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RESUMEN

ntroduccion: es necesario identificar de forma simple y rapida el bacilo Mycobacterium
tuberculosis (MTB) para la instauracion temprana de tratamiento efectivo y de medidas de
control que prevengan la transmision de la enfermedad.

Objetivos: evaluar la utilidad de la prueba Genotype MTBDRplus para la identificacion de M. tu-
berculosis en muestras respiratorias de pacientes atendidos en el Hospital Universitario San Vicente
de Pail Fundacion entre junio y agosto de 2010.

Materiales y métodos: las muestras respiratorias fueron colectadas de 100 pacientes atendidos
en el Hospital, a las cuales se les realizé baciloscopia, cultivo en medio Ogawa Kudoh y PCR por
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la prueba comercial Genotype MTBDRplus. La sensibi-
lidad y especificidad de la PCR fue determinada tomando
como referencia el cultivo en Ogawa Kudoh.

Resultados: la sensibilidad, especificidad, valor predic-
tivo positivo y valor predictivo negativo fueron 86,7 %,
93,7 %, 72,2 % y 97,4 % respectivamente. La sensibili-
dad en muestras con baciloscopia positiva fue 100 % y de
60 % en muestras con baciloscopia negativa. La mediana
del tiempo para el reporte por PCR fue 14 dias, compara-
do con los 60 dias requeridos por el cultivo (p=0,000).

Conclusiones: La prueba de PCR Genotype MTBDRplus
es una buena opcion para la deteccion rdpida de M. tuber-
culosis en muestras respiratorias con baciloscopia positiva.
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ABSTRACT

Introduction: For the early establishment of
effective treatment and control measures to
prevent disease transmission it“s necessary to
have simple and fast diagnostic tools to identify
M. tuberculosis (MTB) bacilli.

Obijetives: In this study, the usefulness of the
Genotype MTBDRplus assay for identifying M. tu-
berculosis in respiratory specimens from patients
at Hospital Universitario San Vicente de Padl
(HUSVP) was evaluated.

Materials and methods: Respiratory speci-

mens were collected from 100 patients treated at
the HUSVP to which smear, culture in Ogawa Ku-
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doh medium and commercial Polymerase Chain
Reaction (PCR) Genotype MTBDRplus assay were
performed. The sensitivity and specificity of PCR
were determined in reference to the culture in
Ogawa Kudoh.

Results: The sensitivity, specificity, positive pre-
dictive value and negative predictive value were
86.7 %, 93.7 %, 72.2 % and 97.4 % respectively.
Sensitivity in smear-positive samples was 100 %,
and 60 % in smear-negative samples. The me-
dian time for results reporting using PCR was 14
days compared with the 60 days required by the
culture (p=0.000).

Conclusions: Genotype MTBDRplus is a good

choice for rapid detection of M. tuberculosis in
smear positive respiratory specimens.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad por enfer-
medades infecciosas a nivel mundial. En el ano
2007, Colombia reportd 10 950 casos, con una
incidencia de 24,6 casos por cada 100 000 habi-
tantes (1). La Organizacién Mundial de la Salud
(O.M.S)), en el afio 2008, estimd 9,4 millones de
casos incidentes, y 1,3 millones de muertes de-
bido a la enfermedad a nivel mundial (2).

A estas estadisticas se suma el hecho de que la
infeccién por VIH puede incrementar el riesgo
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de desarrollar tuberculosis una vez el paciente se
ha infectado con el bacilo (3). De los 9,4 millones
de casos nuevos ocurridos en 2008 se estima que
dos millones fueron VIH positivos y se presenta-
ron 52 0000 muertes en esta poblacién (2).

La O.M.S. lanzd en el afio 2006 la estrategia Alto
a la Tuberculosis (4), cuya finalidad es reducir la
carga mundial de tuberculosis para 2015, como
herramienta que contribuya a dar cumplimiento
a los Objetivos de Desarrollo del Milenio, relacio-
nados con disminuir la incidencia del VIH/SIDA,
el paludismo y otras enfermedades como la TB
(5). Dentro de los componentes de la estrategia
estan alcanzar acceso universal a un diagndstico
de alta calidad y apoyar la investigacién para el
desarrollo de nuevas herramientas diagndsticas
y su disponibilidad efectiva y oportuna.

Actualmente, en Colombia, el principal soporte
para el diagnéstico de laboratorio de la infeccién
por M. tuberculosis (MTB) se basa en la utilizacién
combinada de la baciloscopia y el cultivo. La ba-
ciloscopia tiene baja sensibilidad (40 a 60 %) en
casos confirmados de tuberculosis pulmonar (6,7)
requiriendo al menos 10 000 bacilos/ml para ser
detectado por personal calificado en la lectura de
las placas (8). El cultivo es més sensible pudiendo
detectar entre 10 y 100 bacilos/ml de esputo (9),
no obstante puede requerir de seis a ocho sema-
nas para el asilamiento del bacilo.

Las limitaciones diagndsticas de la microscopia
y la cantidad de tiempo requerido para la realiza-
cién de los cultivos tradicionales ha impulsado
el desarrollo de métodos de deteccién rapidos y
sensibles en muestras clinicas. Las técnicas ba-
sadas en la amplificacidon de acidos nucléicos se
han convertido en una importante herramienta
de diagndstico (10,11), que tienen como princi-
pal ventaja proveer resultados mucho més réapi-
dos, incluso en un dfa (12,13).

La prueba GenoType® MTDRplus (Life Science
Nehren, Alemania) ha sido recomendada por la
O.M.S. para la deteccién réapida de MTB y su re-

sistencia a medicamentos (14). Esta prueba uti-
liza la amplificacién por reaccién en cadena de
la polimerasa (PC.R., por sus siglas en inglés) de
una region del gen codificante de la subunidad 23
de ARN ribosomal para la deteccién del complejo
M. tuberculosis, ademas de determinar la presencia
de genes asociados a la resistencia a rifampicina
(RIF) e isoniacida (INH).

El objetivo de este estudio fue determinar la va-
lidez de una PC.R. seguida por hibridizacién con
sondas de ADN (Kit diagnéstico Genotype® MTB-
DRplus de Hain Lifescience) en la deteccién del
complejo M. tuberculosis, en muestras respiratorias
de pacientes atendidos en el HUSVP tomando el
cultivo en medio sélido como el esténdar de oro.

MATERIALES Y METODOS

Muestras clinicas. Las muestras fueron pro-
cesadas en grupos de 10, acompanadas de un
control negativo (agua estéril) y un control posi-
tivo (muestra de un paciente previamente con-
firmado para MTB por el método convencional).
Antes del inicio de la investigacién se utilizé la
prueba Genotype MTBDRplus en 10 muestras
con resultado desconocido para MTB, con el
fin de asegurar el correcto funcionamiento de la
prueba en nuestro laboratorio.

Entre junio y agosto de 2010 se colectaron
100 muestras respiratorias de pacientes atendi-
dos en el Hospital Universitario San Vicente de
Patl (HUSVP) de Medellin. Se incluyd una mues-
tra por paciente. Las muestras respiratorias ana-
lizadas fueron esputo, lavado broncoalveolar,
secrecion traqueal y aspirado traqueal. A todas
las muestras se les hizo baciloscopia con tincién
Ziehl-Neelsen (ZN), inoculacién en cultivo Ogawa
Kudoh y la prueba Genotype MTBDRplus. Los resul-
tados de la baciloscopia estaban cegados para el in-
vestigador encargado de realizar la prueba de PCR.

Pruebas convencionales. Las muestras fueron
descontaminadas por el método de N-acetyl —L-

] Revista CES MEDICINA Volumen 25 No.1 Enero - Junio / 2011

44



cisteinay NaOH al 2 % - NACL-NaOH (15). A cada
muestra se le agregd igual volumen de NACL -
NaOH. Esta mezcla fue homogenizada en vortex
por 20 segundos. Se realizé incubacién por 18
minutos a temperatura ambiente (TA). Se realizd
dilucién 1:5 con buffer fosfato PBS. Se realizd
centrifugacién por 15 minutos a 3 000 ga TAy se
dej6 reposar por cinco minutos. Se descarto el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 3 ml
de PBS. Se utilizaron 2 ml para la inoculacién en
cultivo y para la realizacién de la baciloscopia.
La porcién restante se usd en la extraccién de
ADN. El cultivo fue incubado a 37 °C por ocho
semanas y se revisé cada semana para observar
crecimiento. En los casos positivos se confirmd
la especie MTB mediante la prueba de la niacina
de acuerdo a la técnica recomendada por la Or-
ganizacién Panamericana de la Salud (15).

Extraccion del ADN. Se tomaron 500 ul de
la porcién de la muestra descontaminada para
realizar la extraccidén de ADN, la cual fue centri-
fugada por 15 minutos a 10 000 g. Se descartd
el sobrenadante vy el pellet fue resuspendido en
100 ul de agua destilada. Se realizd inactivacién
por 20 minutos a 95 °C. La muestra fue sonicada
por 15 minutos en bano ultrasénico y luego fue
centrifugada a 13 000 g por cinco minutos. Se
obtuvo el sobrenadante el cual fue transferido
a un tubo nuevo. La muestra fue almacenada a
~20° C hasta su amplificacién.

Amplificacion del ADN. La amplificacion se
realizé por PCR con el kit GenoType® MTDRplus
(Hain Lifescience. Nehren, Alemania) usando las
cantidades recomendadas por el fabricante. Por
cada muestra se mezclaron 35 ul de Primers y
nucledtidos (PNM), 5 ul de Buffer PCR 10X, 2 ul
de MgCl, (25mM), 3 ul de agua estéril para PCR, 0,2
ul de taq polimerasa HotStar (QIAGEN, Hilden,
Alemania) y 5 ul de ADN. La amplificacién se lle-
v6 a cabo por desnaturalizacidon 15 minutos a 95
°C, seguido de 10 ciclos compuestos de 30 s a
95 °C y dos minutos a 58 °C, ademas 30 ciclos de
25s5a95°C,40sa53°Cy40sa 70 °C. El ciclo
final fue de ocho minutos a 70 °C.
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Hibridizacion y deteccion. Se utilizd el Twin-
Cubator® (Hain Lifescience. Nehren, Alemania)
para la incubacién. Se realizd desnaturalizacion
quimica (NaOH) del producto amplificado a TA
por 5 minutos, se adicioné solucién de hibridi-
zacién y se colocd una membrana con sondas
de ADN durante 30 minutos a 45 °C. Se reali-
zaron lavados rigurosos, se adiciond conjugado
(estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina)
y se incubd por 30 minutos a TA. Se realizaron
lavados rigurosos, se adiciond sustrato y se in-
cubd por cinco minutos a TA.

En las membranas se determind la presencia o
ausencia de las siguientes tres bandas: banda del
control del conjugado (CC), banda del control de
la amplificacién (AC) y banda del complejo MTB
(TUB). La presencia de las tres bandas al tiempo
indicé una reaccidén positiva para MTB. Si la ban-
da de control de conjugado y la banda del control
de amplificacién estuvieron presentes y la banda
de MTB no se observo, fue interpretado como un
resultado negativo para complejo MTB (Figura 1).

Para la determinacién del perfil de sensibilidad a
los antituberculosos rifampicina (RIF) e isoniacida
(INH) se realizd la lectura de las tiras observando
la presencia o ausencia de sondas para detectar
la secuencia silvestre o mutada de los genes rpoB,
katG e inhA. Si alguna de estas bandas silvestres
estuvo ausente y se observd una o varias bandas
que correspondia a la secuencia de mutaciones
de los genes rpoB, katG e inhA dicha cepa se deter-
mind como resistente al antituberculoso corres-
pondiente o a ambos (Figura 1).

Al finalizar el procesamiento, del total de las mues-
tras se hizo una seleccién aleatoria del 10 %, las
cuales fueron nuevamente amplificadas y detec-
tadas por la prueba de Genotype MTBDRplus para
verificar la concordancia entre los resultados.

Analisis estadistico. Se uso6 el programa SPSS
12,0 ® a partir del cual se calcularon medidas
de frecuencia, tendencia central, dispersion y se
construyeron tablas. El software Epidat 3,1 de la
Organizacién Panamericana de la Salud fue utili-
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zado para realizar los célculos de validez (sensi-
bilidad, especificidad, valor predictivo positivo,
valor predictivo negativo), asi como el indice de
concordancia Kappa. El célculo de sensibilidad,
especificidad, razones de verosimilitud y valores
predictivos de la prueba en estudio se realizd to-
mando como referencia el cultivo en medio sé-
lido. Para observar diferencia entre medianas se
utilizé la prueba U Mann Whitney, considerando

A

Figura 1. RESULTADOS OBTENIDOS CON GENOTYPE MTBDRplus.

N: Resultado negativo.

). 5.4
R ININ RS

una diferencia estadisticamente significativa si
el valor de p era menor de 0,05.

Consideraciones éticas. Dado que la muestra
fue obtenida con fines diagndésticos, el paciente
firmé el respectivo consentimiento informado
durante el proceso de atencidn. En todos los
casos se garantizd la confidencialidad en el ma-
nejo de la informacién.

R: Resultado positivo para MTB resistente a RIF e INH.

S: Resultado positivo para MTB sensible a RIF e INH.
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RESULTADOS

La edad promedio de los pacientes fue 43 anos
(desviacién estandar 20 anos) y 37 % pertene-
cian al sexo masculino. La principal muestra res-
piratoria fue esputo (61 %), seguido del lavado
broncoalveolar (35 %), secrecién traqueal (3 %)
y aspirado traqueal (1 %). Las baciloscopias fue-
ron negativas en el 85 % de los casos.

Al momento de toma de muestra el diagndstico
presuntivo fue tuberculosis en 19 % de los casos
(pulmonar 12 %, resistencia a multiples medica-
mentos 3 %, miliar 2 % y ganglionar 1 %, pleural
19%),VIHen 11 %, neumonia en 11 %, EPOC en 9 %,
céncer de pulmén 4 % y sepsis en 2 %.

La baciloscopia y la PCR Genotype MTBDRplus
concordaron en determinar negativas el 76 % de
las muestrasy el 11 % positivas. La PCR determi-
nd positivas un 9 % de las muestras que la baci-
loscopia reporté negativas. El 4 % fueron leidas
positivas para bacilos acido alcohol resistentes
que la PCR determindé como negativas.

En seis cultivos no se pudo determinar la presen-
cia o ausencia de MTB debido a contaminacién
del medio. De las 94 muestras restantes ambas
pruebas concordaron en reportar como positivas
el 13,8 %y de igual forma lo hicieron en el 78,7 %
de las muestras que determinaron como negati-
vas. En 5,3 % de los casos el cultivo dio un re-
sultado negativo que la PCR determind positivo.
En el 2,1 % de los casos la PCR dio un resultado
negativo que el cultivo determiné positivo.

La baciloscopia, cultivo y PCR determinaron positi-
vas el 10,6 % de las muestras, de igual forma las tres
determinaron negativas 75,5 % de las muestras. Nin-
guna muestra con cultivo y baciloscopia positivos
fue determinada negativa por PCR. La baciloscopia
determiné como positivas el 3,2 % de las muestras
que fueron negativas por cultivo y PCR.

El 3,2 % de las muestras que al examen inicial
por baciloscopia fueron negativas fueron positi-
vas por PCR y por cultivo. La PCR determiné po-
sitivas el 4,3 % de las muestras que por cultivo
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y baciloscopia fueron negativas. La baciloscopia
y la PCR determinaron negativas el 2,1 % de las
muestras, pero dieron resultado positivo por
cultivo (Ver cuadro 1).

Los valores del andlisis de sensibilidad y especi-
ficidad de la prueba PCR Genotype MTBDRplus
se presentan en el cuadro 2.

Al hacer el anélisis de acuerdo a los resultados
de las baciloscopias, se encontrd que la PCR tuvo
una sensibilidad del 100 % (IC 95 %: 95 -~ 100),
especificidad del 75 % (IC 95 %: 20 - 100), valor pre-
dictivo positivo de 90,9 % (IC 95 % 69,4 - 100), valor
predictivo negativo de 100 % (IC 95 %: 83,3 -100)
en muestras con baciloscopia positiva.

En muestras con baciloscopia negativa la PCR tuvo
una sensibilidad del 60 % (IC 95 %: 7— 100), especi-
ficidad del 94,7 % (IC 95 %: 88,9 — 100), valor pre-
dictivo positivo de 42,9 % (IC 95 %: 0 — 86,6), valor
predictivo negativo de 11,3 % (IC 95 %: 3,4 -37).
Los indices de Kappa de acuerdo a las pruebas
evaluadas se muestran en el cuadro 3.

El cultivo tuvo una mediana de 60 dias (rango
intercuartilico 60 dias) en la deteccién de MTB.
El tiempo minimo en el que se dio un resultado
por cultivo fue 18 dfas y el maximo 105 dias. La
mediana de la PCR fue 14 dias (rango intercuar-
tilico: 10-19 dias) en la deteccién del complejo
MTB. El tiempo minimo en que se obtuvo un re-
sultado mediante la PCR fue un dia y el maximo
26 dias. El tiempo promedio requerido para dar
un reporte confirmado por pruebas bioquimicas
de MTB en cultivo fue 92,8 dias.

Se encontré diferencia estadisticamente signifi-
cativa entre los tiempos requeridos para dar un
reporte por cultivo y por PCR. La PCR determiné
positivas 20 muestras, de estas el 50 % fue sen-
sible a RIF e INH, el 15 % fue resistente a RIF e
INH. En el 35 % de las muestras no fue posible
determinar el perfil de sensibilidad.

La concordancia entre el resultado inicial y el resul-
tado del segundo procesamiento del 10 % de las
muestras seleccionadas aleatoriamente, realizado
por la prueba Genotype MTBDRplus, fue del 100 %.
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Cuadro 1. RESULTADOS SEGUN BACILOSCOPIA, CULTIVO Y PCR

Cultivo
Positivo Negativo Total
Genotype MTB- + 10 : H
DRplus (PCR) 0 3 3
Baciloscopia

Genotype MTB- + g 4 7

DRplus (PCR) ) 71 73

Total 15 79 94

Cuadro 2. VALIDEZ DE LA PRUEBA GENOTYPE MTBDRPLUS

Genotype MTBDRplus respecto al Cultivo

Valor IC (95 %)
Sensibilidad (%) 86,67 66,13 100
Especificidad (%) 93,67 87,67 99,67
Valor predictivo + (%) 72,22 48,75 95,69
Valor predictivo ~ (%) 97,37 93,11 100
Razon de verosimilitud + 13,69 5,73 32,73
Razoén de verosimilitud - 0,14 0,04 0,52

Cuadro 3. RESULTADOS INDICE KAPPA

Método diagnostico Kappa (IC 95 %)
Baciloscopia vs cultivo 0,633 (0,413 —0,852)
PCR vs baciloscopia 0,552 (0,337 — 0,765)
PCR vs cultivo 0,743 (0,563 —0,922)
u Revista CES MEDICINA Volumen 25 No.1 Enero - Junio /2011
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DISCUSION

En este estudio se determind la utilidad de la
prueba Genotype MTBDRplus en el diagndstico
de MTB en muestras respiratorias con bacilo-
socopia positiva de pacientes atendidos en el
HUSVP La utilizacién combinada de los métodos
tradicionales, baciloscopia y cultivo, acompana-
do de la PCR Genotype MTBDRplus en muestras
respiratorias con baciloscopia positiva, permite
un diagnéstico acertado y oportuno de MTB con
la consiguiente instauracién de medidas rapidas
de aislamiento y de tratamiento apropiado.

Aunque el cultivo atn es considerado la prueba
estandar de laboratorio para el diagndstico de
tuberculosis (9,11), las técnicas basadas en la
amplificacién de acidos nucléicos se han conver-
tido en una importante herramienta de diagnés-
tico (10,11), que tienen como principal ventaja
proveer resultados incluso en un dfa (12,13).

La prueba Genotype MTBDRplus estd recomenda-
da por la O.M.S. como una herramienta diagnés-
tica rapida y sensible para detectar el complejo
MTB y su resistencia a drogas antituberculosas
de primera linea (14). Se han realizado varios es-
tudios evaluando el rendimiento de esta prueba
para la deteccidn de resistencia a rifampicina e
isoniacida en muestras con baciloscopia positi-
va (16-20). Sin embargo, de acuerdo a la litera-
tura revisada por los autores, hasta el momento
no se han realizado estudios evaluando la sensi-
bilidad de la prueba en la deteccién de MTB.

El objetivo de esta investigacién fue determi-
nar la validez de la prueba Genotype MTBDRplus
en la deteccién del complejo MTB en muestras
respiratorias tomando como referencia el cultivo
en medio solido. Se encontrd que el 6 % de las
cultivos se contamind, esta proporcién es similar
a la reportada por Robledo et al (2006) del 5,1 %
usando el mismo método de descontamina-
cién (NALC-NaOH) en medio a base de huevo
Lowenstein Jensen (21).
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La prueba Genotype MTBDRplus determind en el
5,3 % de las muestras un resultado positivo que
el cultivo establecié como negativo. Dado que el
cultivo es la prueba de referencia (9), este por-
centaje corresponde a resultados falsos positi-
vos de la PCR. Barnes PF y Neonakis et al (22,11),
entre otros, han planteado la posibilidad de
contaminacién cruzada de la PCR y generaciéon
de dichos falsos positivos. A pesar de que en
este estudio se incluyd un control negativo en
cada montaje para validar la positividad de las
PCR, cada una de las muestras debe analizarse
a la luz del resultado del cultivo y en este caso,
dada la proveniencia de las muestras pensar en
posible contaminacién cruzada.

En contraste a los resultados falsos positivos,
se encontrd que el 2,1 % de las muestras fueron
determinadas negativas por la prueba Genoty-
pe MTBDRplus pero establecidas positivas por
cultivo, indicando resultados falsos negativos
de la PCR. Hofmann-Thiel et al (23) evaluaron la
utilidad de una PCR con hibridizacién reversa
para la deteccidén de MTB, donde encontraron
una proporcion similar de resultados falsos ne-
gativos con 2,7 % de las muestras determinadas
como tal.

Otros autores (23-25) han sugerido que resul-
tados falsos negativos se deben a presencia de
inhibidores de la PCR o a errores técnicos de
laboratorio. Sin embargo, la prueba Genotype
MTBDRplus trae una sonda control de amplifica-
cion que siempre dio positiva, indicando que la
PCR se prepard con todos los reactivos necesa-
rios para un resultado vélido y que no existieron
sustancias inhibidoras de la reaccién.

Sumado al control de amplificacién, en cada
montaje se incluyd un control positivo para MTB
con el fin de validar los resultados negativos. Da-
dos los controles utilizados, se sugiere que estas
muestras pueden contener cepas con variantes
del gen para la subunidad 23 del RNA ribosomal
que no pudieron detectarse por los primers dise-
nados para la realizacién de la PCR.
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La sensibilidad y especificidad del 86,7 %y 93,7 %,
respectivamente, determinadas para la prueba Ge-
notype MTBDRplus tuvieron valores dentro del ran-
go reportado por otros autores que validaron prue-
bas de PCR para la deteccién del complejo MTB en
muestras respiratorias, y que tuvieron como prueba
de referencia el cultivo en medio sélido: sensibilidad
83 - 99 %y especificidad 63 - 100 % (26-30).

Entre estos, Abu-Amero, en 2002, evalud la utili-
dad de la prueba Cobas Amplicor para la detec-
cién del complejo MTB en 626 muestras de esputo
y encontrd sensibilidad del 94,4 % y especificidad
del 100 % (28). Takakura et al, en 2005 evaluaron
el alcance de una RT-PCR y de la prueba Cobas
Amplicor para la deteccién del RNA ribosomal
16S del complejo MTB en 201 muestras respira-
torias obtenidas de pacientes diagnosticados o
con sospecha de tuberculosis, en las que se ob-
tuvo una sensibilidad de 72,2 % para la RT-PCR y
de 80,6 % para el Cobas Amplicor (30).

Davis JL et al (2009) realizaron un estudio pros-
pectivo con 127 pacientes de quienes se pro-
cesd muestra de esputo para la evaluacién de
una PCR que detecta el gen secAl del MTB, a la
cual se le determiné sensibilidad del 99 % y es-
pecificidad del 88 % teniendo como referencia el
resultado del cultivo (29).

Se observé variacidn en los valores de sensibili-
dady especificidad de la prueba Genotype MTB-
DRplus entre muestras con baciloscopia positiva
(sensibilidad 100 %, especificidad 75 %) y baci-
loscopia negativa (sensibilidad 60 %, especifici-
dad 95 %). La alta sensibilidad de las muestras
con baciloscopia positiva se debe a que estas
tienen una mayor probabilidad de encontrarse
positivas por PCR para MTB dada la previa obser-
vacion en la baciloscopia de BAAR. Contrastan-
do con las muestras en las que no se observan
BAAR, las cuales tienen una menor probabilidad
de obtener un resultado positivo para MTB.

Aunque la sensibilidad de la PCR disminuyé de
forma notable en muestras con baciloscopia ne-

gativa es importante resaltar que en el presente
estudio la prueba répida Genotype MTBDRplus
determiné positivas el 11 % de las muestras es-
tablecidas como negativas para BAAR en la ba-
ciloscopia. De estas, el 3,6 % fue posteriormente
confirmado por el cultivo.

La consistencia de los resultados de las tres
pruebas: baciloscopia y cultivo, PCR y bacilos-
copia, y PCR y cultivo (0,63, 0,55 y 0,74) fue si-
milar a la reportada por Lima SSS et al (2008) con
valores de 0,62, 0,54 y 0,78 para las respectivas
parejas de pruebas (7). En la presente investi-
gacién se encontré una mediana concordancia
entre la baciloscopia y cultivo, y PCR y bacilos-
copia, esto debido a la baja sensibilidad de la
baciloscopia (66,7 %) comparada con la sensibi-
lidad del cultivo (100 %) y la PCR (86,7 %).

El tiempo maximo de incubacién del cultivo se
establecié en 60 dias. El cultivo que reportd re-
sultados en menor tiempo requiri¢ 18 dias y el
que necesitdé mayor tiempo requirié 105 dias. El
tiempo promedio requerido para dar un reporte
confirmado por pruebas bioquimicas de MTB en
cultivo fue 92,8 dias. Estas diferencias se deben
a diversas causas como la excesiva contamina-
cién que determiné el pronto desecho de algu-
nos cultivos, la diferencia en la carga de bacilos
presentes en la muestra y por consiguiente ino-
culados en el medio. Sumado a la necesidad de
realizar repiques y reincubaciones con el fin de
obtener suficiente material para la realizacién de
pruebas bioquimicas de identificacién en algu-
nos casos.

Resultados rapidos de las pruebas de laborato-
rio para determinar la presencia o ausencia de
MTB impactan de forma positiva en el paciente
y su familia disminuyendo la ansiedad prediag-
ndstica; al igual que en el establecimiento de
medidas de aislamiento que permitan prevenir
oportunamente la transmision de la enfermedad
y para la instauracién de un tratamiento ade-
cuado. La prueba Genotype MTBDRplus permi-
te obtener resultados hasta en seis horas. En el
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presente estudio se encontrd que la mediana
para obtener un resultado por esta técnica fue
de 14 dfas, con un tiempo minimo de un dia y
maximo de 26. Estas diferencias se deben a la
necesidad que se tuvo de tener un nimero sufi-
ciente de muestras para el montaje por grupos
que permitiese una optimizacién en el uso de
los reactivos.

Sin embargo, se constaté que existié diferencia
estadisticamente significativa en el tiempo re-
querido por el cultivo y la PCR para dar un re-
porte (60 dfas vs 14 dias). El tiempo mediano de
14 dfas puede disminuir si se fomenta la solicitud
de la prueba por parte de los médicos. Tener un
adecuado nimero de muestras permitira realizar
de forma rutinaria montajes con sus respectivos
controles de calidad y a la vez usar de forma mas
eficiente los insumos.

La prueba Genotype MTBDRplus permite, ademas,
determinar el patrén de resistencia a rifampicina e
isoniacida lo que contribuye al tratamiento acer-
tado de la enfermedad. Se ha reportado una alta
sensibilidad en la deteccién de estas resistencias.
Varios trabajos se han realizado comparando la
PCR con los métodos tradicionales de susceptibi-
lidad a drogas: Huang W. et al, en 2009, reportaron
sensibilidad del 95,5 % para detectar resistencia a
RIF, y del 81,8 % para INH (16), Anek-Vorapong R.
et al, en 2010, reportaron sensibilidad del 100 % en
RIF y del 95,3 % para INH (17), entre otros (18-20).
Es necesario realizar estudios que determinen la
validez de la prueba para el diagndstico de resis-
tencias en nuestra poblacién.

La implementacién y solicitud rutinaria de prue-
bas de biologfa molecular como la PCR Geno-
type MTBDRplus impactaria de manera positiva,
a nivel individual en los pacientes y también a
nivel colectivo, pues se podria oportunamen-
te confirmar la infeccidn, implementar el trata-
miento mas acertado, establecer medidas de
control y seguimiento lo que llevaria a disminuir
la propagacién de la enfermedad, lo que a su vez
representaria ahorros en el sistema de salud.
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La PCR Genotype MTBDRplus es una buena op-
cién como técnica de deteccién rapida del com-
plejo M. tuberculosis en muestras respiratorias con
baciloscopia positiva en pacientes atendidos en
el Hospital Universitario San Vicente de Paul.
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