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INFORMACION DEL ARTIiCULO RESUMEN
Hist_ufia del articulorl Las micobacterias son un amplio grupo de microorganismos en el que miltiples especies son causa
Recibido el 6 de abril de 2016 de una importante morbimortalidad, como la tuberculosis y la lepra. La aparicién y diseminacién de
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online el cepas del complejo Mycobacterium tuberculosis resistentes a diversos farmacos constituye en la actualidad
n-line el XxXx

uno de los problemas sanitarios de mayor gravedad a nivel mundial. Por otro lado, las micobacterias
diferentes de M. tuberculosis y Mycobacterium leprae, denominadas micobacterias no tuberculosas (MNT),
son aislamientos cada vez mas frecuentes, requiriendo en muchos casos un tratamiento que precisa
una orientacién sobre la sensibilidad de estos microorganismos a los antimicrobianos. En el presente
articulo se revisan los métodos para determinar la sensibilidad in vitro a los antimicobacterianos de
los aislamientos del complejo M. tuberculosis y las MNT mas relevantes. Ademas, también se realiza un
analisis de las técnicas moleculares de deteccion rapida de la resistencia a partir de las muestras clinicas.
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Methods for determining the antimicrobial susceptibility of mycobacteria

ABSTRACT

Keywords: Mycobacteria are a large group of microorganisms, multiple species of which are major causes of
Mycobacteria morbidity and mortality, such as tuberculosis and leprosy. At present, the emergence and spread
Susceptibility testing of multidrug-resistant strains of Mycobacterium tuberculosis complex are one of the most serious
Resistance mechanisms health problems worldwide. Furthermore, in contrast to M. tuberculosis and Mycobacterium leprae, non-
tuberculous mycobacteria (NTM) are more frequently isolated and, in many cases, treatment is based on
drug susceptibility testing. This article is a review of the different methods to determine the in vitro drug
susceptibility of M. tuberculosis complex and the most relevant NTM isolates. The molecular techniques

currently used for rapid detection of resistance of clinical specimens are also analysed.
© 2016 Elsevier Espafia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica. All rights reserved.

Introduccién morbimortalidad en el ser humano. Entre ellas destaca la tuber-
culosis (TB) causada por el complejo Mycobacterium tuberculosis’,

Actualmente se han descrito mas de 170 especies de mico- Segtn la OMS, cerca de 9,6 millones de personas enfermaron de TB
bacterias, y muchas de ellas son una causa importante de en 2014 y 1,5 millones murieron por ella, siendo la primera causa

de muerte por un agente infeccioso'. Ademas, en los tltimos afios

han aparecido y se estan diseminando cepas resistentes a maltiples
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la rifampicina) a nivel mundial en 2014, de los que el 9% tendrian
una resistencia extendida (XDR-TB) al menos a uno de los farmacos
inyectables de segunda linea (capreomicina, kanamicina o amika-
cina) y una fluoroquinolona. Por todo ello, la deteccién rapida de
la resistencia a los antituberculosos es fundamental para lograr un
tratamiento adecuado y prevenir la aparicién y diseminacién de la
MDR-TB. Por otro lado, las micobacterias no tuberculosas (MNT)
o ambientales han ido tomando un mayor protagonismo, siendo
muchas de ellas patégenas (micobacteriosis) y requiriendo un tra-
tamiento especifico que, en muchos casos, debera ser orientado por
las pruebas de sensibilidad in vitro a los antimicrobianos®-.

Antimicrobianos

Aunque el arsenal terapéutico para las infecciones micobacte-
rianas es muy limitado, en la actualidad se dispone de algunos
farmacos nuevos, si bien no todos tienen la misma actividad ni se
utilizan para tratar el mismo tipo de infecciones o las diferentes
especies (tabla 1)°.

Fdrmacos utilizados frente al complejo Mycobacterium
tuberculosis

Los firmacos denominados de primera linea incluyen a los
administrados como primera eleccién y son la isoniazida (H), la
rifampicina (R), el etambutol (E), la pirazinamida (Z) y, por razones
histéricas, también la estreptomicina (S)°~’. Los 4 primeros son los
recomendados por la OMS en una pauta de 6 meses (2HREZ + 4HR).
Ante casos de resistencia, alergia, intolerancia, toxicidad hepatica o
interaccion frente a uno o mas de estos farmacos, debe recurrirse a
los de segunda linea, que incluyen las rifamicinas (rifabutina, rifa-
pentina), las quinolonas (ofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino),
los aminoglucésidos (amikacina, tobramicina), la capreomicina, la
cicloserina, el linezolid, los analogos de la isoniazida (etionamida,
protionamida), la clofazimina, PAS o tioacetazona®~’. En casos de
MDR-TB o XDR-TB puede, ademas, recurrirse a farmacos de apari-
cién reciente, como la bedaquilina y/o el delamanid?.

Fdarmacos utilizados frente a las micobacterias no tuberculosas

El tratamiento de las MNT, con la excepcién de la lepra, esta
menos estandarizado que el de la TB, con amplias variaciones entre
especies>”. Para la mayoria de las especies de crecimiento lento
la base del tratamiento son la claritromicina, el etambutol y la
amikacina, complementadas con otros farmacos como quinolo-
nas, rifamicinas, linezolid y probablemente, con menor grado de
eficacia, cefalosporinas, carbapenems y tetraciclinas. Las infeccio-
nes por Mycobacterium kansasii y Mycobacterium xenopi se tratan
de forma similar a la TB, salvo la pirazinamida, ya que no tiene
actividad frente a las MNT%?. Las especies de crecimiento rapido
son resistentes a los farmacos antituberculosos clasicos y tienen
también a la claritromicina como base del tratamiento, con excep-
cién de Mycobacterium fortuitum, que es resistente, asi como el
80-85% de los aislamientos de Mycobacterium abscessus>®°.

Pruebas de sensibilidad a los firmacos en Mycobacterium
tuberculosis complex

La historia de las pruebas de sensibilidad frente al complejo
M. tuberculosis surge paralela al desarrollo del tratamiento farma-
colégico especifico de la TB, que se inicia con el descubrimiento de
laestreptomicina en 1944. Desde un primer momento ya se observo
que la monoterapia lograba una mejoria clinica inicial seguida de
una recaida de la enfermedad. Este fenémeno, conocido como fall
and rise, se debia a la seleccién de bacterias resistentes. La OMS, en

el afio 2000, defini6 las resistencias en varias categorias desde un
punto de vista epidemiolégico: a) Resistencia en casos nuevos: cepas
aisladas en pacientes que nunca han recibido tratamiento antitu-
berculoso durante mas de un mes. b) Resistencia en casos tratados:
cepas aisladas en pacientes que previamente han recibido trata-
miento antituberculoso durante mas de un mes. c) Multirresistencia
(MDR-TB): resistencia conjunta al menos a laisoniaziday ala rifam-
picina. d) Polirresistencia: resistencia a mas de un farmaco sin que
estén incluidos isoniazida y rifampicina a la vez. e) Resistencia com-
binada: suma de todas las resistencias en un area concreta. Indica
la carga de cepas resistentes en una comunidad. En 2006 se afiadié
la categoria Resistencia extendida (XDR-TB), que se ha comentado
en la introduccién.

La confirmacién definitiva de la resistencia del complejo
M. tuberculosis a los firmacos debe realizarse siempre con métodos
microbiolégicos. En los estudios de los afios sesenta de Canetti, Rist
y Grosset!9 se estableci6 la frecuencia de mutaciones espontaneas
asociadas a cada farmaco. En el caso de la isoniazida, del etambu-
tol y de la estreptomicina aparecia una mutante resistente entre
10> y 107 bacterias, a la rifampicina una entre 10~7 y 10~9 y
a la pirazinamida una entre 10-2 y 10~4. La frecuencia teérica de
mutantes resistentes para mas de un fairmaco seria la suma expo-
nencial de las individuales de cada farmaco. Del mismo modo,
también se estimaron las poblaciones bacterianas presentes en las
lesiones. Asi, los infiltrados de poca extensién tendrian poblacio-
nes de 103-10° bacterias, y las cavidades llegarian a las 107-10°
bacterias, lo que hace muy improbable que se generen de manera
espontdnea mutaciones simultaneas a mas de un farmaco. En TB se
habla de resistencia cuando el 1% o mas de la poblacién bacteriana
es resistente a un determinado fairmaco'°.

Las concentraciones criticas de los diferentes farmacos fueron
establecidas por consenso internacional y representan las con-
centraciones mas bajas que inhiben el crecimiento de las «cepas
salvajes» (sensibles) del complejo M. tuberculosis que nunca han
estado expuestas a los mismos, mientras que no inhiben a las
cepas procedentes de pacientes que no responden al tratamiento,
consideradas resistentes. Inicialmente fueron postuladas para el
medio de Lowenstein-Jensen, y después se establecieron equiva-
lencias para los medios de agar 7H10 y 7H11 de Middlebrook,
asi como para los sistemas automatizados de cultivo en medio
liquido.

Las pruebas de sensibilidad in vitro en M. tuberculosis com-
plex deberian realizarse al primer aislamiento que se obtenga de
un nuevo paciente, en casos de sospecha de fracaso terapéutico
y ante recidivas de la enfermedad’!!"'3, Ademas, cuando la TB
afecte simultaneamente a mas de un 6rgano, los estudios deberian
individualizarse para cadalocalizacidn, sin presuponer que el resul-
tado vaya a ser siempre coincidente. Deberian incluirse todos los
farmacos de primera linea (isoniazida, rifampicina, pirazinamida,
etambutol y estreptomicina), ya que proporcionan informacién
sobre el esquema terapéutico actualmente recomendado para la
mayoria de los pacientes”!'"14, Los farmacos de segunda linea
tradicionales (amikacina, capreomicina, clofazimina, cicloserina,
etionamida, kanamicina y PAS) y los nuevos, como las fluoroquino-
lonas (ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino), el linezolid y,
endeterminado casos, larifabutina, deberian ser evaluados siempre
que: a)una cepa sea resistente a la isoniazida, rifampicina, etam-
butol o pirazinamida; b) cuando mediante técnicas moleculares se
detecten mutaciones en genes que codifican resistencia a la isonia-
zida y/o a la rifampicina, y c) cuando se disponga de informacién
clinico-epidemiolégica que asi lo aconseje!3-1°,

Métodos basados en medios de cultivo sélidos

El método de las concentraciones absolutas, descrito por
Meissner, se basa en la comparacién del niimero de colonias en
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