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La prueba de sonda lineal Genotype MTBDRplus es un ensayo molecular que permite
detectar Mycobacterium tuberculosis y su resistencia a rifampicina e isoniacida a partir de
muestras de esputoy cultivoen3a5dias. Suuso esta aprobado porla Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) para el diagnéstico rapido de tuberculosis multidrogorresistente (TB-
MDR), por ello, los investigadores del Instituto Nacional de Salud (INS) llevaron a cabo su
validacion e implementacion en el Laboratorio de Referencia Nacional de Micobacterias
(LRNM) en 2010. Basados en estos hallazgos, la prueba molecular se incluyé en la
Norma Técnica Nacional de TB en 2013 como un procedimiento de tamizaje para la
deteccion de TB-MDR. En ese sentido, la implementacion del Genotype MTBDRplus nos
ha permitido cubrir cada vez mas la demanda del diagndstico de TB-MDR, aumentando
la cobertura diagndstica del 5 al 60% en 2011 y 2015, respectivamente. Asi también, el
Genotype MTBDRplus se ha descentralizado a dos laboratorios del Centro de Excelencia
Contra la Tuberculosis, y para el 2016 se ha programado la transferencia tecnolégica al
Laboratorio de Referencia DISA Il Lima Sur sede Magdalena.

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) junto con el VIH son dos de
las principales causas de muerte a nivel mundial.
En 2014, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) estimd 1,5 millones de muertes por TBy 9,6
millones de casos nuevos. De este ultimo, solo se
reportaron 6 millones de casos a la OMS, es decir,
menos de dos tercios (63%) de los 9,6 millones
de casos que se habian estimado(. Esto significa
que el 37% de casos nuevos no se diagnostican
o simplemente no se reportan, probablemente
porque en la mayoria de los escenarios la atencion
en el primer nivel se desconoce!". De igual forma,
para la TB multidrogorresistente (TB-MDR: TB
con resistencia simultanea a isoniacida [INH] y
rifampicina [RIF]), se estimo para el 2014, 190 000
muertes y 3,3% de casos nuevos, adicionalmente,
20% de los casos previamente tratados.

Asi también, en 2014, el 58% de los pacientes
previamente tratados y el 12% de los casos nuevos
tuvieron acceso a pruebas de susceptibilidad
a farmacos'?, panorama que mejoré respecto

a lo acontecido en el 2013, donde solo el
17% de los pacientes previamente tratados,
y el 8,5% de casos nuevos tuvieron acceso a
pruebas de susceptibilidad a farmacos!'?. Esta
relevante mejora se debe principalmente a la
implementacion de pruebas moleculares rapidas
en los laboratorios de TB a nivel mundial®?).

Peru, en 2014, notific6 un total de 30 008
casos de TB con una incidencia de 120 por
cada 100 000 habitantes”. De los 30 008
casos, 27 375 (91%) correspondieron a casos
nuevos y 2633 (9%) a recaidas. De los casos
nuevos, 17 823 (65%) fueron confirmados por
bacteriologia, 4204 (15%) clinicamente y 5348
(20%) fueron extrapulmonares. Respecto a las
recaidas, 2128 (80%) fueron confirmados por
bacteriologia, 366 (14%) clinicamente y 139 (6%)
fueron extrapulmonares!*4. Por consiguiente,
para reducir estas altas cifras de enfermos por
TB en todas sus formas, es de vital importancia el
manejo de los componentes clave para el control
de la TB, en especial el diagndstico temprano y el
tratamiento oportuno®.
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EL DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS
EN EL LABORATORIO DE REFERENCIA
NACIONAL DE MICOBACTERIAS DEL
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

Perd es uno de los paises del continente
americano con una alta carga de TB-MDR y TB
extremadamente resistente (XDR). Hasta el
2010, el diagnostico de la TB-MDR se realizaba
por métodos relativamente rapidos, el método
colorimétrico Griess proporcionaba resultados
positivos en 10 dias®”y el método de observacién
directa (MODS; método rapido en medio liquido)
en 7 dias®; ademas de diagnosticar la TB, estos
dos métodos también podian determinar la
resistencia a INH y RIF. A pesar de su bajo costo y
que presentan buenos resultados bajo condiciones
bien controladas, no dejan de ser pruebas de
cultivo, por lo que se exponen a altos indices
de contaminacion, y su utilizacion es limitada,
sobre todo en lugares donde el transporte de
muestras cumple un rol importante. Finalmente,
para diagnosticar TB-XDR se utiliza el método de
cultivo de proporciones agar en placa (APP), que

1400 1

Métodos rapidos Griess, MODS y APP

evalua la resistencia a 11 drogas, incluidas 5 de
primera linea y 6 de segunda linea en un periodo
de 90 dias®9,

Como se puede observar, en las figuras 1y 2,
hasta el afio 2010, la deteccion de casos de TB-
MDR, TB-XDR y TB-monorresistente a RIF e INH
estaba estabilizandose utilizando los métodos
rapidos Griess y MODS, asi como el método
APP para la confirmacién del patron completo
de resistencia; sin embargo, con el ingreso de
la prueba Genotype MTBDRplus en el 2011, se
incrementd la deteccién de casos nuevos en
menos tiempo.

EXPERIENCIA DEL PROCESO DE
IMPLEMENTACION DE LA PRUEBA DE
ENSAYO LINEAL-GENOTYPE MTBDRPLUS

Los objetivos estratégicos del INS son Ila
incorporacion, desarrollo y promocién de nuevas
tecnologias para la investigacion y produccion
de productos estratégicos para la salud, y el
desarrollo y transferencia de tecnologias acorde a

. Genotype MTBDRplus*
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Figura 1. Casos de tuberculosis TB-MDR y TB-XDR, Instituto Nacional de Salud, Peru, 2000-2014.
(*) Genotype MTBDRplus solo para deteccién de casos de TB-MDR
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Figura 2. Casos de tuberculosis resistente a isoniacida (monorresistente-INH) y rifampicina
(monorresistente-RIF), Instituto Nacional de Salud, Perud, 2008-2014

las necesidades de la poblacion. En este sentido,
cuando hablamos de la TB, uno de los principales
problemas en el ambito nacional es el aumento
de los casos de TB-MDR. Frente a este problema,
el INS a través del Laboratorio de Referencia
Nacional de Micobacterias (LRNM), comenzo
a investigar en el 2008 todas las pruebas para
el diagnostico de TB-MDR, sobre todo los
recomendados por la OMS™. Como resultado de
esta busqueda propusieron la implementacion de
la prueba molecular Genotype MTBDRplus, un
ensayo de sonda lineal que permite confirmar el
diagnostico de Mycobacterium tuberculosis (MTB)
en muestras de esputo y cultivo, ademas de su
resistencia a RIF e INH en 3 a 5 dias®9.

Para laimplementacion del Genotype MTBDRplus
en el LRNM-INS fue importante la intervencion y
el apoyo de la Estrategia Nacional de Prevencion
y Control de la Tuberculosis (ESNPCT), quien
comenz6 en 2009 las coordinaciones con los
especialistas extranjeros para la transferencia
de esta metodologia, la adecuacion de la

infraestructura del laboratorio y la adquisicion de
equipos que serian necesarios para realizar este
ensayo. Seguidamente, se capacité al personal
profesional y técnico que asumiria la puesta
en marcha de la prueba molecular rapida, y a
mediados del 2010 se llevé a cabo la validacion
del ensayo de sonda lineal Genotype MTBDRplus
en condiciones bien controladas, obteniéndose
una sensibilidad de 95,2 y 96,9% para deteccion
de TB-MDR en muestras de esputo y cultivo,
respectivamente!’. Con estos resultados, en
2011, la prueba molecular se puso al servicio
de la poblacion en general. Finalmente, en 2013
en coordinacion con la ESNPCT se logré incluir
el Genotype MTBDRplus en la Norma Técnica
de Salud (NTS) para la Atencién Integral de las
Personas afectadas por Tuberculosis®, donde se
normo que todo paciente con TB tiene derecho a
acceder a una prueba rapida y que el Genotype
sirva como una prueba de tamizaje para la
deteccion de TB-MDR, para posteriormente
conocer el patrén completo de resistencia por el
método de susceptibilidad a drogas de primera y
segunda linea (APP).
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La implementacion de esta prueba conllevé a
procesos muy importantes para la institucion.
Aunque se tuvo que asumir algunos desafios, se
pudo llevar a cabo la puesta en marcha del ensayo.
Un reto importante fue que el ensayo molecular
requeria de unainfraestructura adecuada, es decir,
un laboratorio de alto riesgo (nivel Ill) donde se
pueda manipular muestras infectadas con MTB, lo
cual se pudo conseguir adaptando el LRNM-INS.
Por otro lado, adquirir esta metodologia no solo
era una gran oportunidad para el laboratorio sino
también para el pais, ya que era la primera vez
que se trabajaria con una metodologia molecular
rapida (3 a 5 dias para obtener el resultado)
para el diagndstico de TB-MDR a nivel nacional.
En general, la implementacion del Genotype
se realiz6 gracias al esfuerzo y compromiso
de los integrantes del LRNM, directivos del
INS e integrantes de la ESNPCT, donde cada
uno de ellos pudo intervenir en la operatividad
técnica especializada, acondicionamiento del
laboratorio, adquisicion de equipos, gestion para
la introduccién en la NTS, asi como busqueda de
financiamiento para la sostenibilidad de la prueba.

En 2015, la implementacion del ensayo de sonda
lineal Genotype MTBDRplus en el LRNM-INS fue
reconocida como una Buena Practica de Gestion
Publica para el control de la TB-MDR en el Peru
por la organizacién sin fines de lucro “Ciudadanos
al Dia”. De la misma forma esta experiencia fue
ganadora a nivel gerencial en el Xl Encuentro
Nacional de Experiencias en Mejoramiento de la
Calidad en Salud 2015 organizado por el MINSA.

LAPRUEBADESONDALINEALGENOTYPE
MTBDRPLUS EN LA ACTUALIDAD

La prueba de sonda lineal Genotype MTBDRplus
se implementd en el LRNM-INS en 2011, y desde
entonces se viene realizando con regularidad.
Esta prueba se puede realizar a partir de muestras
de esputo de pacientes con baciloscopia positiva,
y a partir de aislados de cultivos en medios
sélidos y liquidos. Con la implementacion del
Genotype se ha podido cubrir cada vez mas la
demanda del diagndstico de TB, es asi que desde
el 2011 hasta el 2015, la cobertura del diagndstico
se ha incrementado de 5 al 60% (Figura 3). Asi
mismo, la cobertura de la prueba Genotype a
partir de muestras de esputo de pacientes con

baciloscopia positiva, se ha incrementado de 3%
en el afio 2011 hasta 46% en el 2015 (Figura 4).

Por otro lado, varias ventajas para el control de la
TB se han obtenido con la implementaciéon de la
prueba Genotype en el LRNM-INS. Primero, el
tiempo de emision de resultados de un paciente
con TB-MDR, se ha reducido de 90 a 5 dias, dado
que los resultados se emiten a través del NETI@b.
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Figura 3. Total de pacientes con diagnéstico de TB en
Pert y numero total de pruebas Genotype MTBDRplus
realizadas entre 2011-2015
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Figura 4. Total de pacientes con TB con baciloscopia positiva
en Peru y total de pruebas Genotype MTBDRplus realizadas
a partir de muestras de esputo en el Instituto Nacional de
Salud, Peru, 2011-2015. (*) Datos tomados del afio 2014,
ya que no se cuenta con informacion de 2015.
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Segundo, la amplificacion de la resistencia de MTB
ahora se detecta de una manera mas rapiday activa.
Finalmente, genera otros beneficios como el ahorro
en costos al estado por el tratamiento de pacientes
que pudieron haberse contagiado, el mejoramiento
de lainfraestructura de los laboratorios, la adquisicion
de equipos de ultima generacioén y el reforzamiento
de las capacidades del recurso humano mediante
capacitaciones en pruebas moleculares.

Asi también, con el objetivo de que todo paciente
con TB tenga acceso a una prueba rapida de
deteccion de TB-MDR (como se describe en la
Norma técnica Nacional de TB), a finales del
2013 se comenzd con el proceso de transferencia
tecnoldgica del Genotype MTBDRplus a los dos
laboratorios de TB de los Centros de Excelencia
Contra la Tuberculosis (CENEX-TB) ubicados en los
hospitales Maria Auxiliadora e Hipdlito Unanue. Este
proceso estuvo a cargo del LRNM-INS con la ayuda
de la ESNPCT, comenzo en el afio 2013 con el
diagnéstico situacional de los laboratorios, seguido
de la capacitacion del personal (afio 2014). A partir
de septiembre de 2015 esta prueba se realiza en
los dos laboratorios de TB de los CENEX-TB para
diagnosticar a los pacientes de su jurisdiccion.

PERSPECTIVAS

La NTS de la ESNPCT dispone que todas las
personas con diagnéstico de TB deben acceder
a una prueba rapida para detectar resistencia a
RIF e INH, ya sea por métodos moleculares o
fenotipicos. En ese sentido, se ha elaborado el
“Plan de expansion de pruebas rapidas para la
deteccion de TB-MDR en los laboratorios de la red
nacional de salud publica, 2016—-2020", este plan
contempla la descentralizacion e implementacion
de la prueba Genotype MTBDRplus en dos
laboratorios referenciales ubicados en Lima
Metropolitana (Laboratorio de Referencia DISA
Il Lima Sur sede Magdalena) y la selva peruana,
y la implementacion del MODS en 4 laboratorios
adicionales. Con la implementaciéon de estas
pruebas de laboratorio se espera cubrir al 100%
de pacientes diagnosticados con TB.

De la misma forma, para el 2016 se ha programado
la implementacion de la prueba de ensayo lineal
Genotype MTBDRsI|" en el LRNM-INS, la cual nos

permitira, ademas de diagnosticar a un paciente
con TB-XDR, identificar el complejo MTB (M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanus y M. Microti) y
detectar su resistencia a las fluoroquinolonas y a
los péptidos aminoglucésidos (y etambutol).

CONCLUSION

El diagndstico rapido y la identificacion de las
cepas multidrogo y extremadamente resistentes,
asi como el tratamiento oportuno de los pacientes
con estas formas de tuberculosis son claves
para el control de esta enfermedad. Por lo
tanto, el desarrollo e implementacion de nuevas
herramientas moleculares rapidas para la
deteccion de M. tuberculosis y su resistencia a las
drogas son requisitos indispensables para la lucha
contra la tuberculosis a nivel nacional y mundial.
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