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RESUMEN

Palabras clave

Objetivo. Definir la utilizacion de un ensayo con sondas en linea y evaluar su desempeiio,
en comparacion con el método convencional de cultivo y antibiograma, en los pacientes regis-
trados con tuberculosis en condiciones programiticas en el Perii del 2011 al 2013.

Métodos. Investigacion operativa descriptiva con un estudio transversal de las muestras de
esputo de los pacientes con diagnédstico de tuberculosis pulmonar y baciloscopia positiva y de
los cultivos de micobacterias de los pacientes con tuberculosis y baciloscopia positiva o nega-
tiva. La farmacorresistencia a la rifampicina, la isoniacida o a ambas, detectada mediante el
ensayo con sondas en linea, se compard con los resultados obtenidos por el método de cultivo y
antibiograma. Se calculé la sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos del ensayo con
sondas en linea y se evalud su fiabilidad en la deteccion de la farmacorresistencia mediante el
coeficiente k, cuyos valores de 0,61 a 0,80 correspondian a una fuerte correlacién y los valores
de 0,81 o superiores reflejaban una correlacion casi perfecta.

Resultados. Del 2011 al 2013 se practicaron 16 169 ensayos con sondas en linea, y la pro-
porcion de pacientes con diagnéstico de tuberculosis en quienes se practicaba aumenté de 3,2%
a 30,2%. En total, se compararon 2 905 resultados del ensayo molecular con el método conven-
cional. En las muestras de esputo, el ensayo molecular ofrecio una sensibilidad de 92% para la
resistencia a la rifampicina, 94% a la isoniacida y 88% para la tuberculosis multirresistente; su
especificidad fue 92% con respecto a la rifampicina, 92% a la isoniacida y 95% a la tuberculosis
multirresistente. En los cultivos de micobacterias, el ensayo con sondas en linea mostrdé una
sensibilidad de 95% para la resistencia a la rifampicina, 96% a la isoniacida y 90% para la
tuberculosis multirresistente; la especificidad fue 85% para la rifampicina, 91% para la isonia-
cida y 94% para la tuberculosis multirresistente. El coeficiente k fue 0,81 o superior en todas
las comparaciones del ensayo molecular con el método tradicional cuando se usaron muestras
de esputo y cultivo, excepto con la isoniacida en cultivo, cuyo coeficiente fue 0,79.
Conclusiones. Los resultados del presente estudio indican que el ensayo con sondas en linea
constituye una prueba de deteccion fiable y rapida para la tuberculosis multirresistente , y se debe
considerar apropiada su utilizacion en la prdctica de rutina y la ampliacion de su empleo en el Perii.

Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; tuberculosis resistente a multiples
medicamentos; sondas moleculares; técnicas de sonda molecular; investigaciéon
operativa; Peru.
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El Pert es una republica democratica
dividida en 25 regiones politicas y con 30
millones de habitantes. En su clasifica-
cion actual, el Banco Mundial considera
que es un pais de ingresos mediano altos
con un PIB nominal per cépita de aproxi-
madamente US$ 7 000; sin embargo, la
distribucién de la riqueza no es equitati-
va: en el 2010, cerca del 30% de la pobla-
cién total era pobre (1). El programa
nacional contra la tuberculosis se insti-
tuyd en el Perti en 1990 y sigue las direc-
trices de la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS) (2, 3). A pesar del esfuerzo
continuo, la tuberculosis (TB) sigue sien-
do una de las principales enfermedades
infecciosas del pais.

Se considera que, en la Regién de las
Américas, el Pert ocupa el quinto lugar
en lo que respecta a la carga de tuberculo-
sis y el primero en cuanto a la tuberculo-
sis multirresistente (TB-MDR; resistente
tanto a la isoniazida como a la rifampici-
na) y la tuberculosis extensamente re-
sistente (TB-XDR, denominacién que se
asigna a la tuberculosis multirresistente
que también es resistente a una fluoro-
quinolona y uno de los medicamentos
inyectables de segunda linea) (3). La tasa
de incidencia notificada en el 2013 fue de
90 nuevos casos por 100 000 habitantes;
en total, se notificaron 31 052 casos de
(TB), de los cuales 1 281 tenian TB-MDR y
77, TB-XDR (3, 4).

La Estrategia Sanitaria Nacional de
Prevencién y Control de la Tuberculosis
(ESN-PCT), que es el programa nacional
contra la tuberculosis en el Peru (4), cuen-
ta con una unidad central ubicada en la
capital, Lima, y unidades equivalentes en
cada regién geopolitica del pais. La uni-
dad central determina la politica nacional
de control de la (TB) tanto del sector pu-
blico como del privado. La ESN-PCT
sigue las directrices de la OMS pero las
adapta a la situacién clinica, epidemiold-
gica y socioecondmica del pais (1).

Segtin la dltima encuesta nacional
sobre farmacorresistencia, 1 de cada 5
enfermos de TB diagnosticados en Lima
es resistente a la rifampicina o a la isonia-
zida (5). La TB esta concentrada princi-
palmente en Lima y Callao, donde se
registra el 54% de los casos nacionales, el
84% de los casos de TB-MDR y el 90% de
los casos de TB-XDR (3, 4). Hay otras 10
regiones geograficas donde la transmi-
sién de la TB se considera alta o muy
alta. Ademas, se ha notificado una pre-
valencia alta de la resistencia a la isonia-
zida: 11,5% entre los nuevos enfermos
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y 30% entre quienes ya recibieron trata-
miento (5).

El tiempo necesario para detectar la
TB-MDR —en la mayoria de los casos,
transcurren 4 meses desde la primera
baciloscopia de esputo positiva hasta
que se obtienen los resultados del anti-
biograma— ha representado un obsté-
culo importante para el tratamiento
porque retrasa el comienzo de la antibio-
ticoterapia de segunda linea. Con el fin
de acelerar el diagnostico y el inicio del
tratamiento en los casos de tuberculosis
farmacorresistente, en el 2011, el Ministe-
rio de Salud del Pert incorporé un en-
sayo con sondas en linea (6) para detectar
la resistencia a la isoniazida y a la rifam-
picina directamente a partir de las mues-
tras de esputo con baciloscopia positiva,
por la presencia de bacilos acidorre-
sistentes, y de los cultivos positivos de
Mycobacterium tuberculosis. Este ensayo
es una prueba molecular rdpida que se
emplea para diagnosticar el complejo de
M. tuberculosis y para detectar la resisten-
cia a la isoniazida y la rifampicina me-
diante mutaciones génicas, lo que
permite diagnosticar la tuberculosis mul-
tirresistente, 3 dias después de que se
obtuvo la muestra de esputo (7).

El ensayo con sondas en linea es un
estudio de tamizaje en el Pert. Las direc-
trices nacionales (6) estipulan que, si este
ensayo revela resistencia a la isoniazida o
la rifampicina, debe iniciarse un esque-
ma antibidtico estandarizado de segunda
linea y obtenerse otra muestra de esputo
para cultivo y antibiograma frente a
cinco antituberculosos de primera linea y
seis de segunda linea. Los resultados se
emplean para modificar el esquema tera-
péutico estandarizado contra la tubercu-
losis multirresistente y asi definir un
esquema especifico e individualizado
para cada paciente.

En el 2010, el Instituto Nacional de Sa-
lud (Lima, Pert) validé el ensayo con
sondas en linea frente al cultivo y anti-
biograma a partir de 200 muestras estu-
diadas en el marco de un estudio
experimental de laboratorio (8). Si bien
se observé que este método tenia buena
sensibilidad y especificidad, no se ha
comparado con el cultivo y antibiograma
en condiciones de rutina en el Perd, ya
sea a partir de muestras de esputo de
enfermos de tuberculosis pulmonar con
baciloscopia positiva en regiones donde
la carga de tuberculosis farmacorre-
sistente es alta, a partir de muestras de
estos mismos enfermos donde la carga es

baja, o a partir de muestras de enfermos
de tuberculosis pulmonar o extrapulmo-
nar con baciloscopia negativa en situa-
ciones en las que es necesario obtener el
diagnostico de la farmacorresistencia con
rapidez. Ademas, esta la posibilidad de
que, con el transcurso del tiempo, el baci-
lo M. tuberculosis presente mutaciones
genéticas que condicionen las compara-
ciones obtenidas cuatro afios atrds en el
estudio experimental de laboratorio (8).

Por lo tanto, se realizoé el presente estu-
dio para comparar la utilidad y el desem-
pefio del ensayo con sondas en linea con
los del cultivo y antibiograma a partir de
muestras de enfermos de tuberculosis en
condiciones programdticas ordinarias,
especificamente llevando adelante las si-
guientes actividades: 1) registrando del
nimero de ensayos con sondas en linea
realizados en relaciéon con el niimero total
de enfermos de tuberculosis registrados y
el nimero de enfermos de tuberculosis
pulmonar con baciloscopia positiva; y 2)
evaluando las muestras de esputo y los
cultivos micobacterianos mediante el en-
sayo con sondas en linea, y mediante el
cultivo y antibiograma para comparar la
sensibilidad, la especificidad y el valor
predictivo de cada método respecto de la
deteccién de la resistencia a la isoniazida
y a la rifampicina.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio fue una investigacion
operativa y descriptiva de disefio trans-
versal que comparé y evalud los resulta-
dos del ensayo con sondas en linea con
los del cultivo y antibiograma en el Pertd
en los afios 2011-2013 a partir de la base
de datos nacional de tuberculosis del la-
boratorio de referencia nacional del Pert.

Entorno

Procedimientos de laboratorio. El La-
boratorio de Referencia Nacional de Mi-
cobacterias (LRNM) pertenece al Instituto
Nacional de Salud y encabeza la Red de
Laboratorios de Tuberculosis en el Pert.
Segtn las directrices nacionales (6), es
preciso determinar la resistencia a la iso-
niazida y a la rifampicina de todos los
casos de tuberculosis nuevos y los ya tra-
tados mediante pruebas diagnésticas
rapidas. De conformidad con estas direc-
trices, el LRNM incorpord el ensayo con
sondas en linea (Genotype® MTBDRplus,
Hain LifeScience, Nehren, Alemania)
en el 2011 para detectar la tuberculosis
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multirresistente y el complejo de M. tuber-
culosis a partir de las muestras que habian
tenido una baciloscopia positiva y de los
cultivos micobacterianos positivos, gene-
ralmente de las muestras cuya bacilosco-
pia habia sido negativa o de las muestras
de tuberculosis extrapulmonar. Si el en-
sayo indica resistencia a la isoniazida, a la
rifampicina, o a ambos medicamentos, se
realiza un cultivo convencional con me-
dio de Lowenstein-Jensen, y un cultivo y
antibiograma con el método de las pro-
porciones con placas de agar 7H10 de
Middlebrook BD™ (Becton Dickinson
GmbH, Heidelberg, Alemania), ambos
preparados en el laboratorio de referen-
cia. Se utiliz6 el método inmunocromato-
grafico SD Bioline TB Ag MPT64 Rapid
(Standard  Diagnostics  Incorporated,
Gyeonggi-do, Reptiblica de Corea) para
detectar el complejo de M. tuberculosis en
las muestras de cultivo, que luego fueron
sometidas al método de referencia nacio-
nal, cultivo y antibiograma (9). La inmu-
nocromatografia se aplicé a los cultivos
obtenidos con las muestras enviadas al
Instituto Nacional de Salud.

En los primeros afos en que se am-
plié la cobertura del ensayo con sondas
en linea, se tomd la decisién de incluir
todo resultado que revelara susceptibi-
lidad a la isoniazida y a la rifampicina a
fin de facilitar la correlaciéon con los re-
sultados del cultivo y antibiograma.
El perfil de susceptibilidad de este
altimo ensayo comprende los siguientes
medicamentos: isoniazida (concentra-
cién baja y alta), rifampicina, etambutol,
estreptomicina, ciprofloxacino, kanami-
cina, capreomicina, cicloserina y acido
paraaaminosalicilico. La susceptibili-
dad o resistencia a la pirazinamida se
evalta con la prueba de la pirazinami-
dasa. Los resultados del ensayo con
sondas en linea y del cultivo y antibio-
grama se publican en tiempo real en el
sistema NETLab, al que tienen acceso
los médicos y los funcionarios del ESN-
PCT de todo el pais (10). El LRNM par-
ticipa en las rondas anuales de control
de la calidad externa de la Red Suprana-
cional de Laboratorios para pruebas
convencionales de susceptibilidad. El
ensayo con sondas en linea se realiza en
condiciones estrictas conforme a las ins-
trucciones del fabricante, como se des-
cribe en Hillemann y cols. (11).

Vinculacién con el tratamiento. Las
directrices de la ESN-PCT (6) estipulan
que, una vez obtenidos los resultados del
ensayo con sondas en linea, debe
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instituirse un esquema de tratamiento
antituberculoso estandarizado definido
en funcién de cuatro situaciones, a saber:
1) sensible a la isoniazida y a la rifampi-
cina; 2) resistente solo a la isoniazida; 3)
resistente solo a la rifampicina; y 4) re-
sistente tanto a la isoniazida como a la
rifampicina. Estos esquemas estandari-
zados pueden modificarse a fin de insti-
tuir un tratamiento mas individualizado
a la luz de los resultados del cultivo y
antibiograma.

Recopilacién y analisis de los datos

Muestras. El estudio incluy¢ todas las
muestras de esputo de los enfermos de
tuberculosis pulmonar con baciloscopia
positiva y cultivo micobacteriano que el
LRNM someti6 al ensayo con sondas en
linea, asi como los resultados de cultivoy
antibiograma registrados en el sistema
NETLab entre el 2011 y el 2013, con los
que fueron comparados. Si bien en algu-
nos casos se incluyé mas de una muestra
por paciente, el tiempo entre la obtencion
de las muestras siempre fue de 6 meses o
mas.

Variables y recopilacién de datos. Los
datos se recopilaron entre enero y junio
del 2015 en relacién con los tres objetivos
ya mencionados: 1) el afio, el niimero de
ensayos con sondas en linea realizados y
el nimero de pacientes con tuberculosis
pulmonar y baciloscopia positiva regis-
trados cada afo; y 2) los resultados del
ensayo con sonda en linea y del cultivo y
antibiograma de las muestras de esputo
o de los cultivos micobacterianos que re-
velaron susceptibilidad a la isoniazida o
la rifampicina, resistencia a la isoniazida,
resistencia a la rifampicina y resistencia a
la rifampicina y a la isoniazida. Los datos
se obtuvieron del sistema de NETLab y
se volcaron en una planilla de calculo
Microsoft Excel™ (Microsoft Corpora-
tion, Redmond, Washington, Estados
Unidos).

Anilisis de los datos y estadisticas.
Los datos de la planilla de célculo se ex-
portaron a Stata®/ MP13 (StataCorp LP,
College Station, Texas, Estados Unidos).
Se presentaron los nimeros absolutos y
las proporciones tanto del nimero de
ensayos con sondas en linea realizados
como del ndmero de enfermos con tuber-
culosis pulmonar y baciloscopia positiva.
Se compar6 el desempefio del ensayo
con sondas en linea con el del cultivo y
antibiograma calculando la sensibilidad,
la especificidad, el valor predictivo
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positivo y el valor predictivo negativo
con intervalos de confianza del 95% (IC
del 95%). Se compar6 la fiabilidad de la
deteccién de la farmacorresistencia del
ensayo con sondas en linea con la del
cultivo y antibiograma mediante el coefi-
ciente x, cuyo grado de concordancia fue
definido de la siguiente manera: 0-0,20 =
mala; 0,21-0,40 = regular; 0,41-0,60 = mo-
derada; 0,61-0,80 = considerable; y 0,81 a
1,0 = casi perfecta (12, 13).

Etica

Otorgaron la aprobacién ética para la
realizacién de este estudio el Grupo
Consultivo sobre Etica de la Unién Inter-
nacional Contra la Tuberculosis y las En-
fermedades Respiratorias (Paris) y el
Comité de Etica del Instituto Nacional de
Salud (Lima, Peru).

RESULTADOS

Enla figura 1, se muestra el nimero de
ensayos con sondas en linea realizados
en el pais en relacién con el niimero de
enfermos de tuberculosis registrados en
el sistema nacional. En todos los casos, el
nimero y la proporciéon obtenidos con
este ensayo a partir de las muestras de
esputo y de cultivos aumentaron del
3,2% en el 2011 al 30,2% en el 2013 (figu-
ra 1A). En cuanto a los enfermos de tu-
berculosis pulmonar con baciloscopia
positiva, el nimero y la proporcién obte-
nidos con este ensayo tinicamente a par-
tir de las muestras de esputo aumentaron
del 4,9% en el 2011 al 34,7% en el 2013
(figura 1B).

En la figura 2, se observa el niimero
total de ensayos con sondas en linea rea-
lizados en el periodo de tres afos junto
con los resultados que luego se compa-
raron con los de los cultivos y antibio-
gramas. Se realizaron en total 16 169
ensayos con sondas en linea, de los
cuales mas del 99% tuvieron un resulta-
do definitivo de susceptibilidad o resis-
tencia a la rifampicina, la isoniazida, o a
ambos medicamentos.

De los 12 620 ensayos con sondas en
linea que revelaron susceptibilidad, 493
fueron comparados con los resultados del
cultivo y antibiograma. De los 3 442
ensayos que revelaron resistencia a la
rifampicina, a la isoniazida o a los dos
medicamentos, 2 412 fueron comparados
con los resultados del cultivo y antibio-
grama, con lo cual pudieron compararse,
en total, 2 905 de los ensayos realizados.
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FIGURA 1. Numero de pacientes sometidos al ensayo con sondas en linea en relacién con el numero de enfermos de tuberculosis

registrados, Peru, 2011-2013
1A. Numero total de enfermos de tuberculosis y ntimero total de enfermos a los que se realizé el ensayo con sondas en linea
1B. Numero de enfermos de tuberculosis pulmonar con baciloscopia positiva y nimero de muestras de esputo sometidas al ensayo con sondas en linea
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FIGURA 2. Diagrama de flujo que muestra el nimero de ensayos con sondas en linea a partir de muestras de esputo de enfermos
de tuberculosis pulmonar con baciloscopia positiva y cultivos de enfermos de tuberculosis con baciloscopia negativa o positiva

junto con los resultados de los cultivos y antibiogramas, Peru, 2011-2013

Muestras de esputo
n= 8942 (55%)

Cultivos
n=7227 (45%)

Total de ensayos con sondas en linea
n=16169

Indeterminado
n=107 (<1%)

Sensible
n=12620 (79%)

Tuberculosis multirresistente
n=1956 (12%)

Resistente a R?
n=2366 (2%)

Resistente a H®
n=1120 (7%)

n=2905

Cultivo y antibiograma: 1.2y 2. linea

Sensible
n=>550 (19%)

Tuberculosis multirresistente
n=1483 (51%)

Resistente a H
n=770 (26%)

Resistente a R
n=103 (4%)

Fuente: Diagrama elaborado por los autores a partir de los datos del estudio.

2 Rifampicina.
b |soniazida.

No fue posible comparar los resultados de
1 030 que revelaron farmacorresistencia
debido a que no se observé ningtin creci-
miento micobacteriano o a que se conta-
minaron los cultivos de micobacterias.

En el cuadro 1 se comparan los resulta-
dos del ensayo con sondas en linea con
los del cultivo y antibiograma como prue-
bas de susceptibilidad para detectar la

resistencia a la isoniazida, la rifampicina o
ambos medicamentos a partir de mues-
tras de esputo y cultivos. En el cuadro 2 se
observa el desempeno del ensayo con
sondas en linea en cuanto a la deteccion
de la resistencia a la rifampicina, a la iso-
niazida y a ambos medicamentos a partir
de muestras de esputo y cultivos. La sen-
sibilidad, la especificidad y el valor

predictivo positivo del ensayo con sondas
en linea a partir de esputo y cultivo, solo
respecto a la isoniazida, solo respecto a la
rifampicina y en relacién con la tubercu-
losis multirresistente en general se ubica-
ron en el 90% o en valores superiores. Los
valores predictivos negativos fueron del
90% o superiores respecto de la rifampi-
cina y la tuberculosis multirresistente,
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CUADRO 1. Comparacion de la susceptibilidad a la isoniazida, a la rifampicina o a ambos medicamentos mediante el ensayo con
sondas en linea y el cultivo y antibiograma convencional a partir de muestras de esputo de enfermos de tuberculosis pulmonar
con baciloscopia positiva y cultivos de enfermos de tuberculosis con baciloscopia negativa, Pert, 2011-2013

Medicamento

Rifampicin (R)

Sputum specimens: CDST resistant to R CDST sensitive to R Total
Resistente a la R (ensayo con sondas) 936 79 1015
Sensible a la R (ensayo con sondas) 81 908 989
Total 1017 987 2004

Cultivos: Resistente a la R (cultivo y antibiograma) ~ Sensible a la R (cultivo y antibiograma)

Resistente a la R (ensayo con sondas) 541 51 592

Sensible a la R (ensayo con sondas) 28 281 309

Total 569 332 901
Isoniazid (H)

Sputum specimens: CDST resistant to H CDST sensitive to H Total
LPA resistant to H 1369 46 1415
LPA sensitive to H 81 508 589
Total 1451 554 2004

Cultivos: Resistente a la H (cultivo y antibiograma) ~ Sensible a la H (cultivo y antibiograma)

Resistente a la H (ensayo con sondas) 770 9 779
Sensible a la H (ensayo con sondas) 32 90 122
Total 802 99 901
Isoniazid + rifampicin (multi-drug resistant tuberculosis; MDR-TB)
Muestras de esputo: Tuberculosis multirresistente (cultivo y No hay tuberculosis multirresistente Total
antibiograma) (cultivo y antibiograma)
Tuberculosis multirresistente (ensayo con sondas) 841 51 892
No hay tuberculosis multirresistente (ensayo con sondas) 117 995 1112
Total 958 1046 2004
Cultivos: Tuberculosis multirresistente (cultivo y No hay tuberculosis multirresistente
antibiograma) (cultivo y antibiograma)
Tuberculosis multirresistente (ensayo con sondas) 474 23 497
No hay tuberculosis multirresistente (ensayo con sondas) 51 353 404
Total 525 376 901

Fuente: Cuadro elaborado por los autores con datos exportados de la base de datos NETLab (www.netlab.ins.gob.pe/FrmNewLogin.aspx) del Instituto Nacional de Salud del Perd.

CUADRO 2. Comparacién del desempefio entre el ensayo con sondas en linea y el cultivo y antibiograma convencional en cuanto
a la deteccion de la resistencia a la isoniazida, a la rifampicina o a ambos medicamentos en muestras de esputo de enfermos de
tuberculosis pulmonar con baciloscopia positiva y en cultivos de enfermos de tuberculosis con baciloscopia negativa o positiva,

Peru, 2011-2013

Rifampicina (IC del 95%)?

Isoniazida (IC del 95%)

Tuberculosis multirresistente (IC del 95%)

Muestras de esputo:

% de sensibilidad 92 (90.0 - 93.6) 94 (93.1 - 95.5) 8 (85.5-89.8)
% de especificidad 92 (90.0 - 93.6) 92 (89.1-93.9) 95 (93.6 — 96.3)
% de VPP® 92 (90.4 - 93.8) 97 (95.7 - 97.6) 94 (92.6 - 95.7)
% de VPNe 92 (89.9-93.4) 86 (83.2-88.9) 0(87.5-91.2)
Coeficiente 0.84 (0.82 - 0.86) 0.85(0.82-10.87) 0.83(0.81 -0.86)
Cultivos:
% de sensibilidad 95 (93.0-96.7) 96 (94.4-97.3) 90 (87.4-92.7)
% de especificidad 85 (80.0 - 88.0) 91 (83.4-95.8) 94 (91.0-96.1)
% de VPP 91 (88.8 -93.5) 99 (97.8 - 99.5) 95 (93.1-97.0)
% de VPN 91 (87.2-93.9) 74 (65.0 - 81.3) 87 (83.7-90.5)
Coeficiente 0.81(0.77 - 0.85) 0.79 (0.73-0.85) 0.83 (0.79-0.88)

Fuente: Cuadro elaborado por los autores a partir de los datos del estudio.

@ Intervalo de confianza del 95%.
® Valor predictivo positivo.
¢ Valor predictivo negativo.
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pero inferiores al 86% cuando se evalué
en esputo y 74% cuando se evalué en
cultivo respecto de la isoniazida sola. Los
coeficientes k de todas las comparaciones
se ubicaron en 0,81 o mas cuando se usa-
ron muestras de esputo y cultivo, a excep-
cién de la isoniazida en cultivo, que se
ubicé en 0,79.

DISCUSION

Este estudio fue el primero realizado
en el Perd con el propésito de comparar
el desempefio del ensayo con sondas en
linea con el cultivo y antibiograma en
condiciones programaticas ordinarias.
Desde que esta prueba molecular rdpida
fue incorporada en el Perd en el 2011, ha
venido aumentando gradualmente su
utilizacién. Hacia el 2013, méas de un
tercio de los enfermos de tuberculosis
registrados habfan sido sometidos al en-
sayo como prueba de tamizaje, ya sea a
partir del material de cultivo de tubercu-
losis pulmonar o extrapulmonar con ba-
ciloscopia negativa o de las muestras de
esputo de tuberculosis pulmonar con
baciloscopia positiva. En términos gene-
rales, tanto la sensibilidad como la espe-
cificidad fueron similares y aceptables
cuando se emplearon muestras de espu-
to o cultivos, si bien los resultados fue-
ron algo mejores respecto de la isoniazida
o la rifampicina solas que cuando se eva-
luaron juntos los dos medicamentos. Los
coeficientes k fueron, en todos los casos,
de 0,81 0 mas, a excepcién del estudio de
la isoniazida en cultivo, lo que indica
una excelente correlacién en general.

El desempeiio del ensayo con sondas
en linea en este estudio programatico fue
inferior al observado hace cuatro afios en
condiciones experimentales de laborato-
rio, ocasién en la que el ensayo realizado
a partir de muestras de esputo respecto a
la rifampicina y a la isoniazida tuvo una
sensibilidad y una especificidad del 96%
y 98%, y del 97% y 96%, respectivamente
(8). El ensayo experimental se habia rea-
lizado en condiciones ideales: hubo un
control estricto del tipo y volumen de la
muestra de esputo y del tiempo transcur-
rido entre la obtencién de la muestra y su
recepcion en el laboratorio. Este tipo de
control de calidad no es posible en condi-
ciones programaéticas ordinarias.

(Qué relacion hay entre los resultados
obtenidos en el Pert y los de estudios
anteriores realizados en otros paises? En
Viet Nam (14) y Tailandia (15), en condi-
ciones experimentales de laboratorio, se
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obtuvieron valores de sensibilidad muy
buenos y una especificidad del 100% al
comparar el ensayo con sondas en linea
con el cultivo y antibiograma. En la India,
en condiciones programaéticas ordinarias
(16), se observaron resultados variables:
en un centro de atencion terciaria, la sen-
sibilidad y la especificidad fueron exce-
lentes, mientras que en tres laboratorios
publicos los resultados no fueron tan bue-
nos y la sensibilidad respecto de la isonia-
zida fue de solo de 72% (17). En cuanto a
los resultados obtenidos en condiciones
programaéticas ordinarias en otros paises,
los valores de sensibilidad y especificidad
observados en el Pert fueron peores que
en Corea (18), similares a los de los esta-
dos Balticos (19) y mejores que en China,
Sudafrica y Brasil (20-22). Tanto en China
como en Sudéfrica, el coeficiente ¥ fue
inferior a 0,81 (20, 21).

Hay varios factores que subyacen a las
variaciones de desempefio del ensayo con
sondas en linea que se observan entre los
distintos paises. En primer lugar, puede
variar tanto el volumen como la calidad
del esputo, lo que condiciona considera-
blemente el resultado. En segundo lugar,
es preciso seguir atentamente las instruc-
ciones del fabricante (por ejemplo, en re-
lacién con el proceso, el momento de
realizacion, la secuenciacion y el control
de la temperatura), y los laboratorios que
analizan volimenes cuantiosos de mues-
tras tienen mayores probabilidades de
desempenarse mejor que aquellos que
procesan volimenes mas pequefios. En
tercer lugar, es probable que los resulta-
dos falsos negativos tengan su origen en
que la resistencia fenotipica detectada en
el cultivo y antibiograma se deba a otras
mutaciones farmacorresistentes menores
que no se evaltian en la tira del ensayo con
sondas o a mutaciones que todavia son
desconocidas (23-25). Dada la gran varie-
dad de cepas de M. tuberculosis que circu-
lan actualmente por todo el mundo (26),
también pueden surgir resultados falsos
negativos debido a la presencia de muta-
ciones genéticas que son propias de cada
lugar (27). En cuarto lugar, puede suceder
que la mezcla de cepas (sensibles y re-
sistentes) en un medio de cultivo que pre-
sente un crecimiento < 1% contenga genes
mutantes que se considerarian farmacor-
resistentes segtin el ensayo con sondas en
linea pero que, segtin el cultivo y antibio-
grama convencional, serian sensibles (es
decir, un resultado falso positivo) (28). Las
cepas sensibles contaminadas con el ADN
de cepas resistentes también inducirian a

resultados falsos positivos. Por tltimo, los
valores predictivos dependen de la preva-
lencia de la farmacorresistencia en la co-
munidad evaluada: por ejemplo, una tasa
elevada de tuberculosis multirresistente
aumentaria el valor predictivo positivo
del ensayo con sondas en linea.

Limitaciones

Las fortalezas de este estudio fueron el
gran volumen de ensayos con sondas en
linea realizados en el Perd en el periodo
de tres afios que dur6 el estudio, la parti-
cipacién del LRNM en las rondas anuales
de garantia de la calidad externa de la
Red Supranacional de Laboratorios para
pruebas convencionales de susceptibili-
dad y la realizaciéon del ensayo con son-
das en linea en condiciones estrictas
conforme a las instrucciones de fabri-
cante. En la ejecucién y la notificacion del
desempefio del ensayo con sondas en
linea también se respeté la iniciativa
STARD (Directrices de comunicacion
sobre los estudios de precisién de pruebas
diagndsticas) (13). Entre las limitaciones
relacionadas con la naturaleza operativa
del estudio realizado en condiciones pro-
gramaticas ordinarias se encuentra la
gran proporcién de muestras que podrian
haber servido a los fines comparativos
pero que no lograron cultivar micobacte-
rias o que se contaminaron. El estudio
también se vio limitado por la naturaleza
retrospectiva de la investigacion, que de-
rivé en que se aplicaran diferentes crite-
rios durante la practica corriente para
seleccionar las cepas de M. tuberculosis o
las muestras que se estudiarian con culti-
vo y antibiograma; por consiguiente, de
las 12 620 muestras cuyo ensayo con son-
das en linea revelaron susceptibilidad,
solo se compararon 493 con los resultados
del cultivo y antibiograma.

Conclusiones

Este estudio tiene varias implicaciones
programaticas. En primer lugar, se des-
prende de sus resultados que tiene senti-
do ampliar el ensayo con sondas en linea
a escala nacional debido a que este méto-
do permite obtener resultados con rapi-
dez. En los centros de atencién terciaria
de la India y de Grecia, los resultados de
este ensayo se obtuvieron al cabo de 48
horas de haber recibido las muestras de
esputo (13, 21). Otros estudios también
han demostrado que este método acelera
el diagnoéstico y el tratamiento de la
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tuberculosis farmacorresistente (29, 30).
Por consiguiente, la meta en el Pert debe
apuntar a que todos los pacientes a los
que se diagnostique tuberculosis tengan
acceso a esta tecnologia. En segundo lu-
gar, es necesario sensibilizar y capacitar a
los trabajadores de atencién de salud
sobre la calidad de la recogida de las
muestras de esputo, asi como capacitar y
supervisar el desempefio del personal de
laboratorio. Ya se han difundido direc-
trices nacionales a tal efecto en todo el
pais (8). En tercer lugar, el cultivo y anti-
biograma convencional en medio de
Lowenstein-Jensen y el método de las
proporciones no siempre funcionan bien
en el Perd, lo que torna necesario adoptar
otro método de referencia comparativo
que esté compuesto por menos pasos,
esté menos expuesto a la contaminacién y
obtenga los resultados con mayor rapi-
dez. Por tdltimo, el ensayo con sondas en
linea permitird detectar un nimero cada
vez mayor de enfermos de tuberculosis
multirresistente, dado que detecta el
complejo de M. tuberculosis y su resisten-
cia a la rifampicina y a la isoniazida direc-
tamente en el esputo (siempre que este
haya dado positivo en la baciloscopia) o
bien indirectamente, en el cultivo. El pro-
grama nacional contra la tuberculosis
tiene que garantizar que el suministro de
medicamentos satisfaga la demanda cre-
ciente a fin de evitar el desabastecimiento
y la interrupcion del tratamiento.

En conclusidn, los resultados de este
estudio indican que el ensayo con sondas

—_
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en linea realizado con el propésito de
detectar la farmacorresistencia es apro-
piado para el uso en condiciones de pro-
grama, por lo que estd justificado ampliar
su cobertura en el Pert y vincularlo a los
esquemas estandarizados de tratamiento
antituberculoso. Estos esquemas estan-
darizados quiza deban modificarse a fin
de ofrecer un tratamiento mas individua-
lizado guiado por los resultados del
cultivo y antibiograma.
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ABSTRACT

Use and evaluation of a
line probe assay in
patients with tuberculosis
in Peru: 2011-2013

Key words

Objective. To determine the use and performance of a line probe assay (LPA) com-
pared with conventional culture and drug sensitivity testing (CDST) in patients regis-
tered with tuberculosis (TB) under routine program conditions in Peru in 2011-2013.
Methods. This was a descriptive, operational research, cross-sectional study of sputum
specimens from patients with smear-positive pulmonary TB and mycobacterial
cultures from patients with smear-negative or positive TB. Drug resistance to rifampi-
cin and/or isoniazid detected by LPA was compared to CDST. Sensitivity, specificity,
and predictive values were calculated and reliability for detecting drug resistance was
assessed through kappa coefficient, with values 0.61-0.80 showing substantial correla-
tion, and 0.81 or above showing almost-perfect correlation.

Results. In 2011-2013, there were 16 169 LPA tests performed, with the proportion of
TB patients receiving the test increasing from 3.2% to 30.2%. In all, 2 905 LPA test
results were compared to CDST. For LPA in sputum specimens, sensitivity for rifam-
picin was 92%; isoniazid, 94%; and MDR-TB, 88%; while specificity for rifampicin was
92%; isoniazid, 92%; and MDR-TB, 95%. For LPA in mycobacterial cultures, sensitivity
for rifampicin was 95%; isoniazid, 96%; and MDR-TB, 90%; while specificity for rifam-
picin was 85%; isoniazid, 91%; and MDR-TB, 94%. Kappa coefficients were at 0.81 or
above for all comparisons of LPA with CDST using sputum specimens and cultures,
except for isoniazid in cultures, which was at 0.79.

Conclusions. This study suggests that LPA is a reliable and rapid screening test for
drug-resistant TB and should be considered suitable for routine use and scale up in
Peru.

Mycobacterium tuberculosis; tuberculosis; tuberculosis, multidrug-resistant; molecular
probes; molecular probe techniques; operations research; Peru.
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