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Resumen
Objetivo: evaluar y comparar dos métodos
moleculares rápidos utilizables en la detección
de pacientes con MTB-MRD. Material y Mé-
todos: realizamos un estudio experimental
para comparar la eficiencia de los métodos:
"rifoligotyping" e Inno-LIPA, utilizando como
"gold standard" el método de las proporciones
múltiples. La población de estudio fueron 41
aislamientos de pacientes con tuberculosis
MRD y 43 de pacientes con tuberculosis farma-
cosensible. Se amplificó por PCR un fragmen-
to del gen rpob utilizando un par de iniciadores
diferentes para cada método y posteriormente
se detectó mediante hibridización reversa en
membranas y tiras, la presencia de mutacio-
nes que confieren resistencia a rifampicina. Se
calculó la sensibilidad, la especificidad, el va-
lor predictivo de MRD  (VPMRD) y el valor
predictivo de fármaco sensibilidad (VPFS) para
cada una de las pruebas y se compararon en
términos de eficiencia. Resultados: las dos
metodologías fueron igualmente eficientes. Los

VPMRD fueron del 100% y los VPFS fueron
81.1% y 84.3%. La sensibilidad fue de 75.6%
y 80.5% respectivamente, y la especificidad fue
de 100% para ambos métodos. Conclusiones:
se pueden considerar los dos como posibles
métodos de elección para determinar rápida-
mente la presencia de tuberculosis MRD en
poblaciones de riesgo, facilitando la preven-
ción de la diseminación de estas cepas y
agilizando la prescripción de esquemas de
quimioterapias apropiados. La distribución de
las mutaciones demostró que se hace necesa-
rio diseñar otras membranas o tiras que con-
tengan las mutaciones más comunes, específi-
camente en las cepas colombianas, porque
cerca de 1/3 de los aislamientos colombianos
estudiados presentaron mutaciones que no fue-
ron identificadas por ninguno de los dos méto-
dos. Palabras clave: tuberculosis, multirre-
sistencia, susceptibilidad, rpoB, rifampicina.b
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Introducción
En la última década se ha observado, tanto en
Colombia como en el resto del mundo, que el
número de cepas de Mycobacterium tubercu-
losis farmacorresistentes ha incrementado
(1 ,2 ). Es así como en Colombia tenemos da-
tos de farmacorresistencia primaria tendientes
al aumento: 11.4% en 1987, 14.1% en 1992 y
15.6% en 1999 (3 ). Igualmente la multirresis-
tencia inicial entre los portadores del VIH es
mucho más alta que entre los VIH negativos
(9,8% Vs 5.0%) de Bogotá (3).

Los pacientes infectados con dichas cepas son
difíciles de curar y representan un sobrecosto
económico y social para la comunidad y los
programas de control (4 ), por lo tanto, desde
el punto de vista de salud pública, se hace
necesario detectarlos en estado temprano an-
tes de que diseminen estas cepas.

La detección de la tuberculosis multirresistente
(TB-MRD) por métodos tradicionales toma al-
rededor de 12 semanas, lo cual determina que
se hayan tratado de introducir metodologías
moleculares rápidas y precisas que sean apli-
cables a grupos de alto riesgo de infectarse
con estas cepas (5 ).

Existe una idea generalizada en el mundo de-
sarrollado, respecto a que las pruebas de sus-
ceptibilidad del Mycobacterium tuberculosis a
los fármacos podrían no ser necesarias en paí-
ses como Colombia, donde el diagnóstico de
la tuberculosis se basa en el examen micros-
cópico de las muestras de esputo sin aislamien-
to del bacilo por cultivo, y de que aunque fue-
sen funcionalmente importantes, resultan muy
costosas para ser practicables (4). Sin embar-
go, en nuestro criterio, la rápida expansión de
la farmacorresistencia es una voz de alerta que
nos llama a una acción inmediata para preve-
nir la real amenaza de una epidemia de tuber-
culosis polirresistente incurable. Un paso en tal
dirección, entre muchos de los que se hacen
necesarios, es la implementación de métodos
para la rápida detección de farmacorresistencia
en los nuevos casos de tuberculosis.

La rifampicina (RMP) es el bactericida más
importante en los esquemas antituberculosos,
frente a la cual se presentan tasas de muta-
ción espontánea muy bajas (6 ). Se ha demos-
trado que la resistencia a RMP rara vez se
encuentra sin asociarse con resistencia a otros
fármacos, especialmente a la isoniazida, y está
actualmente documentada su asociación cau-
sal con la pobre eficacia de la quimioterapia
(7 ), por lo cual hoy se acepta que la resisten-
cia a este fármaco puede predecir tanto TB-
MRD como fracaso del tratamiento (8 ).

La resistencia a RMP es causada principalmen-
te por mutaciones en un solo gen y por lo tanto
fácil de detectar. Casi en su totalidad (87-97%),
las cepas resistentes a RMP tienen mutacio-
nes en una pequeña región del gen rpoB, el
cual codifica para la RNA polimerasa. La ma-
yoría de estas mutaciones se encuentran con-
centradas en una región de 27 codones o sea
81 pares de bases, causando mutaciones pun-
tuales de sustitución de un solo aminoácido
(8,9 ).

Las mutaciones causantes de la farmacorresis-
tencia pueden ser detectadas, directa o indi-
rectamente, por diferentes técnicas molecu-
lares tales como: secuenciación, polimorfismo
conformacional de cadena sencilla (SSCP),
heterodúplex-PCR, y por las técnicas proba-
das en este estudio: Line Probe Assay (Inno-
LIPA) y "rifoligotyping" (PLH) (10 ).

Los dos métodos utilizados en este estudio se
basan en la hibridización reversa del producto
de amplificación biotinilado, a partir de la re-
gión determinante de resistencia a RMP (RDRR)
del gen rpoB, a una serie de oligonucleótidos
con secuencias tanto silvestres como mutantes,
fijados sobre una membrana o tira. Si la cepa
es silvestre dicho producto solo hibridizará con
los oligonucleótidos silvestres, mientras que si
contiene mutaciones dejará de hibridizar con
algún oligo silvestre y lo hará con su comple-
mentario en el respectivo oligo mutante (9). En
Inno-LIPA, se utilizan tiras de nitrocelulosa que
contienen cinco oligonucleótidos complementarios
a cadenas silvestres y cuatro complementarios a
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regiones con mutación puntual; los híbridos son
detectados colorimétricamente (11 ). El méto-
do "rifoligotyping" emplea una membrana con
seis oligonucleótidos silvestres y seis comple-
mentarios a diferentes mutaciones puntuales,
siendo la detección llevada a cabo por quimiolu-
miniscencia (10).

Nuestro estudio se realizó con el objetivo de
evaluar y comparar dos métodos moleculares
rápidos para la detección de M. tuberculosis
multirresistente y determinar su posible utili-
dad en nuestro medio.

Materiales y Métodos

Cepas

La población de estudio consistió en 41 aisla-
mientos de Mycobacterium tuberculosis prove-
nientes de pacientes colombianos con TB-MRD
y 43 de pacientes con tuberculosis farmaco-
sensible (RMP, isoniazida, estreptomicina,
etambutol y tioacetazona); para un total de 84
cepas colombianas.

Pruebas de susceptibilidad

Las cepas fueron cultivadas en medio de
Lowenstein- Jensen y se les determinó la sus-
ceptibilidad a RMP y demás fármacos por el
método de las proporciones múltiples de
Canetti y col (12 ) en el Laboratorio de
Micobacterias-Investigación, del Instituto Na-
cional de Salud de Bogotá, Colombia.

Extracción del DNA

Se realizó utilizando el método estándar des-
crito por el grupo de J. van Embden (10), usan-
do lisozyma, CTAB, extracción con cloroformo-
alcohol isoamilico y precipitación con
isopropanol. El DNA así obtenido fue dividido
en alícuotas y conservado a -20ºC hasta la eje-
cución de las dos técnicas moleculares estu-
diadas.

Inno-LIPA

Es una metodología que permite la detección
de resistencia a RMP y la comprobación de la
identidad como Mycobacterium tuberculosis,
gracias a la presencia de una sonda específica
para el complejo Mycobacterium tuberculosis,
la cual inicia 82 pb río arriba de la región de-
terminante de resistencia a RMP (RDRR) y
además las sondas de tipo silvestre (S1 al S5),
cubren la región relevante del gen (figura 1).
Cuando una mutación está presente será re-
velada por la falta de hibridización con una o
más de tales sondas, bajo las condiciones apli-
cadas. Dicha mutación particular puede ser evi-
denciada por la señal de hibridización con al-
guna de las cuatro sondas que tienen un cam-
bio puntual en la secuencia: sondas R1 al R4
(figura 1), detectando amplicones que presen-
ten: 516 A→V; 526 H→T; 526 H→A; 531 S→L
(13 ). Inicialmente se realizó una amplificación
PCR anidada con los iniciadores externos OP1
(5´-GAGAATTCGGTCGGCGAGCTGATCC-3´)
y OP2  (5´-GCAAGCTTGACCCGCGCG
TACACC-3´), mediante los cuales se obtiene
un fragmento de 395 pb, además se usaron
los iniciadores internos IP1 (5´-
GGTCGGCATGTCGCGGATGG-3´) e IP2 (5´-
GCACGTCGC GGACCTCCAGC-3´) los cua-
les estaban biotinilados en 5', con los que se
obtiene un fragmento de 256 pb biotinilado tam-
bién en 5´ (11). Posteriormente, una alícuota
del material amplificado (5-10 ml) fue desna-
turalizada e incubada con una tira Inno-LIPA y
la mezcla de hibridización. Los híbridos forma-
dos fueron revelados por un procedimiento
inmunoenzimático, que involucró el uso del
conjugado estreptavidina-fosfatasa alcalina
(11).

"rifoligotyping" (10)

Se utilizó una membrana (Biodyne-C) que con-
tiene los 12 oligonucleótidos que han sido uni-
dos covalentemente mediante el sistema
"miniblotter", los cuales se sintetizaron com-
plementarios a la secuencia nucleotídica. Los
6 oligonucleótidos silvestres se sobrelapan li-
geramente, cubriendo la región RDRR y los seis
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restantes contienen, cada uno, un oligonucleótido
complementario a una secuencia con la respec-
tiva mutación (10) (figura 1). La RDRR del gen
rpoB, entre los nucleótidos 1497 a 1653 (157pb)
es amplificada con un par de iniciadores TR10A
(5´-CGCCGCGATCAAGGAGT-3´) y TR11A (5´-
ACGTCGCGGACCTCCA-3´), éste último mar-
cado con biotina en 5´. Posteriormente se reali-
zó hibridización de 10 ml del producto de PCR
diluidos en 150ml del buffer SSPE 2X/
0.1%SDS. La membrana, con los oligonu-
cleótidos adheridos se hibridizó con el produc-
to de PCR diluido. La detección de señales de
hibridización se realizó con el conjugado
estreptavidina-peroxidasa. Finalmente la mem-
brana se incubó con reactivo de detección ECL-
Amersham (peróxido de hidrógeno y luminol) y
la señal quimioluminiscente fue detectada en
una película de rayos X (Hyperfilm Amersham)
(10).(figura 2).

Se calculó la sensibilidad, la especificidad, el
valor predictivo de MRD (VPMRD) y el valor
predictivo de farmacosensibilidad (VPFS), para
cada una de las metodologías evaluadas y se
compararon en términos de eficiencia, toman-
do como método de referencia la técnica de
las proporciones múltiples y usando para el
análisis tablas de contingencia.

La eficiencia se determinó como:
 # Resultados correctos / # total de resulta-
dos x 100 (14 )

Resultados
El presente estudio es una evaluación de dos
métodos moleculares en el que se utilizó como
prueba de oro o "gold standard" la técnica
fenotípica clásica de las proporciones múltiples
de Canetti y col (11) la cual, además de propor-
cionar el resultado de sensibilidad o resistencia,
da un resultado en porcentaje de resistencia a
RMP que permite la comparación con los demás
datos arrojados por los dos métodos evaluados.
Por lo tanto, la presente evaluación se pudo rea-
lizar discriminadamente para las diferentes cla-
ses de cepas: farmacosensibles, mono y
multirresistentes. (Tabla 1).

Todas las cepas amplificadas produjeron resul-
tados interpretables, tanto por Inno-LIPA, como
por "rifoligotyping", y en ambas metodologías, las
cepas silvestres produjeron señal de hibridización
exclusivamente frente a los oligonucleótidos sil-
vestres. (Tabla 1).

En Inno-LIPA, todas las cepas hibridizaron con la
sonda específica del complejo Mycobacterium
tuberculosis, confirmando así la identificación de
especie realizada.

La técnica Inno-LIPA clasificó como MRD a 33
de las 41 cepas MRD probadas, detectando la
mutación específica que dicha cepa tenía, en
21 de las mismas. (Tabla 2 y Tabla 3)

La metodología "rifoligotyping" determinó re-
sistencia para 31 de las 41 cepas MRD proba-
das, siendo capaz de especificar la mutación
en 23 de ellas. (Tabla 2 y Tabla 3). En las dos
metodologías se encontraron casos que pudie-
ron clasificarse como resistentes puesto que no
hibridizaron con alguno de los oligonucleótidos
silvestres y tampoco lo hicieron con ninguno de
los oligonucleótidos mutantes.(Tabla 1 y Tabla 3)

La metodología "rifoligotyping" fue capaz de
detectar 16.2% de cepas con presencia de más
de una mutación. (Tabla 3)

No se obtuvo amplificación en 10 de las mues-
tras, cuando se llevó a cabo la PCR para
"rifoligotyping"; lo cual ocurrió también en dos
de las muestras, en el caso del método Inno-
LIPA.

Los valores de sensibilidad, especificidad,
VPMRD, VPFS y eficiencia de las pruebas se
determinaron para cada una de las meto-
dologías evaluadas, así como sus intervalos
de confianza del 95%, y aparecen en la Tabla
2 separadamente.

Discusión
La resistencia a RMP en Mycobacterium tuber-
culosis está a menudo asociada con resisten-
cia a isoniazida y a otros fármacos antituber-
culosos (6) (Tabla 1), lo cual ha sugerido que

INÍRIDA M., ET. AL.
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COMPARACIÓN DE MÉTODOS MOLECULARES ÚTILES EN LA DETECCIÓN RÁPIDA DE MICOBACTERIUM TUBERCULOSIS MULTIRRESISTENTE (MTB-MRD)

Esquemas de los oligonucleótidos empleados en los dos métodos.
Verde=oligo silvestre,
Rosado=oligo mutante

FIGURA 1

Resultados de Autorradiografia del "rifoligotyping".
Señal blanca = hibridizacion con oligo silvestre o mutante.

FIGURA 2
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TABLA 1

S = sensible R = resistente 0 = sin dato MDR = multirresistente
MONOR = mono resistente Rifol = rifoligotyping  LIPA = InnoLIPA

Fenotipo de las cepas colombianas evaluadas por métodos moleculares

N° Cepa Tipo Fenotipo Rifol LiP A
%R S H Tb E

1 H37Rv S S
2 AGUA 0 0
3 203 RFLP MDR 50,0 R R R R R R
4 206 RFLP MDR 2,50 S S S S R R
5 89 VIH MDR 52,6 R R R R R R
6 204 RFLP MDR 100,0 R R S R R R
7 208 RFLP MDR 100,0 S R R R R R
8 207 RFLP MDR 100,0 R R R R R R
9 116 RFLP MDR 100,0 R R R S R R

10 198 RFLP MDR 48,0 S R R R 0 R
11 110 RFLP MDR 20,0 S R S R 0 S
12 111 RFLP MDR 2,40 R R S S R R
13 211 RFLP MDR 40,0 S R S S R R
14 202 RFLP MDR 100,0 R R S S 0 R
15 84 RFLP MDR 100,0 S R S R R S
16 209 RFLP MDR 100,0 R R S S R 0
17 129 RFLP MDR 85,0 R R S S R S
18 103 RFLP MDR 100,0 R R R R 0 R
19 199 RFLP MDR 40,0 R R S S R R
20 201 RFLP MDR 24,0 R R S R R R
21 74 RFLP MDR 91,7 R R S R R R
22 67 VIH MDR 67,0 S R S R R R
23 86 RFLP MDR 100,0 R R S S R R
24 65 VIH MDR 100,0 R R S S R R
25 3 DEL 98 S 0,0 S S S S 0 0
26 127 RFLP MDR 81,5 R R S R 0 R
27 78 VIH MONOR 71,0 S S S S 0 R
28 65 RFLP MDR 92,0 R R R S 0 R
29 10 VIH MDR 100,0 S R R R R S
30 20 VIH MDR 45,0 R R R S 0 S
31 106 RFLP MDR 76,2 R R R R R R
32 85 VIH MONOR 100,0 S S S S R S
33 205 RFLP MDR 20,0 R R S S R R
34 210 RFLP MDR 74,0 R R R S 0 R
35 64 RFLP MDR 2,3 R R S S R R
36 88 RFLP MDR 54,0 R R S S R R
37 214 RFLP MDR 10,0 S R R S R R
38 217 RFLP MDR 80,0 S R S S R R
39 79 RFLP MDR 100,0 R R S S R R
40 121 RFLP MDR 38,5 S R S R R R
41 59 VIH MONOR 100,0 S S S S R R
42 3 RFLP MDR 14,0 R R S R R S
43 213 RFLP MDR 60,0 R R R S R R

S = Estreptomicina H = Isoniazida Tb = Tioacetazon E = Etambutol
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la determinación de la resistencia a RMP jue-
ga un papel clave en la vigilancia de la TB-
MRD; a pesar de lo cual hasta la fecha, en
muchos países, los laboratorios solamente han
desempeñado papeles marginales en el pro-
grama de control. Para el futuro y a raíz del
incremento de la TB-MRD en el mundo, se hace
necesario mantener redes de laboratorios efi-
cientes capaces de detectar precózmente la
farmacorresistencia (3,4).

En países donde la salud pública es una priori-
dad se han tenido en cuenta desarrollos como
los que mostramos en este estudio (4), habien-
do podido identificar precózmente los casos de
TB-MRD, lo cual les significó ahorro en térmi-
nos económicos tan significativos como el que
con los recursos invertidos en examinar a los
20000 casos nuevos anuales, captando cerca
de 200 MRD, se hubiesen podido manejar en
la forma empírica, clásica de rutina, tan solo a
10 casos MRD, impidiendo además que du-
rante varios años continuaran esparciendo ba-
cilos multirresistentes en la comunidad (4).

Se ha reportado un elevado porcentaje de ce-
pas de Mycobacterium tuberculosis resistentes
a RMP (90-96%) que explican su resistencia
por mutaciones puntuales, pero también por
inserciones o deleciones dentro de la región
determinante de resistencia a RMP (RDRR)
ubicada entre los codones 511 a 533 del gen
rpoB, el cual codifica para la RNA polimerasa,
molécula blanco de dicho fármaco (8,15 ).
Figura 1.

Las dos técnicas evaluadas en el presente es-
tudio han sido diseñadas para detectar las
mutaciones puntuales frecuentemente repor-
tadas en la literatura: Inno-LIPA, a través de
sus cuatro sondas R, puede detectar cambios
nucleotídicos en las posiciones 516, 526 y 531
de la RDRR, mientras que "rifoligotyping" pue-
de adicionalmente hacerlo en las posiciones
514 y 529.

Tanto Inno-LIPA como "rifoligotyping" presen-
taron una especificidad del 100% que junto con
un elevado VPMRD y una buena eficiencia, las

Rifoligotyping InnoLiPA

  Mutación no determinada 25.9% 36.4%

  Mutación en codon 531 35.4% 42.4%

  Mutación en codon 526 9.7% 18.2%

  Mutación en codon 516 16.2%  3.0%

  Mezcla de mutaciones 12.9% ——-

 CEPAS PCR NEGATIVA 10 2

Distribución de las mutaciones

TABLA 3

COMPARACIÓN DE MÉTODOS MOLECULARES ÚTILES EN LA DETECCIÓN RÁPIDA DE MICOBACTERIUM TUBERCULOSIS MULTIRRESISTENTE (MTB-MRD)

Tablas de contingencia con los resultados de la evaluación
de las cepas multirresistentes y sensibles por cada uno de
los métodos moleculares: A=»rifoligotyping». B= InnoLIPA.

TABLA 2

SENSIBILIDAD = 80.5% (IC95% 64.6-90.6)
ESPECIFICIDAD= 100%  (IC95% 89.8-100.0)
VPMDR= 100%  (IC95% 87.0-100.0)
VPS= 84.3% (IC95% 70.9-92.5)
EFICIENCIA = 91% (IC95% 82.1-95.8)

PROPORCIONES
MÚLTIPLES

MDR MDR TOTAL
SI NO

+ 33 0 33

- 8 43 51

TOTAL 41 43 84

B
In

no
-L

IP
A

PROPORCIONES
MÚLTIPLES

MDR MDR TOTAL
SI NO

+ 31 0 31

- 10 43 53

TOTAL 41 43 84

A

R
ifo

lig
ot

yp
in

g

SENSIBILIDAD = 75.6% (IC95% 59.4-87.1)
ESPECIFICIDAD= 100%  (IC95% 89.8-100.0)
VPMDR= 100%  (IC95% 86.3-100.0)
VPS= 81.1% (IC95% 67.6-90.1)
EFICIENCIA = 88%    (IC95% 79.2-94.1)
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convierte en metodologías capaces de detec-
tar precozmente los pacientes con cepas MRD
y por tanto ser pruebas confirmatorias de TB-
MRD

La sensibilidad de las pruebas fue de 76% para
"rifoligotyping" y de 80% para Inno-LIPA, con
VPFS superiores al 80% para ambas técnicas.
Lo anterior sumado a la baja prevalencia de la
TB-MRD en la población general colombiana
(1,5%) (1,2), no las hace útiles como pruebas
de tamizaje en el estudio de MTB-MRD a
fármacos, sino como se dijo anteriormente,
confirmatorias para grupos de alto riesgo, pre-
viamente seleccionados.

Comparado con las proporciones múltiples, y
en general con los métodos fenotípicos de de-
tección de multirresistencia, los cuales requie-
ren algo mas de 12 semanas para arrojar un
resultado, la rapidez en la detección de MRD
es la principal ventaja de los dos métodos
moleculares evaluados.

Un diagnóstico rápido de la presencia de una
cepa MRD es importante, ya que las tasas de
morbimortalidad son muy altas, sobre todo en
pacientes seropositivos para VIH, lo cual hace
necesario instaurar un esquema de quimiote-
rapia temprano y agresivo, especialmente en
ellos (16 ).

Según nuestros hallazgos y por todas las razo-
nes anteriormente anotadas, tanto Inno-LIPA,
como "rifoligotyping" se constituirían en prue-
bas de elección para ser aplicadas a una po-
blación especial conformada por:

a) Pacientes tuberculosos que al tercer mes
de quimioterapia continúan con baciloscopia
positiva. (no existen estadísticas en Colom-
bia)

b) Pacientes tuberculosos con VIH positivo,
población que podría estar entre 1200 y
2400 personas/año (16).

c) Pacientes tuberculosos, que sean contac-
tos de pacientes con TB-MRD, que podrían

ser aproximadamente 200 a 800 personas/
año (17 ).

Por lo tanto si en Colombia estudiáramos unos
2000 pacientes/año de esta población selec-
cionada con alto riesgo de ser MRD, se podría
ahorrar el 90% de los recursos que se invier-
ten en el manejo de los pacientes con TB-MRD,
cuando se tratan empíricamente.

Por otra parte, un hallazgo llamativo fue el
haber encontrado que cerca de 1/3 de los ais-
lamientos colombianos estudiados presentaron
mutaciones que no pudieron ser identificadas
por ninguno de los dos métodos; 25.9% con
"rifoligotyping" y 36.4% con Inno-LIPA (Tabla
3) , entre los cuales el 16.2% de las cepas co-
incidieron en los dos métodos, esto sugiere la
presencia en el país de una alta proporción de
cepas que presentan mutaciones diferentes a
las comúnmente reportadas en la literatura. Lo
anterior refuerza la hipótesis de que ciertos
alelos mutantes en rpoB están fuertemente
influenciados por la localización geográfica
donde el estudio se lleve a cabo (18 ,19 ) y jus-
tifica la necesidad de detectar e identificar en
forma precisa las mutaciones presentes en las
cepas circulantes de nuestro país. Por lo tan-
to, la perspectiva a corto plazo de este trabajo
es la identificación de las mutaciones más fre-
cuentes entre las cepas colombianas, para la
fabricación de una membrana o tira reactiva
que nos permita usarla en la rutina para detec-
tar estas cepas con un grado mayor de eficien-
cia.
La principal limitación del estudio fue la falla
en la amplificación que ocurrió en varias ce-
pas, habiéndose descartado la presencia de
inhibidores de Taq en las muestras, se requie-
re investigar la causa de tal falla.

Las pruebas de susceptibilidad fenotípica, ba-
sadas en cultivos in vitro siguen siendo la prin-
cipal herramienta en la detección de farmaco-
rresistencia, sin embargo, técnicas como las
evaluadas en este estudio, abren nuevas posi-
bilidades en el diagnóstico rápido, y por tanto,
en la pronta instauración de la quimioterapia
adecuada de control frente a la diseminación
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de tales cepas, lo cual en términos de costo-
beneficio representa una gran ventaja. Si te-
nemos en cuenta que tanto "rifoligotyping"
como Inno-LIPA son técnicas que se inician con
una amplificación por PCR, podremos com-
prender que ambas pueden por su alta sensibili-
dad, ser aplicadas directamente a muestras clí-
nicas sin necesidad de esperar hasta que se lo-
gre realizar el aislamiento del agente etiológico,
lo cual representa por lo menos 8 semanas me-
nos en la emisión del resultado. b

 Abstract

Introduction: resistance to rifampicin is an
indicator of multiresistance(MDR) and thus a
predictor of chemotherapy failure. A rapid
detection of this condition is important in order
to control the transmission of MDR-TB.
Objective: to evaluate and compare two rapid
molecular methods used for detection of
patients with MDR-TB. Methodology: an ex-
perimental study was performed in which the
efficiency of rifoligotyping and Inno-LIPA
methods were compared, using the multiple
proportions method as the "gold standard"
method. The population for this study were 41
isolates from patients with MDR-TB and 43
drug-susceptible isolates. A rpob gene fragment
was amplified using a pair of different primers
for each method and the existence of mutations
conferring resistance to rifampicin was
subsequently detected by reverse hybridization
in membranes and strips. For each of tests
performed the following parameters were
calculated: sensibility, specificity, predictive
values for MDR (VPMDR) and for susceptibility
(VPDS), and the results obtained were
compared in terms of efficiency.
Results: both methods showed a similar
efficiency. MDRPVs were 100% and DSPVs
were 81.1% and 84.3% respectively, concluding
that any of these might represent an adequate
method for the rapid detection of MDR-TB
among risk populations, preventing the
dissemination of these strains by favoring an
opportune and appropriate therapy. The
distribution of mutations particularly of the
colombian strains, showed the necessity for the

design of news membranes or strips including
the mutations most commonly observed, since
nearly one third of the isolates studied showed
mutations which were not detected by any of
the methods described. Key words: tuberculo-
sis, multiresistance, susceptibility, rpob,
rifampicin.
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