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Introduccioén

1. INTRODUCCION

1.1. Mycobacterium tuberculosis Complex

El Complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) incluye a las especies M.
tuberculosis, M. bovis BCG (cepa utilizada en la vacuna de la tuberculosis), M.
bovis ssp. Bovis, M. bovis ssp. Caprae, M. africanum (microorganismo que se
considera intermedio entre M. tuberculosis y M. bovis que causa tuberculosis
(TB) humana en Africa), M. microti (patégeno de roedores) y M. canettii,
productoras todas ellas de tuberculosis. En la actualidad M. bovis rara vez
causa enfermedad y los términos bacilo tuberculoso y M. tuberculosis
practicamente se consideran sinénimos. Los seres humanos son el Unico

reservorio de M. tuberculosis (7).

Desde el punto de vista microbiolégico, la morfologia del género M.
tuberculosis suele ser caracteristica; bacilo delgado de forma recta o
ligeramente curvada en frotis tefiidos, y su tamafo suele ser de 1-4 micras de
largo por 0,3-0,5 micras de ancho. Ocasionalmente, forma ramificaciones
verdaderas que se observan en frotis de cultivos liquidos o de muestras
clinicas directas. Son bacilos acido-alcohol resistente mediante la tincién de
Ziehl-Neelsen. Con esta tincion, los bacilos aparecen de color rojo brillante
sobre un fondo azul. Los bacilos tuberculosos son dificiles de tefir con la
tincion de Gram, y se observan como bacilos gram positivos. Son bacilos no
formadores de esporas, sin flagelos ni capsula. La estructura celular de M.
tuberculosis consta de una gruesa pared y en ella estan presentes los acidos
micolicos, que son acidos grasos de gran importancia taxondémica en
micobacterias. Presentan en su estructura mas externa una serie de lipidos
como los sulfolipidos, los micésidos y el cord factor, llamado asi por su

aparente asociacién con la forma acordonada con que se agrupan las
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Introduccioén

micobacterias virulentas. No difiere del resto de las bacterias en cuanto al

citoplasma y el ADN nuclear.

Las micobacterias son aerobios estrictos y no crecen en ausencia de
oxigeno. M. tuberculosis, se desarrollan de forma adecuada en medios simples
aunque para el aislamiento primario de muestras clinicas, se requieren medios
mas complejos. Los bacilos tuberculosos tienen un crecimiento muy lento,
incluso en condiciones 6ptimas y requieren de 10 a 20 dias de incubacién a
37°C. El pH éptimo de crecimiento es de 7. El tiempo de duplicacién de M.
tuberculosis en las mejores condiciones de cultivo es de 15 a 18 horas,
tardando varias semanas (de 1 a 3) en aparecer colonias visibles en los medios

de cultivo (Lowéstein-Jensen).

Las micobacterias son muy resistentes a la desecacién. El medio ambiente
en el que se encuentran constituye un factor muy importante para su viabilidad.
Cuando se exponen a la luz solar directa, los bacilos tuberculosos de los
cultivos son destruidos en 2 horas, pero si estos estan presentes en una
muestra clinica, pueden permanecer viables durante mas tiempo. Las
micobacterias son mas resistentes a productos quimicos, como los
desinfectantes, que otros microorganismos no formadores de esporas,
probablemente como consecuencia de su contenido en lipidos, sin embargo
son sensibles a los calores humedos y destruidos por las temperaturas de

pasteurizacion ? 3),
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Introduccioén

1.2. Mycobacterium avium Complex (MAC)

El complejo Mycobacterium avium (MAC) pertenece al género
Mycobacterium, dentro de las micobacterias atipicas. En este complejo se
incluyen M. avium, Mycobacterium intracellulare y recientemente se ha
caracterizado un tercer grupo dentro del Complejo, la especie Mycobacterium
chimaera, (Mycobacterium especie X) miembro aun no bien estudiado. Dentro
de M. avium se reconocen cuatro subespecies: subsp. avium, subsp.
paratuberculosis, subsp. silvaticum y subsp. hominissuis. Ante la imposibilidad
de distinguir las especies con las pruebas bioquimicas habituales se recurrié a

la agrupacién y denominacion de complejo M. avium-M. intracellulare.-

Se trata de bacilos grampositivos, acido-alcohol resistentes y aerobios.
Estan encuadrados en el grupo lll de la clasificacion de Runyon, es decir, son
de crecimiento lento y no fotocromégenos. Las tinciones clasicas de Ziehl-
Neelsen y fluorescencia son eficaces para observar la presencia de es estos
bacilos. Aunque es dificil distinguirlos de las otras micobacterias, podemos
hacer un diagnéstico presuntivo por su tamafio muy corto y fino, y por su
abundancia en las muestras extrapulmonares. M. avium Complex crece a 37
°C en los medios convencionales, tardando 3 6 4 semanas, con una apariencia

de tapiz fino, no cromoégeno ).

M. avium es el causante de la tuberculosis en las aves y M. intracellulare es
el antiguo bacilo de Battey, aislado por primera vez en un paciente tuberculoso
en Battey, Georgia (USA). Son ubicuos en el ambiente y capaces de causar
enfermedades en los animales y en el hombre, pero no hay evidencia de la
transmision de persona a persona. En el hombre pueden producir enfermedad
tanto en las personas inmunocompetentes como en los inmunodeprimidos,
especialmente en los infectados por el virus VIH ®). En estos pacientes produce
una infecciéon diseminada, asociada con una gran mortalidad, sobre todo en los
que presentan recuentos de linfocitos CD4 <100 células/mm3. En los afos

pasados de la epidemia de sida, la frecuencia de la infeccion oportunista por el
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Introduccioén

complejo MAC aumenté drasticamente aunque, en la actualidad, el tratamiento
con las combinaciones de antirretrovirales de alta potencia ha descendido la

incidencia.

1.3. Mycobacterium kansasii

Mycobacterium kansasii fue descrito en 1953. Es un microorganismo
ubicuo, que se ha encontrado en el suelo, agua, productos animales y
alimentos diversos. Se ha aislado del agua del grifo y se ha postulado que es el
principal reservorio de este microorganismo asociado a la patologia humana.
También se ha sugerido la posibilidad de que se transmita por la leche. El
aislamiento frecuente en el tracto gastrointestinal de pacientes con infeccién

por el VIH indica que esta via podria ser la de entrada del microorganismo ©).

En los ultimos 20 afios, se ha incrementado la descripcion de casos
asociados a este microorganismo en todo el mundo y varias series espanolas
han comunicado que este microorganismo es el segundo mas frecuentemente

aislados en procesos respiratorios por micobacterias (10

Micobacteria cuya infeccién se asocia a defectos inmunologicos locales o
sistémicos, como las neumopatias crénicas (neumoconosis, EPOC, fibrosis
pulmonar, bronquiectasias, mucoviscidosis), tuberculosis pulmonar previa,
cardiopatias, hepatopatias crénicas, algunas hemopatias, tratamiento
prolongado con esteroides, trasplante de 6rganos, linfocitopenia CD4 idiopatica
y, sobre todo, infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Rara
vez se asocia a enfermedad infantil, incluso en areas de alta prevalencia, salvo
algunos casos descritos de linfadenitis. Cursa como un proceso respiratorio
cronico, generalmente en el I6bulo superior y con lesiones cavitadas, con
caracteristicas semejantes a la tuberculosis. Mycobacterium kansasii y
Mycobacterium  avium son las dos micobacterias no tuberculosas mas

frecuentemente asociadas a infecciéon respiratoria. Raramente produce
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infecciones diseminadas, excepto en pacientes con deterioro de la inmunidad

celular 1,

Desde el punto de vista microbioldgico, en la tincion de Ziehl-Neelsen M.
kansasii se observa como bacilos mas largos y gruesos que M. tuberculosis,
ademas de presentar bandas trasversales ya que se tifien de forma desigual, lo
que le da un aspecto atigrado o en rosario. Es una especie de crecimiento lento
y fotocromdgena en el 96% de las cepas. Las colonias son visibles después de
1 a 2 semanas de incubacion en la oscuridad, en general son lisas y de color

mairfil. Si se desarrollan en la luz son de color amairillo limoén.

1.4. Mycobacterium malmoense

Esta especie fue descrita en 1997 tras el aislamiento en muestras
respiratorias de cuatro pacientes de la ciudad de Malmé (Suecia). Desde
entonces se han notificado multiples casos, sobre todo en Europa, de
enfermedades pulmonares cronicas en adultos y linfadenitis cervicales en
nifios. El crecimiento excesivamente lento puede dificultar su recuperacion y la
valoracion de la incidencia real de esta micobacteriosis. Son cocobacilos acido-
alcohol resistentes, que no producen pigmento y se muestran inertes a casi

todas las pruebas bioquimicas (12-19),

20



Introduccioén

1.5. Evolucion historica de la tuberculosis

La tuberculosis acompana al hombre desde sus origenes. Hasta hace poco
tiempo, la explicacion “tradicional” y mas aceptada del origen de la tuberculosis
era que se trataba de una enfermedad no muy antigua evolutivamente y que M.
tuberculosis surgi6 como una variedad de Mycobacterium bovis. Un estudio
publicado recientemente('® que compara genéticamente variedades de M.
tuberculosis encontradas al Este de Africa, sugiere que estas, comparten un
ancestro comun, de hace unos 3 millones de afos. Este dato, parece indicar
que la tuberculosis pudo ser una de las enfermedades mas antiguas de nuestra
especie, afectando a los primeros hominidos, y que su expansion pudo
coincidir con las olas de migraciones de Homo sapiens desde Africa hace unos
200.000 afos.

Los casos mas antiguos de tuberculosis reportados en humanos estan
fechados en 5000 afios a.C. y estan descritos como mal de Pott dorsal en un
esqueleto de Heidelberg, Alemania y en otro encontrado en Liguria, Italia.("")
Sin embargo, en estos casos, no hay confirmaciéon microbiolégica o genética

del diagnéstico por los que podria ser cuestinado.

A pesar de ello, la tecnologia del ADN y los hallazgos paleopatolégicos en
momias han permitido confirmar casos en otras poblaciones, como la Egipcia,
donde se ha extraido DNA de M. tuberculosis de 19 restos 6seos de 2120-500

afios a.C. y 25 momias egipcias de 2050-500 a.C.('& 19)

Desde Hipécrates y sus discipulos de la escuela de Cos hasta mitad del
siglo XIX, se la conoce con el nombre de “tisis” y ni siquiera se admitia la
naturaleza infecciosa, ni contagiosa de la enfermedad. Se consideraba una
alteracién crénica de tipo alimentario, contra la cual se era impotente. Estas
doctrinas fueron ampliadas por los médicos de la antigiiedad, griegos, romanos

y posteriormente por la medicina arabe.
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Durante toda la Edad Media, el Renacimiento y la totalidad de los siglos
XVII, XVIII la tuberculosis invadia al ser humano. En este momento la
tuberculosis era responsable de la muerte de una cuarta parte de todas las
muertes que se producian en adultos en el continente europeo. EI
desconocimiento que existia de esta grave enfermedad causaba tanto miedo
como el célera o la peste, y el temor al contagio llevaba al aislamiento mas
estricto de los enfermos. En Espafia segun el edicto del rey Fernando VI
promulgado en octubre de 1751, todo aquel aquejado de tuberculosis era

tratado con el mismo rigor que los leprosos.

En el siglo XIX, la enfermedad se propagd en forma de epidemia, como
consecuencia del aumento de la poblacién en las ciudades y de las condiciones
de hacinamiento en las que se vivia, lo que favoreci6 en gran medida su
diseminacion. No solamente afectaba a las personas desnutridas, hacinadas y
en extrema pobreza sino que también afectd a los circulos sociales de las
grandes ciudades como Paris. Personajes como Gustavo Adolfo Bécquer, Poe,
Dickens, Chopin y Beethoven entre otros la padecieron, dandole el

sobrenombre de “Enfermedad de los romanticos”.(29

En este momento, se alcanzan varios conocimientos trascendentes: En
1819 Laénnec demuestra la correlacién anatomoclinica, al conseguir emparejar
los hallazgos patologicos con los signos y sintomas de la enfermedad, en 1865
Villemin demuestra la contagiosidad del proceso y que se transmite por via
aérea. El término Tuberculosis (del latin, tubérculum-tubérculo, y del griego
bakteria-bastoncillo) fue adoptado después de que el aleman Robert Koch
demostrara en una comunicacién cientifica el 24 de marzo de 1882, en el
transcurso de una sesion de la Sociedad de Fisiologia de Berlin, que
Mycobacterium tuberculosis, luego también denominado el bacilo de Koch, era
el unico agente causante y que el estado nutricional del paciente no era
propiamente la causa de la enfermedad sino un factor condicionante vy

agravante, y que la causa Unica era la infeccion por este microorganismo .

Surge asi la época de los grandes sanatorios antituberculosos europeos

basados en el principio del aislamiento de los pacientes iniciado por los
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espafnoles. Se fundaron los primeros sanatorios en la Silesia en 1859 y

posteriormente comenzaron a implantarse en otras partes del mundo.

A comienzos del siglo XX, con la mejora de las condiciones socio-sanitarias
de la poblacién, las tasas de la morbilidad y mortalidad de la tuberculosis se
redujeron en los paises desarrollados, a lo que contribuyé de manera

importante la introduccién de la quimioterapia a principios de los afios 50.

En 1944 se descubre la estreptomicina, luego el acido paraminosalicilico, la
tiosemicarbazona, y la isoniacida. Hacia 1963 se descubri6 la rifampicina en
Italia, que en combinacion con los anteriores, produjo un enorme cambio del

tratamiento sanatorial al tratamiento ambulatorio 9.

En la década de los 80, el numero de casos de tuberculosis experimentd un
gran incremento. Las causas de este aumento fueron una menor vigilancia en
el control de la enfermedad, como consecuencia del éxito con los tratamientos
farmacolégicos utilizados, la aparicion del virus de la inmunodeficiencia
humana, y la inmigracién desde paises en los que la prevalencia de la
enfermedad era elevada 2 - 23, También la aparicion de problemas sociales,
como el aumento de la pobreza, asi como la desaparicion de las unidades
especializadas en el diagnostico, tratamiento y control en algunos paises. De
forma simultanea a este fendbmeno, empezaron a aparecer cepas de M.

tuberculosis resistentes a farmacos antituberculosos de primera linea 20 24.25),

En la actualidad la tuberculosis sigue siendo una enfermedad no controlada
y una de las primeras causas de muerte a nivel mundial %6 27). Un tercio de la
poblacién mundial (2.000 millones de personas) esta infectada por el bacilo
tuberculoso y de ellos, un 10% desarrollara la enfermedad a lo largo de su vida
(22, 23)  La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que 9 millones de
habitantes del planeta desarrollaran este afo la enfermedad y que mas de 2
millones moriran por su causa 833 El 90% de los casos de tuberculosis se
concentran en paises en vias de desarrollo, con malas condiciones higiénico-

sanitarias que dificultan la instauracion de medidas de prevencién y control
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adecuados. Ademas el transportes entre los distintos paises permite un mayor

movimiento migratorio de la poblacion ¢4 3%,

Por todo ello una de las metas planteadas por la Organizacién Mundial de la
Salud y el “Plan de Estrategia Alto a la Tuberculosis” es al menos poder
detectar el 70% de los casos baciliferos y tratar de forma adecuada al 85% de

los afectados ©9 .

Actualmente Portugal y Espana encabezan la lista de paises europeos
occidentales con mas incidencia de tuberculosis, ya que tienen cinco veces
mas casos de esta enfermedad que otros paises de la comunidad como
Alemania, Holanda o lo paises nérdicos®”). En Espafia, se registran cada afio
entre 11.000 a 15.000 nuevos casos de tuberculosis, una media de 30 casos
anuales por cada 100.000 habitantes, de los cuales alrededor del 60% son
contagiosos, situando a nuestro pais en el segundo lugar de la Unién Europea
en numero de contagios de esta enfermedad, por detras de Portugal®® 39 La
expansion de la tuberculosis en las ultimas décadas en Espana se debe a su
relaciéon con el VIH, la drogadiccién, la falta de adherencia del enfermo a un

tratamiento prolongado, la aparicion de resistencias y la inmigracion ilegal “°-
43)

A pesar del retroceso experimentado en los ultimos afos en nuestro pais, la
tuberculosis dista mucho de estar controlada, y a su vez la linea descendente
iniciada hacia el afio 1998 se ha estancado recientemente e incluso en algunas

comunidades, como es el caso de la de Madrid, tiende a repuntar. 449

Para lograr reducir la incidencia de tuberculosis en la poblacién mundial, se
necesita un diagndéstico clinico-microbiolégico rapido y eficaz, la realizaciéon de
forma correcta del tratamiento antituberculoso y la aplicacién de las
correspondientes medidas de preventivas y de control “7). El diagnostico
precoz de la tuberculosis permitiria instaurar un tratamiento rapido que evitaria
el contagio de un mayor numero de personas del entorno mas cercano del

paciente.
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1.6. Evolucion de Ilas técnicas del Ilaboratorio de

Microbiologia en el diagndstico de la tuberculosis.

El laboratorio de Microbiologia Clinica juega un papel fundamental, en la
rapida deteccion de los bacilos tuberculosos, su correcta identificacion y en
proporcionar el patrén de sensibilidad del microorganismo implicado en el

proceso (48 49),

El diagnéstico microbiolégico de la tuberculosis ha sufrido una rapida
evolucion en los ultimos afos. Desde un principio el diagnéstico se ha
fundamentado en la deteccidén de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) en
las muestras clinicas mediante microscopia (baciloscopia) y su aislamiento en
medios de cultivo especificos, como método de referencia. La microscopia ha
sido la unica prueba rapida desde el principio en el diagnéstico de la
tuberculosis. La sensibilidad de esta técnica oscila entre el 60 y el 70%. Esto
ocurre cuando la muestra analizada contiene mas de 100.000 bacilos acido-
alcohol resistentes por mL (BAAR/mL), aunque la sensibilidad del método
mejora sensiblemente cuando se trata la muestra con auramina y se utiliza el
microscopio de fluorescencia, aumentando considerablemente la sensibilidad;
pudiendo detectarse bacilos cuando la concentracion de ellos en la muestra es
de 10.000 BAAR/mI.

Esta sensibilidad de la microscopia podria ser aceptable en la tuberculosis
pulmonar activa, donde el numero de bacilos en la muestra suele ser elevado,
pero no lo es en el caso de las micobacteriosis extrapulmonares y en las
formas paubacilares de la enfermedad (meningitis tuberculosa o tuberculosis
renal).

De esta manera, el cultivo sigue siendo la clave y el método “de referencia”
para el diagnéstico definitivo de la tuberculosis. También posee sus

limitaciones, tales como la lentitud, a pesar de la incorporacién en los ultimos
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anos de los medios de cultivo liquidos, siendo necesarios entre 7 y 14 dias

como minimo.

En 1990 se publicaron las primeras recomendaciones por parte del Centro
para el Control de las Enfermedades (CDC) en Estados Unidos, para el
diagnéstico y control de la tuberculosis, que incluian protocolos de laboratorio
para la deteccidén, identificacibn y determinacién de los patrones de

sensibilidad.

Estas recomendaciones se basaban en que la deteccién e identificacion de
las micobacterias aisladas de las muestras clinicas, no deberia realizarse en
mas de 14-21 dias desde la obtencién de la muestra y que unido a la
determinacién de la sensibilidad a los antimicobacterianos de primera linea, no
deberia ser superior a 28 dias. Estas recomendaciones estaban
fundamentadas en los métodos microbiolégicos convencionales, es decir, el
examen microscoépico, y el cultivo de las muestras clinicas, asi como la
identificacion de las diferentes especies en funcion de los tiempos de

crecimiento y pruebas bioquimicas (057

En los ultimos 20 afos se han desarrollado métodos basados en medios de
cultivo liquidos, de lectura automatizada o semi-automatizada, que han
permitido acortar el tiempo diagnéstico y han facilitado el trabajo en los
laboratorios. La baciloscopia sigue siendo el método mas rapido existente,
posee una especificidad alta y un coste econdémico reducido, por lo que
constituye la principal herramienta diagndstica en muchos paises en los que la
incidencia de la enfermedad es elevada. Sin embargo, su sensibilidad es

limitada en las formas extrapulmonares, exceptuando las ganglionares ¢2).

En los ultimos afos el desarrollo tecnolégico ha permitido que numerosos
métodos moleculares hayan sido desarrollados para el diagnostico y la
identificacion de MTBC en muestras clinicas 3-%). Estos métodos son capaces
de reducir el tiempo de diagnéstico de semanas a dias, y por ello cada dia
estan alcanzando una mayor importancia y relevancia en el campo del

diagnostico micobacteriologico (7 %8),
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Desde el descubrimiento de la PCR en 1986 se ha producido una carrera en
el desarrollo de este tipo de técnicas por parte de diferentes compafias que a
lo largo de este tiempo han desarrollado diferentes estrategias para conseguir
el mismo objetivo, que es la amplificacion de ADN o ARN diana y su posterior
deteccion®. La secuencia diana mas frecuentemente amplificada en MTBC es
la IS6110, elemento que se repite en el genoma de la micobacteria de 10 a 16
veces. Ademas algunas técnicas disponen de controles internos de

amplificacion para poder asi controlar todo el proceso desde la extraccion.

En 1999, el AMTD (Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct Test) de
(GenProbe® San Diego, California) y Amplicor Mycobacterium tuberculosis
Test de (Roche®) son las dos primeras técnicas genéticas para el diagnéstico e
identificacion de la TB % que fueron aprobadas por la FDA (Food and Drug
Administration), de Estados Unidos.

A pesar de los buenos resultados obtenidos en muestras respiratorias con
baciloscopia positiva y del consenso existente para su utilizacion en las
mismas, continua la controversia acerca de cual es la utilidad real en muestras
con baciloscopia negativa (no aprobado por la FDA) y en muestras no
respiratorias. Por todo ello, El diagnéstico directo con técnicas de amplificaciéon
de acidos nucleicos debe considerarse, en la actualidad, como un
complemento de la metodologia diagnédstica convencional, que en ningun caso
pueden sustituir en el diagnostico de la TB a la microscopia y al cultivo, que se
consideran actualmente, método de referencia ©° ). Ademas los resultados

obtenidos deben interpretarse en el contexto clinico de los pacientes.

En virtud de las diferentes dianas, métodos de amplificacion y deteccién

utilizados existen en la actualidad multiples sistemas comerciales y caseros.
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1.7. Métodos Moleculares para la deteccion de M.
tuberculosis Complex y micobacterias atipicas en en

muestras clinicas

1.7.1. COBAS AMPLICOR Mycobacterium tuberculosis Test® (F.
Hoffman-La Roche Ltd. Basel, Switzerland)

COBAS AMPLICOR MTB esta basada en la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) 265 E| genoma de Mycobacterium contiene una
region de aproximadamente 1500 nucleétidos que codifican el gen para
ARNr 16S. La prueba usa iniciadores biotinilados especificos, para
definir una secuencia de aproximadamente 584 nucle6tidos dentro de

esta region.

La prueba permite la amplificacion simultanea del ADN objetivo del
Complejo M. tuberculosis y el ADN del control interno, mediante la
utilizacién de dos primers especificos, uno para el control interno y otro
para la secuencia diana de MTBC. El kit esta disefiado para su empleo
sobre muestras respiratorias previamente descontaminadas y

concentradas.

La prueba se basa en cuatro procesos principales: Inactivacién y
extraccion del material genético, amplificacion mediante PCR usando
iniciadores Dbiotinilados, hibridacion de los productos amplificados a
sondas especificas y la deteccion del producto amplificado mediante
determinacion colorimétrica. La prueba permite la amplificacién

simultanea del ADN diana y del ADN del Control Interno.

Las muestras respiratorias se lavan con una solucién de lavado. A
continuacién se produce la lisis de los microorganismos presentes en la
muestras mediante la adiciébn de reactivo de lisis y la aplicacion de

temperatura (60°) durante 45 minutos. De esta forma y tras la adicién de
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reactivo neutralizante las muestras quedan listas para su amplificacion.
Las muestras procesadas se afiaden a la mezcla de amplificacion, en los
tubos de amplificacién en los que ocurre la reaccién de PCR. La mezcla
de la reaccion se calienta para desnaturalizar las hélices de ADN
bicatenario y exponer asi las secuencias objetivos del iniciador. A
medida que la mezcla se enfria los iniciadores biotinilados se hibridan
con el ADN objetivo. La polimerasa termoestable de ADN de Thermus
aquaticus (Taq pol), en presencia de Mg2+ y excesos de trifosfatos
desoxinucleosidos (ANTP), extiende los iniciadores hibridados a los largo
de las plantillas objetivo para producir una secuencia de ADN
denominada amplicon. Al analizador COBAS AMPLICOR repite
automaticamente este proceso, un numero de ciclos determinados,

aumentando en cada ciclo la cantidad de amplicones de ADN.

Después de la amplificacion por PCR, el Analizador afade
automaticamente una solucién de desnaturalizacién a los tubos de
amplificacion, para desnaturalizar quimicamente a los amplicones
producidos. A continuacién se transfieren alicuotas de amplicon
desnaturalizado a pocillos de deteccién y se agrega a cada pocillo una
suspension de particulas magnéticas revestidas con una sonda
oligonucleétida especifica. Los amplicones marcados con biotina se
hibridan a las sondas especificas conjugadas a su vez con particulas
magnéticas. Después de la reaccion de hibridacién, el analizador lava
las particulas magnéticas de los pocillos para eliminar el material no
hibridado, y luego afiade conjugado de avidina-peroxidasa de rabano,
uniéndose al amplicbn marcado con biotina. Se afiade a continuacion
una solucién de sustrato que contiene peréxido de hidrégeno y 3,3°,5,5"-
tetrametilbencidina (TMB) a cada pocillo. En presencia de peroxido de
hidrégeno, la peroxidasa de rabano unida a las particulas magnéticas,
cataliza la oxidacién de TMB para formar un complejo coloreado cuya
absorbancia éptica es medida por el analizador a una longitud de onda
de 660nm. Una lectura de absorbancia mayor a 0,350 unidades de

densidad éptica, considera positiva la presencia de ADN del MTBC.
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Esta técnica COBAS AMPLICOR también dispone de sondas
especificas para la deteccion a partir de muestras clinicas de M. avium-

intracellulare.

1.7.2. AMTD2 (Amplified M. tuberculosis Direct Assay) ®
(GenProbe, San Diego. CA)

AMTD2 se fundamenta en la amplificacion mediada por transcripcion
(TMA), desarrollada por Kwoh ©®) y colaboradores y en la técnica de
proteccion de la hibridacion (HPA) para la deteccidén cualitativa de un
fragmento de ARNr 16S especifico de M.tuberculosis Complex. Este
sistema ya es utilizado en los métodos de identificacion, con las sondas
de ADN, y que por sus caracteristicas especiales no necesita ningun

lavado y la reaccion puede realizarse en un unico tubo.

Inicialmente los acidos nucleicos son liberados de la micobacteria
mediante sonicacién. La amplificacion mediada por transcripciéon TMA se
desarrolla de manera isotérmica a 42° y finalmente los amplicones de
ARNr son detectados mediante Gen-Probe HPA. El reactivo de
hibridacién contiene sondas de DNA de cadena sencilla, marcada con
quimioluminiscencia. Esta sonda complementaria a M. tuberculosis
Complex, va a formar hibridos de RNA-DNA que van a ser detectados

mediante un lector lumindmetro.

La amplificacibn mediada por transcripcion se debe a la accién de
dos enzimas: la transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis aviar
(Tl) y la ARN polimerasa dependiente del ADN del bacteriéfago T7.
Ademas intervienen dos iniciadores, uno con un promotor interno
especifico de la ARN polimerasa (iniciador 1). La reaccidn comienza con
la hibridacién del iniciador 1 con la region especifica del ARNr de MTBC
seguida de la formacién de cDNA de ese fragmento, mediante la Tl por

unién con el iniciador 1y la posterior degradacion del molde de ARNr por
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esta misma enzima. El iniciador 2 se une a la hebra de cDNA recién
sintetizado y la Tl comienza a producir una hebra de ADN
complementaria al cDNA. Es en este momento cuando la ARN
polimerasa puede reconocer el promotor del iniciador 1 inserto en la
doble hebra de ADN dando lugar entre 100 y 1000 copias de ARNr a
partir de este molde. Cada uno de estos transcritos vuelve a entrar en un
nuevo ciclo de amplificacidn que se repite asi suavizante. Se estima que
una sola molécula de ARNr puede dar lugar a varios millones de copias

de ARNr en menos de una hora.

Los resultados son expresados en unidades relativas de luz (RLUs) y
el tiempo medio necesario para la obtencién de resultados mediante esta
técnica es de 3,5 horas. Sin embargo, en su version actual E-MTD no
posee control interno ni tiene automatizado ningun paso. Este método
fue aprobado por la FDA americana para su utilizacion en muestras
respiratorias con tincién positiva y también en muestras con tincion

negativa®?,

1.7.3. BDProbeTEC ET® (Becton Dickinson)

Se trata de una técnica semiautomatizada en la que se amplifica de
forma simultanea e isotérmica a 52,5°C un fragmento del elemento
repetitivo en el genoma micobacteriano, 1S6110, especifico de M.
tuberculosis Complex, junto con un fragmento del gen ARNr 16S comun
a todos los miembros del género Mycobacterium. Se utiliza la
denominada Amplificacién por Desplazamiento de bandas (Strand
Displacement Amplification, SDA) y un sistema de detecciéon a tiempo

real de los amplicones producidos.
La técnica comienza con el tratamiento manual de las muestras, a las

que se les somete a un lavado para la eliminacién de posibles

inhibidores de la reaccion, continuando con la inactivacién por calor a
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105°C vy la lisis de las micobacterias mediante la utilizaciéon de un buffer

de lisis y agitacibn mecanica, mediante sonicacion.

Una vez realizada la extraccién, las muestras son depositadas en
cartuchos especiales que son introducidos en la unidad automatizada,
donde se produce una fase de descontaminacion previa que sigue con la
fase de amplificacion SDA: El proceso consta de un mellado del ADN
bicatenario de la secuencia diana por la acciéon de una endonucleasa de
restriccidon, seguido de una fase de elongacioén en la que se sintetiza una
nueva hebra que desplaza a la previamente existente. El ADN replicado
y las hebras desplazadas sirven de sustrato para nuevas fases
repetitivas. La amplificacion y la deteccion del producto amplificado

estan automatizadas.

La deteccidn se realiza a tiempo real a través de sondas de deteccién
marcadas con fluorescencia que se unen a los amplificados a medida
que se van produciendo. Las sondas de deteccion presentan un
colorante fluorescente y un quencher que impide la emision de cualquier
sefal fluorescente. Al incrementarse la cantidad del producto amplificado
e hibridar las sondas con él pasan a ser moléculas de doble cadena
susceptibles a la accion de las endonucleasas, lo que se traduce en un
incremento de la sefal fluorescente que se detecta mediante un sistema

cinético de lectura fluorimétrica en tiempo real.
Este sistema incluye un control interno de amplificacién y puede

procesar 96 muestras en 3,5 horas. Este método no ha sido aprobado
por la FDA para su utilizacion en EEUU (68-70),
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1.7.4. INNO-LiPA RIF.TB line probe assay.

Consiste en una amplificacion mediante nested-PCR de una region
de 70 pb del gen rpoB que codifica la subunidad beta de la ARN
polimerasa presente en todos los miembros del complejo M.
tuberculosis, seguida de una hibridacion reversa. La biotina que actua de
marcador se incorpora durante la fase de amplificacién, asi el producto
amplificado biotinilado es posteriormente desnaturalizado e hibridado
con 10 sondas oligonucleétidas inmovilizadas en una tira reactiva a
modo de lineas paralelas. El hibrido se detecta mediante una reaccion
colorimétrica que estad automatizada (AutoLiPA). El ensayo se completa
en aproximadamente 12 horas. El sistema LiPA sirve para detectar el
complejo M. tuberculosis y, a la vez, la resistencia a la rifampicina . 72,
No se incluye ningun control interno que permita detectar inhibiciones.

No cuenta con la aprobacién de la FDA (73,

1.7.5. RealArt M. tuberculosis TM PCR Kit.

Consiste en una amplificacion mediante PCR cuantitativa en tiempo
real de una regién de 163 pb del gen 16S ARN, especifica del complejo
M. tuberculosis. El producto amplificado se detecta con fluorocromos que
van acoplados a sondas oligonucleétidas que hibridan especificamente
con la secuencia diana. La sefial fluorescente en el transcurso de la PCR
a tiempo real hace posible la deteccién y la cuantificacion del producto,
sin necesidad de volver a abrir los tubos de reaccion. El procesamiento
esta automatizado (ABIPRISM). Se incluye un control interno para
detectar inhibiciones de la reaccion de amplificacion y éste ademas
puede emplearse para monitorizar las pérdidas de ADN durante la fase
de preparacién de la muestra. La PCR cuantitativa permite determinar el
numero de copias/ml presentes en la muestra inicial. El fabricante situa
el limite de deteccion entre 0,6-1 copia/ul. Dada la reciente aparicién no
cuenta con la aprobacién de la FDA ni se dispone de datos sobre su

rentabilidad.(74
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1.7.6. Sistemas de deteccion caseros.

El método de amplificaciéon elegido suele ser la PCR (incluyendo los
protocolos de reamplificacibn mediante nested-PCR, y mas
recientemente PCR en tiempo real). La secuencia diana mas habitual es
la IS67110, aunque también se han publicado numerosos trabajos con
otras (hsp65, MBP64, rpoB, etc.). Deben emplearse reactivos de
referencia y extremarse las medidas para mantener un adecuado control

de calidad que permita la monitorizaciéon completa del ensayo 3. 75-79),

1.7.7. Genotype Mycobacteria Direct (GTMD) (Hain Lifescience
GMBH Nehren, Germany).

GENOTYPE MYCOBACTERIA DIRECT (GTMD) se trata de una
nueva técnica de microbiologia molecular basada en las tecnologias
NASBA (Nucliec Acid Sequence-Based Amplification) €982 y DNA-
STRIPS® que nos permite mediante la amplificacion de 23S rRNA, la
deteccion de M. tuberculosis Complex, M. avium, M. intracellulare, M.
kansasii, y M. malmoense directamente de los especimenes clinicos
descontaminados.

Este sistema esta disefado para el empleo de muestras clinicas
respiratorias, descontaminadas: esputos (por expectoracion o inducido),

broncoaspirados, lavado bronco-alveolar y secrecion traqueal ©3).

La prueba se divide en tres partes fundamentalmente:

En la primera parte, se realiza la estabilizacion y el
aislamiento de ARN de los especimenes descontaminados mediante un
meétodo de captura (sonda de captura-bolitas magnéticas): se utilizan 0,5
mL. de muestra descontaminada que se mezclan con un buffer de
lavado que permite eliminar de la muestra posibles inhibidores de la

reaccion. A continuacion se estabiliza el ARN de las micobacterias
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afiadiendo otro buffer que nos permitiria en este punto mantener la
muestra congelada a -20°C durante un maximo de 3 meses, para su
posterior procesamiento. La inactivacién de las micobacterias se realiza
a 95°C durante 30 minutos y la liberacién del ARN se consigue mediante
sonicacién en un bafo previamente precalentado a 602C. A continuacién
se realiza el paso de coupling o union del ARN liberado a unas bolitas
magnéticas que a su vez tienen unido un control interno de amplificacion
y sondas de olinonucleétidos especifcos del ARN liberado. Finalmente
se realizan una serie de lavados con buffer que nos permiten obtener
20ul de bolitas cargadas con nuestro ARN objetivo y el control interno de

amplificacion.

En la segunda parte de la técnica se produce la Amplificacion
isotérmica del ARN mediante NASBA (Nucliec Acid Sequence-Based
Amplification): En el tubo de reaccién se mezclan las bolitas magnéticas
cargadas con el ARN objetivo, nucleétidos biotinilados, dos iniciadores
especificos y una mezcla de tres enzimas claves en la reaccion NASBA
(Transcriptasa Inversa (Tl) del virus de la mieloblastosis aviaria (AMV),
RNAsa H y T7 RNA polimerasa). La reaccién comienza con la unién al
RNA diana del iniciador 1, el cual posee una regién especifica del RNA
diana y a su vez posee una secuencia de cadena sencilla en el extremo
5°, promotora de la T7 RNA polimerasa. Este paso continia con la
extension del iniciador 1 por la TI-AMV, para sintetizar una cadena de
cDNA complementaria al RNA diana. EI RNA del hibrido de ARN-cDNA
es digerido por la RNAsa H y seguido de la unién del iniciador 2 en el
extremo 3'. Este iniciador 2 es extendido por la actividad DNA-
dependiente de la actividad DNA polimasa de la TI-AMV, para producir
una segunda cadena de DNA que se extiende a través de la zona
promotora de la T7 RNA polimerasa. Es en este momento cuando sobre
el dsDNA del ARN diana actua la T7 RNA polimerasa para producir una
gran cantidad de RNA complementario al RNA diana (antisenseRNA).
Este RNA producido sirve de molde para continuar la fase ciclica, en la
cual se va a producir primero la unién del iniciador 2 seguido del

iniciador 1. La cantidad de RNA amplificado en la reaccion NASBA
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puede alcanzar 1x10° copias y todos los pasos ocurren de manera

isotérmica durante una hora.

Por ultimo, en la tercera etapa del proceso, se realiza la
Deteccion del producto amplificado mediante hibridacion reversa (84-86) :
ésta, se realiza mediante un sistema automatizado (Profiblot Tecan®,
Maennedorf, Switzerland), que nos permite la agitacién, calentamiento y
dispensacién de los reactivos necesarios para la reacciéon de deteccién.
Este sistema permite la desnaturalizacion quimica del producto
amplificado, la hibridacién de los amplicones de cadena simple y
marcados con biotina a sondas ancladas en una membrana de
nitrocelulosa, lavado astringente y revelado de las sondas mediante la
adicion de conjugado de fosfatasa alcalina/streptavidina y una reaccion

posterior de revelado mediada por una enzima fosfatasa.

La hibridacién también es posible realizarla con la ayuda de un
TwinCubator® con bloque de hibridacion o en un bafio de agua con

agitacién apropiada y una plataforma de agitacion.

Finalmente una plantilla asegura la interpretacién sencilla y rapida
del esquema de bandas obtenido. GTMD incorpora dos controles
internos, para asegurar la fiabilidad de todo el proceso:

Control de Conjugado (CC): debe aparecer una linea en esta
zona, documentando la eficacia del conjugado unido y la reaccién del

sustrato, en el revelado.

Control de Amplificacion (AC): cuando la prueba se realiza
correctamente, un amplicon control generado durante la amplificacién se
unira a la zona de control de la amplificacion en la tira. Este control
identifica errores producidos durante la realizacién de la amplificacién y
el arrastre de inhibidores de la amplificacién con el ARN aislado. Si,
ademas de la zona de control del conjugado, sélo aparece desarrollo en

esta zona, en primer lugar significa, que la reacciéon de acoplamiento
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durante el aislamiento del ARN, asi como la reaccion NASBA se
realizaron correctamente y, en segundo lugar, que ninguna de las cinco
especies del micobacterias detectables con el equipo estaba presente en
el especimen del paciente. En este caso, deben utilizarse otras técnicas
de deteccidn. La amplificacion del producto de control puede, sin
embargo, suprimirse por la amplificacion del producto especifico. En este
caso aparece una banda de control del conjugado (CC) y una banda
especifica de la micobacteria. En este caso, no obstante, la reaccién de
amplificacion fue realizada correctamente y el test no habria de
repetirse. Si no se desarrollan ni la zona de control de la amplificacién, ni
cualquiera de las bandas especificas de micobacterias, el resultado no

seria valido y deberia repetirse el ensayo.
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Figura 1. Modelo de la reaccion NASBA en GTMD.

- ¥SVHINTTOd
: ¥NH LL

38



Introduccioén

Figura 2. Modelo de deteccion mediante Hibridacion Reversa sobre tira

nitrocelulosa.
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DNA-STRIPS®

Membrana
DNA-STRIPS®

Membrana
DNA-STRIPS®

1. Los amplicones de ARN
biotinilados producidos
durante el NASBA, se unen
de manera especifica a su
secuencia  complementaria
anclada en la membrana de
nitrocelulosa.

2. El proceso de revelado de
las sondas amplificadas
comienza con la union de un
conjugado de  fosfatasa
alcalina/streptavidina que
presenta una gran avidez por
la biotina presente en los
amplicones de ARN.

3. Finalmente se produce una

reaccion de revelado
mediante la adicién de una
enzima fosfatasa, que

cataliza una reaccién y que
va a permitir la formacién de
un complejo coloreado,
apareciendo una banda, alli
donde se produzca la union
de los amplicones de ARN.
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Figura 3. Esquema de las sondas presentes en la membrana de deteccién
de GTMD.
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Figura 4. Plantilla para la interpretacion de los resultados en GTMD.
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2. OBJETIVOS

Los objetivos propuestos en el estudio “Evaluacion de Genotype
Mycobacteria Direct, nueva técnica genética de microbiologia molecular
en la deteccion de M. tuberculosis Complex y otras micobacterias atipicas

en muestras de interés clinico.” son los siguientes:

1. Evaluacion de la validez de esta nueva técnica genética de
microbiologia molecular, Genotype Mycobacteria Direct (GTMD), en la
deteccion directamente de los especimenes clinicos, de M.
tuberculosis Complex, M.kansasii, M. avium, M. Intracellulare y M.

malmoense.

2. Comparar Genotype Mycobacteria Direct con el cultivo tradicional de
micobacterias y la baciloscopia en el diagnostico de la enfermedad

tuberculosa pulmonar y otras micobacteriosis.
3. Comparar Genotype Mycobacteria Direct con Cobas Amplicor Mtb, en
la deteccidn directamente de las muestras clinicas de M. tuberculosis

Complex.

4. Valorar la utilidad clinica de Genotype Mycobacteria Direct en la
practica habitual del laboratorio de Microbiologia.
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3. MATERIAL

3.1. Descripcion de la muestra de estudio.

Se procesaron un total de 192 muestras clinicas, respiratorias y
extrapulmonares, de las cuales 6 muestras fueron excluidas del estudio (1
muestra de liquido cefalorraquideo que se contamind, tres muestras de un
mismo paciente en el que el proceso de extraccibn de ARN no se realizé

correctamente y dos muestras negativas que se emplearon como controles).

Para calcular el tamafio muestral necesario para realizar el estudio se ha
empleado el programa Epilnfo 6.04d. Se han utilizado los valores de la
poblacién que atiende el Hospital U. Reina Sofia (800.000 habitantes), una
precisién deseada en el estudio del 6%, una prevalencia esperada del 80%, un
efecto del disefio de 1, y un riesgo de al menos un 5% (por defecto). El nUmero
de muestras que nos indicé como idéneo el programa estadistico fue de 171.

En nuestro caso el nUumero total de muestras clinicas fue de 186.

Tabla 1: Simulacion para la determinacion del tamafio muestral.

Precisién deseada (%) 6,0
Prevalencia esperada (%) 80
Efecto del disefio 1
Nivel de confiaza 95
Tamano de la muestra 171

De manera que se procesaron para el estudio 186 muestras pertenecientes
a 89 pacientes que han estado ingresados o a cargo de diferentes Servicios

Médicos del Hospital Universitario Reina Sofia en un periodo de 18 meses
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(octubre de 2004 y abril de 2006); de los cuales 63 fueron enfermos

tuberculosos o padecieron algun tipo de micobacteriosis.

No fue posible la realizacién de Genotype Mycobacteria Direct a todas las

muestras que se enviaron al laboratorio para el estudio rutinario de
micobacterias, debido a que el numero de muestras en los que el resultado
hubiera sido negativo, seria muy elevado. De manera que se procesaron todas
aquellas muestras cuyo resultado de microscopia fue positiva y también
aquellas pertenecientes a pacientes con una alta sospecha de padecer

tuberculosis pulmonar activa u otro tipo de micobacteriosis.

La procedencia de las muestras procesadas en el laboratorio se muestra en

la siguiente tabla:

Tabla 2. Procedencia por Servicios y Hospitales, de las muestras
procesadas en el laboratorio.

Numero de Numero de
Hospital U. Reina Sofia Muestras Int. Conf.95% Enfermos
(N=186) (N=64)
Infecciosos 84 (45%) 37,9-52,6% 26 (41%)
Neumologia 56 (30%) 23,6-37,2% 22 (34%)
Medicina Interna 12 (6%) 3,4-11% 5 (8%)
NC* 7 (4%) 1,5-7,6% -
Prision 7 (4%) 0,9-6,2% 5 (8%)
Pediatria 3 (2%) 0,3-4,6% 1 (1%)
Cirugia 2 (1%) 0,1-3,8% 1 (1%)
Neurologia 2 (1%) 0,1-3,8% -
UCI 2 (1%) 0,1-3,8% 1 (1%)
Digestivo 1 (0,5%) 0,0-3,0% -
Hematologia 1(0,5%) 0,0-3,0% -
Cirugia Maxilofacial 1 (0,5%) 0,0-3,0% -
Nefrologia 1 (0,5%) 0,0-3,0% -
M Numero de Numero de
uestras Externas
muestras Enfermos
H. Andujar 3 (2%) 0,3-4,6% 1 (1%)
H. Jaén 2 (1%) 0,1-3,8% 1 (1%)
H. Puerta del Mar 1 (0,5%) 0,0-3,0% -
H. Montoro 1 (0,5%) 0,0-3,0% 1 (1%)

*(NC): no consta.
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Los Servicios Clinicos de donde se recibieron una mayor cantidad de
muestras clinicas fueron Medicina Interna-Infecciosos y Neumologia con un
45% y 30% del total de muestras respectivamente. Del mismo modo el 75% de
los pacientes enfermos que participaron en el estudio pertenecian a estos
Servicios.

3.2. Muestras Clinicas.

Las muestras se han clasificado en funcion de su localizacion y del numero
de bacilos observados mediante la Tincion de fluorescencia Auramina-
Rodamina @7 88) y Tincion de Zhiel-Neelsen. Para evaluar el recuento de las
baciloscopias se siguieron los criterios de la Sociedad Americana de

Microbiologia. “8)

La distribucion de las muestras clinicas por pacientes y recuento en la

baciloscopia se muestra en la Tabla 1.

En la tabla 2 y 3 puede observarse la distribucion de las muestras clinicas

procesadas, en funcidén de su localizacién (respiratoria y extrapulmonar).

Tabla 3. Distribucion de las muestras clinicas por paciente.

N° | PACIENTES | MUESTRA FLUORE:)?ENCIA ZIEHL-1 I(\)Ié:')l(:‘LSEN

1 AALA ESPUTO 8/10 campos 2 BAAR/10 campos
2 AALA HECES 2/100 campos 2 BAAR/100 campos
3 AALA ESPUTO 6/100 campos 4 BAAR/10 campos
4 AHM ESPUTO 3/10 campos 5 BAAR/100 campos
5 ALA ESPUTO 7/campo 5 BAAR/100 campos
6 ALJL ESPUTO 4/10 campos 1 BAAR/100 campos
7 ALJL PLEURAL F- NC

8 AMAD ESPUTO 7/campo 50 BAAR/100 campos
9 AMAD ESPUTO 7/campo 5 BAAR/1 campo
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N° | PACIENTES | MUESTRA FLUOREE)S)?ENCIA ZIEHL-1 I(;I(I)E)IE:LSEN
10 APR ESPUTO 3/campo 2 BAAR/100 campos
11 ARJ BAS F- NC

12 BML SUERO NC NC

13 BVA ESPUTO 20/campo 2 BAAR/1 campo
14 BVA ESPUTO 2/campo 8 BAAR/10 campos
15 BXM LCR F- NC

16 CCP L.ASCITICO F- NC

17 CGA EXUDADO 21/campo 10 BAAR/1 campo
18 CLJ ESPUTO 7/10 campos 3 BAAR/10 campos
19 CMC ESPUTO F- NC

20 CMJM LCR F- NC

21 CVR ESPUTO 30/campo 3 BAAR/campo
22 CVR ESPUTO 2/10 campos 2 BAAR/100 campos
23 CXEC HECES F- NC

24 CXEC HECES 7/100 campos ZN-

25 CHJ ESPUTO 5/10 campos 3 BAAR/10 campos
26 CHJ ESPUTO 100/campo 50 BAAR/1 campo
27 CHJ ESPUTO 4/10 campos 3 BAAR/100 campos
28 CHJ ESPUTO 100/campo 30 BAAR/campo
29 CHJ ESPUTO 2/10 campos 1 BAAR/campo
30 CHJL BIOPSIA 300/campo 50 BAAR/campo
31 DGF ESPUTO F- NC

32 DGF ESPUTO 8/10 campos 7 BAAR/100 campos
33 DGF ESPUTO 2/10 campos 3 BAAR/100 campos
34 DGF ESPUTO 1/10 campos 1 BAAR/100 campos
35 DGF ESPUTO 5/10 campos 5 BAAR/100 campos
36 DMF ESPUTO 3/campo 18 BAAR/100 campos
37 DMF ESPUTO 2/10 campos 4 BAAR/100 campos
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N° | PACIENTES | MUESTRA FLUOREE)S)?ENCIA ZIEHL-1 I(\)I(l):')l(ELSEN
38 DRA ESPUTO 3/campo 2 BAAR/10 campos
39 DRA ESPUTO 8/10 campos 15 BAAR/100 campos
40 DRA ESPUTO 7/10 campos 7 BAAR/10 campos
41 GCM BIOPSIA F- NC

42 GMH LCR F- NC

43 GNF ESPUTO 7/campo 2 BAAR/campo
44 HXV ESPUTO 1/10 campos 2 BAAR/100 campos
45 HXV ESPUTO 12/10 campos 3 BAAR/100 campos
46 HXV ESPUTO 6/10 campos 1 BAAR/100 campos
47 ISAJ ESPUTO 3/ campo 13 BAAR/10 campos
48 JFF PLEURAL F- NC

49 KA ABSCESO F- NC

50 LAE BIOPSIA F- NC

51 LAE BIOPSIA F- NC

52 LBR ESPUTO 50/campo 15 BAAR/campo
53 LBR ESPUTO 5/100 campos 5 BAAR/100 campos
54 LBR ESPUTO 10/campo 1 BAAR/campo
55 LCM ESPUTO 30/campo 2 BAAR/campo
56 LCM ESPUTO 1/campo 27 BAAR/100 campos
57 LCM ESPUTO 120/campo 20 BAAR/campo
58 LCM ESPUTO 25/campo 2 BAAR/campo
59 LCM ESPUTO 37/campo 8 BAAR/campo
60 LCM ESPUTO 16/campo 4 BAAR/ campo
61 LCM ESPUTO 35/campo 15 BAAR/campo
62 LCM ESPUTO 33/campo 20 BAAR/campo
63 LCM ESPUTO 45/campo 21 BAAR/campo
64 LFA ESPUTO 75/campo 30 BAAR/campo
65 LFA ESPUTO 12/campo 5 BAAR/campo
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N° | PACIENTES | MUESTRA FLUOREg)((:ENCIA ZIEHL-1 I(\)I(I)E)I(ELSEN
66 LHJA ESPUTO 8/campo 2 BAAR/campo
67 LHJA ESPUTO 1/campo 2 BAAR/10 campo
68 LHJA ESPUTO 2/campo 2 BAAR/100 campos
69 LHJA ESPUTO 4/10 campos 4 BAAR/100 campos
70 LHJA ESPUTO 2/campo 8 BAAR/10 campos
71 LOMC ESPUTO 5/100 campos 3 BAAR/100 campos
72 LOMC ESPUTO 6/10 campos 7 BARR/100 campos
73 LOMC ESPUTO 4/campos 67 BAAR/100 campos
74 MBB ORINA 12/100 campos 1 BAAR/100 campos
75 MBB ORINA 25/100 campos 1 BAAR/10 campos
76 MBP PLEURAL F- NC

77 MEA LCR F- NC

78 MGM EXUDADO F- NC

79 MGM BIOPSIA F- NC

80 MGM BIOPSIA F- NC

81 MGM BIOPSIA F- NC

82 MGM BIOPSIA F- NC

83 MGM BIOPSIA F- NC

84 MJAM ESPUTO 20/campo 2 BAAR/campo
85 MJAM ESPUTO 8/100 campos 2 BAAR/100 campos
86 MJDY PLEURAL F- NC

87 MJJ EXUDADO F- NC

88 MLF ESPUTO F- NC

89 MMJ ORINA F- NC

90 MMJ ORINA F- NC

91 MMMT BIOPSIA F- NC

92 MPJ ESPUTO 300/ campo 250 BAAR/campo
93 MPJ ESPUTO 100/ campo 15 BAAR/10 campos

49




Material

N° | PACIENTES | MUESTRA FLUORZ.)S)?ENCIA ZIEHL-1 I(\)I(l):')l(ELSEN
94 MPJ ESPUTO 100/ campo 3 BAAR/10 campos
95 MPJ ESPUTO 5/10 campos 4 BAAR/10 campos
96 MPJ ESPUTO 30/campo 1 BAAR/campo
97 MRJJ ESPUTO 5/10 campos 1 BAAR/10 campos
98 MRJJ ESPUTO 2/campo 15 BAAR/100 campos
99 MRJJ ESPUTO 4/100 campos 1 BAAR/100 campos
100 MRJJ ESPUTO 4/100 campos ZN-

101 MRJJ ESPUTO 8/10 campos 36 BAAR/100 campos
102 MRJJ ESPUTO 4/campo 7 BAAR/10 campos
103 MXZ ESPUTO 20/campo 8 BAAR/campo
104 NLJA BIOPSIA F- NC

105 NLLJM ESPUTO F- NC

106 NLLJM ESPUTO F- NC

107 ORJL ESPUTO 20/campo 15 BAAR/campo
108 ORJL ESPUTO 100/campo 30 BAAR/campo
109 PCB ESPUTO 2/campo 18 BAAR/10 campos
110 PCJ BIOPSIA F- NC

111 PCZJ HECES 5/campo 15 BAAR/100 campos
112 PCZJ HECES 5/10 campos 2 BAAR/10 campos
113 PCZJ HECES 3/10 campos 15 BAAR/100 campos
114 PRJM ESPUTO 2/ campo 4 BAAR/100 campos
115 PRJM ESPUTO F- NC

116 PRJM ESPUTO 7/100 campos 6 BAAR/100 campos
117 PRP ESPUTO 2/10 campos 3 BAAR/100 campos
118 PRP ESPUTO 3/10 campos 2 BAAR/10 campos
119 PVR ORINA F- NC

120 QOLF ESPUTO 15/campo 11 BAAR/campo
121 QOLF ESPUTO 10/campo 8 BAAR/campo
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N° | PACIENTES | MUESTRA FLUORZ.)S)?ENCIA ZIEHL-1 I(\)I(l):')l(:'LSEN
122 QOLF ESPUTO 6/100 campos 3 BAAR/100 campos
123 RCR ESPUTO 14/100 campos 1 BAAR/100 campos
124 RCR ESPUTO 2/10 campos 5 BAAR/100 campos
125 RER BAS F- NC

126 RFF LCR F- NC

127 RGA ESPUTO 3/campo 62 BAAR/100 campos
128 RGA ESPUTO 3/campo 12 BAAR/10 campos
129 RGA ESPUTO 3/10 campos 15 BAAR/100 campos
130 RGA ESPUTO 120/campo 50 BAAR/campo
131 RGA ESPUTO 3/campo 70 BAAR/100 campos
132 RGA ESPUTO 12/campo 5 BAAR/campo
133 RGA ESPUTO 6/10 campos 1 BAAR/100 campos
134 RGA ESPUTO 15/100 campos 1 BAAR/100 campos
135 RGA ESPUTO 9/100 campos ZN-

136 RGS ESPUTO F- NC

137 RGS ESPUTO F- NC

138 RJC ESPUTO 1/10 campos ZN-

139 RJC ESPUTO 5/100 campos 4 BAAR/100 campos
140 RJC ESPUTO 15/100 campos 6 BAAR/100 campos
141 RJC ESPUTO 13/10 campos 8 BAAR/10 campos
142 RLML BAS F- NC

143 RMG ESPUTO 14/100 campos 2 BAAR/100 campos
144 RMG ESPUTO 25/100 campos 5 BAAR/100 campos
145 RMG ESPUTO 75/100 campos 15 BAAR/100 campos
146 RMG ESPUTO 20/100 campos 1 BAAR/campo
147 RMP ESPUTO 3/campo 30 BAAR/campo
148 RMP ESPUTO 4/campo 40 BAAR/campo
149 RNMA ESPUTO 7/100 campos 23 BAAR/100 campos
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N° | PACIENTES | MUESTRA FLUOREbS)?ENCIA ZIEHL-1 I(\)I(I)E)ELSEN
150 RRF ESPUTO 100/campo 85 BAAR/100 campos
151 RRF ESPUTO 5/campo 4 BAAR/campo
152 RRF ESPUTO 30/campo 25 BAAR/campo
153 RRF ESPUTO 15/100 campos 2 BAAR/100 campos
154 RRJ BAL 10/100 campos 3 BAAR/100 campos
155 RRJ ESPUTO 32/100 campos 4 BAAR/100 campos
156 RRMA ESPUTO F- NC

157 RTA ESPUTO 8/10 campos 5 BAAR/10 campos
158 RVF ESPUTO F- NC

159 SAIM L.ASCITICO F- NC

160 SCA EXUDADO F- NC

161 SCD ABSCESO F- NC

162 SCD ABSCESO F- NC

163 SCF BIOPSIA 8/100 campos 1 BAAR/100 campos
164 SEC ESPUTO 5/10 campos 3 BAAR/100 campos
165 SEC ESPUTO 12/100 campos 3 BAAR/100 campos
166 SLA ESPUTO 30/100 campos 5 BAAR/100 campos
167 SLA ESPUTO 23/campo 5 BAAR/campo
168 SLA ESPUTO 24/10 campos 1 BAAR/100 campos
169 SLT ESPUTO 30/campo 15 BAAR/100 campos
170 SLT ESPUTO 80/campo 1 BAAR/campo
171 SLT ESPUTO 14/10 campos 1 BAAR/10 campos
172 SMA BAS F- NC

173 SMP ESPUTO 10/campo 2 BAAR/10 campos
174 SMP ESPUTO 3/ campo 5 BAAR/10 campos
175 SMP ESPUTO 2/ campo 12 BAAR/100 campos
176 SMP ESPUTO 2/ campo 1 BAAR/10 campos
177 TOI PLEURAL F- NC
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N° | PACIENTES | MUESTRA FLUOREbS)?ENCIA ZIEHL-1 I(\)I(l):')l(ELSEN
178 TOJ ESPUTO 9/10 campos 55 BAAR/100 campos
179 TOJ ESPUTO 9/100 campos 3 BAAR/100 campos
180 TPA BIOPSIA 6/10 campos 3 BAAR/100 campos
181 TTMD BAL F- NC

182 TXM ESPUTO 4/100 campos 1 BAAR/100 campos
183 TXM ESPUTO F- NC

184 VMAM ESPUTO 6/100 campos 1 BAAR/100 campos
185 VMAM BAS 1/ campo 18 BAAR/100 campos
186 VMAM ESPUTO 3/campo 3 BAAR/10 campos

*(NR): no realizado; (NC): no constan los datos. (F-): Tincion de fluorescencia negativa. (ZN-):
Tincién de Zhiel-Neelsen negativo.

Tabla 4. Muestras clinicas respiratorias.

TIPO DE MUESTRA | N° de muestras
Esputo 134
Lavado bronco-alveolar 2
Broncoaspirado 5
Liquido pleural 5
Total | 146

Tabla 5. Muestras clinicas extrapulmonares.

TIPO DE MUESTRA | N° de muestras

Absceso 3
Biopsia 14

Exudado 4

Heces 6

LCR 5

Liquido Ascitico 2

Orina 5

Suero 1
Total 40
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3.3. Muestras Control y cepas ATCC.

Para la realizacion de las muestras de control, se utilizaron muestras
respiratorias (esputos), en los que la baciloscopia y el cultivo fueron negativos.
Se adicioné 50 ul de una soluciéon 0,5 McFarland de cada una de las cepas
ATCC utilizadas (Tabla 4). Las cepas control empleadas en el estudio fueron
obtenidas del “American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, Maryland,
USA.

Ademas se realizaron muestras de control que presentaban una mezcla de
de dos especies de micobacterias. M. tuberculosis Complex con cada una de

las micobacterias atipicas que puede detectar GTMD.

Tabla 6. Cepas Control de Micobacterias.

N° ATCC Cepas
25618 M. tuberculosis Complex
23070 M. avium
13209 M. intracellulare
12478 M. kansasii
29571 M. malmoense

Tabla 7. Muestras Control.

Control Cepas

-_—

. tuberculosis Complex

. tuberculosis Complex + M. avium
tuberculosis Complex + M. intracellulare
. tuberculosis Complex + M. kansasii

. tuberculosis Complex + M. malmoense
avium

. intracellulare

. kansasii

© ® N O AW N
SIS

. malmoense
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3.4. Medios de cultivo y Composicion quimica.

3 Medio sdlido Léwenstein-Jensen con y sin Piruvato*:

<

Agua destilada (1.640 ml)
Almidén de patata (30,0 g)
Asparginina (3,6 g)

Citrato magnésico (0,6 g)
Emulsion de huevo (1.000 mi)
Fosfato monopotasico (2,4 g)
Glicerol (12 ml)

Piruvato* (37,6 g)

Sulfato de magnesio (0,24 g)
Verde de malaquita al 2% (0,4 g)

NS N N N N N NI NN

# Medio liquido en tubo indicador de crecimiento BBL MGIT 960 (Becton
Dickinson):
v' Agua (c.s.p 1000 ml)
v' Caldo Middlebrook 7H9 modificado (5,9 g)
v’ Indicador fluorescente: tris-4,7-difenil-1,10-fenantrolina rutenio (110
i)
Peptona de caseina (1,25 g)

<\

W
(3]

Productos Quimicos y Bioldgicos.

Aceite mineral

Acido clorhidrico

Agua destilada

Agua libre de nucleasas
Auramina

Azul de metileno

Buffer de extraccién (TE)
Citrato sodico

Etanol 100° libre de nucleasas
Etanol 70°

Etanol 95°

S N N N N N N N N SR

55



Material

AN N N NN

L
o

AN NN Y Y N N U N N N N N N D N N N N Y N NN

Fenol

Fosfato potasico
Fosfato sédico
Fuchina basica
Hidroxido sodico
N-acetil-cisteina

Permanganato potasico

Material Fungible y de Laboratorio.

Agitador magnético

Asas estériles

Autoclave

Baro ultrasénico

Bloque de calefaccion
Caballete de portas
Cabina de seguridad biolégica nivel 2.
Centrifuga de seguridad
Cronémetro

Embudos de cristal
Estufas de cultivo

Frascos cristal 1 L
Gradillas

Guantes estériles.

Hisopos

Jeringas 1mL

Mascarilla de seguridad 3M® 8835 S/M
Mechero gas

Micropipetas (2-1000 ul)
Papel de filtro

Pipetas estériles (5-10 mL)
Pipetas pasteur

Portas
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w
N R NER RN

D N N N N Y N N NN

Puntas de pipeta con filtro (10,20,200 y 1000 pl)
Termociclador

Tubos Falcon 50 mL

Vortex

Genotype Mycobacteria Direct®.

Baro ultrasonico con calefaccion

Bloque de calefaccion

Centrifuga de seguridad

Cronémetro

Hoja de evaluacién y plantilla.

Separador Magnético (Hain Lifescience GMBH Nehren, Germany)
Sonicador

Tubos Sarstedt 0,5 mL (n° referencia 72.733.001)

Tubos Sarstedt 2 mL (n° referencia 72.693.005)

Twincubator® con soporte de amplificacion. (Hain Lifescience GMBH
Nehren, Germany)

Twincubator® con soporte de amplificacion. (Hain Lifescience GMBH
Nehren, Germany)
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Tabla 8. Reactivos utilizados en Genotype Mycobacteria Direct.

PROCESOS REACTIVOS CANTIDAD* T2
Tampon de bloqueo de inhibicion (IRB) 9mL 2-8°C
Tampon de captura de ARN (RCB) 5mL 2-8°C
EXTRACCION Tampédn bolitas magnéticas (BB) 0,6 mL 2-8°C
Tampdn de Lavado (WB) 12 mL 2-8°C
Bolitas magnéticas (MB) 0,3mL 2-8°C
Liofilizado de la Mezcla de Enzimas 6x_4 2_89C

(EML) reacciones

Control Intenz:)C/:SRc/)gcliDe)ls de Captura 3x0,7mL | -20°C
Control Positivo de ARN (PC-RNA) 0,03 mL -20°C
AMPLIFICACION | \1e;cia del Primers/Nuclestidos (PNM) | 0.6 mL -20°C
Tampén de Dilucién de Enzimas (EDB) 0,35 mL -20°C
DMSO al 99,9% 0,8 mL 2-8°C
Aceite de parafina (PO) 1mL 2-8°C
Tiras marcadas con sondas especificas 24 tiras 2-8 °C
Solucién de Desnaturalization (X-DEN) 0,55 mL 2-8°C
Tampén de Hibridacién (HYB) 28 mL 2-8°C
Solucion As;c;i(rjg_?_rlg)e de Lavado 28 mL 2-8°C
DETECCION Solucién de Aclarado (X-RIN) 55 mL 2-8°C
Concentrado del Conjugado (CON-C) 0,28 mL 2-8°C
Tampén del Conjugado (CON-D) 28 mL 2-8°C
Concentrado del Sustrato (SUB-C) 0,28 mL 2-8°C
Tampon del Sustrato (SUB-D) 28 mL 2-8°C

* Cantidades necesarias para 24 reacciones de GTMD.
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Tabla 9. Reactivos utilizados en Genotype Mycobacteria Direct Version

3.0.
PROCESOS REACTIVOS CANTIDAD* T2
Tampoén Unién (BIN) 6 mL 2-8°C
Tampon de lisis (LB) 1,5 mL 2-8°C
EXTRACCION Tampédn bolitas magnéticas (BB) 1,5 mL 2-8°C
Control Interno (ICR) 15 uL -20°C
Bolitas magnéticas (MB) 0,8 mL 2-8°C
Liofilizado de la Mezcla de Enzimas 3x_8 -8 °C
(EML) reacciones
Control Positivo de ARN (PC-RNA) 30 uL -20°C
AMPLIFICACION Mezcla del Primers/Nucleétidos (PNM) 0,32 mL -20°C
Tampén de Dilucién de Enzimas (EDB) 0,2mL -20°C
DMSO al 99% 0,8 mL 2-8°C
Aceite de parafina (PO) 1mL 2-8°C
Tiras marcadas con sondas especificas 24 tiras 2-8°C
Solucién de Desnaturalizatién (X-DEN) 0,55 mL 2-8°C
Tampédn de Hibridacién (HYB) 28 mL 2-8°C
Solucién Astringente de Lavado (X-STR) 28 mL 2-8°C
DETECCION Solucién de Aclarado (X-RIN) 55 mL 2-8 °C
Concentrado del Conjugado (CON-C) 0,28 mL 2-8°C
Tampdn del Conjugado (CON-D) 28 mL 2-8°C
Concentrado del Sustrato (SUB-C) 0,28 mL 2-8°C
Tampon del Sustrato (SUB-D) 28 mL 2-8°C

* Cantidades necesarias para 24 reacciones de GTMD 3.0.
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3.8. Cobas Amplicor-MTB®.

A-ring®

Detection cups®

Soporte A-ring®

v
v
v Sistema Informatico Amplilink Roche®
v
v

Termociclador Cobas Amplicor Roche®

Tabla 10. Reactivos utilizados en Cobas Amplicor MTB.

PROCESOS REACTIVOS CANTIDAD* T?
Solucion de lavado (RW) 2x25 mL 2-25°C
EXTRACCION Reactivo de lisis (RL) 3x6 mL 2-25°C
Reactivo de neutralizacién (RN) 3x5mL 2-25°C
AmpErase® LD 3x0,1mL 2-8°C
Control Interno (MYCO IC) 3x0,1mL 2-8°C
AMPLIFICACION Control Negativo MTB (-) 1x0,75 mL 2-8°C
Control Positivo MTB (+) 10x 0,75 mL 2-8°C
Mezcla maestra (Myco MMX) 3x1,7mL 2-8°C

Sondas MTB (Dynabead® L o
KY172T3) 100 determinaciones | 2-8°C
Solucién desnaturalizacién (DN) | 100 determinaciones | 2-8°C
DETECCION Solucion conjugado (CN) 100 determinaciones | 2-8°C
Substrato (SB) 75 determinaciones | 2-8°C
Solucién de lavado (WB) 500 determinaciones | 2-25°C
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3.9. Auto-LiPA Profiblot TECAN®.

v" Auto-LIPA®
v' Bandejas de soporte de tiras
v Botellas de 250 y 500 mL

v" Imanes de agitacion
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4. METODO

4.1. Procesamiento de las muestras clinicas.

Por la imposibilidad de procesar todas las muestras que recibimos en el
laboratorio, se procesaron todas aquellas muestras procedentes de pacientes
sospechosos de padecer tuberculosis pulmonar activa o cualquier otro tipo de
micobacteriosis, y también aquellas que sin ser advertidos por los diferentes

Servicios Médicos, fueron tincién auramina-rodamina positiva.

4.1.1. Descontaminacion

Todas las muestras clinicas fueron sometidas a un proceso de
descontaminacién con el fin de eliminar la flora bacteriana que acompafa
habitualmente a dichas muestras y que impediria o dificultaria el crecimiento de
las micobacterias. Las muestras procedentes de cavidades estériles no

necesitaron someterse al proceso de descontaminacién.

Para la descontaminacién de las muestras, aprovechamos la resistencia
de las micobacterias frente a distintos acidos y detergentes. El método utilizado

fue la descontaminacion mediante N-acetil-cisteina®9-91):

v" Meclar un volumen equivalente al de la muestra de N-acetil-cisteina-
hidroxido sédico-Citrato sodico.

v" Homogenizar mediante vortex.

v' Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos y agitar
periédicamente.

v" Neutralizar la reaccion mediante la adicién de tampén fosfato (pH
6,8) hasta alcanzar un volumen maximo de 50 mL en tubo Falcon.

v Agitar en vortex.

v" Concentar las muestras mediante centrifugacién a 3000 rom durante
20 minutos.
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v' Desechar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 2 mL de
tampon fosfato.

v" Conservar entre 2-4 °C.

Las muestras procedentes de cavidades estériles se procesaron
directamente, tras su concentracion, para lo cual se centrifugaron a 3000 rpm

durante 20 minutos.

Se realizaron diferentes alicuotas de las muestras descontaminadas

para su posterior utilizacion en:

v Realizacion de las tinciones de fluorescencia auramina-rodamina y Ziehl-
Neelsen.

v' Siembra en los diferentes medios de cultivo (Léwestein-Jensen y Bactec
MGIT 960)

v Aplicacion de los protocolos de las técnicas de deteccion de acidos
nucleicos a evaluar en nuestro estudio.

v Banco de muestras en alicuotas de 1 mL a -80°C .

64



Método

4.1.2. Tinciones

Todas las muestras seleccionadas para el estudio, una vez
descontaminadas, fueron procesadas para la detecciéon de bacilos tuberculosos
mediante microscopia. Para ello, se realizaron extensiones sobre porta de cada
una de las muestras; a continuacion se realizé la tincion de fluorescencia
mediante la técnica de “gota gruesa” ©7- 8) 'y se observaron mediante
microscopia de fluorescencia con el objetivo 40X. A las extensiones positivas
se les realizd una tincion de Zhiel-Neelsen, para confirmar la presencia de

bacilos acido alcohol resistentes (BAAR).

¥ Tincion de Fluorescencia:

Se realiz6 una extensién en porta, con una cantidad tres veces superior

a la normal de muestra y se dejaron secar al aire.

Técnica:

v Fijar con calor, sobre la llama del mechero de gas.

v Colocar los portas sobre el caballete.

v Cubrir con auramina fenolada durante 15 minutos.

v Retirar el colorante y lavar con abundante agua.

v Decolorar la extensién con alcohol clorhidrico durante 11 minutos.
v' Lavar con agua.

v' Cubrir las preparaciones con permanganato potasico durante 2
minutos.

v' Secar al aire.

Las preparaciones se visualizan rapidamente en el microscopio de

fluorescencia con el objetivo 40X.
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Las muestras positivas se visualizaron como puede observarse en la

Imagen 1

Imagen 1. Tincidon de auramina-rodamina positiva.

Imagen 1. Caso real de
visualizacion  mediante
microscopia de
fluorescencia en nuestro
laboratio, a través de un
objetivo (40X).

Se realizd un recuento inicial, del numero de bacilos por cada cien

campos en todas aquellas muestras que fueron positivas.

Todas las muestras que fueron positivas tras la tincion de fluorescencia,

se les realiz6 una Tincion de Ziehl-Neelsen confirmatoria.
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¥ Tincion de Ziehl-Neelsen:

Se realiz6 la tincion de Ziehl-Neelsen sobre las mismas extensiones que se

visualizaron como positivas mediante la microscopia de fluorescencia.

Técnica:

v" Colocar los portas sobre el caballete.

v Cubrir con fuchina fenicada.

v Con un hisopo metalico con algodén en su extremo, flamear la
preparacién hasta que se observe la emision de vapores de fuchina;
asi hasta tres veces, procurando que no se produzca ebullicion ni
gue se seque la preparacion.

v' Lavar las preparaciones con abundante agua para eliminar la
fuchina.

v Decolorar con alcohol-clorhidrico durante 2 minutos.

v' Lavar con agua.

v' Afadir azul de metileno de 2 a 3 minutos.

v' Lavar con agua.

Las preparaciones de dejan secar al aire y se visualizan con microscopio

optico con el objetivo 100X. Las micobacterias acido-alcohol resistentes, se

muestran de color rojo como puede observarse en la Imagen 2.

Imagen 2. Tincion de Ziehl-Neelsen positiva.

Imagen 2. Caso real de tincion de
Zhiel-Neelsen positva visualizada en
nuestro laboratorio, en la que se
observan BAAR mediante microscopia
optica (100X).
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4.1.3. Cultivo e incubacion

Todas las muestras descontaminadas se sembraron en medios de
cultivo sélido (Léwestein-Jensen con y sin Piruvato) y en medio de cultivo
liquido (Bactec MGIT 960)©°2 y se incubaron a 37°C.

Peridodicamente los medios de cultivo sélidos fueron revisados para
detectar el crecimiento de micobacterias. Trascurridos los primeros 30 dias,
se realizd un informe preliminar negativo. A los 60 dias de incubacion se

realizd un informe negativo definitivo.

En aquellos cultivos en los que se detectd crecimiento, se realiz6 una
extension sobre porta de las colonias, para confirmar la presencia de
bacilos acido alcohol resistentes mediante una tincion de Ziehl-Neelsen,

considerando estos cultivos como positivos.

Por otro lado los medios de cultivo liquidos, se procesaron en el Sistema
semiautomatizado Bactec MGIT. Todas las muestras que el sistema detect6
como positivas, fueron confirmadas mediante tincién de Zhiel-Neelsen. Las
muestras que permanecieron en el sistema un total de 30 dias, sin mostrar

indices de crecimiento, se informaron como cultivos negativos.

4.2. Identificacion de los aislamientos.

Todos los aislamientos procedentes de las diferentes muestras fueron
enviadas al Centro de Referencia de Micobacterias (Facultad de Medicina,
Coérdoba) para ser identificadas. Se utilizaron dos sistemas comerciales
diferentes de identificacién: AccuProbe (Gen-Probe, Inc., San Diego, California)

(93-95) y Genotype Assay (Hain Lifescience GMBH Nehren, Germany). (86. 96, 97)
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4.2.1 AccuProbe (Gen-Probe, Inc., San Diego, California)

AccuProbe utiliza una sonda de ADN monocatenario, conjugado con un
marcador quimioluminiscente, complementario al ARNr especifico del
microorganismo diana. Cuando el ARNr de la micobacteria es liberado en el
proceso de deteccion, la sonda se hibrida con éste para formar un complejo
bicatenario ARN-ADN estable. La sefal luminosa emitida por el hibrido ARN-

ADN, se mide con un luminédmetro.

Técnica:

Desactivacion y Extraccion del DNA de las micobacterias aisladas en los
diferentes medios de cultivo tanto en medio sélido (Léwenstein-Jensen) como
en medio liquido (Bactec MGIT 960):

v Resuspender de 2 a 3 colonias de micobacterias, en una solucién

constituida por la mezcla de dos soluciones: 100 ul de Reactivo de Lisis
y 100 pl de Tampén de Hibridacion en tubo de lisis especialmente
disefiado para ello.

v' Sonicar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

v Incubar las muestras a 95°C en termobloque durante 10 minutos.

Hibridacién de las cadenas de ARNr a sonda de ADN marcado:

v" Transferir 100 ul del lisado celular a un tubo de reacciéon denominado,
Reactivo Sonda.

v" Incubar a 60°C en termobloque durante 15 minutos.

v" Anadir 300 pl de reactivo de seleccién a la muestra.

v Incubar a 60°C en termobloque durante 10 minutos.

v Dejar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Deteccion del hibrido ARN-ADN en el dispositivo Gen-Probe, Inc.

v' Medir la quimioluminiscencia que emite la muestra en Luminémetro
(Gen-Probe, Inc.)
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El resultado se interpreta como positivo cuando la lectura del
luminébmetro indica un valor igual o superior al valor umbral de 30.000 UlI. El

resultado es negativo si indica un valor inferior.

Imagen 3. Lector de la sonda AccuProbe, “Leader 50-i”.

Imagen 4. Diagrama del flujo de trabajo en la realizaciéon de la sonda MTB
mediante sonda AccuProbe.

IDENTIFICACION de M. tuberculosis Complex mediante Sonda AccuProbe®

s AfRadir 2-3 colonias

O de L~J 0 100 pl de MGIT
o QO — [ G

(&}

2 Tubos d& lisis: vortex - ) ]
E Anadir 100 pl Reactivo 1y 2 ; Sonicar 15 Incubar 10
> (Cultivo Sdlida)

1] Afiadir 100 pl Reactivo 2

(Cultivo Liguido)

=
‘Q

® 9 @
3| s | ey e
n: pl de lisado

& - - Cor ] - Lo | ——

T Incubar 15° Incubar 10”

z 9

5 Lectura en Luminémetro RLU=30.000

i TR LEADER 50i

(&) - FOSITIVO A
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4.2.2 Genotype CM Assay (Hain Lifescience GMBH Nehren,
Germany).

Genotype CM Assay, es una técnica de microbiologia molecular basada
en la amplificacion mediante PCR de una regién especifica del gen del
ribosoma 16-23S. La deteccion del producto amplificado se realiza mediante la
hibridacién reversa de los amplicones de ADN obtenidos sobre unas tiras de
nitrocelulosa que llevan ancladas las sondas de ADN especificas de cada una

de las especie de micobacteria que es capaz de detectar la técnica.

Las especies de micobacterias que identifica esta técnica se muestran
en la siguiente tabla. Genotype CM Assay es capaz de identificar 15 especies
diferentes de micobacterias que denomina “Common species of Mycobacterias
CM’”. Ademas Genotype Assay dispone de otra técnica capaz de identificar
otras 17 especies de micobacterias menos frecuentes que se denomina

“Atypical Species of Mycobacteria”, Genotype AS Assay(®®.

Tabla 11. Especies de micobacterias que identifica Genotype CM/AS
Assay.

M. avium
M. chelonae
M. abscessus
M. fortuitum
M. gordonae
M. intracellulare
M. scrofulaceum
GENOTYPE® CM ASSAY M. interjectum
M. kansasii
M. malmoense
M. peregrinum
M. marinum/ M. ulcerans
M. xenopi
M. tuberculosis Complex
M. simiae
M. mucogenicum
M. goodii
M. celatum
M. smegmatis
M. genavense
M. lentiflavum
M. heckeshomense
GENOTYPE® AS ASSAY M. szulgai/M. intermedium
M. phlei
M. haemophilum
M. kansasii
M. ulcerans
M. gastri
M. asiaticum
M. shimoidei
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Técnica:

Desactivacion y Extraccion del DNA de las micobacterias aisladas en los

diferentes medios de cultivo tanto en medio sélido (Léwenstein-Jensen) como
en medio liquido (Bactec MGIT 960):

v

Cuando las muestras proceden de cultivo en medio sélido, seleccionar
con un asa estéril de 2 a 3 colonias y disolver con la ayuda de un
mortero en 0,4 mL de buffer (Tris-EDTA).

Si las muestras proceden de medio de cultivo liquido (MGIT), aspirar 1
mL aproximadamente del cultivo positivo con pipeta Pasteur estéril y
depositar cuidadosamente en un tubo Sarsted de 1,5 mL. Centrifugar a
6000 rpm durante 5 minutos. Desechar el sobrenadante y afiadir 0,4 mL
de buffer (Tris-EDTA). Agitar en vortex, para mezclar el pellet de
micobacterias y el buffer.

Calentar las muestras durante 20 minutos a 95° C en termobloque.

Sonicar las muestras en bafo sonicador a temperatura ambiente durante
15 minutos

Centrifugar durante 5 minutos a maxima velocidad.

Utilizar sobrenadante como DNA extraido, para mezclar directamente
con la Master Mix.

Amplificacién del ADN extraido:

v

v

Preparar la Master Mix de la reaccién de amplificacién en Area 1, en
cabina de flujo laminar:

35 ul de mezcla de nucleétidos (PNM)
5 ul de Buffer 10X

2,5 MgCl2

0,4 ul de Taq polimerasa

2,1 ul de H20

*Cantidades de reactivos necesarias para una muestra. Preparar
Master Mix para N+1 muestras.

Dispensar 45 ul de Master Mix mas 5 ul del ADN extraido en tubos de
PCR de 500 l.
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v" Programar el termociclador con los siguientes ciclos de amplificacion:

Tabla 12. Programacion del termociclador en Genotype CM Assay.

Tiempos Temperatura Ciclos
00:15:00 95°C
00:00:30 95°C _
00:02:00 58°C 10 ciclos
00:00:25 95°C
00:00:40 53°C 20 ciclos
00:00:40 70°C
00:08:00 70°C

oo 4°C

v" Programar el termociclador con los siguientes ciclos de amplificacion:

Deteccion del producto amplificado:

Se realiza mediante la hibridacién de los amplicones sobre tiras de

nitrocelulosa, que emplean la tecnologia DNA-Strips® y que dispone de 17

zonas de reaccién, como se observa en la figura 5. El proceso de deteccién se

realiza de manera semiautomatizada mediante el empleo del sistema Profiblot

Tecan®. Este sistema permite el calentamiento y dispensacion de los reactivos

necesarios para el proceso de deteccidon, y es detalladamente descrito mas

adelante.

Figura 5. Tira de nitrocelulosa en Genotype CM Assay.
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----- «—— 1 Control de Conjugada [CC)
----- «—— 7 Control Universal [UC)
----- —— 3 Control de Género [GC]

E — marcador coloreado

Los amplicones producidos se uniran de manera especifica a cada una
de las sondas en funcion de la especie de micobacteria de que se trate. Esto
nos permite obtener un soporte so6lido, como son las tiras de nitrocelulosa, en la
que van a aparecer al final del proceso de deteccion, una serie de bandas, que

se interpretan gracias a un diagrama como puede observarse en la figura 6.

Figura 6. Diagrama para la interpretacion de los resultados en Genotype
CM Assay.
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4.3. Genotype Mycobacteria Direct. (Hain Lifescience GMBH Nehren,

Germany)

Genotype Mycobacteria Direct (GTMD) es un nuevo ensayo comercial
basado en las tecnologias NASBA (Nucliec Acid Sequence-Based
Amplification) y DNA-STRIPS® que nos permite mediante la amplificacion
de 23S ARNr, la deteccion de Mycobacterium tuberculosis Complex
(MTBC), M. avium, M. intracellulare, M. kansasii y M. malmoense

directamente de los especimenes clinicos descontaminados 3.

Todas las muestras seleccionadas en nuestro estudio fueron analizadas
mediante esta nueva técnica tras su previa descontaminacion. GTMD esta
disefiado para su empleo sobre muestras de origen respiratorio (esputo,
broncoaspirado, lavado bronco-alveolar o esputo inducido). Aunque en la
evaluacion de la técnica se incluyeron otras muestras de origen
extrapulmonar (liquido pleural, abscesos, biopsias, exudados, heces, LCR,

liqguido ascitico, orina y suero).

La técnica se divide en tres pasos fundamentalmente y presenta una

duracién aproximada de todo el proceso de 4-5h:
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e Estabilizacion y extraccion del ARN de los especimenes clinicos

descontaminados mediante un método de captura (sonda de captura-

bolitas magnéticas).

¢ Amplificacién isotérmica del ARN mediante”Nucleic Acid Sequence
Based Amplification” (NASBA).

e Deteccion del producto amplificado mediante hibridacion reversa.

38 Estabilizacion y extraccion del ARN en los especimenes clinicos

descontaminados mediante un método de captura (sonda de captura-

bolitas magnéticas).

o Desactivacion y Ruptura celular:

v

v

Pipetear 300 ul del Tampédn de Eliminacién de la Inhibicién (IRB)
en un tubo Sarstedt de 2 mL.

Anadir 500l del espécimen descontaminado.
Homogeneizar la mezcla con un agitador tipo vortex.
Centrifugar 3 minutos a 12.000 G.

Eliminar el sobrenadante.

Resuspender el pellet con 100 pyl de Tampoén de Captura de ARN
(RCB).

Incubar a 95°C durante 30 minutos.

Incubar en bafio sonicador, precalentado a 60°C, durante 15
minutos.

Centrifugar 5 minutos a maxima velocidad. (Opcional)

o Conjugacion de las Bolitas Magnéticas (MB) con el ARN de
Control Interno (ICR), la Sonda de Captura (CP) y el ARN
liberado en el paso anterior.
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v

v

Preparar una mezcla de ICR/CP/DMSO: 0,7 mL de ICR/CP y 0,14
mL de DMSO por cada muestra.

Homogeneizar la mezcla con un agitador tipo vortex.

Alicuotar 90 pl de la mezcla ICR/CPPMSO en tubos Sarstedt de 0,5
mL.

Pipetear 100 ul del lisado celular (o sobrenadante obtenido tras la
centrifugacion opcional) en los tubos de 0,5 mL que ya contiene
90 pl de una mezcla de ICR/CPPMSO,

Anadir 10 ul de Bolitas Magnéticas (MB).

Homogeneizar en vortex.

A continuacién se lleva a cabo una reacciéon de acoplamiento en el

TwinCubator® (Hain Lifescience GMBH Nehren, Germany) haciendo

uso del programa de acoplamiento. Este programa consta de dos etapas

de incubacioén diferentes. Durante la primera, las muestras se incuban a

65°C durante 10 minutos, a continuacién, tiene lugar una segunda etapa

de incubaciéon de 17 minutos a 25°C combinada con agitacién a una

frecuencia de 1.100 rpm.

o Lavado de las Bolitas Magnéticas cargadas con ICR, CP y ARN.
(LMB)

v

Transferir las muestras a un separador magnético (Hain
Lifescience GMBH Nehren, Germany) durante 3 minutos hasta
que se haga visible un precipitado o pellet de Bolitas Magnéticas
Cargadas (LMB) de color oscuro.

Retira entonces el sobrenadante con la barra de separador
magnético colocada.

Retirar la barra imantada del separador magnético.
Resuspender el pellet con 200 ul de Tampon de Lavado (WB).
Repetir dos veces este proceso.

Anadir 20 ul del Buffer para las Bolitas Magnéticas cargadas (BB)
al pellet de LMB.
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El LMB puede usarse inmediatamente para la reaccion NASBA o
mantenerse refrigerado a 4°C durante 24h.

¥ Amplificaciéon isotérmica del ARN mediante”’Nucleic Acid Sequence
Based Amplification” (NASBA).

v Preparar una mezcla de Primers/Nucleétidos (PNM) y DMSO en tubo
de 0,5 mL. Aradir 7 yl de DMSO a 23 pl de PNM por cada muestra.

v Agitar la mezcla en vortex.

v" Alicuotar 30 yl de PNMPMSO g yn tubo Sarstedt de 0,5 ml.
v" Adadir 10 pl de LMB.

v" Adadir 20-30 pl de aceite de parafina liquido.

v' Reconstituir la mezcla de enzimas de la reaccién de amplificacion
EML con 44 pl de Buffer de dilucion de la enzima EDB.

A continuacién se lleva a cabo la reaccidon de amplificacion en el
TwinCubator® (Hain Lifescience GMBH Nehren, Germany). El proceso
comienza con una etapa previa de desnaturalizacién a 65°C durante 8
minutos (programa P2S1), que sigue posteriormente con un enfriamiento
de las muestras a 41°C (programa P2S2) para que de comienzo la
reaccion en el momento en el que se adiciona a cada tubo 10ul de la
mezcla de enzimas previamente reconstituida EML (programa P2S3). De
esta forma comienza el proceso de amplificaciéon que se llevara a cabo

durante 60 minutos (programa P2S4).
# Deteccion del producto amplificado mediante hibridacion reversa.
La hibridacion y la deteccion se llevd a cabo mediante un sistema
automatizado (Profiblot Tecan®, Maennedorf, Switzerland). Este sistema

permite la agitacion, calentamiento y dispensacion de los reactivos necesarios

en la reaccion de hibridacion.
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o Preparacion de Profiblot Tecan®, reactivos de deteccion y
muestras:

v" Encender Profiblot Tecan®.

v' Aparecera Run Program. Pulsar YES.

v' Aparecera Waste Bottle? Comprobar que la botella de desecho
estd vacia y los tubos de desecho se han colocado
correctamente. Pulsar YES.

v' Aparecera Check Sieves Il. Comprobar que los filtros en las
botellas de agua destilada del circuito cerrado de agua estan bien
colocados y no estan obstruidos. Pulsar YES.

v' Seleccionar el programa GTMD. Pulsar YES.

v' Aparecera un valor de temperatura en la pantalla (47°C). Pulsar
YES.

v' Aparecera Preparing in progress. Esperar que el aparato
alcance la temperatura deseada de trabajo. Mientras, cargar
Profiblot Tecan® con los siguientes reactivos:

e Colocar la via 1 e iman de agitacion en el Buffer de
Hibridacion (HYB) y este sobre agitador magnético.

e Colocar la via 6 e iman de agitacion en el Buffer de Lavado
(X-STR) y este sobre agitador magnético.

e Colocar la via 4 en una solucion 1:100 de Conjugado
concentrado (CON-C) y Diluyente del Conjugado (CON-D).
Para cada tira afadir 10 ul de concentrado a 1 ml de buffer.
e Colocar la via 5 en una solucion 1:100 de Sustrato
concentrado (SUB-C) y Diluyente del Sustrato (SUB-D).
Para cada tira anadir 10 ul de concentrado a 1 ml de buffer.
e Colocar la via 2 en la solucion de Lavado (X-RIN).
e Colocar la via 3 en Agua Destilada.
v' Aparecera INSERT TRAY I.
v" Preparar la bandeja de reaccién en campana de flujo laminar:
depositar en la parte superior de cada canal: 20 ul de

desnaturalizante + 20 uyl de amplificado.

v" Incubar 5 minutos la mezcla.
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v Colocar la bandeja en el dispositivo Tecan®, pulsar YES.

v' Aparecera StPos Strip: 01, es decir, que comenzara le
hibridacién en el canal 1 de la bandeja. Pulsar YES.

v' Aparecera Nr of Strips: 30. Teclear el niumero total de tiras que
se van a procesar. Pulsar YES.

v' Aparecera Last Aspiration? Pulsar YES.

v Aparecera Proc. 1 Inc. Pulsar YES.

o Hibridacion Reversa:

Una vez colocada la bandeja con las muestras en el dispositivo, 1 ml
de buffer de hibridacion (HYB) precalentado es afadido
automaticamente. Durante 2 minutos la agitacion de la bandeja permite
la mezcla entre el buffer de hibridacion y los amplicones
desnaturalizados, antes de que se produzca una parada en el proceso
para introducir en cada canal las tiras de deteccién/identificacion GTMD.
El proceso de hibridacion se desarrolla a 47°C durante 30 minutos.
Seguidamente se produce la aspiracién del buffer de hibridacion, y se
afiade 1ml de Solucién Astringente de lavado (X-STR), que se incuba a
47°C durante 15 minutos en agitacién. La solucién de lavado es retirada
y se realiza un lavado con agua destilada para retirar cualquier resto de
solucion de lavado X-STR. Para la deteccién colorimétrica de los
amplicones hibridados, se afiade 1 ml de conjugado diluido (1:100 en
buffer del conjugado) durante 30 minutos en agitacién a temperatura
ambiente. La solucién de conjugado es retirada y las tiras son lavadas
con un 1 ml de solucién de aclarado (X-RIN) (dos veces). Es aspirado y
se afiade 1 ml de solucion de sustrato diluido (1:100 en buffer del
sustrato) que se mantiene sin agitacién entre 3 y 15 minutos segun la
rapidez con que se produzca la aparicion de las bandas. Finalmente y

después de la retirada del sustrato, se concluye con la parada de la
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reaccion mediante dos lavados con agua destilada y el secado de las
tiras sobre papel de filtro.

o Evaluacion e Interpretacion de los resultados:

Una vez que las tiras estan completamente secas, son colocadas
sobre un formulario de evaluacién y mediante una tarjeta de lectura se
procede a su interpretacion. Cada tira tiene siete zonas de reaccién que
se corresponde con cada una de las sondas de la tira, como se puede

ver en la figura 4.

Control de Conjugado: Debe aparecer siempre una banda en esta
zona, documentando asi la eficacia del conjugado unido y la reaccion del
sustrato. De manera, que cualquier analisis que no presente la banda de
control de conjugado, debe ser repetido; al menos el proceso de

deteccion.

Control de Amplificacion: Si la técnica se ha realizado
correctamente, se habra generado en la amplificacién un Control Interno,
que se unira en el proceso de hibridacién a la sonda de control de
amplificacion de la tira. Este control interno, nos permite detectar
cualquier problema en el desarrollo de la técnica y también nos permite
detectar la presencia de posibles inhibidores de amplificacion en la

muestra.

Si aparecen las bandas de control del conjugado y control de
amplificacion significa, que la reaccién de acoplamiento durante el
aislamiento del ARN, asi como la reaccion NASBA se realizaron
correctamente y ademas, que ninguna de las cinco especies de
Micobacterias detectables con el equipo estaba presente en el
especimen del paciente o por lo menos, no por encima de su nivel de

sensibilidad.
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Sin embargo la amplificacion del control interno puede verse afectada
por la amplificacion de un producto especifico. En este caso estaria
presente en la tira de reaccién la banda de control del conjugado y la
banda de la micobacteria en cuestion. En este caso, la reaccion de
amplificacion fue realizada correctamente y el test no ha de repetirse. Si
no se desarrollan ni la zona de control de la amplificacion, ni cualquiera
de las bandas especificas de micobacterias, el resultado no es valido y

debe repetirse el ensayo.

Imagen 5. Separador magnético en el proceso de extraccion del RNA.
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Imagen 6. Liofilizado de la mezcla de enzimas de amplificacion
reconstituido.
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Imagen 7. Tubo de amplificacidon con y sin enzimas de amplificacion.

Imagen 8. TwinCubator® con bloque de amplificacion
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Imagen 9. Profiblot-Tecan®, disposicion de reactivos.
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Imagen 10. TwinCubator® con bloque de deteccion.

Figura 7. Formulario de evaluaciéon de GTMD.

Una vez secas, las tiras son colocadas en el formulario, identificadas segun a la
muestra y paciente al que pertenezca y finalmente interpretadas.
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Imagen 11. Interpretacion de resultados en el formulario tras finalizar

GTMD.
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4.4. Genotype Mycobacteria Direct VER 3.0 (Hain Lifescience GMBH
Nehren, Germany)

Genotype Mycobacteria Direct VER 3.0 (GTMD V3), se diferencia de la
version original, por presentar un método de extraccion de ARN diferente a
la primera versién de la técnica. La principal innovacién de GTMD V3 es la

extraccién quimica de ARN, basada en el empleo de particulas magnéticas.

Del mismo modo, la técnica se divide en tres pasos fundamentalmente:

e Extraccion del ARN en los especimenes clinicos descontaminados

mediante un método de captura magnética y extraccién quimica.

e Amplificacién isotérmica del ARN mediante”’Nucleic Acid Sequence
Based Amplification” (NASBA).

e Deteccidn del producto amplificado mediante hibridacion reversa.

¥ Extraccion del ARN en los especimenes clinicos descontaminados:

o Preparacion de Reactivos para la extraccion:

v Preincubar LB (Buffer de Lisis) a 37°C. al menos 20 minutos antes
de utilizarlo. El reactivos debe estar libre de precipitados, mezclar
si es necesario.

v Preparar Etanol al 70% partiendo de Etanol al 96%. Emplear agua
libre de nucleasas. Se necesita 1 mL. De Etanol por muestra.
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v Diluir la cantidad de MB (Particulas Magnéticas) necesaria con la

cantidad apropiada de BIN (Buffer):

N° de
muestras Volumen MB Volumen BIN
1 33 pl 220 pl
2 66 ul 440 pl
3 99 pl 660 i
4 132 pl 880
> 165 pl 1100 pl
6 198 pl 1320
! 231l 1540 pl
8 264 p 1760
9 297 ul 1980 i
10 330 2200 il

v' Inmediatamente antes de usar, afadir la cantidad apropiada de
ICR (Control Interno ARN) al BB (Buffer):

ek Volumen ICR Volumen BB
muestras
1 0.5 ul 50 ul
2 1l 100 pl
3 1.5 ul 150 i
4 2 ul 200 pl
5 2.5 ul 250 ul
6 3 ul 300 pl
7 3.5 ul 350 pl
8 4 pl 400 pl
9 4.5 pul 450 pl
10 5 ul 500 pl
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o Extraccion del ARN:

Union de las células a las Particulas Magnéticas:

v

Pipetear 230 pl de la mezcla MB/BIN en un tubo sarstedt de 1.5
mL.

Mezclar muy bien la muestra descontaminada, pipeteando varias
veces.

Anadir 500-1000 ul de muestra al tubo con MB/BIN. Mezclar
pipeteando varias veces. NO USAR EL VORTEX.

Incubar durante 15 minutos a temperarura ambiente.
Transferir los tubos al Separador Magnético®. (SM)

Introducir la barra magnética en el SM. Incubar los tubos en el SM
durante 2 minutos.

Eliminar el sobrenadante sin perder el pellet de sedimento.

Lisis Celular:

v

v

Sacar la barra del SM.

Disolver perfectamente el LB (Buffer de lisis) y afadir 50 ul del
mismo a cada tubo.

Mezclar cuidadosamente pipeteando en cada tubo.

Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Precipitado y Lavado de RNA liberado.

v

Anadir 150 pl de Etanol 96%, mezclar en vortex e incubar 5
minutos.

Introducir la barra magnética en el SM e incubar las muestras en
el SM durante 2 minutos.

Mezclar volteando el SM con los tubos varias veces.
Incubar 1 minuto en el SM.

Eliminar el sobrenadante sin perder el pellet.
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Sacar la barra del SM.

Anadir 1 mL de Etanol al 70% y mezclar en vortex.
Introducir la barra magnética en el SM e incubar 2 minutos.
Mezclar volteando el SM con los tubos varias veces.
Incubar 1 minuto en el SM.

Eliminar el sobrenadante.

Incubar la muestra a temperatura ambiente 5 minutos.

Eliminar el resto de sobrenadante y después sacar la barra
magnética del SM.

Elucion del RNA.

v

Anadir 50 ul de la mezcla BB/ICR y resuspender pipeteando
varias veces.

Incubar los tubos con la tapa abierta, surante 20 minutos a 85°C
en termobloque.

Transferir los tubos al SM con la barra imantada e incubar 2
minutos.

Transferir el sobrenadante (Solucién de RNA purificado) a un
nuevo tubo.

Emplear 5 pl para la amplificacién.

Una vez realizada la extraccién de ARN, los siguientes pasos (amplificacion

mediante NASBA y deteccién mediante hibridaciéon reversa) son comunes a la

version inicial de GTMD anteriormente descritos.
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4.5.COBAS AMPLICOR MTB Assay. (F. Hoffman-La Roche Ltd. Basel,

Switzerland)

COBAS AMPLICOR (CA) es un sistema completamente automatizado
para la amplificacion y deteccidbn de acidos nucleicos. Consta de ocho

elementos electromecanicos principales:

El termociclador que contiene dos segmentos de termociclacién con
capacidad para dos anillos de amplificacion (24 tubos de amplificacién). Las
bandejas de reactivos (una para los reactivos genéricos y dos para los
reactivos especificos). El mecanismo de transferencia que consiste en una
aguja de pipeteo y transferencia de los tubos de deteccion. EI médulo de
incubacion que mantiene una temperatura de 37°C, necesaria para las
reacciones de hibridacién y deteccién. La plataforma de tubos de deteccion, el
modulo de lavado y el fotbmetro para determinar la densidad oOptica de los

productos.

Se trata de una prueba cualitativa para la deteccién de microorganismos
del Complejo M. tuberculosis, que se realiz6 a todas las muestras en paralelo
con Genotype Mycobacteria Direct.

La técnica se divide en tres partes:

e Desactivacion de las muestras clinicas y extraccion del ADN de las

micobacterias.

o Amplificaciéon por PCR

o Hibridacion del producto amplificado a sondas especificas y

deteccidon mediante detecciéon colorimétrica.
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¥ Desactivacion y Extraccion de los especimenes clinicos:

v

v

Preparar tantos tubos Sarstedt de 2 mL, con 500 pl de solucion de
lavado, como muestras tengamos.

Anadir 100 pl de muestra descontaminada.

Agitar en vortex.

Centrifugar a 14.000 G durante 10 minutos.

Desechar el sobrenadante.

Anadir al pellet 100 ul de reactivo de lisis.

Agitar en vortex.

Incubar a 60°C en termobloque durante 45 minutos.

Dar un pulso de centrifuga a las muestras durante 5 segundos.
Anadir 100 ul de reactivo neutralizante.

Agitar en vortex.

En este momento podemos utilizar el extraido para montar la PCR o

podemos mantenerlo a 4°C durante 24h.

# Amplificacion mediante PCR:

v

Preparar Master Mix para la reaccion de PCR.

Preparar anillo de reaccion.

Anadir a cada tubo de reaccién 50 pyl de Master Mix. Esta mezcla se
caracteriza por contener: uracil-N-glucosilasa UNG (que provoca la
degradaciéon de amplicones contaminantes que contienen
desoxiuridina), nucleétidos, Taqg DNA polimerasa, primers especificos
biotinilados y un control interno (IC).

Anadir a cada tubo 50 ul de la mezcla neutralizada del extraido.

Anadir un Control Positivo y un Control Negativo por cada anillo de
reaccion.

Introducir el anillo de muestras en el analizador COBAS AMPLICOR
y seleccionar el programa adecuado “MTB + MCC”.
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Después de la amplificacién el analizador afade una solucion de
desnaturalizacion a los tubos. Se afaden alicuotas de amplicén
desnaturalizado y una suspensidén de particulas magnéticas revestidas
con una sonda oligonuclettida especifica del objetivo a pocillos de
deteccion. A continuacién se afiade conjugado de avidina-peroxidasa de
rabano, que se une al amplicbn marcado con biotina. El analizador
realiza una deteccion colorimétrica a 660 nm, tras afnadir peroxido de
hidrégeno y tetrametilbencidina a la mezcla. Una lectura de absorbancia
mayor a 0,350 unidades de densidad Optica, considera positiva la
presencia de ADN del MTBC.

Imagen 12. Analizador Cobas Amplicor
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Imagen 13. Anillo de muestras para amplificacion y deteccion en Cobas

Amplicor
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Imagen 14. Evaluacion de resultados en Amplicor-MTB.

HOSP. UNIV. REINA
SOFIA- CORDOBA-

5 L e

LABORATORIO

DE

MICROBIOLOGIA

AMPLILINK 2.41 Report: Batch Result

r T# Order/Lot Number Test Result Unit Flags Date/Time A

S * <unknown> MTB NEG (0.003 OD) - 7/15/05 10:38:43 PR
Sample: 0.003

S * <unknown> MCC POS (*.** OD) - 7/15/05 11:38:42 PR
Sample: ****

S * <unknown> MTB f:l_l;g (0.006 OD) - 7/15/05 10:39:55 PR
Sample: 0.006

S * <unknown> MCC POS (*.**0D) - 7/15/05 11:39:54 PK
Sample: ****

< 3 * <unknown> MTB PO;\ (EE=OR) - 7/15/05 10:41:07 PK
Sample: ****

S 4 * <unknown> MTB POS (*.** OD) = 7/15/05 10:42:19 PR
Sample: *.***

S 5 * <unknown> MTB POS (B OD) = 7/15/05 10:43:30 PR
Sample: *.***

S 6  *<unknown> MTB E=2OD) - 7/15/05 10:44:43 PR
Sample: *.***

S 7 *<unknown> MTB POS (** OD) : 7115/05 10:45:54 PKt
Sample: *.***

SN

S 8 * <unknown> MTB POS (* *** OD) - 7/15/05 10:47:06 PR

Sample: ****
——

L 9 * <unknown> MTB @ (*.*** OD) - 7/15/05 10:48:18 PM
Sample: ****

S 10 * <unknown> MTB NEG (0.006 OD) - 7/15/05 10:49:31 PH
Sample: 0.008

S 10  * <unknown> McC POS (*.*** OD) - 7/15/05 11:49:30 PR
Sample: *.***

S 11 * <unknown> MTB NEG (0.003 OD) - 7/15/05 10:50:43 PR
Sample: 0.003 e

S 11 * <unknown> MCC POS (*.*** OD) - 7/15/05 11:50:42 PR
Sample: *.***

1/2 PCR 7/18/05

AMPLILINK 2.41 (0243.0)
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5. RESULTADOS

5.1.

estudio.

Caracteristicas de los pacientes incluidos en el

Del total de 89 pacientes incluidos en el estudio, 59 (66,3%, IC 95%
55,5-76,0%) fueron hombres y 30 (33,7%, IC 95% 24,0-44,5%) fueron
mujeres. De estos, fueron enfermos tuberculosos o padecieron algun tipo de
micobacteriosis. 63 (70,8%, IC 95% 60,2-79,9%).

Grafico 1. Distribucion de la enfermedad de pacientes por sexo.

70
60 -
m | n
40 - H No Enfermo
30 - O Enfermo
20 - 43
10 - 20
0 |
Hombres Mujeres
ENFERMEDAD
SEXO E N TOTAL
H 43 16 59 i i
% Fila 729 271 100,0 TESTESTADISTICOS Chi cuadrado
% Columna 683 615 65.3 Chi cuadrado: sin corregir 0,3714
M 20 10 30
% Fila 667 333 1000
% Columna 31 _F" 385 33? . 0.3549208962
TOTAL 63 P 9 Test exacto de Fisher P>0,05 (NS)
% Fila 708 292 100,0
% Columna 100,0 100,0 100,0

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los enfermos
hombres (43, 72,9%) y mujeres (20, 66,7%).

La edad media de los pacientes fue de 43,66 afios (rango 4 - 89 afos).
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Grafico 2. Distribucion de la edad de los pacientes.

Frecuencia

Mean = 43,66
Std. Dev. = 19,069
N=80
0
0 20 40 60 80
EDAD

Del total de pacientes, 78 (87,6%) eran de nacionalidad espafiola, el
resto de pacientes procedian de Marruecos (5, 5,6%), Rumania (5, 5,6%) y
Pera (1, 1,1%). No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los

enfermos de distintas nacionalidades.

Grafico 3. Distribucion de la enfermedad segun nacionalidad.

ENFERMEDAD

NACIONALIDAD E N TOTAL
Espafia 54 24 Ta
% Fila | 632 308 1000
% Columna | 857 923 876
Marruecos 3 2 5
% Fila | 600 | 400 1000
% Columna 4.8 N 56
Rumania 5 0 5
% Fila | 1000 0.0 1000
% Columna 7.9 0o 5.6
Pera 1 0 1
% Fila | 1000 0.0 1000
0 % Colurnna 1.6 0.0 11
Espaiia Mamuecos Rumania Peni TOTAL 53 26 89
% Fila | T08 262 1000
0 Enfermo B No Enfermo % Columna | 1000 | 100,0 1000

Chi cuadrado gl | Probabilidad

2,6488 3 04155 (NS)
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5.2. Procedencia y caracterizacion de las muestras
incluidas en el estudio.

Las muestras clinicas incluidas en el estudio se dividen en dos grandes

grupos: muestras pulmonares (respiratorias) y muestras extrapulmonares,

como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 13. Muestras clinicas respiratorias y extrapulmonares totales.

TIPO DE _MUE._STRA N° de Porcentaje Int. .
(respiratoria) muestras Conf.95%
Esputo 134 72% 65,0-78,4%

Broncoaspirado 5 2,7% 0,9-6,2%

Liquido pleural 5 2, 7% 0,9-6,2%

Lavado bronco-alveolar 2 1,1% 0,1-3,8%
Total Respiratorias 146 78,5% 71,9-84,2%

TIPO DE MUESTRA N° de Porcentaje Int.

(extrapulmonar) muestras Conf.95%
Biopsia 14 7.5% 4,2-12.3%

Heces 6 3,2% 1,2-6,9%

LCR 5 2, 7% 0,9-6,2%

Orina 5 2, 7% 0,9-6,2%

Exudado 4 2,2% 0,6-5,4%

Absceso 3 1,6% 0,3-4,6%

Liquido Ascitico 2 1,1% 0,1-3,8%

Suero 1 0,5% 0,0-3,0%
Total Extrapulmonares 40 21,5% 15,8-28,1%

Se procesaron un total de 146 muestras de origen respiratorio, y 40
muestras extrapulmonares, correspondiente al 78,5% y 21,5% del total

respectivamente.

A continuacién se exponen los resultados positivos a los distintos test de

las muestras del estudio.
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Tabla 14. Distribucion de las muestras clinicas con microscopia positiva.

TIPO DE N° de
MUESTRA muestras S Ll (e 5w
Esputo 134 120 (90,9%) 84,7-95,2%
Broncoaspirado 5 1 (0,8%) 0,0-4,1%
Liquido pleural 5 - -

BAL 2 1 (0,8%) 0,0-4,1%
Biopsia 14 3(2,3%) 0,5-6,5%
Heces 6 4 (3,0%) 0,8-7,6%

LCR 5 - -
Orina 5 2 (1,5%) 0,2-5,4%

Exudado 4 1 (0,8%) 0,0-4,1%
Absceso 3 - -
Liquido Ascitico 2 - -
Suero 1 - -
TOTAL 186 132 (71%) 63,9-77,4%

El 71% de las muestras incluidas en el estudio present6 la baciloscopia

positiva.

Tabla 15. Distribucion de las muestras clinicas con cultivo positivo.

IV.I’-LIIFI::g 1?}5 A mzl;sc:fas Cultivo+ Int. Conf.95%
Esputo 134 113 (81,9%) 0,2-5,1%
Broncoaspirado 5 3 (2,2%) 0,5-6,2%
Liquido pleural 5 2 (1,4%) 0,2-5,1%
BAL 2 2 (1,4%) 0,2-5,1%
Biopsia 14 3(2,2%) 0,5-6,2%
Heces 6 5 (3,6%) 1,2-8,3%
LCR 5 1 (0,7%) 0,0-4,0%
Orina 5 4 (2,9%) 0,8-7,3%
Exudado 4 3 (2,2%) 0,5-6,2%
Absceso 3 2 (1,4%) 0,2-5,1%
Liquido Ascitico 2 - -
Suero 1 - -
TOTAL 186 138 (74,2%) 67,3-80,3%

El 74,2% de las muestras incluidas en el estudio presento cultivo positivo

de micobacterias.
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Tabla 16. Distribucion de las muestras clinicas con GTMD positivo.

TIPO DE N° de
MUESTRA muestras GTMD+ Int. Conf.95%
Esputo 134 119 (88,1%) 81,5-93,1%
Broncoaspirado 5 2 (1,5%) 0,2-5,2%
Liquido pleural 5 - -

BAL 2 1(0,7%) 0,0-4,1%
Biopsia 14 4 (3,0%) 0,8-7,4%
Heces 6 4 (3,0%) 0,8-7,4%

LCR 5 1(0,7%) 0,0-4,1%
Orina 5 1(0,7%) 0,0-4,1%

Exudado 4 2 (1,5%) 0,2-5,2%
Absceso 3 1(0,7%) 0,0-4,1%
Liquido Ascitico 2 - -
Suero 1 - -
TOTAL 186 135 (72,6%) 65,6-78,9%

Tabla 17. Distribucion de las muestras clinicas con PCR positiva.

TIPO DE N° de
MUESTRA muestras AL LSSt
Esputo 134 119 (89,5%) 83,0-94,1%
Broncoaspirado 5 3 (2,3%) 0,5-6,5%
Liquido pleural 5 - -

BAL 2 2 (1,5%) 0,2-5,3%
Biopsia 14 4 (3,0%) 0,8-7,5%
Heces 6 1 (0,8%) 0,0-4,1%

LCR 5 - -
Orina 5 1 (0,8%) 0,0-4,1%

Exudado 4 2 (1,5%) 0,2-5,3%
Absceso 3 1 (0,8%) 0,0-4,1%
Liquido Ascitico 2 - -
Suero 1 - -
TOTAL 186 133 (71,5%) 64,4-77,9%

Las dos técnicas moleculares evaluadas en el estudio, GTMD y Amplicor,
detectaron micobacterias en las muestras clinicas incluidas en el estudio en el

72,6% vy el 71,5% respectivamente.
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5.3. Relacion entre Enfermedad y Resultados de:
baciloscopia, cultivo, PCR y GTMD en muestras totales.

Concordancia Clinica.

A continuacién se muestra la concordancia que la variable “Enfermedad” ha
tenido con las diferentes técnicas diagnésticas empleadas en el estudio.
Previamente se ha empleado el test estadistico “Chi cuadrado de Mac Nemar.

Se observan diferencias significativas con una p<0,001.

Para expresar la concordancia clinica que presentan los resultados de los

diferentes test diagnésticos se ha calculado el “indice Kappa’.

Tabla 18: Relacion estadistica y concordancia clinica entre Enfermedad y
las variables del estudio.

TEST C danci
Enfermedad E_STADiSTICC_)’ Onglti)r:i:anma
Enfermo | No Enfermo (C#é;:tu:gggo&goggﬁecsn (Indice Kappa)
Positivo 131 1
BK p<0,001 0,64
Negativo 23 31
Positivo 137 1
CULTIVO p<0,001 0,71
Negativo 17 31
Positivo 133 0
PCR-MTB p<0,001 0,68
Negativo 21 32
Positivo 135 0
GMTD p<0,001 0,71
Negativo 19 32

Se observa que hay una buena concordancia clinica entre la enfermedad
tuberculosa y las diferentes técnicas diagnésticas. Genotype Mycobacteria

Direct obtiene el mismo valor de indice Kappa que el cultivo.
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54. Relacion entre GTMD y los resultados de:
baciloscopia, cultivo y PCR en muestras totales.

Concordancia clinica.

A continuacion se muestra la concordancia que Genotype Mycobacteria
Direct ha tenido con el resto de técnicas diagnésticas empleadas en el estudio.
Se ha empleado el test estadistico “Chi cuadrado de Mac Nemar”.Se observan

diferencias significativas con una p<0,001.

Para expresar la concordancia clinica que presentan los resultados de los

diferentes test diagnosticos se ha calculado el “indice Kappa’.

Tabla 19: Relacion estadistica y concordancia clinica entre Genotype
Mycobacteria Direct y las variables del estudio.

GTMD TE,ST Concordancia
ESTAD|ST|CQ Clinica
STND [ GTWD | S| s
Positivo 123 9
BK p<0,001 0,72
Negativo 12 42
Positivo 121 17
CULTIVO p<0,001 0,57
Negativo 14 34
Positivo 121 12
PCR-MTB p<0,001 0,65
Negativo 14 39

El mayor grado de acuerdo se ha obtenido entre el resultado de GTMD y

la baciloscopia.
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5.5.

5.5.1. Genotype Mycobacteria Direct y Cobas Amplicor-MTB en

Parametros de validez de los test ensayados.

muestras totales.

En la siguiente tabla se expresan los parametros de validez de ambas

técnicas moleculares, teniendo como resultado de referencia al cultivo de

micobacterias.

A pesar de ello, se observa como el nUmero de muestras que resultan

con GTMD y PCR positiva y cultivo negativo, es elevado. Esto nos llevo a tener

en cuenta como método de referencia, ademas del cultivo y la baciloscopia,

también la clinica de los pacientes.

Tabla 20: Parametros de validez entre GTMD y PCR-MTB frente al cultivo
de micobacterias en muestras totales.

CULTIVO PARAMETROS ESTADISTICOS
Positivo | Negativo S E VPP VPN
(n=138) (n=48) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%)
GTMD
Negativo 17 34 (80,7-92,5%) | (55,7-82,6%) | (82,9-94,0%) | (52,0-78,9%)
PCR-MTB
Positivo 117 16 85% 67% 88% 60%
Negativo 21 32 (77,4-90,1%) | (51,5-79,2%) | (80,9-92,8%) | (46,0-73,2%)

La diferencia entre los porcentajes de sensibilidad entre ambas técnicas

no resulta estadisticamente significativa con una valor de p>0,05.

Prueba estadistica Chi cuadrado
Grados de libertad
Valor de p

0,83
1

0,361 (p>0,05) NS
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5.5.2. Genotype Mycobacteria Direct y Cobas Amplicor-MTB en

muestras de localizacién pulmonar.

GTMD y Amplicor-MTB, mostraron muy buenos resultados en las

muestras de localizacién pulmonar, como se muestra en la siguiente tabla,

aunque debemos tener en cuenta que aproximadamente el 92% de estas,

presentaron baciloscopia positiva.

Tabla 21: Parametros de validez entre GTMD y PCR-MTB frente al cultivo

de micobacterias en muestras de localizacion pulmonar.

CULTIVO PARAMETROS ESTADISTICOS
Positivo | Negativo S E VPP VPN
(n=120) | (n=26) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%)
GTMD
Positivo 110 12 92% 54% 90% 58%
Negativo 10 14 (84,8-95,7%) | (33,7-729%) | (83,1-94,6%) | (36,9-77,2%)
PCR-MTB
Positivo 111 13 92% 50% 90% 59%
Negativo 9 13 (85,8-96,3%) | (30,4-69,6%) | (82,4-94,1%) | (36,7-78,5%)
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5.5.3. Genotype Mycobacteria Direct y Cobas Amplicor-MTB en

muestras de localizaciéon extrapulmonar.

Es en las muestras de origen extrapulmonar, donde encontramos
mayores diferencias entre ambas técnicas, obteniendo resultados mas
favorables mediante GTMD. Como se observa en la siguiente tabla, la

sensibilidad de GTMD casi duplica al de la PCR en este tipo de muestras.

Tabla 22: Parametros de validez entre GTMD y PCR-MTB frente al cultivo
de micobacterias en muestras de localizaciéon extrapulmonar.

CULTIVO PARAMETROS ESTADISTICOS
Positivo | Negativo S E VPP VPN
(n=18) (n=22) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%)
GTMD
Positivo 11 2 61% 91% 85% 74%
Negativo 7 20 (36,1-81,7%) | (69.4-89,4%) | (53.7-97,3%) | (53,4-88,1%)
PCR-MTB
Positivo 6 3 33% 86% 67% 61%
Negativo 12 19 (36,1-81,7%) | (36.1-81.7%) | (30,9-91.0%) | (42,3-77,6%)

La diferencia entre los porcentajes de sensibilidad entre ambas técnicas
resulta estadisticamente significativa con una valor de p<0,05,a favor de
GTMD.

Prueba estadistica Chi cuadrado 6,08
Grados de libertad 1
Valor de p 0,013 (p<0,05)NS

108




Resultados

5.5.4. Genotype Mycobacteria Direct y Cobas Amplicor-MTB en la
deteccion de M. tuberculosis Complex.

Amplicor-MTB se caracteriza por detectar exclusivamente a
micobacterias del Complejo tuberculoso, que a diferencia de GTMD, es capaz
de detectar ademas, a cuatro especies de micobacterias atipicas. De esta
forma, para estudiar si se observaban diferencias significativas en la deteccion
de M. tuberculosis complex, se han calculado los parametros de validez
excluyendo todas aquellas muestras en las que se aislaron micobacterias
atipicas. Se han excluido todas aquellas muestras en las que se aislaron

micobacterias atipicas, un total de 10.

Tabla 23: Parametros de validez entre GTMD y PCR-MTB frente al cultivo
de micobacterias en la deteccion de M. tuberculosis Complex.

CULTIVO MTB PARAMETROS ESTADISTICOS
Positivo | Negativo S E VPP VPN
(n=128) (n=48) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%)
GTMD
Positivo 113 14 88% 70.8% 89% 69%
Negativo 15 34 (81,1-93,1%) | (55,7-82,6%) | (81,9-93,6%) | (54,4-81,3%)
PCR-MTB
Positivo 117 16 91% 67% 88% 24%
Negativo 11 32 (84,8-95,4%) | (51,5-79,2%) | (80,9-92,8%) (58,5-86%)

La diferencia entre los porcentajes de sensibilidad entre ambas técnicas

no resulta estadisticamente significativa con una valor de p>0,05.

Prueba estadistica Chi cuadrado 0,72
Grados de libertad 1
Valor de p 0,397 (p>0,05) NS
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5.5.5. Genotype Mycobacteria Direct en la deteccion de

micobacterias atipicas.

Se trata de 10 muestras en las que se aislaron micobacterias atipicas,

Mycobacterium avium (5), M. intracellulare (3), M. kansasii (1) y M. malmoense

).

Tabla 24: Parametros de validez entre GTMD frente al cultivo en la

deteccidon de micobacterias atipicas.

CULTIVO M.A. PARAMETROS ESTADISTICOS
Positivo | Negativo S E VPP VPN
(n=10) (n=0) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (.C. 95%) (.C. 95%)
GTMD
Positivo 0 80% | ynge | 100% | 0%
Negativo 2 0 (44,2-96,5%) (59,8-100%) | (0,0-80,2%)

(*Vnd: Valor no definido.)

Genotype Mycobacteria Direct detecté todas las micobacterias atipicas

que se aislaron en el estudio, salvo dos aislamientos de Mycobacterium avium

gue procedian de heces.
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5.5.6. Genotype Mycobacteria Direct y Cobas Amplicor-MTB

muestras con microscopia positiva.

GTMD y Amplicor-MTB muestran muy buenos resultados de sensibilidad

en aquellas muestras que presentaron baciloscopia positiva, alcanzando el

95% y 91% respectivamente. Sin embargo presentan valores de especificidad

muy bajos, al no ser el cultivo en este caso, un valor de referencia tan ajustado

como el criterio de enfermedad.

Tabla 25: Parametros de validez entre GTMD y PCR-MTB frente al cultivo

de micobacterias en muestras con bacioloscopia positiva.

CULTIVO (n=132) PARAMETROS ESTADISTICOS
Positivo | Negativo S E VPP VPN
(n=117) (n=15) (.C. 95%) (.C. 95%) (1.C. 95%) (.C. 95%)
GTMD
Negativo 6 (88,7-97,9%) | (5,3-48,6%) | (83,2-946%) | (9-69,1%)
PCR-MTB
Negativo 11 2 (83,4-95,0%) | (2,3-41,6%) | (81,7-93,8%) | (2,7-46,3%)

La diferencia entre los porcentajes de sensibilidad entre ambas técnicas

no resulta estadisticamente significativa con una valor de p>0,05.

Prueba estadistica Chi cuadrado

Grados de libertad

Valor de p

1,42
1

0,233 (p>0,05) NS

Una de las muestras seleccionadas como BK+, presentd cultivo negativo y

técnicas de amplificacién de acidos nucléicos negativo. Lo consideramos un

falso negativo de la microscopia.
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5.5.7. Genotype Mycobacteria Direct y Cobas Amplicor-MTB en

muestras con microscopia negativa.

Tabla 26: Parametros de validez entre GTMD y PCR-MTB frente al cultivo
de micobacterias en muestras con baciloscopia negativa.

CULTIVO (n=54) PARAMETROS ESTADISTICOS
Positivo | Negativo S E VPP VPN
(n=21) (n=33) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%)
GTMD
Positivo 10 2 48% 94% 83% 74%
Negativo 11 31 (26,4-69,7%) | (78,4-98,9%) | (50,9-97,1%) | (57,7-85,6%)
PCR-MTB
Positivo 11 3 52% 91% 79% 75%
Negativo 10 30 (30,3-73,6%) | (74,5-97,6%) | (48,8-94.3%) | (58,5-86,8%)

La diferencia entre los porcentajes de sensibilidad entre ambas técnicas

no resulta estadisticamente significativa con una valor de p>0,05.

Prueba estadistica Chi cuadrado

Grados de libertad

Valor de p

0,15
1

0,700 (p>0,05) NS

112




Resultados

5.5.8. Genotype Mycobacteria Direct tras el Analisis de las
discrepancias de los resultados.

Expresamos en este apartado las discrepancias encontradas en el
estudio, es decir, resultados de GTMD y PCR-MTB positivos, pero con cultivo
negativo. En este caso se considerd un verdadero positivo para las técnicas de
amplificacién, cuando los pacientes eran sospechosos de padecer tuberculosis
pulmonar activa tras una revisibn de la historia clinica, respondieron al
tratamiento antituberculoso o tuvieron otros -cultivos positivos para M.
tuberculosis Complex o micobacteria atipica en el periodo de estudio. De
manera, que hemos considerado como referencia o “Gold Standard” al paciente
enfermo de tuberculosis o de cualquier otro tipo de micobacteriosis, en lugar

del cultivo de micobacterias.

En este caso hemos obtenido unos valores de sensibilidad ligeramente
inferiores, para ambas técnicas, sin embargo se ha alcanzado el 100% de
especificidad y valor predictivo positivo, como puede observarse en la siguiente
tabla.

Tabla 27: Parametros de validez entre GTMD y PCR-MTB frente a criterios
de enfermedad clinica en muestras totales.

Pacientes PARAMETROS ESTADISTICOS
Enfermos Sin
tuberculosos enfermedad S E VPP VPN
N=154 N=32 (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (I.C. 95%)

GTMD

Positivo 135 0 88% 100% 100% 63%

Negativo 19 32 (81,2-92,2%) | (86,7-100%) | (96,7-100%) | (48,1-75,5%)
PCR-MTB

Positivo 133 0 86% 100% 100% 60%

Negativo 21 32 (79,7-912%) | (86,7-100%) | (96,7-100%) | (46,0-73,2%)

La diferencia entre los porcentajes de sensibilidad entre ambas técnicas

no resulta estadisticamente significativa con una valor de p>0,05.
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Prueba estadistica Chi cuadrado 0,38
Grados de libertad 1
Valor de p 0,536 (p>0,05) NS

A continuacion se analizan caso a caso todas las muestras, que aunque

son de pacientes enfermos, han sido GTMD negativos.

Tabla 28: Muestras con resultados discordantes entre GTMD y cultivo-

enfermedad.
N° | Paciente Muestra BK CULTIVO GTMD PCR Observaciones
1 AALA ESPUTO 20 BAAR/100 P NEGATIVO POSITIVO MTB-DR tratada
2 ALA ESPUTO 5 BAAR/100 P NEGATIVO POSITIVO -
3 ALJL L. PLEURAL N P NEGATIVO NEGATIVO M. Paubacilar
4 CHJ ESPUTO 3 BAAR/100 N NEGATIVO POSITIVO Escape bacilar
5 CHJ ESPUTO 100BAAR/1 N NEGATIVO POSITIVO  Escape bacilar
6 CXEC HECES N PA NEGATIVO NEGATIVO M. Paubacilar
7 CXEC HECES N PA NEGATIVO NEGATIVO M. Paubacilar
8 DGF ESPUTO N P NEGATIVO POSITIVO M. Paubacilar
9 LAE BIOPSIA N N NEGATIVO POSITIVO En tratamiento
10 LHJA ESPUTO 4 BAAR/100 P NEGATIVO POSITIVO -
11 MBB ORINA 10 BAAR/100 P NEGATIVO POSITIVO -
12 MJDY L. PLEURAL N P NEGATIVO NEGATIVO M. Paubacilar
13 MMJ ORINA N P NEGATIVO NEGATIVO M. Paubacilar
14 MMJ ORINA N P NEGATIVO NEGATIVO M. Paubacilar
15 RTA ESPUTO 50 BAAR/100 P NEGATIVO POSITIVO -
16 SCD ABSCESO N P NEGATIVO NEGATIVO Inhibidores
17 SMA BAS N P NEGATIVO POSITIVO M. Paubacilar
18 TTMD BAL N P NEGATIVO POSITIVO M. Paubacilar
19 | VMAM ESPUTO 1 BAAR/100 P NEGATIVO POSITIVO -

*(PA): cultivo positivo para micobacterias atipicas. (P): cultivo positivo, (-) Situacién normal.

Un aspecto diferencial que presenta GTMD, con respecto a la PCR es que su

diana de amplificacién es el ARNr. Por tanto, poblaciones de micobacterias de

pacientes que han estado en tratamiento, no son detectables mediante GTMD,

sin embargo si lo seran mediante PCR. Hay controversia con este tema, ya que

hay publicaciones que defienden esta posicion,

y sin embargo otras

114




Resultados

publicaciones demuestran la presencia de ARNm en muestras de pacientes

que han sido tratados(®® 100),

Dentro de este grupo de muestras con GTMD negativo, hemos encontrado

diferentes situaciones; la mas comun, son aquellas muestras paubacilares, con

baciloscopia negativa, en las que las micobacterias, no han podido ser

detectadas mediante GTMD. Muestras de pacientes que se encontraban en

tratamiento previo, antes de realizar GTMD y también muestras en las que se

detectaron inhibidores de la amplificacion.

5.5.9. Baciloscopia y Cultivo tras el Analisis de las discrepancias en

los resultados.

Tabla 29: Parametros de validez entre la baciloscopia y el cultivo frente a
criterios de enfermedad clinica en muestras totales.

Pacientes PARAMETROS ESTADISTICOS
Enfermos Sin
tuberculosos enfermedad S E VPP VPN
N=154 N=32 (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%) (1.C. 95%)

BACILOSCOPIA

Positivo 131 1 85% 97% 99% 57%

Negativo 23 31 (78,2-90,1%) (82,0-99,8%) (95,2-100%) (43,3-70,5%)
CULTIVO

Positivo 137 1 89% 97% 99% 65%

Negativo 17 31 (82,7-93,2%) (82,0-99,8%) (95,4-100%) (49,4-77,4%)

La diferencia entre los porcentajes de sensibilidad entre ambas técnicas

no resulta estadisticamente significativa con una valor de p>0,05.

Prueba estadistica Chi cuadrado

Grados de libertad

Valor de p

1,53
1

0,215 (p>0,05)
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5.6. Limites de deteccion de ARNr de M. tuberculosis

Complex mediante GTMD.

Para calcular el limite de sensibilidad de la técnica utilizamos un 1 mL de
muestra clinica control (con baciloscopia y cultivos negativos), a la cual se
le adicionaron micobacterias procedentes de un cultivo puro de la cepa tipo
H37Rv, hasta conseguir una suspensién con una concentracién de 0,5
Mcfarland (1-2x10% UFC/mL)("®). De esta suspension inicial se realizaron
sucesivas diluciones hasta alcanzar una concentracion teérica aproximada
de 6 UFC/mL de M. tuberculosis Complex.

A continuacion se realiz6 GMTD de las ultimas cinco diluciones que
correspondian de manera aproximada a las siguientes concentraciones de
M. tuberculosis Complex en la muestra: dilucién 20 (190 UFC/mL), dilucién
21 (95,3 UFC/mL), dilucién 22 (47,6 UFC/mL), dilucién 23 (23,8 UFC/mL),
dilucién (23,8 UFC/mL), dilucién 24 (11,9 UFC/mL) y dilucion 25 (5,9
UFC/mL).

Tabla 30: Sensibilidad de GTMD en muestras con concentraciones de M.
tuberculosis Complex conocidas.

Dilucién Concentracién Resultado GTMD
20 190 UFC/mL Positivo
21 95,3 UFC/mL Positivo
22 47 6 UFC/mL Positivo
23 23,8 UFC/mL Positivo
24 11,9 UFC/mL Positivo
25 5,9 UFC/mL Positivo
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5.8. Visualizacion de resultados de  Genotype

Mycobacteria Direct.

En la siguiente imagen, puede observarse los resultados que se

obtienen después de la realizacion de GTMD.

Cada tira de identificacion corresponde a cada una de las especies que
GTMD nos permite identificar directamente de las muestras clinicas. Se
observan las bandas de identificacion segun la especie de micobacteria, la

banda de control de amplificacién, y la banda de control de conjugado.

Imagen 15. Resultados obtenidos mediante GTMD, en muestras clinicas,
durante el estudio.

1. M. tubercuiosis Complex

2. M. malmoense
3. M kansasii

4. M. infracellulare

5. M. avium

Control de amplificacion

Controf dei conjugado
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5.9. Genotype Mycobacteria Direct en la deteccion de

infecciones mixtas.

Nos propusimos determinar la capacidad de Genotype Mycobacteria
Direct, en la deteccion de infecciones mixtas, es decir, aquellas causadas
por mas de una especie de micobacteria. Para ello, empleamos muestras
clinicas control (con baciloscopia y cultivos negativos) a las que se adicion6
una suspension de micobacterias procedentes de cultivos tipo, como se

muestra en la siguiente tabla:

Tabla 31. Cepas ATCC de micobacterias empleadas en la validacion de
Genotype Mycobacteria Direct.

Cepa ATCC Especie
25618 M. tuberculosis Complex
23070 M. avium
13209 M. intracellulare
12478 M. kansasii
29571 M. malmoense

Tabla 32. Muestras control empleadas para la deteccidn de infecciones
mixtas mediante Genotype Mycobacteria Direct.

Muestra Especies
1 M. tuberculosis Complex
2 M. tuberculosis Complex + M. avium
3 M. tuberculosis Complex + M. kansasii
4 M. tuberculosis Complex + M. intracellulare
5 M. ttuberculosis Complex + M. malmoense
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Imagen 16. Genotype Mycobacteria Direct en la deteccion de infecciones
mixtas.

1. M. tuberculosis Complex
2. M. maimoense

3. M. kansasii

4. M. intracellufare

5. M. avium

Control de amplificacion

Control de conjugado

Se observa en la imagen como GTMD es capaz de detectar ARNr de
dos especies diferentes en la misma muestra. Ademas se observa, como en las
muestras con una alta carga de ARN diana, no se aprecia la amplificacion del

control interno.
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6. DISCUSION

Actualmente la tuberculosis se ha convertido en una de las principales
causas de muerte a nivel mundial. Segun la OMS, cada segundo se produce en
el mundo una nueva infeccién por el bacilo de la tuberculosis. Un tercio de la
poblacién mundial esta actualmente infectada, y entre el 5% y el 10% de las
personas infectadas desarrollaran la enfermedad o pasaran a ser contagiosas

en el transcurso de su vida.(192. 103)

Espana, es el segundo pais de Europa, con las mayores tasas de
infeccidn por tuberculosis. En nuestro pais, se registran cada afo entre 11.000
a 15.000 nuevos casos de tuberculosis declarados, situando a nuestro pais en
el segundo lugar de la Unién Europea en numero de contagios de esta

enfermedad, por detras de Portugal. (40-42.104),

En el plan mundial para detener la tuberculosis, propuesto por la

OMS(105.108) 'se abarcan seis puntos principales, para conseguir este objetivo:

1. Ampliacion y perfeccionamiento del tratamiento DOTS de alta
calidad.

2. Afrontar la combinacion de tuberculosis y VIH, la tuberculosis
polifarmacorresistente y otros retos.

3. Contribuir al fortalecimiento de los sistemas de salud.
Colaborar con todos los dispensadores de atencién.

5. Potenciar la capacidad de accion de los enfermos de tuberculosis y
de las comunidades.

6. Fomentar y promover las investigaciones.

En este ultimo punto, se destaca que “si bien los instrumentos actuales
permiten luchar contra la tuberculosis, el perfeccionamiento de las practicas y
la eliminacién de esta enfermedad dependeran de las innovaciones en materia

de métodos de diagnostico, medicamentos y vacunas”.
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Si una persona enferma de tuberculosis pulmonar activa, no recibe
tratamiento, puede infectar a una media de entre 10 y 15 personas en un afo.
De manera que el diagnostico rapido y preciso de los enfermos tuberculosos,
es uno de los principales puntos, en la lucha contra la enfermedad. Ademas de
ser el principal criterio para adoptar las medidas terapéuticas correspondientes

y asi evitar la transmisién de la enfermedad.

El diagnéstico de la tuberculosis pulmonar esta basado en los hallazgos
clinicos del paciente como la tos persistente, la fiebre, escalofrios, sudoracion
nocturna y pérdida de peso entre otros, aunque estos suelen ser sintomas
comunes a otras enfermedades, de manera que son la radiologia, la anatomia
patolégica y la microbiologia fundamentalmente, los que ayudan de manera
decisiva a diagnosticar a esta enfermedad conocida en el ambito de la
medicina como la “gran simuladora”. Sin embargo la microbiologia es
fundamental ya que, ademas de la deteccién de los bacilos en la muestra,
mediante microscopia o microbiologia molecular, permite el aislamiento del
agente causal en el cultivo y su posterior identificacion, que sigue siendo la
clave del diagnostico definitivo de la tuberculosis. Ademas, permite la
determinacién de pruebas de sensibilidad in vitro a los antimicobacterianos,

mas frecuentemente utilizados.

El diagnéstico microbioldgico de la tuberculosis y de cualquier otro tipo
de micobacteriosis esta basado en la deteccidbn de bacilos acido-alcohol
resistentes (BAAR) en las muestras clinicas mediante microscopia y su

aislamiento en medios de cultivo especificos, como métodos de referencia.

El examen microscépico de las muestras, se realiza después de un
procesamiento adecuado de las mismas (concentracion y descontaminacién) y
nos permite la visualizacibn mediante microscopia Optica normal o de
fluorescencia la deteccion de los bacilos tuberculosos en la muestra, en pocas
horas después de la recepcibn de las muestras en el laboratorio de
microbiologia. Es una técnica que se caracteriza por se ser facil de realizar,
rapida y de muy bajo coste. La sensibilidad de la microscopia se estima entre el
60-70%, ya que depende de factores como el tipo de muestra, su
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procesamiento previo, la técnica de tincidn realizada, el tipo de microscopia
utilizada y la experiencia del observador. Esta sensibilidad es la que se estima
cuando se trata a la muestra con auramina y se utiliza el microscopio de
fluorescencia. De esta forma pueden detectarse bacilos, cuando su
concentracion en la muestra oscila los 10.000 BAAR/mL. Esta sensibilidad
podria ser aceptable en la tuberculosis pulmonar activa, donde el numero de
bacilos en la muestra suele ser elevado, pero no lo es en el caso de
micobacteriosis extrapulmonar y en las formas paubacilares de la enfermedad
(meningitis tuberculosa o tuberculosis renal). De esta forma, el diagnéstico
definitivo de la enfermedad, requiere del aislamiento de las micobacterias en

cultivos especificos.(107. 108)

El cultivo tradicional de las muestras en micobacteriologia se realiza
fundamentalmente en medios sélidos como el Léwenstein-Jensen y liquidos
como el Middlebrook 7H9, 7H10 y 7H11;, aunque también posee sus
limitaciones, tales como la lentitud, siendo necesarios entre 3 y 5 semanas para
detectar el crecimiento de las colonias en medio sélido. Aunque este tiempo se
ha podido reducir a periodos de entre 7 a 20 dias, con la incorporacién de los
medios liquidos de crecimiento que se incorporan en sistemas de deteccién

automatica de crecimiento.(109 110)

Una vez detectada la presencia de micobacterias en la muestra, la
instauracién del tratamiento debe realizarse de la forma, mas rapida y precoz
posible. De manera que el tratamiento suele realizarse en un principio de forma
empirica, ya que no se conoce la sensibilidad de la cepa implicada en el

proceso, antes de la aplicacién del mismo.

La tuberculosis pulmonar constituye el 75% de todas las formas de
tuberculosis, y es la que contribuye de forma fundamental a la transmisién y por
tanto al mantenimiento de la enfermedad tuberculosa. Su tratamiento debe de
considerarse con un doble objetivo: la curacién del enfermo y la interrupcion de

la cadena de transmision de la enfermedad tuberculosa.(!")
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El tratamiento farmacolégico de la tuberculosis pretende conseguir la
negativizacién de los cultivos en el menor tiempo posible, prevenir la aparicion
de resistencias, y asegurar la curacion completa sin recaidas. Para conseguir
con éxito este objetivo, una de los principios fundamentales en el tratamiento
de la tuberculosis pulmonar es el uso de diversos farmacos a la vez. Es por ello
que la pauta terapéutica de eleccidn sea el tratamiento durante seis meses, con
rifampicina(R), isoniazida(H) y pirazinamida(Z), siguiendo el esquema (2 RHZ /
4 RH)_(111-114)

El cumplimiento y la adherencia del tratamiento por parte del enfermo es
fundamental en el éxito de la terapia antituberculosa, sobretodo en tratamientos
tan prolongados como este, que llegan a durar un minimo de 6 meses. Para
evitar que los pacientes abandonen la terapia al experimentar una mejoria
clinica, la OMS puso en marcha en el afo 1991 un programa de terapia
directamente observada (DOT).("'% Uno de los pilares de este programa es que
el personal sanitario se encargara de la distribucién de la medicacién y se
asegurara de la toma del mismo por parte del paciente. Desde entonces
diferentes estudios han demostrado como los pacientes que se encontraban
dentro de estos programas DOT, han presentado mayor adherencia al

tratamiento y unas mayores tasas de curacién.(116-119)

Una de las metas planteadas por la Organizacion Mundial de la Salud y
el “Plan de Estrategia Alto a la Tuberculosis” es haber disminuido en el 2015 al
50% respecto a 1990 la prevalencia de tuberculosis, y en el 2050 eliminar la

tuberculosis como problema de salud publica.(15 120

De manera que un diagnéstico rapido de la tuberculosis es uno de los
factores importantes para el control de la enfermedad a nivel de salud publica,
ya que al poder detectar de forma rapida y eficaz a los enfermos tuberculosos,

se podra evitar la transmision de la enfermedad entre la poblacion.

En los ultimos afos el desarrollo tecnolégico ha permitido que
numerosos métodos moleculares hayan sido desarrollados para el diagnostico

y la identificacion de micobacterias en muestras clinicas (5355 121)  Estos
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meétodos son capaces de reducir el tiempo de diagndstico de semanas a dias, y
por ello cada vez mas estan alcanzando una mayor importancia y relevancia en

el campo del diagndstico micobacterioldgico 7: 122, 123),

Desde el descubrimiento de la PCR en 1986(124 125 se ha producido una
carrera en el desarrollo de este tipo de técnicas por parte de diferentes
compafias que a lo largo de este tiempo han desarrollado diferentes
estrategias para conseguir el mismo objetivo, que es la amplificacién de ADN o
ARN diana y su posterior deteccion. De estos sistemas de deteccion
comercializados, los que actualmente se utilizan en los laboratorios de

microbiologia son los siguientes:

COBAS AMPLICOR MTB (F. Hoffman-La Roche Ltd. Basel,
Switzerland) basado en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La
prueba usa iniciadores biotinilados especificos de una secuencia de
aproximadamente 584 nucleétidos dentro de la regidon que codifica para el
ARNTr 16S. La prueba permite la amplificacion simultanea del ADN obijetivo del
Complejo M. tuberculosis y el ADN del control interno, mediante la utilizacion
de dos primers especificos, uno para el control interno y otro para la secuencia
diana de MTBC.(12¢)

AMTD2 (Amplified M. tuberculosis Direct Assay®, GenProbe, San Diego.
CA) se fundamenta en la amplificacion mediada por transcripcién (TMA),
desarrollada por Kwoh y colaboradores y en la técnica de proteccion de la
hibridacion (HPA) para la deteccidon cualitativa de un fragmento de ARNr 16S

especifico de M.tuberculosis Complex.(127.128)

BDProbeTEC ET (Becton Dickinson). Se trata de una técnica
semiautomatizada en la que se amplifica de forma simultanea e isotérmica un
fragmento del elemento repetitivo en el genoma micobacteriano, 1S6110,
especifico de M. tuberculosis Complex, junto con un fragmento del gen ARNr
16S comun a todos los miembros del género Mycobacterium. Se utiliza la

denominada Amplificacibn por Desplazamiento de Bandas (Strand
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Displacement Amplification, SDA) y un sistema de deteccion a tiempo real de

los amplicones producidos.(129)

INNO-LIPA RIF-TB, consiste en una amplificacion mediante nested-PCR
de una regién de 70 pb del gen rpoB que codifica la subunidad  de la ARN
polimerasa presente en todos los miembros del complejo M. tuberculosis,
seguida de una hibridacién reversa. El sistema LiPA sirve para detectar el

complejo M. tuberculosis y, a la vez, la resistencia a la rifampicina.('3%)

Y por ultimo GENOTYPE MYCOBACTERIA DIRECT (Hain Lifescience
GMBH Nehren, Germany), que se fundamenta en las tecnologias NASBA
(Nucliec Acid Sequence-Based Amplification) y DNA-STRIPS® que nos permite
mediante la amplificacion de 23S ARNr, la deteccibn de M. tuberculosis
Complex, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, y M. malmoense

directamente de los especimenes clinicos descontaminados. (3
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A lo largo de este tiempo, se han realizado numerosos estudios cuyo

propo6sito ha sido la evaluacién de las técnicas moleculares mas importantes

aplicadas al diagnéstico de la tuberculosis. A continuacion se exponen en

diferentes tablas los principales estudios que se han realizado en los ultimos

diez anos:

Tabla 34: Evaluacion de AMPLICOR (PCR) en la deteccion de M.
tuberculosis Complex en muestras clinicas.

Cultivos Sensibilidad (%) para:
. . Numero de positivos/ S E VPP VPN
Estudio (Referencia ! .
( ) Tz mlcro§gopla (%) (%) (%) (%) Muestras con Muestras con
positiva Microscopia Microscopia
positiva negativa
Mitarai y cols.(13) 75 (E) 22/4 27 98 - - 100 17
Gomez-Pastrana y cols.®? | 251 (E + R) 21/6 44 94 73 81 - -
Rajalahti y cols.%® 324 (R) 76/51 83 99 97 95 90 68
Eing y cols.1® 1527 (R + E) 65/32 66 99 94 98 87 56
. 643 (R) 56/44 84 95 50
(135) - -
Reischly cols. 506 (E) 39/25 82 99 100 61
Rimek y cols. (12 43 (E) 15/2 45 91 - - - -
Bogard y cols.("*" 5077 (R) 333/249 85 99 96 98 96 72
Shah y cols.*® 1090 (E) 32/10 76 99 92 99 90 71
Gamboa y cols.(1*® 755 (R) 223/176 92 100 100 96 100 59
*Cohen y cols.40 85 (R) 27112 74 93 - - 10 53
*Al Zahrani y cols.(™" 487 (R) 44/10 42 100 - - - -
*Bonington y cols.(4? 35 (E) 3/3 29 100 100 54 - -

(*) Evaluacion clinica de Amplicor basada en la clinica del paciente. (R) muestras respiratorias. (E) Muestras
extrapulmonares. (S) Sensibilidad. (E) Especificidad. (VPP) Valor predictivo positivo. (VPN) Valor predictivo negativo.
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Tabla 35: Evaluacion de AMTD2 en la deteccion de M. tuberculosis
Complex en muestras clinicas.

Sensibilidad (%) para:

Cultivos
. . Numero de positivos/ S E VPP VPN
Estudio (Referencia) muestras microscopia (%) (%) (%) (%)
posmva Muestras con Muestras con
Microscopia Microscopia
positiva negativa
410 (R) 95/48 95 100 100 98 100 83
(143)
Gamboa y cols. 272 (E) 68/21 87 100 100 98 100 89
Woods y cols.(44 175 (E) 23/21 89 100 100 98 - -
. . 391 (R) 46/30 98 99 94 99 100 75
(145)
O’Sullivan y cols. 164 (E) 22/9 77 98 92 96 90 64
. 663 (R) 115/79 91 93 74 98 97 77
(146)

Alcalay cols. 238 (E) 33/13 89 92 66 98 92 87
Chedore y Jamieson. (4" 823 (R+E) 245/230 100 99 97 100 100 100
Chedore y Jamieson. (48 311 (E) 21/10 94 99 88 99 - -

*Catanzaro y cols.(1? 338 (R) 65/43 83 97 88 95 - -
*Bergmann y cols.%® 486 (R) 22/10 91 99 83 99 100 83

(*) Evaluacion clinica de AMTD2 basada en la clinica del paciente. (R) muestras respiratorias. (E) Muestras
extrapulmonares. (S) Sensibilidad. (E) Especificidad. (VPP) Valor predictivo positivo. (VPN) Valor predictivo negativo.
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Tabla 36: Evaluacion de BD Probe Tec en la deteccion de M. tuberculosis
Complex en muestras clinicas.

Sensibilidad (%) para:

Cultivos
Estudio (Referencia) Numero de positivos/ S E VPP VPN
muestras microscopia (%) (%) (%) (%)
positiva Muestras con Muestras con
Microscopia Microscopia
positiva negativa
Bergmann y Woods. 523 (R) 24/15 100 99 85 100 100 100
Pfyffer y cols.® 799 (R) 41/28 98 96 64 99 100 92
Bergmann y cols.®® 600 (R) 16/12 94 99 94 99 100 75
351 (R) 150/85 83 99 100 60
(151) - -
Johansen y cols. 372 (E) 192/67 60 99 98 40
Barret y cols.('%? 200 (R) 104/101 97 96 97 96 99 33
Maugein v cols. (159 547 (R) 69/43 89 98 88 98 100 76
geiny cols. 74 (E) 8/4 100 86
. 537 (R) 184/135 91 98 99 71
(154) - -
Mazzareliy cols. 294 (E) 68/28 78 98 90 69

(R) muestras respiratorias. (E) Muestras extrapulmonares. (S) Sensibilidad. (E) Especificidad. (VPP) Valor predictivo
positivo. (VPN) Valor predictivo negativo.
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Tabla 37: Evaluacion de LCx en la deteccidon de M. tuberculosis Complex
en muestras clinicas.

Sensibilidad (%) para:

Cultivos
. . Numero de positivos/ S E VPP VPN
=l R ) muestras microscopia (%) (%) (%) (%)
positiva Muestras con Muestras con
Microscopia Microscopia
positiva negativa
Alonso y cols.("%® 322 (R+E) 11/8 76 95 68 97 100 69
Palacios y cols.("*® 235 (E) 18/0 90 98 86 99 - 90
Fadda y cols.(5” 622 (R+E) 124/71 97 100 100 99 100 79
Moore y Curry.(1%® 493 (R) 34/13 77 99 91 98 100 56
Gamboa y cols.(1%® 526 (E) 130/33 78 100 100 93 100 71
Garrino y cols.®? 737 (R+E) 61/46 78 100 95 98 98 37
Lumb y cols.(®" 2347 (R+E) 152/79 69 99 99 98 98 41
Viinanen y cols.("®? 247 (R) 31/24 83 97 84 98 96 43

(R) muestras respiratorias. (E) Muestras extrapulmonares. (S) Sensibilidad. (E) Especificidad. (VPP) Valor predictivo
positivo. (VPN) Valor predictivo negativo.

El Sistema LCx no se encuentra actualmente comercializado.
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Tabla 38: Estudios comparativos de las diferentes técnicas moleculares,

en la deteccion de M. tuberculosis Complex.

Meétod \ g Cultivosl s E VPP VPN Sensibilidad (%) para:
. . étodo umero de | positivos
Soatil sz molecular muestras tincion (%) (%) (%) (%)
positiva Muestras con Muestras con
Microscopia Microscopia
positiva negativa
LCx? 230 (R) 72/66 100 99 99 100 100 100
Wang y Tay.(16 PCR 230 (R) 72/66 96 100 100 98 97 92
AMTD 230 (R) 72/66 99 99 99 99 100 86
42 (R) 79 77 84 56
o LCx? 21 (E) - 60 100 100 76 - -
Brown y cols.
84 33
42 (R) 75 77
PCR 21 (E) - 50 100 100 74 - -
LCx? 697 (R+E) 110/84 86 99 - - 93 70
Tortoli y cols. (1®9
PCR 697 (R+E) 110/84 75 99 - - 94 36
296 (R) 114/97 86 90 92 65
AMTD2 190 (E) 33/25 gz 100 100 gy 88 75
Scarparo y cols.(1®®
296 (R) 114/97 94 99 99 75
PCR 190 (E) 33/25 gs 100 100 gg 96 69
AMTD2 1385 (R) 62/- 97 99 - - 100 93
Della-Latta y Whittier.('®”
PCR 1380 (R) 62/- 97 100 - - 97 96
331 (R) 91/76 88 99 93 62
AMTD2 184 (E) 30/22 74 100 - - 95 47
Piersimoni y cols.(6®
BD 331 (R) 91/76 94 99 B _ 98 75
ProbeTec 184 (E) 30/22 92 100 100 82
PCR 824 (R) 109/67 78 98 - - 95 50
Goessens y cols.1%
BD
ProbeTec 824 (R) 109/67 86 98 - - 100 64
PCR 530 (R) 129/- 89 100 - - - -
Ichiyama y cols.('7®
BD
ProbeTec 530 (R) 129/- 95 98 - - - -
AMTD2 327 (R) 60/33 96 99 94 99 100 87
Piersimoni y cols.'?®
PCR 327 (R) 60/33 85 99 98 97 97 67

(a): Actualmente el Sistema de deteccién LCx se encuentra retirado del mercado.
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6.1. Genotype Mycobacteria Direct en la deteccion de M.
tuberculosis Complex y cuatro micobacterias atipicas.
Diferentes aspectos.

A continuacién se analizan los diferentes aspectos y caracteristicas mas
importantes, que este estudio nos ha permitido conocer de GTMD, como nueva

aportacion al diagnostico de la tuberculosis y las micobacteriosis.

6.1.1 GTMD en muestras respiratorias y extrapulmonares.

En nuestro estudio, la mayoria de las muestras clinicas, son
muestras respiratorias, y mas concretamente esputos, el 72% de las
muestras. Ademas, la mayoria de ellas presentaron microscopia
positiva, el 91% de ellas. Esto podria ser consecuencia, del importante
sesgo que supone, la seleccion de las muestras que han sido utilizadas
en el estudio, debido al imposible de realizar GTMD a cada una de las
muestras que entran en el laboratorio para el estudio de micobacterias,
entre otras cosas, porque nos encontrariamos con un gran namero de

muestras con resultados negativos.

A pesar de ello, y al igual que en muchos otros estudios GTMD ha
mostrado un magnifico comportamiento en este tipo de muestra,
alcanzando una sensibilidad de deteccion del 92%. Este porcentaje es
muy similar al obtenido por su comparador, la PCR, cuya sensibilidad
diagnéstica es igual o inferior a los resultados obtenidos mediante
GTMD.(133. 137, 139) Sin embargo otros estudios que han evaluado las
técnicas AMTD2 y BD-ProbeTec, muestran resultados de sensibilidad

ligeramente superiores, con valores entre el 95% y 97%.(70. 143, 145),

En el anadlisis de las muestras extrapulmonares es donde
encontramos la mayor diferencia de resultados, con su comparador, la
PCR. La sensibilidad de GTMD en muestras extrapulmonares, un 61%,
es casi el doble que la que obtiene la PCR, con un 33%. Este valor de
sensibilidad de la PCR de Amplicor es muy similar al de otros estudios

previamente publicados('3'- 142 También encontramos en la literatura,
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trabajos en los que la sensibilidad es superior, empleando el sistema de
amplificacion de ARNr AMTD2.(143, 144)

Una explicaciéon a estos resultados tan dispares, puede ser que
originariamente AMPLICOR-MTB, fue disefiado para su empleo en la
deteccién de MTB en muestras de procedencia respiratoria. De manera
que los reactivos que utiliza en la extraccién, son reactivos disefiados de
forma especifica para muestras respiratorias('’"). Sin embargo, la
extraccibn mecanica y la utilizacibn de particulas magnéticas que
emplea GTMD, mejora sensiblemente este proceso, fundamental en este

tipo de técnicas moleculares.

6.1.2 GTMD en muestras con microscopia positiva y negativa.

Actualmente una de las principales utilidades en los laboratorios
de microbiologia, de las técnicas moleculares en el diagnéstico de la
tuberculosis, es la informacién tan importante que aporta a aquellos
casos clinicos en los cuales, la baciloscopia, ha resultado negativa y por
su parte el clinico, mantiene una elevada sospecha de enfermedad vy
necesita tomar una decisibn en cuanto a la instauraciéon de un
tratamiento antimicobacteriano empirico. En estos casos la rapidez y
precision de este tipo de técnicas puede ser de gran ayuda en el

diagnostico de la enfermedad.

Numerosos estudios son los que han evaluado a las principales
técnicas moleculares en la deteccién de M. tuberculosis Complex, en
muestras clinicas con microscopia negativa. La discrepancia de
resultados entre ellos es considerable, debido fundamentalmente a que
la visualizacion de las muestras mediante microscopia depende de
numerosos factores ajenos a la muestra clinica, como se ha comentado
anteriormente. Los porcentajes de sensibilidad encontrados oscilan

desde el 17% en muestras extrapulmonares al 72% en muestras
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respiratorias mediante Amplicor-MTB(3". 137): desde el 64% al 87% en
muestras extrapulmonares mediante AMTD2(145 146): y desde el 33% al

92% en muestras respiratorias mediante BD-ProbeTec("% 152),

En nuestro caso Genotype Mycobacteria Direct, obtuvo unos
porcentajes de sensibilidad en muestras totales, con microscopia
negativa del 48%, frente al 52% de su comparador Amplicor-MTB. Una
posible explicacién a estos resultados podria ser que en el 50% de las
muestras con GTMD negativo, PCR negativa baciloscopia negativa y
cultivo positivo, corresponden a muestras extrapulmonares con una baja
carga micobacteriana, que podria justificarse por el empleo en nuestro
laboratorio, de una técnica de microscopia de fluorescencia con una alta

sensibilidad. (7. 88)

6.1.3 GTMD en muestras de pacientes en tratamiento

antituberculoso.

A lo largo del estudio, nos hemos encontrado en dos ocasiones,
con la posibilidad de utilizar GTMD en aquellos casos en los que tras la
instauracién del tratamiento, las baciloscopias de paciente seguian
siendo positivas o se reactivaban como positivas tras el paso del tiempo,

después de negativizarse.

En esta situacion es cuando los clinicos se plantean la posibilidad
de una falta de adherencia al tratamiento antituberculoso por parte del
paciente, o la presencia de una cepa de micobacterias resistente a los

farmacos o incluso una reinfeccion, o recidiva de la enfermedad.

En nuestra experiencia GTMD nos ha servido para diferenciar
estos posibles casos de recidiva o falta de respuesta del tratamiento, de
simples escapes bacilares, que se producen en el paciente, evitando de

este modo, posibles cambios de las pautas de tratamiento.
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6.1.4 Incorporacion de GTMD al flujo de trabajo en los laboratorios

de microbiologia.

La incorporaciéon de GTMD a nuestro laboratorio ha supuesto una
herramienta mas al servicio del diagnéstico de la tuberculosis y
micobacteriosis. Sin embargo, GTMD aporta la ventaja de poder detectar
cuatro micobacterias atipicas, dentro de las cuales, se encuentran las
tres especies de micobacterias atipicas mas frecuentemente aisladas en

nuestro laboratorio, M. avium, M. kansasii y M. Intracellulare.

Ademas después de este estudio queda demostrada su utilidad
en aquellas muestras de origen extrapulmonar, y su extraordinaria
rentabilidad en el proceso de extraccidn mediante particulas magnéticas.
Las nuevas versiones de GTMD, se caracterizan por optmizar aun mas
este proceso de extraccidn, empleando un proceso de extraccion

quimica y particulas magnéticas.

Actualmente Genotype Mycobacteria Direct, esta siendo utilizado
en nuestro laboratorio, y esta participando en la practica habitual del
mismo. Aunque, debido a la imposibilidad de poder realizar técnicas de
microbiologia molecular a todas las muestras recibidas, en el laboratorio
de micobacteria, ambas técnicas moleculares presentes en laboratorio,
GTMD y AMPLICOR-MTB se reservan para peticiones especificas de los
clinicos y para aquellas muestras procedentes de pacientes con una alta

sospecha de enfermedad.
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7. CONCLUSIONES

Las conclusiones del estudio: “Evaluacién de Genotype Mycobacteria Direct,
nueva técnica genética de microbiologia molecular en la deteccion de M.
tuberculosis Complex y otras micobacterias atipicas en muestras de interés

clinico” son:

1. Genotype Mycobacteria Direct ha permitido la deteccion de M.
tuberculosis Complex, M. kansasii, M. avium, M. intracellulare y M.
malmoense directamente de muestras clinicas.

2. Los parametros de validez de Genotype Mycobacteria Direct, teniendo
como referencia los criterios de enfermedad clinicas han sido:
sensibilidad 88%, especificidad 100%, valor predictivo positivo 100% y
valor predictivo negativo 63%.

3. Genotype Mycobacteria Direct, permite la realizaciéon de la técnica en 4-
5h.

4. Genotype Mycobacteria Direct, ha demostrado un gran rendimiento en
las muestras de origen extrapulmonar, en comparacién con Cobas
Amplicor MTB, con una sensibilidad diagnostica del 61%.

5. Genotype Mycobacteria Direct ha obtenido el mayor grado de
concordancia clinica con la baciloscopia con un valor del Indice Kappa
de 0,72.

6. Genotype Mycobacteria Direct podria permitir la deteccion de
infecciones mixtas producidas por M. tuberculosis Complex, junto con M.
kansasii, M. avium, M. intracellulare y M. malmoense.

7. El limite de deteccién de Genotype Mycobacteria Direct, realizado sobre
un modelo de diluciones, ha sido de 5,9 UFC/mL.

8. Genotype Mycobacteria Direct ha permitido descartar la falta de
adherencia al tratamiento antituberculoso y la reactivacién de la
enfermedad tuberculosa, detectado la presencia de poblaciones
micobacterianas no viables en las muestras clinicas.
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