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RESUMEN

La tuberculosis es la primera causa de muerte por enfermedades infecciosas a nivel
mundial. De manera particular, el Peru se encuentra en la lista de los 30 paises con
mayor indice de multidrogo resistencia en TB. El diagndstico certero y oportuno de
susceptibilidad a drogas es determinante para incrementar las tasas de éxito de
tratamiento. La prueba fenotipica basado en cultivo es la prueba estandar, sin embargo,
el tiempo de respuesta es prologando. Pruebas moleculares como el Genotype
MTBDRplus y el GeneXpert MTB/RIF son opciones de diagndstico rapido, pero no
son de facil acceso a la poblacion. En este estudio, evaluamos la eficiencia de un ensayo
versatil basado en High Resolution Melting (HRM) para la deteccion de mutaciones en
el gen rpoB en aislamientos clinicos de M. tuberculosis resistentes a rifampicina, un
marcador de multidrogo-resistencia. En el estudio se incluyé 123 muestras de DNA
extraido a partir de aislamientos clinicos resultando en valores de sensibilidad y
especificidad de 82.4% y 96.4%, respectivamente, tomando el secuenciamiento como
prueba de referencia. Adicionalmente a la extraccion de DNA empleando un Kit
comercial, también se utilizo el método de fenol-cloroformo, manteniendo los valores
de sensibilidad, pero incrementando la dispersion de las curvas HRM. A su vez, este
estudio plantea un analisis cuantitativo de las curvas de fusion empleando las unidades
de fluorescencia relativa maxima para determinar un punto de corte. Considerando
ambos tipos de analisis se concluye que el HRM es una prueba robusta, simple y de
bajo costo para la deteccion de mutaciones en rpoB asociadas a RIF-resistencia.

Palabras claves: Tuberculosis, multidrogo-resistencia, rifampicina, high resolution

melting



ABSTRACT
Tuberculosis is the leading cause of death from infectious disease. Particularly, Peru is
in the top 30 for high MDR-TB burden countries. A proper and prompt drug
susceptibility diagnosis is demanding to increase the chance for cure. Nowadays,
phenotypic drug susceptibility test based on culture is still the reference test, though
turnaround time is too prolonged. Molecular tests such as Genotype MTBDRplus and
GeneXpert MTB/RIF are a quicker alternative for diagnosis but lack of easy-access for
general population. In this study, we evaluated the efficiency of a versatile test based
on high resolution-melting (HRM) assay for the detection of mutations in rpoB gene in
rifampicin resistant M. tuberculosis clinical isolates, as a marker for multidrug-
resistance. DNA samples extracted with High Pure PCR Template Preparation kit from
123 clinical isolates, were included in the HRM analysis resulting in an overall
sensitivity and specificity of 82.4%, 96.4%, respectively, employing DNA sequencing
the reference standard test. Additionally, in order to reduce costs, DNA was extracted
by phenol-chloroform method from sputum samples, encountering similar sensitivity
values but increasing the HRM curves scattering. Our study also suggests a quantitative
analysis for melting curves, using maximum relative fluorescence unit (RFUmax)
values to set up a cut-off. Considering both types of analysis, we concluded that HRM
is a robust, simple, rapid and low-cost test for the detection of rpoB mutations

associated to rifampicin resistance.

Keywords: Tuberculosis, multi-drug resistance, rifampicin, rpoB, High resolution

melting



l. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB), una enfermedad aerotransportada causada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis, es la principal causa de muerte provocada por un organismo
infeccioso segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En el 2017, hubo alrededor
de 10.0 millones de personas infectadas, de las cuales fallecieron 1.3 millones considerando
la poblacion de pacientes HIV-negativos. La mayoria de casos ocurren en los paises mas
pobres, destacando paises de Africa (30%) y Asia (55%), donde el acceso a los servicios de
salud es lejano, existe un alto indice de desnutricion, y las enfermedades como la diabetes
mellitus y el SIDA son frecuentes y significan un factor de riesgo desencadenante de la

enfermedad (1).

A pesar de ser una enfermedad para la cual hay tratamiento, aun fallece un gran nimero de
pacientes (2), puesto que existe una amplia brecha entre el diagndstico temprano, el
suministro de tratamiento y la prevencion. La deteccion oportuna se ve obstaculizada porque
el paciente no tiene acceso a un servicio de salud o tarda en acudir, ademas el lapso para un
diagnostico definitivo puede tomar varias semanas; todos estos factores indirectamente
contribuyen a la transmision de la enfermedad. Segun cifras globales, se estima que cerca de
tres millones de personas no son diagnosticadas o no son notificadas y tratadas (3). Un
paciente en ausencia de tratamiento, tiene un 50% de probabilidad de sucumbir a la TB (4).
El régimen actual para esta enfermedad es de un minimo de 6 meses de terapia e involucra
el suministro de cuatro drogas en simultaneo: rifampicina, isoniazida, pirazinamida y
etambutol. En muchos pacientes, estas pueden provocar efectos adversos tales como
hepatitis, trombocitopenia, hemdlisis, fallo renal y ototoxicidad (5), lo cual fomenta una

menor adherencia al tratamiento.



Resulta ain més desafiante la aparicién de cepas multidrogo-resistentes (MDR), entiéndase
como MDR a aquellas cepas resistentes a isoniazida y rifampicina. El tratamiento para estos
pacientes requiere el uso de drogas de segunda linea que son caras, toxicas, con efectos
secundarios mas intensos aun y se deben suministrar por un largo periodo de dos afos.
Ademas, las tasas de curacion no sobrepasan el 50 a 70% de éxito, y si el paciente tiene co-
infeccion con VIH las tasas de mortalidad son mucho mas altas y rapidas (6). Peru posee
cerca de 2300 casos de MDR-TB por afio, lo cual significa el 35% de casos de la region (7).
Con el fin de mejorar la prognosis del paciente y evitar la expansion de la infeccién por este
tipo de cepas, urge desarrollar nuevas herramientas de diagnostico de susceptibilidad que

sean efectivas y rapidas (8, 9).

El método basado en cultivo cominmente utilizado para evaluar la susceptibilidad de drogas
de primera y segunda linea, suele demandar de 3 a 4 semanas (10), un periodo demasiado
extenso considerando la gravedad de la enfermedad. Por lo que la OMS ha respaldado
metodologias alternativas como el ensayo de susceptibilidad a drogas por observacion
microscopica (MODS, por sus siglas en inglés) o el ensayo de Agar de Capa Fina (TLA, por
sus siglas en inglés). Sin embargo, tienen la desventaja de demandar mucho tiempo al
operador, ademas de requerir un entrenamiento especializado, condiciones que no siempre
se retinen en los escenarios de mayor pobreza. En contraste, existen ensayos moleculares que
pueden brindar un diagndstico rapido, un procedimiento estandarizado y mejor relacion
costo-efectividad (11). La OMS avala dos pruebas moleculares, los ensayos de sonda lineal
(Line Probe Assays o LPA) o GenoType MTBDRplus, y el ensayo GeneXpert MTB/RIF,
ambos con una sensibilidad reportada mayor al 97 y 98%, respectivamente (12, 13). El

primero consiste en tiras comerciales de nitrocelulosa con diez sondas de oligonucle6tidos



especificas para detectar mutaciones de genotipos rifampicina e isoniazida resistentes, asi
como genotipos wild-type y el complejo M. tuberculosis. Mientras que el GeneXpert
MTB/RIF es un sistema de diagnostico integrado capaz de procesar la muestra de esputo y
realizar un analisis de PCR en tiempo real para el diagnostico de tuberculosis y la deteccion
de resistencia a rifampicina en muestras clinicas (14). Ambos métodos moleculares, aunque
ofrecen resultados en apenas dos horas, suelen tener un precio elevado en insumos y/o en
equipos como es el caso del GeneXpert MTB/RIF, condiciones que no facilitan su

integracion en la atencion primaria.

De manera particular, la rifampicina (RIF) juega un rol fundamental en el manejo de
pacientes con enfermedad activa puesto que esta droga actua preferentemente sobre bacilos
de metabolismo lento que permanecen después de los primeros 5 dias de tratamiento (15).
La resistencia a rifampicina es dificil de descartar a través de pruebas microbiologicas de
susceptibilidad fenotipica (16). Sin embargo, considerando que mas del 95% de todas las
cepas resistentes a rifampicina contienen mutaciones en la region determinante de resistencia
a rifampicina (RRDR, por sus siglas en inglés), una region de 81 pares de bases (pb) que
abarca del aminoacido 507 al 533 (cluster I) de la subunidad beta de la RNA polimerasa
(rpoB) (Fig. 1), la deteccion de resistencia a esta droga es bastante manejable a través de
pruebas moleculares rapidas (17). Cabe resaltar que existe una asociacion concomitante entre
la resistencia a rifampicina y a la isoniazida (16), por lo que la deteccidn de resistencia a RIF

es considerada un marcador de tuberculosis-MDR (18).



Subunidad B Cluster | 11 111

E.coli 507 GSSQLSQFMDONNPLSEITHKRRISAL 533 563 TPEGPNIGLI 572 656 S 687 R
M. tuberculosis 426 GTSQLSQPMDONNPLSGLTHKRRLSAL 452 482 TPEGPNIGLI 494 570 S 607 R

Fig. 1 Esquema de la subunidad f§ de la RNA polimerasa (RpoB) de Escherichia coli. En
la parte superior, se muestra la localizacion de los cluster I, I1'y I11, mientras que en la parte
inferior se detalla el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de RpoB para E. coli y M.

tuberculosis. (Adaptado de Cai et al, 2017) (19)

El HRM es una técnica post-PCR de alta precision que consiste en el analisis cualitativo de
la curva de fusion de un fragmento amplificado de ADN. Las modificaciones presentes en la
secuencia se van a ver reflejadas en diferencias en el perfil de la curva respecto a un estandar
Wild type (Wt). A diferencia de una curva de fusion tradicional, el HRM utiliza colorantes
fluorescentes de union a DNA-doble-hebra empleados en condiciones saturantes, de manera
que su recolocacion es impedida al momento de la denaturacion (Fig. 2), ademas, el equipo
es capaz de colectar mas puntos de data permitiendo un analisis de mayor resolucion y mas
preciso de la disociacion de la doble hebra de DNA. Esta técnica no requiere el empleo de
sondas (8), como las técnicas moleculares mencionadas anteriormente, lo cual la hace una
prueba simple, rapida, econdmica, capaz de emplear un equipo de bajo costo al alcance de

mas laboratorios.
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Fig. 2 Colorante fluorescente saturante, Resolight. Las moléculas colorantes que son
expulsadas de la region de fusion no se pueden recolocar en la doble hebra del amplicon,

resultando en un perfil de fusion que refleja de manera mas precisa la secuencia de DNA.

Este trabajo de investigacion propone implementar y evaluar el desempefio de la prueba de
High Resolution Melting (HRM) orientada hacia la deteccion de mutaciones en la region
RRDR del gen rpoB que confieren resistencia a rifampicinaen cepas peruanas de
Mycobacterium tuberculosis. EI desempefio de la prueba de HRM se describira en términos
de sensibilidad, especificidad y nivel de concordancia, utilizando el secuenciamiento como

una prueba de referencia en la deteccion de mutantes genotipicas.



1. HIPOTESIS

El anélisis por High Resolution Melting del perfil de las curvas de fusién de la region RRDR
del gen rpoB de muestras provenientes de aislamientos clinicos de Mycobacterium
tuberculosis permite obtener una sensibilidad, especificidad y valor de concordancia mayor

al 80% para la deteccion de mutaciones que confieren resistencia a rifampicina.



1. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar la sensibilidad, especificidad y concordancia de la prueba de High Resolution
Melting para la deteccion de mutaciones que confieren resistencia a rifampicina en

aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis.

3.2 Objetivos Especificos

- Optimizar el ensayo de High Resolution Metlting para la deteccién de mutaciones que
confieren resistencia a rifampicina en cepas de M. tuberculosis.

- Analizar el genotipo y el nivel de susceptibilidad fenotipica a rifampicina de la poblacion
de cepas incluidas en el estudio

- Determinar la sensibilidad y especificidad del HRM usando resultados cualitativos
derivados del andlisis visual del grafico de diferencias, unidades de fluorescencia relativa
Vs temperatura.

- Determinacion de la sensibilidad y especificidad del HRM usando resultados
cuantitativos mediante el andlisis de las unidades de fluorescencia relativa méxima
(RFUmax) de las curvas de fusion de HRM.

- Compararla sensibilidad y especificidad obtenidos de los analisis cualitativo y

cuantitativo mediante la prueba de McNemar.



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Origen y procesamiento de las muestras clinicas de esputo

Las cepas de M. tuberculosis empleadas en el estudio pertenecen a la base de datos de
criobanco del grupo de trabajo en Tuberculosis de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(LID-UPCH). Dichas muestras de esputo fueron colectadas para ser empleadas en cuatro
trabajos de investigacion previos a la realizacién del presente proyecto. Los pacientes fueron
reclutados de los hospitales Maria Auxiliadora y Hospital Nacional Dos de Mayo entre los
afios 2001 y 2004 (2, 20, 21).

Apenas se recepciond las muestras, fueron descontaminadas empleando el método de
hidroxido de sodio-N-acetil-L-cisteina (0.5% NALC en NaOH-Na citrato), para lo cual se
mezclé 2 ml de esputo y un volumen equivalente de NaOH-NALC. Luego, se llevo al vortex
y se dejo incubando a temperatura ambiente por 15 minutos. Al cabo de este tiempo se agregé
10 ml de buffer fosfato (pH 6.8) para neutralizar el alcali y terminar el proceso de
descontaminacion. Se centrifugd a 3000 xg por 15 minutos y se desecho el sobrenadante.
Finalmente, el pellet fue resuspendido en caldo 7H9 enriquecido con OADC (Oleica cid-
albumin-dexrose-catalase, BD DifcoTM) y PANTA (Becton Dickinson®). Esta resuspension
de bacterias fue sembrada en medio Middlebrok 7H10 con polimixina B (20ug/ml),
trimetoprima lactato (20ug/ml), y carbenicilina (50ug/ml) e incubadas a 37°C por 6 semanas.
A estas cepas se les practicd ensayos de susceptibilidad a rifampicina mediante TEMA
(tetrazolium microplate assay) para ser caracterizadas fenotipicamente. El rango critico de
concentracion evaluado fue de 0.062 a 16 pg/ml de acuerdo a la metodologia empleada por
Caviedes et al. (18). Todo este procedimiento se realizé en el Lab Luz Caviedes, compatible

con nivel 3 de bioseguridad de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo (LID-UPCH).



4.2 Seleccion de aislamientos clinicos para el estudio

Este fue un estudio exploratorio para conocer la sensibilidad y especificidad de deteccion de
mutaciones de la prueba HRM, en este sentido se selecciono al azar 134 cepas del criobanco,
siendo la mitad de las muestras susceptibles y la otra mitad resistentes a rifampicina (n=67),
por ensayo TEMA. Trabajos previos emplearon un nimero similar de muestras, 99 (11) y
167 (22) cepas. Acorde a lo detallado en estos ensayos, se esperaba obtener una sensibilidad
de la prueba del 80%. Considerando un nivel de confianza del 95% y un error permitido del

10%, se calculd el “n” muestral empleando la siguiente formula:

Siendo:

n = Tamafio muestral

p = proporcidn estimada de éxito

g = 1-p 6 proporcion estimada de fracasos

z = intervalo de confianza en unidades de error estandar

d = grado méximo de error permitido entre la proporcion real y la proporcién de la muestra

De aqui deriva que el tamafio de muestra que se sugiere en cada grupo, casos y controles, es

de aproximadamente 61 pacientes.



4.3 Extraccion de DNA de cepas de Mycobacterium tuberculosis

Las cepas descriopreservadas fueron sembradas en placas de agar Middlebrok 7H10, y se
incubaron a 37°C por 4 semanas aproximadamente. 11 de las 134 cepas cultivadas, no fueron
viables y fueron excluidas del estudio. Las bacterias fueron transferidas a un vial de 2ml
conteniendo beads de vidrio de 2mm de didmetro (Sigma-Aldrich®) y 500ul de buffer TE.
Las suspensiones bacterianas fueron inactivadas a 80°C por 20 minutos, seguido de
centrifugacién a maxima velocidad por 5 minutos. Luego del procedimiento de inactivacion,

las cepas fueron retiradas del &rea de bioseguridad Nivel 111, para ser trabajadas en Nivel I1.

Las células fueron lisadas usando 50ul de lisozima (10 mg/ml TE pH 8) durante la noche a
37°C bajo agitacion. A continuacion, se afiadi6 200 ul de binding buffer y 40 ul de proteinasa
K (20 mg/ml) para denaturar las proteinas y promover la liberacion del DNA. Los tubos se

incubaron al menos 3 horas a 70°C.

Para la purificacion de las muestras de DNA se generd dos grupos asignados al azar, el
primero (n=72) fue purificado empleando el High Pure PCR template Preparation kit (Roche
Diagnostics; product No: 11796828001), siguiendo las recomendaciones del proveedor,
mientras el segundo (n=51) fue procesado acorde al método convencional de fenol-
cloroformo (23). De manera breve, se afiadio 100 pl de NaCl SM y 100 pul de CTAB/NaCl
(previamente temperado a 65°C) y se incub6 por 10 minutos a 65°C. Luego se afiadi6é 750 pl
de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se sometid a vortex, y se centrifugd a
13,000 g por 5 minutos. La solucién acuosa superior fue removida y colocada en un tubo
nuevo. Se agregd 750 ul de solucion cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se sometio a

vortex y se centrifugd nuevamente. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo, y se

10



afiadié 1 ml de etanol absoluto helado para la precipitacién del DNA. Se dej6 incubando a -
70°C por 15 minutos y se volvié a centrifugar por 8 minutos. Se repitié los mismos pasos,
pero empleando alcohol a 70%. Se dejé secar el precipitado para luego resuspender a 50 pl

de TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA).

4.4 PCR en tiempo real usando primers rpoB y andlisis por High Resolution Melting

Para detectar las mutaciones asociadas con resistencia a rifampicina, se amplifico6 por PCR
en tiempo-real un fragmento de 169-pb que flanqueaba la regién de 81-pb llamada region
determinante de resistencia a rifampicina (RRDR). Los primers fueron disefiados utilizando
la herramienta de disefio de primers del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/), dirigido a la region desde la posicion 1200 a 1400 del gen rpoB de M. tuberculosis
H37Rv (NC 000962.3). De los tres sets de primers (rpoB-F, R = Set-1, rpoB516-F, R >
Set-2, rpoB1-F, R - Set-3), se escogio el Set-3 (rpoB-1F y rpoB-1R) puesto que cubria por
completo la region determinante de resistencia a rifampicina (Ver Anexo 1) o RRDR, ademas

estos ya habian sido utilizados con éxito en publicaciones previas (11).

4.4.1 Consideraciones para la estandarizacion inicial de la prueba HRM

Se empled 11 muestras extraidas con High Pure PCR template Preparation kit a una
concentracion de 10 ng/pl de DNA. Se generd curvas estandar, entre 10 ng/pl y 1 pg/ul, para
evaluar el desempefio del ensayo y buscar las condiciones que maximizaban la eficiencia de
la amplificacién. Dos fases:

Fase 1: Optimizacion de la mezcla de reaccién (Lightcycler® 480 HRM Master). Se tituld

concentraciones de MgCl. de 2.0 mM, 2.5 mM y 3.0 mM, asi como la concentracion de
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primers a utilizar en un rango de 0.3 y 10 uM.
Fase 2: Optimizacion del programa de PCR y fusion. Se evaluaron temperaturas de annealing

de 58, 60y 62°C. Y se ajustd una ventana de fusion de 85 a 95°C.

4.4.2 Condiciones empleadas en el ensayo PCR real time y HRM

Los parametros de ciclaje de PCR fueron de 10 min a 95°C, 45 ciclos de 10 seg a 95°C, 15
seg a58°C, y 10 seg a 72°C.

La reaccion de PCR en tiempo real fue desarrollada en una reaccion de 20 pl conteniendo 20
ng de DNA, 1X High Resolution Melting Master Mix (Roche), 2.5mM MgCI2, 0.5 uM de
cada primer, utilizando un termociclador modelo LightCycler® Nano Instrument (Roche).
Se empleod el colorante fluorescente LightCycler® 480 ResoLight Dye para detectar la
reaccion de amplificacion del DNA. El protocolo de HRM inici6 con un paso de retencion a
85°C por 1 seg, seguido de un incremento lento de temperatura una tasa de 0.05°C por

Segundo hasta los 95°C con una deteccion de fluorescencia continua (25 adquisiciones/°C).

4.4.3 Optimizacion de software para analisis de curvas de fusion HRM

El analisis HRM se hizo en base a las curvas de fusion utilizando el programa LightCycler
Nano Software 1.1 (Roche Diagnostics).

De manera obligatoria, previo al analisis HRM se corrobord la éptima amplificacion de todas
las muestras, teniendo en cuenta que los valores de Cp (Crossing point) sean similares, con
una variacion menor a 5 unidades, y una altura del plateau también semejante. Aquella
muestra que no cumplio con estos requisitos fue repetida en un siguiente analisis.

Para la normalizacion de las curvas de fusion en bruto se siguié los siguientes pasos:

12



Paso 1: Se ajusto el nivel de intensidad de fluorescencia inicial y final para eliminar el
background y disminuir la variacion de brillo (Temperatura Inicial = [89.6-89.9°C],
temperatura final = [92.9-93.3]).

Paso 2: Se aplic6 el modo de normalizacion por defecto, el software extrae el valor promedio
de intensidad inicial y el promedio de intensidad final. Luego, cada intensidad es escalada de
manera que la intensidad inicial es mapeada a 1, y la intensidad final a 0, aplicando la
siguiente formula

y=raw intensity

I = intensidad inicial promedio

f = intensidad final promedio

z = intensidad normalizada

_0=D
@)

Paso 3: Se seleccion6 el modo de visualizacion Grafico de diferencias para enfatizar las
diferencias entre los perfiles de las curvas. Se utilizé la cepa Wild Type de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv como linea base (“baseline”) o curva de referencia para la normalizacion
en cada corrida. Por definicion el grafico de diferencias muestra las curvas analizadas como
aparecerian cuando la curva base es sustraida de ellas, luego de la normalizacion.

Todas aquellas curvas que difieren notablemente de la curva base fueron clasificadas como

cepas mutantes.
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4.4.4. Andlisis cuantitativo de las curvas de fusion para la discriminacion de cepas
mutantes

Con el objetivo de reducir la subjetividad del andlisis cualitativo estandar de las curvas de
fusién se propuso determinar un punto de corte basado en el valor maximo de RFU
(RFUmax, Relative fluorescence units) de cada curva, que definiera un valor limite para
considerar una cepa del tipo Wild Type: y por encima de este, considerarla mutante.

Para definir el valor de punto de corte RFUmax 6ptimo para la prueba se aplicé un andlisis
de curva ROC (Receiver operating characteristic). Esta curva diagrama la tasa de verdaderos
positivos (sensibilidad) vs la tasa de falsos positivos (1 — especificidad) para todos los
potenciales valores de punto de corte. A continuacion, a partir de este listado de valores de
sensibilidad/especificidad se escoge el valor de punto de corte que maximice la suma de estos
(sensibilidad + especificidad), o lo que equivale al lamado “indice de Youden (indice J)”. El
indice J pretende clasificar a la mayor cantidad posible de cepas segun su verdadera
condicién de mutante o wild type (24).

Luego de conocer el punto de corte RFUmax éptimo se procedié a dicotomizar las cepas
(1=mutante, O=wild type) y hallar los valores de desempefio estadistico
(sensibilidad/especificidad) segun esta perspectiva de analisis. Cabe destacar que el analisis
se hizo en conjunto para todas las cepas (n=123), y por grupos independientes de cepas
extraidas por kit y por el método de fenol cloroformo, con la intencién de conocer si hay
homogeneidad entre los puntos de corte y comprobar su efectividad de prediccion de la

condicién experimental.
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4.5 Anélisis de secuencias

Se establecié el secuenciamiento de rpoB como prueba de referencia. Se utilizé los primers
rpoB_D_Fw y rpoB_D_Rv (codones 427-604, sistema de numeracion de E. coli), Tabla 1.
Los productos de PCR purificados fueron secuenciados por ambas hebras en Macrogen®
(Seul, Korea). Para el andlisis y la busqueda de mutaciones se empled el programa CLC
sequence viewer (Qiagen®), tomando como referencia la secuencia del gen rpoB de M.

tuberculosis H37Rv depositada en la base de datos del GenBank (NC_000962.3).

TABLA 1. Primers disefiados para el estudio

Nombre m Tamalo
. Secuencia Longitud Producto Propdsito
Primer (°C) (pb)
rpoB-1F TCACACCGCAGACGTTGAT 19 56.9 169 High Resolution
rpoB-1R GCACGCTCACGTGACAGAC 19 58.9 Melting
rpoB_D_Fw GACCACGATGACCGTTCC 18 55.7 532 Secuenciamiento
rpoB_D Rv CACGATCTCGTCGCTAAC 18 52.8

Tm; del inglés Primer melting temperature, pb: pares de bases

4.6 Anélisis estadistico

4.6.1 Determinacion de la sensibilidad, especificidad y concordancia del HRM con
respecto a la presencia de mutaciones en rpoB determinado mediante analisis
cualitativo y cuantitativo.

Para evaluar la capacidad de deteccion de mutaciones en rpoB del andlisis por High
Resolution melting tanto en su modalidad cualitativo y cuantitativo, se calcularon tres
estadisticos: la sensibilidad, especificidad y el valor de concordancia, utilizando el

secuenciamiento como prueba de referencia. La sensibilidad del HRM pretende explicar los
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verdaderos positivos, es decir, las muestras identificadas como mutantes tanto por HRM
como secuenciamiento de DNA, mientras que la especificidad representa los verdaderos
negativos; aquellas muestras que no presentan mutaciones por ninguna de las pruebas. Se us6
el coeficiente kappa de Cohen (k) para medir la concordancia de ambas pruebas, el valor- «
toma en cuenta la posibilidad de la coincidencia ocurrida al azar. Por lo que se calcula de la

siguiente manera (25):

Concordancia observada — Concordancia al azar

Concordancia maxima — Concordancia al azar

Donde:

n = frecuencia total observada

Op = Suma de las frecuencias observadas a lo largo de la diagonal
Ep = Suma de las frecuencias esperadas a lo largo de la diagonal
po= Op/n

Pe = Eo/n

Los célculos de estas pruebas y de la curva ROC e indice de Youden para la descripcion del
valor de punto de corte RFUmax se hicieron utilizando el programa STATA ver. 14.0
(StataCorp. 2015. Stata Statistical Software: Release 14. College Station, TX: StataCorp

LP.).
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4.6.2 Comparacion de la sensibilidad y especificidad del andlisis cualitativo y cuantitivo
del HRM

Con el objetivo de detectar diferencias estadisticamente significativas entre los valores de
sensibilidad y especificidad proporcionados por las pruebas HRM cualitativo y cuantitativo
se empled el test de McNemar, tomando en consideracion que la variable en cuestion es
dicotomica y se pretende comparar una misma poblacion. Esta prueba fue realizada
empleando el programa STATA ver. 14.0 (StataCorp. 2015. Stata Statistical Software:

Release 14. College Station, TX: StataCorp LP.).
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V. RESULTADOS

El objetivo de este estudio fue la implementacion y evaluacion del desempefio de un ensayo
de HRM orientado a la deteccién de mutaciones en el gen rpoB relacionadas con la resistencia
a RIF en 123 aislamientos clinicos de M. tuberculosis; considerando el secuenciamiento
como la prueba de referencia. Como dato adicional, cada muestra contaba con su
caracterizacion fenotipica de susceptibilidad a rifampicina, por lo que se seleccion6 56 cepas
RIF-susceptibles y 67 cepas RIF-resistentes, tal como se explica en la metodologia. En el
grupo de las cepas RIF-susceptibles, 5 (8.9%) presentaron mutacion dentro de la secuencia
RRDR en los siguientes codones L533P, D516F, D516Y, H526S (segun Sistema de
numeracion E. coli). De la misma forma, de acuerdo a nuestros resultados de
secuenciamiento, 4 cepas fenotipicamente resistentes no poseian mutaciones dentro de la
secuencia determinante de resistencia RRDR. Adicionalmente, se solicitd el secuenciamiento
de todo el gen rpoB para estas cepas discordantes, de esta manera se comprobo que 2 de 4
tenian mutacion al inicio del gen en la posicion 146Val>Phe (data no mostrada). Las
mutaciones mas frecuentes fueron 531Ser>Leu y 516Asp>Val con 39.8% y 6.5% del total
de cepas mutantes, respectivamente. EI genotipo con mutacion en el codon 526 presento la
mayor variabilidad en la primera y la segunda posicion (Ejm. H526S, H526D, H526Y,
H526L), la mutaciébn H526S no provoco resistencia fenotipica segin nuestros resultados

(Tabla 2).
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TABLA 2. Resumen de la caracterizacion genotipica y fenotipica de los aislamientos de M. tuberculosis incluidos en el estudio y

su tipificacion por HRM

CUANTITATIVO®

. N° N Posicion m ion HRM
Fenotipo Cepii Secuenciamiento® osic orpOButac 0 CUALITATIVO Rango
RFUmax Mutante Wild Type

49 Wit WT WT 0.0009 - 0.1359 2 47

2 Wit WT Mutante 0.1853-0.2545 2 0

Susceptible 1 D516F (GAC — TTC) 1303, 1304 Mutante 0.2013 1 0
(56) 1 D516Y (GAC — TAC) 1303 Mutante 0.1654 1 0

1 H526S (CAC — AGC) 1333, 1334 WT 0.0711 0 1

2 L533P (CTG — CCG) 1355 Mutante 0.1573 - 0.1683 2 0

1 Q513P (CAA — CCA) 1295 Mutante 0.1819 1 0

1 D516F (GAC — TTC) 1303, 1304 Mutante 0.1981 1 0

8 D516V (GAC — GTC) 1304 WT 0.0039 - 0.1226 2 0

_ 2 H526Y (CAC — TAC) 1333 Mutante 0.2215-0.3215 2 0
Reig’%’me 1 H526L (CAC — CTC) 1334 WT 0.1406 1 0
1 H526D (CAC — GAC) 1333 WT 0.0398 0 1

48 S531L (TCG — TTG) 1349 Mutante 0.0954 - 0.4823 47 1

1 S531L (TCG — TTG) 1349 WT 0.0204 0 1

4 Wi WT WT 0.0061 - 0.0559 0 4

4Cambio de aminoécido, sustitucion sin sentido (ejm. D516F: denota que el aminoacido 516, Aspartato (D) ha sido cambiado por una
Fenilalanina (F)). ®Dos de las cuatro cepas mutantes albergaron una mutacion en el codén 146 (Val>Phe) fuera del cluster I. “Cut-off

0.1123
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El andlisis de HRM es altamente sensible a pequefios cambios en la secuencia de nucleétidos,
convirtiéndolo en una prueba idénea para la deteccion de polimorfismos de un solo
nucleotido (SNPs). De acuerdo a la bibliografia, en cepas RIF-resistentes de M. tuberculosis
mas del 90% de los casos se debe a mutaciones SNP en los codones 516, 531 y 526 en una
region de 81 -pb presente en la region determinante o0 RRDR (25). De manera cualitativa, las
mutaciones causadas por un intercambio de bases A/T>C indujo desplazamientos de la curva
de melting hacia la derecha respecto a la cepa Wt H37Rv, mientras que la mutacion C/G>T
facilita la fusion de la secuencia amplificada, requiriendo asi menos temperatura para la
fusion, evidenciando el desplazamiento de la curva hacia la izquierda respecto a la curva Wit.
Esta separacion de los perfiles de fusion nos permitié clasificar las cepas como susceptibles
o resistentes (Fig. 1A) desde una aproximacion cualitativa. Del mismo modo, para facilitar
la discriminacion, se sefialo la cepa H37Rv como linea base Wild Type y se generd los
gréficos de diferencia de temperatura, destacando el pico de RFU maximo como aquel punto
en el que la cepa problema presenta la mayor diferencia de unidades de fluorescencia relativa
respecto a la curva base (Fig. 1B).

La mutacion S531L fue la mas frecuente con una diferencia notable en su curva de fusion
respecto a las de cepas Wild type (dif, Tm ~0.25°C). Las cepas con mutaciones de
transversion como 526C>G y 516 A>T (SNP clase 4) no pudieron ser detectadas en nuestro
estudio debido a su escasa diferenciacién en relacion a la de una cepa sin mutacion

(Tm=0.04-0.07°C).
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Fig. 3. Gréaficos HRM para la deteccion de mutaciones en rpoB de aislamientos de M.
tuberculosis. (A) Curva de fusion normalizada y (B) Grafico de diferencias de temperatura
para cada tipo de mutacion. Se sefiala un ejemplo de clasificacion de cepas mutantes y wild

type. RFU, unidades de fluorescencia relativa.

Con el objetivo de evaluar la factibilidad de reducir los costos totales del ensayo de HRM,
un grupo de muestras de DNA fueron purificadas usando el método estandar CTAB-fenol-
cloroformo (n=51). En este caso, la vista de curvas de fusion normalizadas mostrdé una
poblacion de curvas con mayor dispersion. Para favorecer la clasificacion de grupos se hizo

la visualizacion como grafico de diferencias de temperatura (Fig.2).
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Fig. 4. Curvas HRM de aislamientos procesados por el método CTAB-fenol-cloroformo.

Izg. Vista de curvas de fusion normalizadas, Der. Gréfico de diferencias de temperatura

La tabla 3 detalla los estimadores de precision de la prueba HRM, tanto de manera conjunta
para todas las cepas como disgregado segun el método de extraccion. En lineas generales,
mediante el analisis cualitativo de la prueba de HRM se pudo tipificar correctamente 56 de
68 cepas resistentes, lo cual corresponde a una sensibilidad de ensayo del 82.4% (95% IC:
71, 91) y una especificidad de 96.4% (95% IC: 87, 99) ya que 4 cepas fueron reportadas
como falsos resistentes. Ademas, se encontrd un grado de concordancia de 77% (x=0.77)
entre el ensayo de HRM vy el secuenciamiento (25) (Tabla 3). Es importante mencionar que
12/68 cepas con genotipo mutante no fueron detectadas por HRM, 10 de estas presentaron
mutaciones de transversion (posicion 1304, 1333) y 1 una mutacion compensatoria (posicion
1333, 1334). La restante creemos pudo estar sujeta a un error administrativo en la etapa de

procesamiento.
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TABLA 3. Estimadores de precision derivados del analisis cualitativo de las curvas de

HRM
Kit Fenol-cloroformo Total

Estimador  95% Estimador  95% Estimador  95%
Parametros Puntual IC Puntual IC Puntual IC
Sensibilidad 82.9 66-93 81.8 65-93 82.4 71-91
Especificidad 100 91-100 88.9 65-99 96.4 87-99
Concordancia/ 92% 84% 89%
valor-k k=0.83 k=0.67 «=0.77

k: Coeficiente kappa de Cohen

De manera alternativa, para la discriminacion de cepas mutantes, se realizd un analisis
cuantitativo de las curvas de fusion en base a sus valores de RFU maximo (Tabla 2). Para
ello, se obtuvo la data cruda de las curvas (valores RFU vs Temperatura, modo Grafico de
diferencias) y se modifico a valores absolutos de RFU para asi ubicar el valor mas alto en
cada una de las curvas, el valor de RFU maximo. Estos valores se llevaron a una tabla junto
con el codigo de identificacion de cada muestra y su respectivo resultado por la prueba de
referencia expresada en valores dicotomicos (1= mutante, 0= wild type). Esta informacién
fue introducida en el programa Stata para calcular la curva ROC y el indice J para la eleccion
del punto méas optimo de corte (Ver anexo 3). Se hizo el analisis en tres escenarios, para
descartar el sesgo por el método de extraccion de DNA: a) Total de muestras analizadas,
independiente de las condiciones de extraccion b) Muestras de DNA extraidas con kit c)

Muestras de DNA extraidas con el método de fenol cloroformo.
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0.00 0.25 0.50 0.75
1 - Specificity
Area under ROC curve = 0.9309

a. Total de muestras
analizadas

n=123
Area 0.9309 [95%IC 88-98]
Indice J=0.78

Cut-off sugerido = 0.1132
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Indice J= 0.68

Cut-off sugerido = 0.1397

Fig. 5 Analisis de desempefio basado en curvas ROC.
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A través del &rea bajo la curva se pudo apreciar que la capacidad de diferenciar entre cepas
mutantes y wild type se incrementa si las muestras de DNA son extraidas con kit (AUC
95.5%, indice J 0.89). Por otro lado, el punto de corte o cut off para ser considerado mutante
es mas elevado si las cepas son extraidas por fenol cloroformo (cut-off 0.1397), algo que
habria que evaluar si utilizar el mismo cut off para todas las muestras, independientemente
de su procedencia de extraccion.

Conocidos los puntos de corte de cada grupo analizado se procedié a “dicotomizar” los
resultados de RFUmax. Teniendo esta base de datos se calculd los valores de desempefio de
la prueba, sensibilidad y especificidad, para cada escenario (Tabla 4).

El procesamiento de muestras por kit permite obtener valores mas elevados de sensibilidad
y especificidad (91.4 y 78.8%, respectivamente) en comparacion al desempefio mostrado por

las cepas extraidas por FC (sens. 78.8%/espec. 88.9%).
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TABLA 4. Estimadores de precision derivados del analisis cuantitativo de las curvas de

HRM
Kit Fenol-cloroformo Total
Cut-off 0.0661 cut-off 0.1397 cut-off 0.1132
Estimador Estimador  95% Estimador  95%
Parametros Puntual  95% IC Puntual IC Puntual IC
Sensibilidad 91.4 77-98 78.8 61-91 85.3 75-93
Especificidad 97.3 85.8-100 88.9 65-99 92.7 82-98
Concordancia/ 94% 82% 89%
valor-k k=0.88 k=0.64 «=0.77

k: Coeficiente kappa de Cohen. Nkit = 72, n rc = 51, N Tota1 = 123
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V1. DISCUSION

Actualmente la rifampicina continda siendo la droga més importante y potente dentro del
grupo de farmacos de primera linea utilizados para combatir la tuberculosis. Se afirma que
la resistencia a esta droga solo se desarrolla después de una resistencia previa a otra droga
como la isoniazida (28). En el 2017, la OMS estim6 que de los 558,000 nuevos casos de RIF-
R, el 82% fueron TB multidrogoresistente, por tal se considera que la resistencia a esta droga
es un buen marcador de MDR-TB (17). En este sentido, se considera de suma importancia
implementar y validar una prueba como el HRM, sencilla, rapida, confiable y de bajo costo,
capaz de detectar mutaciones en el gen rpoB que confieren resistencia a RIF.

De los 123 aislamientos incluidos en el estudio, 68 presentaron mutaciones en la region
RRDR, destacando la presencia de diez polimorfismos en 5 posiciones diferentes del gen:
Q513P, D516F, D516Y, D516V, H526S, H526D, H526Y, H526L, S531L, L533P. Todas
estas mutaciones han sido previamente reportadas en la base de datos de mutaciones de
resistencia a los medicamentos contra la tuberculosis (Tuberculosis Drug Resistance
Mutation Database, (29)). Cinco cepas con mutacion en rpoB tuvieron un fenotipo
susceptible segun los andlisis del laboratorio. Precisamente, éstas cepas presentaron
mutaciones en D516Y, L533P y H526S, las cuales acorde a publicaciones previas (30),
pueden conferir bajos niveles de rifampicina-resistencia por métodos de cultivo estandar
(DST), haciéndolas propensas a ser catalogadas errbneamente como susceptibles. Otra
posible explicacion son las altas tasas de hetero-resistencia halladas en el gen rpoB (31). La
hetero-resistencia hace referencia a las infecciones multiples que pueden ocurrir de dos
maneras: 1) la co-existencia de dos subpoblaciones (sensible y resistente) de la misma cepa

de MTB ¢ 2) dos cepas que coexisten en la misma muestra (32). Se tienen frecuencias
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reportadas del 19, 20 y 34% en Sudéfrica, Uzbekistan e India, respectivamente. Ademas, se
ha visto que la adquisicidn de resistencia esta acompafiada por una reduccion en la viabilidad
en ausencia de la droga (33, 34), si la cepa resistente es una poblacion minoritaria es mas
dificil de detectar por nuestro ensayo TEMA,; aunque este fuera el caso, el analisis por HRM
tiene la suficiente sensibilidad para detectar cepas resistentes inmersas en esta muestra clinica
(Tabla 2); incluso respaldado por los resultados de secuenciamiento. Una prueba con la
sensibilidad necesaria para detectar este tipo de cepas resistentes es importante puesto que
alerta sobre el uso de rifampicina y permite su reemplazo por una droga alternativa.

Hubo 4 cepas con fenotipo resistente que no mostraron mutaciones dentro del RRDR
analizado, siendo, a su vez, clasificadas erroneamente como susceptibles por HRM. Dos de
las cuatro cepas albergaban una mutacion localizada hacia el lado amino terminal del cluster
I, en la posicion 146 (Val>Phe). Esta mutacion ha sido reportada previamente como causante
de resistencia (34). Ya que la mutacion se encuentra fuera de la region blanco del ensayo, se
tendria que hacer una amplificacion adicional para poder detectarla, pudiendo ser una
limitante de este tipo de ensayo. Sin embargo, cabe destacar que nuestro ensayo ha sido
disefiado para cubrir el clister I (coddn 507-533) donde ocurren las mutaciones que provocan
la CIM mas alta para RIF (36, 357). El codon con mayor frecuencia de mutacion en rpoB es
el 531, Ser>Leu (77.93% (35), 64.8% (39)), coincidentemente en nuestro estudio tuvo un
73% de frecuencia y fue correctamente identificado por el ensayo.

Los SNPs de clase Il (C>G) y IV (A>T) o también llamadas mutaciones de transversion
representan un desafio para nuestro ensayo de HRM. Diez de sesenta y ocho cepas con
mutacion presentaron este tipo de SNPs y no pudieron ser detectadas. Dado que este tipo de

mutaciones implica un intercambio de bases que no altera el nGmero de puentes de hidrégeno
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entre ellas, provoca una muy ligera variacion en el Tm (<0.2°C) entre una cepa Wt y una
mutante; variacion que no es suficiente para el poder de resolucion de nuestro ensayo ni para
una discriminacion visual de las curvas.

Algunas metodologias han sido implementadas para superar esta limitante, una de ellas es
agregar a la muestra problema un control de DNA secundario, es decir, mezclar volumenes
equivalentes de la muestra y el amplicon de la cepa de referencia H37Rv, luego se somete a
una segunda ronda de ciclaje, y si existen mutaciones, se generaran homo y heteroduplex de
DNA, alterando asi el perfil de la curva de HRM (40). Usando esta estrategia, Hoek et al.
2008 (41) logro una sensibilidad de 98% en la deteccion de resistencia a rifampicina al
comparar sus resultados con la prueba de susceptibilidad basada en cultivo. Una segunda
estrategia, implica utilizar sondas con nucledtidos ANB (Acido nucleico blogqueado)
dirigidas hacia las mutaciones de transversion mas comunes, una amplificacion positiva en
los canales de fluorescencia seleccionados es un indicador de la presencia de tal mutacion.
Esta metodologia fue empleada para evaluar 252 aislamientos clinicos, mostrando una
sensibilidad y especificidad de la prueba de 91 y 98%, respectivamente (47).

Consideramos que ambos procedimientos incrementan los costos de corrida y dejan atras la
atractiva practicidad del HRM. Ademas, el reabrir los tubos con productos de PCR,
incrementa el riesgo de contaminacion cruzada.

En un estudio independiente, analizamos 369 genomas con mutacion en rpoB para hallar la
frecuencia de las transversiones de clase 111 y IV, hallandose una frecuencia de 4% y 21%,
respectivamente. Tomando en cuenta que la proporcién de casos de TB-MDR en el Perd
(2015) es del 5% (41) del total de casos de TB, estimamos que este tipo de mutaciones de

transversion (25% clase 111 + 1V) estara presente en el 1.3% de nuestra poblacion.
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Acerca del desempefio de nuestro ensayo de HRM, empleando como método de analisis la
discriminacion visual de las curvas resistentes, este posee una sensibilidad del 82.4% y una
especificidad del 96.4%. El valor de concordancia entre los ensayos de HRM vy la prueba de
referencia fue de 89% y un valor «=0.7, reflejando una buena correspondencia entre ambas
pruebas. Sin embargo, al comparar los valores de sensibilidad obtenidos en publicaciones
RIF-HRM previas, no se observa un consenso definitivo sobre la sensibilidad de esta prueba
(ejm. sens. 89.3% por (42) y sens. 98.6% por (44)). Creemos que esta variacion podria verse
influenciada por 4 factores: 1) El instrumento y el colorante fluorescente empleado - El
termociclador Corbett Rotor-Gene 6000 (Qiagen®) parece ser mas sensible que el
Lightcycler Nano Instrument (Roche®) usado en este estudio, ello puede deberse a que el
primero usa como colorante fluorescente EvaGreen® mientras que el LightCycler® 480
utiliza el colorante ResoLight® para el monitoreo de la amplificacion y la fase de fusion. La
conformacion estructural de estos colorantes es diferente; el EvaGreen® esta constituido por
dos mondmeros unidos por un espaciador flexible formando un bucle que cambia al azar al
unirse a la doble hebra de DNA generando asi fluorescencia, mientras el Resolight es un
colorante monomérico simple. Creemos que el primero podria brindar datos mas confiables
y de mayor resolucion, sin embargo, quedaria pendiente confirmar. 2) Procedencia de las
cepas - Las caracteristicas de mutacidn de las cepas involucradas en la validacion del HRM
puede variar entre estudios. Ya que la eleccion de muestras se hace de manera aleatoria
considerando solo el perfil fenotipico de las cepas es probable que ésta no refleje la frecuencia
real de las mutaciones (gen) en determinada poblacién. Es decir, la frecuencia de mutaciones
criticas para el HRM, entiéndase como mutaciones fuera del RRDR o mutaciones de

transversion o mutaciones compensatorias, va a variar entre estudios. 3) Prueba de referencia
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elegida - Algunos autores consideran la prueba de susceptibilidad fenotipica como la prueba
de referencia (22, 44, 45) mientras que otros, como es el caso de este estudio, eligen el
secuenciamiento (9, 14, 43). Nuestra eleccion se basé en que ambas puebas — HRM y
secuenciamiento — tienen una aproximacion genotipica, ademas evitamos la gama de
variaciones fenotipicas que expresa cada mutante en particular. A propdsito de este tema, la
OMS acaba de lanzar una guia técnica donde se detalla un listado de los distintos tipos de
mutacién encontrados en rpoB y el grado de confianza con que ésta mutacion esta asociada
con la resistencia clinica a rifampicina (leve, moderado, alto) (46). 4) Modificaciones a la
prueba estandar - Algunos autores han implementado modificaciones al protocolo del HRM
convencional para mejorar su sensibilidad, ejm. analizando la fusion de un segmento extra
del gen rpoB (8) o afiadiendo a la muestra problema DNA gendmico de la cepa control

H37Rv (9) o sintetizando sondas (47) como se menciono anteriormente.

La urgencia de una prueba sencilla y de bajo costo para el diagndstico de mutaciones
asociadas con resistencia a tuberculosis es bien conocida (48). En este estudio, los costos por
corrida fueron de aproximadamente S/. 3.0 nuevos soles por muestra, en comparacion a los
S/. 142,52 y S/. 33.0 que podria llegar a costar la prueba de Genotype MTBDRplus (49) y
GeneExpert MDR/TB, respectivamente. El costo de nuestra prueba HRM se redujo ain mas
al utilizar el método clasico de extraccion de DNA por fenol-cloroformo en reemplazo al kit
comercial. Sin embargo, por mas que se cuido el desempefio de la prueba supervisando que
se tenga la misma concentracion de DNA entre muestras, y utilizando una cepa WT extraida
con el mismo protocolo para mantener los valores de CT homogéneos, las curvas extraidas

con fenol presentaron una mayor dispersion, por ende, una mayor dificultad para la
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discriminacion visual de cepas mutantes. Probablemente esta sea la razon de la disminucion
en la sensibilidad/especificidad de la prueba cuando se emplea este método de extraccion.
No obstante, el estudio presenta la limitante de no haber tratado con la misma poblacion de
cepas entre grupos de extraccion por lo que no se puede afirmar a cabalidad este enunciado

y excluir la influencia intrinseca de las cepas.

Con el objetivo de reducir el efecto de la subjetividad del analista al momento de discriminar
las curvas visualmente se opté por implementar un método de analisis cuantitativo,
determinando un punto de corte RFUmax para la clasificacion de una cepa como mutante.
Tras consultar trabajos previos de HRM se verifico que este trabajo es el primero en intentar

este tipo de abordaje en el anélisis.

Los puntos de corte difirieron al dividir la poblacion de cepas segun el método de extraccion,
siendo para el grupo de fenol cloroformo casi el doble que para el grupo de Kit. Esto es de
esperarse debido a la mayor dispersion de las curvas. Por esta razon se sugiere manejar un
punto de corte propio de cada grupo. De esa forma se calculo el desempefio de la prueba de
acuerdo a este analisis. Viendo un ligero incremento de la sensibilidad en el caso del kit al
tratar las muestras por grupos que como un todo.

Al comparar el desempefio de ambos abordajes, cualitativo y cuantitativo, se pudo verificar
que ninguna de las diferencias existentes entre los valores de sensibilidad/especificidad de
cada grupo es significativa (p > 0.05, segun McNemar test). Este resultado refuerza la
robustez de la prueba de HRM y es un indicio mas de la confiabilidad que ofrece la

discriminacion visual y sencilla para la interpretacion de las curvas.
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VII. CONCLUSIONES

o El ensayo de High Resolution Melting es una prueba sencilla, rapida, robusta, sensible
y de bajo costo, capaz de identificar mutaciones en la region RRDR del gen rpoB de

aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis.

o El andlisis cualitativo del ensayo de High Resolution Melting mostrd sensibilidad de
82.4%, especificidad de 96.4% y valor kappa 0.7 respecto a la prueba de referencia de

secuenciamiento de la region RRDR del gen rpoB .

o El andlisis cuantitativo de los valores maximos de RFUmax de las curvas de fusion de
HRM mostro sensibilidad de 85.3%, especificidad de 92.7% y valor kappa 0.7 respecto

a la prueba de referencia de secuenciamiento de la region RRDR del gen rpoB

o El costo basico del HRM calculado en base a los insumos es 47 veces menor respecto
a la prueba Genotype MTBDRplus y 11 veces menor que el GeneXpert MTB/RIF,

ambas pruebas con objetivos de diagnostico similares en TB.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Como primer paso se plantea lograr la deteccion de cepas con mutaciones de transversion
clase Il y IV (A>T, C>G) disefiando una sonda (Locked Nucleic Acid) de deteccion dirigida
al sitio de mutacion mas frecuente, D516V. Este paso servird para corroborar aquellas cepas

Wild Type por el ensayo de HRM.

Ya que el diagndstico de resistencia en TB involucra como primer paso el aislamiento de la
cepa de Mycobacterium tuberculosis a partir de especimenes clinicos, nos proponemos como
meta ensayar la prueba de HRM directamente a la muestra de esputo, acortando asi el tiempo

de diagnostico de manera mas efectiva.

Acorde a los resultados obtenidos, no se recomienda el uso de muestras cuyo DNA ha sido

extraido con el método de fenol cloroformo ya que provoca la dispersion en las curvas de

fusion, haciendo dificil su interpretacion por HRM cualitativo.
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ANEXO

UBICACION DE PRIMERS SINTETIZADOS PARA LA AMPLIFICACION DEL GEN RPOB

1055 1217
I |

| Regidndsterminante de resistencia aRifampicina (RRDR) 81 pb 1403 1569

GACCACGATGACCGTTCC ~~~~ TCACACH TGATCAAC TTCT GCCAGCTGAGCCAATTCATGE, e TGT TT GCGCCGACTGTCGGOGCT CTGTCACGTGAGCGTGCCGEGCTGGAGGTCCGCGA. ~v GTTAGCGACGACATCCTG |} rpoE

AGGAGTTCT TCGGCACCAGC CAGC TGAGCCART TCAT GEACCAGARCAACC CECT 6T CHGGETT GACCCACARGCGUCGACT GT CEGUGCT GEEEC CCGECEGTCTGTCACGTGAGCGTGC

_ SET-1

Primers

Nota: El par de primers empleados para la deteccion de mutaciones que confieren resistencia a rifampicina por HRM corresponden

al Set-3 (resaltado en celeste).



PROTOCOLO PCR-HRM OPTIMIZADO

PREPARACION DE MASTER MIX

Componente Conc. Inicial Conc. Final 1 Rx (pl)
HRM MMix Roche 2X 1X 10
MgCl> 25Mm 2.5mM 2
Primers 10pM 0.5uM 1
H20 - - 4
DNA 10 ng/pl 1 ng/ul 2
Total vol. 20




Programa PCR-HRM Light Cycler Nano Software

1. HOLD

Temp (°C) 95

Rampa (°C/s) 4.4

Hold (s) 600
2. 3-Step Amplification (45 cycles)
Temp (°C) Rampa (°C/s) Hold (s) Adquisicion
95 4.4 10 Denaturacion
58 2.2 15 Anillamiento
72 4.4 10 \ Elongacion
3. HOLD

Temp (°C) 95

Rampa (°C/s) 4

Hold (s) 60
4. HOLD

Temp (°C) 40
Rampa (°C/s) 4

Hold (s) 60

5. High Resolution Melting

Temp (°C) 85
Fase Inicial Rampa (°C/s) 4

Hold (s) 1




Fase Final

Temp (°C) 95
Rampa (°C/s) 0.05

Hold (s) 1

6. HOLD

Temp (°C) 40
Rampa (°C/s) 2.2

Hold (s) 10




BASE DE DATOS DE CEPAS INCORPORADAS EN EL ESTUDIO

HRM Cuantitativo

Met. Mutacion | Clasificacion . HRM Cut-off Cut-off
Extrac® ID_cepa rpoB mut seq. REUMX | o alitativo | CUtOff p/KIT p/FC
(0.1132) | 5 0661) | (0.1397)
1 MDRMA2019 WT 0 0.0508 0 0 0
1 MDRMA2260 WT 0 0.0271 0 0 0
1 MDRMD1027 1349 1 0.1857 1 1 1
1 MDRMD1098 1349 1 0.1853 1 1 1
1 TBDMA425 1349 1 0.1988 1 1 1
1 TBDM?2444 WT 0 0.0074 0 0 0
1 TBDM?2489 WT 0 0.0162 0 0 0
1 CSV383 1349 1 0.1764 1 1 1
1 CSV4519 WT 0 0.0407 0 0 0
1 CSV4644 WT 0 0.0208 0 0 0
1 CSV5769 1349 1 0.1847 1 1 1
1 CSV10399 1349 1 0.1856 1 1 1
1 TBV4766 WT 0 0.0025 0 0 0
1 LN55 1349 1 0.1699 1 1 1
1 LN180 1349 1 0.1912 1 1 1
1 LN763 WT 0 0.0564 0 0 0
1 LN2900 WT 0 0.0771 0 0 1
1 LN3588 WT 0 0.0338 0 0 0
1 LN3756 1349 1 0.1638 1 1 1
1 LE13 1349 1 0.1861 1 1 1
1 LE486 1349 1 0.1937 1 1 1
1 SLM36 1349 1 0.1849 1 1 1
1 SLM40 1349 1 0.1797 1 1 1




1 SLMG60 1303, 1304 1 0.1981 1 1 1
1 SLMG63 1304 1 0.0661 0 0 1
1 SLM88 1304 1 0.0511 0 0 0
1 SLM100 1349 1 0.1804 1 1 1
1 ME1473 1349 1 0.1738 1 1 1
1 MDRMA1565 1303, 1304 1 0.2013 1 1 1
1 TBV4952 1333, 1334 1 0.0711 0 0 1
1 MDRDM1081 1355 1 0.1573 1 1 1
1 CSV11678 1349 1 0.0204 0 0 0
1 MDRMA?2491 1304 1 0.0781 0 0 1
1 TBDM 2487 1285 1 0.1819 1 1 1
1 MDRDM 827 1355 1 0.1683 1 1 1
1 MDRDM 627 1349 1 0.1932 1 1 1
1 CSV 3611 WT 0 0.0061 0 0 0
1 LE 371 1349 1 0.2147 1 1 1
1 TBDM 554 WT 0 0.0281 0 0 0
1 TBDM 1506 WT 0 0.0191 0 0 0
1 TBDM 2000 WT 0 0.0219 0 0 0
1 MDRMA 295 WT 0 0.0053 0 0 0
1 MDRMA 2441 WT 0 0.0343 0 0 0
1 MDRMA 701 WT 0 0.0229 0 0 0
1 TBDM 2189 WT 0 0.0282 0 0 0
1 MDRMA 2082 WT 0 0.0079 0 0 0
1 LE 63 WT 0 0.0557 0 0 0
1 LE 79 WT 0 0.0068 0 0 0
1 LE 410 WT 0 0.0034 0 0 0
1 LN 3589 WT 0 0.0428 0 0 0
1 LN 3668 WT 0 0.0129 0 0 0
1 LN 3672 WT 0 0.0017 0 0 0




1 LN 3695 WT 0 0.0188 0 0 0
1 TBDM 2699 WT 0 0.0213 0 0 0
1 TBDM 2717 WT 0 0.0155 0 0 0
1 LE 76 WT 0 0.0073 0 0 0
1 LN 2358 1349 1 0.1784 1 1 1
1 LN 3584 WT 0 0.0283 0 0 0
1 TBV 4768 WT 0 0.0432 0 0 0
1 TBV 5000 1349 1 0.1395 1 1 1
1 TBV 5362 1349 1 0.1608 1 1 1
1 TBV 5365 1349 1 0.1728 1 1 1
1 LE 492 1349 1 0.1681 1 1 1
1 MDRDM 260 1349 1 0.1612 1 1 1
1 MDRMAGS863 WT 0 0.0386 0 0 0
1 SLMO056 1349 1 0.1790 1 1 1
1 LN1100 WT 0 0.0009 0 0 0
1 LN1856 1304 1 0.0039 0 0 0
1 CSV9577 WT 0 0.0107 0 0 0
1 LE103 WT 0 0.0274 0 0 0
1 LN317 WT 0 0.0248 0 0 0
1 MDRMAZ203 WT 0 0.0104 0 0 0
2 LN153 1349 1 0.1435 1 1 1
2 LN321 1349 1 0.0954 1 0 0
2 LN598 1334 1 0.0531 0 0 0
2 LN2357 1349 1 0.1849 1 1 1
2 LN36 WT 0 0.0182 0 0 0
2 LNG68 WT 0 0.0430 0 0 0
2 LN206 WT 0 0.0214 0 0 0
2 LE9501 1349 1 0.1397 1 1 1
2 LE9504 1349 1 0.1543 1 1 1




2 LE9507 1349 1 0.1497 1 1 1
2 LE9508 1333 1 0.2215 1 1 1
2 LE9510 1349 1 0.1794 1 1 1
2 LE9566 1349 1 0.1712 1 1 1
2 MDRMA158 WT 0 0.1853 1 1 1
2 MDRMA1801 1333 1 0.0398 0 0 0
2 MDRMA10 WT 0 0.0794 0 0 0
2 MDRMA100 WT 0 0.0213 0 0 0
2 DMEP57 WT 0 0.0269 0 0 0
2 DMEP277 WT 0 0.0181 0 0 0
2 DMEP1015 1303 1 0.1654 1 1 1
2 MDRDMO0003 1349 1 0.1851 1 1 1
2 MDRDMO0075 1349 1 0.2444 1 1 1
2 MDRDMO0081 1349 1 0.1679 1 1 1
2 MDRDMO0086 1349 1 0.1354 1 1 0
2 MDRDMO0137 1349 1 0.1477 1 1 1
2 MDRDMO0005 WT 0 0.0456 0 0 0
2 MDRDMO0009 WT 0 0.0503 0 0 0
2 MDRDMO0061 WT 0 0.0335 0 0 0
2 LN467 1304 1 0.1226 0 1 0
2 LN2349 WT 0 0.0559 0 0 0
2 LN2413 1349 1 0.2764 1 1 1
2 LN84 WT 0 0.1096 0 0 0
2 LE9521 1333 1 0.3215 1 1 1
2 LE9536 WT 0 0.2545 1 1 1
2 LE9547 WT 0 0.0733 0 0 0
2 MDRMA356 1334 1 0.1406 0 1 1
2 MDRMAS507 1304 1 0.0525 0 0 0
2 MDRMA1027 1349 1 0.2958 1 1 1




2 MDRMA1029 1349 1 0.4823 1 1 1
2 MDRMA57 WT 0 0.1111 0 0 0
2 MDRMAS85 WT 0 0.1342 0 1 0
2 TBME1464 1349 1 0.2739 1 1 1
2 DMEP545 1349 1 0.2723 1 1 1
2 TBME1527 1349 1 0.3212 1 1 1
2 TBME150 1349 1 0.2119 1 1 1
2 TBME127 WT 0 0.1359 0 1 0
2 MDRDMO0092 1349 1 0.2727 1 1 1
2 MDRDMO0104 1349 1 0.2748 1 1 1
2 MDRDMO0129 1349 1 0.2911 1 1 1
2 MDRDMO0148 1349 1 0.3072 1 1 1
2 MDRDMO0151 1304 1 0.1132 0 1 0

#Método de extraccion: (1) DNA de cepas extraidas con kit, (2) DNA de cepas extraidas con el método de fenol cloroformo.




DETALLE DE DATOS PARA LA ELABORACION DE CURVAS ROC

*Se encuentra resaltado los valores de punto de corte empleados

PUNTOS DE CORTE CONSIDERANDO TODAS LAS CEPAS ESTUDIADAS

Punto de I A Clasificados <
Corte Sensibilidad | Especificidad Correctamente LR+ LR- Indice J
(>=.0009) 1.00 0.00 55.28% 1.00 0.00
(>=.0017) 1.00 0.02 56.10% 1.02 0.00 0.02
(>=.0025) 1.00 0.04 56.91% 1.04 0.00 0.04
(>=.0034) 1.00 0.05 57.72% 1.06 0.00 0.05
(>=.0039) 1.00 0.07 58.54% 1.08 0.00 0.07
(>=.0053) 0.99 0.07 57.72% 1.06 0.20 0.06
(>=.0061) 0.99 0.09 58.54% 1.08 0.16 0.08
(>=.0068) 0.99 0.11 59.35% 1.11 0.13 0.09
(>=.0073) 0.99 0.13 60.16% 1.13 0.12 0.11
(>=.0074) 0.99 0.15 60.98% 1.15 0.10 0.13
(>=.0079) 0.99 0.16 61.79% 1.18 0.09 0.15
(>=.0104) 0.99 0.18 62.60% 1.20 0.08 0.17
(>=.0107) 0.99 0.20 63.41% 1.23 0.07 0.19
(>=.0129) 0.99 0.22 64.23% 1.26 0.07 0.20
(>=.0155) 0.99 0.24 65.04% 1.29 0.06 0.22
(>=.0162) 0.99 0.25 65.85% 1.32 0.06 0.24
(>=.0181) 0.99 0.27 66.67% 1.35 0.05 0.26
(>=.0182) 0.99 0.29 67.48% 1.39 0.05 0.28
(>=.0188) 0.99 0.31 68.29% 1.43 0.05 0.29
(>=.0191) 0.99 0.33 69.11% 1.46 0.04 0.31
(>=.0204) 0.99 0.35 69.92% 151 0.04 0.33
(>=.0208) 0.97 0.35 69.11% 1.48 0.09 0.32
(>=.0213) 0.97 0.36 69.92% 1.53 0.08 0.33
(>=.0214) 0.97 0.40 71.54% 1.62 0.07 0.37
(>=.0219) 0.97 0.42 72.36% 1.67 0.07 0.39
(>=.0229) 0.97 0.44 73.17% 1.72 0.07 0.41
(>=.0248) 0.97 0.45 73.98% 1.78 0.06 0.43
(>=.0269) 0.97 0.47 74.80% 1.84 0.06 0.44
(>=.0271) 0.97 0.49 75.61% 191 0.06 0.46
(>=.0274) 0.97 0.51 76.42% 1.98 0.06 0.48
(>=.0281) 0.97 0.53 77.24% 2.05 0.06 0.50




(>=.0282) 0.97 0.55 78.05% 2.14 0.05 0.52
(>=.0283) 0.97 0.56 78.86% 2.22 0.05 0.53
(>=.0335) 0.97 0.58 79.67% 2.32 0.05 0.55
(>=.0338) 0.97 0.60 80.49% 2.43 0.05 0.57
(>=.0343) 0.97 0.62 81.30% 2.54 0.05 0.59
(>=.0386) 0.97 0.64 82.11% 2.67 0.05 0.61
(>=.0398) 0.97 0.65 82.93% 2.81 0.04 0.63
(>=.0407) 0.96 0.65 82.11% 2.77 0.07 0.61
(>=.0428) 0.96 0.67 82.93% 2.92 0.07 0.63
(>=.043) 0.96 0.69 83.74% 3.09 0.06 0.65
(>=.0432) 0.96 0.71 84.55% 3.29 0.06 0.67
(>=.0456) 0.96 0.73 85.37% 3.50 0.06 0.68
(>=.0503) 0.96 0.75 86.18% 3.76 0.06 0.70
(>=.0508) 0.96 0.76 86.99% 4.04 0.06 0.72
(>=.0511) 0.96 0.78 87.80% 4.38 0.06 0.74
(>= .0525) 0.94 0.78 86.99% 4.31 0.08 0.72
(>= .0557) 0.93 0.78 86.18% 4.25 0.09 0.71
(>=.0559 ) 0.93 0.80 86.99% 4.63 0.09 0.73
(>=.0564) 0.93 0.82 87.80% 5.10 0.09 0.74
(>=.0617) 0.93 0.84 88.62% 5.66 0.09 0.76
(>=.0661) 0.91 0.84 87.80% 5.57 0.11 0.75
(>=.0711) 0.90 0.84 86.99% 5.48 0.12 0.73
(>=.0733) 0.88 0.84 86.18% 5.39 0.14 0.72
(>=.0771) 0.88 0.85 86.99% 6.07 0.14 0.74
(>=.0781) 0.88 0.87 87.80% 6.93 0.13 0.76
(>=.0794) 0.87 0.87 86.99% 6.82 0.15 0.74
(>=.0954) 0.87 0.89 87.80% 7.95 0.15 0.76
(>=.1096) 0.85 0.89 86.99% 7.82 0.17 0.74
(>=.1111) 0.85 0.91 87.80% 9.38 0.16 0.76
(>=.1132) 0.85 0.93 88.62% 11.73 0.16 0.78
(>=.1226) 0.84 0.93 87.80% 11.53 0.17 0.77
(>=.1342) 0.82 0.93 86.99% 11.32 0.19 0.75
(>=.1354) 0.82 0.95 87.80% 15.10 0.19 0.77
(>=.1359) 0.81 0.95 86.99% 14.83 0.20 0.75
(>=.1395) 0.81 0.96 87.80% 22.24 0.20 0.77
(>=.1397) 0.79 0.96 86.99% 21.84 0.21 0.76
(>=.1406) 0.78 0.96 86.18% 21.43 0.23 0.74
(>=.1435) 0.76 0.96 85.37% 21.03 0.24 0.73
(>=.1477) 0.75 0.96 84.55% 20.63 0.26 0.71
(>=.1497) 0.74 0.96 83.74% 20.22 0.27 0.70
(>=.1543) 0.72 0.96 82.93% 19.82 0.29 0.68
(>=.1573) 0.71 0.96 82.11% 19.41 0.31 0.67




(>=.1608) 0.69 0.96 81.30% 19.01 0.32 0.65
(>=.1612) 0.68 0.96 80.49% 18.60 0.34 0.64
(>=.1638) 0.66 0.96 79.67% 18.20 0.35 0.63
(>=.1654 ) 0.65 0.96 78.86% 17.79 0.37 0.61
(>=.1679) 0.63 0.96 78.05% 17.39 0.38 0.60
(>=.1681) 0.62 0.96 77.24% 16.99 0.40 0.58
(>=.1683) 0.60 0.96 76.42% 16.58 0.41 0.57
(>=.1699) 0.59 0.96 75.61% 16.18 0.43 0.55
(>=.1712) 0.57 0.96 74.80% 15.77 0.44 0.54
(>=.1728) 0.56 0.96 73.98% 15.37 0.46 0.52
(>=.1738) 0.54 0.96 73.17% 14.96 0.47 0.51
(>=.1764) 0.53 0.96 72.36% 14.56 0.49 0.49
(>=.1784) 0.51 0.96 71.54% 14.15 0.50 0.48
(>=.179) 0.50 0.96 70.73% 13.75 0.52 0.46
(>=.1794) 0.49 0.96 69.92% 13.35 0.53 0.45
(>=.1797) 0.47 0.96 69.11% 12.94 0.55 0.43
(>=.1804) 0.46 0.96 68.29% 12.54 0.56 0.42
(>=.1819) 0.44 0.96 67.48% 12.13 0.58 0.40
(>=.1847) 0.43 0.96 66.67% 11.73 0.60 0.39
(>=.1849) 0.41 0.96 65.85% 11.32 0.61 0.38
(>=.1851) 0.38 0.96 64.23% 10.51 0.64 0.35
(>=.1853) 0.37 0.96 63.41% 10.11 0.66 0.33
(>=.1856) 0.35 0.98 63.41% 19.41 0.66 0.33
(>=.1857) 0.34 0.98 62.60% 18.60 0.67 0.32
(>=.1861) 0.32 0.98 61.79% 17.79 0.69 0.31
(>=.1912) 0.31 0.98 60.98% 16.99 0.70 0.29
(>=.1932) 0.29 0.98 60.16% 16.18 0.72 0.28
(>=.1937) 0.28 0.98 59.35% 15.37 0.73 0.26
(>=.1981) 0.26 0.98 58.54% 14.56 0.75 0.25
(>=.1988) 0.25 0.98 57.72% 13.75 0.76 0.23
(>=.2013) 0.24 0.98 56.91% 12.94 0.78 0.22
(>=.2119) 0.22 0.98 56.10% 12.13 0.79 0.20
(>=.2147) 0.21 0.98 55.28% 11.32 0.81 0.19
(>=.2215) 0.19 0.98 54.47% 10.51 0.82 0.17
(>=.2444) 0.18 0.98 53.66% 9.71 0.84 0.16
(>=.2545) 0.16 0.98 52.85% 8.90 0.85 0.14
(>=.2723) 0.16 1.00 53.66% 0.84 0.16
(>=.2727) 0.15 1.00 52.85% 0.85 0.15
(>=.2739) 0.13 1.00 52.03% 0.87 0.13
(>=.2748) 0.12 1.00 51.22% 0.88 0.12
(>=.2764) 0.10 1.00 50.41% 0.90 0.10
(>=.2911) 0.09 1.00 49.59% 0.91 0.09




(>=.2958) 0.07 1.00 48.78% 0.93 0.07
(>=.3072) 0.06 1.00 47.97% 0.94 0.06
(>=.3212) 0.04 1.00 47.15% 0.96 0.04
(>=.3215) 0.03 1.00 46.34% 0.97 0.03
(>=.4823) 0.01 1.00 45.53% 0.99 0.01
(> .4823) 0.00 1.00 44.72% 1.00 0.00
PUNTOS DE CORTE CONSIDERANDO CEPAS EXTRAIDAS CON KIT
Puntode | oo sinilidad | Especificidad | C'asificados |y g1 g indice J
Corte Correctamente
(>=.0009) 1.00 0.00 48.61% 1.00 0.00
(>=.0017) 1.00 0.03 50.00% 1.03 0.00 0.03
(>=.0025) 1.00 0.05 51.39% 1.06 0.00 0.05
(>=.0034) 1.00 0.08 52.78% 1.09 0.00 0.08
(>=.0039) 1.00 0.11 54.17% 1.12 0.00 0.11
(>=.0053) 0.97 0.11 52.78% 1.09 0.26 0.08
(>=.0061) 0.97 0.14 54.17% 1.12 0.21 0.11
(>=.0068) 0.97 0.16 55.56% 1.16 0.18 0.13
(>=.0073) 0.97 0.19 56.94% 1.20 0.15 0.16
(>=.0074) 0.97 0.22 58.33% 1.24 0.13 0.19
(>=.0079) 0.97 0.24 59.72% 1.28 0.12 0.21
(>=.0104) 0.97 0.27 61.11% 1.33 0.11 0.24
(>=.0107) 0.97 0.30 62.50% 1.38 0.10 0.27
(>=.0129) 0.97 0.32 63.89% 1.44 0.09 0.30
(>=.0155) 0.97 0.35 65.28% 1.50 0.08 0.32
(>=.0162) 0.97 0.38 66.67% 1.56 0.08 0.35
(>=.0188) 0.97 0.41 68.06% 1.63 0.07 0.38
(>=.0191) 0.97 0.43 69.44% 1.71 0.07 0.40
(>=.0204) 0.97 0.46 70.83% 1.80 0.06 0.43
(>=.0208) 0.94 0.46 69.44% 1.74 0.12 0.40
(>=.0213) 0.94 0.49 70.83% 1.84 0.12 0.43
(>=.0219) 0.94 0.51 72.22% 1.94 0.11 0.46
(>=.0229) 0.94 0.54 73.61% 2.05 0.11 0.48
(>=.0248) 0.94 0.57 75.00% 2.18 0.10 0.51
(>=.0271) 0.94 0.59 76.39% 2.33 0.10 0.54
(>=.0274) 0.94 0.62 77.78% 2.49 0.09 0.56
(>=.0281) 0.94 0.65 79.17% 2.68 0.09 0.59
(>=.0282) 0.94 0.68 80.56% 2.91 0.08 0.62
(>=.0283) 0.94 0.70 81.94% 3.17 0.08 0.65




(>=.0338) 0.94 0.73 83.33% 3.49 0.08 0.67
(>=.0343) 0.94 0.76 84.72% 3.88 0.08 0.70
(>=.0386) 0.94 0.78 86.11% 4.36 0.07 0.73
(>=.0407) 0.94 0.81 87.50% 4.98 0.07 0.75
(>=.0428) 0.94 0.84 88.89% 5.81 0.07 0.78
(>=.0432) 0.94 0.86 90.28% 6.98 0.07 0.81
(>=.0508) 0.94 0.89 91.67% 8.72 0.06 0.83
(>=.0511) 0.94 0.92 93.06% 11.63 0.06 0.86
(>=.0557) 0.91 0.92 91.67% 11.28 0.09 0.83
(>=.0564 ) 0.91 0.95 93.06% 16.91 0.09 0.86
(>=.0661) 0.91 0.97 94.44% 33.83 0.09 0.89
(>=.0711) 0.89 0.97 93.06% 32.77 0.12 0.86
(>=.0771) 0.86 0.97 91.67% 31.71 0.15 0.83
(>=.0781) 0.86 1.00 93.06% 0.14 0.86
(>=.1395) 0.83 1.00 91.67% 0.17 0.83
(>=.1573) 0.80 1.00 90.28% 0.20 0.80
(>=.1608) 0.77 1.00 88.89% 0.23 0.77
(>=.1612) 0.74 1.00 87.50% 0.26 0.74
(>=.1638) 0.71 1.00 86.11% 0.29 0.71
(>=.1681) 0.69 1.00 84.72% 0.31 0.69
(>=.1683) 0.66 1.00 83.33% 0.34 0.66
(>=.1699 ) 0.63 1.00 81.94% 0.37 0.63
(>=.1728) 0.60 1.00 80.56% 0.40 0.60
(>=.1738) 0.57 1.00 79.17% 0.43 0.57
(>=.1764) 0.54 1.00 77.78% 0.46 0.54
(>=.1784) 0.51 1.00 76.39% 0.49 0.51
(>=.179) 0.49 1.00 75.00% 0.51 0.49
(>=.1797) 0.46 1.00 73.61% 0.54 0.46
(>=.1804) 0.43 1.00 72.22% 0.57 0.43
(>=.1819) 0.40 1.00 70.83% 0.60 0.40
(>=.1847) 0.37 1.00 69.44% 0.63 0.37
(>=.1849) 0.34 1.00 68.06% 0.66 0.34
(>=.1853) 0.31 1.00 66.67% 0.69 0.31
(>=.1856 ) 0.29 1.00 65.28% 0.71 0.29
(>=.1857) 0.26 1.00 63.89% 0.74 0.26
(>=.1861) 0.23 1.00 62.50% 0.77 0.23
(>=.1912) 0.20 1.00 61.11% 0.80 0.20
(>=.1932) 0.17 1.00 59.72% 0.83 0.17
(>=.1937) 0.14 1.00 58.33% 0.86 0.14
(>=.1981) 0.11 1.00 56.94% 0.89 0.11
(>=.1988) 0.09 1.00 55.56% 0.91 0.09
(>=.2013) 0.06 1.00 54.17% 0.94 0.06




(>=.

2147)

0.03

1.00

52.78%

0.97

0.03

(> .2147)

0.00

1.00

51.39%

1.00

0.00

PUNTOS DE CORTE CONSIDERANDO CEPAS EXTRAIDAS POR EL METODO

DE FENOL CLOROFORMO

Punto de . e . Clasificados -
Corte Sensibilidad | Especificidad Correctamente LR+ LR- Indice J
(>=.0181) 1.00 0.00 64.71% 1.00 0.00
(>=.0182) 1.00 0.06 66.67% 1.06 0.00 0.06
(>=.0213) 1.00 0.11 68.63% 1.13 0.00 0.11
(>=.0214) 1.00 0.17 70.59% 1.20 0.00 0.17
(>=.0269) 1.00 0.22 72.55% 1.29 0.00 0.22
(>=.0335) 1.00 0.28 74.51% 1.38 0.00 0.28
(>=.0398) 1.00 0.33 76.47% 1.50 0.00 0.33
(>=.043) 0.97 0.33 74.51% 1.45 0.09 0.30
(>=.0456) 0.97 0.39 76.47% 1.59 0.08 0.36
(>=.0503) 0.97 0.44 78.43% 1.75 0.07 0.41
(>=.0525) 0.97 0.50 80.39% 1.94 0.06 0.47
(>=.0559) 0.94 0.50 78.43% 1.88 0.12 0.44
(>=.0617) 0.94 0.56 80.39% 2.11 0.11 0.50
(>=.0733) 0.91 0.56 78.43% 2.05 0.16 0.46
(>=.0794) 0.91 0.61 80.39% 2.34 0.15 0.52
(>=.0954) 0.91 0.67 82.35% 2.73 0.14 0.58
(>=.1096) 0.88 0.67 80.39% 2.64 0.18 0.55
(>=.1111) 0.88 0.72 82.35% 3.16 0.17 0.60
(>=.1132) 0.88 0.78 84.31% 3.95 0.16 0.66
(>=.1226) 0.85 0.78 82.35% 3.82 0.19 0.63
(>=.1342) 0.82 0.78 80.39% 3.68 0.23 0.60
(>=.1354) 0.82 0.83 82.35% 491 0.22 0.65
(>=.1359) 0.79 0.83 80.39% 473 0.25 0.62
(>=.1397) 0.79 0.89 82.35% 7.09 0.24 0.68
(>=.1406) 0.76 0.89 80.39% 6.82 0.27 0.65
>=, . . . 0 . . .
( 1435) 0.73 0.89 78.43% 6.55 0.31 0.62
>=, . . . 0 . . .
( 1477) 0.70 0.89 76.47% 6.27 0.34 0.59
>=.1497) 0.67 0.89 74.51% 6.00 0.38 0.56
(
(>=.1543) 0.64 0.89 72.55% 5.73 0.41 0.53
(>=.1654) 0.61 0.89 70.59% 5.45 0.44 0.50
(>=.1679) 0.58 0.89 68.63% 5.18 0.48 0.46




(>=.1712) 0.55 0.89 66.67% 4.91 0.51 0.43
(>=.1794) 0.52 0.89 64.71% 4.64 0.55 0.40
(>=.1849) 0.48 0.89 62.75% 4.36 0.58 0.37
(>=.1851) 0.45 0.89 60.78% 4.09 0.61 0.34
(>=.1853) 0.42 0.89 58.82% 3.82 0.65 0.31
(>= 2119) 0.42 0.94 60.78% 7.64 0.61 0.37
(>= .2215) 0.39 0.94 58.82% 7.09 0.64 0.34
(>= .2444) 0.36 0.94 56.86% 6.55 0.67 0.31
(>=.2545) 0.33 0.94 54.90% 6.00 0.71 0.28
(>= .2723) 0.33 1.00 56.86% 0.67 0.33
(>= .2727) 0.30 1.00 54.90% 0.70 0.30
(>=.2739) 0.27 1.00 52.94% 0.73 0.27
(>= .2748) 0.24 1.00 50.98% 0.76 0.24
(>=.2764) 0.21 1.00 49.02% 0.79 0.21
(>= .2911) 0.18 1.00 47.06% 0.82 0.18
(>=.2958) 0.15 1.00 45.10% 0.85 0.15
(>=.3072) 0.12 1.00 43.14% 0.88 0.12
(>=.3212) 0.09 1.00 41.18% 0.91 0.09
(>=.3215) 0.06 1.00 39.22% 0.94 0.06
(>=.4823) 0.03 1.00 37.25% 0.97 0.03
(> .4823) 0.00 1.00 35.29% 1.00 0.00




