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RESUMEN

Fundamento. Valorar la rentabilidad de la prueba
Amplified Mycobacterium Tuberculosis DirecVt Test
(MTD-2, Gen-Probe) en el diagnostico microbioldgico
de la tuberculosis.

Métodos. Se valoraron los resultados obtenidos
con la prueba MTD-2 realizada en 146 muestras, junto
con los del cultivo y baciloscopia. MTD-2 se realiz6 en
todas las muestras con baciloscopia positiva (n=47) y
en muestras con baciloscopia negativa, si habia sido
solicitada por el clinico (n=19); ademas, se testaron
una serie de muestras seleccionadas en el laboratorio
en base a los datos clinicos y a la calidad de la muestra
(n=80). Se consideraron casos de tuberculosis aquellos
en los que se aislo Mycobacterium tuberculosis y los que
fueron tratados como tales.

Resultados. Los resultados de sensibilidad, espe-
cificidad, valor predictivo positivo y negativo de la
MTD-2 fueron: 95, 76, 71 y 96%. Para el cultivo: 84, 100,
100, y 90% y para la baciloscopia: 75, 94, 89 y 86% res-
pectivamente. En las muestras con baciloscopia positi-
va, MTD-2 mostré una alta especificidad, diferenciando
las que correspondian a M. tuberculosis de las debidas
a otras micobacterias. En las muestras con bacilosco-
pia negativa, la sensibilidad no alcanz6 los niveles
deseados y se obtuvo un bajo valor predictivo positi-
vo.

Conclusiones. MTD-2 ha demostrado ser de gran
utilidad en muestras con baciloscopia positiva pues en
pocas horas permite diagnosticar una tuberculosis o
excluirla. Sin embargo, no nos parece recomendable su
empleo en el diagnostico rutinario de la tuberculosis,
debido a su bajo valor predictivo positivo. Por esto,
siempre que sea positiva en una muestra con bacilos-
copia negativa, éste resultado debe ser confirmado con
otra muestra.
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ABSTRACT

Background. To evaluate the utility of the
Amplified Mycobacterium Tuberculosis Direct Test
(MTD-2, Gen-Probe) in the microbiological diagnosis of
tuberculosis.

Methods. We evaluated the results obtained in 146
specimens with the MTD-2 test, together with those of
the culture and smears. The MTD-2 test was performed
on all the smear positives specimens (n=47), on the
smear-negative specimens, when the test was
demanded (n=19), and in other smear-negative
specimens previously selected, according to the
clinical history of the patient (n=80). We considered
real cases of tuberculosis, those that were culture
positive for Mycobacterium tuberculosis and those that
were specifically treated.

Results. The overall sensitivity, specificity,
positive and negative predictive values for the MTD
test were: 95, 76, 71, and 96%, for the culture; and 84,
100, 100 and 90% and 75, 94, 89 and 86% for the smears,
respectively. In smear positive specimens, the test
showed a great specificity, and differentiated M.
tuberculosis from other mycobacteria. In the smear
negatives, the sensitivity of the test was low and so
was the positive predictive value, especially in series
performed with a high work load.

Conclusions. Data from our study show that the
MTD-2 test is a reliable method for rapid diagnosis of
tuberculosis in smear positive specimens. However,
due to its low sensitivity and positive predictive
value, it is not recommended in the routine diagnosis
of tuberculosis. Also, for this reason, whenever a
positive result is obtained with a smear negative
specimen, the result needs to be confirmed with
another specimen.
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INTRODUCCION

El diagnéstico microbiologico de la
tuberculosis, basado en la demostracion
directa de Mycobacterium tuberculosis en
las muestras clinicas y su aislamiento, pre-
senta por una parte el problema de la esca-
sa sensibilidad de las tinciones directas y
por otra la lentitud de los cultivos. La pre-
sentacion clinica anodina de muchos pro-
cesos tuberculosos, unida a la necesidad
de realizar un diagnéstico rapido de la
enfermedad con el fin de evitar contagios,
explican la necesidad de emplear pruebas
diagnoésticas mas rapidas, sensibles y
especificas. Por estas razones, la posibili-
dad de utilizar técnicas de amplificacion
genomica directamente sobre las mues-
tras, se ha presentado como algo muy
atractivo en los laboratorios de micobac-
terias™. Una de las principales dificultades
que presentan las técnicas moleculares,
cuando se quieren emplear rutinariamen-
te, es su elevado coste®® unido a su sensi-
bilidad (especialmente en muestras con
baciloscopias negativas, que se ha consi-
derado lejos de lo deseable™) y la posibili-
dad de contaminaciones entre las mues-
tras por la presencia de amplicones, lo que
puede suponer un problema adicional al
de la contaminacién cruzada en el proce-
samiento, por lo que el laboratorio esta
obligado a mantener un riguroso control
de los procesamientos'™".

En el presente trabajo hemos valorado
en nuestro laboratorio la utilidad de la
aplicacién de la técnica molecular Ampli-
fied Mycobacterium Tuberculosis Direct Test
(MTD-2, Gen-Probe, San Diego, CA) en el
diagnostico rutinario de la tuberculosis, y
sus resultados se han comparado con los
obtenidos mediante la baciloscopia y los
del cultivo de las muestras.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes y muestras

Entre julio de 2002 y diciembre de 2003
se realiz6 la prueba de amplificacion MTD-
2 en 146 muestras (128 respiratorias y 18
no respiratorias) correspondientes a 136
pacientes. En ese periodo de tiempo se
procesaron 4.625 muestras para cultivo de
micobacterias, obteniendose 128 cultivos
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positivos para M. tuberculosis que corres-
pondian a 70 pacientes. La prueba de MTD-
2 se realiz6 siempre que se obtuvo una
baciloscopia positiva (47 muestras) y/o
siempre que el clinico la solicit6 expresa-
mente (19 muestras).

Hasta mayo de 2003, con el fin de obte-
ner un mayor rendimiento al kit de MTD-2
(dada su caducidad de 2 meses una vez
reconstituidos los reactivos), el dia en que
se realizaba la prueba junto con las mues-
tras problema se incluian ademas una
serie de muestras con baciloscopia negati-
va, que previamente habian sido seleccio-
nadas como mas sospechosas, tras valorar
los datos que figuraban en la peticion (sos-
pecha seria, origen, edad, historia familiar)
y la calidad de la muestra. Las muestras
hasta ese momento se guardaban congela-
das a-20°C. El nimero de muestras en este
grupo fue de 80.

A partir de mayo de 2003, de acuerdo
con bibliografia consultada®, tanto las ali-
cuotas del reactivo de hibridaciéon como
las de la mezcla enziméatica de amplifica-
cion se guardaron a -70°C, con lo que su
periodo de caducidad se puede prolongar
hasta 6 meses. Desde entonces, Gnicamen-
te se ha realizado la prueba en las mues-
tras con baciloscopia positiva y/o en el
caso de que lo pida expresamente el clini-
co.

La decontaminacién/concentracion se
realiz6 con N-acetil-L-cisteina-NaOH y cen-
trifugacién a 3.000 x g.

Las preparaciones microscopicas con-
centradas se tifleron con auramina-rodami-
na. Las positivas, se confirmaron mediante
la tincion de Ziehl-Neelsen.

Se realizé la prueba de amplificacion
genomica siguiendo en todo momento las
indicaciones de la casa productora, con la
modificacién descrita para la conserva-
cion de los reactivos. Se consideraron
positivas aquellas determinaciones cuyo
“Relative Lights Units (RLU)” fue superior o
igual a 30.000. Los controles positivos se
prepararon a partir de un cultivo de M.
tuberculosis diluido como indica el proto-
colo de Gen-Probe. Cuando solamente se
realiza una prueba, el control positivo se
afade a una alicuota de la muestra que se
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va a testar, con lo cual conseguimos ade-
mas un control de amplificacion

Se realizaron cultivos en el medio BAC-
TEC 12B (sistema de lectura BACTEC
460TB de Becton Dickinson, Maryland
USA) y en medio de Lowenstein-Jensen.
Una vez detectado crecimiento, se realiza-
ron extensiones que se tifileron mediante el
método de Ziehl-Neelsen y si procedia se
realiz6 la identificacién mediante sondas
genéticas (Gen-Probe Inc., San Diego, CA.) o
pruebas bioquimicas convencionales.

Se revisaron todas las historias clinicas
de los pacientes con un resultado positivo.

Se consideraron como casos de tuber-
culosis aquellos en los que el cultivo resul-
t6é positivo a M. tuberculosis y los que fue-
ron considerados clinicamente y tratados
como tales.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en las 146
pruebas estudiadas se exponen en la tabla
1. Se observa que la MTD-2 resulté positiva
en 75y negativa en 71.

De las 75 que resultaron positivas, tras
el estudio de las historias clinicas, se valo-
raron como verdaderas positivas 53, y en
22 ocasiones los resultados fueron falsos
positivos. En 47 ocasiones se aislo M. tuber-
culosis de modo que en 6 casos diagnosti-
cados de tuberculosis el Gnico resultado
positivo fue el de la MTD. Uno era un liqui-
do cefalorraquideo con celularidad y para-
metros bioquimicos compatibles con una
tuberculosis, que evolucion6 favorable-
mente tras recibir tratamiento especifico.
Otro se trataba de una muestra de esputo
que pertenecia a un paciente con una
tuberculosis ganglionar, con cultivo y baci-

loscopia de ganglio positivos, pero negati-
vos los de las muestras de esputo, por lo
que el resultado de la MTD se consider6
como verdadero positivo. Las restantes 4
muestras positivas correspondian a 3
pacientes con historias clinicas anodinas,
y en los que se inici6 el tratamiento por el
resultado de la MTD, sin que tengamos
mas datos para valorar si se trataban real-
mente de casos de tuberculosis. Finalmen-
te, en 22 ocasiones como hemos dicho, los
resultados fueron considerados falsos
positivos ya que se excluyé la posibilidad
de una tuberculosis, tras el estudio de las
historias clinicas y la evolucién de los
pacientes.

De las 71 ocasiones en que la MTD
resulté negativa, en 3 se aislé M. tuberculo-
sis en cultivo (falsos negativos). En otras 5
ocasiones, los cultivos resultaron positi-
vos aislandose micobacterias distintas de
M. tuberculosis. Sin embargo, las bacilosco-
pias en 4 de ellos habian sido positivas,
por lo que el resultado negativo de la MTD
sirvi6 para discriminar el diagnostico.
Finalmente, el nimero de resultados ver-
daderos negativos fue de 68.

La valoracion global de sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y
negativo de la prueba de MTD fue respec-
tivamente: 95, 76, 71, y 96%. Los mismos
parametros para el cultivo fueron: 84, 100,
100 y 90% y para las baciloscopias: 75, 94,
89 y 86%.

DISCUSION

El diagnéstico microbioldgico de la
tuberculosis se ve limitado por la lentitud
del cultivo y la falta de sensibilidad de la
baciloscopia. El desarrollo de procedi-
mientos de cultivo en medios liquidos, con

Tabla 1. Resultados de la prueba MTD, cultivo y baciloscopia en los casos de tuberculosis.
MTD CULTIVO BACILOSCOPIA
Positiva Negativa Positivo Negativo Positiva Negativa TOTAL

TBC Si 53 3 47 9 42 14 56
TBC No 22 68 5% 85 5 85 90
TOTAL 75 71 52 94 47 99 146

* Micobacterias distintas de M. tuberculosis.
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sistemas sensibles de deteccién y el
empleo de sondas genéticas en la identifi-
caciéon, han supuesto un gran avance ya
que han acortado en un promedio de 10
dias el tiempo minimo de 3 semanas que
requerian los cultivos en medio s6lido de
Lowenstein-Jensen, o similares, para llegar
al diagnéstico. Al mismo tiempo, se ha
incrementado la sensibilidad del cultivo y
de momento éste es imprescindible para
poder realizar un estudio posterior de sen-
sibilidad.

La posibilidad de realizar un diagnosti-
co mediante técnicas de amplificacion
gendmica el mismo dia en que se reciben
las muestras, sigue suponiendo un reto
para el microbi6logo clinico. Su aplicacién
a la rutina del laboratorio debe, sin embar-
go, ser sometida a un andlisis critico debi-
do por una parte a su elevado coste, y por
otra, a sus problemas de sensibilidad y
especificidad. La interpretacién de los
resultados no siempre es facil, y en
muchos casos, requiere el estudio de nue-
vas muestras®""

En nuestro laboratorio, los valores de
sensibilidad y especificidad respectiva-
mente para la MTD han sido de 95 y 76%.
Estos resultados varian ampliamente entre
los distintos autores™'“ que ademas pue-
den emplear estrategias diversas para
resolver las discrepancias entre los resul-
tados de la MTD y el cultivo. Asi por ejem-
plo, hay autores que elevan el rango de lec-
tura de 30.000 RLU, definido por el provee-
dor como limite de lectura positiva, a otros
rangos mas elevados con lo que consiguen
aumentar la especificidad™'""®. Sin embar-
go, en nuestra experiencia esta aproxima-
cion no ha resultado fiable ya que se han
obtenido resultados falsos positivos con
lecturas altas de RLU y verdaderos positi-
vos con lecturas por debajo de los 500.000
RLU, limite propuesto por algunos de estos
autores.

La sensibilidad de la prueba también
varia entre los distintos autores. La FDA
(Food and Drugs Administration) aprob6 en
un principio dos pruebas de amplificacién
para el estudio de muestras respiratorias
con baciloscopias positivas: la MTD (Gen
Probe) y la Amplicor Mycobacterium tuber-
culosis Test (Roche). La FDA llegd a esta
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conclusion sobre la base de los resultados
de los estudios iniciales que demostraron
la baja sensibilidad y especificidad de
estas pruebas’. Sin embargo, la nueva ver-
siobn MTD-2 aumenta la sensibilidad y es
recomendada en muestras respiratorias y
de otro tipo™".

El precio de estas pruebas, si se las pre-
tende utilizar indiscriminadamente, supo-
ne un problema importante en los labora-
torios de diagnéstico™, pero quizas sea
mas grave su pobre valor predictivo posi-
tivo como ha sido constatado por diversos
autores™*.

La caducidad del kit, una vez reconsti-
tuidos los reactivos, es de dos meses si se
conservan el reactivo de hibridacion y la
mezcla de amplificaciéon a —20°C. Por este
motivo en nuestro laboratorio, para obte-
ner un mayor rendimiento del kit, cada vez
que se realizaba la prueba ante una mues-
tra con baciloscopia positiva, o porque
habia sido solicitada expresamente, se
incluian un promedio de 10 a 15 muestras,
seleccionadas previamente por el resumen
de historia clinica que figuraba en la hoja
de peticion y la calidad de la muestra. La
mayoria de los resultados falsos positivos
los obtuvimos cuando se realizaba la prue-
ba con este nimero elevado de muestras.

A partir de mayo de 2003, tras consul-
tar el trabajo de Vlaspolder y col” conser-
vamos los reactivos de hibridacién y
amplificacién a -70°C, con lo cual hemos
podido prolongar su viabilidad hasta los 6
meses, un tiempo con el que obtenemos el
méximo rendimiento ya que con un mini-
mo de 2 kits al aflo, con la incidencia actual
de la tuberculosis en nuestra zona, cubri-
mos la demanda de la prueba limitando su
utilizacion a las muestras en que la baci-
loscopia fue positiva y aquellas en que se
solicita expresamente.

En resumen, teniendo en cuenta nues-
tros resultados, concluimos que la prueba
es til y su gasto esta justificado, si se limi-
ta su uso a las muestras con baciloscopias
positivas, ya que comprobando que la
muestra no contiene inhibidores, lo que
podemos conseguir colocando una con-
centracion de M. tuberculosis —tal como
recomienda el proveedor para el control
positivo en otra alicuota de la muestra pro-
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blema-, podemos afirmar o descartar el
diagnéstico de una tuberculosis en unas
horas. La prueba no debe realizarse indis-
criminadamente en muestras con bacilos-
copia negativa, y en estos casos, siempre
que obtengamos un resultado positivo,
serd necesario repetir la prueba con otra
muestra para confirmar este resultado.

Si se conservan los reactivos reconsti-
tuidos a-70°C, se puede obtener el maximo
rendimiento a la prueba y hacer que ésta
resulte costo-eficiente.

Finalmente, queremos sefialar que otra
de las aplicaciones en que ha demostrado
la prueba su utilidad es en la identificacion
de cultivos positivos en medios liquidos,
cuando todavia presentan un indice de cre-
cimiento tan bajo, que impide poder reali-
zar con fiabilidad la identificacién, median-
te la sonda sin amplificacion®*.
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