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Introducción

La secuenciación de genoma completo (WGS, del inglés 
whole-genome sequencing) permite predecir resistencias en 
Mycobacterium tuberculosis complex estandarizadas según la se-
gunda edición del catálogo de la Organización Mundial de la Sa-
lud (OMS)1. Aunque el antibiograma fenotípico (pDST, del inglés 
phenotypic drug susceptibility testing) es el método de referencia, 
su reproducibilidad es variable, sobre todo ante mutaciones que 
confieren resistencias de bajo nivel2. El objetivo del estudio fue 
evaluar la concordancia diagnóstica entre la predicción genómi-
ca de resistencias (gDST, del inglés genotypic drug susceptibility 
testing) y el pDST en los fármacos de primera línea -rifampicina 
(RIF), isoniacida (INH), etambutol (EMB) y pirazinamida (PZA)- se-
gún dicho catálogo, e identificar el origen de las discrepancias 
fenotipo-genotipo para optimizar su aplicación clínica. 

Métodos

Estudio retrospectivo de concordancia diagnóstica. Se obtu-
vieron los resultados de los pDST de los diferentes laboratorios y se 
realizó de forma prospectiva la secuenciación de genoma completo 
de los aislados del complejo Mycobacterium tuberculosis (uno por 
paciente) procedentes de Cataluña entre 2022 y 2024 en el seno de la 
estrategia de vigilancia genómica TB-SEQ3. El análisis bioinformático 
se realizó siguiendo un pipeline previamente descrito3 y desarrollado 
por el Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV-CSIC). La predicción 
genómica de resistencias se llevó a cabo utilizando los datos de 
polimorfismos de nucleótido único (SNP, del inglés single nucleotide 
polymorphism) e inserciones/deleciones (indels) y asignando el grado 
de asociación a resistencia descrito en el catálogo. Las comparaciones 
se realizaron de forma independiente para cada fármaco, excluyendo 
únicamente aquellos casos sin datos disponibles de pDST para dicho 
antimicrobiano o con fallos en el proceso de secuenciación. 
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El análisis primario comparó el gDST frente al pDST aplicando 
un umbral de frecuencia alélica (FA) del 75 %. Las discordancias 
se clasificaron como gR/pS (gDST resistente y pDST sensible) o 
gS/pR (a la inversa). De forma exploratoria, se evaluó el impacto 
de umbrales de FA del 10 % y 5 % en el análisis de concordancia, 
y se repitió el pDST en medio líquido MGIT (Mycobacteria Growth 
Indicator Tube) para reevaluar la sensibilidad y especificidad en 
aquellos casos con discordancia entre gDST y pDST. Por último, 
se cuantificó el rendimiento incremental del WGS en aislados 
sensibles por pDST, la distribución de variantes de significado 
incierto (grupo 3 del catálogo de la OMS) y la frecuencia de 
variantes genómicas asociadas a resistencias por linaje. 

Resultados

Entre el 2 de enero de 2022 y el 31 de diciembre de 2024, 
de las 1774 muestras remitidas al Laboratorio de Microbiología 
del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, se secuenciaron 
con éxito 1748 aislados de Mycobacterium tuberculosis (98,5 %), 
correspondientes a un aislado por paciente. La profundidad y 
cobertura medias de los genomas fueron 110x (rango inter-
cuartílico [RIC], 89-121) y 99% (RIC, 99-99) respectivamente. En 
función de la disponibilidad de un pDST válido y de los aislados 
secuenciados con éxito, el análisis comparativo incluyó 1665 
aislados (95,3 %) para RIF, 1656 (94,7 %) para INH, 1655 (94,7 %) 
para EMB y 1597 (91,4 %) para PZA. 

Entre los aislados evaluados, la resistencia predicha por 
gDST frente a la observada por pDST fue del 1,5 % (27/1.748) 
vs. 1,5 % (25/1.665) para RIF; 5,4 % (94/1.748) vs. 5,9 % (97/1.656) 
para INH; 0,7 % (13/1.748) vs. 1,0 % (16/1.655) para EMB; y 2,1 % 
(37/1.748) vs. 4,4 % (71/1.597) para PZA. De acuerdo con las 
definiciones de la OMS, se registraron (gDST vs. pDST): sensi-
bilidad a todos los fármacos de primera línea, 92,3 % (1.614) 
vs. 90,2 % (1.577); monorresistencia a RIF, 0,5 % (8) vs. 0,3 % (6); 
MDR, 0,9 % (15) vs. 1,0 % (17); pre-XDR, 0,2 % (4) vs. 0,1 % (2); y 
ningún caso de XDR. 

En el análisis primario, la sensibilidad predicha del gDST 
frente al pDST fue del 76,0 % (19/25) para RIF, 80,4 % (78/97) 
para INH, 43,8 % (7/16) para EMB y 35,2 % (25/71) para PZA. 
La especificidad fue ≥ 99,5 % en los cuatro fármacos (Tabla 
1). La reducción del umbral de FA al 10 % y al 5 % para RIF no 
modificó la sensibilidad ni la especificidad de la predicción 
genómica frente al pDST. Para INH, reducir el umbral al 10 % 
disminuyó la especificidad en 1,2 puntos (98,3 %). Al bajar al 
5 %, se captaron 3 resistentes por pDST, lo que incrementó la 
sensibilidad respecto al pDST en 3,1 puntos (83,5 %) a expensas 
de una disminución de especificidad de 3,3 puntos (96,2%). 
En PZA, tanto el umbral del 10 % como el del 5% de FA au-
mentaron la sensibilidad frente a pDST en 1,4 puntos (36,6%), 
sin variar la especificidad. Para EMB, la disminución de FA no 
alteró la sensibilidad y redujo la especificidad en 0,1 puntos 
para ambos umbrales.

Tabla 1. Rendimiento diagnóstico y métricas de concordancia de la predicción genómica (gDST) frente al pDST basal y tras 
la repetición fenotípica de aislados discordantes.

Fármaco Capa gR/pR · gR/pS · 
gS/pR · gS/pS

Sensibilidad Especificidad VPP VPN

Rifampicina Primario 19 · 7 · 6 · 1.633 76,0
(56,6-88,5)

99,6
(99,1-99,8)

73,1
(53,9-86,3)

99,6
(99,2-99,8)

Repetición feno-
típica discordantes

19 · 7 · 2 · 1.637 90,5
(69,6-98,8)

99,6
(99,1-99,8)

73,1
(52,2-88,4)

99,9
(99,6-100,0)

Isoniacida Primario 78 · 8 · 19 · 1.551 80,4
(71,4-87,1)

99,5
(99,0-99,7)

90,7
(82,7-95,2)

98,8
(98,1-99,2)

Repetición feno-
típica discordantes

82 · 4 · 8 · 1.562 91,1
(83,2-96,1)

99,7
(99,3-99,9)

95,3
(88,5-98,7)

99,5
(99,0-99,8)

Etambutol Primario 7 · 4 · 9 · 1.635 43,8
(19,8-70,1)

99,8
(99,4-99,9)

63,6
(30,8-89,1)

99,5
(99,0-99,7)

Repetición feno-
típica discordantes

7 · 4 · 5 · 1.639 58,3
(27,7-84,8)

99,8
(99,4-99,9)

63,6
(30,8-89,1)

99,7
(99,3-99,9)

Pirazinamida Primario 25 · 5 · 46 · 1.521 35,2
(25,1-46,8)

99,7
(99,2-99,9)

83,3
(66,4-92,7)

97,1
(96,1-97,8)

Repetición feno-
típica discordantes

26 · 4 · 42 · 1.525 38,2
(26,7-50,8)

99,7
(99,3-99,9)

86,7
(69,3-96,2)

97,3
(96,4-98,1)

gR/gS: gDST resistente/sensible (grupos 1 y 2 del catálogo, frecuencia alélica ≥ 75 %); pR/pS: pDST resistente/sensible. VPP: valor predictivo positivo; 
VPN: valor predictivo negativo. Entre paréntesis, IC95 % (Wilson, o Clopper-Pearson si alguna celda es < 5). Primario: pDST original. Repetición 
fenotípica discordantes: análisis exploratorio de discordancias resueltas, que sustituye el pDST original por el repetido en los discordantes repetidos; 
sujeto a verificación diferencial.
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En el análisis exploratorio de discordancias se repitieron 
104 determinaciones a la concentración crítica en MGIT. Para 
RIF, las discordancias disminuyeron de 13 a 9, aumentando la 
sensibilidad del 76,0 % al 90,5 % (19/21). Cuatro de los 5 aislados 
gS/pR pasaron a sensibles y ninguno de los 5 gR/pS cambió a 
resistente (todos portaban mutaciones borderline en el gen rpoB: 
Leu430Pro, His445Asn o Leu452Pro).  Para INH, las discordancias 
se redujeron de 27 a 12. Once de los 16 aislados gS/pR pasaron a 
sensibles y 4 de los 6 gR/pS cambiaron a resistentes. La sensibili-
dad aumentó del 80,4 % al 91,1 % (82/90) y la especificidad subió 
del 99,5 % al 99,7 % (1.562/1.566). Para EMB, las discordancias 
bajaron de 13 a 9. Los 4 aislados gS/pR pasaron a sensibles y no 
hubo casos gR/pS repetidos. La sensibilidad aumentó del 43,8 
% al 58,3 % (7/12). En PZA, las discordancias descendieron de 
51 a 46. Cuatro de los 13 aislados gS/pR pasaron a sensibles y 
el único caso gR/pS pasó a resistente. La sensibilidad subió del 
35,2 % al 38,2 % (26/68).

Para el análisis por linajes se incluyeron 1.346 de los 1.748 
aislados, dado que para cada clúster genómico de transmisión 
reciente (≤5 SNPs) se seleccionó un solo aislado al azar. Las 
variantes asociadas a resistencia (grupos 1 y 2 del catálogo de 
la OMS) mostraron una distribución desigual entre linajes. El 
linaje 2 concentró una proporción elevada de resistencia a RIF 
(14,6 %, 6/41) e INH (19,5 %, 8/41). En aislados con variantes 
asociadas a resistencias, la proporción de cepas con pDST 
sensible fue del 26,9 % en RIF (7/26), 9,3 % en INH (8/86), 36,4 
% en EMB (4/11) y 16,7% en PZA. En el sentido contrario, entre 
los aislados fenotípicamente sensibles, el gDST predijo resis-
tencia en las siguientes proporciones: 0,4 % en RIF (7/1.640), 
0,5 % en INH (8/1.559), 0,2 % en EMB (4/1.639) y 0,3 % en PZA 
(5/1.526). El número necesario a secuenciar para identificar 
un caso gR/pS fue de 238 aislados en RIF, 207 en INH, 414 en 
EMB y 320 en PZA.

Finalmente, se analizó la distribución de variantes genómicas 
clasificadas como inciertas en el segundo catálogo de la OMS 
(grupo 3) para cada fármaco. La comparación (gS/pR vs. concor-
dantes sensibles) fue del 16,7 % (1/6) frente al 16,4 % (267/1.633) 
en RIF, del 42,1 % (8/19) frente al 20,4 % (317/1.551) en INH, del 
33,3 % (3/9) frente al 22,1 % (361/1.635) en EMB, y del 47,8 % 
(22/46) frente al 18,1 % (275/1.521) en PZA.  

Conclusiones

Aplicando el catálogo de la OMS, la predicción genómica 
mostró una elevada especificidad en todos los fármacos de 
primera línea. La sensibilidad frente al pDST basal fue mode-
rada para RIF e INH, y baja para EMB y PZA. La repetición del 
pDST resolvió parte de las discordancias iniciales, lo que podría 
sugerir una falta de reproducibilidad en el pDST. No obstante, 
este hallazgo debe interpretarse como exploratorio, ya que está 
sujeto a sesgo de verificación diferencial4. Los aislados gR/pS de 
RIF que mantuvieron fenotipo sensible portaban mutaciones en 
rpoB catalogadas como borderline1,5.

La reducción del umbral de FA tuvo un impacto heterogé-
neo y dependiente de cada fármaco. No alteró la sensibilidad y 
especificidad en RIF ni EMB, supuso una ganancia de sensibili-
dad para INH al considerar el umbral de 5% a expensas de una 
pérdida de especificidad, y en PZA se tradujo en un aumento de 
sensibilidad sin alterar la especificidad. Por último, se observó 
una mayor acumulación de variantes de grupo 3 clasificadas 
como inciertas por el segundo catálogo de la OMS en aislados 
gS/pR en INH, PZA y EMB, lo que podría sugerir una reevaluación 
de estas variantes como posibles determinantes de resistencia.
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