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PFS: métodos SALUD
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Fenotipicos

» Permite detectar la resistencia a una droga sin considerar el
mecanismo o la base molecular ( cOmo se expresa).

Se inocula una suspension bacilar en un medio con farmacos
antituberculosis para detectar crecimiento (resistencia ) o inhibicion
de crecimiento(sensibilidad).

Genotipicos

* [dentifican mutaciones moleculares asociadas con resistencia a

una droga individual.

Framework for Implementing New Tuberculosis Diagnostics. World Health Organization. July 2010



PFS: métodos SALUD
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Métodos Fenotipicos

Tiempos de respuesta

Medio sélido o liquido: L.J.,BBL. Método de las Proporciones: 42 dias
MGIT: 4 a 13 dias.

*Directos: un grupo de medios cony sin |
droga es inoculado directamente a partir de
una muestra concentrada.

Indirectos: se realiza a partir de un cultivo puro que
crecio desde una muestra original.

Fenotipicos : proporciones, concentracion absoluta y tasa de resistencia

Framework for Implementing New Tuberculosis Diagnostics. World Health Organization. July 2010
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PFS de primera linea

La exactitud de las PFS varia con las drogas probadas

o Estados Estados
Afo # Round invitados participantes
Ags. Coah. Jal.
2010 1 N.L Hgo. S.LP. | A8 N'L'4S'L‘P' Ver
Ver (7) (4)
Ags. BC
(HGTijuana)
i , , 2011 2 |y c°ah'JChlih|'\| ) (HGTijﬁagrsm;)g.ihih.N.
PFS de primera linea: son mas omexJal. N.Ly, oo s.LP. Ver (7)
. _— Hgo. S.L.P. Ver
precisas para ISONIACIDA y (9)
RIFAMPICINA y menos seguras y Aes. BC (LESP Ags.BC (LESP
- .. exicali-
reproducibles para 2012 s |eonomiuana) | neTijuana) coah.
. . =S R chis. chih.
estreptomicina, etambutol y Edomex.ja. N.L. Edomon N.L S.LP.
.L.FP. Pue.
pirazinamida. (11) Pue.Ver (10)
HGTijuana) HGT:\'/:::xr:;?hC-oah
2013 4 |coah. Chis. Chih. - Jue :
Edomex.Jal. N.L. is. Chih. Edomex.
S.L.P. Pue.Ver N.L. S.L.P. Pue.Ver
L. ( pu ) 11)

Fuente: Base de datos LRN de Micobacterias, InDRE. 2012
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PFS de segunda linea: se estudio en el método de las

proporciones en medio sdélido y métodos liquidos comerciales.

Aminoglucésidos, polipéptidos y fluorquinolonas son
confiables y reproducibles permitiendo un diagnostico seguro
del paciente XDR.

El resto de las drogas ( etionamida, protionamida, cicloserina entre
otras) No son recomendadas como confiables y reproducibles.

Framework for Implementing New Tuberculosis Diagnostics. World Health Organization. July 2010
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Requisitos para la
implementacion

*Infraestructura
*Bioseguridad
Aseguramiento de la calidad
«Capacidad para adquirir experiencia

Amikacina, Kanamicina, Capreomicina Ao Nomerode - ccoms

y Ofloxacina.
2007 1 No
2008 15 No
2009 14 Si
2010 61 Si
2011 75 Si
2012 56 Si
2013 104 Si

Framework for Implementing New Tuberculosis Diagnostics. World Health Organization. July 2010



PFS caseras vs comerciales SALUD

SECRETARIA DE SALUD

Cultivos y PFS comerciales son mas caros que los no
comerciales (MGIT,INNO-LIPA y XPERT-MTBRIF)

*Cultivos y PFS no-comerciales son mas propensos a errores cuando
falta estandarizacion ( variaciones locales en la metodologia ).

La realizacion de estos métodos son dependientes del operador, de
las buenas técnicas microbioldgicas , y calidad asegurada y
sostenida por adecuado entrenamiento.

En ambos métodos debe haber rigurosos protocolos de
laboratorio, procedimientos operacionales estandarizados
mecanismos de conftrol de calidad internos.




PFS metodos no comerciales MODS SALUD

MODS ( Microscopic observation of drug susceptibility)
Ensayo de susceptibilidad a farmacos mediante observacion
microscopica

Principio

La inoculacion de una suspension bacilar en medio liquido con y sin droga (1 y R)

sequido de la examinacion con un microsScopio opt/co de luz invertida.
Puede ser directo o indirecto _

Tiempo de respuesta
5 a 21 dias
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MNR ( Método Nitrato Reductasa)
Principio
El M. tuberculosis reduce el NO; a NO, por accion de la enzima nitrato reductasa. La reaccion

bioquimica se evidencia colocando una mezcla reveladora que manifiesta viabilidad bacteriana

cambiando el color original a rosado.
Inoculacion de suspension bacilar en medio de LJ con KNO3 con y sin droga.

Tiempo de respuesta
Directo: 14 (21 028 dias)
Indirecto: 7 (10 o 14 dias)

23-Sep-10 1:14 p.m



PFS metodos no comerciales CRI SALUD
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CRI (Colorimetric redox indicator) Metodos colorimétricos

Principio

Se basa en la reduccion (viabilidad bacteriana) de un indicador coloreado agregado
al medio de cultivo liquido en una placa de microtitulacion despues de haber
expuesto in vitro a cepas M. tuberculosis a drogas anti tb. Prueba indirecta.

Alamar Azul rosa
REMA rosa
cristales purpuras

Tiempo de respuesta
7 a 14 dias




SALUD
Relacion PFS fenotipicas vs genotipicas

Cultivos convencionales y Pruebas de Farmacosensibilidad (PFS) son procesos
lentos. Requieren aislamiento de micobacterias a partir de muestras clinicas,
identificacion y PFS.

Se estima que mas del 90% de las cepas resistentes a R también lo son a |
(TB-MDR ).

La resistencia a farmacos en tuberculosis es un fenémeno natural, el
tratamiento inadecuado o inefectivo selecciona al mutante resistente.

La existencia de polirresistencia se deben a mutaciones en diferentes genes.
Diferentes regiones de varios genes.



Marcadores genéticos de resistencia a SALUD
Rifampicina

Rifampicina (R )

*El gen rpof3 codifica la sintesis de la subunidad 8 de la ARN polimerasa.
Los sitios mas frecuentes de mutacién en el gen rpof3 son en los codones
531,526 y 516. Los sitios menos frecuentes son en los codones 511,516, 518
y 522. En total puede haber hasta 50 sitios de mutacion.

La mutacion en el gen rpof3 se asocia a resistencia a R en M.tb.
*Es una de las resistencias mas comunes en algunas comunidades ( 95%).

*La R interfiere en la sintesis de ARN porque se une a la subunidad 8 de Ia
ARN polimerasa bloqueando el alargamiento de la cadena de ARN.

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013
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Marcadores geneticos de resistencia a SUD

Isoniacida
Isoniacida (1)

-La mutacién en el gen katG es el principal mecanismo de resistenciaal ( 50 a
90%).

» El gen katG codifica la sintesis de la enzima catalasa - peroxidasa.

El sitio mas comun es katG S315T.

La mutacién en el gen inhA es menos frecuente que la anterior (4 a 83% )
Resulta en un bajo nivel de resitencia a I.

*La | es un pro - farmaco que requiere la activacion por medio de las enzima
catalasa - peroxidasa del M.tb. Como farmaco ataca multiples blancos del M.
tb. Uno de ellos es la enzima InhA ( enoyl-ACP-reductasa) que participa en el
alargamiento de la cadena de acidos grasos en la sintesis de acido micdlico.

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013



Ensayos de amplificacion genética con deteccion automgtica )
semia utoma,tica SECRETARIA DE SALUD

PCR ( Polymerase chain:reaction )

1.Extraccion de los acidos nucleicos a partir de muestra o cultivo. Dependlendo el
umbral analitico'del metodo puede hacerlo de muestras-BK-(+)- o (-).

2. Amplificacion de la secuencia diana: sucesivos ciclos de desnaturalizacion y
naturalizacioén del ADN. La separacion de las cadenas permite que la Taq
polimerasa forme copias de la zona diana genetica en forma exponencial en
cada ciclo. También se puede amplificar por transcripcion inversa.

DING mi

3.Deteccidn de los fragmentos amplificados. En PCR caseras-el-fragmento
amplificado se observa en ungel de agarosa luego de una electroforesis
convencional. En las presentaciones comerciales- se pone de manifiesto de
manera automatizada, reaccion colorimetrica, quimioluminiscencia o emision de
fluorescenc:/a -
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Line Probe Assay (LIPAs)

Extraccion de ADN desde un aislado de M.tb ( cultivo en medio sdlido o

liquido) o muestra.

.......................... T “Tﬁ - ’("?‘l‘*m,:— = ——. 3 : e W
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PCR Multiplex ,amplificacion de la region que determina resistencia en el
gen bajo cuestion con primers biotilonados.

Hibridacion reversa los productos de PCR ( amplicén) son hibridizados
con sondas especificas de oligonucleétidos inmovilizadas en una tira de
nitrocelulosa desarrollando una reaccion de color permitiendo la
deteccion de CMTB asi como la presencia del tipo salvaje (sensible) y
de sondas para la mutaciones de resistencia.

Interpretacion dependiente del operador ( visual).

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multidrug resistant tuberculosis . WHO. 2008



Region de resistencia a Rifampicina del
~gen rpoéb

| rpoBWT2 | [ rpoBWT4 | | rpoBWT6 |
I rpoBWT1 | [ rpoBWT3 || rpoBWT5 | [ rpoBWT7 | rpoBWT8 |
505 1508509 51 | 1618514518 51 | 518 22 b B ses PR R B 53 s
|
I rpoB MUT2A (H526Y)
rpoBMUT1 (D516V) rpoBMUT2B (H526D)

rpoBMUT3 (S531L)

rpoB-Wildtype-probes: WT 1 to WT 8
rpoB-Mutation-probes: MUT D516V, H526Y, H526D, S531L

Deteccion de mutaciones por ausencia de sefales wildtype
Deteccion de mutaciones por presencia de sefiales de mutacion

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multidrug resistant tuberculosis . WHO. 2008



Ejemplos de interpretacion

Conjugate Control [CC]
Amplification Control (AC)
M. tuberculosis complex (TUB]

rpoB Locus Control

rpoB wild type probe 1 [rpoB WT1)
rpoB wild type probe 2 [rpoB WT2)
rpoB wild type probe 3 [rpoB8 WT3)
rpoB wild type probe 4 [rpoB WT4)
rpoB wild type probe 5 [rpoB8 WT5)
rpoB wild type probe 6 [rpoB WTé)
rpoB wild type probe 7 [rpoB WT7)
rpoB wild type probe 8 [rpoB WT8)
rpoB mutation probe 1 [rpoB MUT1]
rpoB mutation probe 2A (rpoB MUT2A]
rpel mutation prebe 2B (rpef MUT2E]
rpoB mutation probe 3 [rpoB MUT3)

katG Locus Control

katG wild type probe (katG WT]
katG mutation probe 1 (katG MUT1)
katG mutation probe 2 (katG MUT2)

inhA Locus Control

inhA wild type probe 1 [inhA WT1]
inhA wild type probe 2 [inhA WT2]
inhA mutation probe 1 [inhA MUT1]
inhA mutation probe 2 (inhA MUT2]
inhA mutation probe 3A (inhA MUT3A]
inhA mutation probe 3B [inhA MUT3B]
colored marker

Resistance

R+l

Conjugate Control (CC)
Amplification Control (AC)
M. tuberculosis complex [TUB)

rpoB Locus Control

rpoB wild type probe 1 [rpoB WT1)
rpoB wild type probe 2 (rpoB WT2)
rpoB wild type probe 3 [rpoB WT3)
rpoB wild type probe 4 [rpoB WT4)
rpoB wild type probe 5 (rpoB WT5)
rpoB wild type probe & [rpoB WTé)
rpoB wild type probe 7 [rpoB WT7)
rpoB wild type probe 8 (rpoB WT8)
rpoB mutation probe 1 [rpo8 MUT1)
rpoB mutation probe 2A (rpoB MUT2A)
rpe& mutatien prebs 2B [rpe& MUT2B)
rpoB mutation probe 3 [rpo8 MUT3)

katG Locus Control

katG wild type probe (katG WT)
katG mutation probe 1 [katG MUT1)
katG mutation probe 2 [katG MUT2]

inhA Locus Control

inhA wild type probe 1 [inhA WT1)
inhA wild type probe 2 linhA WT2)
inhA mutation probe 1 [inhA MUT1]
inhA mutation probe 2 [inhA MUT2]
inhA mutation probe 3A (inhA MUT3A)
inhA mutation probe 3B [inhA MUT3B)
colored marker

R = Rifampicin, | = Iseniazid

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multidrug resistant tuberculosis . WHO. 2008




Line Probe Assay (LIPAs)

Eur Respir J 2008; 32: 1165-1174
DOI: 10.1183/09031936.00061808
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GenoType MTBDR assays for the diagnosis
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of multidrug-resistant tuberculosis: Dro

ga

Sensibilidad

1C95%

Especificidad

1C95%

a meta-analysis

D.I. Ling*, A.A. Zwerling* and M. Pai**

implementation of rapid tests to screen patients at risk of drug-resistant TB. Curreftly.

ABSTRACT: The global extensively drug-resistant tuberculosis (TB) response pjan r§llbl|lﬂ€
, Two ling

Rifampicina

lacidd. |

98.10%

ooy s 30 Y0

and (

fealth, McGill

95.9 2 99.1%

78.6 a 89.8%

98.70%

99.50%

97.3 2 99.4%

97.5a99.9 %

probe assays exist, the INNO-LiPAxRif.TB assay (Innogenetics, Ghent, Belgiumy
GenoTypex MTBDR assay (Hain LifeScience GmbH, Nehren, Germany). While LiPA studies
have been reviewed, the accuracy of GenoType assays has not been sy y revi d

The present authors carried out a systematic review and used meta-analysis methods
appropriate for diagnostic accuracy. After the literature searches, 14 comparisons for rifampicin
and 15 comparisons for isoniazid were identified in 10 articles that used GenoType MTBDR
assays. Accuracy results were summarised in forest plots and pooled using bivariate random-
effects regression.

The pooled sensitivity (98.1%, 95% confidence interval (Cl) 95.9-99.1) and specificity (98.7%,
95% CIl 97.3-99.4) imates for rifampicin r ce were very high and consistent across all
subgroups, assay versions and specimen types. The accuracy for isoniazid was variable, with
lower sensitivity (84.3%, 95% Cl 76.6-89.8) and more inconsistent than specificity (99.5%, 95% CI
97.5-99.9).

GenoType MDTBR assays demonstrate excellent accuracy for rifampicin resistance, even when
used on clinical specimens. While specificity is excellent for isoniazid, sensitivity estimates were
modest and variable. Together with data from d 1stration proj , the t lysis provides
evidence for policy making and clinical practice.

KEYWORDS: Diagnostic accuracy, drug resistance,
tuberculosis, sensitivity and specificity, tuberculosis

line probe assay, multidrug-resistant
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El GenoType MDTBDR tiene una excelente exactitud para detectar resistencia

en Rifampicina (aislamientos y muestras clinicas) . Mientras que la

especificidad es excelente para Isoniacida, la sensibilidad encontrada fue

variable y modesta.
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Consideraciones para implementar (1)

*Recoleccion , almacenamiento y transporte de muestras
Debe cumplir con los mismo requisitos que el de una muestra para cultivo o PFS.

*Bioseguridad

Gabinete de Bioseguridad (GBS) para manejo del material biologico ( muestra:
digestion, descontaminacion y concentracion de la muestra previo a la extraccion de
ADN).

*Diseno del laboratorio
Precauciones extremas para reducir el riesgo de contaminacion cruzada. Considerar
cuartos para extraccion de ADN, preparacion de reactivos para PCR ( pre-
amplificacion), PCR e hibridacion , e interpretacion de resultados ( post amplificacion).
Definir un flujo de trabajo unidireccional, impieza meticulosa y acceso restr/ng/do
Suministro eléctrico permanente.

Comercial vs casero X )
A la fecha ningun LIPA casero ha sido correctamente validado por lo tanto no sé’ AR
recomienda su uso. ¢ el

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multi-drug resistan



Consideraciones para implementar (2) SALUD
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 Calidad de los reactivos y vida util
Se debe sequir las indicaciones del fabricante.
La vida media de Genotype MTBDR plus es de 18 meses.

*Equipo

GBS y centrifuga (muestra).

Termociclador, plataforma de agitacion, barfio Maria,microcentrifugas, y
consumibles entre otros.

Incubadoras y sistemas de hibridacion automaticas deben ser especificos.

*RRHH y entrenamiento

El éxito en la implementacion e interpretacion de LIPAS es altamente deperrdlente
de la habilidad del personal del laboratorio para realizar la prueba y la calidad r*e l
supervision. ot ' d
Se recomienda personal calificado con experiencia en biologia molecular que = e

pueda acceder a supervisiones ( remotas o in situ) &3

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multi-drug resistant tuberculosis (MDR-TB)
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Consideraciones finales

*Puede realizarse a partir de un aislamiento o muestra pulmonar BK

(+).
*El tiempo de emision de resultado es de 6 a hs a 2 dias.

No reemplaza al cultivo convencional ni a las PFS. El cultivo se
necesita para las muestras BK (-) y las PFS de segunda linea.

« Es una prueba cara ( inversion inicial alta) y necesita para su

implementacion un laboratorio con cierta infraestructura y personal
calificado.

Molecular Line Probe Assays for rapid screening of patients at risk of multi-drug resistant tuberculosis (MDR-TB)
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de segunda linea (1)

Fluorquinolonas ( FQs)

» Los genes gyrA y gyrB codifican las sub-unidades A y B de la enzima ADN
girasa .

» La mutacioén del gen gyrA es mas comun que la del gyrB .

*La frecuencia de estas mutaciones en las cepas de M. tb resistentes a
fluorquinolonas estan presentes en un rango de 43 a 94%.

*En el M.tb las FQs actuan en la enzima ADN girasa inihibiendo la sintesis de
ADN.

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013



Marcadores genéticos de resistencia a SALUD
farmacos de segunda linea (2)

Aminoglucosidos
Kanamicina (Km) Amikacina (Am)

El gen rrs codifica al 16S rARN que participan en la sintesis de proteina.

La Km y la Am son aminoglucosidos que inhiben la sintesis de proteinas,
y el sitio de accion para ambos son en el 16S rARN.

*Mutaciones asociadas en el genrrs y en el genrpsL.| Estreptomicina (S)
*El gen rpsL codifica la proteina S12.

«La mutacion en el gen rpsL representa aproximadamente el 50% de Ia
resistencia a S y la mutacion en el gen rrs el 20%.

S inhibe la sintesis proteica en el M.tb por union a la subunidad 30S
ribosomal ( especificamente en las proteinas S12y 16S rARN ) resultando
en una mala lectura del mARN durante la traduccién.

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013
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de segunda linea (3 )

Capreomicina (Cm)

*El gen rrs codifica al 16S rARN que participan en la sintesis de
proteina.

La Cm inhiben la sintesis de proteinas actuando en 16S rARN y 23S
rARN .

-Las mutaciones en el16S rARN (gen rrs) son asociadas con resistencia
a Km, Am y Cm, mientras la mutacion en el gen tlyA es asociada con
resistenciaa Cm.

*Existen frecuencias variables de resistencia cruzada entre Km, Am y
Cm dependiendo de los sitios de mutacioén.

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013



Marcadores genéticos de resistencia a farmacos‘\de D
segunda linea (3 )

Etambutol

*El gen embB codifica la enzima arabinosiltransferasa.

La frecuencia de mutacion en el gen embB en las cepas de M.tb

resistente se presenta entre un 47 a 65%. Pero una proporcion importante
de cepas de M.tb resistentes no tienen la mutacion en ese gen, faltando

aun identificar donde se encuentra.

*El E inhibe la biosintesis de la pared celular en M.tb al actuar en la
enzima arabinosiltransferasa que participa en la polimerizacion de
arabinana, arabinogalactana y lipoarabinomanana.

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013



Marcadores genéticos de resistencia a farmacos‘\de D
segunda linea

» Presentan sensibilidad moderada para la deteccion de FQs e inyectables a 2L y
especificidad alta.

L 0s valores de sensibilidad fueron heterogeneos para deteccion de Km en los
estudios revisados ( ensayo insuficiente).

L a resistencia cruzada entre los inyectables de segunda linea es incompleta, el
Genotype MTBDRsI no debe ser usado para identificar farmacos individuales para el
tratamiento.

Se necesita entender mas la discordancia que puede haber entre estas pruebas y las
fenotipicas

El Genotype MTBDRsI no reemplaza a las PFS 2L fenétipicas
convencionales.

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013
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MTB y Resistencia a Rifampicina (1)

-Prueba molecular automética para la deteccionfde. Mycobacterium

4. Transfer 2mi
tuberculosis (M.tb) y resistencia a Rifampicina b carliidge.

2. Shake then stand 10 minutes

La pruebq s unPCR semianidado a tiempo real que amp una
secuenc:aréspecmca del gen rpoB. Para ello, usa 5 sonda

compl tarias que se traslapan’?a la regién que determ%a res:stenc:a.

E 3. Shake then stand
-Se realiza-en-una platafor 2 de Prueb : que-integra. la lisis

bac ana; e mnln dn y amplificacién de aci
deteccion del amplicon.

*Requiere minimas medidas de biosegurida




PCR semianidado a tiempo real para deteccion-de YD
MTB y Resistencia a Rifampicina (2)

L1

Sputum liquefaction
and inactivation with
2:1 sample reagent

o e I o | o

Sample Ultrasonic lysis DNA molecules Seminested
automatically of filter-captured mixed with dry g real-time
filtered and organisms to PCR reagents amplification
washed release DNA and detection

in integrated
reaction tube

©

Printable
test result

Transfer of
2 mi material
into test cartridge

MTB/RIF

g

Cartridge inserted into
MTB-RIF test platform
{end of hands-on work}

Time to result, 1 hour 45 minutes

Figure Z. Assay Procedure for the MTB/RIF Test.

Two volumes of sample treatment reagent are added to each volume of sputum. The mixture is shaken, incubated at room temperature
for 15 minutes, and shaken again. Next, a sample of 2 to 3 ml is transferred to the test cartridge, which is then loaded into the instru-
ment. All subsequent steps occur automatically. The user is provided with a printable test result, such as “MTB detected: RIF resistance
not detected.” PCR denotes polymerase chain reaction.
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{ Test and Analyte Resuit

Assay Name iMTB—RIF PEO Assayv.1 Version MNA
Test Result | MTB NOT DETECTED
Analyte Ct EndPt Analyte Result Probe
MName Check
Result ;
Probhe D 0.0 -5.0 NEG PASS
FProbe C 0.0 -7.0 NEG PASS 2
Probe E 0.0 -9.0 NEG PASS ||
Probe B 0.0 -11.0 NEG PASS
SEC 28.8 238.0 PASS PASS
Probe A 0.0 -5.0 NEG PASS
1
| Legend |
s [v] || Probe D; Primary |~
: [v] | | Probe C; Primary
© (] Probe E; Primary
e 2007 [v] || Probe B; Primary
3 ! [v] SPC; Primary
g [v] Probe A; Primary
Z 1007
s —— ¢ — = + e =
10 20 30 40
Cycles
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: [ Test and Analyte Resuit : jes

Assay Name [MTB-RIF FPEO Assayv.1 Version

e

Analyte Ct EndPt Analyte Result Probe

: Name Check

Result

Probe D 19.3 2280 POS

Probe C 17.6 302.0 POS

FProbe E 18.8 149.0 POS

Probe B 19.4 168.0 POS
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BACKGROUMND
Global control of tuberculosis is hampered by slow, insensitive diagnosrtic methods,
particularly for the derecrion of drug-resistant forms and in patients with human im-
munodeficiency virus infection. Early detecrion is essenrtial to reduce the death rate
and interrupt transmission, but the complexity and infrastructure needs of sensitive
methods Iimit their accessibility and effect.

METHODS
We assessed the perforimance of Xpert MTB/RIFEF an automated molecular test for
Mycobacteriumn tuberculosis (MTHR) and resistance to rifampin (RIF), wirth fuilly intescrared
sample processing in 1730 partients with suspected drug-semnsitive or mulridrugresis—
tant pulmonary tuberculosis. Eligible patients in Peru, Azerbaijan, Southh Africa, and
India provided three sputum specimens each. THhwo specimens were processed with
N—-—acetyl-I.—cysteine and sodium hydroxide before microscopy, solid and liguid culture,
and the MTB/RIF test, and one specimen vwas used for direct testing with micros—
copy and the MTB/RIF test.

RESULTS
Among culture-positive patients, a single, direct MEB/RIY test idenrtified 551 of 561
Ppatients with smear-positive tuberculosis (98.2%9%) and 124 of 171 with smear-nega-—
tive tuberculosis (72.5%). The test vwas specific in 604 of 609 partients without tu-
berculosis (99.2%). Among patients with smear-negative, culture-positive tubercu-
losis, the addition of a second MTB/RIF test increased sensitivity by 12.6 percentage
points and a third by 5.1 percentage points, to a total of 90.2%. As compared with
pPhenotypic drug-susceptibility testing, MTB/RIF testing correctly idenrtified 200 of
205 patients (97.6%) with rifampin-resistaint bacteria and 504 of 514 (98.1%) with
rifampin-sensitive bacteria. Sequencing resolved all but two cases in favor of the
MTITB/RIF assay-

CONCLUSIONS

The MTB/RIF test provided semsitive detection of tuberculosis and rifampin resis-—
tance directly from untreated sputurrn in less thhan 2 hours with minimal hands-on
time. (Funded by the Foundartion for Innovative New Diagnostics.)
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Table 2. Overall Sensitivity and Specificity of the MTB/RIF Test, According to the Number of Tests per Patient,
as Compared with Three Smears and Four Cultures.

Sensitivity Specificity

Smear-Positive Smear-Negative
All Culture-Positive and Culture-Positive and Culture-Positive

Site and No. of Tests

No Tuberculosis

Site

Lima, Peru
Correct — no./total no. (256)
9526i=1

Baku, Azerbaijan
Correct — no./total no. (2%)
9526 1

Cape Town, South Africa
Correct — no._/total no. (25)
o525 i

Durban, South Africa
CJdrrect — no./total no. (2%)
95256 1

Mumbai, India
Correct — no./total no. (26)
9526 Ci

No. of MTB/RIF tests
3 Samples (2 pellet and 1 direct)

Correct — no. /total no. (246)
S596- 1

2 Samples (1 pellet and 1 direct)
Correct — no./total no. (26)
o526 Ci

1 Sample (direct)
Correct — no._/total no. (2%)

9596 i —

209/211 (92.1)
26.6—99.7

1447149 (96.6)
S2.4-98.6

1427148 (95.9)
21.4-98.1

43/45 (95.6)
85.2-98.8

185/188 (98.4)

95.4-99.5

723/741 (97.6)
96.2-98.5

142371482 (96.0)

294.6—-97.1

675/732 (92.2)
90.0—93.9

1997199 (100)
©98.1—-100.0

80/30 (100.0)
95 .4-100.0

95 /96 (299.0)
24.3-99.8

30/30 (100.0)
88.6—100.0

162/162 (100.0)

99.7—-100.0

566/567 (99.8)
99.0—-100.0

112771134 (99.4)

98.6—99.7

551 /561 (98.2)
96.8-935.0

10712 (83.3)
55.2-95.3

64/69 (92.8)
84.1-96.9

47752 (90.4)
79.4-95.8

13/15 (86.7)
62.1—96.3

23/26 (88.5)
71.0—96.0
157/174 (90.2)

84.9—93.8

296/348 (85.1)
79.7—89.2

1247171 (72.5)
GBS e

102/102 (100)
96.4—-100.0

68/70 (97.1)
90.2-99.2

186/189 (98.4)
95.4-99.5

213/219 (97.3)
04.2-98.7

35/36 (97.2)
85.8-99.5
604/616 (98.1)

96.6—98.9

1215/1232 (98.6)
97.5-99.2

604/609 (99.2)
o98.1-99.6

* Site-specific performance is shown for three MTB/RIF test results per patient (two pellet samples plus one direct sam-

ple). The sensitivity of the test did not differ significantly between patients who were suspected of having pulmonary tu
berculosis and those suspected of having multidrug-resistant tuberculosis (P—0.96). (For details, see Table 3 in the
Supplementary Appendix.) Of 105 patients with culture-negative samples who were treated for tuberculosis on the ba-
sis of clinical symptoms, 29.326 had positive results on the MTB/RIF test (data not shown), but no further analysis was
done during this study.

i The denominator for patients with two tests includes two observations per patient. The first observation is a combina-
tion of the first sputum sample (pellet) and third sputum sample (direct). The second observation is a combination of
the second sputum sample (pellet) and the third sputum sample (direct). The calculation of the confidence interval
(Cl) accounts for within-patient correlation and the use of the third sputum sample two times.
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Table 3. Sensitivity and Specificity of the MTB/RIF Test for the Detection of Rifampin and Multidrug Resistance, as Compared
with Phenotypic Drug-Susceptibility Testing Alone and in Combination with Sequencing of Discrepant Cases, According to Site.*

Phenotypic Drug-Susceptibility Testing

Site and Total Phenotypic Drug-Susceptibility TestingT and Discrepant Resolution by Sequencingy
Sensitivity for Specificity for Sensitivity for Specificity for
Rifampin Resistance  Rifampin Resistance  Rifampin Resistance  Rifampin Resistance
Lima, Peru — no./total no. (%) 16/16 (100.0) 190/193 (98.4) 19/19 (100.0) 190/190 (100.0)
Baku, Azerbaijan — no./total no. (%) 47]49 (95.9) 90/94 (95.7) 51/52 (98.1) 90/90 (100.0)
Cape Town, South Africa— no./total no. (%) 15/16 (93.8) 126/126 (100.0) 15/15 (100.0) 126/126 (100.0)
Durban, South Africa— no./total no. (%) 3/3 (100.0) 38/38 (100.0) 3/3 (100.0) 38/38 (100.0)
Mumbai, India — no./total no. (%) 119/121 (98.3) 61/64 (95.3) 121/122 (99.2) 62/62 (100.0)
Total for rifampin resistance
Correct — no./total no. (%) 2007205 (97.6) 505/515 (98.1) 209/211 (99.1) 506/506 (100.0)
95% Cl — % _—— 94.4-99.0 96.5-98.9 56.6-99.7 99.2-100.0

Total for multidrug resistance
Correct — no. Jtotal no. (%) 195/200 (97.5) 197/199 (99.0)
95% Cl — % 94.3-98.9 96.4-99.7

* Multidrug resistance is defined as resistance to both rifampin and isoniazid. Of 723 culture-positive samples, 720 were analyzed for rifam-
pin resistance because results on the MTB/RIF test were indeterminate in 3 cases. During blinded sequencing of 15 discrepant samples,
rpoB mutations were identified in 9 samples that were rifampin-sensitive on phenotypic drug-susceptibility testing. A wild-type allele was
identified in 1 sample, which had been reported as resistant on phenotypic drug-susceptibility testing. Mixed infections were identified in
3 samples and were excluded from the analysis after discrepant resolution. In 2 samples, sequencing confirmed the phenotypic result: rpoB
mutation 516 GTC was detected in 1, and 531 TTG in the other.

 This is the reference standard for the comparison with the MTB/RIF test.
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*Prueba simple y segura.

*Tiempo de respuesta 100 .minutos.
-Entrenanbiénto del personal de 2 a 3 dias.
-Simpl_g'éf&éd en su realizacion

Tiempo manual breve
Lectura inequivoca

Nivel'desbioseqguridad igual al de una baciloscbpia ( no genera
aerosoles )

ieéntal necesaria
«Calibracion anual remota o en el lugar.
Suministro de cartuchos.
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*Sirven para descentralizar el manejo programatico de la
farmacorresistencia en tb.

*Ofrecen un diagnostico rapido.
*Pruebas estandarizadas.
«Tienen un potencial alto.

Algunos bajo nivel de bioseguridad.

Guidelines for clinical and operational Management of Drug-Resistant Tuberculosis. IUATLD. 2013



SECRETARIA DE SALUD



