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Objetivos:

Conocer los nuevos métodos de diagnóstico de la 
enfermedad producida por Mycobacterium 

tuberculosis basados en técnicas de biología 
molecular-secuenciación y su implementación en 

la rutina de los Servicios de Microbiología.

Técnicas moleculares y secuenciación parcial.
0.           Conceptos básicos.
1. TB. Novedades en el Dx molecular y uso de la secuenciación WHO.



¿Por qué 
seguimos 
hablando de 
TB? Primavera
de 2026…OMS.

• Aproximadamente un tercio de la población
mundial está infectada por el bacilo de la
tuberculosis.

• Solo una pequeña proporción de los infectados
enfermará de tuberculosis.

• Las personas con sistemas inmunitarios
debilitados corren un riesgo mucho mayor de
enfermar de tuberculosis. Las personas
afectadas por el VIH tienen aproximadamente
entre 26 y 31 veces más probabilidades de
desarrollar una tuberculosis activa.

• Una de las metas de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible para 2030 consiste en
acabar con la epidemia mundial de
tuberculosis. La estrategia de la OMS Fin a la
tuberculosis, aprobada por la Asamblea
Mundial de la Salud en 2014, plantea reducir las
muertes por tuberculosis en un 90% y la
incidencia de la enfermedad en un 80% para
2030, en comparación con las cifras de 2015.

• Nuevos datos de la OMS revelan que la carga
mundial de tuberculosis es mayor de lo que se
creía. Los países tienen que avanzar mucho
más rápidamente para prevenir, detectar y
tratar la TB si se quieren alcanzar las metas de
la estrategia “Fin a la tuberculosis” en los
próximos 15 años.



• Todos los diagnósticos moleculares actualmente recomendados para el diagnóstico inicial de la tuberculosis
tienen una prueba de SARS-CoV-2 disponible en la misma plataforma que la prueba de tuberculosis, aunque
es posible que algunos no hayan recibido la aprobación regulatoria para tal uso.

• Varias plataformas se utilizan ampliamente en el diagnóstico y el manejo de PVVIH, mientras que otras se
utilizan para la detección de la resistencia a los antimicrobianos de patógenos bacterianos. Las plataformas
NGS se pueden utilizar para secuenciar cualquier ácido nucleico presente en una muestra.

• La respuesta a la pandemia de COVID-19 llevó a que se estableciera capacidad de NGS en muchos países,
incluidos los de ingresos bajos y medios, para la vigilancia. Esa capacidad y experiencia pueden estar
disponibles y podrían utilizarse para facilitar la rápida adopción de DST basadas en NGS dirigidas para la
tuberculosis.

• La decisión de elegir una prueba y una marca en particular también tendría que considerar los instrumentos
disponibles en un entorno particular y la capacidad de agregar pruebas de tuberculosis.

• Si se planea realizar pruebas de múltiples enfermedades en un instrumento, entonces sería mejor emplear
plataformas que utilicen enfoques de acceso aleatorio (por ejemplo, GeneXpert) o permitan realizar
diferentes tipos de pruebas en el mismo lote (por ejemplo, cobas, BD MAX o NGS dirigida).



Implementación de una nueva prueba diagnóstica. Consideraciones
epidemiológicas.
• los factores de riesgo de la población a la que se va a atender.
• Casos de tuberculosis resistentes a RIF, INH y FQ.
• Personas que viven con el VIH.
• Tuberculosis extrapulmonar.
• Tuberculosis entre niños.
• Personas con enfermedad grave que requiere un diagnóstico rápido.
• Personas que están hospitalizadas en comparación con aquellas que son

ambulatorias.
• Entender la proporción resistente a un medicamento recién introducido

(por ejemplo, BDQ) es particularmente importante durante las etapas
iniciales del uso del medicamento, cuando la capacidad de tratamiento
puede expandirse más rápidamente que la capacidad del antibiograma
fenotípico.



• COMUNICACIÓN
MICROBIOLOGO>>E.INFECCIOSAS,NEUMOLOGO,

• PEDIATRA, MEDICINA PREVENTIVA,
EPIDEMIOLOGIA,CONSEJERIA…

• Muchas de las plataformas de prueba más recientes
ofrecen la oportunidad de utilizar datos digitales. El
plan de implementación debe considerar los
requisitos de software y hardware para aprovechar los
datos digitales.

• La "conectividad de diagnóstico" se refiere a la
capacidad de conectar dispositivos de prueba de
diagnóstico que producen resultados en formato
digital, de tal manera que se transmitan datos de
manera confiable a una variedad de usuarios.



¿Qué tengo delante? ¿Qué pruebas debo pedir?
The spectrum of TB — from Mycobacterium tuberculosis infection to active (pulmonary) TB disease. Nat Rev Dis 
Primers. 2016 Oct 27;2:16076





Antibiograma.

• La DST fenotípica sigue siendo el
estándar de referencia para la mayoría de
los compuestos antituberculosos; sin
embargo, este método es lento y requiere
infraestructura especializada y personal
altamente capacitado.

• La DST genotípica (también conocida
como DST molecular) promete superar
algunos de estos obstáculos.

• Sistema MGIT (BD ) limitaciones 2026

• Pirazinamida…hacemos otro
antibiograma?

SIRE O  NO SIRE



Detección de resistencias

• La OMS recomienda el uso de pruebas de secuenciación de nueva
generación dirigidas como pruebas de seguimiento para detectar la
resistencia a los medicamentos en las siguientes situaciones:

• En personas con tuberculosis pulmonar confirmada
bacteriológicamente, se pueden utilizar pruebas de secuenciación de
nueva generación dirigidas en muestras respiratorias para diagnosticar
la resistencia a RIF, INH, FQ, PZA y EMB en lugar de la prueba de
sensibilidad a medicamentos fenotípica.

• En personas con tuberculosis pulmonar resistente a RIF confirmada
bacteriológicamente, se pueden utilizar pruebas de secuenciación de
nueva generación dirigidas en muestras respiratorias para diagnosticar
la resistencia a INH, FQ, BDQ, LZD, CFZ, PZA, EMB, AMK y STR en lugar
de la prueba de sensibilidad a medicamentos fenotípica.



Secuenciación.
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• la rápida detección de grupos de transmisión
• la vigilancia epidemiológica de distintas cepas a través de las 

fronteras un país.
• el diagnostico de cepas de MTBC e identificación de linaje.
• la predicción de sensibilidad a fármacos

•Las principales aplicaciones de 
WGS en TB se centran en el control 
de la enfermedad al mejorar:



Resistotipo
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Se basa en la  presencia o ausencia de 
mutaciones específicas relacionadas 
resistencias a lo largo del genoma de 

M.tuberculosis, por lo que es necesario tener 
catálogos  de mutaciones de alta calidad que 

ayuden a predecir resistencias con alta confianza.  

Predicción de sensibilidad a fármacos. 
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El informe resume el análisis de más de 52 000 aislamientos con datos
coincidentes sobre la secuenciación del genoma completo y la prueba
de sensibilidad fenotípica de 67 países para 13 medicamentos
antituberculosos.

El catálogo proporciona información sobre más de 30 000 mutaciones,
junto con sus frecuencias dentro del conjunto de datos.

Las mutaciones se clasifican en grupos:

• asociadas con la resistencia
• no asociadas con la resistencia
• de significado incierto (un número significativo de mutaciones se

encuentran en esta categoría).

Además, el catálogo proporciona detalles sobre los métodos
empleados y los hallazgos importantes relacionados con cada
fármaco. En el futuro, se prevén actualizaciones periódicas del
catálogo.



• La OMS ha desarrollado un perfil de producto objetivo (TPP) para
orientar la investigación y el desarrollo con el fin de abordar esta
necesidad.

• La secuenciación de ADN mediante tecnologías de secuenciación de
nueva generación es un método prometedor para la detección rápida
de mutaciones asociadas con la resistencia a los medicamentos para
muchos medicamentos antituberculosos.

• La prueba de sensibilidad basada en secuenciación de nueva
generación podría reducir la necesidad de pruebas de sensibilidad
fenotípicas para las decisiones de atención al paciente, y puede ser
particularmente útil para medicamentos para los que la prueba de
sensibilidad fenotípica no es confiable o en entornos que no tienen la
capacidad de realizar pruebas de sensibilidad fenotípicas.







La decisión sobre dónde colocar
una prueba específica es
importante y puede conducir al
éxito o al fracaso en la
consecución de los resultados
deseados.
Esta estructura tiene:

✓ la mayor cantidad de
laboratorios en el nivel
periférico (Nivel I);

✓ una cantidad moderada de
laboratorios intermedios (Nivel
II), generalmente ubicados en
centros de población y centros
de salud de tamaño mediano;
y

✓ un solo laboratorio central (o
más de uno en los países
grandes) (Nivel III) a nivel
provincial, estatal o nacional.



• La secuenciación o resecuenciación dirigida consiste en aislar y
secuenciar un subconjunto de genes o regiones del genoma.

• Los enfoques dirigidos que utilizan la secuenciación de nueva
generación (NGS) permiten concentrar el tiempo, los recursos y
el análisis de datos en áreas específicas de interés.

• Este análisis dirigido puede incluir el exoma (la porción del
genoma que codifica proteínas), genes específicos de interés
(contenido personalizado), dianas dentro de los genes o el ADN
mitocondrial.

Targeted Sequencing



• Reduce los costes de secuenciación y
la carga del análisis de datos.

• Los enfoques dirigidos también
pueden ofrecer niveles de cobertura
mucho mayores, lo que permite la
respuesta al clínico menos costosas
que la secuenciación del genoma
completo o la secuenciación Sanger.

Se centra en regiones de interés, generando un conjunto 
de datos más pequeño y manejable.

Ahorrando recursos y generando un conjunto de 
datos más pequeño y manejable

¿ Sabes cuantos seq
hay en tu centro?



Pruebas de secuenciación de nueva generación dirigidas se definen como
pruebas que utilizan secuenciación masiva paralela para detectar la
resistencia a los medicamentos contra la tuberculosis, comenzando con una
muestra clínica procesada y terminando con un informe del usuario final que
relaciona las mutaciones de M. tuberculosis detectadas con la presencia (o
ausencia) de resistencia a los medicamentos, basándose en la interpretación
de un catálogo estándar de mutaciones.

Los productos pioneros en su clase incluyen Deeplex® Myc-TB (GenoScreen) 
para RIF, INH, PZA, EMB, FQ, BDQ, LZD, CFZ, AMK y STR; 

AmPORE TB (Oxford Nanopore Technologies) para RIF, INH, FQ, LZD, AMK y 
STR; 

TBseq® (ShengTing Biotech) para EMB. 



Deeplex Myc-TB, desarrollado por GenoScreen, es un kit
de diagnóstico innovador e integrado sin cultivo, que
proporciona resultados moleculares sobre la resistencia o
sensibilidad a 15 fármacos antituberculosos en menos de
48 horas.

INH, PZA, EMB, FQ, BDQ, LZD, CFZ, AMK y STR

El ensayo se basa en la secuenciación profunda dirigida y
el análisis automatizado de datos a través de la aplicación
web segura Deeplex Myc-TB.

Deeplex Myc-TB puede detectar la heterorresistencia de la
tuberculosis hasta un 1-3%, y también identifica
(sub)linajes y espoligotipos del complejo M. tuberculosis, así
como más de 100 especies de micobacterias no
tuberculosas (MNT).

https://euc1.platform.illumina.com/Deeplex



El kit Deeplex® Myc-TB incluye:

Master Mix Deeplex®: mezcla para la preparación de 24
reacciones de PCR, sin necesidad de cultivo, para la
amplificación de 18 genes diana asociados a la resistencia
a fármacos de M. tuberculosis (MTBC), combinados con
dianas para la identificación de especies micobacterianas y
el genotipado de cepas MTBC.
Un control interno para el control de calidad de la muestra.
Un control positivo para la validación de la prueba.
Un código de activación para acceder a la aplicación web
Deeplex® Myc-TB.

MiSeq System, iSeq 100 System, NextSeq 550 System, 
MiSeqDx in Research Mode, MiniSeq System, NextSeq
550Dx in Research Mode, NextSeq 500 System, MiSeq i100 
System, MiSeq i100 Plus System

Todo nuevo sistema
necesita dotación de personal

Técnico y recursos 



AmPORE TB (Oxford 
Nanopore Technologies) 

• Este método de secuenciación dirigida y sin cultivo
consistió en una PCR multiplex diseñada para 
amplificar 13 regiones objetivo en nueve genes de 
resistencia.





• Herramienta de predicción de linaje 
basada en SNP a partir de los genes diana 
del ensayo. 
• Además, el ensayo cumplió con uno de 
los criterios más importantes para su 
desarrollo: en promedio, el ensayo dirigido 
demostró una reducción de 15 días en los
tiempos de respuesta en comparación
con la secuenciación del genoma
completo, con una muestra XDR 
clasificada en cinco días, en comparación 
con las tres semanas adicionales para 
obtener los resultados de la secuenciación 
del genoma completo basados en cultivos 
de la misma muestra.



Mycobacterium Nucleic Acid And M. tuberculosis Drug 
Resistance Gene Detection Kits（Nanopore Sequencing）

• ShengTing Medical Technology Co. cuenta con un kit (TBseq®) basado en secuenciación de 
nueva generación (NGS) dirigida para la identificación simultánea de especies de
micobacterias y la predicción de la resistencia a fármacos de cepas del complejo 
Mycobacterium tuberculosis, directamente aplicable a muestras clínicas como esputo, 
líquido de lavado broncoalveolar, derrame pleural o CEPAS.

• La identificación de especies de micobacterias se realiza mediante la selección de las
regiones 16s y hsp65. 

• El ensayo se realiza utilizando el kit de secuenciación génica universal (ShengTing) para
generar bibliotecas que se secuencian en una plataforma MinIon y/o GridIon (Oxford Nanopore
Technologies). 

• La solución incluye un software de análisis automatizado [Nano TNGS] para el 
procesamiento de datos de secuenciación y una aplicación web segura (TBseq® Web App)







ETAMBUTOL. Nada…
CARBAPENEMS: nada…
PAS: nada
PRETOMANID. Antibiograma
Ethionamida: NO RAPID, SEQ inhA, ethA, ethB.



Reflexiones.

Actualmente, las pruebas rápidas de sensibilidad a medicamentos moleculares recomendadas por la
OMS se pueden utilizar para detectar mutaciones específicas que se sabe que confieren resistencia
fenotípica.

Aunque la DST genotípica ha avanzado en la última década, el espectro de medicamentos cubiertos es
limitado y no cubre el medicamento nuevo y reutilizado.

Sin embargo, las pruebas moleculares rápidas para la resistencia a RIF, INH y FQ son factibles de
implementar en entornos descentralizados; estas pruebas pueden brindar resultados rápidos para
informar la selección del régimen de tratamiento inicial mientras se espera la DST de seguimiento para
otros medicamentos antituberculosos.

Por lo tanto, se necesitan tecnologías nuevas y rápidas de próxima generación para cubrir todos los
medicamentos prioritarios y ser accesibles a nivel periférico, para acelerar la terapia apropiada y mejorar
los resultados de los pacientes.
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