Revista M exicana de Patologia Clinica

Volumen Niamero Abril-Junio
Volume 51 Number 2 April-June 2004

Articulo:

Ventagjas del cultivo en un equipo
automatizado y la prueba de PCR para
el diagndstico de Mycobacterium
tuberculosis

Derechos reservados, Copyright © 2004:
Federacion Mexicana de Patologia Clinica, AC

Otras secciones de Others sections in
este sitio: this web site:

O indicedeestenimero [ Contents of this number
0 Mésrevistas O Morejournals
0 Busqueda 0 Search

@edigraphic.com


http://www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-patol/e-pt2004/e-pt04-2/e1-pt042.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e-htms/e-patol/e-pt2004/e-pt04-2/e1-pt042.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/espanol/e-buscar/e1-busca.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i-htms/i-patol/i-pt2004/i-pt04-2/i1-pt042.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i1-indic.htm
http://www.medigraphic.com/ingles/i-buscar/i1-busca.htm
http://www.medigraphic.com

Ventajas del cultivo en un equipo automatizado y la
prueba de PCR para el diagnostico

de Mycobacterium tuberculosis

Palabras clave: Mycobacterium,
tuberculosis.

Key words: Mycobacterium,
tuberculosis.

Reynerio Fagundo Sierra,* Maria Antonieta Cerros Santos,* Esther
Herrera Pérez*

*  Departamento de Microbiologia. Carpermor S.A. de C.V. Laboratorio
de Referencia Internacional.

Correspondencia:

Recibido: 03/12/2003
Aceptado:21/01/2004

Dr. Reynerio Fagundo Sierra
Alfonso Herrera No. 75. Colonia San Rafael.

CP. 06470. México, D.F.
Tel: (55)5140-7600 ext. 52230 Fax: (55)5546-5230.
E-mail: rfagundo@carpermor.com.mx

Resumen

De laimportancia actual que ha recobrado la tuberculosis sur-
ge la necesidad de encontrar nuevas herramientas que permi-
tan un diagnodstico mas rapido y especifico como una medida
con impacto en el control de la enfermedad. EI Departamen-
to de Microbiologia de Carpermor, Laboratorio de Referencia
Internacional, ha adoptado nuevas tecnologias para realizar el
diagndstico de tuberculosis, utilizando el cultivo automatiza-
do, la identificacion del microorganismo mediante PCR y el
antibiograma. El presente trabajo presenta la experiencia en
la evaluacion de 369 muestras de pacientes procedentes de
diferentes puntos de la republica mexicana que fueron recibi-
dos en el laboratorio solicitando el cultivo para la bUsqueda de
Mycobacterium, en un periodo de 18 meses. Se aislaron 44
cepas de Mycobacterium, determinando la positividad de los
cultivos en un promedio de 21 dias. A las cepas aisladas, se les
realiz6 la caracterizacion mediante el método de PCR y el
antibiograma a las tres drogas de primera linea empleadas en
el tratamiento antituberculoso (isoniacida, rifampicina y etam-
butol), en 82% de las cepas, la prueba de PCR fue positiva y
en 18% fue negativa, lo que demuestra la importancia de esta
prueba para evitar falsos diagnosticos de tuberculosis. Cua-
renta y tres por ciento de las cepas mostraron resistencia a
dos o a las tres drogas evaluadas (multidrogorresistencia).

Summary

Because of tuberculosis recovered importance, the need to
find new faster and specific diagnostic tools as an impact mea-
sure for disease control, has arisen. Our Laboratory has adop-
ted new technologies as PCR microorganism identification,
automated culture and antimycobacterial susceptibility test
to achieve tuberculosis diagnosis. The present work shows
our experience in evaluating 369 patient’s samples for Myco-
bacterium detection by automated culture means. Samples
came from different places of Mexico country in a total pe-
riod of eighteen months. By automated culture were isola-
ted 44 positive samples to Mycobacterium in an average time
of 21 days each one. This isolates then were submitted to
PCR characterization and antimycobacterial susceptibility test
against isoniazid, rifampin and ethambutol, the first three
drugs of choice for treatment. PCR was positive in 82% of
isolates demonstrating the importance of this test in detec-
ting false-positive diagnosis of tuberculosis. Forty three per
cent of isolates showed resistance against 2 or 3 of the eva-
luated drugs (multi-drug resistance).

Rev Mex Patol Clin, Vol. 51, Nam. 2, pp 70-74 = Abril - Junio, 2004



Fagundo SRy cols. Prueba de PCR para el diagnéstico de Mycobacterium tuberculosis

Introduccioén

Las micobacterias pertenecen al orden Actino
micetales, familia Mycobacteriaceae. Son baci-
los delgados, aerobios, no esporulados, no capsu-
lados e inmoviles. Aungue no se tifien con facili-
dad, una vez que captan el colorante (fucsina
fenicada con calor) resisten a la decoloracion con
alcohol acidificado y por ello se les llaman bacilos
acido-alcohol resistentes.t

El género Mycobacterium incluye més de 100
especies. Su taxonomia y clasificacion es compleja
y esta en constante revision. A finales de la década
del 50, a medida que se iban encontrando con
mayor frecuencia en la practica médica especies
de micobacterias distintas de M. tuberculosis, Run-
yon propuso agrupar estos microorganismos “ati-
picos” sobre la base de su velocidad de crecimien-
to y produccién de pigmentos. Los avances en
genética sugieren una clasificacion de orientacién
clinica de las micobacterias en dos grandes gru-
pos: complejo M. tuberculosis (incluye las especies
M. tuberculosis, M. bovis y M. africanum), produc-
toras todas ellas de tuberculosis en humanos y
complejo MOTT (otras micobacterias diferentes
al complejo M. tuberculosis) que no causan tuber-
culosis, pero pueden causar enfermedad funda-
mentalmente en individuos inmunocomprometi-
dos. La mayoria de las micobacterias diferentes a
M. tuberculosis se aislan a partir del agua y del sue-
lo, pero pueden ser colonizadoras habituales de
superficies mucosas corporales o ser contaminan-
tes en el laboratorio; por este motivo, es muy im-
portante su identificacion correcta para evitar fal-
sos diagnosticos y tratamientos costosos.®

La localizacion mas frecuente de tuberculosis
en el adulto inmunocompetente es la pulmonar.
Por lo comun, se presenta como una enfermedad
de curso subagudo caracterizada por fiebre de bajo
grado de predominio vespertino, tos persistente,
sudoracion nocturna, expectoracién y, raras ve-
ces, hemoptisis. Radiolégicamente, suele observar-
se un infiltrado en I6bulos superiores, con frecuen-

cia cavitado, y no siendo raro el derrame pleural
como Unica manifestacion radioldgica. Ocasional-
mente, en las personas inmunocompetentes, la tu-
berculosis puede presentarse con afectacion extra-
pulmonar o diseminada; éstas son, sin embargo, las
formas clinicas mas frecuentes en las personas con
SIDA o inmunocomprometidas por otras causas.*

En 1993, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) declaré a la tuberculosis como una enfer-
medad emergente. En la actualidad se estima que
dos mil millones de personas estan infectadas con
M. tuberculosis y otras especies de Mycobacteriumy
que més de dos millones de personas mueren anual-
mente por complicaciones de esta enfermedad en
todo el mundo. Se calcula que hay ocho millones de
nuevos casos cada afio, 95% de los cuales aparecen
en paises en vias de desarrollo, con una incidencia
gue se ha elevado en los Ultimos afios. La epidemia
de la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana, el aumento de la indigencia en los grandes
centros urbanos y la inmigracion de habitantes de
areas geograéficas con alta prevalencia de tubercu-
losis se han sefialado como las causas mas impor-
tantes que han contribuido a revertir la curva de-
creciente de nuevos casos de tuberculosis que se
venia observando en los paises occidentales. La OMS
estima que se infectaran cerca de mil millones de
personas en los proximos 20 afios, si no se llevan a
cabo medidas para controlar la enfermedad.>® En
México, la tuberculosis es un problema importante
de salud publica y esté incluida entre las primeras
20 causas de muerte.’

Actualmente, las tasas de morbilidad y mortali-
dad estan aumentando a medida que han apareci-
do cepas de Mycobacterium resistentes a multiples
drogas. Un tratamiento correcto ofrece a los pa-
cientes muchas posibilidades de curarse, pero el
uso inadecuado de los farmacos antituberculosos
puede dar lugar a un gran nimero de enfermos
crénicos que transmiten bacilos resistentes a los
farmacos.®®

Los objetivos de este estudio fueron conocer el
tiempo promedio de cultivo en el equipo ESP Cul-
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ture System Il, determinar cuantas de las cepas ais-
ladas son realmente M. tuberculosis utilizando el
método de PCR y su susceptibilidad y resistencia a
las drogas antifimicas de primera linea.

Material y métodos

Se analizaron 369 muestras de pacientes proce-
dentes de diferentes puntos de la republica mexi-
cana recibidas durante 18 meses en el Departa-
mento de Microbiologia de Carpermor, solicitando
el cultivo para la basqueda de Mycobacterium. A
todas las muestras se les realiz6 el examen micros-
copico directo (baciloscopia) por el método de
Zhiel-Neelsen, siguiendo la Nota Técnica NUm. 26/
Rev. 1 OPS/OMS.% La descontaminacion de las
mismas se realizé con hidroxido de sodio al 4%
(método de Petroff), segln la Nota Técnica Num.
27 OPS/OMS. 1

Se realizo el cultivo utilizando el caldo Middle-
brook 7H9 suplementado con 0.5 mL de polimixi-
na B (1,500 unidades), vancomicina (90 ug), &cido
nalidixico (600 «g) y anfotericina B (150 u«g) més 1
mL de suplemento de enriquecimiento (GS) en el
equipo ESP Culture System Il que da seguimiento
al crecimiento bacteriano e indica cuando el culti-
VO €es positivo.

A los cultivos positivos se les realizo la identifi-
cacién mediante el método de PCR, empleando
dos iniciadores que detectan la region 156110 del
genoma bacteriano presente en bacilos pertene-
cientes al complejo M. tuberculosis y se les realizd
el antibiograma a las tres drogas de primera linea
en el tratamiento antituberculoso (rifampicina, iso-
niacida y etambutol), de acuerdo con las recomen-
daciones de la NCCLS para pruebas de suscepti-
bilidad en Mycobacterium.*? Para el antibiograma
se utilizaron cuatro botellas del medio de cultivo
Middlebrook 7H9 y se le agreg6 el suplemento de
crecimiento GS, el suplemento de antibioticos
PVNA'y 0.5 mL del cultivo diluido 1:10. Se agrego
0.5 mL de cada antibidtico en tres de las botellas
de cultivo (a una de las botellas no se le agrego

antibidtico, sirviendo como control de crecimien-
to); las botellas se colocaron en el equipo ESP
Culture System Il (la cepa se considera suscepti-
ble al antifimico de prueba cuando no muestra cre-
cimiento en los tres dias posteriores a la positivi-
dad del control y se considera resistente cuando
muestra crecimiento).

Resultados

De 369 muestras enviadas para cultivo se aislaron
44 cepas de Mycobacterium (11.9%), determinan-
do la positividad de los cultivos en un promedio
de 21 dias. Mediante el método de PCR se deter-
mino que s6lo 82% de los aislamientos correspon-
dieron al complejo M. tuberculosis y el restante
18% correspondieron a cepas diferentes de M.
tuberculosis o complejo MOTT. Cuarenta y tres
por ciento de los aislamientos fueron susceptibles
a los tres antifimicos evaluados, pero otro 43%
mostro resistencia a dos o a las tres drogas (multi-
drogorresistencia).

Discusion

El cultivo tradicional en el medio de Lowenstein-
Jensen demora ocho semanas para el desarrollo ini-
cial del microorganismo; sin embargo, los métodos
actuales para el cultivo de Mycobacterium muestran
mayor sensibilidad para su recuperacion en menor
tiempo. En numerosos trabajos se enfatiza la utili-
dad de estos nuevos métodos en la rutina del labo-
ratorio que realiza diagnéstico de tuberculosis.**15

Para el presente trabajo, se utilizé el sistema
ESP Culture System Il que emplea medio Middle-
brook 7H9 en botellas conectadas al equipo ESP,
donde se realiza el seguimiento del crecimiento
bacteriano cada 24 minutos (mediante el consu-
mo de O, y produccion de CO,), trazando una
curva de crecimiento (para gque se detecte una
muestra como positiva deben existir aproximada-
mente 10® UFC/mL de Mycobacterium). La figura
1 muestra la positividad de los cultivos en el tiem-
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po; la deteccion de la positividad del primoaisla-
miento se realizd en un tiempo promedio de 21
dias, lo cual representa una ventaja con respecto
al método tradicional.

La utilizacion de la prueba de PCR en la identi-
ficacion de los aislamientos de Mycobacterium ob-
tenidos por cultivo ha sido ampliamente estudiada
para diferenciar al complejo M. tuberculosis de
otras micobacterias (MOTT).*1" En nuestro estu-
dio observamos que 82% de las cepas correspon-
dieron al complejo M. tuberculosis y 18% de los
aislamientos no correspondieron al mismo (figura
2); por tanto, se trat6 de micobacterias que no

PCR negativa

PCR positiva

Figura 2. Positividad de la prueba de PCR.
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Figura 1. Tiempo de
proceso.

causan tuberculosis. Esto refleja laimportancia de
la caracterizacion de los aislamientos para evitar
falsos diagnésticos de tuberculosis.

La OMS reconoce que ha aumentado el por-
centaje de cepas que no responden al tratamiento
con drogas de primera linea (isoniacida, rifampici-
na y etambutol).2® Como puede apreciarse en la
figura 3, 43% de las cepas aisladas fueron suscep-

Resistencia a dos o tres drogas
(multidrogorresistencia) 43%

Resistentes a Resistentes a las e

dos drogas tres drogas

Resistentes a
una droga Susceptibilidad a

todas las drogas

Figura 3. Comportamiento de la susceptibilidad y resistencia
a las tres drogas antifimicas evaluadas.
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tibles a las tres drogas; pero 57% mostraron re-
sistencia al menos a una droga (14% a una sola
droga, 25% a dos drogas y 18% a las tres drogas),
43% de los aislamientos mostraron ser multidro-
gorresistentes (resistente a dos 0 mas drogas de
primera linea).

Conclusiones

El cultivo en un equipo automatizado permite la
recuperacion mas rapida del microorganismo, lo
gue representa una ventaja sobre el método tra-
dicional. Se deben caracterizar las cepas aisladas
en cultivo para evitar falsos diagndsticos de tuber-
culosis. Debido a la alta incidencia actual de resis-
tencia a las drogas antifimicas de primera linea,
cobra vital importancia realizar el antibiograma a
todas las cepas de M. tuberculosis aisladas para
poder instaurar un tratamiento efectivo.
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