones en dos dianas: el gen rpsL  (codifica la proteína ribosomal S12) y el 

gen rrs (16S ARNr). El primero está asociado a altos niveles de resistencia y el 

segundo a niveles intermedios-bajos. Los codones más importantes que concentran 

la mayoría de las mutaciones del gen rpsL son el codón 43 y el 88, mientras que en 
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el gen rrs las mutaciones se hallan principalmente en la región 530 (nucleótidos 513 

y 516, principalmente) y la región 912  [91],[139].   

Se estima que, globalmente, la mitad de cepas resistentes a la S muestran 

mutaciones en alguna de estas dianas; sin embargo, el porcentaje de resistencias 

explicadas por mutaciones en estos genes es muy variable en función de la región 

geográfica [140]. Así, se han descrito altos porcentajes de mutaciones en rpsL y rrs

en Japón, China y Latvia, frecuencias intermedias en EEUU y algunas regiones de 

Europa, y muy bajas en la India. Además, existen cepas con bajos niveles de 

resistencia fenotípica que no poseen mutación alguna en estos dos genes, lo que 

hace postular el papel de otras dianas alternativas, como el gen gidB (que codifica 

una metiltransferasa específica para el 16S ARNr) [141] o incluso bombas de 

expulsión [142]. 

Los otros tres antituberculosos inyectables más importantes, kanamicina, amikacina 

y capreomicina, presentan reacciones cruzadas de resistencia, en especial entre 

Am y Km o entre Km y Cm (aunque no entre Am y Cm) [143],[144]. La diana más 

estudiada relacionada con la resistencia a estos fármacos de segunda línea es la 

región 1400 del gen rrs. Mutaciones en la posición nucleotídica 1401 (A�G)

confiere altos niveles de resistencia a la Km y Am, así como alteraciones en la 

posición 1402 (C�T) estarían más relacionadas con altos niveles de resistencia a 

la Cm, y la mutación 1484 (G�T) determinaría altos niveles de resistencia a los tres 

fármacos inyectables [145],[146].  

Existen otras dianas secundarias como el gen tlyA, que codifica una 

metiltransferasa específica para la metilación de la ribosa en el ARNr, y cuyas 

mutaciones estarían relacionadas con la resistencia a la Cm [147]. Sin embargo, 

estudios recientes han mostrado la ausencia de mutaciones en este gen, en cepas 

resistentes a Cm [145]. 

Por último, se han descrito también mutaciones en la región promotora del gen eis

(codifica una aminoglicosil transferasa), que determinarían bajos niveles de 

resistencia a la Km. En estudios recientes, se demostró que el 80% de cepas con 

niveles de resistencia intermedios a la Km presentaban sustituciones en esta región 

[148].
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9.6. Resistencia a las fluoroquinolonas (Grupo 3) 
A mediados de los 90, se demostró que la resistencia a las fluoroquinolonas, 

presente con una frecuencia de 1 de cada 105-106 bacilos, estaba relacionado con 

mutaciones en la denominada QRDR (quinolone resistance determining region) de 

gyrA y gyrB, implicados en la síntesis de la girasa bacteriana [149]. Aunque se han 

hallado algunas excepciones, se asume que la resistencia entre las diferentes 

fluoroquinolonas es cruzada. Un metanálisis reciente acerca de las mutaciones más 

frecuentes halladas en estos dos genes en cepas resistentes a las fluoroquinolonas, 

determinó que tan sólo el 3% de las cepas presentaban mutaciones en la región 

QRDR del gen gyrB, mientras que en la del gyrA la frecuencia era del 54%, por lo 

que se considera que este último es el más importante. Dentro del gen gyrA, las 

sustituciones más habituales son A90V y D94G [150]. Existen también algunos 

polimorfismos evolutivos, como el del codón 95, que no se relacionan con la 

resistencia fenotípica a las fluoroquinolonas [151]. Por otro lado, existe un 

porcentaje de cepas resistentes a las fluoroquinolonas que no presentan ninguna 

mutación en la región QRDR de gyrA ni gyrB, con lo que se especula con otras 

nuevas dianas y mecanismos (como bombas de expulsión) que tendrían un cierto 

papel en la resistencia a estos fármacos [152],[153]. 

Tabla 3. Resumen de los porcentajes de resistencia a los principales antituberculosos de 

primera y segunda línea y las dianas genéticas implicadas (datos de porcentajes de 

resistencia tomados del informe de la OMS, 2010) [107]. 

% Resistencias 
Fármaco

Nuevos Tratados
Gen diana % mutaciones 

katG 42-58% 

inhA 15-43% 

ahpC ND
Isoniazida (H) 10,3 27,7 

KasA ND

Rifampicina (R) 3,7 17,5 rpoB 96-98% 

Etambutol (E) 2,5 10,3 embB 50-70% 

Pirazinamida (Z) ND ND pncA 70-80% 

rpsL 30-60% 

rrs 530, 912 8-21% Estreptomicina (S) 10,9 20,1 

gidB ND

Amikacina (Ak) rrs 1401 / rrs1484 70-80% / ND 

Kanamicina (Km) rrs 1401 / rrs1484 / eis 56 %/ ND / 22% 

Capreomicina (Cm) 

ND ND 

rrs 1402 / tlyA / rrs 1484 ND/ 1-3% / ND 

gyrA 55-80% 
Fluoroquinolonas (FQ) ND ND 

gyrB 3-5%



INTRODUCCIÓN GENERAL 

  70 Raquel Moure González

Tab. 3. Leyenda: ND, No Disponible. Nuevos: casos de tuberculosis resistentes que no habían sido 

tratados previamente. Tratados: casos de tuberculosis resistentes que había recibido tratamiento 

previamente. 

10. ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A LOS FÁRMACOS 
ANTITUBERCULOSOS  
Debido a la aparición de cepas resistentes de M. tuberculosis complex a los 

antimicrobianos, es aconsejable realizar una prueba de sensibilidad a los 

principales antituberculosos (al menos a los del Grupo 1), en especial en dos 

situaciones: a) al primer aislamiento de M. tuberculosis complex de los pacientes 

nuevos (episodio nuevo de tuberculosis), y b) aislamientos recientes de pacientes 

ya diagnosticados pero que no están presentando una buena evolución clínica (no 

hay una respuesta satisfactoria al tratamiento). 

Hay diferentes metodologías para conocer el patrón de sensibilidad de los 

aislamientos clínicos: a) las basadas en el patrón fenotípico (gold standard o

método de referencia) que son más económicas pero más lentas, y b) las técnicas 

moleculares que detectan mutaciones cromosómicas relacionadas con la 

resistencia fenotípica. Éstas son más costosas  pero en contrapartida ofrecen una 

mayor rapidez de resultado que, como ya hemos comentado anteriormente, es un 

factor crítico para poder establecer lo más pronto posible una pauta farmacológica 

adecuada.

10.1. Métodos fenotípicos convencionales 
Los primeros métodos fenotípicos de sensibilidad para M. tuberculosis complex,

desarrollados en los años 60, se basaban en el crecimiento/inhibición de la cepa en 

medios de cultivo sólido (primero se empezó utilizando Löwenstein-Jensen y más 

tarde 7H10 o 7H11) con una concentración fija de antibiótico. Existen diversas 

variantes: el método de la ratio resistencia, donde se compara la CIM del 

aislamiento clínico frente al antibiótico con una cepa de referencia; el de las 

concentraciones absolutas, que compara el número de colonias en el medio, con 

y sin fármaco; y el de las proporciones críticas [154], similar al anterior pero 

estableciendo un gradiente de diluciones de antibiótico y observando el crecimiento 

proporcional entre ellas (comparado al medio sin antibiótico) [155]. Sin embargo, 

estas técnicas han sido bastante relegadas de los laboratorios, por su alta 

laboriosidad, coste económico y peligro de bioseguridad. Los medios de cultivo 

sólido se sustituyeron por líquidos, más rápidos, sencillos y automatizables. En 
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medio sólido existe también la prueba del E-Test, que consiste en una tira donde se 

aplica un gradiente de antibiótico haciendo posible determinar, en una sola placa, la 

CIM de la cepa. Es necesario, sin embargo, una cierta experiencia para la lectura y 

la interpretación viene dificultada por el crecimiento errático y poco homogéneo del 

bacilo tuberculoso en la placa de agar. Por estas razones, no está recomendado su 

uso para el antibiograma de M. tuberculosis complex.

Más tarde, a comienzos de la década de los 80, se implantó la técnica que ha sido 

la de referencia durante casi 30 años: el BacTec 460TB radiométrico (Becton 

Dickinson) [156],[157]. El medio era 7H9 modificado (el ácido palmítico contenía 

carbono radiactivo; C-14) donde se añadía antibiótico a una cierta concentración; el 

14CO2 liberado por el metabolismo bacteriano es medido por el sistema (valor 

numérico) permitiendo establecer una curva de crecimiento, o inhibición progresiva, 

del microorganismo. Sin embargo, este sistema aunque muy preciso y bastante 

rápido (5-7 días), ha sido retirado recientemente debido a su peligrosidad por la 

manipulación de sustancias radioactivas. Así, en los últimos años, el método de 

sensibilidad fenotípico más utilizado es el sistema de cultivo automático MGIT 960
(7H9 modificado) que detecta, mediante fuorescencia, el consumo de O2 derivado 

del crecimiento o inhibición del microorganismo en presencia del antibiótico. Es 

menos peligroso y con una sensibilidad y rapidez bastante cercanas al sistema 

radiométrico. Sin embargo, la interpretación del resultado es algo más cerrada 

[158]. Otro método bastante empleado es el VersaTrek (TREK Diagnostics) que 

detecta el consumo de oxígeno mediante sensores de presión, derivado del 

crecimiento o inhibición del microorganismo en presencia del antibiótico [159]. 

Estos métodos son válidos para determinar la sensibilidad de los antituberculosos 

del Grupo 1 y a los tradicionalmente denominados de segunda línea. Sin embargo, 

la experiencia en este último grupo es limitada (debido a su uso más infrecuente). 

En cuanto a los puntos de corte (concentraciones críticas de antibiótico utilizadas) 

dependen del método a elegir. Actualmente, con el MGIT 960, las concentraciones 

de los principales antituberculosos que recomienda la OMS  son las siguientes 

(fármacos de primera línea y principales de segunda línea): 0,1 μg/ml de H, 1 μg/ml 

de R,  5 μg/ml de E, 1 μg/ml de S, 100 μg/ml de Z,  1 μg/ml de Am, 2,5 μg/ml de 

Cm, 2 μg/ml de Ofx, 2 μg/ml de Lfx, 0,25 μg/ml de Mfx, 1 μg/ml de Lzd, 5 μg/ml de 

Eto y 2,5 μg/ml de Pto [160]. 
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10.2. Métodos de detección rápida de la resistencia antibiótica 
Debido a la lentitud de los métodos convencionales de sensibilidad antibiótica (que 

requieren esperar hasta el crecimiento de la cepa), ha sido necesario desarrollar 

otros métodos, que permitan predecir el fenotipo de resistencia en un menor 

tiempo. Asimismo, cada vez más los esfuerzos se centran en el diseño de sistemas 

para la detección molecular de la resistencia directamente en muestra clínica, lo 

que conlleva el diagnóstico de la resistencia tras unas pocas horas desde la 

recepción de la muestra. 

10.2.1. Micobacteriófagos 
La técnica con micobacteriófagos (apartado 7.5.1) se puede emplear también para 

la detección rápida de la resistencia, con la variante que el medio de cultivo incluye 

antibiótico, con lo que el fago sólo podrá infectar las micobacterias viables 

(resistentes al fármaco), detectándose por emisión de luz [161] o recuento de 

calvas en un crecimiento confluente (“césped”) de micobacteria de crecimiento 

rápido (Figura 20) [161-164], dependiendo del fago utilizado. Aunque el método 

muestra una sensibilidad y especificidad aceptable, su uso no está muy extendido 

ya que se considera demasiado indirecto y la técnica es difícilmente estandarizable 

entre otras limitaciones.  

Figura 20. Método FAST-PlaqueTB-MDRi (detección calvas) para la detección de 

resistencia a la rifampicina (tomado de Cosmos Biomedical, Reino Unido).
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10.2.2. Técnicas moleculares 
Las técnicas de biología molecular (basadas en el genotipo bacteriano) constituyen, 

desde hace un par de décadas, el gran avance de la detección rápida de la 

resistencia bacteriana, ya que permite predecir el fenotipo de sensibilidad con días 

de antelación.  Su utilidad es innegable, sin embargo, es importante mencionar que 

en ningún caso han de sustituir las pruebas de sensibilidad fenotípicas 

convencionales, ya que una mutación genética no implica en el 100% de los casos 

una resistencia fenotípica. Existen cambios nucleotídicos que no suponen cambios 

aminoacídicos, o cambios aminoacídicos que no implican cambio proteico y por 

tanto no se traducen en resistencia. Por otro lado, pueden existir mutaciones en 

otras dianas desconocidas o infrecuentes (no incluidas en el sistema en cuestión), 

de manera que la cepa podría ser resistente a pesar de presentar un genotipo wild-

type en las dianas incluidas en la técnica molecular utilizada. 

10.2.2.1. PCR-single-strand  conformation polymorphism  (SSCP) 
A principios de los 90 se diseñó una técnica basada en la detección de los cambios 

conformacionales de las cadenas simples de ADN, al contener mutaciones 

puntuales: single-strand conformation polymorphism (SSCP) [165]. Tras la 

amplificación del gen diana y desnaturalización de la doble cadena, la visualización 

de la conformación de la cadena de ADN generada puede realizarse por 

electroforesis en un gel de agarosa (utilizando deoxinucleótidos radiactivos), o bien 

con los picos de fluorescencia emitidos (si se utilizan cebadores marcados con 

fluoresceína). Aunque existen estudios que muestran una buena sensibilidad y 

especificidad, alrededor de un 80% y 95% respectivamente, para la detección de 

resistencia a la rifampicina [166], esta técnica suele utilizarse más bien en estudios 

de cribado generales. Además, son necesarios estudios de coste-efectividad para 

ver su utilidad real en la rutina diagnóstica.  

10.2.2.2. Hibridación en fase sólida (tiras celulosa) 
En esta metodología se basan la mayoría de las técnicas de detección molecular de 

resistencia en M. tuberculosis complex disponibles comercialmente. Consiste en 

una PCR convencional donde se amplifica uno o varias dianas genéticas, y una 

posterior hibridación reversa en tiras de nitrocelulosa donde se obtiene un resultado 

colorimétrico. Los dos kits comerciales aprobados por la OMS son el INNO-LiPA
Rif.TB (Innogenetics, Bélgica) y el GenoType MTBDR, MTBDRplus y GenoType 
MTBDRsl (Hain Lifescience). El INNO-LiPA Rif.TB (Figura 21) amplifica tan sólo la 

región core del gen rpoB (resistencia a la rifampicina y consecuente inferencia de la 



INTRODUCCIÓN GENERAL 

  74 Raquel Moure González

multirresistencia); incluye 5 sondas con genotipo “salvaje” y 4 con las mutaciones 

más importantes relacionadas con la resistencia a la rifampicina (S531L, D516V, 

H526D y H526Y). Está validado para su aplicación en rutina sólo en aislamientos 

clínicos, con sensibilidad y especificidad global del 95-100%, aunque algunos 

estudios muestran una buena sensibilidad también en muestra directa, con 

baciloscopia positiva [167-169].  

Figura 21. Esquema de las mutaciones incluidas en el kit INNO-LiPA Rif.TB (tomado de 

Innogenetics, Bélgica). 

Fig 21. Leyenda: S1-S5: sondas con la secuencia wild-type del 

gen rpoB. R2, R4a, R4b, R5: mutaciones más importantes del 

gen rpoB: S531L, D516V, H526D y H526Y.

El GenoType MTBDR, además de las mismas dianas que el INNO-LiPA Rif.TB para 

el rpoB, incluye también las dianas de resistencia de alto nivel a la isoniazida: katG 

(S315T1-ACC y S315T2-ACA). Más recientemente, una nueva versión del kit, el 

MTBDRplus, incluye además la región promotora de inhA (-8T�C, -8T�A, -

15C�CT, -16A�G) y permite su aplicación también en muestra directa con 

baciloscopia positiva. Numerosos estudios muestran su buena sensibilidad en cepa 

obtenida en cultivo, en concreto del 99% para la rifampicina y del 85% para la 

isoniazida [170-172].  

Los resultados del GenoType MTBDR en muestra clínica directa para la detección 

de mutaciones relacionadas con la resistencia a rifampicina sigue siendo alta (92%) 

y en la isoniazida desciende al 70%, aunque en la versión MTBDRplus (Figura 22) 

se consigue una mayor sensibilidad [173],[174]. Hay que tener en cuenta que la 

menor sensibilidad de detección de resistencia en la isoniazida se debe en parte a 

la variedad de dianas genéticas, no todas conocidas, implicadas en la resistencia. 

En estos ensayos sólo se cubre la mutación en katG y región promotora de inhA
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que, tal como se detalló en el apartado 9.1, no explican la totalidad de las 

resistencias a este fármaco. 

Figura 22. Esquema de las mutaciones incluidas en el kit GenoType MTBDRplus (tomado 

de Hain Lifescience, Alemania). 

El sistema GenoType posee también un kit (GenoType MTBDRsl; Figura 23) para la 

detección de mutaciones relacionadas con resistencia a los fármacos más 

comúnmente utilizados en los casos de tuberculosis resistente y MDR: etambutol, 

inyectables de segunda línea y fluoroquinolonas (estos dos últimos definitorios de 

tuberculosis XDR). Así, incluye el codón 306 del gen embB (emb M306I y emb

M306V) para el etambutol, región 1400 del gen rrs (rrs 1401A�G y rrs 1484G�T)

para los inyectables, y el gen gyrA (gyrA A90V, gyrA S91P, gyrA D94A, gyrA

D94N/Y, gyrA D94G y gyrA D94H) para las fluoroquinolonas. 

Un metanánalisis reciente muestra que esta técnica es sensible y específica en 

cepas clínicas en la detección de resistencia a las fluoroquinolonas, la amikacina y 

capreomicina (sensibilidad entre el 82 y el 87%) [175], pero no es tan sensible en la 

detección de resistencia al etambutol y la kanamicina (68% y 44%, 

respectivamente). En cuanto a la aplicación de la técnica directamente en muestras 

clínicas, los resultados son similares, aunque resaltando una correlación entre la 

detección de mutaciones en el codón 306 del embB y el fenotipo resistente aún más 

baja (56%)  [176]. 
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Figura 23. Esquema de las mutaciones incluidas en el kit GenoType MTBDRsl (tomado de 

Hain Lifescience, Alemania). 

10.2.2.3. Técnicas de PCR a tiempo real  
Desde hace años, existen numerosos métodos de PCR a tiempo real para la 

detección de mutaciones en los genes diana relacionados con resistencia a los 

fármacos antituberculosos. Entre los múltiples sistemas caseros (in-house), en 

nuestro medio se han desarrollado algunos con resultados muy interesantes [177-

181]. Sin embargo, la aparición de nuevos sistemas comerciales más 

estandarizados, sencillos y con una reducción del coste, ha hecho que su uso se 

haya generalizado.

En cuanto a la detección en muestra directa, existe una una técnica comercial con 

estas características, aprobada por la OMS y la FDA: el ensayo Xpert MTB/RIF, que 

detecta mutaciones relacionas con la resistencia a la rifampicina, el cual es un 

indicador de multirresistencia (apartado 7.5.2.2). Se ha comprobado que esta 

técnica tiene una buena sensibilidad y especificidad en la detección de la 

resistencia fenotípica a la rifampicina superiores al 94% y 98%, respectivamente 

[182]. Esta eficacia es similar a la que ofrece el sistema GenoType MTBDRplus 

[183]. Una de las desventajas de este sistema de PCR a tiempo real, es que la 

determinación de resistencia se basa en la ausencia de hibridación de las sondas 

con la secuencia salvaje. Tal como se ha comentado anteriormente, esta relación 
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no se confirma en el 100% de los casos, como han demostrado varios estudios 

[184],[185].

10.2.2.4. Microarrays

Son sistemas miniaturizados de hibridación en fase sólida. En ellos se fija una serie 

de oligonucleótidos (sondas) complementarios con fragmentos de genes diana 

implicados en la resistencia a los fármacos antituberculosos. El tipo de soporte, el 

número de sondas (de decenas a cientos de spots) y el número de muestras 

posibles para analizar en un solo microarray, son múltiples. También es variable el 

sistema de marcaje para visualizar la hibridación del producto amplificado con la 

sonda correspondiente en el microarray, pero suelen utilizarse marcadores 

fluorescentes (ej. Cy5) o colorimétricos (ej. biotina) que van incorporados en los 

primers, o en las sondas fijadas en el array. Hasta el momento, no existen 

demasiados sistemas comerciales disponibles y su uso en rutina aún no es 

habitual. Sin embargo, la posibilidad de incluir un gran número de dianas y sondas 

para cada una de ellas, su poca complejidad metodológica, su rapidez, y los buenos 

resultados obtenidos por varios grupos de investigación con sistemas de 

microarrays diseñados in-house [186-189] (Figura 24) los hacen una herramienta 

muy prometedora en la detección de la resistencia antibiótica en M. tuberculosis

complex.

Figura 24. Ejemplo de microarray para la detección de resistencia a la isoniazida y 

rifampicina (MYCO-Resist 3.5; tomado de Chipron GmbH, Alemania). 
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10.2.2.5. Secuenciación 
Además de ser útil a nivel de identificación de especie (apartado 7.4.4.2.2), la 

técnica de secuenciación también sirve para detectar la resistencia farmacológica, 

ya que permite observar la presencia de mutaciones en el fragmento amplificado 

directamente a través de su secuencia nucleotídica. Por problemas de sensibilidad 

hasta el momento, sólo es posible aplicarla sobre aislamientos clínicos. Su uso en 

rutina, sin embargo, no está extendido, debido a la gran complejidad metodológica y 

su alto coste económico. En este sentido, se está trabajando para desarrollar 

metodologías de secuenciación más simples y económicas, con lo que se perfila 

como una alternativa real en el diagnóstico molecular de rutina. 

La pirosecuenciación (apartado 7.4.4.2.2) (Figura 25) sería una de estas 

metodologías. Esta técnica ha sido evaluada para la detección de los dos fármacos 

que definen la multirresistencia, tanto en cepa como en muestra directa [190]. 

También se ha evaluado para la detección de resistencia a fármacos de segunda 

línea en aislamientos clínicos [191] con sensibilidades que rondan el 85% 

comparado con la sensibilidad fenotípica (Bactec 460TB). 

Figura 25. Representación de la reacción de pirosecuenciación (tomado de Biotage, 

Suecia). 

11. VACUNAS 
11.1.  Vacuna actual 
A principios del siglo XX, Calmette y Guérin desarrollaron una vacuna contra la 

tuberculosis, consistente en una cepa de M. bovis, aislada de una vaca infectada 

por el bacilo tuberculoso. Tras más de 200 pases del cultivo, consiguieron atenuar 

esta cepa que fue utilizada como vacuna en un niño por primera vez en 1921, por 

vía oral. Más adelante, se comenzó a administrar de forma intradérmica, y es la 
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vacuna que se administra aún hoy día (bacilo de Calmette-Guérin; BCG), 

especialmente en países de alta incidencia de tuberculosis.  

Desde 1921, Calmette y Guérin repartieron la primera cepa utilizada como vacuna 

BCG entre varios microbiólogos de todo el mundo, lo que explica la variedad de 

cepas vacunales que existen en la actualidad. Por ejemplo, la variedad BCG Tokyo

y la BCG Pasteur, se consideran más inmunogénicas que la BCG Glaxo o BCG

Danish. Sin embargo, estudios genéticos recientes muestran que, en general, la 

cepa de BCG de las formas vacunales actuales ha perdido más de 100 genes 

respecto al genoma de la cepa original, muchos de ellos relacionados con la 

virulencia de M. tuberculosis complex (por ejemplo el gen RD1 implicado en la 

secreción de la proteína ESAT-6) [192], de manera que la vacuna actual podría 

haber perdido su eficacia en gran medida. De hecho, la utilidad de la vacuna BCG 

se ha constatado en casos de tuberculosis meníngea y diseminada en la población 

pediátrica, pero su eficacia contra la tuberculosis pulmonar es discutible [193]. Esta 

es la razón por la que en España se ha eliminado del calendario vacunal y tan sólo 

se sigue administrando en el País Vasco. 

11.2. Nuevas vacunas profilácticas 
La ineficacia de la vacuna tradicional BCG especialmente contra la forma pulmonar 

de la enfermedad y sobre todo en países del sur (debido probablemente a la 

exposición a otras MNT) [194], ha impulsado durante la última década a varios 

grupos de investigación hacia el desarrollo de nuevas vacunas, más eficaces que la 

BCG. Básicamente, existen dos tipos de estrategias, el desarrollo de vacunas 

basadas en subunidades con características antigénicas del bacilo tuberculoso, y 

vacunas basadas en bacilos vivos atenuados. Todas las vacunas candidatas han 

de demostrar primeramente su seguridad y eficacia en modelos animales. A 

continuación, se inician los ensayos en humanos: en la fase I, se estudia la 

seguridad y efectos biológicos en un pequeño grupo de unas pocas decenas de 

personas; la fase II, se centra en evaluar la inmunogenicidad y la efectividad del 

candidato vacunal en una población mayor que la fase previa (varias centenas de 

personas); y finalmente en la fase III, se llevan a cabo largos y extensos ensayos 

clínicos de seguridad y eficacia, comparando el candidato vacunal con individuos no 

vacunados y vacunados con BCG, incluyendo a varias decenas de miles de 

personas (normalmente en países de alta incidencia de tuberculosis). Se estima 

que, para conseguir una vacuna definitiva en 2015, más de 20 candidatos tendrían 
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que entrar en fase I de los que finalmente sólo 3 o 4 llegarían a la fase III de los 

ensayos clínicos [195]. 

11.2.1. Vacunas basadas en subunidades antigénicas 
Es la opción que se presupone más segura, ya que no implica la inoculación del 

bacilo vivo, tan sólo antígenos que provocan una respuesta inmunitaria 

teóricamente del mismo modo que lo haría la bacteria viva. 

Sin embargo, hasta la fecha los estudios con este tipo de candidatos vacunales no 

han mostrado, por sí solos, mejorar la eficacia respecto a la vacuna BCG, y su 

utilidad sería más bien la de provocar un efecto booster, si se añaden a la BCG 

[196]. Existe alrededor de una docena de candidatos vacunales basados en 

subunidades antigénicas. Una de ellas, es la que utiliza el epítopo Mtb72 que, junto 

con el coadyuvante AS-01B, provoca una buena respuesta inmunitaria, con una alta 

producción de IFN-� y una alta respuesta CD8(+). Se halla en la Fase I de ensayo 

clínico.  

También se ha conseguido buenos resultados con el antígeno ESAT-6, contra el 

que los linfocitos T reaccionan fuertemente, especialmente en casos de reinfección. 

Al igual que el candidato vacunal basado en el antígeno Mtb72, el ESAT-6 se halla 

en la fase I de ensayos clínicos. 

Ya en la fase II se halla otro candidato de subunidades, basado en el antígeno 

Ag85A, que se integra en el ADN de un virus no replicativo (virus Ankara). Se ha 

demostrado que su administración conjunta con la BCG, determina una mayor 

eficacia inmunitaria que la que tiene la BCG por sí sola. 

11.2.2. Vacunas basadas en bacilos vivos 
Hasta hace poco, el desarrollo de este tipo de vacunas estaba limitado por la falta 

de conocimiento del genoma del bacilo tuberculoso. El proyecto de secuenciación 

del genoma de M. tuberculosis complex de los años 90 (apartado 2.2.3), ha 

permitido comenzar a desarrollar vacunas basadas en bacilos vivos, pero 

atenuados mediante deleciones en genes de virulencia (recombinantes vivos). 

Uno de los bacilos atenuados que se hallan en estudio como candidato vacunal, es 

el que posee una doble deleción panC y panD (genes implicados en la síntesis de 

ácidos grasos y otras reacciones metabólicas del bacilo). Este mutante posee, 
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además, una deleción de la región de virulencia RD1. Se ha comprobado que sus 

niveles de protección son equivalentes a los de la BCG, en modelo animal. 

Otra estrategia de atenuación, se basa en la inactivación del gen secA, implicado 

en el sistema de secreción proteica. Aunque este candidato se halla aún en fase 

pre-clínica, se ha comprobado que induce a la apoptosis de células infectadas y 

potencia la respuesta CD8+. 

Por otro lado, el laboratorio de Genética de Micobacterias (Universidad de 

Zaragoza), en colaboración con el Instituto Pasteur, ha desarrollado un candidato 

vacunal mediante inactivación del gen phoP, que regula el 2% de los factores de 

virulencia de M. tuberculosis complex. Aunque su eficacia en la inmunidad aún está 

en estudio, trabajos preliminares en primates han mostrado buenos resultados 

[197],[198].

Así pues, se perfilan 3 posibles estrategias vacunales para conseguir la 

erradicación de la tuberculosis: a) vacuna basada en subunidades, en pacientes ya 

vacunados con BCG, para aumentar la eficacia inmunológica, b) vacunación con 

recombinantes vivos, atenuados, que sustituyan la BCG, c) vacunación con 

recombinantes vivos alternativos a la BCG y, adicionalmente, vacunación con 

subunidades antigénicas. 

11.3. Nuevas vacunas terapéuticas 
Idealmente, una vacuna debe prevenir la infección tras la exposición al agente 

patógeno. Sin embargo, dada la alta prevalencia mundial de infección tuberculosa 

latente, la opción de la denominada vacuna terapéutica, cuyo objetivo es reducir la 

carga bacilar después de una infección reciente y minimizar el riesgo de reinfección 

o reactivación, podría ser de utilidad. Los CDC han recomendado el desarrollo de 

este tipo de vacuna, para conseguir la erradicación de la tuberculosis [199]. 

En este sentido, y basándose en la hipótesis dinámica de infección tuberculosa, el 

equipo del Hospital Germans Trias i Pujol, de Badalona (Barcelona), ha 

desarrollado una vacuna denominada RUTI, basada en fragmentos celulares de M.

tuberculosis, biotransformados y liposomados, que generan una respuesta 

poliantigénica muy importante de tipo Th1/Th2/Th3, demostrada ya en modelos 

murinos [200]. El objetivo principal de esta vacuna es ampliar el abanico de 

epítopos reconocibles, con el fin de identificar los macrófagos espumosos que 
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albergan los bacilos latentes responsables de reinfecciones y reactivaciones. Con 

esta vacuna terapéutica, que ya ha superado la fase I de ensayos clínicos [201], se 

estima que el tiempo de quimioprofilaxis para la infección latente quedaría reducido 

a sólo un mes con isoniazida, añadiendo la vacunación con RUTI inmediatamente 

después.
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El control de la tuberculosis se basa en dos pilares fundamentales. Por un lado, el 

diagnóstico precoz de la enfermedad activa, con el fin de tratar a los enfermos e 

impedir así el progreso de su enfermedad, además de evitar el contagio a otras 

personas. En segundo lugar, es importante detectar lo antes posible los casos de 

resistencia farmacológica, para poder asegurar el éxito en el tratamiento y evitar el 

peligro añadido que supone la transmisión de cepas resistentes en la población. 

El diagnóstico de la tuberculosis se basa en gran medida en métodos 

microbiológicos convencionales: a) un cribado mediante microscopía de bacilos 

ácido-alcohol resistentes que permite de forma rápida, sencilla y económica una 

primera orientación hacia el diagnóstico de tuberculosis en caso de que la 

baciloscopia sea positiva, y b) el cultivo de las muestras clínicas en medios 

específicos para micobacterias. El cultivo micobacteriano es el método considerado 

gold standard en el diagnóstico microbiológico de la tuberculosis, y además, permite 

obtener el aislamiento clínico con el que posteriormente se puede estudiar la 

sensibilidad a los fármacos antituberculosos o realizar análisis epidemiológicos. Sin 

embargo, estos métodos fenotípicos convencionales son insuficientes para un 

control eficaz de la tuberculosis, debido sobre todo a la baja sensibilidad de la 

microscopía y a la lentitud del cultivo micobacteriano.  

Por ello se ha estado trabajando, desde hace más de dos décadas, en el desarrollo 

de metodologías moleculares, basadas en la detección de genes específicos de M. 

tuberculosis complex. El fin es detectar de forma rápida su presencia y posible 

resistencia a los fármacos antituberculosos, incluso directamente en muestra clínica 

(sin necesidad de cultivar), lo que adelantaría el diagnóstico de varias semanas a 

pocos días e incluso pocas horas. 

En este sentido se han desarrollado técnicas basadas en la amplificación genética 

por PCR y posterior estudio postamplificación, fudamentalmente mediante 

hibridación en fase líquida o sólida, con sondas complementarias a los genes de 

interés. Estas técnicas sirven tanto para la detección del microorganismo como de 

su resistencia a los fármacos.  

En esta tesis se trata de evaluar, en un primer bloque, dos de los sistemas 

comerciales más recientes para el diagnóstico rápido de la tuberculosis. Uno de 

ellos es el sistema integrado de PCR a tiempo real, Xpert MTB/RIF. Los primeros 

estudios, publicados a principios del 2010 y desarrollados a gran escala en países 
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endémicos, revelan que esta técnica es una herramienta de gran utilidad, debido a 

su gran sencillez, rapidez y buena sensibilidad y especificidad, tanto en la detección 

de M. tuberculosis complex como de la resistencia a la rifampicina. Así se propuso 

determinar la eficacia de este sistema, en nuestra área, tanto en términos de 

sensibilidad-especificidad como de potencial coste-beneficio que supondría su 

implementación en la práctica diagnóstica diaria. Para ello, se llevaron a cabo dos 

estudios centrados sólo en muestras clínicas con baciloscopia negativa, tanto 

pulmonares como extrapulmonares, en el contexto de una zona geográfica de baja-

media incidencia de tuberculosis y baja resistencia farmacológica. Además, en un 

tercer trabajo, se analizó la rentabilidad del sistema llevando a cabo un estudio 

retrospectivo donde se analizaron las ventajas de la realización de la prueba en la 

rutina asistencial, calculando el tiempo de adelanto en el inicio del tratamiento y el 

ahorro que supondría la reducción de pruebas diagnósticas. Por otro lado, el 

novedoso sistema GenoQuick MTB, de PCR convencional y posterior hibridación 

rápida en fase sólida, se planteó como una técnica alternativa a la previamente 

descrita, con una discreta mayor complejidad técnica pero también con un menor 

coste económico. En esta tesis se describen los resultados de la primera evaluación 

a nivel mundial de esta metodología, que podría ser de gran utilidad en laboratorios 

con un buen personal formado en biología molecular pero con menores recursos 

económicos.

Otro aspecto muy relevante, sobre el que también se ha investigado en los últimos 

años, es el de la detección de mutaciones genéticas implicadas en la resistencia a 

los principales fármacos antituberculosos. Existen ya algunos métodos disponibles 

comercialmente pero, como es bien sabido, muchos de ellos no abarcan suficientes 

dianas relacionadas con la resistencia o bien no contemplan la variabilidad 

existente en cuanto a los tipos de mutaciones prevalentes de cada área geográfica. 

Otro inconveniente de los métodos comerciales es su rigidez, ya que son sistemas 

cerrados que no permiten modificaciones que puedan adaptarse a las necesidades 

concretas de los usuarios. De esta forma se planteó, en un segundo bloque de la 

tesis, el diseño y desarrollo de un sistema propio de microarrays (sistemas 

miniaturizados de amplificación e hibridación con oligonucleótidos fijados en una 

matriz orgánica) para la detección rápida de la resistencia a algunos de los 

fármacos antituberculosos más importantes. Para ello, se utilizó el conocimiento 

adquirido en una plataforma desarrollada por nuestro grupo en el año 2006 para la 

detección rápida de la multirresistencia. Tras caracterizar las mutaciones presentes 

en los aislamientos resistentes de nuestra área y basándose también en las 
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mutaciones más frecuentemente descritas en la literatura, se diseñaron dos 

microarrays de baja densidad y bajo coste para la detección de mutaciones 

relacionadas con la resistencia al etambutol, los antituberculosos inyectables y las 

fluoroquinolonas. Este sistema de microarrays se plantea como una buena 

alternativa a los sistemas comercialmente disponibles, al tener un coste económico 

menor y ofrecer la flexibilidad de añadir más o diferentes dianas de resistencia, en 

función del perfil de mutaciones de cada área geográfica. 
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Bloque 1.
1. Estudio de un nuevo sistema integrado de amplificación de ácidos nucleicos e 

hibridación simultánea (PCR a tiempo real) para la detección de M. tuberculosis

complex y su resistencia a la rifampicina, directa de muestra clínica (Xpert MTB/RIF). 

1.1.  Evaluar la efectividad de la técnica Xpert MTB/RIF para la detección 

directa de M. tuberculosis complex y su resistencia a la rifampicina, en muestras 

pulmonares con baciloscopia negativa (Artículo 1). 

1.2.  Evaluar la efectividad de la técnica Xpert MTB/RIF para la detección 

directa de M. tuberculosis complex, en muestras extrapulmonares con 

baciloscopia negativa (Artículo 2). 

1.3.  Estudio de la rentabilidad potencial del uso en rutina de la técnica Xpert 

MTB/RIF para la detección directa de M. tuberculosis complex y su resistencia a 

la rifampicina, en casos con baciloscopia negativa y sospecha media o elevada 

de tuberculosis, en un área geográfica con una incidencia media-baja de 

tuberculosis (Artículo 3). 

2. Estudio de un nuevo sistema basado en la amplificación de ácidos nucleicos e 

hibridación por flujo lateral en tiras de nitrocelulosa (lateral-flow dipstick) para la 

detección de M. tuberculosis complex, en muestras mayoritariamente pulmonares 

(GenoQuick MTB) (Artículo 4). 

Bloque 2.  
3. Diseño, desarrollo y evaluación de un sistema de microarrays de baja densidad 

para la detección rápida de las mutaciones más comúnmente relacionadas con la 

resistencia a la estreptomicina y las fluoroquinolonas, en aislamientos clínicos de M. 

tuberculosis complex (Artículo 5).  

4. Caracterización fenotípica de la resistencia al etambutol: determinación de las 

mutaciones en el gen embB más frecuentes en nuestro medio y su relación con los 

niveles de resistencia fenotípica y factores epidemiológicos. Diseño, desarrollo y 

evaluación de un sistema de microarrays de baja densidad para la detección rápida de 

las mutaciones relacionadas con la resistencia al etambutol en nuestra área, en 

aislamientos clínicos de M. tuberculosis complex (Artículo 6). 
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Bloque 1

Detección directa en muestra clínica de Mycobacterium tuberculosis

complex mediante métodos moleculares de amplificación genética e 
hibridación
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Artículo 1

Las técnicas moleculares son la mejor opción para el diagnóstico rápido de 

la tuberculosis y la resistencia farmacológica. El sistema GeneXpert (técnica Xpert 

MTB/RIF) es un método molecular automático e integrado (extracción de ADN y 

PCR en el mismo cartucho) basado en una PCR a tiempo real que ofrece, en 

apenas 2 horas, un resultado simultáneo de detección de M. tuberculosis complex y 

resistencia a la rifampicina. 

En este estudio, centrado en muestras exclusivamente con baciloscopia 

negativa, se propuso evaluar la eficacia del Xpert MTB/RIF en la detección rápida 

de M. tuberculosis complex y resistencia a la rifampicina, en una colección de 85 

muestras con cultivo positivo de M. tuberculosis complex (78 respiratorias y, de 

ellas, 7 con resistencia fenotípica a la rifampicina), 20 muestras con cultivo de 

micobacterias no tuberculosas y 20 con cultivo negativo de micobacterias. El 

sistema Xpert MTB/RIF fue capaz de detectar la presencia de M. tuberculosis

complex en el 78,2% de las muestras respiratorias con baciloscopia negativa, y el 

100% de las mutaciones relacionadas con resistencia a la rifampicina. Además, la 

especificidad fue del 100% (resultado negativo en las 40 muestras con cultivo 

negativo de M. tuberculosis complex). Por otro lado, la técnica mostró una buena 

robustez, al determinarse que el almacenamiento a -80ºC de las muestras no influía 

en la sensibilidad de detección de M. tuberculosis complex. Aunque la inóculo-

dependencia del ensayo quedó demostrada (las muestras con un resultado positivo 

del Xpert MTB/RIF mostraban crecimiento en cultivo líquido en menos días, frente a 

las que tuvieron un resultado negativo; P= 0,003), se concluyó que, debido a los 

buenos resultados de sensibilidad y especificidad, así como su simplicidad técnica, 

el Xpert MTB/RIF es un sistema idóneo en el diagnóstico rápido de la tuberculosis 

pulmonar y su resistencia a la rifampicina (indicador de multirresistencia), en casos 

de alta sospecha clínica y resultado negativo de la baciloscopia. 
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Sixty-four of 85 (75.3%) smear-negative respiratory (n � 78) and nonrespiratory (n � 7) samples with
positive cultures of Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) were detected by the GeneXpert system using
the Xpert MTB/RIF assay (GX). In addition, GX found rpoB mutations in all six of the rifampin-resistant
strains detected. The test was negative in 20 culture-negative and 20 nontuberculous culture-positive samples
(100% specificity). GX offers high potential for the diagnosis of tuberculosis due to its capacity for direct
detection of MTC, its rapidity, and its simplicity.

Tuberculosis (TB) remains one of the biggest health prob-
lems in developing and industrialized countries and is asso-
ciated with high rates of morbidity and mortality (19). The
emergence and spread of Mycobacterium tuberculosis strains
resistant to multiple drugs represent a serious threat to TB
control worldwide (18). Early diagnosis of active TB and de-
tection of multidrug-resistant (MDR) strains are essential to
interrupt transmission. Traditionally, acid-fast bacillus (AFB)
smear microscopy has been the initial method for diagnosis,
due to its speed, simplicity, and low cost. However, its low
sensitivity (45 to 80% of positive cultures), as well as the fact
that a significant percentage (17%) of bacillus transmission is
due to smear-negative pulmonary cases, limits the usefulness
of this technique (1). On the other hand, due to the intrinsic
slow growth of these microorganisms, mycobacterial culture
(the gold standard method for TB diagnosis) takes several
weeks to provide microbiological confirmation. Therefore, other
techniques are needed to reduce turnaround time to diagnosis
(13, 16).
In recent years, direct-detection methodologies, most of them

based on nucleic acid amplification, have appeared as potentially
useful tools for the rapid diagnosis of TB (7–9, 11–14). Guidelines
for their use have been defined and recently updated (6).
A real-time automated integrated system, the GeneXpert

system using the Xpert MTB/RIF assay (Cepheid, Sunnyvale,
CA) (GX), has recently been developed and evaluated (2, 3,
10). GX integrates DNA extraction, genomic amplification
(heminested PCR), semiquantitative detection of M. tubercu-
losis complex (MTC), and rifampin (RIF) resistance determi-

nation in a single cartridge, thus reducing labor time and cross-
contamination risk.
The aim of the present study was to evaluate the effec-

tiveness of GX for direct detection of MTC and RIF resis-
tance in smear-negative clinical respiratory and nonrespira-
tory samples.
One hundred twenty-five smear-negative clinical samples from

122 patients, collected over a 10-year period, were retrospectively
studied; 85 samples had MTC-positive cultures, 20 samples (all
respiratory) had isolates of nontuberculous mycobacteria (5 rap-
idly growing mycobacteria, 4 Mycobacterium avium-intracellulare
complex isolates, 3 Mycobacterium kansasii isolates, and 8 oth-
ers), and 20 samples had negative mycobacterial cultures (Ta-
ble 1). Nonsterile clinical samples were pretreated according to
the conventional N-acetyl-L-cysteine-NaOH digestion-decon-
tamination procedure, and sterile specimens were processed
directly. Afterwards, 1 ml of these samples was directly frozen
at �80°C, and the remaining volume was used for the perfor-
mance of the following tests: (i) microscopic examination for
acid-fast organisms (auramine-rhodamine and Ziehl-Neelsen
stains) and (ii) mycobacterial culture using Lowenstein-Jensen
and Bactec MGIT 960 (Becton Dickinson, Towson, MD) as
solid and liquid media, respectively. The GX assay was per-
formed according to manufacturer’s instructions, with 1 ml of
the frozen samples. Briefly, the GX assay consists of the inac-
tivation of the sample with NaOH and isopropanol (sample
reagent [SR]), at a 1:2 ratio, for 15 min; afterwards, the mix-
ture is introduced into the Xpert MTB/RIF cartridge and then
loaded into the Xpert instrument for DNA extraction and
amplification of a 192-bp segment of the rpoB gene. The de-
tection consists of the hybridization of the amplicon with five
overlapping probes complementary to the rpoB “core” region
(81 bp) determining the RIF resistance (9, 15, 17). The car-
tridge also includes spores of Bacillus globigii as an internal
control of the sample processing and the real-time PCR assay.

* Corresponding author. Mailing address: Department of Microbi-
ology, Hospital Universitari de Bellvitge, C/ Feixa Llarga s/n. 08907
Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Spain. Phone and fax: 34 932607930.
E-mail: falcaide@bellvitgehospital.cat.

� Published ahead of print on 29 December 2010.

1137



Every MTC isolate was also tested for susceptibility against
antituberculous first-line drugs by using the BACTEC 460 ra-
diometric system (Becton Dickinson, Towson, MD). The crit-
ical concentration of RIF used was 2 �g/ml. Isolates showing
resistance to RIF were further analyzed by sequencing of an
internal region of the rpoB gene, which included the rifampin
resistance-determining region (RRDR), in order to identify
mutations associated with phenotypic resistance (17).
Despite the fact that all samples had been stored frozen

(�80°C) for several years (1 to 10 years), GX detected the
DNA of MTC, in a total time of 2 h, in 64 of 85 (75.3%) clinical
samples with negative smears and positive cultures of MTC.
Percentages of GX positivity, according to time of storage of
MTC culture-positive respiratory samples, were studied in or-
der to determine whether the prolonged freezing of the spec-
imens had an impact on the result of this technique. No sta-
tistical difference in terms of sensitivity was found, i.e., 80.6%
(29/36) in samples stored frozen for 5 to 10 years, versus 76.2%
(32/42) in those stored frozen for less than 5 years. These
results reflect the robustness of GX even under demanding
conditions such as the long-term storage of the samples.
As expected, a higher sensitivity (61 of 78 [78.2%]) was

found for respiratory specimens (Table 2). However, the actual
effectiveness of GX in nonrespiratory samples is difficult to

establish due to the low number of samples studied (n � 7), of
which three were GX positive (one urine, one stool, and one
gastric aspirate sample) and four negative (two pleural fluid,
one urine, and one gastric aspirate sample).
Seven of the 85 samples (8.2%) with MTC-positive culture

had a RIF-resistant isolate also resistant to isoniazid (MDR
strains). GX detected DNA of MTC in six of them and found
rpoB mutations in all six GX-positive samples (lack of hybrid-
ization of one of the rpoB probes). Mutations in these strains
were confirmed by sequencing; all showed a Ser531Leu shift.
Although GX can detect the nucleotide substitutions, a sus-
ceptibility test is also needed to confirm phenotypic resistance.
Nevertheless, mutations in rpoB and phenotypic resistance to
RIF are highly correlated in 95 to 98% of cases (17); therefore,
GX’s high sensitivity for detecting these genotypic variations
means that the technique has a high predictive value for the
rapid diagnosis of multidrug resistance. Consequently, GX may
assist clinicians to provide proper initial treatment of patients
with potential MDR TB and thus minimize its spread. As
regards the samples with negative MTC culture, no positive
results were obtained by GX, showing 100% specificity (Table
2). Only one sample (a gastric aspirate with negative culture
for mycobacteria) showed an invalid GX result. In this case,
the Bacillus globigii spore internal control was negative, sug-
gesting that the sample was not properly processed for DNA
extraction in the cartridge or that it contained PCR inhibitors.
The impact of the bacterial load of the sample (inoculum

size) on the GX result was also evaluated. Since the GX assay
gives a semiquantitative result when MTC is detected, an ini-
tial correlation between this GX result and the time to growth
in the liquid medium was established. An inverse association
between the median days to growth and the semiquantitative
GX result was found: only one sample had a high semiquan-
titative result (average cycle threshold [CT] value of 15.4), with
a median time to growth in liquid medium of 13 days; 8 sam-
ples had a medium result (average CT value of 19.6), with a
median of 10 days; 26 samples had a low result (average CT

value of 25.9), with a median of 15 days; and 29 samples
showed a very low result (average CT value of 31.1), with a
median of 20 days. Afterwards, the correlation between the
time to growth in liquid medium and the qualitative result
(positive/negative) of GX was determined. The median time
required to grow in liquid medium for GX-positive samples
with MTC isolates was statistically lower than that for GX-
negative samples (17 versus 22 days; P � 0.003) (Fig. 1). All of
these data confirmed the expected association between the

TABLE 1. Sources and distribution of 125 smear-negative clinical
samples tested by GX

Specimen type (total no. of
samples)

No. of samples with indicated
result by culturea

Positive for
MTC

Positive for
NTMb Negative

Respiratory specimens
Sputum (92) 72 19 1
Bronchial aspirate (12) 5 1 6
Pulmonary biopsy (1) 1

Nonrespiratory specimens
Pleural fluid (4) 2 2
Gastric aspirate (5) 2 3
Urine (2) 2
Stool (1) 1
Cerebrospinal fluid (3) 3
Ascitic fluid (2) 2
Lymph node aspirate (1) 1
Skin biopsy (1) 1
Mammary abscess (1) 1

aMycobacterial growth in liquid and/or solid media.
b NTM, nontuberculous mycobacteria.

TABLE 2. GX results for the detection of M. tuberculosis complex in 125 smear-negative clinical samples

GX resulta

No. of MTC culture-
positive specimens No. of MTC culture-negative specimens

Total Predictive
valued (%)

Respiratory Nonrespiratory Positive for NTMb,
respiratory

Negative for mycobacteriac

Respiratory Nonrespiratory

Positive 61 3 0 0 0 64 100
Negative 17 4 20 9 10 60 65

a The GX sensitivity was 75.3% (95% confidence interval �95% CI�, 64.5 to 83.7%), and the specificity was 100% (95% CI, 88.8 to 100%).
b NTM, nontuberculous mycobacteria.
c One respiratory culture-negative sample had an invalid result using GX.
d The positive predictive value is given for the positive GX results, and the negative predictive value is given for the negative GX results.
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inoculum size present in the sample and the result of the
technique. However, the global data obtained in the present
study indicate that GX has a high sensitivity, since all samples
analyzed had a low mycobacterial load.
The relatively high cost of GX is an important issue that TB

control programs should consider prior to implementation of
this assay. Its clinical and epidemiological advantages should
be weighed against the resources available in each setting.
In summary, the GX technique has demonstrated a high

capacity for detecting MTC and for predicting multidrug re-
sistance in smear-negative clinical samples. Moreover, its ra-
pidity, simplicity, and low laboriousness make the technique a
good candidate for routine use in many clinical laboratories
whenever the clinical criteria for its application are met (4–6).
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FIG. 1. Time to growth of Mycobacterium tuberculosis complex in liquid medium according to GX qualitative result (positive result, n � 57;
negative result, n � 20). Eight samples (seven GX positive and one GX negative) were excluded due to negative growth in liquid medium (n �
4), bacterial contamination of the sample (n � 3), or lack of liquid culture (n � 1).
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Artículo 2

Los casos de tuberculosis extrapulmonar son especialmente difíciles de 

diagnosticar, debido a la sintomatología atípica y la dificultad en la detección 

microbiológica derivada de la escasa carga bacilar presente en las muestras 

extrapulmonares (paucibacilares). En Catalunya, en el año 2011, un 31,3% de 

todos los casos de tuberculosis fueron de afectación exclusivamente extrapulmonar, 

y un 11,9% eran casos con afectación en ambos tipos de localizaciones: pulmonar y 

extrapulmonar. 

 Si bien el sistema de detección rápida Xpert MTB/RIF no fue validado 

inicialmente para su uso en muestras extrapulmonares, los buenos resultados 

obtenidos en la evaluación previa con muestras pulmonares y la escasez de 

trabajos publicados hasta la fecha en este tipo de muestras en países de baja-

media incidencia tuberculosa, impulsó a estudiar su eficacia potencial también en 

muestras extrapulmonares. Para ello se seleccionó de forma retrospectiva una 

colección de 108 muestras extrapulmonares de origen diverso (líquidos no estériles, 

nódulos linfáticos, abscesos, biopsias y líquidos estériles) con cultivo positivo de M.

tuberculosis complex y baciloscopia negativa. También se incluyeron muestras con 

cultivo negativo de micobacterias (n=41), para evaluar la especificidad de la técnica. 

 Se observó que la sensibilidad de este ensayo dependía de cuál era el 

origen extrapulmonar de la muestra estudiada. Así, en nódulos linfáticos y 

abscesos, la sensibilidad alcanzaba valores muy elevados (superiores al 70%). En 

un segundo grupo, se hallaron los líquidos no estériles (orina y aspirados gástricos). 

En último lugar, los líquidos estériles, donde menos de la mitad fueron detectados 

con el Xpert MTB/RIF (en especial los líquidos pleurales; 26,9%). Una de las 

razones que podría explicar este hallazgo es el hecho de que las muestras de 

líquidos estériles contienen un inóculo bacteriano muy escaso, siendo difícil llegar al 

límite de detección del Xpert MTB/RIF. Con todo, la sensibilidad global del sistema 

fue bastante elevada (58,3%), por lo que el Xpert MTB/RIF se perfila como una 

herramienta útil en la práctica clínica, en el difícil diagnóstico de la tuberculosis 

extrapulmonar. 
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Effectiveness of an Integrated Real-Time PCR Method for Detection
of the Mycobacterium tuberculosis Complex in Smear-Negative
Extrapulmonary Samples in an Area of Low Tuberculosis Prevalence

Raquel Moure,a Rogelio Martín,a,b and Fernando Alcaidea,b

Department of Microbiology, IDIBELL-Bellvitge Hospital,a and Department of Pathology and Experimental Therapeutics, University of Barcelona,b Feixa Llarga,

Hospitalet de Llobregat (Barcelona), Spain

Early extrapulmonary tuberculosis (EPTB) diagnosis is particularly difficult. Among 108 smear-negative extrapulmonary sam-
ples showing a positive culture for Mycobacterium tuberculosis complex (43 body fluids and 65 nonliquid specimens), 63 (58.3%)
were positive with the Xpert MTB/RIF assay (GX). GX sensitivity was quite low for samples from sterile locations (especially for
pleural fluids: 26.9%) but high for some nonliquid samples, like abscess aspirates (76.5%). In summary, GX may be a useful tool
to be considered for EPTB diagnosis.

Tuberculosis (TB) is still one of the main causes of morbidity
andmortality worldwide. Each year there are almost ninemil-

lion new cases and two million deaths (20). Pulmonary TB is the
main form of the disease. However, due to certain social and epi-
demiological factors, such as coinfection with HIV, disease pat-
terns have changed in recent years (5a, 7, 19) and the frequency of
disseminated and extrapulmonary tuberculosis (EPTB) has risen,
even in industrialized areas. The incidence of exclusive EPTB in
our setting (Catalonia, Spain) in 2009 was 26.1%, and 12.2% of all
TB cases affected both pulmonary and extrapulmonary sites (6).
The absence of some typical TB symptoms hinders the clinical
diagnosis of EPTB and may mislead physicians to suspect other
diseases. Extrapulmonary specimens have a very low bacterial
load, so the sensitivity of direct microscopy examination for de-
tecting MTBC is low. This is particularly true of pleural TB, for
which Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) detection is
achieved by smear microscopy in fewer than 5% of cases (11, 16).

GeneXpert (Cepheid, Sunnyvale, CA) is an automated, inte-
grated, real-time PCR system which has recently been developed
for rapid detection of MTBC and rifampin (RIF) resistance. The
Xpert MTB/RIF assay (GX) has been evaluated in detail, and sev-
eral studies have demonstrated its utility for direct detection in
pulmonary specimens (2, 3, 8, 12). The effectiveness of GX for
diagnosing extrapulmonary TB has not been conclusively demon-
strated, especially in countrieswith lowormediumTBprevalence,
since the system was initially validated only for respiratory speci-
mens and most published studies include low numbers of ex-
trapulmonary samples (1, 5, 9, 18).

The aim of the present study was to evaluate the feasibility of
GX for the detection ofMTBC in extrapulmonary smear-negative
specimens, in a Western country with a low prevalence of TB and
EPTB. The study also classified the different sources of these spec-
imens in order to test the hypothesis that the sensitivity of GXmay
vary considerably according to the origin of the sample.

A total of 149 smear-negative samples (one sample per patient)
collected from July 1999 to May 2011 in Costa Ponent (Catalonia,
Spain) were included in the study. On arrival at the mycobacterial
laboratory, nonsterile clinical samples were pretreated using the
N-acetyl-L-cysteine–NaOH digestion-decontamination method
with a final volume of 2 ml (10). Sterile fluid specimens were

directly processed, and biopsy specimens were disaggregated with
a mortar and then resuspended with saline solution (2 ml). After-
wards, 1 ml of the specimens was frozen at�80°C. The remaining
volume was processed as follows: (i) microscopic examination for
acid-fast organisms (auramine-rhodamine and Ziehl-Neelsen
stains) and (ii) mycobacterial culture using 0.2 ml of Lowenstein-
Jensen medium and 0.5 ml of Bactec MGIT 960 medium (Becton
Dickinson, Towson, MD) as solid and liquid media, respectively.
Positive cultures were confirmed as MTBC by the use of DNA
probes (Accuprobe; GenoProbe Inc., San Diego, CA). Among the
149 specimens studied, 108 specimens had a positive culture of
MTBC: (i) 43 liquid specimens (37 sterile fluids, 3 gastric aspi-
rates, and 3 urine specimens) and (ii) 65 nonliquid specimens (34
lymph nodes, 17 abscess aspirates, 12 tissue samples, and 2 stool
specimens). In addition, 41 clinical samples with a negative my-
cobacterial culture frompatients without TBwere also studied: (i)
21 sterile fluids, five gastric aspirates, and one urine sample and
(ii) four lymph nodes, two abscess aspirates, and eight tissue sam-
ples (Table 1). A GX assay was performed in April-May 2011. The
portion (1 ml) of the specimens kept frozen (see above) was
thawed and used for the GX assay, performed according to the
manufacturer’s protocol for pulmonary samples.

GX detected DNA of MTBC in 63 of the 108 clinical extrapul-
monary specimens with MTBC-positive cultures (58.3%). As ex-
pected in smear-negative samples, most of the semiquantitative
results given by theGX report were “Low” (n� 27) or “Very Low”
(n� 34) and only two samples had a “Medium” bacterial load. As
for the rifampin susceptibility result, GX did not detect any rpoB
mutation, corroborating the results obtained with the conven-
tional drug susceptibility test of the strains corresponding to these
specimens (all susceptible).

Unlike respiratory specimens, the group of extrapulmonary
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samples is quite heterogeneous, which explains the great variabil-
ity obtained in the sensitivity values. Thus, among the 63 samples
with a positive GX result, partial sensitivities differed according to
the categories of the specimens: 40.5% in sterile fluids, 66.7% in
nonsterile fluids, 70.6% in lymph nodes, 41.7% in tissue samples,
76.5% in abscess aspirates, and 100% (two of two) in stool mate-
rial (Table 1). The reason why abscess aspirates and lymph node
specimens show GX sensitivities comparable to those of pulmo-
nary samples is probably their similarity regarding the inoculum
size and physical properties. The low GX positivity in the biopsy
samples may be due in part to the low bacterial load and to the
texture of the specimens, which are often very resistant to
breakup. Within the group of sterile fluids (which showed poorer
sensitivity results), marked differences were found according to
the origin of the samples. Only 7 of 26 (26.9%) of pleural fluids
were GX positive, which meant a significantly lower sensitivity

than in the other sterile fluids (72.7%;P� 0.02): five of seven joint
fluids containing MTBC were detected with GX, as well as both
CSF samples; the sole pericardial fluid sample was GX positive,
and the sole ascitic fluid sample was GX negative. The low detec-
tion ability in some sterile specimens, such as pleural fluids, could
be explained by the low bacterial load contained in these samples.
Techniques based on nucleic acid amplification have recently
been considered for pleural TB diagnosis, in order to improve
sensitivity and specificity (13, 14, 17). The lower efficiency ob-
tained in these pleural effusion specimens with GX (though better
than the sensitivity achieved by other methods) highlights the as-
say’s limited detection ability in very-low-yield samples. On the
other hand, no differences in GX positivity were observed with
regard to the anatomical site from which the samples were ob-
tained either within the group of nonsterile liquid samples (gastric
aspirate and urine samples) orwithin the group of nonliquid spec-

TABLE 1 Results of Xpert MTB/RIF according to the source and MTBC culture of the samples

Clinical specimen

No. of specimens witha:

Total no. of
specimens Sensitivity Specificity

Positive MTBC
culture Negative MTBC culture

GX� GX� GX� GX� GX IND

Sterile fluids
Pleural fluid 7 19 0 5 0 31 40.5% 100%
Cerebrospinal fluid 2 0 0 12 0 14
Joint fluid 5 2 0 0 0 7
Ascitic fluid 0 1 0 2 0 3
Pericardial fluid 1 0 0 2 0 3

Nonsterile fluids
Gastric aspirate 2 1 0 3 2b 8 66.7% 100%
Urine 2 1 0 1 0 4

Lymph nodes 24 10 0 4 0 38 70.6% 100%

Abscess aspirates
Knee abscess 1 0 0 0 0 1 76.5% 100%
Cervical abscess 3 2 0 1 0 6
Skin abscess 3 1 0 0 0 4
Osteitis pus 4 1 0 0 0 5
Empyema 2 0 0 1 0 3

Tissues
Pelvic biopsy 0 0 0 1 0 1 41.7% 100%
Testicular biopsy 1 0 0 0 0 1
Colon biopsy 0 0 0 2 0 2
Vertebral disc biopsy 0 0 0 1 0 1
Spondylodiscitis puncture 0 0 0 1 0 1
Pericardial biopsy 0 0 0 1 0 1
Bone biopsy 1 2 0 0 0 3
Bone marrow biopsy 0 0 0 1 0 1
Synovial biopsy 0 2 0 0 0 2
Mediastinal tissue 0 1 0 0 0 1
Skin biopsy 1 1 0 1 0 3
Larynx biopsy 0 1 0 0 0 1
Costal cartilage biopsy 2 0 0 0 0 2

Stool 2 0 0 0 0 2 100% 100%

Total 63 45 0 39 2 149 58.3% 100%
a MTBC,Mycobacterium tuberculosis complex; GX, Xpert MTB/RIF; GX IND, Xpert MTB/RIF indeterminate result.
b The two invalid GX results were not included in the calculation of the specificity.
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imens (lymph nodes, abscess aspirates, and tissue and stool spec-
imens).

All MTBC culture-positive samples included in the study con-
tained enough bacterial load to show growth in at least one of the
culture media in less than 6 weeks. Nevertheless, in light of previ-
ous reports (12), an association between the bacterial load (repre-
sented by the days required for growth) and the qualitative and
semiquantitative results of the GXwas found. Themedian time to
growth in liquid medium for Medium/Low results was 17 days,
compared with 20.5 for samples showing Very Low results, indi-
cating a statistically significant difference (P � 0.001). When the
time to growth was analyzed with regard to the qualitative GX
detection (positive/negative), the results were similar. In the broth
medium, the median time required for growth for the MTBC
specimens detectedwithGXwas significantly lower (19 days com-
pared to 23.5 days) than in the GX-negative samples (P� 0.001).
These results suggest that the negative predictive value of the GX
may decrease when dealing with specimens with a very low bacte-
rial load.

TheGX showed good specificity: among the 41 specimens with
negative mycobacterial culture, GX offered an interpretable result
(negative) in 39 samples. Two samples (gastric aspirates) gave an
invalid result. The most plausible reason for these invalid assays is
that these reactions were inhibited by the low pH in the gastric
specimens, since they had been directly processed with GX (with-
out decontamination or buffering).

To summarize, the Xpert MTB/RIF technique has demon-
strated a substantial capacity for the diagnosis of EPTB mostly
from nonsterile fluids (gastric aspirates and urine samples),
lymph nodes, or abscess aspirate specimens. Even though its sen-
sitivity decreases notably when the source of the sample is a sterile
location such as a pleural effusion or a biopsy specimen, the tech-
nique still offers higher sensitivity for direct detection of MTBC
than most conventional techniques. Therefore, GX may be a po-
tentially useful additional tool in cases of EPTB not detected by
microscopy, when clinical suspicion is high (4), and when perfor-
mance of the test may be cost-effective.
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Artículo 3

El sistema Xpert MTB/RIF ha demostrado ser de gran utilidad en el 

diagnóstico precoz de la tuberculosis pulmonar y extrapulmonar, así como de coste-

beneficio en países de alta incidencia tuberculosa. Sin embargo, no hay estudios 

que avalen la rentabilidad de esta técnica (de alto coste económico), en países con 

baja-media incidencia de tuberculosis. El presente estudio se realizó 

retrospectivamente, estableciéndose dos grupos de pacientes con tuberculosis: 1) 

“casos”: 50 pacientes donde la baciloscopia fue negativa y fueron necesarias 

pruebas adicionales hasta confirmar el diagnóstico de tuberculosis, y 2) “controles”: 

100 pacientes, con bacilocopia positiva (diagnosticados de forma rápida). En los 

“casos”, el Xpert MTB/RIF fue realizado a posteriori, en el momento del estudio 

(analizando las muestras congeladas de estos pacientes) con el fin de determinar la 

sensibilidad de la prueba. 

 Se demostró que el grupo de “casos” tuvo una mediana de tiempo hasta el 

inicio del tratamiento e inicio del estudio de contactos, mayor que el grupo “control”: 

9 y 22 días, frente a 2 y 4 días, respectivamente. Asimismo, los pacientes del grupo 

de “casos” fueron hospitalizados con mayor frecuencia (56%) que el de los 

“controles” (39%) y necesitaron un mayor número de broncoscopias y de TAC 

torácicos que el grupo “control” (25% y 36% versus 9% y 12%, respectivamente). 

En términos económicos, se determinó una media de 2.426,58 € de gasto en el 

grupo de “casos”, frente a 254,18 € en el grupo “control”. La sensibilidad de la 

prueba en el grupo de “casos” fue del 68%. Teniendo en cuenta que en nuestra 

área el 58,5% de los casos de tuberculosis presentan bacilocopia positiva en el 

periodo de estudio, se concluyó que aproximadamente el 86% (incremento del 

30%) de los casos de tuberculosis en nuestra área podrían tener un diagnóstico 

precoz si se realizase el Xpert MTB/RIF como prueba rápida adicional de rutina, en 

casos de baciloscopia negativa y alta sospecha clínica de tuberculosis. 
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We performed a retrospective analysis of costs and time to treatment (TT) of 150 culture-confirmed TB cases:
100 sputum smear (SS) (+) and 50 SS(−). This group underwent GeneXpert® (GX) assay. Expenditures and
TT of SS(−)/GX(+) cases were inferred from the SS(+) group. GX detected 68% of SS(−) cases.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

Effective control of tuberculosis (TB) requires rapid identification and
early treatment of patients with active disease so as to interrupt further
spread into the community (Boehmeet al., 2010). TheGeneXpert®MTB/
RIF assay (Xpert®; Cepheid, Sunnyvale, CA, USA) detectsMycobacterium
tuberculosis complex (MTC) and rifampin resistance from clinical
samples in 2 h. Its sensitivity and specificity in acid-fast bacilli (AFB)
smear-negative respiratory samples reach 72.5% and 99%, respectively,
compared to the gold standard MTC culture (Boehme et al., 2010;
Boehme et al., 2011; Marlowe et al., 2011; Moure et al., 2011). In
December 2010, theWHOrecommendedXpert®as the initial diagnostic
test for suspected cases of HIV-associated tuberculosis or MDR-TB
(WHO, 2010), and recent studies suggest its cost-effectiveness in high-
burden countries (Theron et al., 2012; Vassal et al., 2011). However,
there are no studies or specific recommendations for low-burden
settings, where MDR-TB and HIV coinfection are of lesser concern.

In this study, we aimed to explore the potential gains in time,
health resources, and costs achieved by the addition of Xpert® to
clinical practice for the diagnosis of suspected smear-negative TB in a
low-burden country.

After obtaining local ethics approval, we conducted a retrospective
study reviewing the log of MTC-positive cultures of the Microbiology
Department to identify all cases of pulmonary TB diagnosed by sputum

culture between 2001 and 2010. In our area (Barcelona, Spain), the
incidence rate of TB is 19 new cases per 100,000 people (Generalitat de
Catalunya and Departament de Salut, 2010), and primary rifampin
resistance is below 1%. First, we identified all drug-sensitive isolates
collected prior to any specific treatment from consecutive AFB-negative
patients without additional AFB-positive sputum samples for at least 1
week and tested them with Xpert® (50 patients). Then, we selected 2
AFB-positive cases for each AFB-negative case (100 patients), matched
by the date of their first positive culture, for use as a comparator group.
Mean time from clinical suspicion to beginning of treatment and mean
cost per patient diagnosed in each group were the primary outcomes of
the study. Other variables included demographic and clinical features.

In Table 1, the 2 groups are compared. Time elapsed until treat-
ment and beginning of the contact-tracing study were both signi-
ficantly longer in smear-negative patients than in positive ones:
median 9 and 2 days until initiation of treatment, and 22 and 4 days
until the beginning of the contact study, respectively. Regarding
health resources spent until TB diagnosis was established, compared
with AFB-positive patients, AFB-negative individuals were hospital-
ized more frequently (56% versus 39%) and required more days of
hospitalization (mean 13.5 versus 6.2 days). The amount of com-
plementary tests administered before diagnosis was made was also
higher in AFB-negative than in AFB-positive patients: only 9% of
AFB-positive patients underwent a bronchoscopy, compared with
25% of the AFB-negative group. Similarly, the difference between the
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2 groups regarding chest computed tomography was significant
(P b 0.05): 12% in AFB-positive versus 36% in AFB-negative patients.

We computed direct expenditures for each group: median cost
per patient in the AFB-negative group was €2426.58 and €254.18 in
AFB-positive patients. Because patients requiring hospitalization in-
curred higher costs than those who did not, we also performed
separate analyses for each group (Table 2).

Xpert® was positive in 34 (68%) of 50 AFB-negative patients. This
is the proportion of AFB-negative patients who could be diagnosed by
Xpert® and whose costs and time to diagnosis could be inferred from
the AFB-positive group, after adding the cost of the Xpert® cartridge
(€70). No rifampin resistance was detected.

According to theWHOrecommendations, Xpert®deployment should
be based on local setting-specific factors. In Spain, a low-burden TB
country where the majority of mycobacterial isolates are identified as
MTC and primary resistance to rifampin is low, the clinical gain of
performing Xpert® in smear-positive patients would probably be
negligible and the test would not be cost-effective for TB control.
However, shortening time to treatment of AFB-negative patients whose
diagnosis is delayed until culture results are available may help avoid TB
transmission andmay also save health resources. Our results showed that
the average resource use and cost per patient were higher in cases with
delayeddiagnosis (smear-negative cases) than in those diagnosed earlier.
According to the literature on cost of TB treatment, hospitalizations are
among themajor cost drivers for TB treatment (Taylor et al., 2000). In our
study, completing diagnosticwork-upwas themain reason for admission
in 71% of AFB smear-negative patients, whose hospitalization could have
been avoided if a rapid diagnosis test had been available.

Since 86 of 147 confirmed pulmonary TB cases (58.5%) during the
last 3 years in our center had positive AFB smear (unpublished data),
and given the 68% sensitivity of Xpert® in AFB-negative TB cases found
in our study, we conclude that 127 (86%) of all culture-proven
pulmonary TB cases at our centerwould have resulted in early diagnosis
(an increase of nearly 30%) if Xpert® had been routinely used.

Unfortunately, the present study cannot establish whether or not
this approach to the diagnosis of pulmonary TB is cost-effective. Since
we only tested patients with culture-confirmed TB, we are unable to
infer the costs derived from testing patients with clinical suspicion of
TB in whom the diagnosis is finally ruled out. Nonetheless, in
conjunction with a previous report (Catanzaro et al., 2000), our
results strongly suggest that the rational use of Xpert®, based on
careful clinical judgment, may offer a useful and cost-effective way to
diagnose smear-negative pulmonary TB. In addition, Xpert®may have
a role when resistance to rifampin is a concern—for example, in
relapses of previously treated patients or patients from high-burden
multidrug-resistant-TB countries, regardless of the AFB smear result.

In summary, our study showed that patients with smear-negative
pulmonary TB started treatment later and incurred higher costs than
patients with smear-positive pulmonary TB. As Xpert® shortens time
to treatment onset and appears to reduce health resource use and
costs in up to 70% of patients, its regular use in patients with a well-
founded suspicion of TB and negative AFB smearmay be a useful, cost-
effective strategy for the diagnosis of pulmonary TB.
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Table 1
Characteristics of the study population.

AFB negative,
n= 50 (%)

AFB positive,
n= 100 (%)

P value

Male sex 35 (70) 75 (75) 0.51
Age (years), mean (SD) 49.3 (20.2) 41.3 (16.4) 0.02
Birth in a high-incidence TB country 12 (24) 31 (31) 0.24
Immunosuppressive conditiona 14 (28) 21 (21) 0.22
Symptoms suggestive of TBb 25 (50) 82 (82) b0.001
Radiographic featuresc

Normal Rx 6 (12) 1 (1) 0.001
Parenchymal infiltrates 15 (30) 24 (24)
Cavitation 20 (40) 67 (67)
Other 9 (18) 5 (5)
Patients requiring hospitalization 28 (56) 39 (39) 0.06
Days of hospitalization
Mean (SD) 13.5 (23.3) 6.2 (10.9) 0.02
Median (IQR) 7.5 (0–16) 0 (0–9.3)
Reasons for admission
Diagnostic work-out 20 (71) 9 (23) b0.001
Worsened clinical condition 1 (4) 12 (31) 0.005
Hemoptysis/respiratory failure 5 (18) 10 (26)
Others 2 (7) 8 (20)
Number of invasive tests required for diagnosis, per patient
Bronchoscopy None 36 (72) 91 (91) 0.002

≥1 14 (28) 9 (9)
Chest CT None 32 (64) 88 (88) b0.001

≥1 18 (36) 12 (12)
CT-guided puncture of the lung None 45 (90) 98 (98) 0.04

≥1 5 (10) 2 (2)
Days to initiation of treatment
Mean (SD) 17.3 (19.8) 3.9 (6.1) b0.001
Median (IQR) 8.5 (2.25–25.3) 2 (1–4)
Days to initiation of contact tracing
Mean (SD) 24.1 (24.2) 7.9 (11.5) b0.001
Median (IQR) 22 (2.2–32) 4 (1–11)

AFB = Acid-fast bacilli; IQR = interquartile range; CT = computed tomography.
a Including HIV, drugs, cancer and impaired renal function (patients could present

more than 1 condition).
b Included fever, cough, and weight loss for at least 2 weeks.
c Patients could present more than 1 condition.

Table 2
Cost per patient (€) according to AFB smear status.

AFB negative,
n= 48 (%)a

AFB positive,
n = 100 (%)

All patients
Mean (SD) 3260.52 (3406.4) 2097.0 (3224.78)
Median (IQR) 2426.58 (231.49–5269.65) 254.18 (218.61–3297.82)
Patients requiring hospitalization
Mean (SD) 5788.72 (2698.23) 4989.51 (3603.31)
Median (IQR) 5090.92 (4542.52–7481.04) 3935.96 (1965.81–7404.91)
Patients not requiring hospitalization
Mean (SD) 272.65 (191.39) 247.7 (142.62)
Median (IQR) 218.61 (193.96–281.38) 218.61 (171.47–244.89)

a Calculated from 48 patients (2 patients from the study population were excluded
due to unexpectedly long hospitalizations).
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Artículo 4

Este trabajo fue el primer estudio de evaluación externo, a nivel mundial, de 

la técnica GenoQuick MTB, basada en amplificación del IS6110 por PCR 

convencional y posterior hibridación rápida en tiras de nitrocelulosa (dipstick), para 

la detección directa de M. tuberculosis complex. Para ello se seleccionó una 

colección de 96 muestras, con baciloscopia positiva (n=32) y negativa (n=64) y 

mayoritariamente de origen pulmonar. También se incluyeron en el análisis 15 

muestras con micobacterias no tuberculosas, para estudiar la especificidad de la 

técnica. La sensibilidad del sistema resultó ser muy elevada en las muestras con 

baciloscopia positiva (100% de detección). En muestras con baciloscopia negativa, 

la sensibilidad global fue del 78,1%. Se observó una tendencia de relación inversa 

entre los días de crecimiento de las muestras y la sensibilidad de la técnica. Sin 

embargo las diferencias no fueron estadísticamente significativas. Además, se 

constató que la conservación de las muestras mediante congelación no influía en el 

resultado del ensayo, por lo que quedó confirmada la robustez del sistema 

GenoQuick MTB.

 Una muestra que contenía Mycobacterium fortuitum tuvo un resultado 

positivo con el sistema GenoQuick MTB, ya que poseía una homología con la 

IS6110 de M. tuberculosis complex. Este fenómeno ya había sido descrito en 

estudios anteriores, sin bien se trata de un fenómeno bastante infrecuente que, a

priori, no se estima que influya en la especificad general del GenoQuick MTB. 

Además de la buena sensibilidad, este sistema tiene un menor coste económico 

que otras técnicas comerciales existentes para la detección directa de M. 

tuberculosis complex, y no requiere equipamiento adicional, lo que puede suponer 

una alternativa de detección directa de M. tuberculosis complex en laboratorios con 

menos recursos económicos. Por el contrario, la desventaja que se observó en este 

estudio fue una mayor manipulación metodológica que conllevó un mayor riesgo de 

contaminación cruzada durante la realización del ensayo, por lo que se precisa de 

personal cualificado y entrenado en técnicas de biología molecular y un seguimiento 

riguroso de los protocolos requeridos para la realización de esta técnica. 

Direct detection of Mycobacterium tuberculosis complex in clinical samples by a 
molecular method based on GenoQuick technology 

Raquel Mourea, Míriam Torresa, Rogelio Martína,b, Fernando Alcaidea,b
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Barcelona, Spain. 
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Direct Detection of Mycobacterium tuberculosis Complex in Clinical
Samples by a Molecular Method Based on GenoQuick Technology
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Several molecular systems for direct detection of Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) have recently been developed.
The GenoQuick MTB assay (GQ-MTB) used in this study detected 82 of the 96 (85.4%) samples with MTBC, including 50 of 64
(78.1%) samples with negative acid-fast bacillus smears. Fifteen samples containing nontuberculous mycobacteria were also
studied: 13 were GQ-MTB negative, one was positive, and one was indeterminate. GQ-MTB showed good effectiveness for the
direct detection of MTBC from clinical samples.

Tuberculosis (TB) is still a major health problem worldwide,
with almost 9million new cases and around 1.4million deaths

each year (21). One of the principles of tuberculosis control is
rapid and accurate diagnosis of the disease in order to allow
prompt initiation of antimicrobial therapy and to prevent trans-
mission.

Although the conventional procedures are irreplaceable diag-
nostic tools, the poor sensitivity of acid-fast bacillus detection by
microscopy and the slow growth of the tubercle bacillus in culture
media limit the usefulness of these methods for rapid diagnosis of
TB. Two important concerns complicate the issue further: (i) in-
fection with HIV has changed the clinical presentation of tuber-
culosis and reduced the sensitivity of classical microbiologymeth-
ods (7, 9, 12) and (ii) almost one-fifth of bacillus transmission is
due to smear-negative pulmonary cases (1). Therefore, other ac-
curate and rapid techniques are needed for early diagnosis of ac-
tive TB (13, 18).

In recent years, many direct detection methodologies have
emerged as potentially useful tools for rapid diagnosis of TB,most
of them based on nucleic acid amplification (3, 4, 8, 11, 14–16).
Recommendations and guidelines for their use have recently been
updated (5).

A new molecular assay called GenoQuick (Hain Lifescience,
Nehren, Germany) has demonstrated its usefulness for the iden-
tification of othermicroorganisms (6, 17), and it has recently been
adapted for the rapid diagnosis of TB (GQ-MTB) (20).

The aim of the present study was to analyze the performance of
GQ-MTB for direct detection ofMycobacterium tuberculosis com-
plex (MTBC) in clinical specimens, mainly respiratory smear-
negative samples with MTBC-positive cultures.

One hundred eleven clinical samples (one per patient), collected
over an 8-year period, were retrospectively studied: 96 samples had
MTBC-positive cultures (64 smear-negative and 32 smear-positive
specimens), and15sampleshad isolatesofnontuberculousmycobac-
teria (NTM) (three hadMycobacterium avium, three hadMycobacte-
rium fortuitum, two hadMycobacterium gordonae, two hadMycobac-
terium intracellulare, two had Mycobacterium kansasii, one had
Mycobacterium genavense, one had Mycobacterium mucogenicum,
and one hadMycobacterium peregrinum).

Nonsterile clinical samples were pretreated according to the
conventionalN-acetyl-L-cysteine-NaOHdigestion-decontamina-
tion procedure. The pellet was resuspended in 2 ml phosphate

buffer. Subsequently, 1 ml of these samples was frozen at�80°C,
and the remaining volume was used to perform the following
tests: (i) microscopic examination for acid-fast organisms (au-
ramine-rhodamine and Ziehl-Neelsen stains) and (ii) mycobacte-
rial culture using Lowenstein-Jensen and Bactec MGIT 960 (Bec-
ton, Dickinson, Towson, MD) as solid and liquid media,
respectively. Mycobacterial identification was performed by DNA
probes (Accuprobe; Gen-Probe Inc., San Diego, CA), GenoType
Mycobacterium CM/AS and MTBC (Hain Lifescience), PCR-re-
striction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) analysis of
the hsp65 gene (19), or 16S sequencing. One-half milliliter of the
frozen samples was used for the GQ-MTB assay. This test was
performed and interpreted according to the manufacturer’s rec-
ommendations by using the reagents supplied in theGQ-MTBkit.
Briefly, DNA was extracted with the GenoLyse (Hain Lifescience)
method in three steps (30 min). Afterwards, nucleic acids were
selectively amplified (IS6110) in an amplification reaction (PCR)
tube. Then, also during the thermocycling, the single-stranded
amplicon hybridized with a specific MTBC probe included in the
primer-nucleotide mix. This complex then bound selectively to
the test band on the dipstick and was visualized by gold labeling.
Internal control for amplification (consisting of a specific pair of
primers and a specific probe to amplify and detect an artificial
DNA fragment, which ensures the correct performance of the
PCR) and conjugation (to ensure the correct migration of gold
particles) is included in the dipstick. The limit of detection of the
GQ-MTB technique, according to the manufacturer’s internal
clinical validation, is 500 to 1,000 bacteria/ml.

In 2.5 to 3 h, the GQ-MTB assay detected 82 of the 96 (85.4%;
95% confidence interval [95%CI], 76.4 to 91.5%)MTBC culture-
positive samples studied: 100% (32/32) of smear-positive speci-
mens and 78.1% (50/64; 95%CI, 65.7 to 87.1%) of smear-negative
specimens (Table 1). This represents an excellent overall effective-
ness with a notably high level of sensitivity, comparable to that
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achieved with other molecular methods for direct detection (3, 4,
8, 11, 14–16). Regarding the source of the MTBC specimens ana-
lyzed, only eightwere nonrespiratory; four had a negative acid-fast
bacillus stain. The GQ-MTB detected six of them (four smear-
positive and two smear-negative samples).

In the analysis of the 15 specimens with NTM (11 respiratory
specimens, two urine specimens, one abscess specimen, and one
colon biopsy specimen), the assay showed a negative result in 13
samples, including smear-positive specimens (n� 10) with a high
bacterial load. As the target for detection of MTBC in the GQ-
MTB is IS6110, which is highly specific for MTBC, the risk of false
positivity when samples containNTM is extremely low.Neverthe-
less, one respiratory smear-positive sample with M. fortuitum
showed a triple-band pattern in the strip, corresponding to a pos-
itiveMTBC detection. A further analysis confirmed that the strain
was M. fortuitum, showing a significant DNA homology with
IS6110, a previously reported but rare event (2, 10) which, theo-
retically, does not compromise the general specificity of the tech-
nique. Finally, another sample (M. gordonae, in one smear-posi-

tive urine sample) showed an indeterminate result, since therewas
no colorimetric band either in the position of MTBC or in the
position of the amplification control in the strip. These results in
NTMsamples represented an overall specificity of 92.9% (95%CI,
64.2 to 99.6%) (Table 1 and Fig. 1).

Since the study was retrospective and the samples had been
stored frozen (for several years in most cases), the possible impact
of long-term storage at �80°C on the system’s detection ability
was also evaluated. MTBC culture-positive but smear-negative
samples were analyzed in two groups: (i) samples extracted and
frozen in 2002, 2003, and 2004 (between 6 and 8 years of �80°C
storage; n � 42), which showed a sensitivity of 76.2% (95% CI,
60.2 to 87.4%), and (ii) samples extracted and frozen in 2008 and
2009 (1 or 2 years of�80°C storage; n� 22), which had an overall
sensitivity of 81.8% (95% CI, 59 to 94%). The difference in sensi-
tivity between these two groups was not statistically significant,
evidencing the lack of impact of freezing on theGQ-MTB’s capac-
ity for detecting MTBC and therefore emphasizing the robustness
of the technique.

Themycobacterial load present in the sampleswas estimated in
order to establish a relationwith theGQ-MTB result. To do so, the
times to growth in both liquid and solid media were analyzed as a
surrogate of the inoculum sizes. The specimens with a positive
smear showed positive cultures significantly earlier than did the
negative ones in the liquid culture, with a median time to growth
of 10 versus 19.5 days (P� 0.001). In the solid medium, there was
also a difference between the two groups (17.5 versus 21 days),
though it was not statistically significant.

Among the smear-negative samples presenting a positive
MTBC culture in either liquid or solid medium, the correlation of
GQ-MTB-positive/negative result with themedian time to growth
was also studied. Samples with a positive GQ-MTB result growing
in liquid medium (n � 45) required a median of 18 days to
growth, compared with 22 days for GQ-MTB-negative samples
with a positive growth in liquid culture (n � 13). Similar differ-
enceswere foundwhen analyzing themycobacterial inoculum size
according to the samples growing in solid medium: 20.5 and 26
days for GQ-MTB-positive (n� 38) and GQ-MTB-negative sam-
ples (n � 7), respectively. Despite the trend observed, the differ-
ences were not statistically significant.

TABLE 1 GQ-MTB results according to source and smear microscopy
of the specimensa

Sample type

No. of samples

MTBC culture positive NTMb culture positive

GQ-MTB
positive

GQ-MTB
negative

GQ-MTB
positive

GQ-MTB
negative

S-P S-N S-P S-N S-P S-N S-P S-N

Sputum 25 46 0 11 1 0 8 2
Bronchial aspirate 3 2 0 1 0 0 0 0
Gastric aspirate 3 1 0 1 0 0 0 0
Urine 1 1 0 1 0 0 0 1
Other nonrespiratoryc 0 0 0 0 0 0 2 0

Total 32 50 0 14 1 0 10 3
a Abbreviations: MTBC,Mycobacterium tuberculosis complex; NTM, nontuberculous
mycobacteria; GQ-MTB, GenoQuick MTB; S-P, smear-positive specimens; S-N, smear-
negative specimens.
b One smear-positive urine sample with a positive culture ofM. gordonae showed an
invalid GenoQuick MTB result, not included for calculation of specificity.
c One skin abscess and one colon biopsy.

FIG 1 Images of the results obtained with the GQ-MTB technique. MTBC, Mycobacterium tuberculosis complex; AC, amplification control; CC, conjugate
control. (A) Positive result. Three different possibilities were obtained: all bands were well marked (A.1), the MTBC band was present though faded (A.2), and
the amplification control band was absent but the MTBC band was present (A.3). (B) Negative result (MTBC band completely missing). (C) Invalid result (both
amplification control and MTBC bands were missing).
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From the technical point of view, GQ-MTB is easy to perform
and does not require additional equipment, apart from a centri-
fuge, a water bath, and a thermal cycler. In addition, since the
hybridization occurs within the amplification tube and the color-
imetric detection is performed in a lateral-flow dipstick, the sys-
tem requires considerably less time and effort than do traditional
hybridization techniques. In addition, the basis and design of this
technique do not limit the number of tests that can be performed
at any one time.

In our experience, the weakest point of the GQ-MTB in its
present design is the risk of cross-contamination, due to the man-
ual process of extraction and application of the dipstick in the
reactionmixture. Nevertheless, this risk is minimal if current pro-
tocols for good practices in molecular biology are rigorously fol-
lowed. In addition, a new system for automated extraction
(GenoXtract; Hain Lifescience) has recently been launched and is
currently available for this assay, which may reduce the cross-
contamination risk.

To summarize, the GQ-MTB appears to be a good method for
direct detection of MTBC in clinical samples, even in smear-neg-
ative ones, since it is rapid, low cost, and labor saving. However,
since it is a molecular system, it must be performed by trained
staff, and strict protocols for molecular biology must be observed.
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Bloque 2

Detección rápida de la resistencia a los fármacos antituberculosos 
mediante microarrays de ADN de baja densidad 
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Artículo 5

En los casos de tuberculosis multirresistente, se debe recurrir a los fármacos 

tradicionalmente denominados de segunda línea como inyectables y 

fluoroquinolonas. En este estudio se diseñó un microarray de ADN para la 

detección rápida de las mutaciones más comúnmente relacionadas con la 

resistencia a la estreptomicina y las fluoroquinolonas. El array incluyó 25 sondas 

con las dianas más relevantes de la literatura: región 530 del gen rrs y gen rpsL

(estreptomicina) y gen gyrA (fluoroquinolonas). También se incluyó la región 1400 

del gen rrs para la detección potencial de resistencia a los antituberculosos 

inyectables de segunda línea. Mediante este array, se analizaron 108 cepas 

resistentes a la estreptomicina y/o la ofloxacina, y 20 cepas sensibles a ambos 

fármacos. Las 4 dianas incluidas en el array fueron también analizadas mediante 

secuenciación. La correlación total entre el array y la secuenciación se observó en 

el 82,4% de las cepas. El array ofreció una buena sensibilidad de detección de 

mutaciones, respecto a la secuenciación: 92,5% en el caso de la estreptomicina y 

87,5% en el caso de las fluoroquinolonas. La mayor limitación que se detectó fue en 

referencia al gen gyrA, donde la proximidad entre un codón polimórfico (codón 95) 

respecto a una posición relacionada con la resistencia (codón 94) originó 

hibridación cruzada en algunos casos.  

Sin embargo, el sistema presentó múltiples e importantes virtudes; a parte 

de la buena sensibilidad en la detección de mutaciones, el resultado se puede 

obtener en un día de trabajo, ofrece la flexibilidad de inclusión de más o diferentes 

dianas a las incluidas en el presente estudio, y el coste económico es bajo. Por 

tanto, el prototipo presentado en este estudio podría ser considerado como un 

primer paso hacia la consecución de un array definitivo para la detección de 

mutaciones relacionadas con la tuberculosis extremadamente resistente. 
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s u m m a r y

In cases of multidrug-resistant tuberculosis, it is crucial to rule out resistance to second-line antituber-
culous (anti-TB) agents. In the present study, a low-cost low-density DNA array including four genetic
regions (rrs 530 loop, rrs 1400, rpsL and gyrA) was designed for the rapid detection of the most important
mutations related to anti-TB injectable drugs (mainly streptomycin) and fluoroquinolone resistance (LD-
SQ array). A total of 108 streptomycin- and/or ofloxacin-resistant and 20 streptomycin- and ofloxacin-
susceptible Mycobacterium tuberculosis clinical isolates were analysed with the array. The results ob-
tained were compared with sequencing data and phenotypic susceptibility pattern. The LD-SQ array
offered a good sensitivity compared to sequencing, especially among resistant strains: 92.5% (37/40) for
streptomycin and 87.5% (7/8) for fluoroquinolones. Therefore, this array could be considered a good
approach for the rapid detection of mutations related to streptomycin and fluoroquinolone resistance. On
the other hand, there were discordant results in 16 resistant strains and six susceptible isolates, mostly
concerning the gyrA region, in which the existence of polymorphisms next to informative positions
might cause cross-hybridization. These discrepancies were caused by some technical limitations;
consequently, the present array should be considered as a first-step prior to a forthcoming optimized
version of the array.

� 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Tuberculosis (TB) remains one of the biggest health threats to
human beings. In its latest report the WHO estimated an incidence
of almost 9 million cases worldwide and around 1.5 million deaths
in 2011 [1].

Two cornerstones of programmes designed to control TB are
rapid diagnosis of the disease and prompt initiation of treatment
against Mycobacterium tuberculosis. Nowadays this treatment nor-
mally comprises four antituberculous (anti-TB) drugs: rifampin,
isoniazid, ethambutol and pyrazinamide (the main anti-TB agents)

[2]. However, the appearance of strains resistant to these agents has
become a matter of critical relevance. The WHO estimated that in
2008, 440 000 new cases of TB were caused by multidrug-resistant
(MDR) isolates (resistant to at least rifampin and isoniazid).
Moreover, almost 25 000 of these cases were extensively drug-
resistant (XDR) strains, which means that these M. tuberculosis
isolates were also resistant to any of the fluoroquinolones and any
of the second-line anti-TB injectable drugs [3].

In cases of MDR strains the main anti-TB drugs are ineffective. It
is therefore essential that susceptibility to other drugs, such as
aminoglycosides and fluoroquinolones, is rapidly determined.
Streptomycin belongs to the group of aminoglycosides and has
been demonstrated to be useful against MDR strains of
M. tuberculosis. This antimicrobial agent acts on the ribosome and
causes misreading of the genetic code, inhibition of the initiation of
mRNA translation and aberrant proof-reading [4,5]. More recently,
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several fluoroquinolones have also been demonstrated to be
effective against TB [6,7], due to their ability to inhibit DNA gyrase.

However, mutations in certain genes confer resistance to these
antibiotics. Resistance to streptomycin is mainly associated with
mutations in the rpsL and rrs genes, which encode the ribosomal
proteins S12 and 16S rRNA, respectively. Mutations in these genes
are commonly found on codons 43 and 88 in rpsL (related to high
levels of resistance) and in the 530 loop and 912 region in rrs (in-
termediate levels of resistance) [5,8,9]. Our group recently pub-
lished a molecular analysis of the streptomycin resistance
mechanism in M. tuberculosis isolates in Barcelona, showing that
38% of the streptomycin-resistant strains presented a mutation in
either the rpsL gene or the rrs 530 loop [10]. However, there are
some strains without mutations in either of these genes that still
present low levels of streptomycin resistance, possibly due to the
existence of mutations in secondary targets such as gidB [11], or to
another mechanism [12]. As regards fluoroquinolone resistance,
several studies report that this is related to mutations in a
conserved region of gyrA [13,14], with codons 90 and 94 being the
most frequently mutated positions. Some other substitutions in
gyrA (codons 88 and 95) have been described as polymorphisms
not related to phenotypic resistance [13,15].

In recent years, microarrays based on PCR and further hybridi-
zationwith immobilized oligonucleotide probes, have emerged as a
valuable tool for the detection of mutations associated with drug-
resistant TB [16e20]. The aim of the present study was to analyse
the accuracy of a new in-house-designed, low-cost, low-density
array for the rapid detection of mutations related to streptomycin
and fluoroquinolone resistance (LD-SQ array), this being done by
comparing its results with DNA sequencing in clinical isolates of
M. tuberculosis.

2. Materials and methods

2.1. Microorganisms and drug susceptibility testing

A total of 128 M. tuberculosis clinical isolates, collected from
1995 to 2010, were studied. Of these, 106 strains were resistant to
streptomycin, among which 14 were also ofloxacin-resistant, two
were streptomycin-susceptible and resistant to ofloxacin, and 20
were susceptible to both drugs. Drug susceptibility testing was
performed using the BACTEC 460 system (BectoneDickinson, MD,
USA) for isolates collected between 1995 and 2009, and the MGIT
960 system (BectoneDickinson) for those collected during the
period 2009e2010. Critical concentrations used were 2 mg/L
(BACTEC 460) or 1 mg/L (MGIT 960) for streptomycin, and 2 mg/L
for ofloxacin.

2.2. LD-SQ array design

The LD-SQ array used in this study consisted of a transparent
polymer support (50 � 50 mm) containing eight identical sepa-
rated fields (eight samples). In these fields there were 24 different
capture probes spotted as duplicates. They were tagged at their 50

end and ranged from 15 to 21 nucleotides. The design of the array
was developed in-house (by the Mycobacteria Study Group in
Barcelona), including targets and mutations most frequently
described in the literature, and the prototype was manufactured by
Chipron GmbH (Berlin, Germany). The probes for the detection of
streptomycin resistance covered two regions: the 530 loop of the
rrs gene (including positions 513 and 516), and the rpsL gene
(including codons 43 and 88). In addition to the targets for strep-
tomycin resistance detection, the nucleotides 1401e1402 and 1484

Figure 1. Diagram of the LD-SQ array. Footnote: Hyb, hybridization; Nt, nucleotide; wt, wild-type; AA, amino acid; Mut, mutation.

R. Moure et al. / Tuberculosis 93 (2013) 508e514 509



Author's personal copy

of the rrs gene were also included to enable the detection of the
most important mutations related with resistance to the three
second-line anti-TB injectable drugs (amikacin, kanamycin and
capreomycin) [21,22]. The probes for the detection of fluo-
roquinolone resistance covered codons 90, 91 and 94 of the gyrA
gene, also with duplicates including polymorphisms in codons 88
and 95. Additionally, a control probe (fungal origin) was spotted in
three angles of the array in order to ensure the correct hybridiza-
tion process (Figure 1).

2.3. Amplification and hybridization in the array

Genomic DNA from M. tuberculosis clinical isolates was extrac-
ted using the InstaGene Matrix reagent (BioRad, Hercules, CA, USA)
following the manufacturer’s instruction. DNA amplification con-
sisted of two duplex PCRs: A) rpsL fragment and rrs 530 region; and
B) rrs 1400 region and gyrA fragment. Each reaction mixture
comprised 12.5 ml of HotStarTaq Mastermix Kit (QiaGen, Venlo,
Netherlands), 1 ml of the biotinylated primer mix provided by the
LD-SQ array kit (Table 1), 5.5 ml of sterile deionized water and 5 ml of

the extracted DNA. Thermal cycling conditions, for both multiplex
PCR reactions, were as follows: 15 min at 95 �C; 45 cycles of 25 s at
94 �C, 30 s at 55 �C and 30 s at 72 �C; and 3 min of final elongation.
After amplification, both amplicons were mixed together with a
hybridization buffer and applied to the array (incubation for 45min
at 35 �C). Subsequently, the LD-SQ array was washed in a low-salt
buffer and labelled with a streptavidin-horseradish peroxidase
solution for 5 min at room temperature. Finally, after a second
washing step, the array was incubated in a stain solution at room
temperature for 3e5 min, until the precipitation of a dark substrate
in the spots was clearly visible by the human eye. A scanner device
(PrimeFilm 2700, Pacific Image Electronics Co., Ltd., Taiwan) and a
software package (SlideReader 7, Chipron GmbH) were used to
analyse the hybridization pattern. The whole process (DNA ampli-
fication and hybridization) took less than 4 h.

2.4. DNA sequencing of genes associated with drug resistance

In parallel to the above, strains were sequenced in the four re-
gions analysed, the purpose being to obtain the gold standard with
which to compare the results obtained by the LD-SQ array. Primers
used for the sequencing of the rrs 530 loop, rpsL and gyrA were as
previously described [9,13,23], while primers for the rrs 1400 re-
gion were rrs1400for (50-CGACCCCGTGAAGTCGGAG-30) and
rrs1400rev (5-GAACCCCTCACGGCCTACG-30).

3. Results

The LD-SQ array offered a full, interpretable hybridization image
in 103 of 108 (95.4%) streptomycin- and/or ofloxacin-resistant
strains, and in 18 of 20 (90%) susceptible isolates (Figure 2), in
one working day. Seven strains showed amplification but a non-

Table 1
LD-SQ array primer sequences.

Target (size of amplicon) Sequence (50e30)

rrs 530 (238 bp) GATGACGGCCTTCGGGTTGT
BIO-TCTAGTCTGCCCGTATCGCC

rrs 1400 (277 bp) CGACCCCGTGAAGTCGGAG
BIO-GAACCCCTCACGGCCTACG

rpsL (258 bp) GCAGCGTCGTGGTGTATGCAC
BIO-CGTGCCTGTTTGCGGTTCTTG

gyrA (160 bp) GACCGCAGCCACGCCAAG
BIO-CTGGCGAGCCGAAGTTGC

Figure 2. Examples of mutations in the four targets covered by the LD-SQ array. Footnote: (a) rrs 516 C/ T, (b) rrs 1400 region mutated other than 1401G þ 1402T (absence of
hybridization in the wild-type probe but also in the probe with specific double mutation 1401G þ 1402T, suggesting other substitution in this region), rpsL K43R and gyrA95
polymorphism, (c) rpsL K88R and gyrA D94N.
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interpretable LD-SQ array image in at least one of the four genetic
targets included, due either to a too-intense background signal or a
too-low signal for all probes.

Regarding the ability of the array to detect any mutation
conferring resistance (among resistant strains in which sequencing
showed some substitution), it detected 37 of the 40 (92.5%) mu-
tations found with the sequencing for streptomycin and seven of
eight (87.5%) for fluoroquinolones.

Substitutions in the rrs 530 region were found in 13 strains,
three isolates presented a specific substitution in the rrs 1400
fragment, and an additional strain showed absence of hybridization
with both the 1401A � 1402C (wild-type) and the mutated
1401G þ 1402T probes which indicated the possible existence of a
mutation other than double substitution 1401G þ 1402T (the
sequencing confirmed amutation only in 1401A/G). Mutations in

rpsL were found in 26 streptomycin-resistant clinical isolates. As
regards the gyrA gene,17 strains showedmutation, according to the
LD-SQ array (Table 2).

Total concordance with the sequencing in streptomycin- and/or
ofloxacin-resistant strains was 82.4% (percentage of strains which
showed an interpretable and exact LD-SQ array/sequencing corre-
lation in all four targets). Partial correlations (divided by targets)
were 95.4% for the rrs 530 region, 93.5% for the rrs 1400 region,
96.3% for the rpsL fragment and 88.9% for gyrA.

The LD-SQ array presented discordant results with respect to
sequencing in 16 streptomycin- and/or ofloxacin-resistant strains
and in six streptomycin- and ofloxacin-susceptible isolates (17.2% of
the isolates analysed). These discrepancies were classified as fol-
lows: major discordance, meaning that the LD-SQ array detected a
mutation and the sequencing revealed a wild-type (or gyrA95

Table 2
Mutations detected by the LD-SQ array according to the susceptibility pattern of the strains.

LD-SQ array Drug resistance pattern No. of strain

Target Substitution H R Z E Pattern of resistance to SM and/or OF

rrs 530 513A/ T S S S S SM-R 193/R
R R R R SM-R 209/R
R S S S S 04/035

513A/ C R S S S SM-R 292/R
S S S S SM-R 2447
R R R S SM-R 41956
R S S S SM-R 134/R
S S S S SM-R 98/021

516C/ T R S R S SM-R 293/R
R R R S SM-R and OF-R 238/R
R S S S SM-R 6358
S S S S SM-R 6452, 6301822

rrs 1400 1401e1402AC/ GT R R R R SM-R 216/R
R R R R SM-R and OF-R 5734

1401e1402 other than GT R R R R SM-R 6030000
1484G/ T R R R R SM-R and OF-R 254/R

rpsL K43R S R S S SM-R 287/R
S S S S SM-R 113/R, 56960/78
R R S R SM-R and OF-R 2485
R R S S SM-R and OF-R 1633
S S S S SM-R 1800
R R R R SM-R and OF-R 5734
R R S S SM-R 4048313
R R R R SM-R 82038989
R S S S SM-R 88/R
R R R R SM-R 5609, 6030000
S S S S SM-R 00/79, 09/063
R S S S SM-R 10/007

K88Q R R R R SM-R and OF-R 254/R
R R S S SM-R 270/R
S S S S SM-R 277/R
R R R R SM-R and OF-R 310/R

K88R S S S S SM-R 4155766
R R R S SM-R and OF-R 3016161
R R R R SM-R and OF-R 5460
R R S S SM-R and OF-R 4876037
R R R S SM-R 45830
R R R S SM-R 5457648

K88T R R R S SM-R 291/R
gyrA A90V R R R R SM-R and OF-R 5734

R R R R SM-R and OF-R 3755867
R R S R SM-R and OF-R 3296745

D94N R R R S SM-R and OF-R 3016161
D94H R R R R SM-R and OF-R 233/R

R R R R SM-R and OF-R 310/R
D94G R R R R SM-R and OF-R 2476

R R S S OF-R 6317
S S S S SM-R 04/036, 99/040
S S S S SM-R 10/007
R S S S S 04/035, 05/067, 06/124
R R R S S 08/122
S S S S S 07/066, 07/092

H, isoniazid; R, rifampin; Z, pyrazinamide; E, ethambutol; SM, streptomycin; OF, ofloxacin; SM-R, streptomycin-resistant; OF-R, ofloxacin-resistant.
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polymorphism), and minor discordance, meaning that the specific
mutation found by the LD-SQ array differed from the mutation
found in the same target by the sequencing, or that the discordance
concerned only the gyrA95 polymorphism. There were nine resis-
tant strains (8.3%) which presented a major discordance: four for
streptomycin targets (one in rrs 530, one in rpsL, one in rrs 1400 and
one with double discordance in rrs 530 and rpsL), and five for gyrA
target. Additionally, seven resistant strains (6.5%) showed a minor
discordance (of which five involved gyrA95 polymorphism). All six
susceptible strains showing amajor discordance in the LD-SQ array,
presented a mutation in gyrA codon 94 (Table 3).

Table 4 shows sensitivity values (A) versus sequencing (defined
as the percentage of mutations found by sequencing which were
also detected by the LD-SQ array) and (B) versus phenotypic sus-
ceptibility pattern (defined as the percentage of resistant strains
showing a mutation according to the LD-SQ array). This table also
presents results of specificity (A) versus sequencing (defined as the
percentage of wild-type results by sequencing which were also
detected as wild-type by the LD-SQ array) and (B) versus pheno-
typic susceptibility pattern (defined as the percentage of suscep-
tible strains showing a wild-type pattern with the LD-SQ array);

positive and negative predictive values are also given. It should be
mentioned that, when comparing LD-SQ array results with the
phenotypic pattern, no differences regarding sensitivity and spec-
ificity were found depending on the susceptibility testing method
used (BACTEC 460 or MGIT 960 system). Results are shown both
taking into account all data (i.e. including non-interpretable results
from the LD-SQ array in the ratio) and excluding from the calcu-
lation any non-interpretable LD-SQ array results (adjusted results).

4. Discussion

As already stated, the association of streptomycin and fluo-
roquinolone resistance with mutations in rrs, rpsL and gyrA has
been well documented in several recent reports. The LD-SQ array
presented in this study showed a good correlation (in all four ge-
netic regions) compared to sequencing results, in streptomycin-
and/or ofloxacin-resistant strains. Likewise, specificity and negative
predictive values (NPV) were satisfactory.

Although there are other methodologies for the detection of
second-line anti-TB drugs, both commercial (e.g. GenoType
MTBDRsl, Hain Lifescience, Germany) and in-house [24,25], the
design of the LD-SQ array presented here includes the targets
related to second-line injectable drugs, quinolones and also strep-
tomycin, with different targets than those included in other tests.
Moreover, the cost of the LD-SQ array is low (17 euros per sample,
approximately) and the system allows the addition or exchange of
the probes, according to the frequency of mutations in each setting.

The weaker correlation of the LD-SQ array with respect to the
phenotypic susceptibility pattern supports the existence of targets
and a mechanism other than those most frequently described, and
which might be relatively present in our area. In the case of
streptomycin, the involvement of each of the genetic targets and
the resistance mechanism varies depending on the geographical
area. Indeed, several studies report high rates of mutations in rrs
and rpsL in streptomycin-resistant strains in China and Japan, me-
dium rates in the USA, and very low rates in Northern India [26e
29]. In our setting, a previous characterization study based on
sequencing showed that the prevalence of mutations in rrs 530 and
rpsL in streptomycin-resistant clinical isolates was rather low [10].
The results obtainedwith the LD-SQ array used in the present study
are consistent with those results in terms of the prevalence of total

Table 3
Discordant LD-SQ array/sequencing results.

Relevance Target Results No. of strain

Array Sequencing

Resistant strainsy Major* rrs 530 wt 513 A/ C 82038989, 92066949
rrs 1400 wt 1401e1402 AC/ GT 293/R
rpsL wt K88R 92099666

K43R wt 82038989
gyrA D94G þ 95ACC 95ACC (pol) 10/007, 04/036, 99/040

wt D94H 238/R
D94H 95ACC (pol) 233/R

Minorz rrs 530 513 A/ C 513 A/ T 292/R
rrs 1400 1401e1402 AC/ GT 1401 A/ G 5734
gyrA wt 95ACC (pol) 088/R, 134/R, 240/R

D94H D94H þ 95ACC (pol) 310/R
D94G þ 95ACC (pol) A90V þ 95ACC (pol) 6317

Susceptible strainsy Major gyrA D94G þ 95ACC (pol) 95ACC (pol) 06/124, 07/066, 07/092, 08/122
D94G þ 95ACC (pol) wt 04/035
D94G wt 05/067

wt, wild-type; pol, polymorphism.
* Major: major discordance, meaning that the LD-SQ array detected a mutation and the sequencing revealed a wild-type (or gyrA95 polymorphism), or vice versa.
y Resistant and susceptible strains to streptomycin and/or ofloxacin.
z Minor: minor discordance, meaning that the specificmutation found by the LD-SQ array differed from themutation found in the same target by the sequencing, or that the

discordance concerned only the gyrA95 polymorphism.

Table 4
Sensitivity, specificity and predictive values of the LD-SQ array.

Sensitivity
(%)
All/Adjusted*

Specificity
(%)
All/Adjusted

PPVy

(%)
NPVz

(%)

(A) LD-SQ array compared to sequencing results
rrs 530 86.7/86.7 97/100 100 98
rrs 1400 80.0/80.0 94.6/100 100 99.1
rpsL 96.2/96.2 94.2/98.8 96.2 98.8
gyrA 87.5/87.5 89.5/91.1 41.2 99
(B) LD-SQ array compared to phenotypic results
Streptomycin 34.9/36.6 86.4/95 97.4 23.2
Ofloxacin 50.0/50.0 82.7/82.7 47.1 84.3

* Adjusted, excluding the non-interpretable results from the calculation.
y PPV, Positive Predictive Value, defined as (A) the percentage of mutations

detected by the LD-SQ array that were corroborated by sequencing and (B) the
percentage of strains detected as mutated by the LD-SQ array which were drug-
resistant.
z NPV, Negative Predictive Value, defined as (A) the percentage of wild-type re-

sults obtained by the LD-SQ array that were corroborated by sequencing and (B) the
percentage of strains detected as wild-type by the LD-SQ array which were drug-
susceptible. Polymorphism in gyrA95 was considered as a wild-type result.
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mutations in rrs and rpsL and the frequency of each possible vari-
ation. Therefore, the intrinsically low prevalence of rrs and rpsL
mutations in streptomycin-resistant strains in our area would
explain the lower correlation observed between the LD-SQ array
and streptomycin phenotypic susceptibility. Low NPV of the LD-SQ
array compared to the phenotypic susceptibility pattern is partially
explained also by this lower prevalence of mutations in
streptomycin-resistant strains.

Regarding fluoroquinolones, the LD-SQ array detected gyrA
mutations in half of the ofloxacin-resistant strains studied, in
agreement with the percentage of gyrA mutations found by
sequencing. These results are fairly consistent with the available
data from recent studies [30]. The percentage of remaining clinical
isolates which did not show the most frequently reported gyrA
mutations may be explained by new targets involved in resistance
to fluoroquinolones, as recently proposed [31].

Even though the present study was aimed to evaluate the ca-
pacity of the LD-SQ array to detect mutations related to strepto-
mycin and fluoroquinolone resistance, the inclusion of region rrs
1400 in the design of the LD-SQ array (in order to carry out further
studies on second-line drugs), allowed detection of the main mu-
tations in 80% of the cases where sequencing showed a substitution
in this region. Nevertheless, the relevance of these data at present is
limited due to the low number of cases found presenting mutations
in rrs 1400 and, furthermore, to the lack of phenotypic data of
susceptibility to these drugs.

Regarding the discordances between the LD-SQ array and the
sequencing data (17.2% of strains), streptomycin seems to be less
compromised (only 2.3% of strains presented a major discordance
with the sequencing in rrs or rpsL targets, versus 8.6% in gyrA)
(Table 3). In cases of minor relevance, the discordance would not
play a relevant role in predicting the phenotypic susceptibility
pattern of M. tuberculosis clinical isolates.

The main limitation of performance of this LD-SQ array for the
rapid detection of the main mutations related to streptomycin and
fluoroquinolone resistance concerns the cross-hybridization with
the probes containing codon 95 of gyrA. In order to ensure the
detection of a possible mutation in the resistance-related position
94, and due to the fact that polymorphic position 95 is next to this
codon, the design of the array included two gyrA94 wild-type
probes (with and without the polymorphism in gyrA95) and two
probes for themost frequently reported substitution, Asp-94/Gly
(with and without the polymorphism in gyrA95). Although the
criterion for establishing the result for these positions was to
determine which of these four probes had the highest colorimetric
value, the cross-hybridization found accounts for the misinterpre-
tation of results in some cases (mostly false Asp-94/ Gly muta-
tions) and, therefore, the lowpositive predictive values obtained for
fluoroquinolones. Since this is an intrinsic aspect (proximity be-
tween an informative codon and a polymorphic uninformative lo-
cus) any system based on probe-hybridization might show this
limitation. In order to try to improve this deficiency in a forth-
coming version of this array system, new and more precise cut-offs
values might be established, so that the algorithms of the software
could better discriminate, especially among gyrA probes.

In summary, the results of correlation between the LD-SQ array
and sequencing data (especially among streptomycin and
ofloxacin-resistant strains) demonstrate that this array could be a
good approach as a rapid molecular test for determining the most
frequently described rrs, rpsL and gyrA mutations in M. tuberculosis
isolates. Besides, this methodology is quite easy to perform and less
expensive than other techniques commercially available. Moreover
it is flexible enough to enable different or additional targets of in-
terest to be introduced according to the needs of each setting.
However, the technical limitations found, resulting in the

misinterpretation of the result in some cases (especially false mu-
tations in gyrA in ofloxacin-susceptible strains), encourage pursu-
ing to fill these deficiencies and develop an optimized upgrade
version. Therefore, the system presented in this study should be
considered as a first-step in developing an array for detection of
second-line anti-TB drug resistance.
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Artículo 6

El etambutol es un fármaco incluido en el tratamiento estándar de la 

enfermedad tuberculosa. Tradicionalmente, se ha relacionado la resistencia al 

etambutol con mutaciones en el operón embCAB, especialmente en el gen embB y 

con mayor frecuencia en el codón 306. Otros codones se han asociado también, 

con menor frecuencia a la resistencia a este fármaco, como el codón 406 y el 497. 

No obstante, algunos estudios han descrito la presencia de mutaciones en estos 

codones también en cepas sensibles. En este estudio se plantearon los siguientes 

objetivos: 1) determinar la frecuencia de las mutaciones en el gen embB, en los 

aislamientos resistentes a etambutol de nuestra área (n=53), 2) determinar la 

presencia/ausencia de mutaciones en los codones más importantes de embB, en 

una amplia colección de cepas sensibles (n=702), 3) relacionar las mutaciones en 

el gen embB con los niveles de resistencia fenotípica y determinados aspectos 

epidemiológicos, y 4) diseñar un microarray de ADN para la detección rápida de las 

mutaciones en embB más frecuentes en nuestro medio.  

Las mutaciones en el codón 306 fueron las más frecuentes (53,7%) 

seguidas del 406 (26,8%). Se halló una relación significativa entre la presencia de 

mutaciones en el codón 406 y una CIM igual o superior a 15 μg/ml, así como con la 

multirresistencia. Ninguno de los aislamientos sensibles al etambutol presentó 

mutaciones en el codón 306 o 406. Por otro lado, el microarray de ADN diseñado, 

con el que se analizaron las 53 cepas resistentes a etambutol y 5 cepas 

pansensibles, mostró un 100% de sensibilidad y especificidad. Además, este 

sistema fue rápido (un día de trabajo), de bajo coste comparado con otras técnicas 

y con la flexibilidad para incluir más o diferentes dianas a las del presente estudio, 

en función de las mutaciones más prevalentes en cada área.  
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Objectives: Ethambutol resistance has mostly been related to mutations in the embB gene. The objective of the
present study was to characterize the embB gene in a collection of ethambutol-resistant and ethambutol-suscep-
tible isolates ofMycobacterium tuberculosis complex (MTBC) from Barcelona, and to develop a DNA microarray for
the rapid detection of embB mutations in our area.

Methods: Fifty-three ethambutol-resistant and 702 ethambutol-susceptible isolates of MTBC were sequenced in
internal 982–1495 bp fragments of the embB gene. In addition, a low-cost, low-density array was designed to
include the embB codons identified as being most frequently mutated in our area (LD-EMB array).

Results: The global prevalence of embB mutations found among the ethambutol-resistant isolates was 77.4%
(41/53). Substitutions in embB306 were the most common [53.7% (22/41)], followed by substitutions in
embB406 [26.8% (11/41)]. The presence of mutations in embB406 was related to higher levels of ethambutol re-
sistance and to multidrug resistance. Among unrelated isolates (from 24-locus MIRU-VNTR genotyping), the per-
centage ofembB-mutated isolates was 72.9% (27/37)—59.3% (16/27) inembB306 and 25.9% (7/27) inembB406.
None of the ethambutol-susceptible isolates studied showed a mutation in codon 306 or 406. The LD-EMB array
showed 100% sensitivity and specificity in identifying the main embB substitutions in our area.

Conclusions: Mutations at codons 306 and 406 ofembBhave a relevant role in resistance to ethambutol in ourarea.
The LD-EMB array developed in this study would appear to be a good molecular test for rapid detection of etham-
butol resistance.

Keywords: tuberculosis, antituberculous resistance, molecular diagnosis, microarrays

Introduction

Ethambutol is a chemotherapeutic agent included in the range of
frontline antituberculous (anti-TB) drugs. Current treatment guide-
lines highlight the role of ethambutol in the standard drug regimen
against tuberculosis (TB),1 especially in cases of confirmed or sus-
pected resistance to other frontline anti-TB drugs such as isoniazid,
rifampicin or pyrazinamide. Ethambutol acts by inhibiting arabino-
syl transferases encoded by the embCAB operon. These enzymes
are essential for the synthesis of arabinogalactan and lipoarabino-
mannan in the cell wall of theMycobacterium tuberculosis complex

(MTBC), and their inhibition leads to an accumulation of free
mycolic acids and, ultimately, to cell death.2,3

In its last report on anti-TB drug resistance, the WHO reported, for
2008, a global resistance to ethambutol of 2.5% among new cases
of TB and 10.3% among previously treated ones.4 The main mech-
anism of resistance to ethambutol is the occurrence of chromosom-
al mutations in the embCAB operon, which implies an alteration of
the ethambutol target.5 Nucleotide changes in the ethambutol
resistance-determining region (ERDR) of the embB gene are found
in �50%–70% of ethambutol-resistant isolates of MTBC and
other mycobacterial species.6 The most frequent mutated position
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in the embB gene is codon 306 (embB306), with reports estimating
that 30%–68% of the isolates presenting embBmutations have an
embB306 substitution.7– 10 Consequently, this target has recently
been included in some commercial molecular systems for detecting
ethambutol resistance.11 Research suggests that embB306 muta-
tions are also associated with multidrug-resistant (MDR; resistant
to at least rifampicin and isoniazid) MTBC,9,12,13as well as resistance
to other anti-TB drugs.14

Mutations in embB codons other than 306, such as embB406
andembB497, have also been reported to be related to ethambutol
resistance,15,16andrecentallelic exchangeexperiments havedem-
onstrated the association between mutations in these codons and
decreased in vitro susceptibility to ethambutol.17 However, some
studies have also found embB306 and embB406 substitutions to
be present in ethambutol-susceptible isolates in certain geograph-
ical areas,7,13,14,18 – 22 thereby questioning the contribution of these
mutations to ethambutol resistance, especially when this reaches
high levels.

Given the diversity of codons involved in phenotypic resistance
to ethambutol, the embB targets covered by commercially avail-
able molecular techniques11 would appear to be insufficient.
In recent years, microarrays, based on PCR and further hybridiza-
tion with immobilized oligonucleotide probes, have emerged as a
valuable system for detecting mutations associated with drug-
resistant TB.23 – 26 Hence, a low-density array may be a good tool
for the rapid detection of ethambutol resistance in MTBC isolates.

The aims of the present study were as follows: (i) to determine
the frequency of occurrence of the most commonembBmutations
in ethambutol-resistant isolates of MTBC recovered in the geo-
graphical area of Barcelona, and to clarify whether the most
frequent substitutions in embB are also present in ethambutol-
susceptible isolates; (ii) to correlate relevant embB mutations
with the level of resistance to ethambutol, with the multidrug re-
sistance pattern, and with epidemiological features such as inter-
national migration flows; and (iii) to design, develop and evaluate a
low-cost, low-density array for the rapid detection of the main
mutations in embB (LD-EMB array) that are related to ethambutol
resistance in our area.

Materials and methods

Bacterial isolates
A total of 755 clinical isolates of MTBC, recovered in the geographical area of
Barcelona between April 1994 and August 2010, were included in the study.

Among them, 53 were ethambutol resistant (all the ethambutol-resistant
isolates detected during this period), 202 were ethambutol susceptible but
resistant to at least one of the other frontline anti-TB drugs (51 were MDR,
64 were monoresistant to either isoniazid or pyrazinamide, and the remain-
der were resistant to isoniazid plus another first-line anti-TB drug, except for
ethambutol and rifampicin) and 500 were pan-susceptible (susceptible to
all frontline anti-TB drugs) isolates of MTBC. The 702 ethambutol-
susceptible isolates were a representative collection during this studied
period, obtained by selecting a set of isolates ranging from 30 to 50 per
year. Each of the 755 MTBC isolates corresponded to a single patient pre-
senting either pulmonary or extrapulmonary TB.

Phenotypic drug susceptibility
All MTBC isolates included in the study were tested for susceptibility against
frontline anti-TB drugs using either: (i) the BACTEC 460 radiometric method
(Becton Dickinson, Towson, MD, USA), for the period April 1994 to March
2009; or (ii) the MGIT 960 system (Becton Dickinson), for isolates collected
during the period April 2009 to August 2010. Tests were conducted at the
following concentrations: 0.1 mg/L for isoniazid, 2 mg/L (BACTEC 460) or
1 mg/L (MGIT 960) for rifampicin, 2.5 mg/L (BACTEC 460) or 5 mg/L (MGIT
960) for ethambutol, 2 mg/L (BACTEC 460) or 1 mg/L (MGIT 960) for strep-
tomycin, and 100 mg/L for pyrazinamide. The MTBC isolates resistant to
2.5 mg/L (BACTEC 460) or 5 mg/L (MGIT 960) ethambutol were retested
with one of the above methods at 2.5 (BACTEC 460), 5, 7.5, 10, 15 and
20 mg/L (BACTEC 460 and MGIT 960) ethambutol in order to determine
the MIC.

Sequencing of the embB gene in ethambutol-resistant and
ethambutol-susceptible isolates
An internal fragment (codons 202–699; 1495 bp) of embB (Rv3795;
3297 bp; 1098 amino acids) for ethambutol-resistant isolates (n¼53)
was amplified with primers embBRfor/embBRrev (Table 1). Afterwards,
ethambutol-susceptible isolates (n¼702) were embB internally sequenced
in a shorter region (codons 202–528; 982 bp) than that for the ethambutol-
resistant isolate analysis, to focus only on the most important codons (306
and 406) using primers embBRfor/embBSrev (Table 1). Extraction of DNA
from cultures consisted of a thermal disruption.6 Amplification was
carried out in a 50 mL volume containing 0.5 mL of each primer (25 mM),
0.6 mL of dNTPs (dATP, dCTP, dGTP and dTTP; 25 mM each), 10% (v/v)
DMSO, 5 mL of the template DNA sample and 0.5 U of Taq Gold (Applied Bio-
systems, Warrington, UK). Thermal cycling reactions consisted of an initial
denaturation (12 min at 948C) followed by 35 cycles of denaturation
(1 min at 948C), annealing (1 min at 608C for embBRfor/embBRrev or at
668C for embBRfor/embBSrev) and extension (1 min 30 s at 728C), with a
final extension of 10 min at 728C. Sequencing reactions were performed

Table 1. Sequences of embB primers used in the study (sequencing and LD-EMB array)

Name Sequence (5′ –3′) Purpose Size (bp)

emb-A for CCTGCTCTGGCATGTCATCGGC LD-EMB array-fragment A 322
emb-A rev BIO-CGCGGTCAGCAAGACCATGGC
emb-B for GGATGCCGTTCAACAACGG LD-EMB array-fragment B 345
emb-B rev BIO-CGCGAACCCTGGTGGCTTC
embBRrev GGATCAGCCGCCCTTCGC EMB-R sequencing 1495
embBRfor GTCTCGGCGACCATCGAC
embBSrev TGAGGTAGTAGTAACGCAGG EMB-S sequencing 982

EMB-R, ethambutol-resistant; EMB-S, ethambutol-susceptible.
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externally (Macrogen, Korea) using embBRfor (10 mM), along with reverse
primer embBRrev (10 mM) for ethambutol-resistant isolates or embBSrev
(10 mM) for ethambutol-susceptible isolates. The nucleotide sequences
obtained were compared with theembBwild-type sequence from reference
strain H37Rv using the ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)
and Chromas Lite 2.1.1 (Technelysium, Australia) software packages.

Detection of embB mutations using the LD-EMB array
The LD-EMB array consisted of a transparent polymer support (50×50 mm)
containing eight identical separated fields (eight samples). In these fields,
there were 15 different capture probes spotted as duplicates. They were
tagged at their 5′ end and ranged from 15 to 20 nucleotides. The design
and distribution of the targets covered within the array was developed
in-house (by the Mycobacteria Study Group in Barcelona), based on the
results obtained in the sequencing analysis of ethambutol-resistant iso-
lates included in the present study. In addition, a control probe (fungal
origin) was spotted in three corners of the array in order to ensure the
correct hybridization process. The prototype of the array was manufactured
by Chipron GmbH (Berlin, Germany) (Figure 1).

All 53 ethambutol-resistant isolates, as well as five of the pan-
susceptible isolates of MTBC, were analysed using this array. Genomic
DNA from the clinical isolates was extracted using the InstaGene Matrix
reagent (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), following the manufacturer’s instruc-
tions. Briefly, DNA amplification consisted of a duplex PCR covering codons
287–509. The reaction mixture comprised 12.5 mL of HotStarTaq Plus Mas-
termix Kit (Qiagen, Venlo, The Netherlands), 2 mL of the biotinylated primer
mixture provided by the LD-EMB array kit, 2 mL of DMSO, 4.5 mL of sterile
deionized water and 4 mL of the extracted DNA. Thermal cycling conditions
were as follows: 5 min at 958C; 45 cycles of denaturation (30 s at 948C),
annealing (45 s at 618C) and extension (45 s at 728C); and 5 min of final
elongation at 728C. The primer sequences and the size of the resulting amp-
lified fragments are shown in Table 1. Afterwards, the PCR product (contain-
ing two amplified embB fragments) was mixed with a hybridization
buffer and applied to the array (incubation for 35 min at 368C). The

LD-EMB array was then washed in a low-salt buffer and labelled with a
streptavidin-horseradish peroxidase solution for 5 min at room tempera-
ture. Finally, after a second washing step, the array was incubated in a
stain solution at room temperature for 3–5 min, until the precipitation of
a dark substrate in the spots was clearly visible to the human eye. The
resulting hybridization pattern was digitized (PrimeFilm 2700, Pacific
Image Electronics Co., Ltd, Taiwan) and analysed using a software
package (SlideReader 7, Chipron GmbH). The whole process (DNA amplifica-
tion and hybridization) took,4 h.

Genotyping
The ethambutol-resistant isolates were analysed by 24-locus mycobacter-
ial interspersed repetitive unit-variable number tandem repeat (MIRU-
VNTR) genotyping, as previously described,27 in order to assess for possible
epidemiological linkage among isolates.

Statistical analysis
The two groups of isolates containing the most important mutations were
compared with regard to different features. To this end, two statistical vari-
ables were created: embB306 present/not present, and embB406 present/
not present. Qualitative comparisons were performed in SPSS, using either
thex2 test or Fisher’s exact test, as appropriate. P values of,0.05 were con-
sidered statistically significant.

Results

Characterization of the embB region in
ethambutol-resistant and ethambutol-susceptible
isolates

Among the 53 ethambutol-resistant isolates, 41 (77.4%) pre-
sented at least one amino acid substitution in the sequenced
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Figure 1. Layout of the LD-EMB array for detecting mutations in embB. Hyb, hybridization; Nt, nucleotide; wt, wild-type; AA, amino acid; Mut, mutation.
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region. Twenty-two involved codon 306 (22/41, 53.7%), 11/41
(26.8%) were embB406 mutations, 4/41 (9.8%) isolates showed
a double mutation in both codons 306 and 406, and the remaining
mutated isolates (4/41, 9.8%) presented minor substitutions: two
mutations in codon 328, one in codon 378 and one in codon 497.

The 24-locus MIRU-VNTR genotyping identified nine clusters
(Table 2) among isolates showing a mutation in embB. In two non-
mutated isolates, the 24-locus MIRU-VNTR genotype could not be
determined. Thus, when taking into account only unrelated iso-
lates and one representative isolate of each cluster to determine
the real occurrence of embBmutations in MTBC isolates circulating
in our area, the number of ethambutol-resistant isolates was 37, of
which 27 (72.9%) presented a nucleotide substitution within the
sequenced embB fragment. Sixteen of these showed a mutation
in codon 306 (16/27, 59.3%), seven a mutation in codon 406 (7/
27, 25.9%) and one isolate (1/27, 3.7%) showed a double substitu-
tion (embB306 plus embB406); the remainder involved single
mutations in codon 328, codon 378 and codon 497 (3/27, 11.1%)
(Table 2).

All 702 ethambutol-susceptible isolates showed a wild-type in
the entire embB region that was sequenced.

Relationship between predominant mutations and the
pattern of drug resistance

embB mutations and phenotypic resistance to ethambutol
(MIC)

All non-mutated, ethambutol-resistant isolates presented MICs of
ethambutol of 7.5 mg/Lor lower. In addition, values of MICs of eth-
ambutol≥15 mg/L (a high level of resistance) were correlated with
the presence or absence of the two most important codons (vari-
ables embB306 present/not present and embB406 present/not
present). The percentage of isolates showing high levels of resist-
ance to ethambutol did not differ significantly according to
whether an embB306 mutation was present (53.8%; 14/26) or
not (73.3%; 11/15), whereas the difference was statistically signifi-
cant in relation to whether an embB406 mutation was present
(86.7%; 13/15) or not (46.2%; 12/26) (P¼0.01). The MIC value for
a double mutation in codons 306 and 406 was similar to that of iso-
lates with single mutations. Finally, no association was found
regarding the level of resistance to ethambutol and the specific
amino acid substitution in each of the codons.

embB mutations and multidrug resistance

Thirty-seven of the 53 (69.8%) ethambutol-resistant isolates
studied were also MDR. Among all the embB-mutated isolates,
82.9% (34/41) were MDR, whereas among non-mutated isolates
the MDR percentage was 25% (3/12). Only 9.8% (4/41) of the
embB-mutated isolates were ethambutol-monoresistant (all
with a substitution in codon 306); in contrast, the percentage of
ethambutol monoresistance was 58.3% (7/12) among non-
mutated isolates. When taking into account the specific mutated
codon in embB, the rate of multidrug resistance among isolates
in which an embB306 mutation was present was 76.9% (20/26),
versus 93.3% (14/15) among isolates without a mutation in this
codon; this difference was not statistically significant. However,
the percentage of multidrug resistance among isolates with at
least one embB406 substitution was significantly higher than

was found in the group of isolates without mutations in this
codon (100% versus 73.1%, P¼0.035).

Relationship between predominant mutations and
epidemiological features

The data regarding the country of origin of patients with embB-
mutated isolates revealed that 60% (9/15) of isolates without
mutations in codon 306 belonged to patients who originated in a
country other than Spain, this being the case for 46.2% (12/26)
of isolates that showed an embB306 mutation. On the other
hand, 66.7% (10/15) of isolates in which an embB406 mutation
was present corresponded to foreign-born patients, who accounted
for 42.3% (11/26) of the isolates without mutations in embB406.
None of these differences was statistically significant.

When analysing the characteristics of the ethambutol-resistant
isolates in our area according to the date of collection, we found no
evidence of any temporal evolution, with regard to either the levels
of ethambutol resistance (MIC) or the frequency of embB muta-
tions.

All the calculations carried out to assess the relationship
between predominant mutations and the MICof ethambutol, mul-
tidrug resistance and epidemiological features were also per-
formed taking into account only unrelated isolates and one
representative isolate of each 24-locus MIRU-VNTR genotype
cluster. This analysis revealed no significant differences for either
of the two variables with respect to these features.

Detection of embB mutations using the LD-EMB array

Among the 53 ethambutol-resistant isolates studied, the LD-EMB
array identified an embB306 substitution in 22 isolates, 11 isolates
showed an embB406 mutation, 4 presented a double embB306
and embB406 substitution and one presented an embB497 muta-
tion. Three isolates showed a lack of signal in all the probes span-
ning mutations, and they hybridized with all wild-type probes
except for one (two isolates lacked hybridization with the wild-type
embB328, and one lacked hybridization with the wild-type
embB378). All five pan-susceptible isolates showed a wild-type
pattern in the LD-EMB array (Figure 2). The results obtained with
the array were fully concordant with the sequencing data.

Discussion
The analysis of the ethambutol-resistant isolates of MTBC collected
over a 16 year period in our area revealed that around three-
quarters of them presented a mutation in the ERDR of embB, this
being consistent with previously published results.5 These embB-
mutated isolates showed higher levels of resistance to ethambutol
and a stronger relationship with polydrug resistance and multidrug
resistance than did those isolates without mutations in embB but
which still presented decreased susceptibility to ethambutol.

As reported elsewhere,7 – 10 substitutions in codon embB306
were the predominant mechanism associated with ethambutol re-
sistance, since this target was involved in more than half of the re-
sistant isolates studied. However, the frequency of mutations in
codon 406 was also important in the present study. Moreover,
the presence of mutations in embB406 was also shown to be
related to multidrug resistance, as well as to a higher level of resist-
ance to ethambutol (higher values of MIC). In addition, a trend
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Table 2. Results of molecular and epidemiological characterization of ethambutol-resistant isolates

No. of
isolate

Sequencing

24-locus MIRU-VNTR genotype
Resistance

pattern
Ethambutol
MIC (mg/L)

Date of
extraction

Foreign
born?

Result of the
LD-EMB arraya

embB
codon

mutateda
specific

mutationa

044R 306 ATA 241313042122439262212455 H, E 10 September 1996 no 306 ATA
056R 241313042122439262212455 R, H, E, Z 10 April 1994 no
209R 254433342123236162213463 R, H, E, S, Z 10 March 1997 no
216R ATC 253533233433524252213463 R, H, E, S, Z .20 August 1997 no 306 ATC
234R 253533233433524252213463 H, E, Z 15 March 1998 no
198R 233413442212437262213461 R, H, E, Z .20 June 1996 no
308R 276432442122237162213463 R, H, E 15 April 2002 no
7540 253433422212225262213461 E 5 July 2008 yes
105R ATT 241313042122439262212455 R, H, E 10 ND no 306 ATT
7016 GTG 253433422212225262213461 E 7.5 April 2007 no 306 GTG
7451 253433422212225262213461 E 15 May 2008 no
5731 253433422212225262213461 E 7.5 August 2008 no
165R 273335444432657253213463 R, H, E, S 15 ND yes
303R 354233344242315252213463 R, H, E, Z 10 January 2002 no
310R 274336444434447253113463 R, H, E, S, Z 15 March 2002 yes
2496 225433422212437262213461 R, H, E, Z 15 December 2001 yes
5630 254313342222325252212373 R, H, E, S, Z 15 May 2008 yes
5734 273334444434647253213463 R, H, E, S, Z 7.5 August 2008 yes
5821 261423441122436262213463 R, H, E 7.5 October 2008 yes
06/114 261423442122237262213463 R, H, E, Z .20 ND yes
220R TTG 254313243232425252113463 R, H, E 10 November 1997 no 306 TTG
235R 254313243232425252113463 R, H, E, Z 7.5 February 1998 no
4757 306, 406 ATC, GAC 254314243232425252213465 R, H, E, S, Z 15 September 2006 yes 306 ATC, 406 GAC
4946 254314243232425252213465 R, H, E, S, Z 20 February 2007 yes
5462 254314243232425252213465 R, H, E, S, Z 15 January 2008 yes
5511 254314243232425252213465 R, H, E, S, Z 15 February 2008 yes
250R 328 TAT 253325444434562263213463 R, H, E 15 August 1999 yes (–) probe 2
254R 253325444434562263213463 R, H, E, S, Z 15 December 1999 yes
5765 378 GCG [102]52233055220314242223293 E, Z 5 September 2008 no (–) probe 3
106R 406 AGC 240432342122236162213463 R, H, E 15 November 1997 yes 406 AGC
279R GCC 254433333233338252113463 R, H, E, S, Z 15 August 2001 yes 406 GCC
3867 254433333233338252113463 R, H, E, S, Z 20 January 2005 yes
7358 252533233333638232213263 R, H, E, S, Z .20 March 2008 yes
7796 252533233333638232213263 R, H, E, S 15 March 2009 no
6569 244313243222325252213463 R, H, E, S, Z 7.5 August 2010 yes
188R TGC 262333343232326352213463 R, H, E, S, Z 15 February 1996 no 406 TGC
261R 262333343232326352213463 R, H, E, S, Z 15 November 2000 no
301R 262333343232326352213463 R, H, E, S, Z 15 March 2001 yes
194R 262333343232226352213463 R, H, E, S, Z 10 May 1996 no
233R 352233255421235242223383 R, H, E, S, Z 20 December 1998 no
5758 497 CGG 233333243232425152113453 R, H, E, S 7.5 September 2008 yes 497 CGG
107R none none 273344422234247253213463 R, H, E 7.5 January 2002 yes wild-type
4508 273335444432647253213463 R, H, E, S, Z 7.5 February 2006 yes
5226 244433342212427262213461 H, E 7.5 August 2007 yes
5573 255333343222225262213464 E 7.5 April 2008 no
6031 254314243232425252113463 E 7.5 April 2009 yes
6043 253433233433636252213463 E 7.5 March 2009 yes
7065 253523233453437232113263 E, S, Z 5 May 2007 yes
7170 273334444432657253213463 R, H, E, S, Z 7.5 October 2007 yes
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towards a relationship between mutation in embB406 and inter-
national migration was observed, although this did not reach stat-
istical significance. This trend for isolates from foreign-born
patients to present embB406 mutations is likely to be explained
by the previously reported association between international mi-
gration flows and multidrug resistance28 and the relationship
between multidrug resistance and embB406 mutations identified
in the present study. However, further studies are needed to
confirm this hypothesis. The fact that the analysis of the relation-
ship between these features and mutations in codons 306 and
406 did not show statistical significance when considering only un-
related embB-mutated isolates could be due to small size of this
subsample. The analysis of the whole set of ethambutol-resistant
isolates aimed to give some idea of the global prevalence of embB

mutations among ethambutol-resistant clinical isolates in our
area, whereas the analysis of unrelated isolates (and one represen-
tative isolate of each cluster) reflects the real occurrence of each
embB mutation among circulating MTBC isolates in Barcelona.

It should also be noted that clustering was found only among
embB-mutated isolates since all non-mutated isolates seemed
to be unrelated according to 24-locus MIRU-VNTR genotyping,
thereby supporting previously reported data and the possible epi-
demiological implications involved.14

Among ethambutol-resistant isolates, especially those with
substitutions in codon 306, the MIC values were not always corre-
lated exclusively with a specific substitution. In some cases, the
same substitution (e.g. 306 ATG�ATC) conferred a different level
of resistance to ethambutol, depending on the pattern of

Table 2. Continued

No. of
isolate

Sequencing

24-locus MIRU-VNTR genotype
Resistance

pattern
Ethambutol
MIC (mg/L)

Date of
extraction

Foreign
born?

Result of the
LD-EMB arraya

embB
codon

mutateda
specific

mutationa

04/004 none none ND E 7.5 ND no wild-type
05/105 ND E 7.5 ND no
07/113 253423222212439262213463 E 7.5 ND no
08/042 254423422212136241213461 E 7.5 ND no

R, rifampicin; H, isoniazid; E, ethambutol; S, streptomycin; Z, pyrazinamide; ND, not determined.
Isolates belonging to clusters according to 24-locus MIRU-VNTR genotyping are marked in bold.
aIn this column a blank indicates a repeat of the value listed above.

1 1

2 2

3

(a) (b) (c) (d)

Figure 2. Examples of results obtained with the LD-EMB array. (a) Single mutation in (1) codon 306 (ATG�ATA), (2) codon 406 (GGC�GCC) and (3) codon
(497�CGG). (b) Double mutation in codons 306 (ATG�ATC) and 406 (GCC�GAC). (c) Absence of hybridization in wild-type (1) 328 or (2) 378, suggesting
the existence of a mutation in this position. (d) Wild-type embB pattern.

Moure et al.

6 of 8

 at U
N

IV
ER

SITA
T D

E B
A

R
C

ELO
N

A
. B

iblioteca on N
ovem

ber 11, 2013
http://jac.oxfordjournals.org/

D
ow

nloaded from
 



resistance of the isolate, being higher (up to 2-fold) if the isolate
was MDR. Likewise, isolates belonging to the same cluster that pre-
sented the same mutation (e.g. 306 ATG�GTG) and the same
pattern of resistance sometimes presented different MIC values
of ethambutol. These findings confirm the previously proposed hy-
pothesis regarding the multifactorial nature of phenotypic resist-
ance to ethambutol, and the idea that the acquisition of a
mutation in the embB gene is a first step in developing resistance
to ethambutol and other anti-TB drugs.17 – 20

Our analysis of codons embB306 and embB406 in a large set of
ethambutol-susceptible isolates (of which 7.3% were MDR and
12.4% were polydrug resistant) revealed an absence of mutations
in these positions, thereby demonstrating the significance of these
codons with regard to ethambutol resistance. This finding contrasts
with previous reports that questioned the role of codons embB306
and embB406 in resistance to ethambutol. This discrepancy may
be due, in part, to heterogeneity in the methodologies used (e.g.
drug susceptibility testing methods) or to the intrinsic molecular
variability among isolates from diverse geographical regions.

According to the data shown by the analysis of the whole set of
ethambutol-resistant isolates, which gives the idea of the global
prevalence of the embBmutations in Barcelona, current molecular
tests for detecting embBmutations, which are based solely on the
embB306 target, would be insufficient in our setting. Indeed, when
using the available commercial techniques for detecting genotypic
resistance to ethambutol,.20% of ethambutol-resistant isolates
with embB mutations would remain undetected in our area. The
LD-EMB array proposed in the present study as a molecular
method for detecting mutations related to ethambutol resistance
included four additional targets, thereby increasing the spectrum
of detection, mostly as a result of the inclusion of codon
embB406. The system also contemplates a wider variety of pos-
sible substitutions in the case of embB306. The LD-EMB array
described here demonstrated good effectiveness due to its excel-
lent sensitivity and specificity. Furthermore, it was easy to
handle, the results were obtained in one working day, and the
cost (�15 euros per sample) was lower than that of other commer-
cially available techniques. Finally, as this is an array system, it
offers enough flexibility to allow the inclusion of more or different
targets of interest, depending on the epidemiological and molecu-
lar characteristics of each setting.
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1. Evaluación de un nuevo sistema integrado de amplificación de ácidos 
nucleicos e hibridación simultánea con sondas marcadas con fluoróforo (PCR a 
tiempo real) para la detección directa de M. tuberculosis complex y su 
resistencia a la rifampicina (Xpert MTB/RIF). 

Las técnicas moleculares aplicadas al diagnóstico de la tuberculosis han supuesto, 

especialmente en la última década, una importante reducción en el tiempo de 

respuesta para la detección de M. tuberculosis complex y su sensibilidad antibiótica.  

Dentro de este tipo de técnicas se halla el sistema comercial GeneXpert (Cepheid, 

EEUU), con el ensayo Xpert MTB/RIF específico para la detección de M. 

tuberculosis complex, que apareció a finales del año 2009. Un año más tarde, se 

publicaron los primeros estudios que avalaban su buen rendimiento tanto en la 

detección directa de M. tuberculosis complex como de la resistencia a la 

rifampicina, muy útil como indicador de tuberculosis multirresistente. En un primer 

estudio, Helb et al [75] analizaron un grupo de 107 pacientes con sospecha de 

tuberculosis y obtuvieron una sensibilidad de detección del Xpert MTB/RIF del 

81,7%, aunque tan sólo 39 de las muestras estudiadas tenían un resultado negativo 

de baciloscopia (el resto eran baciloscopia-positiva). Por otro lado, estudiaron la 

sensibilidad de detección de la resistencia a rifampicina en un grupo de 64 

pacientes de Uganda, previamente tratados y con baciloscopia positiva, donde el 

Xpert MTB/RIF detectó los 9 casos de resistencia a la rifampicina demostrada con 

el antibiograma fenotípico. En un segundo estudio, a gran escala (casi 2000 

pacientes) también en países endémicos (Peru, Azerbaijan, Sudáfrica e India), 

Boehme et al [76] determinaron una sensibilidad de detección de M. tuberculosis 

complex del 98,2% y 72,5% en pacientes con bacilocopia positiva y negativa, 

respectivamente, además de un 97,6% en la detección de la resistencia a la 

rifampicina. Además, ambos estudios mostraron valores de especificidad cercanos 

al 100% en muestras con cultivo negativo de M. tuberculosis complex. 

En los trabajos de esta tesis con la técnica Xpert MTB/RIF, quisimos centramos 

exclusivamente en el estudio de muestras con baciloscopia negativa, donde el 

diagnóstico rápido convencional (microscopía) no había sido concluyente y, por 

tanto, donde la técnica Xpert MTB/RIF sería de mayor utilidad en nuestro medio. 

Además, las características epidemiológicas son diferentes a las de estudios 

anteriores, ya que nuestros trabajos fueron realizados en un país de baja-media 

incidencia de tuberculosis. Los resultados de sensibilidad y especificidad en 
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muestras pulmonares corroboraron los resultados de estudios previos, siendo el 

valor de sensibilidad incluso un poco superior a los publicados anteriormente 

(78,2%; Artículo 1, Tabla 2). En cuanto a la resistencia a la rifampicina (menor al 

1% en nuestra área, en pacientes no tratados previamente), analizamos también la 

capacidad del Xpert MTB/RIF para detectar mutaciones en rpoB, en una pequeña 

colección de muestras respiratorias donde se aislaron cepas fenotípicamente 

resistentes a la rifampicina. Todos los casos de resistencia fenotípica fueron 

detectados con el Xpert MTB/RIF, que se reflejó por la ausencia de hibridación con 

una de las sondas molecular beacons (sonda E: codón 528-533). Esta capacidad 

de detección de la resistencia a la rifampicina directamente en muestra clínica 

ofrece un gran potencial en la predicción de la multirresistencia y permite, por tanto, 

establecer desde un inicio una orientación del tratamiento farmacológico más 

adecuado. Partiendo de esta premisa es importante resaltar, sin embargo, que los 

resultados de resistencia farmacológica obtenidos con un sistema molecular han de 

ser considerados como una característica genotípica que no siempre se 

corresponderá con el patrón fenotípico de la cepa clínica. A pesar de que las 

mutaciones en la región core del gen rpoB se relacionan con la resistencia 

fenotípica en un 95-98% de los casos [115], no siempre una mutación en esta 

región conlleva un fenotipo resistente. De hecho, entre las cepas analizadas en 

nuestro centro con el sistema Xpert MTB/RIF, un 1,4% presentaron un resultado 

molecular de “resistente a la rifampicina” por ausencia de hibridación con la sonda 

B (codón 512-517). Sin embargo, dicha resistencia no se confirmó con la prueba de 

sensibilidad y la secuenciación reveló que la sustitución nucleotídica, en el codón 

514, no había supuesto un cambio aminoacídico, por lo que la cepa se mantuvo 

fenotípicamente sensible (ver Carta Científica; Anexo). Estos resultados han sido 

hallados también por otros grupos de estudio, usando otros sistemas moleculares 

basados en la detección de mutaciones genéticas en el gen rpoB [184] e incluso 

posteriormente con el Xpert MTB/RIF [185],[202]. Este hecho pone de manifiesto la 

importancia de interpretar correctamente los resultados de las técnicas moleculares 

y de seguir realizando las pruebas de sensibilidad fenotípica como gold standard

del patrón de resistencia, a pesar de obtener una primera orientación diagnóstica 

con el método molecular. Si bien existen alternativas terapéuticas a la rifampicina, 

la no inclusión (basada en un resultado erróneo de resistencia obtenido con el 

sistema molecular) de este fármaco, que es de gran eficacia en la terapia 

antituberculosa, podría tener consecuencias indeseables, tanto clínicas como 

epidemiológicas.
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Por último, respecto al estudio en muestras pulmonares cabe destacar que, al 

contrario de los trabajos publicados por Helb et al y Boehme et al, el análisis con el 

Xpert MTB/RIF fue realizado de forma retrospectiva, en muestras obtenidas años 

atrás y que llevaban congeladas (-80ºC) entre 1 y 10 años. No se observó 

diferencias significativas en cuanto al porcentaje de positividad con el Xpert 

MTB/RIF, entre el grupo de muestras congeladas menos de 5 años y las que 

llevaban congeladas entre 5 y 10 años, lo que demostró la gran robustez del 

método Xpert MTB/RIF.  

La OMS, en el año 2011 y tras la revisión de los estudios publicados hasta la fecha 

acerca de la efectividad del Xpert MTB/RIF, publicó una serie de recomendaciones 

acerca del uso de este test en los laboratorios de diagnóstico de tuberculosis. En un 

primer lugar, recomendó la realización de este ensayo como primera herramienta 

de diagnóstico en países con alta indiencia de tuberculosis multirresistente o 

coinfección con el VIH. En el resto de países, recomendó considerar este ensayo 

como segundo sistema de diagnóstico rápido, tras un resultado negativo de 

microscopía. Estas recomendaciones sólo se aplicaron al diagnóstico de la 

tuberculosis pulmonar. 

Fruto de los buenos resultados de sensibilidad y especificidad en la detección de M. 

tuberculosis complex obtenidos con el Xpert MTB/RIF en colecciones de muestras 

pulmonares, nos planteamos un segundo estudio con esta técnica, en un tipo de 

muestra más exigente como son las extrapulmonares. Hasta la fecha de nuestro 

estudio, se publicaron algunos trabajos donde analizaban series pequeñas de 

muestras extrapulmonares con el Xpert MTB/RIF [79-81], con resultados dispares 

de sensibilidad, o bien series más largas pero en países de alta incidencia de 

tuberculosis [82]. Nuestro estudio fue el primero desarrollado en un país de baja-

media incidencia de tuberculosis con una serie superior al centenar de muestras, 

todas ellas baciloscopia-negativa, donde se constató una buena sensibilidad del 

sistema en general (superior al 50%) (Artículo 2, Tabla 1). Al igual que el estudio de 

muestras pulmonares, este trabajo se llevó a cabo de forma retrospectiva, y las 

muestras analizadas habían pasado largos períodos de almacenamiento a -80ºC. 

Nuevamente, se confirmó la robustez de la técnica también en muestras 

extrapulmonares, ya que la sensibilidad del sistema Xpert MTB/RIF no variaba 

significativamente en función del periodo de congelación. 
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Las muestras extrapulmonares, al contrario de las pulmonares, son muy 

heterogéneas, lo cual determina que su rentabilidad con los métodos moleculares 

de detección directa sea muy variable. Por ello, se dividió la colección analizada en 

varios tipos de muestras: líquidos estériles, líquidos no estériles (orina y aspirados 

gástricos), nódulos linfáticos, abscesos, tejidos, y muestras de heces, y se 

analizaron los resultados de sensibilidad de la técnica dentro de cada uno de estos 

grupos. Se observó que las muestras con mayor rentabilidad eran las de nódulos 

linfáticos y abscesos, con valores de sensibilidad cercanos a los obtenidos 

previamente en muestras pulmonares. Esto fue debido probablemente a su similitud 

en cuanto a la carga de inóculo presente (superior a la de otras muestras 

extrapulmonares) y a las características físicas (textura, viscosidad…) que 

determinan la eficacia en la extracción del ADN. Los grupos de líquidos no estériles 

y heces presentaron también buenos valores de sensibilidad, por razones similares 

a las previamente explicadas para nódulos y abscesos. Por el contrario, en las 

muestras de tejido, el inóculo bacteriano suele ser menor y además la textura de 

estas muestras suele ofrecer resistencia a su disgregación, dificultando la 

extracción del material genético; todo ello explicaría el menor rendimiento en estas 

muestras. En último lugar encontramos el grupo de líquidos estériles, donde la 

carga bacilar es extremadamente baja, por ello el porcentaje de positivos con el 

Xpert MTB/RIF fue menor. Este hecho fue especialmente notable en las muestras 

de líquido pleural, donde el porcentaje de positivos fue sólo de un 26,9%, 

coincidiendo con otros estudios publicados [203]. La dificultad en el diagnóstico de 

la tuberculosis pleural, incluso mediante métodos moleculares, es bien conocida 

[204-206]. El Xpert MTB/RIF supone una mejoría (mayor sensibilidad) con respecto 

a otros métodos, sin embargo constata la dificultad de detección directa en 

muestras extremadamente paucibacilares como éstas (Artículo 2, Tabla 1).  

En este sentido, la relación inóculo-dependencia de la técnica Xpert MTB/RIF fue 

determinada en ambos estudios (tanto en el de muestras pulmonares como 

extrapulmonares). Para ello, se correlacionó la mediana de días hasta el 

crecimiento en cultivo líquido de las muestras (indicador del tamaño del inóculo 

bacteriano presente), con su resultado cualitativo (Positivo/Negativo) del Xpert 

MTB/RIF. Se observó una diferencia significativa (mayor número de días hasta el 

crecimiento en los casos de Xpert MTB/RIF negativo), tanto en muestras 

pulmonares (P=0,003) como extrapulmonares (P<0,001). Con ello, se confirmó que 

la capacidad de detección del Xpert MTB/RIF dependía de la carga bacilar presente 

en las muestras clínicas.  
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En nuestros estudios se obtuvieron 3 casos de resultados inválidos. Los 3 casos se 

trataban de muestras de aspirados gástricos, que no habían sido previamente 

tratados (decontaminados y tamponados) [41]. Aunque según las instrucciones del 

fabricante del Xpert MTB/RIF es posible procesar directamente las muestras 

clínicas sin tratar, los aspirados gástricos presentan algunas dificultades al tratarse 

de muestras ácidas, cuyo pH (muy bajo) probablemente inhibió la reacción de 

amplificación genética.  

2. Estudio de la rentabilidad potencial del uso en rutina de la técnica Xpert 
MTB/RIF para la detección directa de M. tuberculosis complex y su resistencia a 
la rifampicina en casos con baciloscopia negativa, en una zona de baja-media 
incidencia de tuberculosis. 

El coste de la técnica Xpert MTB/RIF es bastante alto en países de alta renta, ya 

que oscila entre los 50 y 80 euros/prueba. Este aspecto hace necesario plantear la 

viabilidad de la implantación de este sistema en la rutina diagnóstica de cada 

centro, mediante estudios de coste-efectividad. Hasta la fecha de nuestro trabajo, 

pocos estudios existían a este respecto. El grupo de Vassall [207] publicó el primer 

trabajo de coste-efectividad del Xpert MTB/RIF en países de alta incidencia de 

tuberculosis y pocos recursos económicos, y determinó un ICER (incremental cost 

effectiveness ratio) de 41-110 $ si la realización del ensayo se sumaba a la 

microscopía, y de 52-138 $ si el Xpert MTB/RIF sustituía a la microscopía. 

Asimismo, el grupo de Theron [208], demostró que la combinación de microscopía 

seguida del ensayo Xpert MTB/RIF en los casos de sospecha de tuberculosis, era 

la estrategia más rentable en el diagnóstico de tuberculosis, en países de alta 

incidencia y bajos recursos económios.

El tercer trabajo publicado que se incluye en esta tesis fue una aproximación al 

concepto de coste-beneficio que conllevaría la implementación del Xpert MTB/RIF 

en la práctica asistencial para el diagnóstico rápido de la tuberculosis, en nuestro 

medio. Aunque se trató de un estudio retrospectivo de “caso-control” donde sólo se 

analizaron pacientes con tuberculosis confirmada, se pudo obtener una estimación 

de los beneficios que hubiera supuesto la realización de esta prueba en un grupo 

de pacientes con baciloscopia negativa y alta-media sospecha clínica, y en un 

contexto de área geográfica de baja-media incidencia de tuberculosis. Los 

resultados (incremento de un 30% de diagnóstico rápido y un hipotético ahorro 

medio de casi 2000 euros por paciente, en caso de realizar el Xpert MTB/RIF) 



RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

   Raquel Moure González156

(Artículo 3) permitieron concluir que esta técnica se perfila como un ensayo coste-

efectivo, a falta de estudios prospectivos que lo confirmen definitivamente. 

La rapidez y la sencillez metodológica de esta técnica fueron otros de los puntos 

fuertes valorados en los estudios de esta tesis sobre el Xpert MTB/RIF. Estas 

características, además de los buenos resultados de sensibilidad-especificidad y las 

estimaciones positivas de coste-beneficio, llevaron a nuestro centro a implementar 

el Xpert MTB/RIF como técnica de rutina en el Servicio de Microbiología, en los 

casos de alta-media sospecha de tuberculosis pulmonar o extrapulmonar donde la 

baciloscopia sea negativa. Asimismo, los estudios acerca de la efectividad en 

muestras pulmonares y extrapulmonares han sido incluidos en una revisión del 

centro Cochrane [209]; dicha revisión es la base, en parte, de la actualización de las 

recomendaciones de uso del Xpert MTB/RIF descritas por la OMS [210]. 

3. Evaluación de un nuevo sistema basado en la amplificación de ácidos 
nucleicos e hibridación en tiras de nitrocelulosa (dipstick) para la detección 
directa de M. tuberculosis complex (GenoQuick MTB) 

El coste económico de los sistemas moleculares de diagnóstico suele ser elevado, 

en especial cuanto más automatizada es la metodología empleada. Por ello, es 

necesario tener en cuenta diversos aspectos a la hora de elegir una metodología u 

otra, en función de las necesidades y exigencias de cada centro de diagnóstico.  

Casi al mismo tiempo que el sistema Xpert MTB/RIF, apareció otra metodología de 

diagnóstico directo de tuberculosis, el GenoQuick MTB (Hain Lifescience, 

Alemania), que ofrecía una metodología más laboriosa (PCR convencional y 

extracción no integrada) pero con unos resultados de sensibilidad y especificidad 

similares (según estudios de validación interna de la casa comercial) con casi el 

mismo tiempo de respuesta y a un precio más económico. El Laboratorio de 

Micobacterias del Servicio de Microbiología del Hospital Universitari de Bellvitge 

llevó a cabo la primera evaluación externa a nivel mundial de esta técnica. Se 

analizaron más de un centenar de muestras clínicas con cultivo positivo, en su 

mayoría respiratorias y con baciloscopia negativa (Artículo 4, Tabla 1). Los 

resultados de sensibilidad que se obtuvieron fueron elevados (78,1% en muestras 

con baciloscopia negativa). La especificidad no llegó a ser del 100%, ya que se 

obtuvo un falso positivo entre las 15 muestras con MNT estudiados (en una muestra 

que contenía M. fortuitum que, tal como se comprobó posteriormente, poseía una 
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región homóloga al IS6110 de M. tuberculosis complex). Sin embargo, este 

fenómeno, aunque ya observado previamente [211],[212], es bastante infrecuente 

y, por ello, no debería comprometer la especificidad general de la técnica. 

Tal como sucedía en los trabajos con el sistema Xpert MTB/RIF, el estudio con el 

sistema GenoQuick MTB fue realizado retrospectivamente, con muestras 

congeladas durante largos periodos de tiempo (1-10 años), y se comprobó que el 

almacenamiento prolongado no influía en la capacidad de detección, evidenciando 

la robustez de la técnica. 

Además, también se trató de establecer una relación de inóculo-dependencia de la 

técnica, observando la mediana de días hasta el crecimiento en cultivo de las 

muestras (indicador del tamaño del inóculo bacteriano presente), con su resultado 

Positivo/Negativo del GenoQuick MTB. A pesar de observar una tendencia (mayor 

número de días hasta el crecimiento en las muestras con resultado negativo del 

GenoQuick MTB) no se pudo determinar que existieran diferencias 

estadísticamente significativas, con lo que este sistema podría ser menos 

dependiente de la carga bacilar presente en la muestra, que otras técnicas de 

detección directa disponibles en la actualidad en el mercado. 

Desde un punto de vista metodológico, el sistema GenoQuick MTB no requiere un 

equipamiento adicional específico (instrumentación propia); tan sólo se necesita un 

termociclador, un baño y una centrífuga, presentes en la mayoría de los laboratorios 

de diagnóstico microbiológico. Además, al tratarse de una técnica de hibridación 

colorimétrica por lateral-flow dipstick (Articulo 4, Figura 1), es más rápido que otras 

técnicas de hibridación en fase sólida. Por otro lado, es un sistema abierto que 

permite la realización simultánea de un número teóricamente indeterminado de 

pruebas.

Debido a las ventajas mencionadas anteriormente y al menor coste económico de 

este sistema para el diagnóstico rápido de la tuberculosis, comparado con otras 

técnicas comerciales, se concluyó en este estudio que el GenoQuick MTB parece 

adecuado para su implementación en laboratorios donde otras técnicas más 

automatizadas no sean coste-efectivas.  

La mayor limitación que se detectó durante la realización de este estudio fue el 

riesgo potencial de contaminación cruzada durante los procesos de extracción de 
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ADN (si se realiza de forma manual) y de hibridación con el dipstick. Así pues, tras 

el estudio recomendamos que esta técnica debiera ser siempre realizada por 

personal cualificado y entrenado en técnicas de biología molecular y siguiendo 

estrictamente todas las normas que este tipo de metodología requiere.  

4. Desarrollo y evaluación de un sistema de microarrays de baja densidad 
para la detección rápida de la resistencia a fármacos de segunda línea, en 
aislamientos clínicos de M. tuberculosis complex.

En los casos de tuberculosis resistente a alguno de los fármacos antituberculosos 

tradicionalmente denominados de primera línea (en especial si se trata de 

tuberculosis multirresistente), se requiere conocer de forma rápida el patrón de 

sensibilidad a otros fármacos, como inyectables y fluoroquinolonas. Sin embargo, 

las pruebas de sensibilidad convencionales, a pesar de seguir considerándose el 

gold standard, son muy lentas ya que requieren varias semanas hasta la obtención 

de resultados. 

Al igual que se ha comentado en el bloque 1 (detección directa de M. tuberculosis

complex), las técnicas moleculares también se han convertido en metodologías muy 

útiles para tener una aproximación, de forma mucho más rápida, al patrón de 

sensibilidad a los fármacos de una cepa determinada. Estas técnicas, se basan en 

la detección de mutaciones puntuales en genes diana relacionados con la 

resistencia fenotípica a los diversos fármacos. Por ello, se le ha llegado a 

denominar “antibiograma genotípico” que, en la mayoría de casos, se relaciona con 

el antibiograma fenotípico. Uno de los métodos comercialmente disponibles en la 

actualidad es el GenoType (MTBDR, MTBDRplus y MTBDRsl) para la detección de 

mutaciones relacionadas con la resistencia a antituberculosos de primera y 

segunda línea, que presenta buenos resultados de sensibilidad y especificidad 

aplicados en cepa, incluso algunos de ellos también en muestra directa [172],[174-

176]. Sin embargo, al tratarse de sistemas cerrados, las dianas y mutaciones 

incluidas son a veces insuficientes o inadecuadas, ya que existe una cierta 

variabilidad geográfica en su prevalencia, a parte del notable coste económico de 

estos ensayos. 

Por ello, cuando nuestro grupo se planteó el desarrollo de una técnica molecular 

para la detección rápida de las resistencias, se optó por el sistema de microarrays

de ADN de baja densidad (también denominados chips de ADN), con el fin de 
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obtener un sistema sensible y específico, pero más flexible y con un menor coste 

económico. Además, nuestro grupo había desarrollado previamente (en el año 

2006), un microarray para la detección de mutaciones relacionadas con la 

multirresistencia, con buenos resultados de sensibilidad y especificidad aplicado en 

cepa [189], y se podía aprovechar esta experiencia para el desarrollo de una 

plataforma similar con otras dianas para diferentes fármacos. 

En el quinto artículo de esta tesis, se describen los resultados obtenidos con un 

microarray diseñado para la detección de mutaciones relacionadas con la 

estreptomicina y las fluoroquinolonas (LD-SQ array). El diseño se basó en un 

metanálisis de la literatura existente acerca de las principales mutaciones 

relacionadas con la resistencia a estos fármacos descritas en todo el mundo. Así, 

se establecieron 3 dianas de detección: región 530 del gen rrs y un fragmento del 

gen rpsL (resistencia a la estrepomicina) y un fragmento del gen gyrA (resistencia a 

las fluoroquinolonas). Mediante el LD-SQ array, se analizaron más de un centenar 

de muestras resistentes a la estreptomicina y/o a las fluoroquinolonas, y 20 cepas 

sensibles a estos fármacos. Se obtuvo una buena correlación global entre los 

resultados obtenidos con LD-SQ array y los resultados de secuenciación de estas 

regiones (superior al 80%). Además, la sensibilidad respecto a la secuenciación en 

la detección de mutaciones relacionadas con la resistencia a la estreptomicina y a 

las fluoroquinolonas fue cercana al 90% (Artículo 5, Tabla 4).  

En este sistema se incluyó también una cuarta diana: la región 1400 del gen rrs,

implicada en la resistencia a los inyectables de segunda línea, con el propósito de 

permitir la detección de cepas extremadamente resistentes. El LD-SQ array permitió 

la detección del 80% de las mutaciones reveladas con la secuenciación; sin 

embargo no se pudieron extraer conclusiones relevantes respecto a la efectividad 

del microarray en la detección de la resistencia a estos fármacos debido a dos 

razones: 1) el número de cepas con mutaciones en esta región (según la 

secuenciación) fue bajo, y 2) no se pudo establecer una correlación con el fenotipo, 

ya que en la mayoría de las cepas del estudio no se disponía del patrón de 

sensibilidad a los inyectables de segunda línea. 

La mayor limitación de este sistema se encontró en el análisis de las mutaciones 

del gen gyrA. La existencia de polimorfismos próximos a posiciones informativas 

(dianas de mutaciones relacionadas con la resistencia) dificultó la interpretación de 

resultados, al hallarse en algunos casos hibridación cruzada entre varias sondas, lo 
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cual hacía difícil discernir el resultado correcto. Por ello, en algunos casos se 

determinó la existencia de falsas mutaciones en gyrA en cepas fenotípicamente 

sensibles (donde también la secuenciación reveló un genotipo wild-type) (Artículo 5, 

Tabla 3). Esta limitación nos llevó a determinar que el LD-SQ array desarrollado 

para la detección de mutaciones relacionadas con la estreptomicina y las 

fluoroquinolonas (y potencialmente a los inyectables de segunda línea) debiese 

considerarse un primer paso hacia la consecución de una versión mejorada del 

array. Dicha versión optimizada se conseguiría probablemente mediante ajuste de 

los puntos de corte del software que analiza las señales colorimétricas de las 

sondas correspondientes al gen gyrA o, en caso que fuera insuficiente, con el 

diseño de nuevas sondas que presentaran una menor hibridación cruzada entre sí. 

También se destaca en este trabajo, que la correlación entre los resultados del LD-

SQ array y el fenotipo de resistencia, especialmente en el caso de la 

estreptomicina, fue bajo. Esto no se debió a una limitación del sistema. En un 

estudio paralelo de caracterización de mutaciones relacionadas con la 

estreptomicina realizado por nuestro grupo [213] se observó que existe una baja 

frecuencia de mutación (inferior al 40%) en las dianas rrs y rpsL de las cepas 

resistentes a la estreptomicina en nuestra área geográfica, lo que sugiere la 

presencia de otros mecanismos o dianas relacionados con la resistencia (como por 

ejemplo el gen gidB, relacionado con bajos niveles de resistencia a la 

estreptomicina), ya descritos por otros grupos [141] y que podrían tener bastante 

relevancia en nuestro medio.

Sin embargo, a pesar de las limitaciones, se pudo concluir que el LD-SQ array

constituye una buena aproximación como herramienta para el diagnóstico de 

tuberculosis resistente a la estreptomicina y las fluoroquinolonas (y potencialmente 

a la tuberculosis extramadamente resistente), debido a la buena sensibilidad de 

detección de mutaciones relacionadas con la resistencia, su flexibilidad a la hora de 

introducir o cambiar dianas de interés, así como su simplicidad metodológica y 

rapidez (menos de 4 horas). Además, se estimó que el coste de cada prueba 

estaba en torno a los 17 euros, precio notablemente inferior al de otras técnicas 

moleculares existentes en el mercado para la detección genotípica de la resistencia 

a los antituberculosos de segunda línea.  

5. Caracterización fenotípica de la resistencia al etambutol y determinación 
de las mutaciones en el gen embB más frecuentes en nuestro medio. Desarrollo 
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y evaluación de un sistema de microarrays de baja densidad para la detección 
rápida de las mutaciones relacionadas con la resistencia a etambutol en nuestra 
área, en aislamientos clínicos de M. tuberculosis complex. 

En la línea del capítulo anterior, nos propusimos el desarrollo de un sistema de 

detección rápida de la resistencia al etambutol, un fármaco incluido en la terapia 

estándar contra la tuberculosis [96], debido a la creciente aparición de cepas 

resistentes a alguno de los otros fármacos de primera línea.  

En primer lugar, se analizó la colección de cepas resistentes a etambutol, obtenidas 

a lo largo de 16 años (53 cepas) en el área de Barcelona, con el fin de caracterizar 

las mutaciones más importantes relacionadas con la resistencia a este fármaco. La 

diana de resistencia más importante es el gen embB, y diversos estudios en la 

literatura han publicado frecuencias de mutación en este gen del 50-70% [121], 

[122]. Dentro del embB, el codón que recoge el mayor porcentaje de sustituciones 

es el 306 (embB306), mutado en el 30-68% de las cepas con mutaciones en el gen 

[123],[124],[126],[129]. Nuestros resultados concordaron con esas cifras (77,4% de 

las cepas resistentes a etambutol con mutaciones en embB y, de ellas, 53,7% en el 

codón 306). Se han descrito otros codones secundarios implicados en la resistencia 

al etambutol, aunque con bajas frecuencias de mutación. Sin embargo, en la 

colección de cepas resistentes de nuestro medio, se halló una elevada frecuencia 

de mutación en el codón 406 (26,8%). Además, se observó una relación entre el 

hecho de presentar mutaciones en el codón 406 del gen embB, y factores como la 

multirresistencia, mayores niveles de CIM, o con la inmigración (Artículo 6, Tabla 2). 

Esta relación fue estadísticamente significativa en los dos primeros casos, mientras 

que no se pudo establecer dicha relación estadística cuando la mutación estuvo 

presente en el codón 306. Así pues, este fue el primer estudio que resaltó la 

relevancia del codón embB406, y su relación con mayores niveles de resistencia al 

etambutol y la multirresistencia.  

El análisis de las frecuencias de mutación, así como los cálculos estadísticos para 

determinar las relaciones entre el embB406 y los factores epidemiológicos, se 

realizaron de dos maneras a) teniendo en cuenta el número total de cepas y b) 

teniendo en cuenta sólo las cepas independientes y un representante de cada uno 

de los clusters obtenidos con la técnica de tipado molecular MIRU-24 (se hallaron 9 

clusters entre las 53 cepas resistentes a etambutol). La intención en el primer caso 

fue la de tener una idea de la prevalencia global de las mutaciones en el gen embB
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en nuestro medio, sin tener en cuenta, por ejemplo, que las mutaciones prevalentes 

pudieran deberse a la transmisión reciente de un clon mutado mayoritario. Y en el 

segundo caso, la de obtener una frecuencia real de las mutaciones en embB de las 

cepas circulantes. Las frecuencias de mutación descendieron ligeramente, al 

analizar sólo cepas independientes, aunque se mantuvieron las proporciones entre 

cada uno de los codones. Por otro lado, no fue posible reproducir la relación entre 

el codón 406 y el patrón de resistencia fenotípico y los factores epidemiológicos, 

probablemente debido a la reducción en el tamaño muestral (tan sólo 27 cepas con 

mutación) una vez eliminados los componentes de un mismo cluster. Por último, en 

cuanto a la clonalidad, se observó que la existencia de clusters sólo estaba 

presente entre las cepas resistentes a etambutol con mutaciones en el gen embB

(las que presentaron un gen embB wild-type eran todas independientes), lo que 

corrobora los datos y las implicaciones epidemiológicas sugeridas previamente por 

otros grupos de estudio [112]. 

En este trabajo también se observó que los valores de CIM no siempre se 

correlacionaron exclusivamente con un tipo de mutación. Por ejemplo, se observó 

que, dentro de un grupo de cepas con un mismo cambio nucleotídico en el codón 

306, había diferentes valores de CIM, siendo superior si la cepa era MDR (Artículo 

6, Tabla 2). Este hallazgo confirma la hipótesis ya expuesta previamente 

[127],[128],[130],[134] de que la resistencia al etambutol es una característica 

multifactorial, donde la aparición de mutación en el gen embB podría ser 

simplemente un primer paso en el desarrollo de resistencia, no sólo a este fármaco, 

sino también a otros fármacos antituberculosos. 

Por otro lado, varios estudios han puesto en duda el papel relevante del codón 306, 

y también del 406, en la resistencia al etambutol, ya que han descrito la existencia 

de mutaciones en estas posiciones en cepas fenotípicamente sensibles a este 

fármaco [112],[119],[125],[128-130],[132]. En nuestro estudio se planteó comprobar 

si este fenómeno sucedía también en el área geográfica de Barcelona. Para ello, se 

secuenció un fragmento del gen embB que abarcaba los codones más importantes, 

306 y 406, en una amplia colección de cepas sensibles al etambutol (más de 200 

cepas con resistencia a alguno de los otros antituberculosos y 500 aislamientos 

pansensibles). Contrariamente a los datos publicados por otros grupos citados 

previamente, no se halló mutación alguna en la región del embB estudiada, en 

ninguna de las más de 700 cepas analizadas. Esto confirma el papel relevante de 

los codones 306 y 406 en la resistencia al etambutol en las cepas de M. 
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tuberculosis complex en nuestro medio. Las diferencias entre nuestros resultados y 

los de estudios anteriores pueden responder simplemente a razones metodológicas 

(diferentes métodos de sensibilidad antibiótica fenotípica que hagan variar el 

diagnóstico resistente/sensible), o quizá manifiestan efectivamente una variabilidad 

molecular entre diferentes zonas geográficas. 

En la actualidad, existen en el mercado sistemas comerciales para la detección 

rápida de mutaciones relacionadas con la resistencia a etambutol [214]. Sin 

embargo, estas técnicas se basan sólo en la diana embB306. Con los resultados 

obtenidos en el presente estudio de caracterización de las mutaciones en embB, se 

pudo afirmar que con los sistemas comerciales disponibles, el 20% de las cepas 

con mutaciones en el embB pasarían desapercibidas en nuestra área (falsos 

sensibles).  

Con todos estos datos, se diseñó un sistema de microarray (misma plataforma que 

el estudio anterior) para la detección rápida de resistencia al etambutol en cepas de 

M. tuberculosis complex  de nuestro medio (LD-EMB array). Este microarray constó 

de 15 sondas: 5 con secuencia wild-type, y 10 con las sustituciones más 

importantes encontradas en los codones 306, 406 y 497 (Artículo 6, Figura 1). Con 

este sistema, se analizaron las 53 cepas resistentes al etambutol caracterizadas 

previamente mediante secuenciación, y 5 cepas pansensibles. Los resultados de 

sensibilidad y especificidad fueron del 100%, respecto a la secuenciación. En el 

caso de los codones 328 y 378 (posiciones con una relevancia menor), no se 

incluyó la sonda con mutación, pero sí se pudo inferir la alteración en estas 

posiciones, debido a la ausencia de hibridación con la sonda wild-type. Con estos 

resultados, se pudo concluir que con el LD-EMB array se consigue una detección 

rápida (4 horas) de un mayor número de mutaciones del gen embB que con otros 

métodos, de forma altamente sensible y específica, y con un coste menor (15 euros 

por muestra) que el de otras técnicas disponibles comercialmente. Además, tal 

como se ha mencionado anteriormente en el caso del LD-SQ array, el LD-EMB 

array ofrece la flexibilidad necesaria para poder intercambiar dianas de interés, en 

función de las características moleculares (mutaciones prevalentes) de cada área 

geográfica.









   VI. CONCLUSIONS 
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Part I 

Effectiveness of the Xpert MTB/RIF for direct detection of M. tuberculosis

complex and rifampin resistance in pulmonary and extrapulmonary samples 

(Article 1 and 2) 

1. The Xpert MTB/RIF assay has a good ability for the direct detection of M. 

tuberculosis complex in clinical samples, showing a 78.2% and a 58.3% of 

sensitivity in pulmonary and extrapulmonary specimens respectively, and a 

100% of specificity.  

2. The sensitivity of the Xpert MTB/RIF assay is variable depending on the 

source of the extrapulmonary clinical specimen, with a better performing in 

lymph nodes and abscesses. Lower detection ability was found in sterile 

specimens, especially in pleural fluids, probably due to the low bacterial load 

present in these samples. 

3. The Xpert MTB/RIF assay turns out to be a useful test for direct detection of 

rifampin resistance (predictor of multi-drug resistance) since it detected rpoB

mutations in all rifampin-resistant samples studied. 

4. Apart from the good sensitivity and specificity, the Xpert MTB/RIF assay is also 

rapid and easy to perform. Therefore, it should be considered a good tool in 

the routine practice for rapid diagnosis of pulmonary and extrapulmonary 

tuberculosis, whenever the smear microscopy is negative but the clinical 

suspicion is high. 

Potential cost-effectiveness of the Xpert MTB/RIF assay for rapid detection of 
M. tuberculosis complex and rifampin resistance, in a country of low 
tuberculosis burden (Article 3) 

5. The use of the Xpert MTB/RIF assay can increase in our setting the early 

diagnosis of tuberculosis up to 30% compared to smear-microscopy. 

6. The performance of the Xpert MTB/RIF assay in smear-negative cases can 

reduce the time until initation of treatment and contact tracing studies. 
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Moreover, the use of the Xpert MBT/RIF assay can reduce expenses (in terms 

of cost per patient) until diagnosis as well as invasive complementary tests. 

Effectiveness of the GenoQuick MTB assay for direct detection of M. 

tuberculosis complex (Article 4) 

7. The GenoQuick MTB assay has a good ability for the direct detection of M. 

tuberculosis complex, showing a 78.1% of sensitivity among smear-negative 

specimens and a 92.9% of specificity.  

8. The GenoQuick MTB assay can be considered a good tool for rapid diagnosis, 

especially in medium-low economical resources laboratories. However, the 

methodological performing offers a certain risk of cross-contamination. 

Therefore, staff trained on molecular biology should perform this technique. 

Part II 

Development of a low-cost low-density DNA array for the rapid detection of 
streptomycin and fluoroquinolone resistance in M. tuberculosis complex 
isolates (Article 5) 

9. The LD-SQ array is a good approach for rapid detection of main mutations 

related to streptomycin and fluoroquinolones in clinical isolates, showing a 

sensitivity of 92.5% and 87.5% respectively, compared to sequencing.   

10. The problems of cross-hybridization due to proximity of gyrA polymorphisms to 

informative codons, suggests that this version should be considered a first step 

to a forthcoming optimized version of the LD-SQ array.  

Phenotypic and molecular characterization of the ethambutol resistance in M. 

tuberculosis complex isolates in our area. Development of a low-cost low-
density DNA array for the rapid detection of most important embB mutations 
(Article 6) 

11. The embB mutations at codon 306 are predominant in our setting, followed by 

embB406 substitutions. Moreover, the role of these codons in the ethambutol 
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resistance is demonstrated, since none of the ethambutol-susceptible isolates 

studied presented a substitution in either of these positions. 

12. Mutations at codon 406 in our area are related to higher values of MIC of 

ethambutol, and to multi-drug resistance.   

13. The LD-EMB array is a good molecular tool for rapid detection of ethambutol 

resistance in clinical isolates, since it offers 100% of sensitivity and specificity, 

and includes more targets at lower cost than other commercially available 

systems.
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Silent Mutation in rpoB Detected from Clinical Samples with
Rifampin-Susceptible Mycobacterium tuberculosis

We read with great interest the note of Alonso et al. (1)
concerning the existence of a silent mutation in rpoB in Myco-
bacterium tuberculosis strains. In this note, the authors describe
a phenomenon already observed by several study groups. The
misassignment of phenotypic resistance due to the results of
molecular tests, whenever there is an absence of hybridization
with wild-type probes, is a matter of great relevance.
Our experience with the Xpert system in clinical samples,

which we have published in part elsewhere (3), corroborates
the results obtained by Alonso et al. (1) in clinical strains. In
fact, in our series of almost 150 specimens retrospectively stud-
ied and detected as positive for theMycobacterium tuberculosis
complex with Xpert MTB/RIF, the system also reported a “Rif
resistance detected” result in eight cases, six of which showed
a lack of hybridization with probe E and two a lack of hybrid-
ization with probe B. The isolates corresponding to these sam-
ples had already been analyzed for susceptibility testing using
the Bactec 460 radiometric method. Of the eight isolates de-
fined as resistant by Xpert MTB/RIF, two were phenotypically
susceptible to rifampin (those with the probe B failure). Se-
quencing confirmed that these two isolates (1.4%) had a silent
TTC (Phe)-to-TTT (Phe) shift (the same replacement found in
the isolates included in the study by Alonso et al. [1]).
In our opinion, these data highlight the importance of cor-

rect interpretation of results of rifampin resistance when work-
ing with molecular tests, since this drug is the cornerstone of
antituberculosis treatment (6). Even though therapeutic alter-
natives to the use of rifampin are available, the noninclusion of
this drug, based on a misleading molecular test result suggest-
ing resistance, may have undesirable clinical and epidemiolog-
ical consequences—all the more so when, as in our study, the
detection is made directly in clinical specimens (2, 3), since this
means that rifampin is excluded from the very beginning of the
drug therapy.
We would also like to comment on the conclusion of Alonso

et al. (1) regarding the need for confirmation of the results for
drug resistance obtained by the molecular tests, especially
when the detection of mutations (and therefore the assump-
tion of resistance) is based on the “absence of hybridization

with the wild-type probe” pattern. Even though these methods
are a very useful preliminary measure, phenotypic susceptibil-
ity testing is still the gold standard for determining the real
drug resistance of the clinical isolates (4, 5). We also stress that
specifications and reports of the results provided by the com-
mercial molecular systems should be precise and rigorous and
should not automatically correlate genetic mutation with phe-
notypic resistance.
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