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RESUMEN

Objetivos. Analizar curvas de melting para el diagndstico de tuberculosis multidrogorresistente a partir de muestras de esputo.
Materiales y métodos. Se colectaron muestras de esputo (n = 250) de pacientes con sospecha clinica de tuberculosis
pulmonar segun resultado de baciloscopia y cultivados en medio solido Lowenstein Jensen. Segun el método de referencia
se trabajé con 124 muestras sensibles a rifampicina e isoniacida, 24 resistentes a rifampicina, 33 resistentes a isoniacida
y 69 multidrogorresistentes. Se evalu6 por PCR en tiempo real y luego por las curvas de melting, se utilizé el gen rpoB
como biomarcador de resistencia a rifampicina, y el gen katG y region promotora inhA como biomarcadores de resistencia
a isoniacida. La cepa H37Rv fue considerada como control sensible a drogas. Se compararon los resultados del método de
referencia y los resultados del andlisis de curvas de melting para evaluar los parametros de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo. Resultados. La resistencia a rifampicina mostré una sensibilidad de 90,3 %,
especificidad de 90,4 %, valor predictivo positivo de 84,8 % y valor predictivo negativo de 94,0 %. La resistencia a isoniacida
mostré una sensibilidad de 90,2 %, especificidad de 93,9 %, valor predictivo positivo de 91,1 % y valor predictivo negativo de
93,3 %. La deteccion de tuberculosis multidrogorresistente mostré valores de 89,9 %, 90,6 %, 78,5 % y 95,9 % para sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo, respectivamente. Conclusiones. El andlisis de curvas de
melting mostré ser seguro y confiable para ser utilizado en el diagnoéstico rapido de tuberculosis multidrogorresistente
en muestras de esputo.

Palabras clave: Tuberculosis multidrogoresistente; Reacciéon en Cadena en Tiempo Real de la Polimerasa; Analisis
mutacional de ADN; Mycobacterium; Polimorfismo de un solo nucleétido (fuente: DeCS BIREME)

MOLECULAR DIAGNOSIS OF MULTIDRUG-RESISTANT TUBERCULOSIS
IN SPUTUM SAMPLES BY MELTING CURVE ANALYSIS

ABSTRACT

Objectives. To analyze melting curves for the diagnosis of multidrug-resistant tuberculosis from sputum samples.
Materials and Methods. Sputum samples (n = 250) were collected from patients with clinical suspicion of pulmonary
tuberculosis as a result of bacilloscopy and cultured in solid medium Lowenstein Jensen. According to the reference
method, 124 samples sensitive to rifampicin and isoniazid, 24 resistant to rifampicin, 33 resistant to isoniazid, and
69 multidrug-resistant were used. It was evaluated by real-time PCR and then by melting curves, the rpoB gene was
used as a biomarker of rifampicin resistance, and the katG gene and inhA promoter region were used as biomarkers
of isoniazid resistance. The H37Rv strain was considered a drug-sensitive control. The results of the reference method
and the results of the melting curve analysis were compared to evaluate the parameters of sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value. Results. Rifampicin resistance showed a sensitivity of 90.3%, specificity
of 90.4%, positive predictive value of 84.8% and negative predictive value of 94.0%. Isoniazid resistance showed a
sensitivity of 90.2%, specificity of 93.9%, positive predictive value of 91.1% and negative predictive value of 93.3%. The
detection of multidrug-resistant tuberculosis showed values of 89.9%, 90.6%, 78.5% and 95.9% for sensitivity, specificity,
positive predictive value and negative predictive value, respectively. Conclusions. The melting curve analysis showed to
be safe and reliable to be used in the rapid diagnosis of multidrug-resistant tuberculosis in sputum samples.

Keywords: Multidrug-resistant tuberculosis; Real-time polymerase chain reaction; Mutational DNA analysis; Mycobacterium;
Single nucleotide polymorphism (source: DeCS BIREME)
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INTRODUCCION

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el
2015 se han reportado 10,4 millones de casos nuevos de
tuberculosis (TB) en todo el mundo. De estos, 480 000 fueron
casos nuevos de tuberculosis multidrogorresistente (TB-
MDR) y adicionalmente 100 000 casos fueron resistentes
solamente a rifampicina (RIF) . En Per, la alta incidencia
de TB y el incremento de cepas de TB-MDR es uno de
los mayores problemas en salud publica. La incidencia
acumulada de TB fue de 119 casos por 100 000 habitantes,
de los cuales 2000 fueron casos nuevos de TB-MDR y TB
resistente a RIF @. Lima concentra el 80 % de casos de TB-
MDR y el 90 % de casos de tuberculosis extremadamente
resistente (TB-XDR); esto debido a la superpoblacion de los
distritos y al hacinamiento de los centros penitenciarios ©.

La regién Callao es uno de los lugares con mayor carga de
TB, en el 2015 su incidencia acumulada fue de 218 casos
por 100 000 habitantes; diagnosticandose 2204 nuevos
casos de TB @4, Por otro lado, el transporte publico también
contribuye, como factor de riesgo, a la diseminacion de la
TB debido a la cantidad excesiva de usuarios que utilizan
este tipo de transporte ©).

Existen dos factores principales por los cuales una
micobacteria adquiere resistencia a drogas: 1) debido a la
adquisicion de mutaciones y 2) la activacion de bombas de
eflujo, caracteristica propia de Mycobacterium tuberculosis
(MTB), a diferencia de otras bacterias que adquieren
resistencia a través de plasmidos o transposones ©). La
TB-MDR se define como la resistencia a las dos drogas
principales usadas en el tratamiento de la enfermedad: RIF
e isoniacida (INH); mientras que la TB-XDR esta definida
como la resistencia a RIF, INH, a cualquier fluoroquinolona
y al menos a uno de los tres antituberculosos inyectables
de segunda linea. Es necesaria la deteccion temprana
de la enfermedad para disminuir el contagio hacia otras
personas. Asimismo, la quimioprofilaxis con INH disminuye
el riesgo de desarrollo de la enfermedad en los contactos
intradomiciliarios .

En la actualidad, la baciloscopia de esputo es la manera mas
rapida y menos costosa para detectar al MTB. El método
se emplea para diagnosticar TB en individuos con presunta
enfermedad pulmonar que acuden a los centros de salud con
cuadros de tos por mas de 15 dias. También se utiliza para
monitorear el progreso de los pacientes contagiosos durante
la quimioterapia, incluida la confirmacion de la curacion ©.

La RIF es un antibidtico que inhibe la enzima ARN
polimerasa de la micobacteria. La resistencia a esta droga
esta localizada en una regién de 81 pares de bases (pb)
del gen rpoB. Los codones mas frecuentes en esta region
corresponden a las posiciones 516, 526 y 531. Cualquier
cambio que origine una mutacion en estas posiciones esta
relacionado con resistencia a la droga ©.
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Motivacion para realizar el estudio. Los métodos convencionales
para aislamiento y susceptibilidad a drogas demandan un tiempo
considerable, es por ello que se plante6 el andlisis de curvas de melting
para la deteccion de tuberculosis multidrogorresistente (TB-MDR) a
partir de muestras de esputo.

Principales hallazgos. El andlisis de curvas de melting mostr6 valores
de sensibilidad y especificidad por encima del 90 % para diagnéstico
de TB-MDR.

Implicancias. Estos resultados muestran que el andlisis de curvas
de melting podria ser utilizado como una prueba adicional de tamizaje
para el diagndstico de la tuberculosis; ademds por ser de bajo costo,
facil interpretacion, y requerir menos tiempo para el diagnéstico.

La INH es una prodroga que es activada por la enzima
katG (catalasa-peroxidasa) y actia inhibiendo la sintesis
de acido micdlico. La resistencia a INH esta asociada a un
cambio puntual de nucleétido en el codén 315 del gen katG.
En la region promotora inhA, los cambios en las posiciones
-8, -15 y -24 estan relacionados a resistencia. Otros genes
menos frecuentes tales como: ahpC, kasA y ndh pueden
presentar regiones de mutacion relacionadas a INH. Tanto
el gen katG como la regién promotora inhA son las mas
usadas en el diagnostico de TB-MDR (19,

El conocimiento a nivel molecular de las regiones de
resistencia ha facilitado la introduccion de métodos
rapidos para el diagnostico de TB-MDR. Actualmente, se
puede determinar, en horas, si un paciente presenta
TB sensible o resistente gracias a las bondades que
brindan algunos kits comerciales tales como INNOLiPA
Rif TB, GenXpert y Genotype MTBDRplus -3, Asimismo,
metodologias basadas en sondas Fret, molecular beacons
y sondas TagMan son de gran ayuda en el diagnéstico
de TB pulmonar y extrapulmonar (*'6 Ademas, estas
metodologias son menos costosas que el agar proporciones
en placa (APP), el cual es el método de referencia. La
desventaja del APP es que demora, en promedio, 28 dias
para aislar la micobacteria y dos meses més para conocer
la susceptibilidad a drogas 7.

El andlisis de curvas de melting (High Resolution Melting)
(HRM) es un procedimiento posterior al PCR en tiempo
real; donde, con ayuda de un fluoréforo y un rango de
temperatura, se pueden discriminar curvas wild type de
curvas de mutacién relacionadas con la resistencia a una
droga especifica 89, Los primeros trabajos con andlisis
de curvas de melting se realizaron en la identificacion de
mutaciones en K-ras para deteccion de cancer colorrectal 9.

La ventaja de utilizar el analisis de curvas de melting
en la deteccion y genotipificacion de patégenos frente a
métodos convencionales de aislamiento y susceptibilidad a
drogas que demandan un tiempo considerable justifica la
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realizacion del presente estudio. Por tal razén, el objetivo
fue analizar las curvas de melting para la deteccién de TB-
MDR a partir de muestras de esputo.

MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Se realizé un estudio observacional descriptivo a partir de
muestras de esputo proporcionados por el Biobanco del
Laboratorio de Micobacterias de la Direccion Regional de
Salud (DIRESA) de la region Callao en Peru.

MUESTRAS CLINICAS Y EXTRACCION DE ADN

Un total de 250 muestras de esputo previamente
descontaminados fueron seleccionados para el estudio.
El criterio de seleccién fue en base al frotis positivo con
diagndstico de baciloscopia (BK): paucibacilar, 1+, 2+ y 3+.
Se considero frotis paucibacilar cuando las micobacterias
estuvieron presentes en numero de 1-9 por campo en 100
campos observados. Para BK 1+ se considerd micobacterias
presentes en nimero de 10-99 por campo en 100 campos
observados. ParaBK 2+ se considerd micobacterias presentes
en nimero de 1-10 por campo en 50 campos observados.
En el caso de BK 3+ se considerd micobacterias presentes
en numero >10 por campo en 20 campos observados. El
numero de muestras de esputo segun BK fueron: 21, 72, 76
y 81 respectivamente. El diagnéstico de monorresistencia o
multidrogorresistencia mediante el método de referencia se
detalla en la Tabla 1. Previo a la extraccién de ADN, se realizd
un tratamiento con lisozima a las muestras de esputo por dos
horas a 56 °C. La extraccion de ADN se realiz6 utilizando el kit
PureLink® Genomic DNA (Invitrogen) basado en columnas de
silice. La cuantificacion se realizé en el equipo Nanodrop 8000
(Thermo Scientific). Las concentraciones de ADN obtenidas

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas en 250 muestras
de esputo de pacientes con diagnostico de tuberculosis
pulmonar

Susceptibilidad a drogas antituberculosas

RacloscoPt  gensibie* Re:ithleF"te Re:im‘;"te MDR Total %
Paucibacilar 8 3 4 6 21 84
1+ 35 10 9 18 72 288
2+ 38 7 9 2 76 304
3+ 43 4 1 23 81 324
Total 124 24 33 69 250 1000

* sensible a RIF e INH

RIF: rifampicina, INH: isoniacida, MDR: multidrogoresistencia (resistente a RIF e INH)
Paubacilar: 1-9 micobacterias por campo en 100 campos observados

1+: 10-99 micobacterias por campo en 100 campos observados

2+: 1-10 micobacterias por campo en 50 campos observados

3+: >10 micobacterias por campo en 20 campos observados

estuvieron entre los rangos de 1-10 ng/ul. Posteriormente, el
ADN gendmico se almacend a -20 °C hasta su posterior uso.
Los procedimientos de extraccion y cuantificacion de ADN
se realizaron en los ambientes del Laboratorio de Referencia
Nacional de Biotecnologia y Biologia Molecular del Instituto
Nacional de Salud de Pert.

SUSCEPTIBILIDAD A DROGAS ANTITUBERCULOSAS

A partir de aislamientos de las micobacterias en medio
solido Lowenstein Jensen, se realizé la siembra en caldo
Middlebrook 7H9 y se incubaron a 37 °C por siete dias.
Luego del crecimiento bacteriano, se prepararon diluciones
(10" a 10*) en solucién salina-Tween 80 y se sembraron en
placas con medio Middlebrook 7H10, incubandose a 37 °C
por 21 dias. Se usaron las concentraciones de 0,2 pg/mL
y 1,0 pg/mL para INH y 1,0 yg/mL para RIF. Las lecturas
de las placas se realizaron con el conteo de colonias en la
placa control (H37Rv) frente a las placas conteniendo las
drogas. Para la interpretacion del resultado se consideraron
las proporciones criticas, si la proporcion critica fue mayor a
1 %, se informé como resistente; y si fue menor al 1 %, se
informé como sensible a una droga especifica.

DISENO DE PRIMERS Y ANALISIS HRM PARA
DETECCION DE TB-MDR EN MUESTRAS DE ESPUTO

En la Tabla 2, se indican los primers empleados para la
identificacion de mutaciones en RIF e INH. Estos primers
fueron sintetizados por el proveedor Life Technologies
(Brasil) a una concentracion de 200 nM. Todas las muestras
fueron analizadas por duplicado. Cada reaccion de PCR
incluy6 el kit comercial: Master Mix 1X HRM (enzima Hot
Star Taq Plus DNA polimerasa, HRM PCR buffer con dye
Eva Green, solucién Q y dNTPs) de la marca Qiagen,
0,7 uM de cada primer, 2 ul (1 ng/ul) de ADN de MTB y
agua libre de RNasa. El PCR en tiempo real se realizé en el
equipo Rotogene Q (Qiagen) bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion a 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de
95 °C por 1 minuto, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 1
minuto y una extension final a 72 °C por 7 minutos. El analisis

Tabla 2. Secuencias de primers usados en el analisis de
curvas de melting

Primer Gen* Secuencia Producto en
pares de bases
rpoB-F poB CGCGATCAAGGAGTTCTTC 118
moB-R  mpoB TGACAGACCGCCGGGCCC 118
katG-F katG ~ GCTGAGCCAATTCATGGACC 235
katG-R  katG TGACAGACCGCCGGGCCC 235
inhA-F p“;f')‘;j“" GCGGTCACACTTTCGGTAA 190
inhA-R p“l?,mtor GGTGTTCGTCCATACGACCT 190

El rango de temperatura fue de 80 a 95 °C
* genes relacionados con resistencia a rifampicina e isoniacida
F: primer sentido, R: primer antisentido.
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de HRM se realizé entre los intervalos de temperatura de
55 °C a 85 °C con incrementos de 0,02 °C. Se us6 el ADN
de la cepa H37Rv como referencia y se analizo las curvas
de melting, posterior al PCR en tiempo real, para identificar
las regiones de mutacion relacionadas a la resistencia a RIF
e INH en los genes poB, katG y region promotora inhA,
respectivamente. Las muestras de esputo con un perfil de
curva de diferenciacion similar a H37Rv fueron considerados
sensible a la droga especifica. Por el contrario, las muestras
de esputo con perfil de curva de diferenciacion distinto a
H37Rv fueron considerados resistentes a la droga especifica.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados con el programa SPSS
version 21.0. Se evaluaron los parametros de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) del analisis de curvas de melting en
comparacion con el APP, considerado el método de referencia.
Se elabor6é una tabla tetracérica con los resultados y se
calcularon los parametros antes mencionados considerando
los resultados de baciloscopia y la capacidad para deteccion
de TB-MDR.

ASPECTOS ETICOS

El estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica
en Investigacion del Instituto Nacional de Salud de Peru.

RESULTADOS

ANALISIS DE CURVAS DE MELTING PARA DETECCION
DE RESISTENCIA A RIFAMPICINA EN MUESTRAS DE
ESPUTO

De las 250 muestras de esputo y con perfil fenotipico
conocido, el analisis de curvas de melting identificd 151
curvas de diferenciacion que coincidieron con perfil sensible
de la cepa ATCC H37Rv y 99 curvas de diferenciacion que
fueron claramente diferentes del patrén sensible H37Rv y
fueron clasificados como resistentes a RIF. En comparacién
con el método de referencia, el analisis de curvas de melting
identificd seis perfiles mas como resistentes a RIF. Las

curvas de diferenciacién, segun resultados de baciloscopia,
con los perfiles sensible (circulos negros) y resistente
(circulos rojos) se observan en la Figura 1. Considerando al
gen rpoB como marcador de resistencia a RIF, se encontrd
que la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN fueron de
90,3 %, 90,4 %, 84,8 % y 94,0 %, respectivamente (Tabla 4).

ANALISIS DE CURVAS DE MELTING PARA DETECCION
DE RESISTENCIA A ISONIACIDA EN MUESTRAS DE
ESPUTO

De las 250 muestras de esputo y con perfil fenotipico
conocido, el analisis de curvas de melting identificé 149
curvas de diferenciacion que coincidieron con perfil sensible
de la cepa ATCC H37Rv y 101 curvas de diferenciacién que
fueron claramente diferentes del patron sensible H37Rv y
fueron clasificados como resistentes a INH. En comparacion
con el método de referencia, el analisis de curvas de melting
identifico un perfil menos como resistentes a INH. Las curvas
de diferenciacion, segun resultados de baciloscopia, con
los perfiles sensible (circulos negros) y resistente (circulos
rojos) se observan en la Figura 1. Considerando al gen katG
y la region promotora inhA, se encontré que la sensibilidad,
especificidad, VPP y VPN fueron 90,2 %, 93,9 %, 91,1 % y
93,3 %, respectivamente (Tabla 4).

ANALISIS DE CURVAS DE MELTING PARA DETECCION
DE TB-MDR EN MUESTRAS DE ESPUTO

De las 250 muestras de esputo y con perfil fenotipico
conocido, el andlisis de curvas de melting identificd 171 curvas
de diferenciacién que coincidieron con perfil sensible a RIF
e INH y 79 curvas de diferenciacion que fueron claramente
diferentes del patron sensible H37Rv y fueron clasificados
como resistentes a RIF e INH. En comparacién con el método
de referencia, el andlisis de curvas de melting identificé un
perfil menos como resistentes a ambas drogas (Tabla 3).
Considerando a los genes poB, katG y la regién promotora
inhA, se encontrd que la sensibilidad, especificidad, VPP y
VPN fueron 89,9 %, 90,6 %, 78,5 %y 95,9 % respectivamente
(Tabla 4). Estos parametros estadisticos se incrementan
cuando se toma en cuenta el puntaje de BK. Los valores mas
bajos se observan en BK paucibacilares y mas altos en BK
3+ (Tabla 5).

Tabla 3. Comparacion de resultados del analisis de curvas de melting versus agar proporciones en placa en 250 muestras de esputo de

pacientes con diagndstico de tuberculosis pulmonar

Agar proporciones en placa

Método de

PR Perfil RIF INH TB-MDR
analisis
Resistente* Sensible Resistente’ Sensible Resistente Sensible
Curvas de melting Resistente+s 84 92 9 62 17
Sensible 9 10 139 7 164
Total 250 93 102 148 69 181

* micobacterias que crecen en medio s6lido a una concentracién de 1,0 ug/mL de RIF

* micobacterias que crecen en medio sélido a concentraciones de 0,5 pg/mLy 1,0 pg/mL de INH

* micobacterias que presentan mutacion en el gen rpoB relacionado con resistencia a RIF

§ micobacterias que presentan mutaciones en los genes katG e inhA relacionados con resistencia a INH
RIF: Rifampicina, INH: Isoniacida, TB-MDR: tuberculosis multidrogoresistente, con resistencia a RIF e INH
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gen rpoB gen katG promotor inhA
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Paucibacilar
Fluorescencia normalizada menos
fluorescencia normalizada del estandar

855 860 865 87,0 87,5 880 885 89,0 895 90,0 905 910

Baciloscopia 1+
Fluorescencia normalizada menos
fluorescencia normalizada del estandar

855 86,0 865 87,0 87,5 880 885 890 890 900

Baciloscopia 2+

Fluorescencia normalizada menos
fluorescencia normalizada del estandar

850 855 86,0 865 87,0 87,5 880 885 890 895 900 87,0 875 880 885 890 895 900 905 910 915 85,0 855 86,0 865 87,0 87,5 880 885 890 895

Baciloscopia 3+
Fluorescencia normalizada menos
fluorescencia normalizada del estandar

850 8,5 86,0865 67,0 675880 885 890 895900905910 865 870 875 830 885 890 895 900 905 910 915 920 850 855 850 865 870 875880 85 890 895 00 %05

Temneratiira en °C Temneratiira en °C Temneratiira en °C

Figura 1. Analisis de curvas de melting para deteccion de tuberculosis multidrogorresistente en genes rpoB (rifampicina), katG y
promotor inhA (isoniacida), segun resultado de baciloscopia en muestras de esputo
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Tabla 4. Parametros de rendimiento diagndstico en el andlisis de curvas de melting para cada gen y condicion de resistencia

Condicion de Gen*/regién

Parametros evaluados

Valor final (%)

1C95 %

resistencia

Rifampicina rooB Sensibilidad 90,3 82,0-95,2

Rifampicina rpoB Especificidad 90,4 84,5-94,4

Rifampicina rpoB Valor predictivo positivo 84,8 75,9-91,0
Rifampicina rpoB Valor predictivo negativo 94,0 88,6 - 97,1

Isoniacida katG/ promotor inhA Sensibilidad 90,2 82,3-94,9
Isoniacida katG/ promotor inhA Especificidad 93,9 88,4 -97,0
Isoniacida katG/ promotor inhA Valor predictivo positivo 91,1 83,3-95,6
Isoniacida katG/ promotor inhA Valor predictivo negativo 93,3 87,7 — 96,6
MDR rpoB, katG/ promotor inhA Sensibilidad 89,9 79,6 — 95,5
MDR rpoB, katG/ promotor inhA Especificidad 90,6 85,2 -94,3
MDR rpoB, katG/ promotor inhA Valor predictivo positivo 78,5 67,5 — 86,6
MDR rpoB, katG/ promotor inhA Valor predictivo negativo 95,9 91,4 —98,2)

* Genes relacionados con resistencia a rifampicina e isoniacida
MDR: condicién multidrogoresistente
IC95 %: intervalo de confianza al 95 %

Las curvas de amplificaciéon y curvas normalizadas se
detallan en los anexos.

DISCUSION

El presente estudio permitio identificar TB-MDR basado en
el analisis de curvas de melting que discrimina aislamientos
de MTB sensibles y resistentes a drogas. Los resultados de
los parametros analizados fueron variables segun el gen
relacionado a la resistencia de una droga especifica. Los
valores de sensibilidad y especificidad fueron mayores al
90 % cuando se analiza como gen independiente. Asimismo,
se observé que los resultados de BK tienen una relacion
directa con los valores de sensibilidad, especificidad, VPP
y VPN. Los valores de sensibilidad y especificidad son
mayores en muestras con BK 3+ en comparacion a las
muestras paucibacilares, BK 1+ y BK 2+. La deteccion
de TB-MDR se realizé en base en los genes rpoB, katG
y la region promotora inhA. Los valores obtenidos en el

analisis curvas de melting fueron adecuados y podrian ser
considerados como prueba de tamizaje en el diagndstico de
TB-MDR.

En Peru, desde el 2010 se viene usando métodos
moleculares basados en el uso del kit comercial Genotype
MTBDRplus que combina un PCR convencional multiplex
y una posterior hibridacién reversa en tira de nitrocelulosa
que hacen que la metodologia sea compleja y aplicable
a muestras de esputo con baciloscopia minima (1+) segun
recomendaciones del fabricante. Es necesario mencionar
que el método molecular tiene un costo aproximado de 176
PER (53,65 USD), considerado alto, en comparacién con
otros métodos (). Ante este precedente, el andlisis de curvas
de melting resulta ser una alternativa ideal para el diagnéstico
de TB-MDR en muestras de esputo mediante un PCR en
tiempo real, debido a que se puede realizar en menos de 24
horas (si se trabaja un grupo reducido de muestras); ademas
de ser de bajo costo y de facil interpretacion.

Tabla 5. Pardmetros diagndsticos en el analsis de curvas de melting y agar proporciones en placa para deteccion TB-

MDR segun resultado de baciloscopia

Resultado de HRM % variante APP % Sensibilidad Especificidad VPP VPN
baciloscopia + resistente % (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%) % (IC 95%)
Paucibacilar 10 11 47,6 6 15 28,6 66,7 (24,1-94,0) 60,0 (32,9-82,5) 40,0 (13,7-72,6) 81,8 (47,8-96,8)
1+ 16 56 22,2 18 54 25,0 83,3 (57,7-95,6) 88,9 (76,7-95,4) 71,4 (47,7-87,8) 94,1 (82,8-98,5)
2+ 20 56 26,3 22 54 28,9 81,8 (59,0-94,0) 90,7 (78,9-96,5) 78,3 (55,8-91,7) 92,5 (80,9-97,6)
3+ 24 57 20,6 23 58 28,4 87,0 (65,3-96,6) 91,4 (80,3-96,8) 80,0 (58,7-92,4) 94,6 (84,2-98,6)

HRM: andlisis de curvas de melting, APP: agar proporciones en placa, IC95%: intervalo de confianza al 95 %, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor

predicitivo negativo

Paubacilar: 1-9 micobacterias por campo en 100 campos observados
1+: 10-99 micobacterias por campo en 100 campos observados

2+: 1-10 micobacterias por campo en 50 campos observados

3+: >10 micobacterias por campo en 20 campos observados
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Se han reportado diversos estudios relacionados al diagnéstico
de TB-MDR mediante analisis de curvas de melting en
aislamientos de MTB en comparacion con el método de
referencia. Galarza et al. reportaron valores de sensibilidad y
especificidad mayores al 90 % para la deteccion de TB-MDR;
ademas identificaron que las mutaciones mas frecuentes en
relacion a los genes rpoB, katG y region inhA fueron S531L,
S315T1y C-15T @,

Sin embargo, los estudios realizados en muestras de esputo
son escasos. Los resultados obtenidos en el presente
estudio son similares a lo reportado por Tavakkoliamol et al.
quienes analizaron 2000 muestras de esputos positivos a
través de curvas de melting encontrando una sensibilidad
de 98,6 % y una especificidad de 100,0 % en la deteccién
de mutaciones puntuales @); y a lo reportado por Anthwal et al.
quienes analizaron 124 muestras de esputo obteniendo
valores de 89,0 %, 85,0 % y 100,0 % de sensibilidad en los
genes rpoB, katG 'y region promotora inhA, respectivamente,
y una especificidad de 100,0 % en todos los genes .

La calidad del ADN influye en la obtencién de una adecuada
discriminacion entre curvas de diferenciacion sensible y
resistente a una droga especifica. La purificacion del ADN
con kit comercial discrimina adecuadamente las curvas de
melting en comparacion con métodos caseros como boiling
(hervido) de las muestras o purificacion basado en resinas
tales como chelex (datos no incluidos).

Asimismo, a partir de muestras de esputo, los métodos
convencionales como los kits comerciales extraen todo
el ADN presente en las muestras, es decir, extraen tanto el
ADN de la micobacteria como el humano 2", Es necesario
optimizar el aislamiento de ADN bacteriano en muestras
que también contengan ADN humano. Al respecto, kits

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

comerciales de enriquecimiento (basados en la identificacion
de grupos metilo), como LOOXSTER® Enrichment podrian
ser usados solo para aislar ADN bacteriano o fungico y no
ADN humano @,
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ANEXOS
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Anexo 1. Perfil del analisis de curvas de melting para deteccién de tuberculosis multidrogorresistente en esputos paucibacilares en genes
rpoB (rifampicina), katG y promotor inhA (isoniacida)

Las muestras con perfil de resistencia se agrupan en circulo rojo mientras que los perfiles sensibles se agrupan en circulo negro
La cepa H37Rv sirvi6 como muestra de referencia sensible a las drogas rifampicina e isoniacida

Paucibacilar: micobacterias presentes en nimero de 1-9 por campo en 100 campos observados

A, Dy G: curvas de amplificacion en esputos paucibacilares en relacion a genes rpoB, katG y regién promotora inhA

B, E y H: curvas normalizadas en esputos paucibacilares en relacion a genes rpoB, katG y regién promotora inhA

C, F e I: curvas de diferenciacion en esputos paucibacilares en relacion a genes rpoB, katG y regién promotora inhA
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Fluorescencia normalizada
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Fluorescencia normalizada
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Fluorescencia normalizada
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Anexo 2. Perfil del andlisis de curvas de melting para deteccion de tuberculosis multidrogorresistente en esputos BK 1+ en genes rpoB

(rifampicina), katG y promotor inhA (isoniacida)

Las muestras con perfil de resistencia se agrupan en circulo rojo mientras que los perfiles sensibles se agrupan en circulo negro
La cepa H37Rv sirvi6 como muestra de referencia sensible a las drogas rifampicina e isoniacida
Bk 1+: micobacterias presentes en nimero de 10-99 por campo en 100 campos observados

A, Dy G: curvas de amplificacion en esputos Bk 1+ en relacion a genes rpoB, katG y region promotora inhA

B, E y H: curvas normalizadas en esputos Bk 1+ en relacion a genes rpoB, katG y regién promotora inhA

C, F e I: curvas de diferenciacion en esputos Bk 1+ en relacion a genes rpoB, katG y regién promotora inhA
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Anexo 3. Perfil del analisis de curvas de melting para deteccién de tuberculosis multidrogorresistente en esputos BK 2+ en genes rpoB
(rifampicina), katG y promotor inhA (isoniacida)

Las muestras con perfil de resistencia se agrupan en circulo rojo mientras que los perfiles sensibles se agrupan en circulo negro
La cepa H37Rv sirvi6 como muestra de referencia sensible a las drogas rifampicina e isoniacida

Bk 2+: micobacterias presentes en niumero de 1-10 por campo en 50 campos observados

A, Dy G: curvas de amplificacion en esputos Bk 2+ en relacion a genes rpoB, katG y region promotora inhA

B, E y H: curvas normalizadas en esputos Bk 2+ en relacion a genes rpoB, katG y regién promotora inhA

C, F e I: curvas de diferenciacion en esputos Bk 2+ en relacion a genes rpoB, katG y regién promotora inhA
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Anexo 4. Perfil del analisis de curvas de melting para deteccion de tuberculosis multidrogorresistente en esputos BK 3+ en genes rpoB
(rifampicina), katG y promotor inhA (isoniacida)

Las muestras con perfil de resistencia se agrupan en circulo rojo mientras que los perfiles sensibles se agrupan en circulo negro
La cepa H37Rv sirvié como muestra de referencia sensible a las drogas rifampicina e isoniacida

Bk 3+: micobacterias presentes en niumero > 10 por campo en 20 campos observados

A, Dy G: curvas de amplificacion en esputos Bk 3+ en relacion a genes rpoB, katG y regiéon promotora inhA

B, E y H: curvas normalizadas en esputos Bk 3+ en relacion a genes rpoB, katG y regién promotora inhA

C, F e I: curvas de diferenciacion en esputos Bk 3+ en relacion a genes rpoB, katG y regién promotora inhA



