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RESUMEN 

La República de Angola es un país ubicado en la costa occidental del sur de África que 

se encuentra dentro de los 30 países con mayor carga de tuberculosis y mayor carga 

de tuberculosis multirresistente. Aunque no existen datos reales de prevalencia de 

tuberculosis multirresistente debido a la falta de laboratorios de microbiología 

capaces de realizar cultivos de micobacterias y la ausencia de métodos rápidos de 

detección de resistencia a Mycobacterium tuberculosis complex. 

El Hospital Nossa Senhora da Paz, situado en Cubal, un municipio de unos 250.000 

habitantes de la provincia de Benguela, en el sur del país, es un centro de referencia 

de tuberculosis a nivel nacional. Desde 2008 trabaja en colaboración con el Hospital 

Universitario Vall d’Hebron de Barcelona en diferentes proyectos dentro del ámbito 

sanitario. Uno de ellos permitió que entre abril de 2014 y julio de 2015, con el soporte 

financiero de PROBITAS, se llevará a cabo un estudio epidemiológico en el que se 

realizaron cultivos de esputo y pruebas de sensibilidad por métodos fenotípicos y 

genotípicos a todas las muestras basales de los pacientes con tuberculosis, así como 

una prueba rápida de reacción en cadena de la polimerasa y de resistencia a 

rifampicina (GeneXpert MTB/RIF) a todos los pacientes previamente tratados y a 

aquellos casos nuevos en los que la baciloscopia fue positiva tras dos meses de 

tratamiento.  

En el periodo de estudio se incluyeron un total de 422 pacientes, 311 (74%) fueron 

casos nuevos y los restantes 111 (26%) eran pacientes previamente tratados. 

Basándonos en el antibiograma fenotípico registramos un 8,0% de multirresistentes 

en casos nuevos y un 71,1% en pacientes previamente tratados. Estos datos revelan 

cifras de multirresistencia alarmantes, más de cuatro veces la prevalencia de 

tuberculosis multirresistente estimada por la Organización Mundial de la Salud. 

Paralelamente, también se evaluó el perfil de mutaciones asociadas a resistencia a 

rifampicina (gen rpoB) de las cepas circulantes, ya que la utilidad de las técnicas 

moleculares de detección de resistencia podía verse afectada por variaciones de estas 

entre diferentes regiones geográficas. Encontramos un total de 87 aislados 

resistentes a rifampicina. De los cuales, 74 casos (85,1%) tenían mutaciones de 
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resistencia asociadas a alto nivel de resistencia en la región determinante de 

resistencia a rifampicina (RRDR), 9 casos (10,3%) tenían mutaciones de resistencia 

asociadas a bajo nivel de resistencia en la región de resistencia a rifampicina, 2 casos 

(2,3%) eran aislados heterorresistentes y 2 casos (2,3%) no tenían mutaciones en el 

gen rpoB. Por lo que los métodos moleculares de detección de resistencia, por sí solos 

no hubieran sido capaces de detectar como resistentes estas dos últimas cepas. 

También hay que desatacar que entre los aislados sensibles a rifampicina se 

detectaron dos aislados (0,9%) portadores de mutaciones con cambio de sentido en 

la región determinante de resistencia a rifampicina no asociadas a resistencia que 

podrían haber sido identificados erróneamente como aislados resistentes por los 

métodos moleculares de detección de resistencia. A pesar de todo ello, estos datos 

respaldan el uso generalizado de los ensayos moleculares para la detección rápida de 

resistencia a rifampicina. 

En resumen, los datos aquí expuestos confirman que la tuberculosis es un problema 

de gran magnitud en Angola. No sólo por la elevada incidencia sino por la alta 

prevalencia de tuberculosis multirresistente, sobre todo en casos previamente 

tratados. Esto refuerza la necesidad de la incorporación en la práctica asistencial 

diaria de métodos de diagnóstico rápido de resistencias, la construcción de 

laboratorios con capacidad de realizar cultivos y antibiogramas de micobacterias, la 

incorporación de infraestructuras para el aislamiento y correcto manejo/tratamiento 

de los pacientes, así como la formación de personal sanitario.  
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SUMMARY 

The Republic of Angola is a country located on the western coast of southern Africa 

that is among the 30 countries with the highest burden of tuberculosis and the 

highest burden of multidrug-resistant tuberculosis. Although there are no real data 

on the prevalence of multidrug-resistant tuberculosis due to the lack of microbiology 

laboratories capable of performing mycobacterial cultures and the absence of 

molecular assays for the rapid detection of resistance to Mycobacterium tuberculosis 

complex. 

The Nossa Senhora da Paz Hospital, located in Cubal, a municipality of about 250,000 

inhabitants in the province of Benguela, in the south of the country, is a reference 

center for tuberculosis nationwide. Since 2008 he has been working in collaboration 

with the Vall d'Hebron University Hospital in Barcelona on different projects within 

the healthcare field. One of them allowed that between April 2014 and July 2015, with 

the financial support of PROBITAS, an epidemiological study will be carried out in 

which sputum cultures and susceptibility testing were performed by phenotypic and 

genotypic methods on all baseline samples of tuberculosis patients, as well as, a rapid 

polymerase chain reaction test to detect rifampicin resistance-associated mutations 

(GeneXpert MTB / RIF) in all previously treated patients and in new cases in which 

the smear test was positive after two months of treatment. 

In the study period, a total of 422 patients were included, 311 (74%) were new cases 

and the remaining 111 (26%) were previously treated patients. Based on the 

phenotypic antibiogram, we registered 8.0% of multidrug resistance in new cases and 

71.1% in previously treated patients. These data reveal alarming multidrug-

resistance figures, more than four times the prevalence of multidrug-resistant 

tuberculosis estimated by the World Health Organization. At the same time, the 

profile of mutations associated with rifampicin resistance (rpoB gene) of the 

circulating strains was also evaluated, since the usefulness of molecular resistance 

detection techniques could be affected by variations in the distribution of mutations 

between different geographic regions. We found a total of 87 rifampicin-resistant 

isolates. Of which, 74 cases (85.1%) had mutations in the rifampicin resistance 
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determining region associated with high level resistance, 9 cases (10.3%) had 

mutations in the rifampicin resistance determining region associated with low level 

resistance, 2 cases (2.3%) were heteroresistant isolates and 2 cases (2.3%) did not 

have mutations in the rpoB gene. Therefore, molecular assays for detection 

resistance, by themselves, would not have been able to detect these last two strains as 

resistant. It should also be noted that among the rifampicin-sensitive isolates, two 

isolates (0.9%) had missense mutations in the rifampicin resistance determining 

region not associated with resistance that could have been erroneously identified as 

resistant isolates by molecular assays for detection resistance. Despite this, these data 

support the widespread use of molecular assays for the rapid detection of rifampicin 

resistance. 

In summary, the data presented here confirm that tuberculosis is a major problem in 

Angola. Not only associated with higher tuberculosis incidence but also with higher 

prevalence of multidrug-resistant tuberculosis, especially in previously treated cases. 

This reinforces the need for the incorporation into daily healthcare practice of 

methods for rapid diagnosis of resistance, the construction of laboratories with the 

capacity to carry out cultures and antibiograms of micobacterias, the incorporation of 

infrastructures for the isolation and correct management/treatment of patients, as 

well as the training of health personnel. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La antigüedad del bacilo de la tuberculosis (TB) se ha estimado en más de 70 mil 

años.1 Por lo tanto, es probable que la TB sea una de las enfermedades infecciosa más 

antiguas de la humanidad (existen evidencias del padecimiento de esta enfermedad 

desde 3,700 a.C.). Sin embargo, aún constituye un importante problema de salud 

pública y desafortunadamente parece distar mucho de poder ser erradicada.2  

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), en el año 2019, 10 millones de 

personas enfermaron de TB y 1,4 millones murieron. Desde el punto de vista 

geográfico, la mayoría de los casos de TB se registraron en las Regiones de la OMS de 

Asia Sudoriental (44%), África (25%) y el Pacífico Occidental (18%), con porcentajes 

menores en el Mediterráneo Oriental (8,2%), las Américas (2,9%) y Europa (2,5%). 

Aunque proporcionalmente a la población, la región de África es la que soporta la 

mayor carga de enfermedad, véase figura 1.2   

La resistencia a los fármacos antituberculosos constituye un problema añadido que 

amenaza el éxito de la lucha contra la TB en todo el mundo. En 2019, se estima que 

hubo medio millón de personas afectadas por una TB multirresistente (MDR). Los 

tres países con una mayor proporción de carga mundial de TB MDR fueron la India 

(27%), China (14%) y la Federación Rusia (8%). En el ámbito mundial, se estima que 

el 3,4% de los casos nuevos de TB y el 18% de los casos previamente tratados eran 

personas afectadas por una TB MDR. Las tasas más altas (>50% en casos tratados 

previamente) se dan en países de la antigua Unión Soviética, véase figura 2 y 3.2  

Sin embargo, con el diagnóstico y tratamiento oportuno la mayoría de las personas 

enfermas de TB pueden curarse y la transmisión de la infección puede frenarse. 

Además, el número de casos anuales de TB (y por ende el número de muertes debidas 

a la enfermedad) también puede aminorase reduciendo la prevalencia de los factores 

de riesgo de la TB (por ejemplo, el tabaquismo, la diabetes y la infección por el virus 

de la inmunodeficiencia humana [VIH]), ofreciendo tratamiento preventivo a las 

personas con infección latente y adoptando medidas multisectoriales sobre los 

determinantes generales de la infección y la enfermedad (por ejemplo, la pobreza, la 

calidad de la vivienda y la desnutrición).2 
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Figura 1. Incidencia de tuberculosis en el 2019 

Fuente: WHO. Global Tuberculosis Report 2020.2  

Figura 2. Porcentaje de pacientes con tuberculosis multirresistente entre los pacientes 

nuevos. 

Fuente: WHO. Global Tuberculosis Report 2020.2  
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Figura 3. Porcentaje de pacientes con tuberculosis multirresistente entre los pacientes 

previamente tratados. 

Fuente: WHO. Global Tuberculosis Report 2020.2  

1.1 Etiología de la tuberculosis 

El 24 de marzo de 1882 el médico y microbiólogo alemán Robert Heinrich Herman 

Koch (1843-1910) anunció el descubrimiento del agente etiológico de la TB.3 Sin 

embargo, Mycobacterium tuberculosis (MTB) (sensu estricto) no es la única causa de 

TB en humanos. Todas las especies capaces de producir TB en humanos y/o animales 

se agrupan dentro del complejo M. tuberculosis (MTBC). Este complejo está 

compuesto por M. tuberculosis (sensu estricto), Mycobacterium canetti (subespecie de 

M. tuberculosis), Mycobacterium africanum (subtipo I o II), Mycobacterium bovis, M. 

bovis Calmette-Guérin (BCG), Mycobacterium caprae, Mycobacterium microti, 

Mycobacterium orygis y Mycobacterium pinnipedi.4,5 Los miembros de este grupo son 

micobacterias altamente relacionadas, que exhiben una gran homogeneidad en la 

secuencia de nucleótidos, a pesar de sus variaciones en cuanto a poder patógeno, 

distribución geográfica, epidemiología, hospedador preferente, y algunas 
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características fisiológicas, tales como la morfología de la colonia o el patrón de 

resistencia a fármacos.6 

MTB (sensu estricto) es la principal causa de TB en humanos e infecta a más de un 

cuarto de la población mundial (su único reservorio).2 Sin embargo, hay que tener en 

cuenta que en algunas regiones de África la principal causa de TB en humanos puede 

ser M. africanum (M. africanum subtipo I es más frecuente en la zona oeste del 

continente africano y M. africanum subtipo II es más frecuente en la zona este). M. 

bovis causa TB en el ganado, los humanos y otros primates, así como, en animales 

como perros, gatos, cerdos o papagayos. M. caprae, M. microti, M. orygis, y M. 

pinnippedi infectan al ganado caprino, pequeños roedores, bóvidos y pinnípedos, 

respectivamente, todas ellos son causantes de casos de zoonosis, aunque en menor 

medida que M. bovis.4,5 Por otro lado, M. bovis-BCG es una variante atenuada obtenida 

en el laboratorio a partir de una cepa de M. bovis que por sucesivos pases de cultivo 

perdió su poder patógeno, pero mantuvo su capacidad antigénica; motivo por el cual 

actualmente se utiliza como vacuna para la prevención de la TB, como vehículo 

recombinante para otras vacunas y como tratamiento inmunógeno que puede causar 

enfermedad en inmunodeprimidos al tratarse de una cepa viva.4,5  

La taxonomía molecular ubica estas especies dentro del orden Actinomycetales, el 

suborden Corynebacterineae y la familia Mycobacteriaceae. Todos ellos son bacilos 

inmóviles aerobios o microaerófilos ligeramente curvados o rectos (0,2-0,6 x 1,0-10 

μm) que suelen presentarse sueltos, pero a veces aparecen ramificados formando 

filamentos y micelios que se fragmentan con facilidad en formas bacilares y cocoides. 

Sin embargo, no producen conidios ni hifas áreas visibles. Otra característica 

diferencial es el alto porcentaje de guanina más citosina (G+C=57-73%) del genoma 

de las micobacterias, así como, la presencia de una pared celular muy compleja, con 

abundancia de lípidos (algo excepcional entre las bacterias grampositivas). Esta capa 

cerosa confiere muchas de las características propias del género: ácido-alcohol 

resistencia, hidrofobicidad, resistencia a varios antibióticos, además de distintas 

propiedades inmunológicas.7 
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1.2 Historia natural e inmunopatología de la tuberculosis 

En la mayoría de los casos la TB humana es el resultado de la inhalación de gotas de 

Pflügge (micro gotas, principalmente de saliva y moco, que se expulsan por la boca y 

la nariz al hablar, estornudar, toser o espirar) que albergan el bacilo. Estas partículas 

miden menos de 5 μm, y en el exterior, pierden una parte de su contenido acuoso por 

evaporación, dejando un núcleo con unos pocos bacilos que puede permanecer en 

suspensión por un periodo prolongado en el ambiente. Las partículas de gran tamaño 

(>10 μm) quedan fácilmente retenidas en la barrera mucosa de las vías respiratorias 

superiores y son eliminadas por el sistema defensivo mucociliar, sin embargo, las de 

pequeño tamaño (entre 1 y 5 μm), como las gotas de Pflügge, tienen la capacidad de 

llegar hasta los alveolos. Si esto sucede los bacilos serán fagocitados por los 

macrófagos alveolares.6  

Dado que MTB es un agente patógeno intracelular, el bacilo consigue evitar su 

destrucción, impidiendo la unión del fagosoma y el lisosoma, y multiplicándose en el 

interior del macrófago hasta posteriormente destruirlo. Al igual que ocurre con otros 

patógenos intracelulares, el macrófago infectado secreta citocinas (entre ellas, el 

factor de necrosis tumoral [TNF]) y quimiocinas que desencadenan un proceso 

inflamatorio local, y con ello una respuesta inespecífica de defensa que se caracteriza 

por el acumulo inicial de neutrófilos y posteriormente de nuevos macrófagos en el 

foco de infección. Esta respuesta innata fracasa en la contención del bacilo, de manera 

que consigue diseminarse. Este crecimiento bacilar es detenido con la generación de 

una respuesta inmunitaria basada en linfocitos T de tipo CD4 mayoritariamente, pero 

también de linfocitos CD8 y linfocitos B. La respuesta inmunológica protectora contra 

la TB está dominada por la inmunidad celular, con muy poca participación de los 

anticuerpos. Los linfocitos Th1 tienen un particular interés, ya que migran hacia el 

foco de infección y liberan citocinas activadoras de macrófagos, tales como el 

interferón gamma (INF-γ) y el TNF-. Igualmente, son los responsables de la 

hipersensibilidad retardada, al desplazarse y proliferar ante la presencia de pequeñas 

concentraciones de proteínas de la pared celular de MTB permitiendo focalizar 

macrófagos y linfocitos específicos alrededor del bacilo, evitando su crecimiento y su 
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diseminación. La activación de los macrófagos mediante INF-γ desencadena una 

acidificación y un incremento de los radicales de oxígeno y de nitrógeno en el interior 

del fagosoma que permite destruir un alto porcentaje de población bacilar. No 

obstante, el porcentaje restante es capaz de adaptar su metabolismo para responder a 

esta situación de estrés y consigue sobrevivir en estado de latencia. En el 90% de los 

casos la pequeña población bacilar del granuloma crónico acaba por ser destruida 

previa fibrosis y reabsorción del granuloma en un proceso de años de evolución. En 

un 5% puede originar una enfermedad primaria, en el caso de que el crecimiento 

bacilar no sea contenido inicialmente, ocasionando cuadros patológicos de diferente 

gravedad. El 5% restante de los infectados pueden desarrollar una enfermedad 

postprimaria durante toda la vida, a partir de la reactivación de focos infecciosos 

localizados.6  

1.3 Clínica de la tuberculosis  

Las manifestaciones clínicas son inespecíficas y muy variables. Habitualmente se 

distinguen manifestaciones de carácter general y otras referidas al órgano o sistema 

afecto. Las manifestaciones generales clásicas consisten en un cuadro inespecífico 

subagudo o crónico caracterizado por adelgazamiento, astenia, anorexia, febrícula de 

predominio vespertino y sudoración nocturna. En ocasiones (10-20%), la TB es 

asintomática y se descubre de forma casual o mediante el estudio de contactos de un 

enfermo tuberculoso. Los datos de laboratorio son asimismo inespecíficos; puede 

observarse leucocitosis y leucopenia, y a veces anemia.6  

Aunque la TB puede afectar cualquier órgano, la mayoría de las infecciones en 

pacientes inmunocompetentes están restringidas a los pulmones (85-90%).6 La edad 

de presentación depende de la situación epidemiológica; en países con alta 

prevalencia afecta a personas jóvenes (edad media inferior a 30 años), mientras que 

en los de baja prevalencia afecta a personas mayores.6 Varios factores aumentan el 

riesgo de contraer la TB. Enfermedades concomitantes como la infección por el VIH, la 

diabetes mellitus, el tabaquismo, el consumo de alcohol y drogas y los trastornos de 

salud mental aumentan significativamente el riesgo de padecer TB. Otras afecciones 
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que alteran los mecanismos de defensa del sistema inmunitario como la desnutrición, 

el cáncer y los tratamientos con inmunomoduladores también aumentan el riesgo de 

presentar TB.8 

1.4 Bases bacteriológicas para el tratamiento de la tuberculosis 

Las micobacterias presentan resistencia natural a numerosos antibacterianos, por el 

hecho de poseer una pared compleja, muy hidrófoba, con una permeabilidad reducida 

para un gran número de compuestos.9 También se han descrito enzimas modificantes, 

como betalactamasas, o sistemas de eflujo que contribuyen a esta resistencia 

natural.10,11 Por todo ello, el tratamiento de la TB se lleva a cabo mediante fármacos 

específicos, también llamados fármacos antituberculosos.  

La estreptomicina (STM) fue el primer fármaco antituberculoso eficaz que se utilizó 

en el tratamiento de la TB, introducida en 1946.12 Sin embargo, poco tiempo después 

se observó que los pacientes experimentaban una mejoría inicial con una rápida 

recaída como consecuencia del desarrollo de resistencias al fármaco.13 La resistencia 

adquirida a fármacos en MTBC se debe a mutaciones espontáneas en los genes que 

regulan las dianas de los fármacos antituberculosos. Estas mutaciones son 

cromosómicas e irreversibles. Se estima que una población de en torno a 106 

bacterias/ml puede generar una bacteria mutante frente a un fármaco.  Por ello, si se 

administra un único fármaco es seguro que se desarrollará resistencia, debido a que 

la población de bacterias en las lesiones supera este número y, por tanto, una vez el 

fármaco hayo eliminado las bacterias sensibles, la bacteria mutante regenerará de 

nuevo la población. Si se administran dos fármacos de forma simultánea, será 

necesario que haya una población bacteriana de 1010 a 1012 bacterias/ml para 

generar una mutante a ambos fármacos. Esta es una población elevada poco frecuente 

de alcanzar en las lesiones. Con la administración conjunta de tres fármacos se eleva 

hasta 1015 a 1018 bacterias/ml el número de bacterias necesario para generar una 

bacteria mutante a los tres fármacos, una población imposible de alcanzar. Por tanto, 

administrar tres fármacos eficaces es el objetivo. No obstante, las pautas terapéuticas 

con cuatro fármacos se justifican por la posibilidad de contagiarse con una cepa 

resistente a alguno de ellos.14 En resumen, se requiere la asociación de varios 
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fármacos para evitar el desarrollo de resistencias. Otro factor importante a tener en 

cuenta es la necesidad de una quimioterapia prolongada para que los fármacos 

puedan actuar sobre todas las poblaciones bacilares y evitar las recaídas, ver figura 4.  

Figura 4. Disminución de bacterias viables en una muestra de esputo de un paciente con 

enfermedad tuberculosa en tratamiento.  

El número de bacterias disminuye rápidamente durante la fase inicial del tratamiento (curva 

azul), esta tasa de disminución es menos rápido en la fase posterior (curva roja). El patrón 

bifásico que se observa (curva negra discontinua) sugiere la presencia de varias poblaciones 

bacterianas con diferente sensibilidad a los fármacos antituberculosos. Abreviaturas: CFU = 

unidades formadoras de colonia, por sus siglas en inglés. 

Fuente: Horsburgh CR et al. Treatment of Tuberculosis.15 

En el foco de infección existen poblaciones bacilares con diferentes características 

metabólicas: los bacilos presentes en las cavidades pulmonares se multiplican de 

forma activa en un ambiente aerobio (bacilos metabólicamente activos); los bacilos 

del interior de los macrófagos se multiplican en un ambiente microaerófilo que 

induce la latencia (bacilos en fase de inhibición ácida), y los que se encuentran en el 

interior del caseum tienen un crecimiento intermitente (bacilos en fase de 

multiplicación esporádica).16 Por otro lado, también hay que tener en cuenta la 

biodisponibilidad de los fármacos. Los bacilos pueden multiplicarse en los tejidos, 

donde la penetración de los antibióticos es fácil o bien encontrarse en cavidades 
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pulmonares, pus o material caseoso, donde la penetración de los antibióticos resulta 

más difícil.16 Esto hace que los fármacos presenten un perfil de actividad diferenciado 

frente a cada una de estas localizaciones y poblaciones, y es necesario asegurarse de 

que el tratamiento prescrito sea activo frente a todas ellas,16 véase figura 5. 

Figura 5. Características de los fármacos con actividad frente a Mycobacterium tuberculosis.  

La prevención de resistencias, la actividad bactericida y la actividad esterilizante se exponen de 

mayor a menor (actividad alta, moderada y baja) en la tabla, mientras que la toxicidad se expone 

al revés en la flecha del lado derecho (baja, moderada, alta), para poder poner en la parte superior 

los mejores fármacos disponibles según todas estas características.  

Fuente: Caminero JA et al. Diagnóstico y tratamiento de la tuberculosis con resistencia a fármacos.17  

1.5 Diagnóstico microbiológico de la tuberculosis 

1.5.1 Microscopía de frotis de esputo o baciloscopia 

En el momento actual, la técnica más rápida, sencilla y accesible para realizar el 

diagnóstico rápido de la TB es la tinción ácido-alcohol resistente. Permite la detección 

en muestras clínicas de todos los miembros del género Mycobacterium, pero para que 

sean detectables deben existir entre 5.000–10.000 bacilos/ml en la muestra. En 

países con alta carga de TB, la detección de bacilos ácido-alcohol resistentes en 
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muestras clínicas suele ser sinónimo de TB, sobre todo en muestras respiratorias. Las 

técnicas de tinción más empleadas son las tinciones de Ziehl-Neelsen y la fluorescente 

de Auramina-Rodamina. Se ha demostrado que la especificidad de ambas es similar, si 

bien la tinción fluorescente posee la ventaja de ser examinada con un menor número 

de aumentos, lo que redunda en un menor tiempo de evaluación de cada extensión. Se 

recomienda además la realización de un recuento del número de bacilos presente en 

la muestra para valorar el seguimiento del tratamiento.18    

La identificación de casos bacilíferos es de especial importancia, puesto que se trata 

de los pacientes más contagiosos, y su detección es prioritaria en todos los programas 

de lucha contra la TB como paso esencial en la rotura de la cadena de transmisión de 

la enfermedad. Por ello, todo paciente sospechoso de TB debe ser estudiado mediante 

tinción.18  Además de su papel fundamental en el diagnóstico, la microscopía también 

es esencial para realizar un seguimiento de la eficacia del tratamiento. En este 

sentido, deben obtenerse muestras para baciloscopía coincidiendo con las visitas de 

seguimiento. El número de bacterias presentes en la tinción disminuirá si el 

tratamiento es eficaz, aunque la conversión de la tinción puede tardar en función de 

la carga bacilar inicial de las lesiones.18   

1.5.2 Cultivo microbiológico  

Se debe realizar el cultivo para micobacterias en todo paciente con sospecha de TB. El 

cultivo, considerado la prueba de referencia, posee mucha mayor sensibilidad que la 

tinción, siendo capaz de detectar entre 10–100 bacterias/ml de muestra. Además, 

permite aislar la micobacteria presente en la muestra, y hace posible su identificación 

de especie y el estudio de sensibilidad a los antibióticos. El principal inconveniente 

del cultivo es la lentitud en la obtención de resultados positivos, hecho que está 

determinado por las características metabólicas del patógeno. MTB, así como el resto 

de especies del complejo, son micobacterias de crecimiento lento, lo que implica que 

son necesarias de dos a seis semanas para dar lugar a crecimiento visible 

macroscópicamente en medios de cultivo sólidos. Con el objetivo de minimizar este 

período de incubación se han empleado diversas estrategias, y en el momento actual 

la más utilizada es el empleo de medios líquidos automatizados. Estos medios 
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permiten detectar la presencia de crecimiento bacteriano entre 7–10 días antes que 

los medios sólidos.18   

1.5.3 Detección fenotípica de resistencias o antibiograma 

El estudio de sensibilidad de MTBC se basa en la detección en el cultivo de un 

porcentaje superior al 1% de bacterias resistentes en comparación con un control de 

crecimiento sin antibiótico. La existencia de estas bacterias resistentes se debe a la 

elevada tasa de mutaciones de resistencia que presentan frente a los distintos 

antibióticos utilizados en el tratamiento. En el momento actual, en el mercado se 

dispone de varios sistemas comerciales estandarizados, basados en los mismos 

medios líquidos automatizados o semiautomatizados utilizados en el cultivo. 

Permiten la realización del antibiograma de forma relativamente sencilla en la 

mayoría de los laboratorios de micobacteriología. No obstante, deberá ser realizado 

por laboratorios con experiencia que posean una carga de trabajo suficientemente 

elevada, y que se sometan de forma repetida a diversos controles de calidad, tanto 

internos como externos. En el momento actual se recomienda la realización de 

antibiograma a fármacos de primera línea a todos los aislamientos de muestras 

iniciales de pacientes nuevos o tratados previamente, con el objetivo de conocer la 

respuesta de los aislados clínicos frente a los mismos y ajustar el tratamiento cuando 

sea necesario. Cuando se detectan resistencias es importante confirmarlas, si es 

preciso repitiendo el ensayo o remitiendo el aislado a un centro de referencia, así 

como descartar falsas resistencias debidas a contaminación por otras micobacterias o 

por bacterias convencionales. Ante la presencia de resistencia, sobre todo a isoniacida 

(INH) y/o rifampicina (RIF), estará indicada la realización de antibiograma frente a 

fármacos de segunda línea. Como no existe en la actualidad una estandarización 

ampliamente aceptada, se recomienda derivar el aislado a un centro de referencia o 

con suficiente experiencia en su realización.18   

Los aislados resistentes se clasificarán en categorías en función de las pruebas de 

sensibilidad antibiótica: monorresistencia, resistencia a solo un antituberculoso de 

primera línea; polirresistencia, resistencia a más de un antituberculoso de primera 

línea distinto de la NH y la RIF; multirresistencia, resistencia a al menos la INH y la 
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RIF; extremadamente resistente, aislados MDR con resistencia a fluoroquinolonas (FQ) 

y por lo menos uno de los tres fármacos del grupo A,19 ver figura 6.  

Figura 6. Fármacos recomendados para el tratamiento de la tuberculosis resistente a 

rifampicina y la tuberculosis multirresistente.  

Grupo de Fármacos Fármaco Abreviación 

Grupo A Incluya los tres medicamentos (a 

menos que no se puedan usar) 

Levofloxacino o moxifloxacino LFX o MFX 

Bedaquilina BDQ 

Linezolid LZD 

Grupo B Agregue ambos medicamentos (a 

menos que no se puedan usar) 

Clofazimina CFZ 

Cicloserina o terizidona CS o TRD 

Grupo C Agregar para completar el régimen 

y cuando no se puedan usar 

medicamentos de los grupos A y B 

Etambutol EMB 

Delamanid DLM 

Pirazinamida PZA 

Imipenem/cilastatina o 

meropenem 

IPM/CLN o 

MPM 

Amikacina (o estreptomicina) AMK (o STM) 

Etionamida o protionamida ETO o PTO 

ácido para-aminosalicílico PAS 

Fuente: WHO. WHO treatment guidelines for drug resistant tuberculosis 2016 update.20 

1.5.4 Detección genotípica de resistencias 

La lentitud del antibiograma (4-8 semanas desde la obtención de la muestra) ha 

estimulado el desarrollo de métodos rápidos de detección molecular de resistencias. 

Se basan en la premisa de que el mecanismo principal de resistencia a los fármacos 

son mutaciones cromosómicas irreversibles, por lo que detectando las mutaciones se 

diagnostica la resistencia. La ventaja más importante de los métodos genéticos de 

detección de resistencias es la rapidez. En condiciones de rutina asistencial permite 

obtener resultados en pocas horas o pocos días. Cuando se aplica sobre cultivos 

positivos, la sensibilidad es cercana al 100% para detectar las mutaciones incluidas 

en el diseño de la técnica. También puede utilizarse directamente sobre muestras 

clínicas. En este caso, la sensibilidad dependerá de la concentración de bacterias en la 

muestra, siendo mayor en las muestras con microscopía positiva con alta carga 

bacilar y menor en las muestras con microscopía negativa. No obstante, la realización 

del antibiograma debería ser obligada, ya que estas técnicas no detectan todas las 
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resistencias, por lo que su principal utilidad se la confiere el proporcionar una 

información preliminar y rápida del antibiograma, especialmente cuando se detectan 

mutaciones de resistencia.14 

De entre estas técnicas moleculares es necesario resaltar la prueba Xpert MTB/RIF, 

que permite la identificación de MTBC, así como, la detección de resistencia a RIF en 

un plazo de 2 horas, en muchos entornos con bajos requerimientos de bioseguridad e 

infraestructura. I las pruebas basadas en sondas en línea (LIPA, por sus siglas en 

inglés) de las cuales existen varios ensayos comercializados que permiten la 

detección rápida (en menos de 48 horas) de resistencias a fármacos de primera 

(INNO-LiPA Rif.TB, GenoType MTBDRplus) y segunda línea (GenoType MTBDRsl). 

1.6 Tratamiento de los pacientes con tuberculosis 

En condiciones ideales, la elección de un régimen de tratamiento apropiado debería 

determinarse en función del perfil de resistencia del microorganismo que afecta al 

paciente. Sin embargo, en algunos países el acceso a pruebas de sensibilidad a 

fármacos es muy limitado. Por ello, el régimen terapéutico se suele establecer en 

función del antecedente de tratamiento previo.8 

1.6.1 Tratamiento de los enfermos sin antecedente de tratamiento previo 

En los casos nuevos en los que se presupone sensibilidad a todos los fármacos, la 

pauta terapéutica de elección será la asociación de INH, RIF, EMB y PZA durante dos 

meses, seguida de una fase de continuación de cuatro meses con INH y RIF (fase de 

continuación con INH, RIF y EMB si las tasas de resistencia primaria a INH son altas).8  

1.6.2 Tratamiento de los enfermos con antecedente de tratamiento previo  

Entre las personas que han recibido tratamiento en el pasado, se incluyen aquellas 

que necesitan un tratamiento por una recaída, un tratamiento después de un fracaso 

terapéutico o un tratamiento después de pérdida durante el seguimiento. El correcto 

manejo de estos pacientes con alta sospecha de multirresistencia primaria requiere 

de la realización de pruebas de sensibilidad a fármacos. Recomendándose, como 
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mínimo, la realización de pruebas de diagnóstico rápido para la detección de 

resistencia a RIF. Si estas pruebas no detectan mutaciones asociadas a resistencia, la 

pauta terapéutica de elección será la asociación de INH, RIF, PZA y EMB durante seis 

meses. Por el contrario, si se demuestra la presencia de mutaciones asociadas a 

resistencia, se recomendará el uso de pautas para el tratamiento de TB-MDR.8 

1.6.3 Tratamiento de la tuberculosis multirresistente 

1.6.3.1 Esquemas alargados de tratamiento 

Los esquemas alargados de tratamiento tienen, en general, una duración total del 

tratamiento de 18 a 20 meses. I consisten en pautas que han de incluir los tres 

fármacos del grupo A y al menos un fármaco del grupo B para asegurar que el 

tratamiento comience con al menos cuatro fármacos contra la TB que probablemente 

sean efectivos y que se incluyan al menos tres fármacos durante el resto del 

tratamiento después de que se suspenda la administración de la BDQ (normalmente 

se interrumpe 6 meses después de iniciar su administración). Si solo se utilizan uno o 

dos fármacos del grupo A, se deben incluir los dos fármacos del grupo B. Si el 

esquema no puede estar compuesto únicamente por fármacos de los grupos A y B, se 

añaden fármacos del grupo C para completarlo, ver figura 6. 

1.6.3.2 Esquemas acortados de tratamiento 

En pacientes que no hayan recibido previamente tratamiento durante más de 1 mes 

con fármacos de segunda línea utilizados en el esquema acortado de tratamiento de la 

TB-MDR o en los que se ha descartado la resistencia a las FQ y a los fármacos 

inyectables de segunda línea, se puede utilizar un esquema acortado de tratamiento 

de la TB-MDR de 9 a 12 meses, en lugar de los esquemas alargados. Este régimen 

consta de una fase inicial intensiva de cuatro meses (prolongable hasta un máximo de 

seis meses) con AMK (puede también usarse kanamicina [KAN]), MFX, CFZ, PTO (o 

ETO), PZA, EMB e INH. Seguido de una fase de continuación de cinco meses con MFX, 

CFZ, EMB y PZA.8  
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1.7 Epidemiología:  situación actual en África 

Según el informe presentado por la OMS se estima que en 2019 aproximadamente 2,5 

millones de personas enfermaron de TB, de los cuales, 1.310.000 (53,3%) eran 

hombres, 793.000 (32,2%) eran mujeres y 355.000 (14,4%) eran niños (edad <15 

años). Con una población estimada de 1090 millones de personas, estos datos 

corresponden a una incidencia de 226 casos por 100.000 habitantes y año (1,7 veces 

mayor que la media global). Esta región acumula, también, la mayor incidencia de 

casos de TB asociada a VIH. Se estima que hubo aproximadamente 600 mil personas 

con TB asociada al VIH, es decir, casi, una cuarta parte de los casos de TB en la región 

de África están asociados al VIH. Y estos representan el 75% de todos los casos de TB 

asociada a VIH a nivel mundial. Los datos de mortalidad también son preocupantes, 

ya que se estima que hubo casi 550 mil personas que murieron de TB en esta región. 

No obstante, es importante resaltar que la tendencia de la incidencia y de la 

mortalidad en la región va a la baja, con una reducción de la incidencia del 16% y una 

disminución de la mortalidad del 19% entre 2015 y 2019. Esta mejoría está 

íntimamente relacionada con la mejora de los programas de prevención y control de 

la infección por VIH, lo que está permitiendo reducir el número de casos de TB 

asociada al VIH. Sin embargo, aún quedan muchos otros aspectos por cubrir. La tasa 

de detección de TB, entendida como el porcentaje de casos diagnosticados entre los 

estimados, fue de tan sólo el 57% en el año 2019. Esto significa que hay una brecha de 

casi un millón de enfermos no notificados o, peor aún, no diagnosticados. Otro 

aspecto a resaltar es la resistencia a fármacos antituberculosos. Se estima que, en 

2019, el 3,3% de los casos nuevos y el 17,7% de los casos de TB previamente tratados 

presentaban cepas MDR (770.000 casos). Sin embargo, a la mayoría de los pacientes 

no se les realizaron pruebas de sensibilidad a fármacos de primera línea (según datos 

comunicados tan sólo se realizaron pruebas de sensibilidad a fármacos al 41% de los 

enfermos). Esto explica la baja tasa de detección, tan sólo se detectaron el 3,8% de los 

casos. Lo que pone de manifiesto la necesidad de fortalecer los servicios de 

laboratorio y diagnóstico de la TB en esta región, pues existe una brecha de casi 

740.000 pacientes MDR sin diagnosticar. 
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2. JUSTIFICACIÓN, HIPÓTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO 

2.1 Justificación del estudio 

Las autoridades sanitarias de la República de Angola, siguiendo las recomendaciones 

de la OMS, implementaron tras el fin de la guerra civil (año 2002) estrategias de 

manejo clínico-programático de la TB. Sin embargo, esta acción demostró tener poco 

impacto pues la mortalidad por TB en el país fue en aumento. En el año 2013 se 

notificaron 68.480 muertes por TB, un 15% más que en 2003 (58.148 defunciones por 

TB notificadas). Para justificar este incremento se argumentaron varias razones, como 

la fragilidad de un sistema de salud devastado por la guerra, la rápida urbanización de 

las ciudades o el advenimiento de la epidemia del VIH.21  

Los profesionales sanitarios del hospital angoleño Nossa Senhora da Paz, en 

colaboración con el grupo de enfermedades infecciosas del Hospital Universitari Vall 

d’Hebron, llevaron a cabo durante el periodo 2009-2010 un estudio observacional 

prospectivo que puso de manifiesto una baja tasa de éxito de tratamiento entre los 

enfermos nunca tratados.22 Este hallazgo sembró la idea de que el exceso de mortalidad 

observado era debido a la irrupción de aislados resistentes. Pero los investigadores no 

pudieron confirmar esta hipótesis pues la microscopía de frotis de esputo era la única 

prueba disponible. Esta situación, dejó al descubierto la falta de capacidad de 

diagnóstico de los servicios de laboratorio, y la necesidad de reportar datos sobre 

resistencia a fármacos antituberculosos en la región.  

La ampliación de la capacidad para diagnosticar TB farmacorresistente se convirtió en 

una prioridad para mejorar la detección y el tratamiento de la TB y justificó la puesta 

en marcha de un proyecto de colaboración cuyo principal objetivo era reforzar la 

capacidad diagnóstica del centro de TB del hospital Nossa Senhora da Paz mediante la 

incorporación de la plataforma de pruebas moleculares GeneXpert (Cepheid).  
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2.2 Hipótesis del estudio 

Los profesionales sanitarios implicados decidieron aprovechar esta intervención para 

realizar, en paralelo, un estudio prospectivo de vigilancia de la resistencia a fármacos y 

confirmar la alta rentabilidad de esta prueba para el diagnóstico de la TB resistente a 

RIF, así como, confirmar que la baja tasa de éxito de tratamiento entre los enfermos de 

TB estaba asociada a una elevada incidencia de aislados farmacorresistentes en la 

región.  

2.3 Objetivos del estudio 

 Objetivos principales 

▪ Estimar la prevalencia de tuberculosis drogoresistente (DR) entre los nuevos 

casos de tuberculosis pulmonar (TBP) en la ciudad angoleña de Cubal, provincia 

de Benguela.  

▪ Evaluar la rentabilidad de la prueba de amplificación de ácidos nucleicos - Xpert 

MTB/RIF - para diagnosticar resistencia a RIF.  

 Objetivos secundarios 

▪ Establecer los patrones de resistencia fenotípica a fármacos de primera línea 

entre los aislados de Mycobacterium tuberculosis. 

▪ Establecer los patrones de resistencia fenotípica a fármacos de segunda línea 

entre los aislados de Mycobacterium tuberculosis multidrogorresistentes. 

▪ Establecer los patrones de resistencia genotípica a isoniacida y rifampicina entre 

los aislados de Mycobacterium tuberculosis. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.1 Ámbito y diseño del estudio 

La República de Angola se encuentra entre los 30 países del mundo con mayor 

incidencia de TB y TB-MDR en su población.23 Sin embargo, en ausencia de una 

encuesta nacional o sistema de vigilancia de la resistencia a fármacos, se desconoce la 

prevalencia de resistencia a fármacos antituberculosos.23 Los objetivos de los estudios 

aquí expuestos eran establecer la proporción de aislados resistentes a fármacos 

antituberculosos en pacientes con TBP, así como, describir parte de los mecanismos 

moleculares de resistencia de estos aislados. 

Para ello se diseñó un estudio prospectivo observacional con intervención que se llevó 

a cabo en el Hospital angoleño Nossa Senhora da Paz, centro de referencia para el 

diagnóstico y tratamiento de la TB en la ciudad de Cubal, provincia de Benguela, 

Angola. En el que se incluyeron, entre abril de 2014 y julio de 2015, pacientes mayores 

de 16 años diagnosticados de TBP basándose en un examen de esputo con baciloscopia 

positiva. También se incluyeron pacientes adultos con infección por VIH que tenían un 

cuadro clínico compatible con TB independientemente del resultado del frotis de 

esputo. Tras la inclusión en el estudio se llevó a cabo una primera entrevista en la que 

se recogió información acerca de las características basales (edad, sexo, estado de 

infección por el VIH) y del tratamiento previo del paciente. Los pacientes se clasificaron 

como categoría 1, paciente con TB que nunca recibió tratamiento antituberculoso o que 

lo hizo por un periodo inferior a 30 días; o bien como categoría 2, pacientes con TB que 

han sido previamente tratados por TB, incluyéndose en este grupo los pacientes con 

recaída, fracaso terapéutico o pérdida de seguimiento. Los pacientes previamente 

tratados (o categoría 2) presentan mayor riesgo de farmacorresistencia, por eso se 

sometieron a la prueba rápida de detección de resistencias Xpert MTB/RIF (Cepheid). 

También se sometieron a esta prueba todos los pacientes con infección por VIH con un 

cuadro clínico compatible con TB independientemente de la baciloscopia y el 

tratamiento previo del paciente.  
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Todos los pacientes diagnosticados de TB resistente a RIF (TB-RR) se trataron con 

fármacos de segunda línea (fase intensiva de ocho meses de duración con KAN, LFX, CS, 

ETO, PZA y EMB seguida de una fase de mantenimiento de doce meses con LFX, CS, 

ETO, PZA y EMB), siguiendo las recomendaciones de la OMS de esa época. El resto de 

los pacientes incluidos en el estudio fueron tratados según las recomendaciones del 

Programa Nacional de Lucha Contra la TB (PNLCT). En los casos nuevos (o categoría 1) 

se utilizaba la pauta estándar 2EHRZ/4HR (fase intensiva de dos meses de duración 

con INH, RIF, PZA y EMB seguida de una fase de continuación de cuatro meses con INH 

y RIF) y en los casos previamente tratados (o categoría 2) la pauta estándar 

2SHRZE/1HRZE/5HRE (fase intensiva de dos meses de duración con INH, RIF, PZA, 

EMB y STM seguida de una fase de continuación con INH, RIF, PZA y EMB durante el 

primer mes y posteriormente cinco meses con RIF, INH y EMB), ver figura 7.  

Figura 7. Diagrama de árbol de decisión de pauta de tratamiento de los pacientes. 

Abreviaciones: Cat1 = categoría 1, Cat2 = categoría 2, ABgrama = antibiograma, BK = baciloscopia, 
Xpert = Xpert MTB/RIF. Definiciones: Categoría 1: paciente con tuberculosis que nunca recibió 
tratamiento antituberculoso o que lo hizo por un periodo inferior a 30 días. Categoría 2: pacientes 
en recaída, fracaso o reaparecidos. Recaída: paciente que completó el tratamiento y considerado 
curado que vuelve a ser diagnosticado de tuberculosis. Fracaso de tratamiento: paciente con 
baciloscopia que persiste positiva al quinto mes de tratamiento. Reaparecido: paciente que 
reaparece con baciloscopia positiva después de haber abandonado el tratamiento durante un 
mínimo de 2 meses. 
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Para realizar un seguimiento de la eficacia del tratamiento se obtuvieron muestras de 

esputo para baciloscopia en todas las visitas de seguimiento. La falta de conversión del 

frotis de esputo tras la fase intensiva de tratamiento (2 meses) puede estar relacionada 

con la presencia de aislados resistentes que no responden al tratamiento. Por esta 

razón, todos los pacientes que habían iniciado tratamiento sin un tamizado previo de la 

resistencia a RIF se sometieron a la prueba Xpert MTB/RIF (Cepheid), ver Figura 7. 

Rectificando la pauta de tratamiento de los pacientes diagnosticados de TB-RR. 

3.2 Diagnóstico microbiológico 

3.2.1 Diagnóstico directo sobre muestra clínica 

A todos los pacientes se les recogió una muestra de esputo para el diagnóstico de TB 

mediante pruebas de tinción de bacilos ácido alcohol resistentes (BAAR), 

concretamente se empleó la tinción de Ziehl-Neelsen, que tiñe las micobacterias de 

rojo, en contraposición de las demás bacterias, que se tiñen de azul. Además, esta 

muestra también se empleó para la detección directa de TB y TB-RR mediante Xpert 

MTB/RIF (Cepheid) en los pacientes que habían recibido tratamiento con anterioridad 

y los pacientes con infección por VIH. 

Para el diagnóstico de TB esta prueba incorpora cinco sondas de baliza molecular cada 

una ellas marcada con un fluorocromo distinto cubriendo totalmente la secuencia de 

bases entre los codones 432 y 458 del gen rpoB (o entre los codones 507 y 533 según 

numeración para EC), también conocida como región determinante de resistencia a RIF 

(RRDR, por sus siglas en inglés), véase figura 8.  

Figura 8. RRDR, sobre se ella se representan en distintos colores las zonas donde hibridan 

las cinco sondas de la prueba Xpert MTB/RIF (Cepheid).  
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Cuando estas sondas se unen a la secuencia natural de bases de la región amplificada, el 

fluorocromo emite fluorescencia. Cualquier mutación en RRDR hará que la sonda 

correspondiente no se una y dejará de detectarse la fluorescencia correspondiente. El 

equipo identifica la muestra como positiva, es decir, presencia de MTBC cuando al 

menos dos de las cinco sondas son positivas con menos de 2 ciclos de diferencia, así 

como, resistencia a RIF si al menos una de las sondas no produce señal o si hay una 

diferencia de 3,5 ciclos o más entre la detección de la primera y la última sonda. 

3.2.2 Cultivo, identificación y antibiograma  

A todos los pacientes se les recogió una nueva muestra basal de esputo antes de iniciar 

tratamiento antibiótico. Estas muestras se enviaron a la Unidad de Micobacterias del 

Hospital Universitario Vall d’Hebron para realizar cultivo y antibiograma. Una vez 

completados estos estudios los aislados se conservaron en medios criogénicos para 

posteriores estudios de caracterización genética. 

Todas las muestras se sometieron a un proceso de digestión y descontaminación 

química mediante el uso de N-acetil-L-cisteína e hidróxido sódico al 2%, tras este 

proceso, se inocularon en un caldo Middlebrook 7H9 modificado utilizando los tubos 

BBL MGIT (7mL) del equipo BD BACTEC MGIT (Becton, Dickinson and Company) y se 

incubaron durante 42 días. Los cultivos positivos se sometieron a una tinción de Ziehl-

Neelsen para confirmar que el crecimiento observado eran micobacterias y detectar 

posibles contaminaciones. Para incrementar la capacidad de detección todos los 

cultivos contaminados se sometieron a un segundo proceso de descontaminación 

química mediante el uso de laurilsulfato sódico al 3% y NaOH al 1% y, tras este 

proceso, se sembraron en medio de Löwenstein-Jensen y se incubaron durante 3 

meses. 

Para identificar los aislados se utilizaron pruebas moleculares. Si se sospechaba la 

presencia de micobacterias no tuberculosas (NTM) los cultivos se sometían a la prueba 

de identificación molecular GenoType CM (Hain Lifescience) y en aquellos casos en los 

que no se llegaba a identificar la especie, el estudio se ampliaba con la prueba de 

identificación molecular GenoType AS (Hain Lifescience). Por el contrario, si se 
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sospechaba la presencia de micobacterias tuberculosas los cultivos se sometían a la 

prueba de identificación molecular GenoType MTBDRplus VER2.0 (Hain Lifescience) 

que permite la identificación de MTBC, así como, la detección de resistencia a RIF e 

INH. En la figura 9 se muestran los criterios de interpretación de dicha prueba. 

Figura 9. Patrones de interpretación de la prueba MTBDRplus VER2.0 (Hain Lifescience). 

 

Abreviaciones: CC: Control Conjugado. AC: Control Amplificación. TUB: Identifica todas las especies 
del complejo Mycobacterium tuberculosis. WT = bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de 
mutación. Principio de medida: Si todas las sondas de tipo salvaje son positivas no se detectan 
mutaciones en las regiones examinadas. En caso de mutación el amplicón afectado no podrá unirse 
a la correspondiente sonda de tipo salvaje. Por lo tanto, la ausencia de señal en al menos una de las 
sondas de tipo salvaje indica resistencia. Por otro lado, también se incorporan sondas de mutación 
para las mutaciones asociadas a resistencia más comunes. La presencia de señal en cualquiera de las 
sondas de mutación indica resistencia. 

Simultáneamente se realizaron pruebas de sensibilidad a fármacos a todos los cultivos 

con sospecha de MTBC. Los resultados de sensibilidad antibiótica fueron obtenidos por 

dilución en medio líquido (concentración crítica) con los reactivos comerciales BD 

BACTEC MGIT 960 SIRE y PZA kits (Becton, Dickinson and Company). Todos los 

aislados que mostraron resistencia a al menos un fármaco se sometieron a pruebas de 

sensibilidad a fármacos de segunda línea (AMK, capreomicina, ETO, ofloxacino y MFX). 

Los resultados de sensibilidad antibiótica fueron obtenidos por dilución en medio 

líquido (concentración crítica) a partir de droga potenciada valorada. Para la 

interpretación de los resultados se utilizaron los criterios del Clinical and Laboratory 

Standards Institute. Clasificándose los casos en categorías en función de las pruebas de 

sensibilidad antibiótica: monorresistencia, resistencia a solo un antituberculoso de 
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primera línea; polirresistencia, resistencia a más de un antituberculoso de primera línea 

distinto de la NH y la RIF; multirresistencia, resistencia a al menos la INH y la RIF; 

ultrarresistencia, resistencia a cualquier FQ y al menos a uno de los tres 

antituberculosos inyectables de segunda línea (esta última se definió siguiendo las 

recomendaciones de la OMS del año 2006). 

3.2.3 Caracterización molecular de la resistencia 

Todos los aislados se sometieron a un cribado de mutaciones de resistencia a RIF e INH 

mediante la prueba GenoType MTBDRplus VER2.0 (Hain Lifescience) (Figura 9). 

Para la detección de resistencia a RIF esta prueba incorpora ocho sondas de tipo salvaje 

que cubren totalmente la secuencia de bases entre los codones 428 y 458 del gen rpoB 

(o entre los codones 505 y 533 según numeración para EC), también conocida como 

RRDR. Cuando todas las sondas de tipo salvaje son positivas no se detectan mutaciones 

en las regiones examinadas. En caso de mutación el amplicón afectado no podrá unirse 

a la correspondiente sonda de tipo salvaje. Por lo tanto, la ausencia de señal en al 

menos una de las sondas de tipo salvaje indica resistencia, ver tabla 1. Esta prueba 

también incorpora cuatro sondas de mutación para la detección de las mutaciones 

asociadas a resistencia a RIF más comunes: D441V, H451Y, H451D y S456L (o D516V, 

H526Y, H526D y S531L según numeración para EC) (Figura 10).  

Figura 10. Región determinante de resistencia a rifampicina. Bandas de tipo salvaje y de 

mutación incluidas en la prueba GenoType MTBDRplus VER2.0 (Hain Lifescience). 

Abreviaciones: WT = bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de mutación.  
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Tabla 1. Bandas de tipo salvaje y bandas de mutación incluidas en la prueba de detección 

molecular GenoType MTBDRplus VER2.0 (Hain Lifescience).  

a) Mutaciones en rpoB + – marcador de resistencia a rifampicina. 

Ausencia banda WT Codón analizado Presencia banda de mutación Mutación 

rpoB WT1 505-509  F505L 
   T508A 
   S509T 

rpoB WT2 510-513  E510H 
   L511P* 

rpoB WT2/WT3 510-517  Q513L* 
   Q513P 
   del514-516 

rpoB WT3/WT4 513-519 rpoB MUT1 D516V 

   D516Y 
   del515 

rpoB WT4/WT5 516-522  del518* 
   N518I 

rpoB WT5/WT6 518-525  S522L 
   S522Q 

rpoB WT7 526-529 rpoB MUT2A H526Y 

  rpoB MUT2B H526D 

   H526R 
   H526P* 
   H526Q 
   H526N 
   H526L 
   H526S 
   H526C 

rpoB WT8 530-533 rpoB MUT3 S531L 

   S531Q* 
   S531W 
   L533P 

b) Mutaciones en katG – marcador de alto nivel de resistencia a isoniacida. 

Ausencia banda WT Codón analizado Presencia banda de mutación Mutación 

katG WT1 315 katG MUT1 S315T1 

  katG MUT2 S315T2 

c) Mutaciones en inhA – marcador de bajo nivel de resistencia a isoniacida. 

Ausencia banda WT Posición de bases analizadas Presencia banda de mutación Mutación 

inhA WT1 -15 inhA MUT1 C-15T 

 -16 inhA MUT2 A-16G 

inhA WT2 -8 inhA MUT3A T-8C 

  inhA MUT3B T-8A 

Abreviaciones: WT = bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de mutación. 

(+) anotación de mutaciones según numeración para Escherichia coli. 

(*) mutaciones que sólo se han detectado in silico, puede que no se detecten in vitro. 
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Para la detección de resistencia a INH esta prueba incorpora una sonda de tipo salvaje 

que cubre el codón 315 del gen katG, así como, dos sondas de mutación que detectan 

las dos variantes de la mutación asociada a resistencia más común (S315T), la primera 

sonda de mutación está diseñada para detectar el cambio nucleotídico AGC a ACC 

(S315T1) y la segunda sonda de mutación está diseñada para detectar el cambio 

nucleotídico AGC a ACA (S315T2). Además, incorpora dos sondas de tipo salvaje para la 

región promotora del gen inhA (nucleótidos -8, -15 y -16), así como, cuatro sondas de 

mutación para las mutaciones asociadas a resistencias más comunes: C15T, A16G, T8C 

y T8A. (Tabla 1) 

3.2.4 Caracterización de la resistencia a rifampicina 

Los aislados genotípicamente resistentes a RIF por ausencia de hibridación de sondas 

de tipo salvaje, así como, los aislados discrepantes genotipo/fenotipo se recuperaron 

para su caracterización. Para ello se realizó un cultivo secundario o subcultivo de estos 

aislados en caldo Middlebrook 7H9 y se incubaron entre 7 y 28 días hasta observar 

crecimiento bacteriano. Este subcultivo se empleó para determinar el valor de la 

concentración mínima inhibitoria (CMI) a RIF, así como, para realizar una extracción de 

ácidos desoxirribonucleicos (ADN) utilizando el método de extracción con solventes 

orgánicos cloroformo-alcohol isoamílico (el procedimiento se describe en la figura 11). 

Esta extracción de ADN se empleó para la posterior secuenciación del gen rpoB. 
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Figura 11. Protocolo de extracción de ácidos nucleicos con solvente orgánicos cloroformo-

alcohol isoamílico. 

Precalentar un termo bloque a 80ºC 

1. Poner en un tubo cónico con tapón de rosca 1 ml de medio de cultivo crecido. 

2. Centrifugar a 13.000 rpm durante 2 minutos. 

3. Eliminar el sobrenadante. 

4. Resuspender el sedimento en 450 μl de tampón Tris-EDTA. 

5. Poner en el termo bloque durante 1 hora a 80ºC. 

Precalentar un termo bloque a 37ºC 

6. Añadir 75 μl de lisozima y mezclar con vórtex suave. 

7. Poner en el temo bloque durante 1-12 horas a 37ºC. 

Precalentar un termo bloque a 65ºC 

8. Precalentar a 65ºC la proteinasa K y el CTAB/NaCl. 

9. Preparar una mezcla con 70 μl/muestra de SDS + 5 μl/muestra de proteinasa K. 

10. Añadir 75 μl de SDS/proteinasa K y mezclar con vórtex suave. 

11. Poner en el termo bloque durante 10 minutos a 65ºC. 

12. Añadir 100 μl de NaCl 5M y mezclar por inversión. 

13. Añadir 100 μl de CTAB precalentado y mezclar por inversión. 

14. Poner en el termo bloque durante 10 minutos a 65ºC. 

Encender crio centrífuga a -4ºC 

15. Añadir 750 μl de cloroformo: alcohol isoamílico (24;1) (-20ºC) y mezclar por inversión. 

16. Centrifugar a 12.000 rpm a 4ºC durante 5 minutos. 

17. Recuperar la fase acuosa y pasarla a un tubo limpio. 

18. Añadir 450 μl de isopropanol (-20ºC) y mezclar por inversión. 

19. Centrifugar a 13.000 rpm a 4ºC durante 15 minutos. 

20. Eliminar el sobrenadante. 

21. Añadir 450 μl de isopropanol (-20ºC). 

22. Poner en el congelador durante 1 hora a -20ºC. 

23. Centrifugar a 13.000 rpm durante 15 minutos. 

24. Eliminar el sobrenadante. Dejar aproximadamente 20 μl de sedimento. 

25. Añadir 1.000 μl de etanol al 70% (-20ºC) y mezclar por inversión. 

26. Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos 

27. Eliminar el sobrenadante 

Precalentar un termo bloque a 42ºC 

28. Poner en e temo bloque durante 10 minutos a 42ºC.  

29. Añadir 200 μl de agua. 

30. Poner en el termo bloque durante 12 horas a 42ºC. 

Guardar el ADN a 4ºC. 
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3.2.4.1 Caracterización molecular por secuenciación del gen rpoB 

Para la amplificación del gen rpoB se diseñaron dos juegos de cebadores que cubren 

totalmente la región comprendida entre el codón 135 y el codón 610 de este gen. Esta 

amplificación se llevó a cabo en el equipo GeneAmp PCR System 2700 (Applied 

Biosystems) empleando el kit GoTaq G2 Green Master Mix (Promega) con 5 µl de ADN 

en un volumen final de 25 µl. Las condiciones de amplificación, así como, los cebadores 

empleados se indican en la tabla 2. Tras esta reacción el material amplificado se 

purifico enzimáticamente con Exo-SAP-IT (Affymetrix) y se secuenció mediante el 

sistema ABI Prism (Applied Biosystems) de terminadores fluorescentes BigDye y el 

instrumento de electroforesis multicapilar ABI Prism 3130XL usando los mismos 

cebadores empleados en la PCR de amplificación. Las secuencias de nucleótidos 

obtenidas se ensamblaron y editaron utilizando el programa Molecular Evolutionary 

Genetic Analysis (MEGA) usando como referencia la secuencia nucleotídica de MTB 

H37Rv (GenBank: AL123456). 

Tabla 2. Cebadores y protocolos de amplificación y secuenciación del gen rpoB. 

Gen Cebadores Condiciones PCR Position (aa) 

rpoB 

rpoB-1F: CAACAACAACACCGGTGAGA 94ºC x 5‘ 
45c: (94ºC x 45“- 66ºC c 1’ - 72ºC x 45“) 
72ºC x 10‘ 

135-382 
rpoB-1R: CTGGTTTTGGATCAGCTCGC 

rpoB-2F: GTACGGTCGGCGAGCTGA 94ºC x 5‘ 
45c: (94ºC x 45“- 66ºC c 1’ - 72ºC x 45“) 
72ºC x 10‘ 

376-610 
rpoB-2R: CCTGGCGCTGCATGTTTG 

Abreviaciones: PCR = polymerase chain reaction, aa = aminoácido. 

Los casos se clasificaron en categorías en función de la caracterización genética: 

mutación silente, mutación que provoca un cambio en una de las bases del ADN de 

forma que el triplete de nucleótidos se modifica, pero sigue codificando para el mismo 

aminoácido; mutación con cambio de sentido, se produce cuando el cambio de un solo 

par de bases da lugar a la sustitución de un aminoácido en la proteína resultante; 

mutación sin sentido, es la sustitución de un solo par de bases que da lugar a la 

aparición de un codón de terminación prematuro donde previamente había un codón 

que codificaba para un aminoácido. La presencia de este codón de terminación 

prematuro genera una proteína más corta y probablemente no funcional; mutación con 

cambio del marco de lectura, mutación que consiste en la inserción o deleción de un 
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número de bases, que no es múltiplo de tres, con lo que se cambia el marco de la lectura 

original y la secuencia de los aminoácidos. Si la inserción o deleción de un número de 

bases, es múltiplo de tres, esto introducirá o eliminará uno o más aminoácidos de la 

secuencia peptídica pero no cambiará la fase de lectura.  

3.2.4.2 Determinación de la concentración mínima inhibitoria 

Los cambios en la secuencia de aminoácidos pueden no tener ningún efecto o pueden 

dar lugar a una proteína no funcional. Para medir el efecto de estos cambios en la 

afinidad de la RIF por la ácido ribonucleico (ARN) polimerasa se determinó el valor de 

la CMI. Para determinar este parámetro se enfrentó un inoculo bacteriano ajustado con 

el estándar 0,5 de McFarland a diluciones seriadas en base 2 del antimicrobiano (a 

saber, 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 µg/ml) y tras 7-28 días de incubación se observó cuál era la 

dilución más baja que no presentaba crecimiento bacteriano. En concreto, en nuestro 

estudio el valor de la CMI a RIF se estableció por macrodilución empleando el sistema 

analítico BACTEC MGIT 960 (Becton, Dickinson and Company) a partir de droga 

potenciada valorada. Para ello se cogieron 6 tubos BBL MGIT (7mL) del equipo BD 

BACTEC MGIT (Becton, Dickinson and Company), y se suplementaron con 0,8 mL de 

preparado OADC (ácido oleico, albúmina, dextrosa y catalasa). El primer tubo se 

empleó como control sin antimicrobiano, en los 5 tubos restantes se añadieron 

concentraciones decrecientes de RIF, véase tabla 3. Estos tubos se inocularon e 

incubaron hasta que el control sin antimicrobiano alcanzó el umbral de crecimiento.  

Tabla 3. Preparación de la batería de tubos mycobacteria growth indicator tube (MGIT) 

para la determinación de la concentración mínima inhibitoria a rifampicina empleando el 

sistema BACTEC MGIT 960 (Becton, Dickinson and Company). 

Antibiótico 
Concentración del 

antibiótico de partida 

Volumen añadido a 

los tubos MGIT 

Concentración final en los 

tubos MGIT 

RIF 4,0 332 µg/ml 100 µl 4 µg/ml 

RIF 2,0 166 µg/ml 100 µl 2 µg/ml 

RIF 1,0 83 µg/ml 100 µl 1 µg/ml 

RIF 0,5 41,5 µg/ml 100 µl 0,5 µg/ml 

RIF 0,25 20,75 µg/ml 100 µl 0,25 µg/ml 

Abreviaciones: RIF = rifampicina; MGIT = mycobacteria growth indicator tube. 
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Los casos se clasificaron en categorías en función del valor de la CMI a RIF: aislados 

resistentes, valor de la CMI por encima del punto de corte clínico de 1 µg/ml, dentro de 

este grupo definimos un subgrupo de aislados con bajo nivel de resistencia valor de 

CMI de 1 a 2,0 µg/ml; aislados con CMI aumentada, valor de CMI aumentada por encima 

del punto de corte epidemiológico (ECOFF, por sus siglas en ingles) de entre 0,25 a 0,5 

µg/ml, pero por debajo de la concentración crítica de 1 µg/ml; aislados sensibles, valor 

de CMI por debajo del punto crítico de sensibilidad de 1 µg/ml y por debajo del punto 

de ECOFF de 0,5 µg/ml. Está terminología esta poco extendida en el ámbito de la 

micobacteriología siendo mucho más frecuente el empleo de los términos de mutación 

cuestionada y mutación no cuestionada. Entendiéndose como mutaciones no 

cuestionadas todas aquellas mutaciones asociadas a altos niveles de resistencia cuya 

detección no supone ninguna dificultad para ninguna de las pruebas de sensibilidad a 

fármacos disponibles (CMI > 2 µg/ml). Por el contrario, entendemos como mutaciones 

cuestionadas todas aquellas mutaciones asociadas a bajos niveles de resistencia o con 

valores de CMI por debajo del punto de corte clínico cuya detección supone un reto 

para las pruebas de sensibilidad a fármacos disponibles lo que conduce a que en 

ocasiones se detecten como aislados sensibles y en otras ocasiones como aislados 

resistentes (CMI < 2 µg/ml). 
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4. RESULTADOS 

4.1 Descripción de la población de estudio 

Durante el periodo de estudio un total de 466 casos cumplieron los criterios de 

elegibilidad. De los cuales, 44 se excluyeron por no disponer de muestra de esputo 

basal. Por lo tanto, finalmente en el estudio se incluyeron un total de 422 casos de TBP, 

311 casos en pacientes nuevos y 111 casos en pacientes previamente tratados. En 321 

(76,1%) se obtuvo confirmación bacteriológica de TB. No obstante, solo se pudieron 

realizar pruebas de sensibilidad a fármacos antituberculosos por cultivo en medio 

líquido MGIT a 308 de los 321 aislados. De estos 308 casos, 225 (73,1%) correspondían 

a casos de TB en pacientes nuevos y 83 (26,9%) correspondían a casos de TB en 

pacientes previamente tratados. No observándose diferencias en el porcentaje de 

cultivos positivos entre casos nuevos (72,3%) y casos previamente tratados (74,8%), 

véase figura 12. 

Figura 12. Diagrama de flujo de los pacientes incluidos. 

Abreviaciones: N.º = número, VIH = Virus de la inmunodeficiencia humana, MTB = Mycobacterium 

tuberculosis, NTM = micobacterias no tuberculosas. 
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Hubo 101 casos de TBP sin confirmar, 77 casos de TBP en pacientes nuevos y 24 casos 

de TBP en pacientes previamente tratados. En 74 (17,5%) se demostró la presencia de 

MTBC por pruebas de diagnóstico molecular. De estos, 54 correspondían a casos de TB 

en pacientes nuevos y 20 correspondían a casos de TB en pacientes previamente 

tratados. Además, en 2 pacientes con baciloscopia positiva y Xpert MTB/RIF negativo, 

un paciente nuevo y otro previamente tratado, se demostró la presencia de NTM (M. 

smegmatis y M. intracellulare, respectivamente). 

No se observaron diferencias en cuanto a sexo, edad o porcentaje de pacientes con 

infección por VIH entre los casos confirmados de TB en pacientes nuevos y los 

previamente tratados. Tampoco se observaron diferencias entre los nuevos casos de TB 

en pacientes confirmados y los diagnosticados clínicamente. Sin embargo, entre los 

casos de TB en pacientes previamente tratados sí que se observó una tendencia a 

encontrar un mayor porcentaje de pacientes con infección por VIH entre los pacientes 

diagnosticados clínicamente (14,3% versus 4,8%; p = 0,09). Esto podría explicarse por 

la naturaleza paucibacilar de la TB en el enfermo de SIDA. También, como era de 

esperar, existe un mayor porcentaje de pacientes con baciloscopia negativa o con carga 

bacilar baja entre los pacientes sin confirmación bacteriológica (62,3% versus 14,0%;   

p <0,05). Esto se debe a que, como cualquier otra prueba de detección, la sensibilidad 

del cultivo está relacionada con la carga bacteriana, véase tabla 4.  

Tabla 4. Características socio demográficas de los pacientes incluidos. 

  Casos nuevos 
(n = 311) 

Casos previamente tratados 
(n = 111) 

  TB confirmada 
(n = 225) 

TB clínica 
(n = 86) 

TB confirmada 
(n = 83) 

TB clínica 
(n = 28) 

Edad 
Mediana  
(RIC) 

28,5 
(23,5-38,5) 

32,5 
(23,5-43,3) 

30,5 
(25,0-35,5) 

29,5 
(24,8-42,0) 

Sexo 
Masculino 145 (64,4%) 53 (61,6%) 47 (56,6%) 16 (57,1%) 
Femenino 80 (35,6%) 33 (38,4%) 36 (43,4%) 12 (42,9%) 

VIH 
Positivo 12 (5,3%) 8 (9,3%) 4 (4,8%) 4 (14,3%) 
Negativo 210 (93,3%) 77 (89,5%) 79 (95,2%) 24 (85,7%) 

Baciloscopia* 

Negativa 6 (2,7%) 27 (31,4%) 5 (6,0%) 8 (28,6%) 

Carga bacilar baja 25 (11,1%) 28 (32,6%) 7 (8,4%) 8 (28,6%) 

Carga bacilar alta 194 (86,2%) 31 (36,0%) 71 (85,5%) 12 (42,9%) 

Abreviaciones: BAAR=bacterias ácido-alcohol resistentes. (*) Baciloscopia realizada sobre la 
muestra de esputo basal enviada para estudio de resistencias. Definiciones: “Carga bacilar 
baja” pacientes con baciloscopia de 1-9 BAAR/100 campos o 10-99 BAAR/100 campos. “Carga 
bacilar alta” pacientes con baciloscopia de 1-10 BAAR/campo o > 10 BAAR/campo. 
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4.2 Patrones de resistencia a fármacos antituberculosos 

Entre los pacientes que no habían recibido tratamiento con anterioridad el porcentaje 

de TB-DR y TB-MDR fue del 25,8% y del 8,0%, respectivamente. La incidencia de 

resistencia primaria a fármacos de primera línea fue la siguiente: INH, 47 casos 

(20,9%); STM, 25 casos (11,1%); RIF, 20 casos (8,9%); PZA, 13 casos (5,8%); y EMB, 

10 casos (4,4%), ver tabla 5. No detectándose ningún caso de TB-XDR, ver tabla 6. 

De los 47 aislados INH resistentes, 26 (55,3%) eran portadores de mutaciones en 

katG y 2 (4,3%) eran portadores de mutaciones en la región promotora de inhA. Los 

mecanismos moleculares de resistencia de los 19 (40,4%) aislados restantes se 

desconocen por no presentar ninguna de las mutaciones detectables por la prueba 

MTBDRplus VER2.0. De los 20 aislados RIF resistentes, 19 (95,0%) eran portadores 

de mutaciones en rpoB. Y desconocemos el mecanismo de resistencia del aislado 

restante por no presentar ninguna de las mutaciones detectables por la prueba 

MTBDRplus VER2.0, ver tabla 7. La caracterización por secuenciación de dicho aislado 

tampoco demostró la presencia de ninguna mutación conocida en rpoB.  

Entre los pacientes que habían recibido tratamiento con anterioridad el porcentaje de 

TB-DR y TB-MDR fue del 83,1% y del 71,1%, respectivamente. La incidencia de 

resistencia adquirida a fármacos de primera línea fue: INH, 66 casos (79,5%); RIF, 61 

casos (73,5%); STM, 42 casos (50,6%); PZA, 32 casos (38,6%); y EMB, 37 casos 

(38,6%). Siendo el 33,9% de los aislados resistentes a todos los fármacos de primera 

línea, ver tabla 5. No obstante, no se detectó ningún caso de TB-XDR, ver tabla 6. 

De los 66 aislados INH resistentes, 47 (71,2%) eran portadores de mutaciones en 

katG y 4 (6,1%) eran portadores de mutaciones en la región promotora de inhA. Los 

mecanismos moleculares de resistencia de los 15 (22,7%) aislados restantes se 

desconocen por no presentar ninguna de las mutaciones detectables por MTBDRplus 

VER2.0. De los 61 aislados RIF resistentes, 58 (95,1%) eran portadores de mutaciones 

en rpoB y desconocíamos el mecanismo de resistencia de los tres aislados restantes, 

ver tabla 7. La posterior caracterización por secuenciación demostró en uno de ellos 
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ausencia de mutaciones en rpoB, y en los dos casos restantes presencia de aislados 

heteroresistentes. 

Tabla 5. Resistencia a fármacos antituberculosos de primera línea entre los aislados de 

Mycobacterium tuberculosis complex.  

Patrón de resistencia fenotípica 

Casos de TB 
 nuevos 

 (n = 225)  

 Casos de TB  
previamente tratados  

(n = 83) 

No. % (95IC)  No. % (95IC) 

TB Sensible 167 74,2 (68,1 – 79,5)  14 16,9 (10,3 – 26,3) 

TB Drogoresistente 58 25,8 (20,5 – 31,9)  69 83,1 (73,7 – 89,7) 

TB Resistente a      

INH 47 20,9 (16,1 – 26,7)  66 79,5 (69,6 – 86,8) 

RIF 20 8,9 (5,8 – 13,3)  61 73,5 (63,1 – 81,8) 

STM 25 11,1 (7,6 – 15,9)  42 50,6 (40,1 – 61,1) 

EMB 10 4,4 (2,4 – 8,0)  32 38,6 (28,8 – 49,3) 

PZA 13 5,8 (3,4 – 9,6)  37 44,6 (34,4 – 55,3) 

TB Monoresistente 31 13,8 (9,9 – 18,9)  7 8,4 (4,1 – 16,4) 

INH 21 9,3 (6,2 – 13,8)  4 4,8 (1,9 – 11,7) 

RIF 1 0,4 (0,1 – 2,5)  2 2,4 (0,7 – 8,4) 

STM 8  3,6 (1,8 – 6,9)  1 1,2 (0,2 – 6,5) 

PZA 1 0,4 (0,1 – 2,5)  0 0,0 (0,0 – 4,4) * 

TB Multiresistente 18 8,0 (5,1 – 12,3)  59 71,1 (60,6 – 79,7) 

INH + RIF 4 1,8 (0,7 – 4,5)  12 14,5 (8,5 – 23,6) 

INH + RIF + STM 2 0,9 (0,2 – 3,2)  5 6,0 (2,6 – 13,3) 

INH + RIF + EMB 0 0,0 (0,0 – 1,7) *  3 3,6 (1,2 – 10,1) 

INH + RIF + PZA 2 0,9 (0,2 – 3,2)  2  2,4 (0,7 – 8,4) 

INH + RIF + STM + EMB 3 1,3 (0,5 – 3,8)  4 4,8 (1,9 – 11,7) 

INH + RIF + STM + PZA 1 0,4 (0,1 – 2,5)  9 10,8 (5,8 – 19,3) 

INH + RIF + EMB + PZA 1 0,4 (0,1 – 2,5)  4 4,8 (1,9 – 11,7) 

INH + RIF + STM + EMB + PZA 5 2,2 (1,0 – 5,1)  20 24,1 (16,2 – 34,3) 

TB Poliresistente 9 4,0 (2,1 – 7,4)  3 3,6 (1,2 – 10,1) 

INH + STM 5 2,2 (1,0 – 5,1)  0 0,0 (0,0 – 4,4) * 

INH + EMB 1 0,4 (0,1 – 2,5)  0 0,0 (0,0 – 4,4) * 

INH + PZA 2 0,9 (0,2 – 3,2)  0 0,0 (0,0 – 4,4) * 

INH + STM + EMB 0 0,0 (0,0 – 1,7) *  1 1,2 (0,2 – 6,5) 

INH + STM + PZA 0 0,0 (0,0 – 1,7) *  2  2,4 (0,7 – 8,4) 

RIF + STM + PZA 1 0,4 (0,1 – 2,5)  0 0,0 (0,0 – 4,4) * 

Abreviaciones: TB = tuberculosis; No. = recuento; 95CI = intervalo de confianza del 95%; INH = 
isoniacida; RIF = rifampicina; STM = estreptomicina; EMB = etambutol; PZA = pirazinamida.  

(*) contraste unilateral, intervalo de confianza del 97.5% 
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Tabla 6. Resistencia a fármacos antituberculosos de segunda línea entre los aislados 

multirresistentes de Mycobacterium tuberculosis complex. 

Patrón de resistencia fenotípica 

Casos de TB  
nuevos 
(n = 18) 

 Casos de TB  
previamente tratados  

(n = 59) 

No. % (95CI)  No. % (95CI) 

TB Sensible 16 83,3 (60,8 – 94,2)  50 84,7 (73,5 – 91,8) 

TB Resistente a FQ 0 0,0 (0,0 – 17,6) *  0 0,0 (0,0 – 6,1) * 

TB Resistente a 2LI 2 16,7 (5,8 – 39,2)  9 15,3 (8,2 – 26,5) 

TB Extremadamente Resistente 0 0,0 (0,0 – 17,6) *  0 0,0 (0,0 – 6,1) * 

Abreviaciones: TB = tuberculosis; No. = recuento; 95CI = intervalo de confianza del 95%; FQ = 
fluoroquinolonas; 2LI = fármaco inyectable de segunda línea.   

(*) contraste unilateral, intervalo de confianza del 97.5% 

Tabla 7. Distribución de mutaciones asociadas a resistencia a isoniacida y rifampicina 

entre los aislados de Mycobacterium tuberculosis complex. 

Resistencia 
Fenotípica 

GenoType MTBDRplus VER2.0 Casos de TB 
nuevos 

Casos de TB 
previamente tratados katG InhA rpoB+ 

INH, n = 113    47 66 

 Δwt, S315T1 -  23 42 

 Δwt -  3 5 

 - Δwt1, C15T  2 2 

 - Δwt1  0 1 

 - C15T  0 1 

 - -  19 15 

RIF, n = 81    20 61 
   - 1 3 

   Δwt2 0 2 

   Δwt2,3,4 D516V+ 1 8 

   Δwt3,4, D516V+ 3 3 

   Δwt4,5 0 1 

   Δwt7 0 1 

   Δwt7, H526Y+ 2 0 

   Δwt7, H526D+ 0 2 

   Δwt7,8, H526D+ 0 1 

   Δwt8 1 3 

   Δwt8, S531L+ 12 37 

Abreviaciones: TB = tuberculosis; INH = isoniacida; RIF = rifampicina; - = ausencia de mutación, 
WT = bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de mutación, rpoB–WT1 = codones 505-509, 
rpoB-WT2 = codones 510-513, rpoB–WT3 = codones 513-571, rpoB-WT4 = codones 516-519, 
rpoB-WT5 = codones 518-522, rpoB-WT6 = codones 522-525, rpoB-WT7 = codones 526-529, 
rpoB-WT8 = codones 530-533, katG-WT = codón 315, inhA-WT1 = posiciones -15 y -16, inhA-
WT2 = posición -8.  

(+) anotación de mutaciones según numeración para Escherichia coli 
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4.3 Caracterización de la resistencia a rifampicina 

En total se identificaron 81 aislados resistentes a RIF por pruebas de sensibilidad 

antibiótica basadas en cultivo. No obstante, la prueba de detección genotípica de 

resistencias GenoType MTBDRplus VER2.0 solo identificó como resistentes 77 de 

estos aislados. Pudiendo identificar la mutación asociada a resistencia en 69 de los 

mismos, la distribución de las mutaciones asociadas a resistencias fue: S450L (S531L 

según numeración para EC), 49 casos; D435V (D516V según numeración para EC), 15 

casos; H445D (H526D según numeración para EC), 3 casos; y H445Y (H526Y según 

numeración para EC), 2 casos. En los ocho aislados restantes la resistencia se infirió 

por la ausencia de señal en al menos una de las sondas de tipo salvaje. La 

caracterización por secuenciación del gen rpoB demostró en todos ellos la presencia 

de mutaciones con cambio de sentido o bien la inserción o deleción de un triplete de 

bases. Las mutaciones que se detectaron fueron la doble mutación L430P y S493L 

(L511P+S574L según numeración para EC), la inserción Q432 (Q513ins según 

numeración para EC), la deleción N437 (Del N518 según numeración para EC), la 

mutación H445L (H526L según numeración para EC), la doble mutación L449M y 

S450F (L530M+S531F según numeración para EC), la mutación S450F (S531F según 

numeración para EC), la mutación S450W (S531W según la numeración para EC), y la 

mutación S450Y (S531Y según numeración para EC). Para medir el efecto de estos 

cambios en la afinidad de la RIF por la ARN polimerasa se determinó el valor de la 

CMI a RIF, presentando todos ellos valores entre 1,0 a >4,0 µg/ml. El aislado portador 

de la mutación por inserción de un triplete de bases, así como, los aislados portadores 

de mutaciones en el codón 450 tendían a causar resistencia elevada (CMI ≥4,0 μg/ml), 

mientras que los aislados portadores de mutaciones por deleción de un triplete de 

bases, los dobles mutantes o los aislados portadores de la mutación H445L tendían a 

causar bajos niveles de resistencia (CMI entre 1,0 y 2,0 μg/ml). Estos últimos suponen 

un reto diagnóstico puesto que una pequeña variación (±1 dilución) en el valor de la 

CMI, error aceptable para este tipo de técnicas, puede cambiar el resultado de 

sensibilidad antibiótica de sensible a resistente o al inverso, por este motivo se 

consideraron como aislados portadores de mutaciones cuestionadas. También hay 
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que destacar que hubo cuatro aislados resistentes por pruebas de sensibilidad 

antibiótica basadas en cultivo identificados como sensibles por la prueba GenoType 

MTBDRplus VER2.0. La caracterización por secuenciación demostró en dos de ellos 

ausencia de mutaciones en rpoB, y en los dos casos restantes demostró la presencia 

de aislados heterorresistentes portadores de la doble mutación L430P y S493L 

(L511P+S574L según numeración para EC) y la doble mutación D435Y y L452P 

(D516Y+L533P según numeración para EC), respectivamente, ver tabla 8.  

Tabla 8. Caracterización de rpoB entre los aislados fenotípicamente resistentes a RIF. 
Frec.  Resistencia 

fenotípica CMI 
GenoType MTBDRplus 

VER2.0 Secuenciación  

INH RIF RIF rpoB+ katG inhA rpoB+ 

1 C1 R R - Δwt2,3,4, D516V Δwt, S315T1 - No secuenciada 
2 C1 R R - Δwt2,3,4, D516V Δwt, S315T1 - No secuenciada 
1 C1 R R - Δwt2,3,4, D516V - - No secuenciada 
2 C1 S R - Δwt7, H526Y- - - No secuenciada 
1 C1 R R > 4,0 Δwt8 - - L530M+S531F 
8 C1 R R - Δwt8, S531L Δwt, S315T1 - No secuenciada 
2 C1 R R - Δwt8, S531L Δwt - No secuenciada 
2 C1 R R - Δwt8, S531L - - No secuenciada 
1 C1 R R > 4,0 - - - Sin mutación 
1 C2 R R 4,0 - Δwt, S315T1 - L511P+S574L* 
1 C2 R R 2,0 Δwt2 Δwt, S315T1 - L511P+S574L 
1 C2 R R 0,5 - Δwt, S315T1 . D516Y+L533P* 
1 C2 R R 4,0 Δwt2 - - Q513ins 
8 C2 R R - Δwt2,3,4, D516V Δwt, S315T1 . No secuenciada 
2 C2 R R . Δwt3,4, D516V Δwt, S315T1 - No secuenciada 
1 C2 R R - Δwt3,4, D516V - - No secuenciada 
1 C2 R R 1,0 Δwt4,5 - - N518del 
1 C2 R R - Δwt7, H526D Δwt, S315T1 . No secuenciada 
1 C2 R R - Δwt7,8, H526D Δwt, S315T1 - No secuenciada 
1 C2 R R - Δwt7, H526D . - No secuenciada 
1 C2 R R 2,0 Δwt7 Δwt - H526L 
1 C2 R R >4,0 Δwt8 Δwt, S315T1 - S531Y 
1 C2 R R >4,0 Δwt8 - Δwt1, C15T S531F 
1 C2 R R >4,0 Δwt8 - - S531W 

22 C2 R R - Δwt8, S531L Δwt, S315T1 - No secuenciada 
2 C2 R R - Δwt8, S531L Δwt - No secuenciada 
1 C2 R R - Δwt8, S531L - Δwt1, C15T No secuenciada 
1 C2 R R - Δwt8, S531L - Δwt1 No secuenciada 
1 C2 R R - Δwt8, S531L - C15T No secuenciada 
8 C2 R R - Δwt8, S531L - - No secuenciada 
2 C2 S R - Δwt8, S531L - - No secuenciada 
1 C2 R R <0,13 - - - Sin mutación 

Abreviaciones: Frec. = frecuencia, INH = isoniazida, RIF = rifampicina, CMI = concentración mínima 
inhibitoria, C1 = casos nuevos, C2 = casos previamente tratados, R = resistente, S = sensible, WT = 
bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de mutación, rpoB–WT1 = codones 505-509, rpoB-WT2 = 
codones 510-513, rpoB–WT3 = codones 513-571, rpoB-WT4 = codones 516-519, rpoB-WT5 = codones 
518-522, rpoB-WT6 = codones 522-525, rpoB-WT7 = codones 526-529, rpoB-WT8 = codones 530-533, 
rpoB-MUT1 = mutación D516V, rpoB-MUT2A = mutación H526Y, rpoB-MUT2B = mutación H526D, 
rpoB-MUT3 = mutación S531L, katG-WT = codón 315, katG-MUT1 = mutación S315T1, katG-MUT2 = 
mutación S315T2, inhA-WT1 = posiciones -15 y -16, inhA-WT2 = posición -8, inhA-MUT1 = cambio 
nucleotídico C-15T, inhA-MUT2 = cambio nucleotídico A-16G, inhA-MUT3A = cambio nucleotídico T-8C, 

inhA-MUT3B  = cambio nucleotídico T-8A . (*) heteroresistencia, (+) anotación de mutaciones según 

numeración para Escherichia coli. 
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Por otro lado, entre los 227 aislados sensibles a RIF por pruebas de sensibilidad a 

fármacos basadas en cultivo se identificaron ocho aislados resistentes a RIF por la 

prueba de detección genotípica de resistencias GenoType MTBDRplus VER2.0. La 

caracterización por secuenciación del gen rpoB demostró en todos ellos la presencia 

de mutaciones con cambio de sentido. Las mutaciones que se detectaron fueron 

L430P (L511P según numeración para EC), D435Y (D516Y según numeración para 

EC), H445L (H526L según numeración para EC), H445N (H526N según numeración 

para EC) y L452P (L533P según numeración para EC). Para medir el efecto de estos 

cambios en la afinidad de la RIF por la ARN polimerasa se determinó el valor de la 

CMI a RIF, presentando todos ellos valores de CMI de 0,125 a 1,0 µg/ml, ver tabla 9. 

Los aislados portadores de las mutaciones H445L, D435Y y L452P presentaban 

valores de CMI aumentados de 0,5 a 1,0 μg/ml. En contraste, los aislados portadores 

de las mutaciones H445N y L430P presentaban valores de CMI de 0,125 μg/ml. 

Tabla 9. Caracterización de rpoB entre los aislados fenotípicamente sensibles a RIF.  

Frec. 

 
 

Resistencia 
fenotípica 

(MGIT 960) 

CMI 
(MGIT 960) 

GenoType MTBDRplus 
VER2.0 

Secuenciación  

INH RIF RIF rpoB+ katG inhA rpoB+ 

176 C1 S S - - - - No secuenciada 
10 C1 R S - - Δwt, S315T1 - No secuenciada 
1 C1 R S - - Δwt - No secuenciada 
2 C1 R S - - - Δwt1, C15T No secuenciada 

13 C1 R S - - - - No secuenciada 
1 C1 R S 0,125 Δwt2 Δwt, S315T1 - L511P (+) 
1 C1 R S 0,125 Δwt7 - - H526N (+) 
1 C1 R S 0,5 Δwt7 Δwt, S315T1 - H526L (+++) 

15 C2 S S - - - - No secuenciada 
1 C2 R S - - Δwt, S315T1 - No secuenciada 
1 C2 R S - - - - No secuenciada 
2 C2 R S 0,5 Δwt3,4 Δwt, S315T1 - D516Y (++) 
1 C2 R S 1,0 Δwt7 Δwt - H526L (+++) 
1 C2 R S 0,5 Δwt8 Δwt, S315T1 - L533P (++) 
1 C2 R S No viable Δwt8 Δwt - L533P (++) 

Abreviaciones: Frec. = frecuencia, INH = isoniazida, RIF = rifampicina, CMI = concentración 
mínima inhibitoria, C1 = casos nuevos, C2 = casos previamente tratados, R = resistente, S = 
sensible, WT = bandas wild type o salvaje, MUT = bandas de mutación, rpoB–WT1 = codones 505-
509, rpoB-WT2 = codones 510-513, rpoB–WT3 = codones 513-571, rpoB-WT4 = codones 516-519, 
rpoB-WT5 = codones 518-522, rpoB-WT6 = codones 522-525, rpoB-WT7 = codones 526-529, 
rpoB-WT8 = codones 530-533, rpoB-MUT1 = mutación D516V, rpoB-MUT2A = mutación H526Y, 
rpoB-MUT2B = mutación H526D, rpoB-MUT3 = mutación S531L, katG-WT = codón 315, katG-
MUT1 = mutación S315T1, katG-MUT2 = mutación S315T2, inhA-WT1 = posiciones -15 y -16, 
inhA-WT2 = posición -8, inhA-MUT1 = cambio nucleotídico C-15T, inhA-MUT2 = cambio 
nucleotídico A-16G, inhA-MUT3A = cambio nucleotídico T-8C, inhA-MUT3B  = cambio nucleotídico 
T-8A, (+++) alta fuerza de asociación para predecir resistencia fenotípica, (++) moderada fuerza 
de asociación para predecir resistencia fenotípica, (+) baja fuerza de asociación para predecir 

resistencia fenotípica. (+) anotación de mutaciones según numeración para Escherichia coli. 
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Tal como mencionamos previamente, los aislados con mecanismos de resistencia de 

baja expresión, es decir, que presentan valores de CMI cercanos a los puntos de corte 

de sensibilidad antibiótica establecidos suponen un reto diagnostico puesto que una 

pequeña variación (±1 dilución) en el valor de la CMI, error aceptable para este tipo 

de técnicas, puede cambiar el resultado de sensibilidad antibiótica de sensible a 

resistente o al inverso, por este motivo se consideran como aislados portadores de 

mutaciones cuestionadas. En nuestro estudio, todos los aislados con mutaciones en 

rpoB y valores de CMI por debajo de 2,0 μg/ml (punto corte clínico = 1,0 μg/ml) se 

consideraron asilados portadores de mutaciones cuestionadas independientemente 

del resultado de las pruebas de sensibilidad antibiótica basadas en cultivo. 

Identificándose un total de once aislados con estas características. Todos ellos 

presentaban resistencia a INH y la mayoría (8/11) procedían de pacientes 

previamente tratados que recibieron pautas de tratamiento con fármacos de segunda 

línea. Los tres casos restantes pertenecían a casos nuevos que recibieron la pauta 

estándar con 2EHZR/4HR (al tratarse de casos nuevos no se sometieron a un tamizaje 

de resistencia mediante Xpert MTB/RIF).  
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5. DISCUSIÓN 

5.1 Prevalencia de tuberculosis drogorresistente 

Hasta la elaboración del primero de los artículos incluidos en la presente tesis 

doctoral,24 no existían en la República de Angola datos sobre la prevalencia de TB-

MDR, por lo que nuestro estudio supuso la primera fuente de información sobre este 

problema en el país. Encontramos una alta prevalencia de TB-MDR entre los 

pacientes tratados previamente (71,1%) y los casos nuevos (8,0%). Siendo está muy 

superior (casi 4 veces mayor) a la esperada según las estimaciones de la OMS sobre la 

carga de TB-MDR en Angola, que era del 21% entre los pacientes tratados 

previamente y del 2,8% entre los pacientes nuevos.25 Estos datos también distan 

mucho de los datos comunicados por países vecinos, con prevalencias de TB-MDR 

entre los pacientes tratados previamente del 4,6-15,0%, y del 2,0-6,6% entre los 

pacientes nuevos.26,27,28,29,30,31 

Estos datos revelan cifras de multirresistencia alarmantes, pero estos hallazgos han 

de interpretarse con precaución. El presente trabajo forma parte de un proyecto 

mucho más amplio y ambicioso cuyo objetivo era reforzar la capacidad diagnóstica 

del centro de TB del Hospital Nossa Senhora da Paz para la detección de TB y TB-MDR 

mediante la incorporación del sistema GeneXpert y la prueba Xpert® MTB/RIF.32 

Convirtiéndose así en el primer centro de la República de Angola que incorporaba 

esta tecnología. Todo esto junto con el compromiso por parte del ministerio de salud 

de este país de garantizar a los pacientes diagnosticados de TB-MDR el acceso a 

fármacos de segunda línea pudo haber generado un efecto llamada de los casos más 

graves como, por ejemplo, pacientes con antecedentes de fracaso a múltiples 

esquemas terapéuticos o los que requerían acceso a fármacos de segunda línea no 

disponibles en otros centros, que suelen presentar mayor riesgo de 

farmacorresistencia. Con el fin de minimizar el sesgo de selección se estableció como 

criterio de inclusión del estudio que los pacientes elegibles fueran de la provincia de 

Benguela, permitiendo un máximo de 100 pacientes referidos. Todos los pacientes 

incluidos en el estudio eran de la provincia de Benguela, y la mayoría eran del 
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municipio de Cubal o de municipios cercanos (<50 km de la ciudad de Cubal). No 

obstante, un elevado porcentaje de los pacientes tratados previamente habían sido 

referidos desde localidades que se encuentran a más de 50 km de la ciudad de Cubal. 

Esto junto el elevado porcentaje (26,3%) de pacientes previamente tratados entre la 

población elegible nos hace sospechar que se pudo haber producido un sesgo de 

selección. Según los datos comunicados por el PNLCT tan sólo se esperaría un 10-

15% de pacientes previamente tratados entre los pacientes potencialmente 

elegibles.25 Todo ello podría explicar la extremadamente alta prevalencia de TB-MDR 

entre los pacientes previamente tratados (71,1%), siendo ésta especialmente alta 

cuando la comparamos con los pacientes que no habían recibido tratamiento con 

anterioridad (8,0%). Además, tras esta observación tampoco podemos descartar que 

se haya producido el mismo sesgo de selección entre los pacientes nuevos ya que 

aquellos enfermos de TB contactos de pacientes con diagnóstico de TB-MDR podrían 

haber ido preferentemente a este centro. Siendo necesaria la realización de una 

encuesta nacional de resistencia a fármacos antituberculosos para confirmar la 

prevalencia de TB-MDR en la República de Angola. 

A pesar de estas limitaciones, que impiden que podamos realizar una estimación 

precisa de la carga de TB-MDR en la región, es evidente que la TB-MDR es un 

problema sanitario importante en esta región. La República de Angola consiguió su 

independencia de Portugal en 1975, después de una larga guerra. Sin embargo, una 

vez emancipado el nuevo país se vio inmerso en una intensa y duradera guerra civil 

que se prolongó de 1975 a 2002. La guerra impidió el desarrollo de programas de 

salud, produciéndose frecuentes faltas de abastecimiento de fármacos y 

movilizaciones de personas de un territorio a otro, lo que dificultó la adhesión al 

tratamiento y el correcto seguimiento de los pacientes, así como, la formación del 

personal sanitario.33 Además, hasta hace unos años, no existían programas de TDO 

para el manejo de pacientes con TB,21 lo cual ha podido influir en la adherencia a los 

tratamientos farmacológicos y al posterior desarrollo de resistencia a fármacos. 

Durante los últimos años el PNLCT ha implementado programas de tratamiento 

acortado directamente acortado (TDO) para el manejo de pacientes con TB, lo que 
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con toda seguridad aumentará la adherencia al tratamiento y probablemente ayudará 

a disminuir el desarrollo de resistencias. Por el momento estos programas solo se 

están utilizando para el tratamiento de la TB sensible a fármacos, sin existir aún 

programas de TDO para el manejo de pacientes con TB-MDR. Por otro lado, las guías 

nacionales de la República de Angola para el tratamiento de la TB en casos que habían 

sido previamente tratados con fármacos antituberculosos se basaban en las 

recomendaciones de la OMS de 2010 en las que utilizaba la Categoría II, que añadía 

STR al esquema terapéutico de primera línea y lo alargaba hasta 8 meses.33 Sin 

embargo, existen varios estudios que han observado que el uso de este esquema 

terapéutico en pacientes previamente tratados se asocia a altos porcentajes de 

fracasos y recaídas, y, además, promueve fenómenos de amplificación selectiva de 

poblaciones con mutaciones que confieren resistencia a los fármacos empleados, 

factor que ha podido condicionar también los altos porcentaje de TB-MDR 

encontrados en nuestro estudio.34,35,36 De hecho, la OMS no recomienda actualmente 

el uso de este esquema terapéutico. En su lugar recomienda la implementación de 

pruebas de sensibilidad a fármacos, haciendo especial hincapié en la introducción de 

pruebas rápidas para la detección de resistencia que permitan orientar la pauta de 

tratamiento a recomendar.37 Sin embargo, hasta el año 2014, momento en el que se 

inició el proyecto en el cual se engloba la presente tesis doctoral, la confirmación del 

diagnóstico de la TB en la República de Angola se basaba única y exclusivamente en la 

microscopía del frotis de esputo. 

5.2 Caracterización de los patrones moleculares de resistencia  

Tal como hemos mencionado, la OMS recomienda la introducción en el algoritmo 

diagnóstico de pruebas moleculares rápidas para el diagnóstico de la TB. Estas 

pruebas pueden disminuir el retraso en el diagnóstico ya que algunas de ellas 

presentan mayor sensibilidad que la microscopía, considerada la técnica rápida de 

referencia para el diagnóstico de la TB, además, pueden detectar mutaciones 

asociadas a resistencia y orientar la pauta de tratamiento a recomendar.37 Su breve 

tiempo de respuesta, en comparación con las pruebas clásicas basadas en cultivo, las 
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convierte en herramientas muy valiosas para la toma de decisiones clínicas. Además, 

son pruebas estandarizadas, de rendimiento potencialmente elevado, y que pueden 

llevarse a cabo en entornos con bajos requerimientos de bioseguridad.  

De entre estas técnicas moleculares es necesario resaltar la prueba Xpert MTB/RIF, 

que permite la identificación de MTBC, así como, la detección de resistencia a RIF en 

un plazo de 2 horas, con una sensibilidad del 96% y una especificidad del 98%. 

Además, es mucho más sensible que la baciloscopia (es positivo en el 68% de los 

casos con baciloscopia negativa y cultivo positivo), por lo que también supone un 

avance importante en la detección precoz, especialmente en pacientes con infección 

por VIH.37,38,39 No obstante, su principal ventaja se basa en que la extracción, 

amplificación y detección de ácidos nucleicos está totalmente automatizada y tiene 

lugar en el interior de un cartucho de un solo uso. Con lo que se reduce al mínimo el 

riesgo de contaminación cruzada entre muestras, a la vez que permite la realización 

de pruebas de biología molecular en muchos entornos con bajos requerimientos de 

bioseguridad e infraestructura. 

Hay que mencionar, también, la utilidad de otras pruebas moleculares como son las 

LIPA. Estas pruebas presentan una buena rentabilidad diagnóstica a partir de aislados 

de cultivos, y también han demostrado ser útiles en la detección directa sobre 

muestras respiratorias con baciloscopia positiva; sin embargo, no se recomienda su 

utilización si la baciloscopia es negativa.40,41 Existen varios ensayos comercializados 

que permiten la detección rápida (en menos de 48 horas) de resistencias a fármacos 

de primera (INNO-LiPA Rif.TB, GenoType MTBDRplus) y segunda línea (GenoType 

MTBDRsl). La rentabilidad diagnóstica para la detección de resistencia a RIF es 

excelente (sensibilidad >96% y especificidad >97%).40 Pero, para el resto de los 

fármacos, estas técnicas muestran una moderada sensibilidad (INH: sensibilidad 

89%; FQ: sensibilidad 80%; inyectables de segunda linea: sensibilidad 64%).40,41 A 

pesar de ello, su valor predictivo positivo es alto al mostrar todas ellas alta 

especificidad (especificidad >96%).40,41 Por lo que se recomienda su uso como 

pruebas rápidas iniciales para la detección de casos de TB resistente a la INH, así 

como, para la detección de casos de TB-MDR resistente a FQ o inyectables de segunda 
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linea.40,41 Por otro lado, este tipo de pruebas también pueden emplearse para 

caracterizar los aislados circulantes, ya que incorporan sondas especificas contras las 

mutaciones asociadas a resistencia más frecuentes. La mayor dificultad para la 

implementación de estas técnicas es que su uso requiere de una extracción y una 

amplificación manual de ácidos nucleicos por lo que se requiere de laboratorios con 

cierto nivel de complejidad.  

La introducción de este tipo de pruebas en el algoritmo diagnóstico de la TB es 

esencial para el correcto manejo de los pacientes con TB aportando estas 

innumerables ventajas.21 No obstante, presentan también algunos inconvenientes que 

hemos de tener en cuenta. El primero es consecuencia de que la resistencia a un 

fármaco esta mediada por la participación de una o más mutaciones en uno o varios 

genes, inclusive algunos de ellos aún no identificados. Esto hace que la especificidad 

de las técnicas para la búsqueda de una mutación determinada en un gen sea alta, 

pero la sensibilidad para la identificación fenotípica de resistencia puede ser baja. La 

proporción de aislados resistentes detectados dependerá de factores intrínsecos 

como el fármaco, sus mecanismos de adquisición de resistencias, dianas genéticas 

incluidas en la presentación de la prueba, así como, factores extrínsecos como el perfil 

de mutaciones de los aislados circulantes. Otra limitación es la escasa sensibilidad de 

estos ensayos para detectar poblaciones minoritarias resistentes (poblaciones 

heterorresistentes) que fuesen las causantes de la resistencia fenotípica. Por todo ello 

se recomienda caracterizar y monitorizar los aislados circulantes pues la frecuencia 

de las mutaciones específicas asociadas a resistencias puede variar entre regiones 

geográficas o a lo largo del tiempo afectando a la rentabilidad diagnóstica de las 

técnicas empleadas. 

5.2.1 Patrones de resistencia genotípica a isoniazida  

La resistencia a INH es debida a la participación de diferentes mecanismos de 

adquisición de resistencia, inclusive algunos de ellos aún no identificados. Pero los 

mecanismos de resistencia más relevantes son aquellos que involucran a los genes 

katG e inhA.42 El gen katG codifica para la enzima catalasa-peroxidasa, responsable de 
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la transformación de la INH en su compuesto activo (radical o anión acil-

isonicotínico).43 Este radical producido tras la acción de la enzima KatG se une 

covalentemente al anillo de nicotinamida de una molécula de NAD(H) el producto de 

esta unión (acil-isonicotínico-NADH) se une de forma competitiva al sitio activo de la 

enzima InhA inhibiendo su función.44,45,46 Entre el 40 y el 95% de los aislados 

resistentes a INH son portadores de mutaciones en katG.47,48 La enzima resultante es 

incapaz de activar la INH generando una resistencia de alto nivel. Se han descrito 

numerosas mutaciones, pero las más frecuente son aquellas que afectan el codón 315. 

Entre el 75 y el 90% de los aislados portadores de mutaciones en katG presentan 

mutaciones en esta posición. 47,48 Por otro lado, el gen inhA codifica la enzima enoil-

ACP-reductasa que participa en los procesos de síntesis de los ácidos micólicos de la 

pared bacteriana. Esta enzima es el blanco molecular del fármaco.44,45,46 Entre el 8 y el 

43% de los aislados resistentes a INH son portadores de mutaciones en este gen.48 La 

mayor parte de estas mutaciones se han descrito en la región reguladora y origina 

una sobreexpresión de la enzima que compensa la acción inhibidora del fármaco. 

También se han descrito mutaciones que disminuyen la afinidad de la enzima InhA 

por la dupla acil-isonicotínico-NADH.44,46 Ambos tipos de mutación se asocian a un 

bajo nivel de resistencia. No obstante, han de existir otros mecanismos asociados a 

resistencia no descritos aun pues entre el 10 y el 25% de los aislados resistentes a 

INH no presentan mutaciones ni el gen katG ni en el gen inhA.48–50 

El empleo de la prueba molecular GenoType MTBDRplus VER2.0 sobre los aislados 

clínicos de nuestra serie de pacientes reveló que el 64,6% (73/113) de los aislados 

resistentes a INH eran portadores de mutaciones en la posición 315 del gen katG, 

concretamente 65 eran portadores de la mutación de alto nivel S315T. Por otro lado, 

esta prueba también reveló que el 5,3% (6/113) de los aislados resistentes a INH 

eran portadores de mutaciones en la región promotora del gen inhA. Además, es 

importante resaltar que en el 30,1% de los aislados resistentes a INH no se detectó 

ninguna mutación asociada a resistencia a INH utilizando la prueba GenoType 

MTBDRplus VER2.0. Esto puede ser debido a que presenten otros mecanismos 

asociados a resistencia no descritos aún. O bien, que sean portadores de mutaciones 
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en regiones de katG e inhA no incluidas en la prueba diagnóstica. Como ya 

mencionamos esta prueba incorpora para la detección de resistencia de alto nivel una 

sonda de tipo salvaje que cubre el codón 315 del gen katG, así como, dos sondas de 

mutación que detectan las dos variantes de la mutación asociada a resistencia más 

común (S315T). Es decir, que tan solo analizamos una única posición de este gen. Por 

otro lado, para la detección de resistencia de bajo nivel esta prueba incorpora dos 

sondas de tipo salvaje para la región promotora del gen inhA (nucleótidos -8, -15 y      

-16), así como, cuatro sondas de mutación para las mutaciones asociadas a 

resistencias más comunes: C15T, A16G, T8C y T8A. De manera que con este panel de 

mutaciones el único mecanismo de resistencia que estamos evaluando es la 

sobreexpresión de la enzima para compensar la acción inhibidora del fármaco.  

Es importante resaltar que tal y como pone de manifiesto el presente estudio el 

porcentaje de aislados portadores de mutaciones en los genes katG e inhA varía entre 

las diferentes regiones geográficas. Ello hace que la sensibilidad de las pruebas 

moleculares para la detección de resistencia a INH también varíe. Esto explica que la 

exactitud diagnóstica de estas pruebas, en particular la de GenoType MTBDRplus, sea 

variable y presente una sensibilidad muy heterogénea entre estudios, con 

sensibilidades que van desde el 57% hasta el 100% con una sensibilidad acumulada 

del 84,3%.40 Sin embargo, la especificidad acumulada es alta y consistente entre 

estudios.40 Todo ello hace que este tipo de pruebas presente un elevado valor 

predictivo positivo, es decir, un resultado positivo indica resistencia a INH con 

seguridad. Sin embargo, un resultado negativo requiere de la realización de otras 

técnicas confirmatorias antes de descartar la resistencia a INH, especialmente en 

países con alta prevalencia de TB farmacorresistente. 

5.2.2 Patrones de resistencia genotípica a rifampicina  

La RIF es un agente bactericida de amplio espectro que interfiere en la síntesis de 

ARN mensajero al unirse a la polimerasa de ARN dependiente de ADN 

procariota.51,52,53 Esta polimerasa es un oligómero compuesto por cuatro subunidades 

distintas: α, β, β′ y σ codificadas por los genes rpoA, rpoB, rpoC y rpoD, 
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respectivamente. La RIF no impide la unión de la ARN polimerasa al promotor ni la 

formación del primer enlace fosfodiéster, pero impide la elongación posterior de la 

cadena. Esta inhibición la logra uniéndose a la subunidad β de la ARN polimerasa,54,55 

concretamente, los modelos estructurales indican que el sitio de unión de la RIF está 

ubicado cerca del centro catalítico de la enzima y bloquea físicamente la elongación 

de la cadena.56,57 Las micobacterias, al igual que otros géneros bacterianos, adquieren 

resistencia a la RIF mediante mutaciones en una región bien definida de 81 pares de 

bases del gen rpoB conocida como RRDR. Más del 96% de las cepas resistentes a la 

RIF poseen mutaciones en esta región.58,59 Este hecho ha facilitado enormemente el 

desarrollo de pruebas moleculares rápidas para la detección de TB-RR, además, como 

la resistencia a RIF raramente se presenta sola pero frecuentemente viene asociada a 

resistencia a la INH, se puede considerar la resistencia a RIF como un marcador de 

TB-MDR. 

El empleo de la prueba molecular GenoType MTBDRplus VER2.0 sobre los aislados 

clínicos de nuestra serie de pacientes reveló que el 95,1% (77/81) de los aislados 

resistentes a RIF eran portadores de mutaciones en RRDR. Pudiendo identificar la 

mutación asociada a resistencia en 69 de los mismos. En los ocho aislados restantes la 

resistencia se infirió por la ausencia de señal en al menos una de las sondas de tipo 

salvaje. Resaltar, también, que en el 4,9% (4/881) de los aislados resistentes a RIF no 

se detectó ninguna mutación asociada a resistencia a RIF utilizando la prueba 

GenoType MTBDRplus VER2.0. La posterior caracterización por secuenciación 

demostró en dos de ellos ausencia de mutaciones en rpoB, y en los dos casos restantes 

presencia de aislados heteroresistentes. También hay que resaltar la detección de 

ocho aislados portadores de mutaciones en RRDR identificados como aislados 

sensibles por pruebas de sensibilidad a fármacos basadas en cultivo. Para poder 

evaluar la rentabilidad diagnóstica de la prueba Xpert MTB/RIF se caracterizaron 

todos los aislados resistentes por ausencia de hibridación de sondas de tipo salvaje, 

así como todos los aislados discrepantes. 

Tal como ya mencionemos anteriormente, las pruebas moleculares rápidas para la 

detección de TB-RR tienen una excelente exactitud diagnóstica para la detección de 
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resistencia a RIF.39,40 A pesar de ello, su introducción en el algoritmo diagnóstico de la 

TB conduce invariablemente a discrepancias, en ambos sentidos, entre los métodos 

fenotípicos y genotípicos de resistencias.60,61 Estas discrepancias pueden ser debidas 

a la presencia de aislados con mutaciones fuera de la región RRDR, a la presencia de 

aislados portadores de mutaciones silentes, a la presencia de aislados portadores de 

mutaciones cuestionadas o a la presencia de aislados heterorresistentes.62  

La primera situación que nos puede conducir a discordancias entre métodos está 

relacionada con el mecanismo molecular de resistencia ya que la resistencia a un 

fármaco está mediada por la participación de una o más mutaciones en uno o varios 

genes, inclusive algunos de ellos aún no identificados. Esto hace que la especificidad 

de las técnicas para la búsqueda de una mutación determinada en un gen sea alta, 

pero la sensibilidad para la identificación fenotípica de resistencia pueda ser baja. Es 

decir, el hecho de no encontrar ciertas mutaciones en uno o varios genes no 

necesariamente se traduce en un diagnóstico confiable de sensibilidad. La proporción 

de aislados resistentes no detectados dependerá del fármaco y de sus mecanismos de 

adquisición de resistencia. Tal como hemos mencionado antes la resistencia a la RIF 

se asocia principalmente a mutaciones en una pequeña región del gen rpoB. Más del 

96% de las cepas resistentes a la RIF poseen mutaciones en esta región.58,59 Este 

hecho ha facilitado enormemente el desarrollo de pruebas moleculares rápidas para 

la detección de TB-RR. Sin embargo, en un porcentaje no despreciable (cerca de un 

5%) la resistencia a RIF es debida a mutaciones fuera de RRDR. Existen varias 

publicaciones que describen mutaciones en el gen rpoB asociadas a resistencia fuera 

de RRDR. En concreto refieren las mutaciones V176F e I491F (V146F e I572F según 

numeración para EC).63,64,65 No obstante, aún no conocemos todas las mutaciones 

asociadas a resistencia ni todos los mecanismos de resistencia implicados. Existe 

alguna publicación que sugiere una asociación entre la resistencia a RIF y la 

sobreexpresión de las bombas de eflujo Rv0194 y mmpL5.66,67 Pero se requieren 

estudios con un mayor tamaño muestral para evaluar esta asociación.  

En nuestra serie de pacientes se detectaron dos casos de aislados resistentes a RIF no 

portadores de mutaciones en RRDR. La caracterización por secuenciación del 
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fragmento de ADN entre los codones 135 y 610 del gen rpoB, donde se encuentran 

todas las mutaciones asociadas a resistencia descritas, tampoco demostró ninguna 

mutación en rpoB fuera de RRDR. Por lo tanto, desconocemos el mecanismo de 

resistencia de estos dos aislados.  Pero debido a su presencia dos casos de TB-MDR no 

pudieron ser detectados por pruebas moleculares de detección de resistencias, un 

caso entre los pacientes que no habían recibido tratamiento con anterioridad y otro 

caso entre los pacientes previamente tratados.  

Otra situación que puede conducir a discordancias entre métodos está relacionada 

con la presencia de mutaciones silentes. Las técnicas moleculares de detección de 

resistencias detectan cambios en la secuencia nucleotídica, pero por la degeneración 

del código genético no todos los cambios se traducen en cambios en la estructura 

proteica. Por lo tanto, una proporción variable de cepas sensibles pueden ser 

detectadas erróneamente como aislados resistentes. Existen varias publicaciones que 

alertan de la presencia de aislados portadores de mutaciones silentes que 

potencialmente pueden ocasionar errores diagnósticos. Concretamente nos alertan 

sobre las mutaciones silentes Q510Q, F514F, y L533L (Q429Q, F433F, L452L, 

respectivamente, según numeración para EC).68,69,70 Pero apenas hay datos sobre la 

prevalencia de este tipo de aislados y los pocos datos que se disponen provienen de 

estudios llevados a cabo en países con baja incidencia de TB. Reportándose unas 

prevalencias de entre el 0,4 y el 1,3%.68,69,71,72  

La presencia de este tipo de aislados afecta más al rendimiento de las pruebas de 

detección genética de resistencias basadas en la amplificación de ácidos nucleicos por 

PCR a tiempo real (p.ej. Xpert® MTB/RIF) que a las pruebas basadas en el principio 

de hibridación reversa (p.ej. GenoType MTBDRplus VER2.0). Esto se debe a que las 

primeras sólo incorporan para la detección de resistencia sondas de tipo salvaje y la 

resistencia se infiere por ausencia de señal en alguna de ellas. Sin embargo, las 

pruebas basadas en el principio de hibridación reversa incorporan para la detección 

de resistencia tanto sondas de tipo salvaje que cubren la secuencia de bases de la 

región de interés, así como, sondas de mutación específicas para la detección de las 

mutaciones asociadas a resistencia más comunes. De manera que en un porcentaje 
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elevado de casos conocemos la mutación asociada a resistencia implicada, en los 

casos restantes la resistencia se infiere por la ausencia de una de las sondas de tipo 

salvaje. Como estos resultados tienen implicaciones importantes para el tratamiento 

del paciente es importante confirmar e identificar la presencia de mutaciones en el 

gen rpoB. La Asociación de Laboratorios de Salud Pública de Estados Unidos (APHL, 

por sus siglas en inglés) recomienda confirmar la presencia de mutaciones en rpoB 

mediante secuenciación o a través de pruebas basadas en el principio de hibridación 

reversa (por su menor tiempo de respuesta) y tan sólo secuenciar rpoB en aquellos 

casos en que no se detecte ninguna de las mutaciones asociadas a resistencia 

incluidas en la prueba.73 En el manual para la implementación de Xpert MTB/RIF en 

el algoritmo diagnóstico de la TB publicado por la OMS en 2013 se recomendaba 

confirmar la presencia de mutaciones en rpoB en entornos donde la prevalencia de 

resistencia a RIF fuera inferior al 15% a causa del bajo VPP de la prueba en áreas con 

baja incidencia de TB-MDR.38 Esta recomendación se mantuvo en la siguiente 

actualización publicada en 2014, sin embargo, en esta se indicaba que gran parte de 

las discordancias detectadas podían estar relacionadas con la detección de cepas 

verdaderamente resistentes a RIF no detectadas por pruebas de sensibilidad 

antibiótica basadas en cultivo (estándar de referencia).39 

Estudios realizados en áreas con baja incidencia de TB describen porcentajes 

moderados/altos de aislados portadores de mutaciones silentes entre los aislados 

genotípicamente resistentes, reportándose prevalencias de entre el 4,3% y el 25% de 

los casos.69,71,72 En países con alta incidencia de TB la prevalencia de aislados 

portadores de mutaciones silentes entre los aislados genotípicamente resistente es 

menor aunque existen datos heterogéneos al respecto, reportándose prevalencias de 

entre el 1,3% y el 10,6% de los casos.74,75 Importante resaltar que en este último 

trabajo los autores resaltaban que tan elevado e inusual porcentaje de discrepancias 

en un área de alta incidencia de TB podía estar influenciado por la presencia de 

pacientes en clúster, infectados por una misma cepa, y que por tanto participan en 

una misma cadena de transmisión.75 En nuestra serie, llevada a cabo en un área de 

alta carga de TB, no se detectó ningún aislado portador de mutaciones silentes.  
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Otra situación a tener en cuenta ante la presencia de discrepancias es la presencia de 

aislados portadores de mutaciones cuestionadas. La interpretación de los 

resultados de las pruebas de sensibilidad antibiótica consiste en la categorización 

clínica de los resultados, es decir, en la traducción por medio de los puntos de corte 

clínicos en las categorías clínica sensible, intermedio o resistente. Los puntos de corte, 

bien en valores de halos de inhibición o de CMI, se utilizan para separar estas 

categorías. El Clinical and Labarptary Stamdards Institute y el European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing establecen en los Estados Unidos y en Europa, 

respectivamente, estos puntos de corte. Este último grupo también ha establecido los 

denominados puntos ECOFF que separan las poblaciones que carecen o no expresan 

mecanismos de resistencia de aquellas que los presentan y expresan. Los puntos de 

corte que definen la categoría clínica sensible no necesariamente han de coincidir con 

los ECOFF. La utilización exclusiva de las categorías clínicas (sensible, intermedio o 

resistente) puede limitar la lectura interpretada del antibiograma, en particular si los 

puntos de corte clínicos no son adecuados o están alejados de los puntos de ECOFF. 

Esta circunstancia se agrava cuando se consideran mecanismos de resistencia de baja 

expresión que implican valores de CMI o halos de inhibición que apenas superan los 

puntos de corte de sensibilidad antibiótica establecidos.  

En el caso de la RIF el nivel de resistencia dependerá de la mutación detectada.76 La 

posición de la mutación y el cambio aminoacídico determinan el nivel de resistencia. 

Las mutaciones S450L, H445Y, H445D y D435V (S531L, H526Y, H526D, D516V, 

respectivamente, según la numeración para EC) están asociadas con un alto o 

moderado nivel de resistencia, mientras que las mutaciones L452P, H445N, H445L, 

D435Y y L430P (L533P, H526N, H526L, D516Y, L511P, respectivamente, según la 

numeración para EC) tienden a causar bajo nivel de resistencia.77,78 Los aislados con 

mecanismos de resistencia de baja expresión, es decir, que presentan valores de CMI 

cercanos a los puntos de corte de sensibilidad antibiótica establecidos suponen un 

reto diagnóstico para las pruebas de detección de resistencia basadas en cultivo.79 

Esto es debido principalmente a la reproducibilidad de sus resultados pues una 

pequeña variación (±1 dilución) en el valor de la CMI, error aceptable para este tipo 
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de técnicas, puede cambiar el resultado de sensibilidad antibiótica de sensible a 

resistente o al inverso. Este hecho es responsable de que muchas de estas mutaciones 

con bajo nivel de resistencia se interpreten a veces como aislados sensibles y otras 

veces como aislados resistentes, por todo ello el valor de estas mutaciones es incierto 

y reciben el nombre de aislados portadores de mutaciones cuestionadas.79,80 A pesar 

de que existen estudios que indican que la presencia de estos aislados incrementa la 

probabilidad de fracaso de tratamiento.81  

En nuestra serie se detectaron un total de once pacientes con aislados portadores de 

mutaciones cuestionadas. Todos ellos presentaban resistencia a INH, y la mayoría 

(8/11) procedían de pacientes previamente tratados por la que la exposición previa 

al tratamiento pudo haber contribuido a su desarrollo. Tres se clasificaron como 

fenotípicamente resistentes por las pruebas de sensibilidad basadas en cultivo, pero 

presentaban mutaciones asociadas a un bajo nivel de resistencia (CMI entre 1.0 y 2.0 

μg/ml; punto de corte clínico = 1.0 μg/ml). Las mutaciones que se detectaron fueron 

la doble mutación L430P+S493L (L511P+S574L según la numeración para EC), la 

deleción N437 (N518del según la numeración para EC), y la mutación H445L (H526L 

según la numeración para EC). Los restantes ochos aislados portadores de 

mutaciones cuestionadas se clasificaron como aislados fenotípicamente sensibles. Las 

mutaciones que se detectaron fueron L430P (L511P según numeración para EC), 

1caso; D435Y (D516Y según numeración para EC), 1caso; H445L (H526L según 

numeración para EC), 2 casos; H445N (H526N según numeración para EC), 1 caso, y 

L452P (L533P según numeración para EC), 2 casos. Los aislados portadores de las 

mutaciones H445L, D435Y y L452P presentaban valores de CMI aumentados 

cercanos al punto de corte clínico (CMI = 0,5-1,0 μg/ml). Sin embargo, los aislados 

portadores de las mutaciones H445N y L430P presentaban valores de CMI por debajo 

del punto de ECOFF (CMI = 0,125 μg/ml; ECOFF = 0,25–0,5 μg/ml). 

Para mejorar el diagnostico fenotípico de la resistencia a RIF varios autores han 

sugerido reducir el punto de corte clínico de la RIF para que coincida con el punto de 

ECOFF.77,82,83 El problema radica en la superposición de los valores de CMI entre las 

poblaciones que carecen o no expresan mecanismos de resistencia con aquellas que 
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los presentan y expresan, véase Figura 13. Ello hace que, aunque se reduzca el punto 

de corte clínico todavía se pasarían por alto algunos aislados portadores de 

mutaciones cuestionadas mientras que algunos aislados sensibles se clasificarían 

erróneamente como resistentes.77  

Figura 13. Distribución de los valores de concentración mínima inhibitoria a rifampicina 

entre los aislados de Mycobacterium tuberculosis complex. 

 

 

 

 

 

 

* Para establecer la distribución de los valores de CMI a rifampicina entre los aislados que carecen 
o no expresan mecanismos de resistencia se seleccionaron 90 aislados clínicos consecutivos 
sensibles a rifampicina (barras con líneas verticales). También se seleccionaron 11 aislados 
resistentes tanto por BACTEC460 como por 7H10 (barras negras). El punto de corte clínico esta 
señalado con una flecha. La barra llena de puntos es un aislado discordante de BACTEC460 y 
7H10.  

Fuente: Schön T et al. Evaluation of wild-type MIC distributions as a toll for determination of clinical 

breakpoint for Mycobacterium tuberculosis. 84 

Con el mismo fin, las plataformas de datos han trabajado en el desarrollo de nuevos 

métodos para predecir la resistencia fenotípica a fármacos antituberculosos. Uno de 

los consorcios internacionales de TB junto con los socios de la plataforma ReSeqTB 

publicaron en 2018 un trabajo cuyo objetivo era establecer un nuevo método, 

estandarizado y reconocido internacionalmente para predecir la resistencia 

fenotípica a fármacos e implantarlo en su plataforma.85 Este nuevo método de 

predicción de resistencias se basa en la utilización de la razón de verosimilitud como 

medida de asociación. Este parámetro tiene dos grandes ventajas. La primera es que 

la razón de verosimilitud es una medida universal de asociación que no se ve afectada 
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por la prevalencia. La segunda es que, a diferencia de la sensibilidad y la especificidad, 

que a menudo se utilizan para evaluar las mutaciones de resistencia como predictores 

de resistencia fenotípica, la razón de verosimilitud no conduce a una exageración de 

los beneficios de una prueba o a la fuerza de una asociación ya que simplemente 

proporcionan un multiplicador de la probabilidad de resistencia previa a la prueba. 

Es decir, una alta sensibilidad y especificidad no garantizan que el resultado positivo 

sea correcto si la afección subyacente es extremadamente rara. A pesar de sus 

ventajas existe un inconveniente y es que este sistema no tiene en cuenta la 

incertidumbre (intervalo de confianza 95%) en torno a la estimación de la razón de 

verosimilitud para mutaciones que se asocian positivamente con la resistencia. Esto 

significa que las mutaciones pueden clasificarse como de alta confianza, a pesar de 

haber sido observada en tan sólo unos pocos aislados resistentes. Por lo tanto, el nivel 

de confianza en la clasificación de cada mutación se ha de considerar como 

provisional ya que podría cambiar en cualquier dirección a medida que se obtengan 

más datos.85 Junto con la descripción de esta nueva metodología, publicaron también 

una lista de mutaciones asociadas a resistencia clasificadas según su fuerza de 

asociación para predecir la resistencia. Según esta lista la mutación H445L (H526L 

según la numeración para EC) tiene una alta fuerza de asociación, y las mutaciones 

D435Y (D516Y según la numeración para EC) y L452P (L533P según la numeración 

para EC) tienen una moderada fuerza de asociación para predecir la resistencia 

fenotípica a RIF.85 Mientras que las mutaciones H445N (L511P según la numeración 

para EC) y L430P (H526N según la numeración para EC) tienen una baja fuerza de 

asociación para predecir la resistencia fenotípica a RIF, ergo evidencia no concluyente 

de que la mutación confiere o está fuertemente asociada a resistencia a RIF.85 Los 

aislados portadores de mutaciones con alta o moderada fuerza de asociación se 

consideraron aislados clasificados erróneamente como aislados sensibles. Mientras 

que los aislados portadores de mutaciones con baja fuerza de asociación para 

predecir la resistencia fenotípica se consideraron aislados verdaderamente sensibles. 

Si revisamos los valores de CMI de estos aislados veremos que todos los aislados 

portadores de mutaciones con alta o moderada fuerza de asociación presentaban 

valores de CMI a RIF aumentados (CMI entre 0,5 y 1,0 μg/ml). Mientras que los 
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aislados portadores de mutaciones con baja fuerza de asociación presentaban valores 

de CMI por debajo del punto de ECOFF. Es decir, la determinación del valor de la CMI 

a RIF es una herramienta útil para esclarecer el valor clínico de los aislados 

portadores de mutaciones cuestionadas.  

En resumen, debido a la presencia de estos aislados seis casos de TB-MDR no fueron 

diagnosticados por pruebas de sensibilidad a fármacos basadas en cultivo, un caso 

entre los nuevos casos y cinco casos entre los pacientes previamente tratados. No 

obstante, no puedo evaluarse el riesgo de fracaso del tratamiento con pautas que 

incluyan RIF debido a que todos los pacientes, excepto uno, recibieron medicamentos 

de segunda línea para el tratamiento de la TB puesto que fueron identificados como 

resistentes por la prueba Xpert MTB/RIF (pacientes previamente tratados) y el único 

caso que recibió la pauta de tratamiento 2EHZR/4HR (caso nuevo) murió durante el 

tratamiento. 

Existe una última condición que puede ser causa de discrepancias, la hetero-

resistencia. Esta clásicamente se detectaba empleando pruebas de sensibilidad 

antibiótica basadas en cultivo y se definía como la coexistencia en un mismo paciente 

de micobacterias sensibles y resistentes para un mismo fármaco considerándose una 

cepa de MTBC resistente a un antibiótico cuando el 1% o más de la población 

bacteriana de un cultivo era capaz de crecer y multiplicarse en presencia de una 

concentración determinada de ese fármaco. Para ello se establecía la proporción de 

bacterias resistentes comparando el crecimiento de la cepa con antibiótico con una 

dilución 1/100 de la cepa que actuaba como control. Esta interpretación se conoce 

como método de las proporciones y las concentraciones críticas, y fue establecido por 

Cannetti y Grosset en 1963.86 Sin embargo, con la llegada de las pruebas moleculares 

este término también se emplea para describir la coexistencia en un mismo paciente 

de micobacterias con el alelo salvaje y micobacterias con el alelo mutado asociado a 

resistencia a un determinado fármaco.87 Este fenómeno, que representa una vía de 

escape natural hacia la resistencia estable a los antimicrobianos, se ha estudiado 

poco, esto hace que la prevalencia de este fenómeno sea desconocida pero 
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presumiblemente dependa de la epidemiologia local de la resistencia a los fármacos 

antituberculosos.  

Las pruebas basadas en el principio de hibridación reversa, como GenoType 

MTBDRplus, pueden detectar una parte de los aislados heterorresistentes. La 

detección simultánea de bandas de tipo salvaje y bandas de mutación es indicador de 

hetero-resistencia. Pero si la hetero-resistencia es debida a una mutación no incluida 

en la prueba diagnóstica esta pasará desapercibida y el aislado se identificará como 

sensible a RIF. Las pruebas basadas en la amplificación de ácidos nucleicos por PCR a 

tiempo real, como Xpert MTB/RIF, no son una buena herramienta para hallar aislados 

heteroresistentes, pero su presencia afecta menos al resultado de la prueba. Pues la 

ausencia de señal de una de las sondas (población homo-resistente) o si hay una 

diferencia de 3,5 ciclos o más entre la detección de la primera y la última sonda 

(población hetero-resistente) indica resistencia a RIF. Tan sólo habría dificultades 

para caracterizar correctamente como aislados resistentes aquellos en que la 

población resistente represente un bajo porcentaje de esta.88 

En nuestra serie de pacientes se detectaron casualmente 2 casos de hetero-

resistencia entre los aislados resistentes a RIF ambos procedentes de pacientes 

previamente tratados. Estos dos aislados hetero-resistentes eran portadores de la 

doble mutación L430P y S493L (L511P+S574L según numeración para EC) y la doble 

mutación D435Y y L452P (D516Y+L533P según numeración para EC). La prueba 

Xpert MTB/RIF realizada en Angola para establecer la pauta de tratamiento de estos 

pacientes fue capaz de detectar, en ambos casos, la resistencia a RIF. Pero la presencia 

de estos aislados interfirió en la correcta caracterización de éstos mediante la prueba 

MTBDRplus, la cual identificó como sensibles ambos aislados. Esto fue debido a que 

ninguna de las mutaciones que portaban estos aislados se encuentra entre las bandas 

de mutación presentes en la prueba GenoType MTBDRplus VER2.0, a saber, D516V, 

H526Y, H526D y S531L (según la numeración para EC). Estos hallazgos son casuales y 

es probable que el porcentaje de hetero-resistencia hallado en nuestra serie esté 

subestimado, ya que nuestro estudio no estaba diseñado para estimar la prevalencia 

de hetero-resistencia, lo que habría requerido de la realización de antibiogramas por 
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el método de las proporciones en medio Löwenstein-Jensen o la aplicación de 

técnicas de secuenciación masiva sobre muestras o cultivo primario.89 Estudios en 

otros países con alta carga de TB demuestran prevalencias de hetero-resistencia que 

van entre el 1,9 y el 28,8%.87,90,91 

En resumen, en nuestro estudio encontramos un total de 87 aislados resistentes a 

RIF. De los cuales, 74 casos (85,1%) tenían mutaciones de resistencia no 

cuestionadas, 9 casos (10,3%) tenían mutaciones de resistencia cuestionadas, 2 casos 

(2,3%) no tenían mutaciones en el gen rpoB y 2 casos (2,3%) eran aislados hetero- 

resistentes, ver figura 14. La distribución de mutaciones entre los aislados resistentes 

a RIF fue S450L (S531L según la numeración para EC), 49 casos (56,3%); D435V 

(D516V según la numeración para EC), 15 casos (17,2%); H445D (H526D según la 

numeración para EC), 3 casos (3,4%); H445L (H526L según la numeración para EC), 3 

casos (3,4%); H445Y (H526Y según la numeración para EC), 2 casos (2,3%); H435Y 

(D516Y según la numeración para EC), 2 casos (2,3%); L452P (L533P según la 

numeración para EC), 2 casos (2,5%); L430P (L511P según la numeración para EC), 2 

casos (2,5%); doble mutante L430P y S493L (L511P y S574L según la numeración 

para EC), 1 caso (1,1%); inserción Q432 (Q513ins según la numeración para EC), 1 

caso (1,1%); doble mutante D435Y y L452P (D516Y y L533P según la numeración 

para EC), 1 caso ( 1,1%); deleción N437 (N518del según la numeración para EC), 1 

caso (1,1%); doble mutante L449M y S450F (L530M y S531F según la numeración 

para EC), 1 caso ( 1,1%); S450F (S531F según la numeración para EC), 1 caso (1,1%); 

S450W (S531W según la numeración para EC), 1 caso (1,1%) y S450Y (S531Y según 

la numeración para EC), 1 caso (1,1%). También hay que destacar que entre los 221 

aislados sensibles a RIF se detectaron dos aislados (0,9%) portadores de mutaciones 

con cambio de sentido en la RRDR no asociadas con resistencia a RIF, cuya presencia 

puede conducir a una identificación genotípica errónea de TB-RR mediante el empleo 

de pruebas moleculares convencionales. Este patrón de distribución de mutaciones 

observado difiere mucho de otros patrones de mutaciones comunicados por otros 

países,92 los cuales suelen mostrar un claro predominio de la mutación S450L (S531L 

según la numeración para EC) y muy poca diversidad genética, lo que sugiere un bajo 
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grado de maduración de la epidemia de TB-MDR en Angola.93,94 El desarrollo de 

resistencia a fármacos antituberculosos implica un coste, en términos de eficacia 

biológica, en ausencia del fármaco. Por ello se suele observar un fenómeno de 

selección de mutaciones de resistencias que van seguidas o acompañadas de 

mutaciones compensatorias a medida que avanza la epidemia y se incrementa la tasa 

de resistencia primaria entre los casos de TB-MDR.94   

Figura 14. Caracterización de los aislados resistentes a rifampicina. 

5.3 Evaluación de la rentabilidad diagnóstica del sistema GeneXpert 

En nuestra serie solo los pacientes previamente tratados se sometieron a pruebas 

rápidas para la detección de resistencias sobre muestra clínica antes de iniciar 

tratamiento. En total 111 pacientes se beneficiaron de la realización de dicha prueba. 

En 107 se confirmó el diagnóstico de TB identificándose 75 casos de TB-RR. Sin 

embargo, solo se obtuvo confirmación bacteriológica de TB y resultados de pruebas 

de sensibilidad a fármacos antituberculosos por cultivo en 83 de los casos 

confirmados. La concordancia entre ambas técnicas para la detección de resistencia a 

RIF fue elevada del 91,6%. Detectándose siete aislados discordantes, ver tabla 10. Seis 

eran aislados clasificados fenotípicamente como sensibles, pero identificados como 

resistentes por la prueba Xpert MTB/RIF, de los cuales cinco eran portadores de 

mutaciones con cambio de sentido con una fuerte o moderada asociación para 

predecir la resistencia fenotípica, es decir, verdaderamente resistentes, y en el caso 

restante no se identificó ninguna mutación en RRDR a pesar de que la prueba Xpert 

MTB/RIF detecto resistencia a RIF por ausencia de señal en la sonda E (población 
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homo-resistente), lo que sugiere un error preanalítico en el laboratorio clínico. El 

séptimo aislado discordante fue clasificado fenotípicamente como aislado resistente, 

pero sensible por la prueba Xpert MTB/RIF, la caracterización por secuenciación del 

gen rpoB no demostró la presencia de ninguna de las mutaciones asociadas a 

resistencia a RIF descritas en rpoB, y desconocemos el mecanismo de resistencia a 

RIF de dicho aislado. Teniendo en cuenta estos resultados de caracterización 

genotípica la sensibilidad y la especificidad del Xpert MTB/RIF fue del 98,4% y del 

94,1%, respectivamente, para la detección de resistencia de RIF entre los pacientes 

previamente tratados, ver tabla 10. 

Tabla 10. Comparación de los resultados de resistencia a rifampicina obtenidos 

mediante Xpert MTB/RIF y pruebas de detección de resistencia basadas en cultivo. 

Xpert MTB/RIF 

Pruebas de detección de resistencias basadas en cultivo 

Casos nuevos con  

baciloscopia + tras 2 m (n=55) 
 

Casos previamente tratados 

(n = 83) 

RIFR RIFS  RIFR RIFS 

RRDR secuencia mutada 15 1   60 61 

RRDR secuencia salvaje 0 39  1 16 
 

 Concordancia 

% 

Índice 

Kappa 

Sensibilidad 

%, (95% IC) 

Especificidad 

%, (95% IC) 

VPP 

%, (95% IC) 

VPN 

%, (95% IC) 

Global 92,4 0,85 97,5  

(94,9-100) 

86,4 

(80,8-91,9) 

89,5 

(84,6-94,5) 

96,9 

(93,7-99,6) 

Casos nuevos 

baciloscopia + tras 2 m 

98,2 0,96 93,8 

(87,4-100) 

100 100 97,5 

93,4-100) 

Casos previamente  

tratados 

91,6 0,77 98,4 

(95,6-100) 

72,7  

(63,1-82,3) 

90,9 

(84,7-97,1) 

94,1 

(89,1-99,2) 

Abreviaciones: m = meses, RIF = rifampicina, R = resistente, S = sensible, RRDR = región 
determinante de resistencia a rifampicina, IC = intervalo de confianza, VPP = valor predictivo 
positivo, VPN = valor predictivo negativo.  

1 entre ellos se detectaron cinco aislados portadores mutaciones con cambio de sentido con una 
fuerte o moderada asociación para la detección de resistencia a rifampicina. Por ese motivo se 
consideraron resultados falso negativos de las pruebas de detección de resistencias basadas en 
cultivo.  

A los pacientes nuevos que persistían con baciloscopia positiva tras dos meses de 

tratamiento también se les realizo dicha prueba. La falta de conversión de la 

baciloscopia tras la fase intensiva de tratamiento puede deberse a la presencia de 

aislados resistentes que no responden al tratamiento, sin embargo, existen otros 

motivos que pueden conducirnos a esta misma situación como la mala adherencia al 

tratamiento, la resolución lenta del cuadro clínico debido a la presencia de lesiones 
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extensas o incluso pueden ser bacterias no viables que permanecen visibles al 

microscopio. En total 90 pacientes se beneficiaron de la realización de dicha prueba. 

Pero solo en 84 de ellos se demostró la presencia de MTBC identificándose 22 casos 

de TB-RR. Es decir, que en el contexto del estudio (alta incidencia de TB-MDR) la falta 

de conversión de la baciloscopia entre los casos nuevos es debida a la presencia de 

aislados resistentes en el 26,2% de los casos. Sin embargo, solo teníamos 

confirmación bacteriológica de TB y resultados de pruebas de sensibilidad a fármacos 

antituberculosos por cultivo en medio líquido en 55 casos. La concordancia entre 

ambas técnicas para la detección de resistencia a RIF fue elevada del 98,2%. 

Detectándose tan solo un aislado discordante, clasificado fenotípicamente como 

sensible, pero identificado como resistente por la prueba Xpert MTB/RIF. La prueba 

Xpert MTB/RIF identificó dicho aislado como resistente por presentar una diferencia 

de más de 3,5 ciclos entre la detección de la primera y la última sonda (sonda B), lo 

que sugiere la presencia de una población hetero-resistente. Sin embargo, la 

caracterización por secuenciación del gen rpoB no lo demostró ni tampoco demostró 

la presencia de ninguna mutación asociada a resistencia, lo que sugiere un proceso de 

selección positiva de la población sensible tras el cultivo por la ausencia de presión 

selectiva (no se pudo demostrar por no disponer de muestra original para confirmar). 

Teniendo en cuenta estos resultados de caracterización genotípica la sensibilidad y la 

especificidad del Xpert MTB/RIF fueron del 100% y del 97,5%, respectivamente, para 

la detección de resistencia a RIF entre los pacientes nuevos que persistían con 

baciloscopia positiva tras dos meses de tratamiento, ver tabla 10. 

5.4 Propuesta de implementación de nuevos algoritmos diagnósticos  

Los algoritmos diagnósticos implantados por los PNLCT dependen en gran medida de 

la epidemiología de la TB, la prevalencia de la TB asociada a VIH, la prevalencia de la 

TB farmacorresistente, así como, de los recursos disponibles. En el caso concreto de la 

República de Angola, hasta el año 2014, momento en el que se inició el proyecto en el 

cual se engloba la presente tesis doctoral, la confirmación del diagnóstico de la TB en 

la región se basaba única y exclusivamente en la microscopia de frotis de esputo. Sin 
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embargo, tras la notificación de los datos sobre la prevalencia de TB-MDR en la 

región, el PNLCT fortaleció los servicios de laboratorio incorporando el Xpert 

MTB/RIF como método de diagnóstico rápido de la TB y la TB-MDR.  

Esta medida del PNLCT está en línea con las recomendaciones de la OMS para el 

correcto manejo de pacientes con TB. Dicha organización aconseja que todos los 

países con alta carga de TB-MDR incorporen en su algoritmo diagnóstico pruebas 

rápidas para el diagnóstico de la TB y la TB farmacorresistente (p. ej. Xpert MTB/RIF, 

Xpert MTB-XDR o LIPA). Recomendándose un uso indiscriminado de las mismas o, si 

los recursos son limitados, destinarlas para el correcto manejo de grupos de riesgo 

como por ejemplo pacientes previamente tratados, pacientes nuevos que persisten 

con baciloscopia positiva tras dos meses de tratamiento o contactos de pacientes con 

TB-MDR. Esta medida es altamente coste-efectiva pues permite orientar de forma 

precoz el tratamiento, lo que contribuye a disminuir la morbimortalidad a nivel 

individual e interrumpir la cadena de transmisión y prevenir el desarrollo y 

propagación de esta enfermedad en la comunidad. Sin embargo, hay que resaltar 

también que la OMS recomienda que todos los países fortalezcan los servicios de 

laboratorio capacitándolos para realizar cultivo y antibiograma de micobacterias. 

Dicha recomendación tiene dos objetivos, por un lado, la realización sistemática de 

antibiograma a todos los casos nuevos de TB y por otro lado mejorar el diagnóstico de 

pacientes con TB paucibacilar en aquellos países con alta carga infección por VIH. Sin 

embargo, en la República de Angola, a día de hoy no hay ningún laboratorio con 

capacidad para realizar cultivo y antibiograma de micobacterias. Tampoco disponen 

de ningún laboratorio con la infraestructura y/o personal necesario para la 

realización de pruebas moleculares de mayor complejidad. 

Por todo lo mencionado anteriormente y teniendo en cuenta el contexto 

epidemiológico del país, alta carga de infección por VIH y alta carga de TB-MDR, el 

PNLCT debería invertir recursos para aumentar la capacidad diagnóstica de la TB. 

Siendo urgente la puesta en marcha de un laboratorio central de referencia con 

capacidad para realizar cultivo y antibiograma. Además, dicho laboratorio debería 

capacitarse también para la realización de pruebas moleculares de mayor 
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complejidad que permitan el diagnóstico rápido de la TB farmacorresistente, así 

como, caracterizar y monitorizar los aislados circulantes. Esto supone un reto 

importante para el PNCLT, pero también una oportunidad para la implementación de 

nuevas tecnologías (p. ej. secuenciación de nueva generación o NGS) y nuevos 

algoritmos diagnósticos que permitan la realización de pruebas diagnósticas a gran 

escala, el diagnostico personalizado del paciente y la generación de información 

epidemiológica útil para la salud pública. 
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6. CONCLUSIONES 

6.1 La prevalencia de la tuberculosis farmacorresistente en Cubal, una zona rural de 

la República de Angola es muy alta: del 83,1% entre los pacientes previamente 

tratados y del 25,8% entre los casos nuevos. 

6.2 La prevalencia de la tuberculosis multidrogorresistente también fue muy alta: 

del 71,1% entre los pacientes previamente tratados y del 8,0% entre los casos 

nuevos. No detectándose ningún caso de tuberculosis ultrarresistente. 

6.3 El patrón de resistencia fenotípica más común entre los pacientes previamente 

tratados es la resistencia a todos los fármacos de primera línea (34,8%) y entre 

los casos nuevos la monorresistencia a isoniacida (36,2%). 

6.4 El porcentaje de aislados resistentes a isoniacida con mecanismos de resistencia 

de alto nivel (mutaciones en katG) fue elevado: del 71,2% entre los pacientes 

previamente tratados y del 55,3% entre los casos nuevos.  

6.5 El porcentaje de aislados resistentes a isoniacida con mecanismos de resistencia 

de bajo nivel (mutaciones en inhA) fue bajo: del 6,1% entre los pacientes 

previamente tratados y del 4,3% entre los casos nuevos.  

6.6 El porcentaje de aislados resistentes a rifampicina con mutaciones en la región 

determinante de resistencia a rifampicina fue del 98,5% entre los pacientes 

previamente tratados y del 95,2% entre los casos nuevos. Es decir, que el 1,5% 

de los aislados resistentes entre los pacientes previamente tratados y el 4,8% de 

los aislados resistentes entre los casos nuevos no se pueden detectar con las 

pruebas moleculares convencionales de detección de resistencias (Xpert 

MTB/RIF, GenoType MTBDRplus).  

6.7 El porcentaje de aislados resistentes a rifampicina que presentaban 

mecanismos de resistencia de baja expresión difíciles de detectar mediante las 

pruebas de sensibilidad a fármacos basadas en cultivo fue del 12,1% entre los 

pacientes previamente tratados y del 9,5% entre los casos nuevos. 
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6.8 El 0,9% de los aislados sensibles a rifampicina eran portadores de mutaciones 

en rpoB no asociadas a resistencia que pueden identificarse erróneamente como 

aislados resistentes por las pruebas moleculares convencionales de detección 

de resistencias (Xpert MTB/RIF, GenoType MTBDRplus). 

6.9 Xpert MTB/RIF demostró ser una herramienta útil tanto para la detección de 

casos resistentes entre pacientes previamente tratados (Se=98,4; Sp=94,1%) 

como para la detección de casos resistentes entre los pacientes que persistían 

con baciloscopia positiva tras dos meses de tratamiento (Se=100%; Sp=97,5%).  
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7. LÍNEAS DE FUTURO 

La NGS que se ha mostrado tremendamente útil para la caracterización y seguimiento 

de la actual pandemia por el coronavirus SARS-CoV-2, es una herramienta muy útil 

para resolver distintas cuestiones microbiológicas. Entre estas aplicaciones destaca 

su utilidad para la realización de estudios epidemiológicos a nivel local y global, como 

el estudio de las múltiples variantes del SARS-CoV-2 que están apareciendo durante 

esta pandemia,  así como, en el estudio y vigilancia de los mecanismos de resistencia 

antibiótica, de forma análoga a como lo ha demostrado su aplicación asistencial para 

estudio de variantes resistentes a tratamiento antivirales frente a el VIH, o el virus de 

la hepatitis C.95,96,97 Pese a ello, existen pocos estudios de costo-efectividad que 

demuestren su eficacia en la rutina clínica en el campo que trata esta tesis doctoral. 

Este hecho junto su requerimiento de una inversión económica elevada y de una alta 

capacitación del personal explica que su introducción en los laboratorios clínicos sea 

aún limitada.  

Una de las líneas de trabajo de nuestro grupo de investigación consiste en el 

desarrollo y traslación clínica de pruebas de NGS en enfermedades infecciosas, que es 

ya una realidad en los estudios del VIH, hepatitis C y virus respiratorios como el 

propio SARS-CoV-2. Concretamente, en el ámbito de la micobacteriología se está 

trabajando en el diseño, desarrollo, implementación y validación de un panel de 

secuenciación de ADN de 10 genes relevantes asociados a resistencias a fármacos, 

usando técnicas de secuencia masiva. Este panel presenta una buena rentabilidad 

diagnóstica a partir de aislados de cultivos, y también ha demostrado ser útil en la 

detección directa tras un periodo de cultivo breve. La introducción de este tipo de 

paneles tiene el potencial de reducir el tiempo de respuesta hasta la emisión de los 

resultados del antibiograma, además, su implementación también puede disminuir el 

coste económico del procedimiento diagnóstico de la TB, al substituir alguna de las 

pruebas moleculares comerciales empleadas o incluso el cultivo. Sin embargo, para 

valorar la utilidad y el impacto real de estas pruebas en la rutina clínica deberemos 

realizar una evaluación económica de costo beneficio y/o costo efectividad de estas 

nuevas herramientas dentro del algoritmo diagnóstico de la TB tanto en áreas de alta 
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o baja incidencia de TB. También se está trabajando en la implementación de 

aplicaciones de secuenciación de genoma completo para caracterizar y realizar 

estudios de epidemiologia molecular. Restando pendiente en el momento del 

depósito de la presente tesis doctoral la finalización del estudio de epidemiologia 

molecular de los aislados clínicos resistentes circulantes en la región de la República 

de Angola. 

Por otro lado, nuestro grupo de investigación seguirá fomentando el desarrollo de 

proyectos de apoyo al fortalecimiento de los servicios de laboratorio y de diagnóstico 

de la TB. Ofreciendo capacitación y asesoría técnica para la puesta en marcha de 

laboratorios de micobacterias con capacidad para realizar cultivo y antibiograma a 

fármacos de primera línea. Así como, apoyo para la implementación de nuevas 

pruebas diagnosticas rápidas que pueden ser de utilidad en el manejo programático 

de los pacientes con TB, como por ejemplo, la introducción de la prueba molecular 

Xpert MTB-XDR.   
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