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Glosario

Concentracion critica (CC). Concentracion mas baja de un farmaco contra la TB que
inhibira in vitro el crecimiento de 99% de los aislamientos de fenotipo natural del complejo
Mycobacterium tuberculosis (complejo M. tuberculosis).

Concentracion inhibitoria minima (CIM). Concentracidon méas baja de un agente
antimicrobiano que impide el crecimiento de mas de 99% de un microorganismo, en una
prueba de sensibilidad por dilucién en medio solido o en caldo. Por lo general, cuando se
agregan las CIM examinadas con un método estandarizado para una especie, se observa
una distribucion de Gauss normal de la CIM, que corresponde a la distribucion de una cepa
de fenotipo natural de esta especie (es decir, la distribucion de organismos que carecen de
mecanismos de resistencia detectable por métodos fenotipicos). Se pueden encontrar otras
distribuciones con CIM generales mas altas, que corresponden a organismos resistentes de
manera intrinseca o natural (es decir, una distribucion fenotipica diferente de la cepa natural).

Umbral clinico (UC). Concentracién de un agente antimicrobiano que define una
concentracion inhibitoria minima (CIM) por encima de la concentracion critica que separa
las cepas con probabilidad de responder al tratamiento de las cepas que probablemente
no responderan. Esta concentracion se determina mediante la correlacion de los datos de
resultados clinicos, la distribucion de las CIM, los marcadores genéticos y los datos sobre
farmacocinética y farmacodinamica, incluida la dosis del farmaco. Se puede usar una dosis
mas alta con el fin de superar la resistencia observada con dosis mas bajas, hasta la dosis
maxima tolerada, es decir, el UC por encima del cual no se recomienda usar el farmaco. El
UC se utiliza con el fin de orientar las decisiones clinicas en el tratamiento de un paciente
individual. El UC no es pertinente para la vigilancia de la farmacorresistencia.



Prologo

El presente documento fue elaborado con el fin de proporcionar orientacion practica sobre la
interpretacion de las pruebas con sondas lineales (LPA) méas utilizadas de primera'y segunda
linea (es decir, los ensayos GenoType MTBDRpl/us V2.0 y GenoType MTBDRSI V2.0; Bruker-Hain).
En este manual actualizado, se ha revisado la interpretacion de las mutaciones detectadas
por ambas pruebas, con el proposito de armonizarlas con el catalogo mas reciente de la OMS
sobre las mutaciones del complejo Mycobacterium tuberculosis (complejo M. tuberculosis) y
Su asociacion con la farmacorresistencia (1), y de presentar las modificaciones mas recientes
de las instrucciones de uso de los ensayos (2).

El manual se dirige tanto al personal de laboratorio como al personal médico. Proporciona
informacion sobre:

— la asociacion de las mutaciones especificas detectadas mediante las pruebas con
sondas lineales (LPA) més utilizadas con la farmacorresistencia fenotipica;

— los casos en los cuales no se detectan mutaciones especificas que confieren
resistencia y la resistencia solo se puede inferir;

— las medidas que deben adoptarse cuando se detectan determinadas mutaciones
en las pruebas; y

— las consecuencias clinicas de mutaciones especificas detectadas mediante LPA en la
seleccion de esquemas de tratamiento adecuados para la tuberculosis (TB).

Ademas, este documento brinda apoyo al personal de los laboratorios de referencia de
TB nacionales y regionales para comprender y actuar frente a cualquier discrepancia entre
las pruebas de sensibilidad a los farmacos (PSF) fenotipicas y genotipicas.

En este manual se describen las mutaciones detectadas mediante tiras reactivas en LPA
tanto de primera como de segunda linea, y se brinda informacion sobre su asociacion
con la farmacorresistencia fenotipica, con base en el catalogo de la OMS de mutaciones
del complejo M. tuberculosis y su relacion con la resistencia a los farmacos (1) y las
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de los farmacos de primera y segunda linea
informadas por la OMS (3, 4). Asimismo, se describe la interpretacion de las pruebas, las
pruebas diagnodsticas complementarias y las consecuencias clinicas de la presencia de
mutaciones especificas y de la resistencia inferida.

En la guia también se presentan estudios de casos con ejemplos de resultados de LPAY se
describe la forma como se deben informar los resultados al personal médico, con modelos
recomendados de informes adaptables (anexos 1y 2).

vin



Introduccion

En los Ultimos veinte anos, la mejor comprension de las bases moleculares de la resistencia
a los farmacos contra la tuberculosis (TB) ha dado lugar al desarrollo de varios ensayos
genotipicos de determinacion rapida de la resistencia a estos farmacos. Las pruebas
moleculares ofrecen varias ventajas ademas de la rapidez del diagndstico, entre ellas el uso
directo de las muestras clinicas (sin cultivo en medio sélido o liquido que requiere mucho
tiempo para aislar el complejo Mycobacterium tuberculosis de una muestra del paciente)
y de muestras que contienen bacterias no viables (p. €j., bacterias que se han inactivado
por medios térmicos 0 quimicos), una mayor posibilidad de aumentar la productividad
en la realizacion de pruebas y menos requisitos de bioseguridad de laboratorio en los
procedimientos (es decir, pruebas de amplificacion de acidos nucleicos de baja complejidad).

En el 2008, la OMS avalo el uso de la primera prueba con sondas lineales (LPA), GenoType
MTBDRp/us version 1 (conocida como GenoType MTBDRp/us V1) para la deteccion rapida de
la TB multirresistente (TB-MDR) (5). En el 2011, aparecieron nuevas versiones que utilizan la
tecnologia LPA como GenoType MTBDRplus version 2 (conocida como GenoType MTBDRpIuS
V2) y el estuche 2 de deteccion para micobacterias no tuberculosas y el complejo M.
tuberculosis, NTM+MTBDR de Nipro (Tokio, Japon) (conocida como “Nipro”). El objetivo de
estas nuevas LPA era mejorar la sensibilidad de deteccion del complejo M. tuberculosis y
detectar de manera simultanea la resistencia a la rifampicina (R) y la isoniacida (H). En el
2015, la Fundacion para la Obtencion de Medios de Diagnostico Innovadores (FIND por su
sigla en inglés) compard las LPA Nipro y GenoType MTBDRp/us V2 con GenoType MTBDRpIuS
V1, y encontro equivalencia entre las tres LPA disponibles en el mercado para detectar el
complejo M. tuberculosis y la resistenciaala Ry la H ().

La primera LPA comercial de deteccion de resistencia a farmacos de segunda linea para
la TB fue la prueba GenoType MTBDRsI version 1.0 (conocida como GenoType MTBDRSI
V1), desarrollada por Hain Lifescience hace mas de una década. En el 2015, aparecié una
version actualizada de esta prueba (GenoType MTBDRsI V2) que detecta tanto la mutacion
asociada con la resistencia a la fluoroguinolona (FQ) como a los farmacos inyectables de
segunda linea detectados con la version 1.0, ademas de otras mutaciones (que se describen
a continuacion).

Al afio siguiente, la OMS recomendd el uso de las LPA de primera linea disponibles
comercialmente (es decir, GenoType MTBDRplus V1, GenoType MTBDRp/us V2 y Nipro) como
pruebas iniciales, en lugar de las pruebas de sensibilidad a los farmacos (PSF) fenotipicas,
con el fin de detectar la resistencia a la Ry la H (7). La OMS también recomendd el uso de
GenoType MTBDRSI (V1'y V2) para detectar la resistencia a la FQ y la amikacina (Am) en
pacientes con TB resistente a R (TB-RR) 0 MDR, y para orientar el inicio de un esquema
de tratamiento apropiado de la TB-MDR (8). De manera mas reciente, en el 2021, la OMS
recomendd el uso de la LPA Genoscholar PZA TB Il (Nipro) para detectar la resistencia a la
pirazinamida (PZA) en aislamientos provenientes de cultivos de pacientes con TB pulmonar
confirmada bacteriologicamente (9). Para obtener una descripcion méas detallada sobre la
utilidad de las LPA para los farmacos de primera y segunda linea en los algoritmos de
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diagndstico de la TB, véase el modulo 3 del Manual operativo de la OMS sobre la tuberculosis
del 2021 (10).

El presente documento se centra en las dos LPA mas utilizadas en la actualidad (GenoType
MTBDRplus V2 y GenoType MTBDRSI V2), y proporciona orientacion al personal médico y de
laboratorio sobre la interpretacion y la comunicacion de los resultados de las LPA de primera
y segunda linea para una mejor comprension y gestion de las posibles discrepancias entre las
PSF fenotipicas y genotipicas y la repercusion de los resultados de las LPA en las decisiones
sobre la realizacion de pruebas complementarias para la TB y el tratamiento.

Principio de las pruebas con sondas lineales

Las LPA son una familia de pruebas basadas en tiras de ADN que permiten a los usuarios
determinar el perfil de farmacorresistencia de una cepa del complejo M. tuberculosis,
mediante la interpretacion de un patron de bandas que representan las lineas de sondas
inmovilizadas, que fijan (o hibridan) los productos especificos de amplificacion del ADN
(amplicones) del complejo M. tuberculosis. Las sondas de las LPA estan disehadas para
detectar las mutaciones mas frecuentes asociadas con la resistencia a los farmacos de
primera y segunda linea contra la TB, y las secuencias especificas de ADN del complejo
M. tuberculosis de tipo natural (WT, por su sigla en inglés).

La OMS ha aprobado las LPA para la deteccion rapida de la resistencia a los farmacos
de primera y segunda linea contra la TB, incluida la PZA. Se pueden utilizar para examinar
aislamientos obtenidos en cultivo (pruebas indirectas, p. €., Genoshcolar PZA-TB 1) y en pruebas
directas de las muestras con baciloscopia positiva (LPA de primera linea) y muestras de esputo
con baciloscopia tanto positiva como negativa (LPA de segunda linea o LPA SL) (7, 8).

Las mutaciones se detectan tras la fijacion de los amplicones a las sondas dirigidas a las
mutaciones mas frecuentes (sondas MUT) (p. €j., con LPA de primera y segunda linea) o
por la falta de fijacion de los amplicones (es decir, la falta de hibridacion) a las sondas que
contienen secuencias de las cepas naturales (sondas WT) correspondientes (p. )., LPA-PZA),
la cual se define como “resistencia inferida”. La reaccion posterior a la hibridacion da lugar a
la presencia de bandas de colores en la tira, en el punto de fijacion de la sonda.

ES importante tener en cuenta que, al igual que en el caso de otras pruebas moleculares
actualmente avaladas por la OMS, 1as LPA tienen algunas limitaciones:

e Sibien las LPA pueden detectar las mutaciones que se encuentran con mayor frecuencia
en las cepas resistentes, algunas mutaciones que confieren resistencia estan por fuera
de las regiones que se analizan en la prueba y no es posible excluir por completo
la resistencia, incluso ante la presencia de todas las sondas que corresponden a la
secuencia natural. Por o tanto, en algunos casos puede ser necesario realizar una PSF
fenotipica adicional, para una valoracion completa de la presencia de una cepa resistente.

e Algunas mutaciones se detectan de manera especifica mediante sondas MUT, pero otras
solo se infieren, ante la falta de fijacion de los amplicones a las sondas WT. La falta de
fijacion a una sonda WT, sin fijacion simultanea a una sonda MUT, se debe probablemente
a la presencia de una mutacion que confiere resistencia. Pueden ocurrir errores
sistematicos si hay mutaciones sindnimas (o imperceptibles) y mutaciones no sinbnimas
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(p. €., mutaciones filogenéticas) (717). Esto es raro (menos de 1% de los aislamientos), aunque
la frecuencia de estos aislamientos puede ser mayor en determinados entornos (72).

e LaLPAesmenos eficiente que la PSF clasica que se basa en el cultivo para la deteccion
de resistencia en muestras que albergan bacterias farmacosensibles y también
farmacorresistentes (es decir, heterorresistentes). En concreto, la LPA se puede utilizar
para reconocer bacterias resistentes con mutaciones detectadas por las sondas MUT,
si las bacterias resistentes representan al menos 5% de la poblacion total; sin embargo,
es posible gue se pasen por alto bacterias resistentes con mutaciones inferidas ante la
falta de fijacion a las sondas WT, si la poblacion resistente representa menos de 95% de
la poblacion total de bacterias (13, 14).

La sensibilidad y la especificidad general de las LPA para diferentes farmacos se describen
en detalle en otro documento (9). En resumen, la LPA de primera linea mostr6 una sensibilidad
de 95,8% y una especificidad de 98,4% en la deteccion de resistencia a la R en pruebas directas
y una sensibilidad de 94,5% y una especificidad de 99,3% en la deteccion de resistencia ala H.
Las LPA de segunda linea (LPA SL) (GenoType MTBDRsI) mostraron por combinacion de datos
una sensibilidad de 86,2% y una especificidad de 98,6% en la deteccion de resistencia a la FQ
en pruebas directas, y una sensibilidad de 87,0% y una especificidad de 99,5% en la deteccion
de resistencia a los farmacos inyectables de segunda linea. La LPA PZA (Genoscholar PZA-TB
II) mostrd por combinacion de datos una sensibilidad de 81,2% y una especificidad de 97,8%
en la deteccion de resistencia a la PZA en aislamientos del complejo M. tuberculosis (9). Se
puede encontrar informacion adicional sobre la LPA PZA en la hoja informativa del anexo del
modulo 3 del Manual operativo de la OMS sobre la tuberculosis del 2021 (10).

GenoType MTBDRplus version 2

La prueba GenoType MTBDRplus (figura 1a) se dirige a mutaciones especificas en la region
que determina la resistencia a la R en el gen rpoB (del codon 505 al 533) (figura 2) para
detectar la resistencia a la R y a mutaciones en el promotor inhA (del nucleotido —16 al -8
en direccion 5') a regiones genomicas de katG (codon 315) para determinar la resistencia
ala H (2). Los cambios de nucledtidos especificos detectados por la prueba se indican en
el anexo 3.

GenoType MTBDRSI version 2

La segunda version de la prueba GenoType MTBDRSI (figura 1b) cubre la region que determina
la resistencia a las quinolonas (QRDR) de los genes gyrA (del codon 85 al 96) (figura 3) y de
gyrB (del coddn 536 al 541), para detectar la resistencia a las FQ vy la region del promotor
de rrs (posiciones en el &cido nucleico 1401, 1402 y 1484) y de eis (de los nuclettidos -37 a
-2, en direccion 5') para detectar la resistencia a la Am (75). Las regiones precisas cubiertas
por todas las sondas MUT no han sido reveladas y solo se conocen algunas de las regiones
que abarcan las sondas WT (véase la figura 2 y 3). Los cambios de nucle6tidos especificos
detectados por las sondas MUT se indican en el anexo 3.
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Figura 1. Configuracion de las tiras de GenoType MTBDRplus V2 (a) y GenoType
MTBDRsI V2 (b)

a(2) b (15)
Linea Linea
T Jo Control de conjugado T b Control de conjugado
N Control de amplificacion 2 e Control de amplificacion
3 | Complejo M. tuberculosis TUB 3 | complejo M. tuberculosis TUB
4 ... Control de locus rpoB rpoB 4 |... Control del locus gyrA gyrA
5 | Sonda de tipo natural rpoB 1 rpoB WT1 5 | sonda de tipo natural gyrA 1 gyrA WT1
6 | Sonda de tipo natural rpoB 2 rpoB WT2 6 | Sonda de tipo natural gyrA 2 gyrA WT2
7 | Sonda de tipo natural rpoB 3 rpoB WT3 7 | Sonda de tipo natural gyrA 3 gyrA WT3
8 |.... Sonda de tipo natural rpoB 4 rpoB WT4 8 |..... Sonda de mutacion gyrA 1 gyrA MUT1
9 |.. Sonda de tipo natural rpoB 5 rpoB WT5 9 .. Sonda de mutacion gyrA 2 gyrA MUT2
10} Sonda de t|po natural rpoB 6 rpoB WT6 10} Sonda de mutacion 8gyrA 3A gyrA MUT3A
I Sonda de tipo natural rpoB 7 rpoB WT7 M | Sonda de mutacion gyrA 3B gyrA MUT3B
12 | Sonda de tipo natural rpoB 8 rpoB WT8 12 | Sonda de mutacion gyrA 3C gyrA MUT3C
13 | Sonda de mutacién rpoB 1 rpoB MUT1 13 e Sonda de mutacion gyrA 3D gyrA MUT3D
14 fe Sonda de mutacion rpoB 2A rpoB MUT2A 14 | Control de locus gyrB gyrB
5 o Sonda de mutacion rpoB 2B rpoB MUT28 15 |..... Sonda de tipo natural gyrB gyr8 WT
16 |..... Sonda de mutacion rpoB 3 rpoB MUT3 16 |...... Sonda de mutacién gyr8 1 gyrB MUT1
17 | Ccontrol de locus katG katG 17 | Sonda de mutacién gyrB 2 gyrB MUT2
18 | Sonda de tipo natural katG katG WT 18 ... Control de locus rrs rrs
19 fooe Sonda de mutacion katG 1 katG MUT1 19 | Sonda de tipo natural rrs 1 rrs WT1
AN Sonda de mutacion katG 2 katG MUT2 20 ... Sonda de tipo natural rrs 2 rrs WT2
21 | Control de locus inhA inhA 21 e Sonda de mutacion rrs 1 rrs MUT1
22 ... Sonda de tipo natural inhA 1 inhA WT1 22 ... Sonda de mutacion rrs 2 rrs MUT2
23 | Sonda de tipo nafn/urql inhA ginhA WT2 23 | Control de locus eis eis
24 |..... Sonda de mutacion inhA 1 inhA MUT1 2 ... Sonda de tipo natural eis 1 eis WT1
25 o Sonda de mutacion inhA 2 inhA MUT2 25 | sonda de tipo natural eis 2 eis WT2
26 | Sonda de mutacion inhA 3A inhA MUT3A 2 | sonda de tipo natural eis 3 eis WT3
27 o Sonda de mutacion inhA 3B inhA MUT3B 27 | Sonda de mutacion eis 1 eis MUT1
—| Marcador tenido —1  Marcador tefiido

Interpretacion y notificacion de resultados

La LPA posee dos controles internos en la tira: “control de conjugado” (linea 1) y “control
de amplificacion” (linea 2) (figura 1). La banda del control de conjugado siempre debe estar
presente a fin de demostrar la eficacia de la fijacion del conjugado v la reaccion del sustrato.
La banda del control de amplificacion sirve como referencia para la interpretacion de las
sondas WT y MUT: solo se deben tener en cuenta las bandas cuya intensidad sea tan fuerte
0 mas fuerte que la banda del control de amplificacion. En el caso de un resultado positivo de
la prueba (es decir, una banda positiva del control de M. tuberculosis), la sefial de la zona del
control de amplificacion puede ser débil o incluso desaparecer. Esto puede ocurrir con mayor
frecuencia en las pruebas indirectas. La ausencia de control de amplificacion puede deberse
a una competencia entre reacciones individuales durante la amplificacion. Esto indica que
la prueba se ha realizado correctamente y no es necesario repetirla con la misma muestra.
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En la LPA de primera linea, cuando hay sefales fuertes de las bandas WT, pero débiles
0 ninguna tincion de la banda de control de amplificacion, una banda WT Unica que es
notoriamente mas débil que las bandas WT restantes del mismo locus (o el control de locus
para katG) debe considerarse negativa (2). En el caso de un resultado negativo de la prueba,
tanto la banda de control de conjugado como la de la amplificacion siempre deben estar
presentes para garantizar que un resultado negativo sea valido. La ausencia de una banda
de control de amplificacion en una prueba negativa indica errores durante la preparacion,
la realizacion de la reaccion de amplificacion o ambas, o la presencia de inhibidores de la
amplificacion. En este caso, el resultado de la prueba no es valido y es necesario repetirla.

La banda de control del complejo M. tuberculosis (TUB) (linea 3) esta presente
solo si el ADN amplificado proviene de miembros del complejo M. tuberculosis. En casos
raros, la banda de control TUB esta ausente debido a una competencia entre las reacciones
individuales durante la amplificacion en la reaccion en cadena de la polimerasa. Sin embargo,
cuando aparece un perfil de resistencia que puede evaluarse, se debe sospechar la presencia
de una cepa del complejo M. tuberculosis y debe repetirse la prueba. En casos raros al realizar
pruebas directas, pueden estar presentes solo las bandas de control de conjugado, control de
amplificacion y la banda de control de M. tuberculosis, sin un perfil de resistencia que pueda
evaluarse. Esto puede indicar la existencia de una cepa del complejo M. tuberculosis en una
concentracion muy baja, que es inferior al limite de deteccion. En estos casos, la prueba
debe repetirse en el aislamiento obtenido por cultivo correspondiente (es decir, realizar una
prueba indirecta). La presencia de micobacterias no tuberculosas en la muestra puede dar
lugar a perfiles de bandas aleatorios, en los cuales varias especies dan positivo en algunas
bandas rpoB WT debido a la similitud genética entre las especies. Cuando se esta en presencia
de bacterias no tuberculosas en lugar del complejo M. tuberculosis, la banda de control de
M. tuberculosis siempre estara ausente y el resultado debe notificarse como “complejo
M. tuberculosis no detectado”.

Las bandas de control de locus del gen para las diferentes regiones diana analizadas en
la tira de ADN se encuentran justo antes de sus respectivas bandas de sondas WT y MUT.
Las bandas de control de locus siempre tienen que estar presentes a fin de considerar véalida
la prueba para la diana correspondiente. En casos raros, pueden faltar todas las bandas del
locus de un gen (incluso la banda de control del locus). En las pruebas directas, este perfil de
bandas no se puede evaluar y es necesario repetir la prueba. En las pruebas indirectas, no
obstante, la ausencia completa del locus katG indica resistencia a la H de la cepa analizada,
debida a mutaciones o deleciones en la region de control del locus o a la delecion completa
0 parcial del gen (2). Las zonas de reaccion de las sondas WT comprenden regiones del
genoma que contienen mutaciones de resistencia conocidas. Las zonas de reaccion de
las sondas MUT corresponden a sondas que detectan las mutaciones de resistencia mas
comunes del gen que se esta examinando.

Se habla de resistencia detectada cuando estan presentes bandas de sondas MUT, pero
ante la ausencia de sondas WT, la resistencia es solo inferida (véase abajo para obtener mas
detalles). La deteccion concomitante de todas las sondas WT y alguna de las sondas MUT en
la region diana correspondiente indica la presencia de heterorresistencia (es decir, bacterias
sensibles y resistentes en la misma muestra). En este caso, el resultado debe ser notificado
como “resistente”.
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Modificaciones introducidas a las interpretaciones de los fabricantes (2, 15)

Utilizacion del término “resistencia no detectada” en lugar de “sensible” para definir el perfil
de resistencia de las bacterias

Dadas las limitaciones de las LPA y, en especial, el hecho de que la resistencia no puede
excluirse totalmente incluso en presencia de todas las sondas WT (ya que no todas las
mutaciones que confieren resistencia estan cubiertas por estas pruebas y las mutaciones
cubiertas pueden encontrarse por debajo del limite de deteccion), es mas apropiado notificar
el resultado como “resistencia detectada” o “resistencia no detectada”.

Diferenciacion de la resistencia en “resistencia inferida” y “resistencia detectada”

El término “resistencia inferida” se utiliza cuando una o0 mas sondas WT estan ausentes en las
regiones del gen conocidas por conferir resistencia al farmaco y no esta presente ninguna de
las sondas MUT en la region correspondiente. En este caso, solo se puede notificar la region
en la cual se encuentra la mutacion y no la mutacion precisa.

El término “resistencia detectada” se utiliza cuando estan presentes una o varias sondas
MUT que detectan mutaciones especificas que confieren farmacorresistencia (ya sea que
las sondas WT estén presentes 0 ausentes).

Estratificacion de las mutaciones de resistencia para H y moxifloxacina (Mfx) en mutaciones
asociladas con “resistencia de bajo nivel”y “resistencia de alto nivel”

Las mutaciones que confieren resistencia a la H y la Mfx se estratifican en mutaciones
asociadas con resistencia de bajo nivel y con resistencia de alto nivel, en funcion de la
distribucion de sus CIM correspondientes, con un aumento leve o fuerte de la CIM,
respectivamente. Esta estratificacion tiene consecuencias importantes para la inclusion de
la Hy la Mfx en el esquema de tratamiento, dado que la resistencia debida a mutaciones
asociadas con resistencia de bajo nivel para H o Mfx puede superarse aumentando la dosis
del farmaco.

Para H, la evidencia in vitro indica que cuando se detectan mutaciones especificas
del promotor inhA, que suelen asociarse con resistencia de bajo nivel (y en ausencia de
mutaciones de katG), el aumento de la dosis del farmaco podria ser eficaz; por lo tanto, se
podria considerar la administracion de H en una dosis méaxima de 15 mg/kg por dia. En el
caso de las mutaciones katG, gue con mayor frecuencia se asocian con resistencia de alto
nivel, la administracion de H en una dosis aln mas alta tiene menos probabilidad de ser
eficaz. La presencia de mutaciones combinadas en el promotor inhA y el gen katG da lugar
a aumentos fuertes de la CIM (es decir, resistencia de alto nivel), y es poco probable que se
puedan superar aumentando la dosis (77).

Para Mfx, si las mutaciones asociadas con un aumento de la CIM superan la concentracion
critica (CC), pero estan por debajo del umbral clinico (UC), que se define como mutaciones
asociadas con resistencia de bajo nivel, una dosis alta de Mfx (hasta 800 mg diarios en
los adultos) podria ser eficaz. Cuando la resistencia a la Mfx es inferida (es decir, que se
desconoce la mutacion especifica), se supone la presencia de mutaciones asociadas al
menos con resistencia de bajo nivel y, por lo tanto, una dosis alta de Mfx aun podria ser
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eficaz. En este caso, sin embargo, se recomienda que se realice la PSF para Mfx en el UC y,
si esta disponible, que se lleve a cabo la secuenciacion con el fin de determinar la mutacion
especifica. Si la cepa del complejo M. tuberculosis es resistente a la Mfx en el UC debido a
la presencia de mutaciones asociadas con resistencia de alto nivel, el farmaco no se puede
considerar eficaz.

Cuando mas de una sonda por farmaco aportan informacion (p. €j., la deteccion
concomitante de mutaciones asociadas con diferentes niveles de resistencia), el criterio de
interpretacion es que las mutaciones asociadas con la resistencia de alto nivel priman sobre
las mutaciones asociadas con la resistencia de bajo nivel. Del mismo modo, las mutaciones
detectadas por las sondas MUT priman sobre las mutaciones solo inferidas, ante la ausencia
de sondas WT.

En resumen, los resultados deben notificarse segln la siguiente jerarquia (donde el signo

>" significa “prima sobre”):

e Para H: Mutacion asociada con resistencia de alto nivel detectada > Mutacion inferida,
asociada con resistencia de alto nivel > Mutacion asociada con al menos resistencia de
bajo nivel detectada > Mutacion asociada con al menos resistencia de bajo nivel inferida
> Resistencia no detectada.

e Para Mfx: Mutacion asociada con resistencia de alto nivel detectada > Mutacion asociada
con al menos resistencia de bajo nivel detectada > Mutacion asociada con al menos
resistencia de bajo nivel inferida > Resistencia no detectada.

e Para R, levofloxacina (Lfx), Am, kanamicina y capreomicina: Resistencia detectada >
Resistencia inferida > Resistencia no detectada.

En resumen, dependiendo si las sondas WT y MUT estan presentes, pueden ocurrir 10s
Siguientes cuatro casos:

Caso | Zonas de reaccion Zonas de reaccion Interpretacion
WT MUT
1 Todas las sondas WT | Todas las sondas MUT | Resistencia no detectada
estan presentes. estan ausentes.
2 Una o varias sondas Una o varias sondas En funcion del farmaco:

WT estan ausentes. MUT en la region * Resistencia detectada (R, Am)
correspondiente e Mutaciones detectadas, asociadas con
estan presentes. resistencia de alto nivel (H y Mfx)

e Mutaciones asociadas con al menos resistencia
de bajo nivel detectadas (H y Mfx)
3 Una o varias sondas Ninguna sonda WT En funcién del farmaco:
WT estan ausentes. esta presente. e Resistencia inferida (R, Am)
e Mutaciones inferidas, asociadas con
resistencia de alto nivel (H y Mfx)
e Mutaciones inferidas, asociadas con al
menos resistencia de bajo nivel (H y Mfx)
4 Todas las sondas WT | Una sonda MUT Resistencia detectada (por causa de hete-
estan presentes. esta presente. rorresistencia); interpretar como en el caso 2.
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Interpretacion del perfil de resistencia para amikacina

En el catdlogo de la OMS de mutaciones del complejo M. tuberculosis (1) se definen dos
marcadores adicionales para la resistencia a la Am: a) la mutacion eis ¢ 14t, detectada por
la sonda eis MUT1, se clasifica como un marcador definitivo de resistencia (grupo 1);y b) la
rrs ¢1402t, inferida ante la ausencia de rrs WT1, se reconoce como una mutacion del grupo
2 (es decir, una mutacidn asociada con resistencia-interina). Por o tanto, la interpretacion de
la LPA SL para Am se ha revisado en consecuencia.

Exclusion de la sonda eis WT3

Hasta la fecha, no hay evidencia clara de que la mutacion c-2a en la region promotora de
eis sea por si misma un marcador valido de resistencia (76). Por o tanto, si la sonda eis WT3
esta ausente, la interpretacion de la prueba para kanamicina se ha modificado y se denomina
“resistencia no detectada”.

Interpretacion de los perfiles de resistencia para etionamida y protionamida

Las mutaciones que generan una sobrexpresion del gen inhA, como las que detecta la LPA
de primera linea, se asocian con resistencia a la etionamida (Eto) (1) y la protionamida (Pto).
En consecuencia, si se detectan estas mutaciones se debe informar la resistencia a ambos
farmacos y deben excluirse del esquema de tratamiento. Sin embargo, incluso en ausencia
de mutaciones en la region promotora de inhA, no se puede descartar la resistencia a la Eto
y la Pto. De hecho, las mutaciones que confieren resistencia a estos farmacos pueden estar
presentes en regiones gendémicas que no cubre la LPA (p. gj., ethA, ethR) (7).

Notificacion de los resultados para kanamicina y capreomicina

En la actualidad, la OMS recomienda como una prioridad que los farmacos inyectables se
eliminen de manera gradual de todos los esquemas de tratamiento y se reemplacen por
bedaquilina, con lo cual se hace innecesario realizar PSF rapidas para los farmacos inyectables
de segundallinea (17). Ademas, desde el 2018, la OMS ya no recomienda el uso de kanamicina ni
capreomicina debido al aumento del riesgo de fracaso del tratamiento y recaida, que se asocian
€ON SuU uso en esquemas alargados para la TB-MDR (78). La Am es el Unico agente inyectable
de segunda linea cuyo uso todavia se recomienda en esquemas para la TB-MDR, cuando las
opciones de composicion del esquema de tratamiento son limitadas (77). Por lo tanto, en este
manual no se aborda la interpretacion de LPA-SL para kanamicina y capreomicina.

Definicion de medidas diagnosticas complementarias para orientar el inicio de un
tratamiento adecuado

En funcion de la region especifica examinada por la LPA y la LPA-SL, se recomiendan o
sugieren una o varias medidas de diagnostico complementarias, destinadas a orientar
la composicion de los esquemas de tratamiento. La decision de llevar a cabo medidas
diagnosticas complementarias opcionales debe guiarse por consideraciones sobre el grupo
de riesgo de resistencia de cada paciente y la prevalencia de resistencia en el entorno, dado
que estos factores afectan el valor predictivo positivo de la prueba.
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Las medidas diagnosticas complementarias que se recomiendan o proponen dependen del
farmaco. Estas medidas se resumen brevemente a continuacion.

Rifampicina (R):

Si la resistencia es inferida, debido a la falta de fijacion de los amplicones a las sondas
WT (es decir, una o varias sondas WT estan ausentes), se propone la secuenciacion del
gen rpoB con el fin de detectar la mutacion especifica. Para la interpretacion de las
mutaciones rpoB, véase el catalogo de la OMS (7).

Isoniacida (H):

Si la resistencia es inferida, debido a la falta de fijacion de los amplicones a las sondas WT
en la region del gen katG (es decir, una o varias sondas WT estan ausentes), se propone
la secuenciacion del gen katG con el fin de detectar la mutacion especifica. Para la
interpretacion de las mutaciones katG, véase el catalogo de la OMS (7).

Si se detectan mutaciones asociadas con resistencia de bajo nivel (es decir, sondas
MUT presentes en la region promotora de inhA sin mutaciones en la region diana de
katG), se propone la secuenciacion de la region codificante de inhA y del gen katG,
porgue la presencia concomitante de mutaciones adicionales en la region codificante
de inhA o en posiciones diferentes de 315 en el gen katG (mutaciones no detectadas por
GenoType MTBDRp/US) (19, 20), que en general son raras pero podrian ser mas frecuentes
en algunos entornos, pueden generar un aumento considerable de la CIM, que seria
entonces demasiado alta para compensarla con un aumento de la dosis del farmaco.

Si las mutaciones asociadas con resistencia de bajo nivel son inferidas debido a la falta
de fijacion de los amplicones a las sondas WT en la region promotora de inhA (y no hay
ninguna mutacion detectada en la region diana de katG), se recomienda repetir la prueba
para confirmar el resultado. Las medidas diagnosticas complementarias y opcionales
consisten en la secuenciacion del promotor inhA para detectar la mutacion especifica
0 la realizacion de la PSF fenotipica para H.

Moxifloxacina (Mfx):

Si se detectan mutaciones asociadas con resistencia de bajo nivel (es decir, sondas
MUT1, MUT2, MUT3A presentes en la region de gyrA, sondas MUT1, MUT2 presentes
en la region de gyrB 0 ambos tipos), se recomienda realizar la PSF fenotipica para Mfx,
con el fin de descartar la resistencia en el UC.

Si las mutaciones asociadas con resistencia de bajo nivel son inferidas debido a la falta
de fijacion de los amplicones a las sondas WT en la region de gyrA o gyrB (es decir, las
sondas WT estan ausentes), se recomienda realizar la PSF fenotipica para Mfx con el fin
de descartar la resistencia en el UC. Las medidas complementarias opcionales consisten
en la secuenciacion de la QRDR de gyrA, gyrB 0 ambas, con el fin de detectar la mutacion
especifica, la realizacion de la PSF fenotipica para Mfx (Lfx, 0 ambas) en el UC 0 ambas
medidas (en funcion de la capacidad del laboratorio).
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Amikacina (Am):

e Silaresistencia es inferida, debido a la falta de fijacion de los amplicones a las sondas
WT en la region rrs (es decir, que una o varias sondas WT estan ausentes), se recomienda
repetir la prueba para confirmar el resultado. Se propone la secuenciacion del gen rrs
con el fin de detectar la mutacion especifica.

e Sjlaresistencia es inferida, debido a la falta de fijacion de los amplicones a la sonda WT2
en la region eis y ninguna sonda MUT1 esté presente, se recomienda repetir la prueba
para confirmar el resultado. Se propone la secuenciacion del gen eis, incluida la region
promotora, con el fin de detectar la mutacion especifica.
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE PRUEBAS CON SONDAS LINEALES PARA FARMACOS
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE PRUEBAS CON SONDAS LINEALES PARA FARMACOS
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PRUEBAS CON SONDAS LINEALES PARA DETECTAR LA TUBERCULOSIS FARMACORRESISTENTE
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INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE PRUEBAS CON SONDAS LINEALES PARA FARMACOS
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PRUEBAS CON SONDAS LINEALES PARA DETECTAR LA TUBERCULOSIS FARMACORRESISTENTE

Evaluacion de los casos de TB
farmacorresistente a partir de los resultados
de las pruebas con sondas lineales para
farmacos de segunda linea

Caso 1. No hubo mutaciones de resistencia detectadas ni inferidas en ninguna de
las regiones gendmicas incluidas en la prueba con sondas lineales para farmacos
de segunda linea

Todas las bandas WT estan presentes y no se observo ninguna banda de la sonda MUT en
la LPA-SL.

Control de conjugado

Control de amplificacion

8yrA MUT3A (D94A)

8gyrA MUT3B (D94N/Y) gyrA MUT3C (D94G)
is MUT1 (c-14t)

gyrA MUT1 (A90v)

8YrA MUT2 (S91P)
—{ &gyrA MUT3D (D94H)

rrs MUT2 (g1484t)

—o &yrB MUT1 (N538D)
— gyrB MUT2 (E540V)

1 1S
— s WT1

—mo rrsWT2
l—A rrs MUT1 (a14018)

1 €
1 €
1 €
1 ¢
1 €

Informe genotipico
Resistencia no detectada

Medida diagnostica complementaria
Opcional

e Realizar PSF fenotipica para Lfx en la CC (p. €j., CC: 1,0 mg/l en MGIT y 7H10) y para Mfx
enlaCCyelUC (p.ej., CC:0,25 mg/l en MGIT y 0,5 mg/l en 7H10; UC: 1,0 mg/l en MGIT
y 2,0 mg/l en 7H10).

e Realizar la PSF fenotipica para Am si esta indicada.

La decision de realizar estas medidas complementarias opcionales debe guiarse por la
consideracion del grupo de riesgo de resistencia de cada paciente (p. €]., exposicion previa



RESULTADOS DE LAS PRUEBAS CON SONDAS LINEALES PARA FARMACOS DE SEGUNDA LINEA

a farmacos de segunda linea, presuncion de fracaso del tratamiento) y la prevalencia de
resistencia en el entorno, dado que estos factores afectan el valor predictivo de la prueba.

Consecuencias clinicas
Comenzar tratamiento para TB-MDR. Revisar el esquema de tratamiento en funcion de los
resultados de la PSF fenotipica.

Caso 2. Deteccion de mutaciones de resistencia asociadas con resistencia de alto
nivel a la moxifloxacina

Control de conjugado
Control de amplificacion
is MUT1 (c-14t)

— TUB
— gyrA
— gyrA WT1
— SyrAWT2
— SyrAWT3
rrs WT1
rrs MUT1 (a1401g)

el

I
el.
el
el
M

L—  gyrA MUT1 (A90V)
L1 gyrA MUT2(S91P)
l—{ gyrA MUT3A (D94A)
L1 gyrA MUT3B (D94N/Y)
| gyrA MUT3C (D94G)
l—{ gyrA MUT3D (D94H)

— gyrB

— SyrBWT
l—{ gyrB MUT1 (N538D)

L_{ gyrBMUT2 (E540V)

Si una de las siguientes bandas MUT estéa presente:

e gyrA MUT3C (es decir, gyrA D94G) (véase la imagen de arriba como ejemplo),
e gyrA MUT3D (es decir, gyrA D94H)
e gyrA MUT3B (es decir, gyrA D94N/Y)

Informe genotipico
Lfx: Resistencia detectada
Mfx: Mutacion detectada, asociada con resistencia de alto nivel a la Mfx.

Medida diagnostica complementaria
Realizar la PSF fenotipica para Am si esta indicada.

Consecuencias clinicas
La Mfx no puede considerarse como un farmaco eficaz, ni siquiera en una dosis alta.
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Caso 3. Deteccion de mutaciones de resistencia asociadas con al menos resistencia
de bajo nivel a la moxifloxacina

Control de conjugado
Control de amplificacion

— TUB
rrs MUT2 (g1484t)

s WT1

— gyrA MUT1 (A90V)
L | gyraMUT2(S91P)
L | gyrA MUT3A (D94A)
l——  gyrA MUT3B (D94N/Y)
| gyrA MUT3C (D94G)
L { gyrA MUT3D (D94H)

— gyrB

— gyrBWT
l—— gyrB MUT1 (N538D)

L1 gyawn
L | gyawTs
|| eyrBMUT2 (E540V)

L1 gyA
L1 gyawn

4
A |
4
N

Si una de las siguientes bandas MUT esta presente:

e gyrA MUT1 (es decir, gyrA A90V) (véase la imagen de arriba como ejemplo),
e gyrA MUT2 (es decir, gyrA S91P),

e gyrA MUT3A (es decir, gyrA D94A),

e gyrB MUT1 (es decir, gyrB N538D),

e gyrB MUT2 (es decir, gyrB E540D).

Informe genotipico
Lfx: Resistencia detectada
Mfx: Mutacion detectada, asociada con al menos resistencia de bajo nivel a la Mfx.

Medida diagnostica complementaria
Se recomienda realizar la PSF fenotipica para Mfx en el UC como en el caso 1. Realizar la
PSF fenotipica para Am si esta indicada.

Consecuencias clinicas
La Mfx podria usarse en una dosis mas alta. Se debe reevaluar el esquema, en funcion de
los resultados de la PSF fenotipica en el UC.
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Caso 4. Mutacion precisa desconocida, solo inferida para fluoroquinolonas (es decir,
SYrA Y gyrB)

Control de conjugado
Control de amplificacion

— TUB
— gyrA

L1 gyrawm
rrs MUT1 (a1401g)

rrs WT1

— gyrA MUT1 (A90V)
L | gyraMuUT2(591P)
L | gyrA MUT3A (D94A)
l——  gyrA MUT3B (D94N/Y)
| gyra MUT3C (D94G)
L1 gyrA MUT3D (D94H)

— &yrB

— gyrBWT
—{ gyrB MUT1 (N538D)

|1 gyrBMUT2 (E540V)

L1 gyawn2
L | eyawTs

Si una de las siguientes bandas MUT esté ausente:

o gyrAWT1 (es decir, falta la banda gyrA WT1) (véase la imagen de arriba como ejemplo),
e gyrAWT2 (es decir, falta la banda gyrA WT2),

o gyrAWT3 (es decir, falta la banda gyrA AWT3),

e gyrBWT (es decir, falta la banda gyrB WT)

y ninguna de las bandas MUT esta presente en las regiones de gyrA 'y gyrB.

Informe genotipico
Lfx: Resistencia inferida
Mfx: Mutacion inferida, asociada con al menos resistencia de bajo nivel a la Mfx.

Medida diagnostica complementaria

Se recomienda realizar la PSF fenotipica para Mfx en el UC como en el caso 1.

Opcional pero recomendada en algunos entornos:’ secuenciacion de la QRDR de gyrA
y 8yrB con el fin de identificar la mutacion de resistencia y descartar mutaciones sinbnimas o
no sinbnimas que no causan resistencia (resultados positivos falsos sistematicos) (interpretar
como en los casos 2 a 4y seguir las recomendaciones respectivas para la PSF fenotipica). Si
la secuenciacion no esta disponible, realizar PSF fenotipica en la CC para Lfx, Mfx 0 ambas,
como en el caso 1.

Opcional realizar la PSF fenotipica para Am si esta indicada.

Consecuencias clinicas
La Lfx no es eficaz. La Mfx podria usarse en una dosis mas alta. Se debe reevaluar el esquema,
en funcion de los resultados de la PSF fenotipica en el UC.

" La falta de fijacion de una sonda WT sin fijacion simulténea de una sonda MUT se debe a la presencia de una mutacion que confiere resistencia (p. €., gyrA G88A).
Puede haber errores sisteméticos debidos a mutaciones sinénimas o no sinénimas; aunque el fenémeno es raro (<1% de los aislamientos), estos aislamientos de cultivo
pueden ser frecuentes localmente. Desafortunadamente, no es posible predecir los entornos en los cuales estos casos son frecuentes. Por lo tanto, es necesario que
cada laboratorio decida con base en las caracteristicas epidemiologicas locales si es necesario secuenciar la region QRDR. Por ejemplo, la mutacion gyrA A90G, que
impide la fijacion de gyrA WT2, es frecuente en Congo y Republica Democrética del Congo y un codén de mutacion sindnima en la posicion 96 de gyrA, que impide
la fijacion de gyrA WT3, es frecuente en Medellin (Colombia) (12). Por lo tanto, en ambos entornos se recomendaria la secuenciacion.
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Nota. Estas recomendaciones no se aplican si en la secuenciacion, disponible antes del
inicio del tratamiento, se detectan mutaciones no asociadas con resistencia a las FQ o si la
PSF fenotipica muestra sensibilidad en la CC.

Caso 5. Deteccion de mutaciones que causan resistencia a la amikacina

Control de conjugado
Control de amplificacion
is MUT1 (c-14t)

— TUB
rrs MUT1 (a1401g)

s
rrs WT1
rrs W12

—  gyrA MUT1 (A90V)
L | gyrA MUT2 (S91P)
L gyrA MUT3A (D94A)
l—  8yrA MUT3B (D94N/Y)
L1 gyrA MUT3C (D94G)
L1 gyrA MUT3D (D94H)

— gyrB

l— SyrBWT
l—— gyrB MUT1 (N538D)

L1 gyrawT2
| grawT3
|| gyrBMUT2 (E540V)

L gyA
L1 gyrawT1

d
A
d
A

Si una de las siguientes bandas MUT esté presente:

e /1S MUT1 (es decir, rrs a1401g) (véase la imagen de arriba como ejemplo),
e 1S MUT2 (es decir, rrs g14841),
e eis MUT1 (es decir, eis c-14t) (véase la imagen de arriba como ejemplo),

Informe genotipico
Resistencia a la Am detectada.

Medida diagnostica complementaria
Realizar la PSF fenotipica para FQ en el UC como en el caso 1.

Consecuencias clinicas
La Am no es eficaz.
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Caso 6. Mutacion precisa desconocida, solo inferida, en la region de rrs

Control de conjugado

Control de amplificacion
— TUB

rrs

rrs WT1

rrs WT2

rrs MUT1 (a1401g)

rrs MUT2 (g1484t)

l—  gyrA MUT1 (A90V)
L1 gyrA MUT2 (S91P)
L gyrA MUT3A (D94A)
—1  gyrA MUT3B (D94N/Y)
L1 gyrA MUT3C (D94G)
L gyrA MUT3D (D94H)

1 gyB

— SyrBWT
l—  gyrB MUT1 (N538D)

gyrB MUT2 (E540V)

— gyrA

L gyrawT
L1 gyrawT2
| gyrawrs

4
N
4
N

Si una de las siguientes bandas MUT esta ausente:
e rsWT1 (falta la banda rrs WT1) (véase la imagen de arriba como ejemplo),
e s WT2 (falta la banda rrs WT2)

y ninguna de las bandas MUT esta presente en la region rrs.

Informe genotipico
Resistencia a la Am inferida

Medida diagnostica complementaria
Se recomienda repetir la prueba para confirmar el resultado, si solo se detecta la sonda rrs
WT2 0 se detectan tanto rrs WT1 como WT 2 (y no se detecta ninguna sonda MUT).

Opcional realizar la secuenciacion con el fin de detectar la mutacion especifica.
Realizar la PSF fenotipica para FQ en el UC como en el caso 1.

Consecuencias clinicas
La Am probablemente no es eficaz.
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Caso 7. Mutacion precisa desconocida, solo inferida, en la region de eis

Control de conjugado
Control de amplificacion

— TUB
— gyrA

— gyrAWT1
IS MUT1 (c-14t)

rrs MUT1 (a1401g)

s WT1
s WT2

s
e
e
e
e
e
M

L——  gyrA MUT1 (A90V)
L1 gyrAMUT2(S91P)
l—{ gyrA MUT3A (D94A)
— 1 gyrA MUT3B (D94N/Y)
L | gyrA MUT3C (D94G)
—{ gyrA MUT3D (D94H)

— gyrB

l— SyrBWT
l—{ gyrB MUT1 (N538D)

gyrB MUT2 (E540V)

L1 gyrawT2
L | eyawTs

Si una de las siguientes bandas MUT esta ausente:

e ¢eis WT1 (falta la banda eis WT1) (por ejemplo, eis g-371),

e ¢is WT2 (falta la banda eis WT2) (p. e]., eis ¢c-12t 0 g-10a) (véase la imagen de arriba
como ejemplo)

y ninguna de las bandas MUT se observa en la region de eis.

Informe genotipico
Resistencia a Am no detectada (si no hay mutaciones adicionales en la region rrs)

Medida diagnostica complementaria
Se recomienda repetir la prueba para confirmar el resultado.

Opcional realizar la PSF fenotipica para FQ como en el caso 1.

Consecuencias clinicas
La Am probablemente es eficaz.
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ANexo 1.

Modelo de informe de los resultados de la
prueba con sondas lineales para farmacos
de primera linea y ejemplos practicos

La columna “Conclusion” se ha incluido por conveniencia, pero no debe formar parte del

informe del laboratorio.

Ejemplo 1

Farmaco Gen Mutacion Interpretacion Conclusién

R® rpoB H526Y Resistencia alaR La R no es eficaz.
detectada

Ha katG Mutacion(es) en la Mutacion inferida, La H probablemente no

region del codon 315 asociada con resistencia | es eficaz incluso en una
nhA t-8a de altonivelalaH dosis alta.

Etoy Pto inhA t-8a Resistencia ala Etoy Es probable que Etoy
la Pto probablemente Pto no sean eficaces.
detectada

Ejemplo 2

Farmaco Gen Mutacion Interpretacion Conclusion

R rpoB Ninguna mutacion Resistencia a la R no LaR es eficaz.

detectada detectada

He katG S315T Mutacion detectada, La H no es eficaz

nhA 15t asociada con resistencia | incluso en una
de altonivelalaH dosis alta.

Etoy Pto inhA c-15t ResistenciaalaEtoyla Eto y Pto no
Pto detectada son eficaces.

Ejemplo 3

Farmaco Gen Mutacion Interpretacion Conclusién

R rpoB Mutacion(es) en Resistencia a la R inferida | La R es eficaz.
codones 516-522
(435-441)

H katG Ninguna mutacion Mutacion detectada, La H en dosis altas es
detectada probablemente asociada probablemente eficaz.

inhA t-8¢ con al menos resistencia
de bajo nivel alaH

Etoy Pto inhA t-8C Resistencia alaEtoylaPto | Es probable que Etoy

probablemente detectada | Pto no sean eficaces.

#Si mas de una sonda por farmaco aporta informacion, los resultados deben notificarse segun la siguiente jerarquia (donde el signo ">" significa “prima sobre"):
Para H: Mutacion asociada con resistencia de alto nivel detectada > Mutacion inferida, asociada con resistencia de alto nivel > Mutacion detectada, asociada con al
menos resistencia de bajo nivel > Mutacion asociada con al menos resistencia de bajo nivel inferida > Resistencia no detectada

Para R: Resistencia detectada > Resistencia inferida > Resistencia no detectada



ANexo 2.

Modelo de informe de los resultados de la
prueba con sondas lineales para farmacos
de segunda linea y ejemplos practicos

La columna “Conclusion” se ha incluido por conveniencia, pero no debe formar parte del

informe del laboratorio.

Ejemplo 1
Farmaco Gen Mutacion Interpretacion Conclusién
Lfxe gYrA D94A Resistencia a la Lfx La Lfx no es eficaz.
oyrB Ninguna mutacion detectada La Mfx podria usarse
detectada en una dosis mas alta.
Se debe reevaluar el
esquema, en funcion de
I los resultados de la PSF
Mfxe SYrA D94A Mutacion detectada, fenotipica en el UC.,
gyrB Ninguna mutacion asociada con al menos
detectada resistencia de bajo nivel
a la Mfx
Ama s a1401g Resistencia a la Am La Am no es eficaz.
promotor | Ninguna mutacion detectada
deeis detectada
Ejemplo 2
Farmaco Gen Mutacion Interpretacion Conclusién
Lfx SYrA A0V Resistencia a la Lfx La Lfx no es eficaz.
oyrB Ninguna mutacion detectada La Mfx podria usarse
detectada en una dosis mas alta.
Se debe reevaluar el
esquema, en funcion de
= los resultados de la PSF
Mfx 8SYrA D94A Mutacion detectada, fenotipica en el UC.
gyrB Ninguna mutacion asociada con al menos
detectada resistencia de bajo nivel
a la Mfx
Am s Ninguna mutacion Resistencia a laAm La Am no es eficaz.
detectada detectada
promotor | c-14t
de eis




Ejemplo 3

Farmaco Gen Mutacion Interpretacion conclusion
Lfx SYrA Mutacion(es) en Resistencia a la Lfx La Lfx no es eficaz.
codones 89-93 inferida La Mfx podria usarse
oyrB Ninguna mutacion en una dosis mas alta.
detectada Se debe reevaluar el
esquema, en funcion de
los resultados de la PSF
Mfx gYyrA Mutacion(es) en Mutacion inferida, ﬁgg'ggaase e
8yrB Ninguna mutacion 2 la Mix I no se aplican si en
detectada la secuenciacion,
disponible antes del
inicio del tratamiento,
se detectan mutaciones
no asociadas con
resistencia a las FQ o Si
la PSF fenotipica muestra
sensibilidad en la CC.
Am s Ninguna mutacion Resistencia a la Am La Am es eficaz.
detectada detectada
promotor | Mutacion(es) en la
de eis region -37

2 Si mas de una sonda por farmaco aporta informacion, los resultados deben notificarse segun la siguiente jerarquia (donde el signo ">" significa "prima sobre"):
Para Lfx y Am: Resistencia detectada > Resistencia inferida > Resistencia no detectada
Para Mfx: Mutacion asociada con resistencia de alto nivel detectada > Mutacion detectada, asociada con al menos resistencia de bajo nivel > Mutacion asociada con
al menos resistencia de bajo nivel inferida > Resistencia no detectada



ANnexo 3.

Cambios de nucledtidos especificos
detectados con las sondas de mutacion

Algunos de los cambios de aminoacidos (AA) detectados con las LPA de primera y segunda
linea se deben a cambios de nucledtidos que no son reconocidos especificamente por las
sondas MUT. Por ejemplo, la mutacion gyrA A90V se debe a dos cambios de nucleétido
posibles: gcg>gtg 0 gecg>gte. Sin embargo, solo la primera, gcg>gtg, sera detectada por
la sonda gyrA MUT1, pero la segunda, gcg>gtc se detectara solo por la ausencia de gyrA
WT2 (es decir, gyrA WT2 ausente).

Sonda MUT Cambio de AA Cambio de nucledtido
MUT1 D516V (D435V) gac > gtc
MUT2A H526Y (H445Y) cac >tac
Sondas MUT de rpoB
MUT2B H526D (H445D) cac > gac
MUT3 S531L (S450L) tcg > ttg
Sonda MUT Cambio de AA Cambio de nucleétido
MUT1 S315T agc>acc
Sondas MUT de katG
MUT2 S315T agc>aca
Sonda MUT Cambio de AA Cambio de nucleétido
MUT1 A90V gcg>gtg
MUT2 S91P tcg>ccg
MUT3A D94A gac>gcc
Sondas MUT de gyrA MUT3B D94N gac>aac
MUT3B D94Y gac>tac
MUT3C D94G gac>ggc
MUT3D D94H gac>cac
Sonda MUT Cambio de AA Cambio de nucleétido
MUT1 N538D (N499D) aac > gac
Sondas MUT de gyrB
MUT2 E540V (E501V) gaa > gta
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