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OsJETIVO. Validar el ensayo de reaccion en cadena de la
polimerasa basada en generador universal de
heteroduplex (PCR UHG-RIif) para la identificacion de
Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina y
multirresistente (IVIDR, resistente a isoniazida y
rifampicina) en pacientes con diagndstico de tuberculosis
pulmonar procedentes de comunidades de elevada
incidencia de tuberculosis resistente en Lima, Peru.
Disefnio. Comparar la determinacion de la sensibilidad a
farmacos antituberculosos mediante el método de las
proporciones y el PCR UHG-RIf a partir de muestras
clinicas, y en funcion de eso, analizar la capacidad
diagnostica del ensayo de PCR UHG-RIf.

ResuLTADOS. La concordancia en la identificacion de la
sensibilidad a farmacos antituberculosos fue 0,95

(x = 0,899; p < 0,05) mostrando una sensibilidad y
especificidad del 0,973 y 0,922 p < 0,05), respectivamente.
El valor predictivo positivo fue 0,939 (IC 95%: 0,879-0,970) y
el valor predictivo negativo fue 0,965 (IC 95%: 0,902-0,988).
Sin embargo, la posibilidad de prediccion de MIDR fue
0,981 (p < 0,05). Este método permite la deteccion de
poblaciones mixtas y las discordancias pueden explicarse
por la presencia de mutaciones silenciosas y no incluidas
en la region “caliente” del gen rpoB asociada a la
resistencia a rifampicina.

ConcLusion. El ensayo de PCR UHG-Rif detect6 mutaciones
en el gen rpoB y mostraba sensibilidad y especificidad
excelente y adecuados valores predictivos en comparacion
con el método estandar en la determinacion de la
sensibilidad a farmacos antituberculosos. Por lo tanto, este
ensayo puede ser considerado como una excelente
herramienta cuya aplicacion contribuira al control de la
tuberculosis, identificando correcta y oportunamente a los
pacientes infectados con bacilos resistentes y MIDR,
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permitiendo la reduccion de casos de tuberculosis
y tuberculosis resistente.
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Validation of the PCR-based universal heteroduplex generator
assay for identification of rifampicin-resistant and
multiresistant Mycobacterium tuberculosis in Lima, Peru

OBJECTIVE. To validate the polymerase chain reaction-based
universal heteroduplex generator (PCR UHG-RIif) assay for
identifying rifampin-resistant and multidrug-resistant
(MDR, resistant to isoniazid and rifampin) Mycobacterium
tuberculosis in patients with pulmonary tuberculosis from
communities in Lima (Peru) with a high incidence of
resistant tuberculosis.

DesiGN. To compare the results of antituberculosis drug
susceptibility testing in clinical samples performed by the
proportion method with those obtained by the PCR
UHG-Rif assay, with the aim of analyzing the diagnostic
capability of PCR UHG-RIf.

ResuLTs. Concordance for the identification of
antituberculosis drug susceptibility was 0.95 (x = 0.899;

P < .05), with a sensitivity and specificity of 0.973 and 0.922
(P < .05), respectively. The positive predictive value was
0.939 (95% CI: 0.879-0.970) and the negative predictive
value was 0.965 (95% CI: 0.902-0.988). Nevertheless, the
probability for MDR prediction was 0.981 (P < .05). PCR
UHG-Rif allows the detection of mixed populations;
discordant results can be explained by the presence of
point mutations, missense mutations and mutations
outside the rpoB “hot” region associated with
rifampin-resistance.

ConcLrusions. The PCR UHG-RIf assay detects mutations in
the rpoB gene with excellent sensitivity and specificity,
and suitable predictive values when compared with the
standard method for determining susceptibility to
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antituberculosis drugs. This test can be considered an
excellent tool that can contribute to tuberculosis control
by correctly identifying patients infected with resistant
and MDR bacilli, leading to a reduction in the cases of
tuberculosis and resistant tuberculosis.

Key words: Tuberculosis. Multidrug resistance. Rifampin
resistance. PCR UHG-Rif.

Introduccion

La tuberculosis multirresistente (TB MDR), definida
como resistencia a isoniazida y rifampicina, es un grave
problema de salud publica en el Perd y en el mundo, con
cerca de 3 millones de muertes anuales. La expansion de
esta enfermedad est4 favorecida principalmente por la di-
seminacién del VIH-sida y la inmigracién de personas des-
de 4dreas de alta incidencial.

Segun el dltimo estudio nacional de Vigilancia de la re-
sistencia antituberculosa en Peru (del afio 1999), la TB
MDR adquirida alcanzé niveles elevados, sobre todo en zo-
nas de la capital del pais: en las Direcciones de Salud
Lima Ciudad y Lima Este se informaron de niveles del
10,6 y 41,6%, respectivamente?.

Dado este panorama, existe la necesidad de contar con
métodos que permitan la deteccién oportuna de pacientes
infectados con Mycobacterium tuberculosis resistente a
drogas o multirresistentes, sobre todo porque estos casos,
muchas veces, presentan una baja tasa de curacién al ser
tratados con esquemas empiricos (sin contar con un perfil
de sensibilidad al inicio del tratamiento)?.

En Peru, por lo general, los pacientes con sospecha de
diagnéstico de tuberculosis pulmonar inician el trata-
miento convencional, cominmente conocido como esque-
ma I (combinacién de isoniazida, rifampicina, pirazinami-
da y etambutol), salvo casos particulares a los que se les
indica otros esquemas terapéuticos. En algunos casos, o
cuando el tratamiento inicial ha fracasado, se solicita un
perfil de sensibilidad antibiética, prueba que se realiza por
el método de proporciones, lo que retrasa en varias sema-
nas la disponibilidad del resultado, y esto a su vez también
puede retrasar el empleo de tratamientos efectivos.

Debido a la demora en la obtencién de resultados con los
métodos convencionales de deteccion de resistencia a far-
macos antituberculosos, es necesario evaluar nuevos siste-
mas para la identificacién precoz de los pacientes infecta-
dos con bacilos resistentes; estos métodos deben ser
sensibles, especificos y fiables.

La resistencia a rifampicina esta principalmente asocia-
da (~96%) a la presencia de mutaciones en el gen rpoB*% y,
puede ser considerada como un excelente marcador de
multirresistencia, debido a que la mayoria de los aisla-
mientos resistentes a rifampicina son también resistentes
a isoniazida®.

Para evaluar la utilidad de una técnica de diagnéstico
temprano, que ofrezca tanto sensibilidad y especificidad
como valores predictivos adecuados, en el presente trabajo
se validé el ensayo de reaccién en cadena de la polimera-
sa basada en generador universal de heteroduplex (PCR
UHG-RIf) para determinar la sensibilidad a rifampicina
en M. tuberculosis”. En este ensayo, se amplific6 un frag-
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mento de 193 pb del gen rpoB de M. tuberculosis a partir
de una muestra de esputo, y se hibrid6 con otro fragmen-
to denominado generador universal de heteroddplex (uni-
versal heteroduplex generator [UHG]) del mismo gen, re-
velando la existencia o ausencia de mutaciones. La
existencia de mutaciones se establecié tomando como refe-
rencia los resultados con la cepa de M. tuberculosis H37Rv
(cuyo fenotipo y genotipo son sensibles). Los resultados
fueron comparados finalmente con el método de las pro-
porciones (patrén estandar).

Materiales y métodos

Disefio experimental

Se realizé un estudio prospectivo y doble ciego, para determinar la
validez de la PCR UHG-RIf para la identificaciéon de M. tuberculosis
resistente a rifampicina en comparacién con el método de proporcio-
nes de Canetti et al variante econémica® (método estandar empleado
en Pert para el diagnéstico de sensibilidad a farmacos antituberculo-
sos). Tanto el método estdndar como el método a evaluar (PCR
UHG-RIf) fueron realizados por investigadores diferentes, quienes
trabajaron de forma independiente y desconociendo los resultados de
sus pares.

Las muestras clinicas fueron obtenidas en los Laboratorios de Refe-
rencia de las Direcciones Regionales de Lima Este y de Lima Ciudad.
Los procedimientos de cultivo y sensibilidad a farmacos antituberculosos
fueron realizados en el Laboratorio de Referencia Nacional de Micobac-
terias; mientras que la PCR UHG-RIf fue realizada en el Laboratorio de
Biotecnologia y Biologia Molecular del Instituto Nacional de Salud.

Pacientes y muestras clinicas

Los pacientes de quienes se obtuvieron las muestras empleadas en
este estudio procedian de dos localidades de Lima, en cuyos registros
indicaron una elevada tasa de tuberculosis resistente. Los casos in-
cluidos fueron pacientes con diagnéstico de tuberculosis pulmonar con
baciloscopia positiva, diagnosticados en diversos establecimientos de
las dos zonas seleccionadas. Se incluyeron pacientes que nunca ha-
bian sido tratados pero que tenian el antecedente de contacto con pa-
cientes con infeccion por M. tuberculosis resistente, o pacientes que
habian sido tratados pero en los que se observé recaida, fracaso o
abandono del tratamiento. Fueron excluidos los casos paucibacilares,
los que contaban con un estudio bacteriolégico de tuberculosis incom-
pleto y los que no consintieron su participacién en el estudio.

En total y en el periodo de marzo a septiembre de 2003, en la DISA
Lima Este se obtuvieron 114 muestras clinicas, mientras que en la
DISA Lima Ciudad se obtuvieron 129 muestras.

El estudio cont6 con la aprobacién del comité de ética en investigacion
del Instituto Nacional de Salud de Lima, y se solicité el consentimiento
y/o asentimiento verbal de los participantes, segin correspondiese.

Estudios microbiolégicos

Los procedimientos de preparacién, lectura e informe de resulta-
dos para la baciloscopia, cultivo y prueba de sensibilidad a farmacos
antituberculosos por método de proporciones de Canetti et al varian-
te econémica, fueron realizados de acuerdo con los métodos descritos
previamente®.

El ensayo de PCR UHG-RIf fue realizado mediante el siguiente pro-
cedimiento: un volumen de 3 ml de cada muestra de esputo fue des-
contaminado con NaOH/N-acetil-L-cisteina, neutralizado y resuspen-
dido en tampén fosfato?; una tercera parte fue separada e inactivada
por calentamiento a 95 °C durante 15 min. Posteriormente, para ase-
gurar una maxima pureza y conservacion (para otros estudios), el
ADN genémico fue purificado mediante el protocolo para lisados celu-
lares usando el QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania).

Se amplificé una region de 193 pb del gen rpoB mediante una “he-
minested” PCR'?. La primera reaccién fue realizada en un volumen



Calderén-Espinoza RI, et al. Validacién de la reaccion en cadena de la polimerasa basada en generador universal de heterodiplex para la identificacién

de Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina y multirresistente en Lima, Pert

final de 25 pl, incluyendo 200 pM de cada desoxinucleétido fosfato;
1,5 mM de MgCls; 1 pmol del oligonucleétido rpol05 (5'-CGTGGAGG
CGATCACACCGCAGACGT-3'); 0,125 pmol del oligonucleétido
rpo293 (5'-AGTGCGACGGGT GCACGTCGCGGACCT-3'), 0,5 U de
enzima Taq ADN polimerasa y 3 nl de ADN gendémico purificado de
cada muestra clinica. La amplificacién fue realizada mediante 25 ci-
clos de 95 °C durante 30 s y 72 °C durante 1 min y, posteriormente,
una extensién final de 72 °C durante 10 min. La segunda reaccién rea-
lizada en un volumen final de 100 p.l, estuvo constituida por 150 pM
de cada desoxinucleétido fosfato; 1,125 mM de MgCly; 2 pmol de los
oligonucleétidos rpol05 y rpo273 (5'-GACCTCCAGCCCGGCACGCT-
CA CGT-3') y 1 U de enzima Taq ADN polimerasa. Al final se afiadie-
ron los 25 pl de la primera reaccién. La amplificacién fue realizada
mediante 35 ciclos de 95 °C durante 30 s y 74 °C durante 1 min y,
después, una extension final de 72 °C durante 10 min. La amplifica-
ci6n de la secuencia UHG fue realizada siguiendo el proceso de la se-
gunda reaccién en un volumen final de 100 pl usando 200 pM de de-
soxinucleétidos fosfato; 1,375 mM de MgCly; 2 pmol de los
oligonucleétido rpol105 y rpo273 y 1 U de enzima Taq ADN polime-
rasa.

Con posterioridad, se mezclaron 5 pl del producto de amplificacién
del UHG-RIif'y 15 pl del producto de amplificacién de cada muestra
de esputo, y se realizé la generacién de heterodiplex en un termoci-
clador, mediante el siguiente método: 95 °C durante 5 min y disminu-
cién posterior de la temperatura hasta 25 °C usando un ciclo de un
programa de 7 pasos (un ramp de 2 min y un hold de 30 s para cada
disminucion de 10 °C).

Los perfiles fueron evidenciados mediante electroforesis no desna-
turalizante en poliacrilamida al 10%, en tampén TBE 0,6 X durante
2 h a 150 V y posterior revelado mediante tincién con plata'l.

La sensibilidad a rifampicina fue determinada por comparacién
del perfil de heteroduplex formado a partir de cada muestra proble-
ma con el perfil de M. tuberculosis H37Rv"1! sensible a rifampicina
(véase fig. 1).

Anailisis de concordancia

Los resultados fueron incorporados a una base de datos en Micro-
soft Excel y luego analizados usando el software SPSS v. 10 para Win-
dows.

Se determinaron la sensibilidad, especificidad, valores predictivos e
indice Kappa de concordancia entre los resultados de la prueba es-
tdandar (método de proporciones) y el método molecular (PCR
UHG-RIf).

Resultados

De las 243 muestras de esputo de pacientes con tuber-
culosis pulmonar obtenidas desde marzo a septiembre de
2003 sélo fueron analizadas aquellas en las cuales se ob-
tuvieron resultados de cultivo positivo y en las que pudie-
ron completarse los exdmenes de sensibilidad. Con estos
criterios se incluyeron, finalmente, 200 muestras (115 de
la DISA Lima Ciudad y 85 de la DISA Lima Este), 153
pertenecientes a pacientes tratados previamente y 47 co-
rrespondientes a pacientes que no habian sido tratados
pero con antecedente de contacto con casos de tuberculosis
resistente o multirresistente.

En cada una de las muestras se obtuvo un resultado sa-
tisfactorio de amplificacion.

En la tabla 1 se muestra el perfil de sensibilidad a far-
macos antituberculosos en los aislamientos procedentes de
los pacientes de Lima Ciudad y Lima Este. E1 PCR UHG-
Rif fue completado en el total de las muestras evaluadas
en el estudio, detectando 83 de los 90 sensibles (0,922 de
especificidad) y 107 de los 110 resistentes (0,973 de sensi-
bilidad) a rifampicina, con un valor predictivo de 0,939 (IC

Figura 1. Deteccion de la resistencia a rifampicina mediante PCR UHG-RIf.
Perfiles de PCR UHG-Rif obtenidos a partir de productos de PCR del gen rpoB
(191 ph) hibridados con el universal heteroduplex generator (UHG) a partir de
ADN de muestras de esputo de pacientes con tuberculosis pulmonar obtenidos
para la determinacion de la sensibilidad a rifampicina. Calle M: Escalera de
100 pb. Calle N? 1 MTB H37Rv (S). Calle N° 2 MTB (R). Calle N° 3 MTB (R). Ca-
lle N? 4 MTB (S). Calle N° 5 MTB (R). Calle N° 6 MTB (S). Calle N° 7 MTB (R).
Calle N? 8 Control Negativo. Calle N° 9: MTB (S). S: sensible; R: resistente.

TABLA 1. Perfiles de resistencia a los principales farmacos
antituberculosos encontrados en los aislamientos de los pacientes
procedentes de Lima Ciudad y Lima Este en el afio 2003

Nunca Antes
Total
Patron de resistencia tratados tratados
N % N % N %
A un medicamento
(cualquiera) 131 655 18 383 113 739
A isoniazida 116 55,0 10 21,3 100 654
A rifampicina 110 58,0 13 277 97 634
A estreptomicina 104 51,0 16 19,1 88 60,8
MDR 106 53,0 13 27,7 93 60,8
Sensibles 69 345 29 61,7 40 26,1
Total 200 100 47 23,5 153 76,5

MDR: multirresistente.

95%: 0,879-0,970) y un valor predictivo negativo de 0,965
(IC 95%: 0,902-0,988). La posibilidad de prediccién de
MDR fue 0,981 (p < 0,05). De acuerdo con los resultados de
sensibilidad a isoniazida y rifampicina, la deteccién mo-
lecular con PCR UHG-Rif para TB-MDR presenté una
concordancia de 0,981 con la deteccién convencional de la
resistencia de estos antimicrobianos (p < 0,05).

Por otro lado, la PCR UHG-RIf fue capaz de determinar
perfiles que presentaban simultdneamente el genotipo
sensible y resistente (mixtos), revelando la heterogeneidad
de la poblacién de bacilos infectantes tanto en los pacien-
tes nunca tratados como en los tratados previamente.

Discusion
En este trabajo se han mostrado adecuados niveles de
sensibilidad, especificidad y de valores predictivos para la

identificacion de M. tuberculosis resistente a rifampicina
mediante el ensayo de PCR UHG-Rif. Tomando como pa-
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trén el método de las proporciones, la especificidad fue del
0,922 (p < 0,05) y la sensibilidad del 0,973 (p < 0,05). Pre-
viamente, en un pequeno estudio similar con este método
en nuestro laboratorio, con 31 muestras de esputo baci-
loscopia positiva procedentes de la Direccién de Salud
Lima Norte!!, se obtuvo una concordancia y especificidad
del 100%, pero una sensibilidad de sé6lo el 80%. En otro
estudio sobre la aplicabilidad de la PCR UHG-RIf para el
diagnéstico de la resistencia a rifampicina se obtuvo una
sensibilidad del 0,971 y una especificidad de 0,982, al con-
siderar como método de referencia el ensayo de Alamar
azul en microplacas!?.

La identificacién oportuna de los casos de multirresis-
tencia es completamente necesaria'®. Mediante la aplica-
cion de este método fueron detectados el 98,1% de los
casos de TB-MDR (determinados por el método de las pro-
porciones). Obviamente con esta rapidez y oportunidad
diagnéstica se podria dirigir un tratamiento 6ptimo a
cada uno de estos casos particulares, disminuyendo asi el
riesgo de la diseminacion persistente de esta enfermedad,
especialmente en pacientes con elevado riesgo de contraer
TB-MDR e influyendo eficazmente en la disminucién de
la morbimortalidad de la tuberculosis en Peru.

Creemos que es importante resaltar la capacidad de este
ensayo para determinar perfiles mixtos a partir de una
misma muestra. Esto es muy conveniente para la identifi-
cacién de poblaciones mixtas (sensibles y resistentes) de
bacilos tuberculosos infectantes en pacientes que pueden
encontrarse en el inicio de un fracaso terapéutico y en
aquellos que muestren resistencia antituberculosa de bajo
nivel.

La existencia de mutaciones fuera de la regién “caliente”
de 81 pb en el gen rpoB (encontradas en una muy baja fre-
cuencia'®) puede explicar la existencia de falsos sensibles o
falsos negativos determinados por la PCR UHG-RIf. Por
su parte, la presencia de mutaciones silenciosas y aquellas
que causan resistencia a bajo nivel, pueden ser responsa-
bles de los falsos resistentes o falsos positivos!41%, Seria
adecuado investigar estas discrepancias, considerando la
exacta correlacién entre la presencia de mutaciones y el fe-
notipo de resistencia en aislamientos peruanos de M. tu-
berculosis procedente de regiones geograficas representa-
tivas; esto ayudaria a conocer la verdadera aplicabilidad
de esta metodologia en la deteccién de la resistencia a far-
macos antituberculosos.

En resumen, la determinacién molecular de la sensibi-
lidad a rifampicina mediante la PCR UHG-RIif es una ex-
celente alternativa a los métodos basados en cultivo o cre-
cimiento bacteriano, debido a que con este método basado
en la PCR puede disponerse de resultados en aproxima-
damente 48 h. Este método puede considerarse una herra-
mienta de diagndstico temprano 1til para la toma de deci-
siones clinicas o para el seguimiento de pacientes en
tratamiento, sobre todo en aquéllos con elevado riesgo de
resistencia o potenciales fracasos. Esto podria evitar, pre-
decir o monitorizar el fracaso terapéutico, y escoger alter-
nativa y oportunamente antimicrobianos de segunda linea
para el tratamiento, al tiempo que evitaria una exposi-
cion inadecuada a farmacos antituberculosos.

Finalmente, mediante este trabajo se ha demostrado la
utilidad del ensayo de PCR UHG-RIf en la identificacién
de pacientes con TB MDR en laboratorios de paises en de-
sarrollo, donde el problema presenta un gran impacto y
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tanto los recursos econémicos como de equipamiento son
limitados. En una institucion publica de Perd, como el Ins-
tituto Nacional de Salud, el precio de cada ensayo corres-
pondiente a una muestra se encuentra en aproximada-
mente $ 4,00 (excluyendo el kit de extraccién de ADN,
costos de equipamiento y servicios varios). Este coste su-
mado a los adecuados valores de especificidad, sensibili-
dad y predictivos en la deteccion de la resistencia a rifam-
picina en pacientes con baciloscopia positiva, colocan a
este ensayo en una posicién prometedora como herra-
mienta de laboratorio aplicada al diagnéstico de TB resis-
tente. Su implementacién podria permitir la correcta iden-
tificacién y diagnéstico de TB MDR en pacientes con alta
sospecha de tuberculosis resistente en la comunidad, tales
como los pacientes antes tratados y contactos de pacientes
con tuberculosis resistente que provengan de algunas zo-
nas de los distritos de Lima y Callao, donde se hayan ubi-
cado las principales bolsas de TB y TB-resistente; también
seria util en aquellos pacientes hospitalizados, presidia-
rios, VIH positivos'$, que constituyen reconocidos grupos
de riesgo para TB MDR. Asi se favorece la oportunidad de
recibir un tratamiento 6ptimo que permita la disminucién
de la transmisién de la enfermedad en Peru y en otros pai-
ses en desarrollo.
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