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M. tuberculosis es la micobacteria que causa más muertes 
en el mundo. Sin embargo, las miocbacterias no tuberculosas 
(MNT) son una causa creciente de morbilidad, principalmente 
en pacientes con patología pulmonar crónica. Al no ser de de-
claración obligatoria no se conoce con exactitud su incidencia. 
Algunas estimaciones indican de 1 a 6 pacientes/105 h. Aunque 
comparativamente a TB no parece alta, suelen causar infecciones 
de evolución tórpida que no se resuelven fácilmente, sobre todo 
las formas pulmonares.

Centrándonos en la afectación pulmonar, los patógenos 
más comunes son el complejo M. avium (MAC) y el complejo 
M. abscessus. (MAB). Suelen afectar a pacientes con patología 
pulmonar crónica, como bronquiectasias o EPOC. El diagnóstico 
es complejo ya que son especies ambientales, sin transmisión 
entre personas, y no es fácil diferenciar los estados de coloniza-
ción y de infección. 

Así mismo, el tratamiento presenta una serie de dificultades. 
Por una parte, debe decidirse cuando está indicado, ya que será 
de larga duración, con efectos tóxicos asociados a los fármacos 
y hay pocos criterios objetivos que permitan evaluar su eficacia. 
Se decide tratar cuando se observa progresión y empeoramiento 
clínico y lesiones radiológicas extensas o cavitadas. A diferencia 
de M. tuberculosis, no existe una pauta universal de elevada 
eficacia ni tampoco una duración predefinida. Las guías clínicas 
aconsejan el uso de combinaciones de 2 o 3 fármacos en los que 

debe incluirse claritromicina o azitromicina si son sensibles en 
el antibiograma. Los fármacos más importantes son macrólidos, 
amikacina y rifamicinas en MAC y amikacina, tigeciclina y clari-
tromina o imipenem en MAB. 

Hay una pobre respuesta al tratamiento y las reinfecciones 
y las recaídas son frecuentes. A menudo los tratamientos son 
largos, de meses y pueden ser causa de efectos indeseables 
importantes. La patología subyacente, con bronquiectasias y 
otras disfunciones pulmonares, favorece la cronicidad de la 
infección. A ello contribuye en parte la capacidad de desarrollar 
un entorno de biofilm por parte de las micobacterias en el lugar 
de la colonización e infección. Esta capacidad les proporcionará 
protección frente a los antibióticos y la inmunidad local, dificul-
tando el tratamiento. 

Existen numerosas incógnitas no resultas en el plano mi-
crobiológico: 1. Ausencia de indicadores claros de infección 
que permitan diferenciarla de la colonización. Los aislamientos 
en muestras clínicas suceden en ambas situaciones. Al igual 
que en otros patógenos potenciales, una carga bacteriana 
alta, que puede expresarse con el tiempo de crecimiento en 
los cultivos (TTD), está más relacionada con infección que con 
colonización. No obstante, sólo tiene sólo un valor orientativo. 
2. Escasa correlación in vivo/in vitro para la sensibilidad a los 
antibióticos. Posiblemente es la dificultad más importante. En 
diferentes estudios clínicos desarrollados en el pasado no se 

mailto:gonzalez@clinic.cat


Mesa: Microbiología 

233Enf Emerg 2023;22(3):232-242

ha observado una correlación clara entre la sensibilidad in vitro 
a través del antibiograma y la respuesta clínica. Se admite en 
general que la correspondencia únicamente es óptima para 
los macrólidos y en determinadas situaciones para rifamicinas y 
aminoglucósidos. 3. Resistencias de origen desconocido. Muchos 
de los antibióticos que se testan frente a las micobacterias no 
tuberculosas presentan porcentajes de resistencia elevados. Los 
mecanismos de resistencia no son debidos a mutaciones cromo-
sómicas conocidas y no se conocen en general, exceptuando los 
macrólidos en los que están asociados a alteraciones en el gen 
erm y en algunos casos a los aminoglucósidos. 

Una posible explicación de la falta de correlación entre la 
clínica y las pruebas de sensibilidad a los antibióticos es que, 
debido a la formación de biofilm y a la acción protectora del 
moco, la concentración de los fármacos a nivel de los tejidos 
debe ser muy superior a la que hay en suero.

El objetivo de la presentación es demostrar que actuaciones 
frente a biofilm desarrollado por micobacterias puede mejorar la 
respuesta in vitro a combinaciones de antibióticos. 

Existe literatura que muestra la capacidad de las micobac-
terias de producir biofilm en condiciones in vitro. Se han usado 
diversas técnicas para analizar la producción de biofilm bacte-
riano. Las más conocidas son los métodos de cristal violeta y de 
Calgary, ambos basados en incubar las bacterias en presencia 
de materiales plásticos que estimulan la producción de biofilm 
y posteriormente demostrar su presencia mediante tinción o 
espectrofotometría. Se trata de métodos sencillos, basados en 
cultivo, que han alcanzado amplia difusión. Las imágenes obteni-
das por microscopia confocal también son útiles para evidenciar 
la viabilidad metabólica de las bacterias en el entorno de biofilm 
i el efecto de los antibióticos sobre ellas. Aunque la aplicación 
de estas técnicas en micobacterias es más limitada, existen di-
versos estudios que demuestran su utilidad. Son especialmente 
interesantes cuando reflejan la interacción con antibióticos y la 
evidencia de que las concentraciones mínimas inhibitorias (MIC) 
para las micobacterias que están en la matriz de biofilm pueden 
ser 2-3.000 veces superiores. En nuestro entorno es destacable 
la contribución de los trabajos del grupo de investigación de 
la Fundación Jiménez Díaz, sobre todo en micobacterias de 
crecimiento rápido. 

Desarrollo de biofilm en Mycobacterium avium 
complex

No existe una metodología uniforme para estudiar el de-
sarrollo in vitro de biofilm en micobacterias. Nuestro grupo ha 
estudiado diversas condiciones, llegando a la conclusión que 
para las especies del complejo M. avium, las condiciones más 

óptimas son cultivar las cepas en placas de poliestereno durante 
4 semanas, a temperatura de 42ºC para M. avium y a 37ºC para M. 
intracellulare. El revelado posterior se efectuaría con el método 
de cristal violeta. Con este procedimiento, alrededor del 70-75% 
de las cepas se muestran capaces de producir biofilm de forma 
intensa o moderada. 

Nuestro grupo ha desarrollado un modelo para estudiar la 
actividad de antibióticos, solos y en combinación, frente a cepas 
de M. avium complex que han desarrollado biofilm. El método se 
basa en desarrollar la formación de biofilm en placas de microdi-
lución, adicionar antibióticos y después de una incubación ade-
cuada, subcultivar de forma cuantitativa. De esta forma se puede 
establecer un índice equivalente a la concentración bactericida 
inhibitoria (MBC) que se ha denominado concentración mínima 
de erradicación de biofilm (MBEC) i concentración bactericida 
de biofilm (BBC).

Potenciales agentes antibiofilm (PAA)

Existe una creciente literatura mostrando la potencialidad 
de utilizar compuestos, que genéricamente pueden denomi-
narse agentes antibiofilm o potenciales agentes antibiofilm, 
que tendrían actividad frente a formas de biofilm, sobre todo 
en combinación con antibióticos. Se ha descrito para distintos 
tipos de bacterias, como Pseudomonas, Salmonella, Listeria, 
Escherichia, así como para Candida y otros hongos. Algunos de 
estos compuestos son fármacos, por ejemplo uno de los más 
descritos es el ácido acetil-salicílico y otros de uso analgésico-
antiinflamatorio, como paracetamol o ibuprofeno; compuestos 
con actividad mucolítica, como N-acetil-L-cisteína o Tween 80; así 
como numerosos compuestos naturales y derivados de plantas, 
como son aceites esenciales del clavo, la canela, la castaña, el 
orégano, compuestos purificados del ajo u antioxidantes como 
el ácido gálico, contenido en numerosas plantas como el café, 
té, uva, arándanos, nueces, manzanas, etc. En micobacterias 
existen pocos estudios, centrados sobre todo en los mucolíticos 
N-acetil-L-cisteína o Tween 80, como los realizados por el grupo 
de la Fundación Jiménez Díaz. 

Aplicación del modelo de actividad de 
antibióticos y potenciales agentes antibiofilm 
frente a Mycobacterium avium complex 

Hemos estudiado aplicado este modelo al estudio de la 
actividad de antibióticos solos, en combinación de dos y en 
combinación de tres frente a cepas de MAC. También lo hemos 
aplicado utilizando agentes antibiofilm, solos y en combinación 
con antibióticos. 
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Con combinaciones de dos antibióticos hemos estudiado 
los siguientes potenciales agentes antibiofilm (PAA): ácido 
acetilsalicílico, paracetamol, ibuprofeno, N-acetil-L-cisteina, 
Tween 80, sulfuro de dialil. Observamos que los PAA no tienen 
actividad microbicida por si solos, pero si potencian la actividad 
de las combinaciones. Así, por ejemplo, las combinaciones 
de Claritromicina-Amikacina o Amikacina-Moxifloxacino son 
sinérgicas frente a MAC cuando se añade a la combinación 
cualquiera de estos PAA.

Hemos estudiado esta actividad frente a 10 combinaciones 
distintas de tres fármacos que puedan aplicarse por vía oral, 
formadas a partir de los siguientes: claritromicina, etambutol, 
bedaquilina, rifabutina, rifampicina, moxifloxacino y clofazimina, 

y combinándolos con ácido acetilsalicílico, ibuprofeno, N-acetil-
L-cisteína y sulfuro de dialil (derivado del ajo). Observamos que: 

 − La concentración necesaria de los fármacos individuales para 
ser activos frente a formas de biofilm aumenta de 4 a 7 veces 
la MIC frente a formas planctónicas, haciéndolos inviables. 

 −  Que las combinaciones de tres fármacos mejoran 3-4 veces 
las concentraciones en comparación a los fármacos indivi-
duales, aunque siguen siendo concentraciones elevadas en 
relación a los niveles alcanzables con dosis habituales por 
vía oral o parenteral. 

 − Que las combinaciones unidas a PAA son sinérgicas y con-
siguen actividad a concentraciones cercanas a las conside-
radas sensibles en suero (Figura 1) (Tablas 1-3).

Figura 1. Diseño del prototipo utilizado.
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Discusión

El uso de sustancias con potencial actividad antibiofilm tiene 

una presencia creciente en la literatura científica. No se conoce 

con exactitud el mecanismo por el cual actúan, sobre todo poten-

ciando la actividad de los antibióticos más que por una actividad 

antimicrobiana intrínseca. En mucolíticos o detergentes podrían 

tener un efecto disgregante, que actuase sobre la matriz del 

biofilm. En otros compuestos, por ejemplo ácido acetilsalicílico 

o el ácido gálico, se ha sugerido que interferirían la transmisión

Tabla 1. Antibióticos frente a formas planctónicas y de biofilm.

Tabla 2. Rango de concentración bactericida de biofilm (BBC) de combinaciones de tres fármacos frente a formas de biofilm de mac.

de señales entre bacterias a través del sistema quorum sensing, 
inhibiendo la actividad de moléculas que participan en la forma-
ción o el mantenimiento de la matriz del biofilm. Aunque quedan 
aspectos de esta actividad por aclarar, los datos parecen sugerir 
que pueden tener un papel en el tratamiento de infecciones en 
las que la formación de biofilm es importante en su persistencia.  

Conclusiones 

− La adición de potenciales agentes antibiofilm a combinacio-
nes de antibióticos frente a M. avium complex, logra un afecto

MIC: minimum inhibitory concentration (µg/mL): MBC: minimum bactericidal concentration (µg/mL); BBC: bactericidal biofilm concentration (µg/mL); MAC: 
Mycobacterium avium complex; CLA: clarithromycin; MOX: moxifloxacin, BED: bedaquiline; CLO: clofazimine; RB: rifabutin; RIF: rifampicin; EMB: ethambutol. 

Planktonic form Biofilm form

Antibiotic
M. avium M. intracellulare M. avium M. intracellulare

MIC50 MBC50 MIC50 MBC50 BBC50 BBC50

CLA 4 16 2 32 256 256

MOX 4 32 2 4 512 512

BED 0,5 4 0.5 4 128 64

CLO 4 4 16 32 512 256

RB 0,25 4 0,25 0,5 32 512

RIF 0,25 4 0,5 1 256 512

EMB 8 8 2 32 2.048 2.048

Antibiotic 
combination

M. avium M. intracellulare

BBC50 
(µg/mL)

FICI50 
range

% isolates showing 
synergistic activity1

BBC50 
(µg/mL)

FICI50 
range

% isolates showing 
synergistic activity1

CLA + BED + CLO 64 0,54 ≥ 4 25 64 0,31 - 1,75 50

CLA + BED + EMB 32 0,53 ≥ 4 25 64 0,22 - 1,38 50

CLA + CLO + EMB 256 0,52 ≥ 4 50 64 0,13 - 0,88 50

CLA + RB + EMB 16 1 ≥ 4 0 32 0,20 - 0,44 100

CLA + RF + EMB* 128 0,25 ≥ 4 25 64 0,20 - 0,53 100

MOX + BED + CLO 32 0,22 ≥ 4 25 64 0,31 - 1,63 75

MOX + BED + EMB 32 0,17 ≥ 4 50 64 0,22 - 3,23 50

MOX + CLO + EMB 128 0,43 ≥ 4 75 64 0,13 - 0,44 75

MOX + RB + EMB 64 1 ≥ 4 0 256 0,39 - 2,25 50

MOX + RF + EMB* 32 0,17 ≥ 4 25 64 0,25 - 3 75

BBC: bactericidal biofilm concentration (µg/mL); BF: biofilm form; FICI: fractional inhibitory concentration index; MAC: mycobacterium avium complex; 1percen-
tage of isolates showing synergistic activity with FIC values ≤0.75; CLA: clarithomycin; MOX: moxifloxacin; BED: bedaquiline; CLO: clofazimine; RB: ribabutin; RIF: 
rifampicin; EMB: ethambutol; * recomended combinations.

Discusión

El uso de sustancias con potencial actividad antibiofilm tiene 
una presencia creciente en la literatura científica. No se conoce 
con exactitud el mecanismo por el cual actúan, sobre todo poten-
ciando la actividad de los antibióticos más que por una actividad 
antimicrobiana intrínseca. En mucolíticos o detergentes podrían 
tener un efecto disgregante, que actuase sobre la matriz del 
biofilm. En otros compuestos, por ejemplo ácido acetilsalicílico 
o el ácido gálico, se ha sugerido que interferirían la transmisión 
de señales entre bacterias a través del sistema quorum sensing, 

inhibiendo la actividad de moléculas que participan en la forma-
ción o el mantenimiento de la matriz del biofilm. Aunque quedan 
aspectos de esta actividad por aclarar, los datos parecen sugerir 
que pueden tener un papel en el tratamiento de infecciones en 
las que la formación de biofilm es importante en su persistencia.  

Conclusiones 

 − La adición de potenciales agentes antibiofilm a combinacio-
nes de antibióticos frente a M. avium complex, logra un afecto 
sinérgico de las combinaciones, alcanzando concentraciones 
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M. avium

Antibiotic  
combination

NAC IBU ASA DDS

BBC50 FICI50 
Range

BBC50 FICI50 
Range

BBC50 FICI50 
Range

BBC50 FICI50 
Range

CLA + BED + CLO 2 0,007 - 0,16* 4 0,08 - 0.16* 2 0,08 - 0,13* 4 0,03 - 0,13*

CLA + BED + EMB 1 0,005 - 0,13* 1 0,005 - 0,07* 2 0,01 - 0,27* 1 0,005 - 0,27*

CLA + CLO + EMB 16 0,05 - 0,20* 32 0,08 - 0,20* 8 0,03 - 0,20* 8 0,05 - 0,41*

CLA + RB + EMB 4 0,03 - 0,26* 2 0,03 - 0,16* 2 0.03 - 0,13* 2 0,04 - 0,34*

CLA + RIF + EMB** 32 0,03 - 0,53* 8 0,03 - 0,22* 8 0,07 - 0,22* 8 0,03 - 0,17*

MOX + BED + CLO 4 0,08 - 0,14* 2 0,034 - 0,11* 4 0,034 - 0,11* 4 0,034 - 0,08*

MOX + BED + EMB 4 0,04 - 0,34* 4 0,04 - 0,69* 4 0,04 - 0,06* 4 0,04 - 0,34*

MOX + CLO + EMB 16 0,05 - 0,11* 8 0,03 - 0,14* 8 0,03 - 0,14* 8 0,03 - 0,22*

MOX + RB + EMB 1 0,08 - 0,55* 2 0,06 - 0,14* 2 0,07 - 0,55* 4 0,04 - 0,55*

MOX + RIF + EMB** 16 0,08 - 0,22* 8 0,04 - 0,44* 8 0,03 - 0,44* 0,03 - 0,44*

Tabla 3. Rango de BBC de combinaciones de tres antibióticos junto a potenciales agentes antibiofilm.

sinérgico de las combinaciones, alcanzando concentracio-
nes de antibióticos que pueden ser útiles en el tratamiento 
de infecciones pulmonares. 

− Dado que los potenciales agentes antibiofilm son fármacos
ya existentes, o productos derivados de plantas que tienen
diversos usos en humanos, sería factible diseñar estudios que
permitiesen corroborar o no su eficacia en el tratamiento
de los pacientes con infecciones pulmonares por M. avium 
complex.
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Introducción

La tuberculosis extrapulmonar (TBEP) está producida por 
Mycobacterium tuberculosis. Una vez el bacilo de Koch infecta a 
los pulmones se disemina por vía hematógena en la infección 
tuberculosa primaria y posteriormente se puede desarrollar la 
enfermedad en cualquier localización anatómica. La TBEP supone 
entre el 10-25% de los casos de tuberculosis, siendo mayor esta 
proporción en niños y en pacientes inmunodeprimidos como 
los pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia 
humana (VIH)1,2.

El diagnóstico de la TBEP es difícil debido tanto a la toma de 
la muestra, según la localización de la enfermedad, como a que 
estas muestras tienen una carga bacilar muy baja. El gold standard 
para el diagnóstico de la tuberculosis (TB) es el cultivo, pero en 
los últimos años se han desarrollado técnicas moleculares para 
mejorar el diagnóstico de la enfermedad tuberculosa.

El Xpert MTB/RIF (Cepheid Inc., Sunnyvale, CA, USA) (Xpert) 
es un cartucho que detecta simultáneamente M.tuberculosis y la 
resistencia a rifampicina mediante una PCR a tiempo real gene-
rando un resultado semicuantitativo en 90 minutos. Este sistema 
fue recomendado por la OMS en el año 2011 para el diagnóstico 
de la TB pulmonar con sospecha de multirresistencia TBMDR y en 
pacientes con TB pulmonar infectados con VIH3. En el año 2013 la 
OMS recomendó el Xpert MTB/RIF para el diagnóstico de la TBEP4. 
Por último, en el año 2017 la OMS recomendó la utilización del 
Xpert MTB/RIF Ultra (Ultra), este sistema nuevo sigue utilizando 
una PCR a tiempo real para la detección del bacilo de la TB pero 
incorpora nuevas dianas, la IS1081 y la IS6110, lo que permite un 
límite de detección de bacilo de la TB de 15.6 CFU5. Con estas 
innovaciones se mejora la sensibilidad, especialmente en casos 
de TB con baciloscopias negativas, y el tiempo de respuesta es 
inferior a 80 minutos.

En nuestro laboratorio el Xpert se utilizó desde el año 2009 
hasta el año 2019, a partir del año 2019 se utiliza el Ultra como 
técnica molecular para el diagnóstico de la TB.

El objectivo de este estudio es evaluar el Xpert MTB/RIF Ultra 
para el diagnóstico de la TBEP y su comparación con el Xpert 
MTB/RIF en las muestras extrapulmonares.

Material y métodos

Muestras
Desde 2014 hasta 2019, se han estudiado un total de 2186 

muestras extrapulmonares obtenidas de 1924 pacientes, 231 
pacientes pediátricos y 1693 pacientes adultos.

Promiento de las muestras
Las muestras clínicas se descontaminaron con N-acetil-L-

cisteína e hidróxido de sodio (NALC-NaOH) hasta una concentra-
ción final del 1 %. Posteriormente las muestras se centrifugaron 
durante 20 minutos a 3.000 g y el sedimento se resuspendió en 
1,0 ml de tampón fosfato (pH 6,8). Del cono de descontamina-
ción se realizó: 1) examen microscópico (tinción de auramina y 
Ziehl-Neelsen); 2) cultivo en medio sólido (Löwenstein-Jensen) 
y medio líquido, BACTEC MGIT 960 (Becton Dickinson Diagnos-
tic Instrument System, Maryland, EE. UU.) y 3) Xpert MTB/RIF o 
Xpert MTB/RIF Ultra.

La identificación de las especies aisladas se realizó con el 
método GenoType MTBDR y CM/AS (Hain Lifescience GmbH, 
Nehren, Alemania) de acuerdo con el protocolo del fabricante. 

El antibiograma para M.tuberculosis se realizó con el sistema 
BACTEC MGIT 960 utilizando el kit BD BACTEC MGIT 960 SIRE 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fármacos se traba-
jaron a una concentración final de: 1.0 µg/ml estreptomicina, 0.1 
µg/ml isoniazida, 1.0 µg/ml rifampicina, y 5.0 µg/ml etambutol.

Ensayo Xpert MTB/RIF
El ensayo Xpert MTB/RIF se realizó siguiendo las instrucciones 

del fabricante (Cepheid, Sunnyvale, CA, EE. UU.). El volumen uti-
lizado del cono de descontaminación fue de 500 ml para Xpert 
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MTB/RIF y del 1 ml para Xpert MTB/RIF Ultra. Todas las muestras 
se inocularon en el reactivo de muestra (SR) del ensayo Xpert 
MTB/RIF en una proporción de 1:2. La mezcla se agitó dos veces 
a temperatura ambiente durante 15 minutos. En total, se trans-
firieron 2 ml de la mezcla al cartucho y luego se introdujeron en 
el instrumento GeneXpert. Los resultados del ensayo Xpert MTB/
RIF se informaron automáticamente.

Análisis estadístico
Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el 

software SPSS (versión 19.0). El porcentaje de positividad de la 
microscopia, cultivo y ensayo Xpert MTB/RIF se compararon 
mediante la prueba de χ2. Un valor de p inferior a 0,05 se consi-
deró estadísticamente significativo. Los valores de sensibilidad y 
especificidad se calcularon en el intervalo de confianza (IC) del 
95%. También se estudió la concordancia entre las diferentes 
técnicas con el índice de kappa. Se utilizó el cultivo y las pruebas 
de sensibilidad a los fármacos como estándar de referencia.

Resultados

Población y muestras de estudio
La media de edad de los 1924 pacientes estudiados fue de 

52 años, su distribución por sexo femenino y masculino fue el 
39,2% y 60,7% respectivamente. La mediana de edad de los 231 
pacientes pediátricos fue de 9 años, un 43,2% eran del sexo fe-
menino y un 56,7% del sexo masculino. En cuanto a la población 
adulta, la media de edad de los 1693 pacientes fue de 58 años 
siendo el 38,7 % del sexo femenino y el 61,2% del sexo masculino.

De las 2186 muestras extrapulmonares estudiadas las cinco 
localizaciones con el mayor número de muestras procesadas 
fueron: 775 biopsias ganglionares, 392 líquidos pleurales, 335 
líquidos cefalorraquídeos, 113 líquidos pericárdicos y 101 biop-
sias cutáneas. 

De las 2186 muestras con sospecha de TBEP, 1 muestra pre-
sentó contaminación y 1 detección Xpert MTB/RIF falló. 

Comparación del ensayo Xpert y Ultra con el 
cultivo 

El porcentaje de positividad del ensayo Xpert MTB/RIF y del 
cultivo fue del 5,5% (121/2186), y 5,3% (116/2186), respectiva-
mente. El porcentaje de positividad de la microscopia fue del 
1,1% (25/2186). La comparación del ensayo Xpert y el Ultra 
con el cultivo mostró una diferencia estadísticamente significativa 
(p <0,01 en ambos ensayos). 

La sensibilidad, especificidad, e l v alor p redictivo p ositivo 

(VPP) y el valor predictivo negativo (VPN) del ensayo Xpert fue 

del 67,8% (57/84), 97,9% (1125/1148), 71,25 % (57/80), 97,6 % 

(1125/1152), y del ensayo Ultra fue de 81,25% (26/32), 98,37% 

(906/621), 63,4 % (26/41), 99,2 % (906/913) respectivamente. No 

hubo diferencias estadísticamente significativas entre el Xpert 

y el Ultra (χ2=2,042  p=0,153).

El índice Kappa del ensayo Xpert y el Ultra con el cultivo fue 

de 0,673 y 0,691, lo que indica una buena concordancia entre 

las técnicas moleculares y el cultivo.

Resistencia a la rifampicina 

Todas las cepas aisladas de M.tuberculosis fueron sensibles a 

la rifampicina, tanto en el cultivo (116) como las detectades con 

el ensayo Xpert y el Ultra (121). La concordancia fue del 100%.

Conclusiones

Con la prueba de Xpert MTB/RIF Ultra se obtienen mejores 

resultados de sensibilidad y especificidad q ue X pert MTB/RIF 

para la detección de M.tuberculosis en muestras extrapulmonares 

cuando se compara con el cultivo, con la ventaja de que permite 

la detección de la resistencia a rifampcicina en un tiempo muy 

corto. Debido a que son muestras paucibacilares además de 

las técnicas moleculares se debe realizar el cultivo de dichas 

muestras. 
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Introducción

La tuberculosis (TB) sigue siendo un problema para la salud 
global debido al aumento de la incidencia de casos con 
resistencias a antibióticos. Tener técnicas de diagnóstico 
rápidas podría ser una buena estrategia para mejorar el control 
de casos resistentes. La técnica de referencia para la detección de 
casos resistentes es el test fenotípico de sensibilidad a antibióti-
cos (DST). Esta prueba tiene como limitación el tiempo. El lento 
crecimiento de las micobacterias puede retrasar el diagnóstico 
hasta un mes, tiempo durante el que el paciente puede que no 
esté recibiendo el tratamiento más óptimo. En algunos países 
de alta carga de la enfermedad ya se están utilizando de forma 
rutinaria tests moleculares como el GeneXpert Ultra, que aparte 
de ser muy sensible para detectar Mycobacterium tuberculosis 
(MTB), también detecta mutaciones conocidas que confieren re-
sistencia a rifampicina (RIF). Estas pruebas diagnósticas se realizan 
a partir de muestras de esputo y son muy rápidas, pero evalúan 
un reducido espectro de mutaciones de resistencia, por lo que 
cepas resistentes con mutaciones poco comunes pueden esca-
par a ellos. Una buena alternativa es la secuenciación genómica 
(WGS) de MTB que no solo se está utilizando en investigación, 
sino que ya está siendo aplicada en sistemas de vigilancia de 
la enfermedad en países como Holanda o Reino Unido1. Esta 
herramienta permite establecer links epidemiológicos para es-
tudiar la transmisión de la enfermedad y detectar mutaciones de 
resistencia conocidas o potenciales candidatas, información que 
podría ser utilizada para dar un tratamiento personalizado a los 
pacientes. Actualmente, incluye un paso de cultivo para obtener 
suficiente biomasa para la secuenciación, pero se desconoce si 

supone un cuello de botella para la diversidad poblacional de 
la muestra diagnóstica y cómo puede afectar a la predicción de 
resistencias o a la inferencia epidemiológica. Por ello, en la última 
década ha habido un interés común en desarrollar técnicas de 
secuenciación directa a partir de muestras complejas como los 
esputos. La mayoría se han centrado en el diagnóstico y detec-
ción de mutaciones de resistencia, pocos han obtenido suficiente 
calidad como para evaluar la diversidad genética entre la muestra 
diagnóstica y su cultivo sacando conclusiones contradictorias 
por la falta de estandarización de protocolos2,3. 

Estudio 1: secuenciación de muestras 
diagnósticas y sus cultivos para comparar la 
diversidad genómica y ver cómo afecta a la 
predicción de resistencias

Uno de los objetivos era evaluar si el cultivo representa un 
cuello de botella en la diversidad genética que suponga un 
sesgo a la hora de obtener los resultados de la secuenciación 
por el hecho de que se pierdan aquellas poblaciones bacteria-
nas que están menos adaptadas a crecer in vitro. Para ello se 
compararon 61 pares de esputos y cultivos. Para obtener sufi-
ciente ADN de MTB para secuenciar, se llevaron a cabo técnicas 
de enriquecimiento de los esputos. Se utilizó un protocolo de 
extracción de ADN basado en una lisis diferencial, para eliminar 
ADN contaminante. Se evaluó la cantidad de ADN de MTB con 
una qPCR (marcador específico Rv2341) y en aquellos esputos 
que presentaban menos de 200 copias genómicas se realizó un 
paso de captura de ADN de MTBC con sondas de ARN previo 
a la secuenciación. En total se capturaron 16 y se secuenciaron 
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45 esputos directos. En el análisis de todas las muestras, se cla-
sificaron taxonómicamente las lecturas para descartar aquellas 
procedentes de humano y otros microorganismos. Las lecturas 
de MTB se mapearon contra el genoma de referencia y se realizó 
el llamado de variantes. Se evaluaron las fuentes de introducción 
de falsa variabilidad, descartando las variantes procedentes de 
errores de mapeado, genes conservados y familias génicas re-
petitivas. Tras comparar las variantes de alta confianza entre las 
muestras emparejadas se obtuvo una alta concordancia: 64% de 
las parejas no presentaban diferencias, el 28% presentaba de 1 a 5 
mutaciones discrepantes en esputo y solo el 8% presentaba más 
de 5 mutaciones discrepantes. En cualquier caso, no se obtuvo 
ninguna mutación fijada discrepante. La concordancia fue del 
100% en la predicción de resistencias y de linaje. Estos resulta-
dos sugieren que el cultivo representa la diversidad poblacional 
presente en el esputo, por tanto, para investigación, se puede 
secuenciar el cultivo, cuando el tiempo no sea un factor limi-
tante, o el esputo para recuperar aquellas cepas que no crezcan 
in vitro. En el caso del diagnóstico, actualmente, la WGS de MTB 
directa de esputo requiere optimización a nivel computacional 
y económico para usarse en vigilancia. 

Estudio 2: aplicación de la secuenciación 
de muestras del sud de Mozambique para 
detectar mutaciones asociadas a resistencia 
que escapan al GeneXpert Ultra

El segundo objetivo era aplicar la WGS para evaluar las mu-
taciones asociadas a resistencia a antibióticos de las cepas de 
MTB que circulan por el sur de Mozambique. En el sur de África 
la monitorización de resistencia a RIF supone un desafío debido 
a la propagación de un clon de TB multirresistente (MDR) con 
una mutación de resistencia a RIF de bajo nivel, rpoB_I4941F, que 
tampoco es detectada por el DST fenotípico ya que dificulta el 
crecimiento de la bacteria. Esta cepa generó un brote en Eswatini 
en el 2009 y luego en 2013 pasó a Sudáfrica4. En Mozambique, 
la última encuesta de vigilancia de resistencia a antibióticos se 
publicó en 2014 y las cifras estables, respecto a las encuestas 
anteriores, indican que se podría estar infraestimando la preva-
lencia de casos MDR (3.8% casos nuevos, 13% casos retratados). 
Para evaluar si esto se debe a la presencia de mutaciones de 

resistencia que escapan a los tests diagnósticos, se analizaron 
dos conjuntos de secuencias de muestras de pacientes con 
TB procedentes de dos estudios realizados en la provincia de 
Manhiça, al sur de Mozambique. El primero era del 2013-2014 y 
presentaba 275 muestras5; y el segundo del 2018 contenía 337 
muestras (no publicado). Se encontraron mutaciones RIF-R no 
incluidas en el Gene Xpert Ultra en tres cepas, la rpoB_I491F en 
un caso de 2014, no relacionado con el brote de Eswatini; y la 
rpoB_V170F en dos cepas del 2018. A pesar de no encontrar 
evidencia de propagación de la cepa MDR de Eswatini, sí que 
encontró transmisión transfronteriza después de analizar 10.000 
secuencias procedentes de 30 países africanos. Además, se 
detectó un aumento de casos nuevos resistentes a isoniacida 
no MDR (7.6%) suponiendo un nuevo reto para el control de la 
TB. Estos resultados sugieren que aunque solo se hayan detec-
tado mutaciones poco comunes en tres cepas de la región de 
Manhiça, como escapan de las técnicas diagnósticas actuales y 
hay una alta transmisión entre provincias, se podrían provocar 
brotes. Por tanto, el diseño de nuevos test moleculares o la 
combinación de estos con la secuenciación genómica podría 
ser la clave para detectar a tiempo cepas resistentes y dar a los 
pacientes tratamientos efectivos desde el primer momento para 
frenar la transmisión.
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Obtaining an objective confirmation of cure is one of the 
challenges to reach the objectives of the EndTB strategy. This is 
critical to confirm that M tuberculosis infecting a given person 
was successfully removed by the treatment, and that the trans-
mission to others is no longer possible. This is also essential as 
an objective measure to evaluate the efficacy of new treatments 
in clinical trials.

From a methodological point of view, demonstrating the 
correlation between a given biomarker (microbiological tests, a 
blood parameter, a clinical score) and a clinical outcome is more 
complex than demonstrating a statistical association at a given 
point in time, or a significant change over time. For example, in 
a study with 520 TB-VIH coinfected participants, the ACS COR 
transcriptomic signature showed significative changes over 
the first months of treatment but was a suboptimal predictor of 

relapse (AUC ROC 0.72, 95CI 0.58-0.85)1. At the trial level, what 
biomarkers are trying to capture is not the individual risk of an 
outcome, but the effect of two different interventions in that 
outcome. According to Prentice’s criteria, this means that the 
effect of the treatment on the surrogate explains completely 
the effect observed in the true endpoint. Large datasets from 
randomized participants are needed to evaluate this effect2.

Current cure criteria from the World Health Organisation are 
still based on sputum culture or smear. However, using WHO’s 
public dataset, we can easily calculate among pulmonary TB new 
cases with positive smear sputum at diagnosis who are consi-
dered as ‘treatment success’, 20% did not have a microbiological 
confirmation of cure (Figure 1). Relapse-free cure is the most 
common endpoint for phase 3 regulatory trials in TB. Hence, TB 
forms where microbiological samples are difficult to obtain at 

Figure 1. 2011 WHO global report. Microgiological cure vs treatment complete in smear positive new cases.
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diagnosis or follow-up have been systematically excluded from 
clinical trials (i.e., paediatric, extrapulmonary TB). Mid-treatment 
sputum status, either smear or culture conversion, or time to 
negative culture, is used as endpoint in earlier phase (2a-2b) trials. 
However, its capacity to predict treatment outcomes is limited 
both at the individual and at the treatment level. For example, 
in one study in Angola, the positive predictive value of a positive 
sputum smear after two months of treatment was only 31% to 
predict treatment failure for a given patient3. At the trial level, in 
a meta-analysis of the results of trials conducted by the British 
Medical Council during the 170’s and 1980’s, the correlation 
between the treatment effect on the month 2 culture status and 
the effect of the same treatment in the relapse rate was poor, 
with proportion of variation explained (R^2trial) of only 0.36, 
with wide geographical variations4.

Thousands of other biomarkers are being explored for 
monitoring treatment in tuberculosis, but they face similar 
limitations as compared to sputum microbiological tests, or 
they are still technically complex. For example, the C-reactive 
protein, a common marker of systemic inflammation, showed 
significant changes during the first 8 weeks of treatment in 
a recent meta-analysis, and has been endorsed by the WHO 
as a useful tool for treatment monitoring5. Other biomarkers 
that may be good predictors of clinical outcomes include: 
CT chest scan at week 8 or 24 to predict treatment failure, or 

Xpert Ct in sputum to predict culture status at a given point 
in TB treatment.

The ever evolving field of TB biomarkers is now undergoing a 
revolution. With the efforts being made to standardise data across 
clinical trials, with nested biomarker clinical studies, will provide 
large datasets to validate this robust streamline of biomarkers. 
However, further efforts of the TB community are needed to point 
the most relevant markers for the people affected by TB, and to 
move from mere descriptions of statistical associations to true 
predictive and surrogate validation studies.
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