Deteccion de Mycobacterium tuberculosis en nuestras clinicas realizada
con dos técnicas de amplificacion: Gen-Probe y PCR (Amplicor)

Detection of “Mycobacterium tuberculosis” in clinical samples emplo-
ying two amplification techniques: Gen-Probe and PCR (Amplicor)
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INTRODUCCION

El diagnostico de laboratorio de la
tuberculosis (TBC) se realiza habitualmen-
te mediante la visualizacién de los bacilos
acido-alcohol resistentes de las muestras
sometidas a una tincién y mediante el cul-
tivo de las mismas en medios adecuados.
El método del cultivo presenta una alta
sensibilidad y especificidad, requiriéndose
ocho semanas de incubacién para poder
obtener un resultado definitivo'?.

Ultimamente se ha desarrollado un
método de cultivo radiométrico (BAC-
TEC), con el cual se puede obtener un
resultado en aproximadamente 13 dias®;
sin embargo la utilizacién de esta metodo-
logia presenta el inconveniente de la mani-
pulacién de material radioactivo.

Las técnicas de amplificacién gendémi-
ca que presentan una alta sensibilidad y
especificidad, asi como rapidez en su rea-
lizacién, constituyen una alternativa diag-
nostica de las pruebas tradicionalmente
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utilizadas para la deteccién de Mycobacte-
rium tuberculosis.

Numerosos investigadores han detecta-
do secuencias especificas de Mycobacte-
rium tuberculosis y de otras micobacterias
atipicas * mediante una técnica de amplifi-
cacion llamada Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) realizada en muestras
clinicas de distintas procedencias, como
son muestras respiratorias™, liquido cefa-
loraquideo™"™" y hemocultivos'". Recien-
temente se ha desarrollado un nuevo méto-
do de amplificacién comercializado por
Gen-Probe para la detecciéon directa del
complejo Mycobacterium tuberculosis'®.

El objetivo del presente trabajo es estu-
diar la sensibilidad y especificidad de la
técnica Amplicor, del método de amplifica-
cion de Gen-Probe, del cultivo en medio de
Lowenstein-Jensen y de la baciloscopia
con tincion de auramina, con respecto a la
tipificacion del cultivo con sondas especi-
ficas.
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MATERIAL Y METODOS

Se procesaron 50 muestras (12 bronco-
aspirados, 33 esputos, 2 abscesos, 1 orina,
1 hemocultivo y 1 médula ésea) recibidas
entre diciembre de 1993 y noviembre de
1994, para la detecciéon y blsqueda de
Mycobacterium tuberculosis y de otras
micobacterias atipicas.

Las muestras fueron sometidas a un
proceso de decontaminacion-concentra-
cién segin la técnica de Tacquet y Tison™.
Se concentraron mediante centrifugacion a
3000xg durante 15 minutos y el sedimento
se resuspendi6 con 2 ml de tampoén fosfa-
to. Se utilizé un mililitro de esta suspen-
sion en la preparaciéon de extensiones para
ser tefidas con auramina y en la inocula-
cion en tubos de Ldwenstein-Jensen. La
muestra se consideraba negativa si al cabo
de ocho semanas de incubaci6én no se
observaba crecimiento. En caso contrario
se procedia a su tipificacién mediante la
utilizaciéon de sondas especificas para
Mycobacterium tuberculosis. El resto del
sedimento en suspensiéon se utiliz6 para
las técnicas de amplificaciéon de acidos
nucleicos, almacenandolo a 4°C si las
determinaciones eran realizadas antes de
una semana desde la recepcién de la mues-
tra, y a -20°C cuando su procesamiento
excedia a este tiempo.

Deteccion de r-RNA del Mycobacterium
tuberculosis mediante la técnica Gen-
Probe (Amplified Mycobacterium test)

La técnica se realizdé siguiendo las
especificaciones de la casa comercial
segin el procedimiento que se explica a
continuacién. En un tubo con 200 pL de
tampédn de lisis se afadian 15 pL del pro-
ducto de decontaminacién-concentra-
cién, y se sonicaba durante 15 minutos
en un bafio de agua a temperatura
ambiente. Posteriormente se colocaban
en un tubo 25 pL del reactivo de amplifi-
caciéon reconstituido, 200 pL. de aceite y
50 pL del lisado anadiéndolo por debajo
de la capa de aceite. Los tubos se incuba-
ron a 95°C durante 15 minutos y a 42°C
durante 5 minutos. Después se anadian
25 pL de la mezcla enzimatica y se incu-
baba a 42°C durante 2 horas. Por altimo
se echaba a cada tubo 20 plL de reactivo
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de terminacién y se sometia a 42¢C
durante 10 minutos. Una vez finalizada
esta incubacion se vertian 100 pL de Ia
sonda reconstituida y se dejaban 15
minutos a 60°C. Seguidamente en cada
tubo se afadian 300 pL de reactivo de
seleccién y se mantenian durante 5 minu-
tos a 60°C para que se efectuara la hidré-
lisis del ester de acridina de la sonda que
no habia sido hibridada. Se enfriaban los
tubos a temperatura ambiente durante 10
minutos y se lefan por luminiscencia. En
cada experimento se inclufan un control
positivo y otro negativo, asi como los
controles de hibridacién positivo y nega-
tivo.

Deteccion del DNA de Mycobacterium
tuberculosis mediante PCR (Amplicor)

La técnica se realiz6 segiin las especi-
ficaciones de la casa comercial siguiendo
el procedimiento que se explica a conti-
nuacién. Se anadian 100 pL del producto
de decontaminacioén-concentraciéon a 500
pL de solucién de lavado y se realizd la
mezcla mediante vortex, después se cen-
trifugaron 10 minutos a 12500 x g y se
aspiré el sobrenadante. Posteriormente
se anadié 100 pL de reactivo de lisis que
se mezcld mediante vortex y se incubd
durante 45 minutos a 60°C, se centrifuga-
ron las muestras 5 segundos y se vertie-
ron 100 pL de reactivo de lisis y se mezcld
mediante vortex. Una vez realizados estos
pasos se procedié a la amplificacion utili-
zando la mezcla de la llamada “master
mix”"(mezcla de reactivos que contiene
Amplitaq® (Taq polimerasa), dNTPs y los
cebadores biotilinados) y la Amperasa®
(uracil-N-glicosilasa).

Las muestras se sometieron en un ter-
mociclador a un ciclo térmico a 50°C
durante 2 minutos; 2 ciclos a 98°C durante
20 segundos, 62°C durante 20 segundos y
72°C durante 45 segundos; 35 ciclos a 94°C
durante 20 segundos, 62°C durante 20
segundos y 72°C durante 45 segundos; 1
ciclo a 72°C durante 5 minutos. Las mues-
tras se mantuvieron a 72°C hasta su desna-
turalizacién.

Los productos de amplificacién una
vez desnaturalizados en medio alcalino,
se hibridaron con una sonda especifica,
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dirigida frente a la regién amplificada,
que se encuentra fijada en los pocillos
de la placa microtiter. Posteriormente
se adiciond avidina conjugada con pero-
xidasa y un cromégeno que actiia como
sustrato. Se leyd la absorbancia de las
muestras a 450 nm, considerandose
positivas las que presentaban una den-
sidad Optica superior a 0,350. En cada
ensayo se incluyeron controles positi-
vos y negativos.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 1. Los 17 cultivos positivos fue-
ron tipificados con sondas especificas
como Mycobacterium tuberculosis. De 3
muestras en las que el cultivo fue positivo,
en 2 de ellas el Amplicor fue negativo y en
una la técnica de Gen-Probe fue también
negativa.

Tabla 1. Resultados obtenidos con las técni-
cas de amplificacién (Amplicor y Gen-

Probe).
Baciloscopia Cultivo
+ - + -
Amplicor
+ 9 6 15 -
- 2 33 2 33
Gen-Probe
+ 11 5 16 -

- - 34 1 33

La especificidad encontrada fue del
100% en todos los métodos ensayados, y
la sensibilidad fue del 100% para el cultivo,
94,1% para el método de Gen-Probe, 88,2%
para el de Amplicor y del 64,7% para la
baciloscopia.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el método
de Gen-Probe son similares a los de otros
investigadores como Jonas y col.” que
obtienen una sensibilidad del 82% y una
especificidad del 99%, Miller y col."® que
encuentran una sensibilidad del 91% y una
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especificidad del 98,5% o Bodmer y col.®
que observan una sensibilidad del 71,4% y
una especificidad del 99%. Otros autores
que realizan la amplificacién del DNA por
PCR de una forma no estandarizada ni
comercializada, muestran sensibilidades
que varian segin los investigadores entre
el 55% y el 100% y especificidades entre el
62,6% y el 100%™*534  Con la técnica
Amplicor la sensibilidad obtenida es supe-
rior a la encontrada por algunos de estos
autores™, aunque es inferior a la que refie-
ren Cousins y col.’, Pao y col." y Altamiro
y col.; la especificidad es del 100% al igual
que la hallada por Altamiro y col.” y Soini
y col.™.

A la vista de los resultados hemos
observado que la sensibilidad es algo
superior con el método de Gen-Probe que
con el Amplicor de Roche. La baciloscopia
tiene una sensibilidad inferior a estas téc-
nicas.

Hay que anadir que tanto el anélisis de
Gen-Probe como el Amplicor se pueden
realizar en aproximadamente 5 horas. Por
todo ello creemos que las técnicas de
amplificacién aportan un método diagnos-
tico rapido para su utilizacion en el labo-
ratorio, con una sensibilidad superior a la
encontrada para la baciloscopia.

Aunque estas dos técnicas de ampli-
ficacién genémica son una herramienta
importante para el diagnostico de la
tuberculosis, ya que aportan una alta
sensibilidad y especificidad asi como
rapidez en la obtenciéon de resultados,
creemos que se deben seguir utilizando
los métodos habituales conjuntamente
con ellas, debido a que hasta el momen-
to no existen sondas especificas para la
deteccion de otras micobacterias atipi-
cas que pueden ser patdégenas. El uso
exclusivo de las técnicas de amplifica-
cién gendémica no podria establecer el
diagnostico de estas distintas micobac-
terias.

La aplicacién de estas nuevas metodo-
logias supone una mejora asistencial
importante para el paciente con enferme-
dad tuberculosa a la vez que constituye un
mecanismo muy eficaz para impedir la
diseminacion, y como consecuencia la
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transmision del bacilo de Koch a la pobla-
cién general.
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