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Correlacion de la prueba GenoType Mycobacteria Direct ® (GTMD) en muestras de

secrecion pulmonar Vs cultivo para el diagnoéstico de tuberculosis.

Resumen:

Introduccién: Mycobacterium tuberculosis es un patdgeno intracelular obligado donde
los humanos son los principales huéspedes. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la Tuberculosis (Tb) es la segunda causa de muerte de etiologia infecciosa
después del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). El advenimiento de técnicas
moleculares rapidas, fiables y sensibles para la deteccion directa de micobacterias
tuberculosas en frotis de muestras respiratorias ha venido a revolucionar el laboratorio y

la practica clinica.

Objetivo: Conocer la correlacion de los resultados obtenidos por la prueba directa GTMD
en muestras directas de secrecion pulmonar comparada con los aislamientos del cultivo

para el diagnostico de Tuberculosis.

Material y métodos: Se realizd la identificacion del complejo de Mycobacterium
tuberculosis en muestras respiratorias mediante GTMD version 4.0 Hain Lifescience® en
un periodo de 4 meses. Se calcularon medidas de tendencia central y de dispersion para
variables continuas, asi como frecuencias simples; las variables -cualitativas se
compararon mediante x°. Se calculé sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo,
valor predictivo negativo, intervalos de confianza al 95%, se consideré valores de P < 0.05

como significativos.

Resultados: Se estudiaron 51 pacientes; 61% de las muestras evaluadas fueron de
expectoraciéon y 39% de lavado bronquio alveolar. En el andlisis de pruebas diagndsticas
se compard la prueba GTMBD con el estandar de oro (cultivo) encontrandose una
sensibilidad de esta nueva prueba de 63.6% y una especificidad de 92.5%. Con Un Valor
Predictivo Positivo (VPP) de 70% y un Valor Predictivo Negativo (VPN) de 90.2% (p
<0.001).

Conclusiones: No hubo correlacion entre la prueba GTMD comparada con el cultivo, en
muestras pulmonares de pacientes con sospecha de tuberculosis pulmonar con frotis

negativos. Por lo que no se recomienda como método diagndstico.

Palabras clave: GTMD, Tuberculosis, Diagnéstico.



1. Introduccién.

Definicion y epidemiologia.

Para propodsitos de definicion la infeccion por tuberculosis (Tb) pulmonar, ocurre cuando
una persona susceptible inhala particulas de gotitas que contienen Mycobacterium
tuberculosis entre 1-5um, las cuales viajan a través del tracto respiratorio hasta el

alveolo."?"

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Tb es la segunda causa de muerte
de etiologia infecciosa después del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). En el

1 de los

2011 se reportdé una incidencia estimada de casi nueve millones de casos;
cuales 2.9 millones correspondieron a mujeres y 1-1.2 millones a personas con infeccién
por VIH; ®1% en ese mismo afio se reporté 1.4 millones de muertes por Tb (990,000 en

pacientes sin infeccion por VIH y 430,000 muertes asociadas a este virus).“”'0

Los cinco paises con mayor incidencia de Tb fueron la India (2-2.5 millones), China (0.9-
1.1 millones), Sudafrica (0.4-0.6 millones), Indonesia (0.4-0.5 millones) y Pakistan (0.3-0.5

millones).®®

La OMS consideran que debido a la ubicuidad de Mycobacterium
tuberculosis se estima que aproximadamente 2 billones de personas (un tercio de la
poblacion mundial) estan infectadas pero asintomaticos, forma clinica conocida como Tb

latente.('%17)

En México para el afio 2012 de acuerdo a la plataforma unica de informacion
SUIVE/DGE/SS de la Secretaria de Salud se registraron 19,735 casos de Tb en todas sus
formas, de los cuales el 80.7% (15,918 casos) fueron pulmonares, de estas formas
pulmonares el 18.5% se asociaron a diabetes y 5.6% a sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA). Hubo un registro de 2,218 defunciones por Tb pulmonar. Los estados de
la Republica con mayor incidencia reportada fueron: Baja California seguido por Guerrero,
Tamaulipas, Sonora y Sinaloa con una tasa mayor a 24 casos por cada 100,000
habitantes. Las tasas de mortalidad por Tb pulmonar mas altas se registraron en Baja

California y Sonora arriba de 4.12 muertes por cada 100,000 habitantes.!"®

Factores de riesgo.
La infeccién por VIH y la insuficiencia renal cronica (IRC) son de los principales factores
de riesgo para Tb, la primera incrementa el riesgo 20 veces mas que en personas no

infectadas; y la segunda mas de 10 veces. Otros factores son el consumo de alcohol y



tabaquismo; enfermedades cronicas como silicosis, diabetes mellitus que confiere un
riesgo 3 veces mayor de padecer la enfermedad, el uso de cortico esteroides con un
riesgo incrementado de 2 veces; asi como los antagonistas del factor de necrosis tumoral
(TNF) que son un riesgo en ascenso en paises industrializados.?®*'>"® Finalmente
algunos otros factores que condicionan riesgo de adquirir Tb menos importantes
reportados en la literatura son: tumores de o&rganos solidos y hematopoyéticos,
condiciones de vida en hacinamiento, contaminacion del aire, edad y susceptibilidad
genética (hay una creciente lista de genes asociados con riesgo de tuberculosis,
incluyendo genes para una resistencia natural asociados a proteina 1 de macrofago,
interferdn vy, 6xido nitrico sintasa 2A, lectina de unidon a manano, receptor de vitamina D y

algunos receptores tipo Toll.®

La probabilidad de desarrollar Tb clinica activa después de la inhalacion de un aerosol
que contenga el bacilo de un paciente infectado con Tb activa es muy baja, se estima un
riesgo del 10% en el transcurso de la vida; siendo mas frecuente durante los primeros dos
anos después de la infeccion hasta en un 5%. La mayor parte de los individuos

inmunocompetentes eliminan el bacilo o contienen la enfermedad en fase latente.
4,12,13,17)

Fisiopatologia.

La Tb en muchos casos sigue un patron general descrito por Wallegren; quien divide la
progresion y resolucién de la enfermedad en cuatro etapas. En la primera etapa que va de
la semana 3 a la 8 después de que son inhalados los aerosoles que contienen el bacilo y
estos se implantan en el alveolo, las bacterias se diseminan por circulacion linfatica a los
nddulos linfaticos regionales en el pulmén, formando el llamado complejo primario o

complejo de Ghon. En este momento ocurre la conversion y reactividad a la tuberculina.™

La segunda etapa que dura alrededor de 3 meses se caracteriza por la circulacion
hematogena de la bacteria a muchos 6rganos incluyendo otras partes del pulmon; en esta
etapa en algunos individuos la enfermedad aguda puede ser fatal y manifestarse como
meningitis tuberculosa o tuberculosis miliar (diseminada). La pleuresia ocurre en la tercera
etapa que va de 3 a 7 meses y causa dolor toracico severo; esta etapa puede retrasarse
hasta por 2 afios. Finalmente la ultima etapa o resolucion del complejo primario donde la

enfermedad no progresa puede ocurrir después de 3 afios."?



Manifestaciones clinicas.
Las manifestaciones clinicas de Tb pulmonar generalmente incluyen fiebre de bajo
grado,®® tos crénica con produccién de esputo, pérdida del apetito, pérdida de peso,

s.15720) ge ha descrito que dos terceras partes de las personas con

diaforesis y hemoptisi
Tb pulmonar primaria pueden encontrarse asintomaticas.®® Por otro lado en los pacientes
infectados con VIH la presencia de tos, fiebre y diaforesis durante 3 semanas tiene una

sensibilidad del 93% y especificidad del 36%.?"

Un alto indice de sospecha para Tb es fundamental en pacientes infectados con VIH,

.03 Aunque los pacientes con niveles

donde el riesgo es elevado y el diagnéstico difici
adecuados de células CD4 presentan caracteristicas tipicas de Tb, la inmunodeficiencia
progresiva substancialmente afecta el espectro de la enfermedad con mayor riesgo de

formas clinicas extra pulmonares y diseminadas;!*?%

presentando manifestaciones
atipicas sobre todo con CD4 menores a 200 cel/mm?, pudiendo encontrar infiltrados
sutiles, derrame pleural, o linfadenopatia hiliar. Pero con CD4 menores a 75/mm?® los
hallazgos pulmonares pueden ser ausentes con tuberculosis diseminada, manifestada
como una enfermedad febril no especifica con amplio involucro a oérganos vy

micobacteriemia.!”

La Tb subclinica asintomatica con frotis de esputo negativos y radiografia de térax sin
hallazgos, pero con cultivos positivos es comun en Tb asociada a infeccién por VIH y
puede corresponder al 10% de los casos en regiones endémicas. Por lo tanto el tamizaje

para Tb es recomendado en todos los pacientes infectados por VIH."

Alrededor del 90% de los casos de Tb pueden ser atribuibles a reactivacion.®* El examen
fisico es inespecifico y puede incluir estertores o signos de derrame pleural.!"? El hallazgo
radiografico mas comln es adenopatias hiliares;** no obstante se pueden evidenciar
infiltrados en el segmento apical posterior del I6bulo superior y mas del 20% de esos

infiltrados son asociados con cavernas.?

Generalidades de Mycobacterium tuberculosis.
Mycobacterium tuberculosis fue el primero identificado por el cientifico aleman Robert
Koch, quién anuncié su descubrimiento el 24 de marzo de 1882.%° EI complejo de

Mycobacterium tuberculosis (MTBC) que puede causar enfermedad humana esta



comprendido por: Mycobacterium africanum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
microti, Mycobacterium caprae, Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium tuberculosis y

Mycobacterium canetti.">"%??

Mycobacterium tuberculosis es un patdégeno intracelular obligado que puede infectar
varias especies de animales aunque los humanos son los principales huéspedes. Es un
bacilo acido alcohol resistente (BAAR), aerobio no movil, no encapsulado y no formador
de esporas. Su crecimiento es mas exitoso en tejidos con alto contenido de oxigeno, tal
como los pulmones; se divide cada 15-20 horas pues es extremadamente lento
comparado con otras bacterias; esta tasa de multiplicacién lenta y la capacidad de
persistir en estado latente hace que el tratamiento sea mas prolongado en personas

infectadas.®

Una caracteristica importante de Mycobacterium tuberculosis es la peculiar estructura de
su pared que provee de una excepcional y fuerte barrera impermeable a componentes
téxicos y drogas constituyendo un importante factor de virulencia. La micobacteria posee
una membrana externa funcionalmente similar a lo observado con las bacterias Gram
negativas; constituida por una bicapa de lipidos formada por acidos grasos de cadena
larga en su interior (acidos micélicos), de glicolipidos y componentes de cera en su capa
externa. La membrana externa e interna forman un espacio periplasmico con la presencia
de una capa de peptidoglucano en el lado mas interno unido covalentemente al

arabinogalactano y lipoarabinomanano.®

El 60% del total de los componentes son lipidos.**?> Un componente de patogenicidad
importante es el factor cuerda (trehalosa 6’6 dimicolato) que causa la agrupacién de estos
bacilos en filas paralelas y esta estrechamente relacionada con la cepas virulentas;
ademas que se ha encontrado que es responsable por la inhibicion de la migracién de

polimorfonucleares al sitio de colonizacién e induce formacion de granulomas.

En términos de heterogeneidad genética, el MTBC y las micobacterias no tuberculosas
(MNT) son ampliamente diferentes y esto tiene fuertes implicaciones para la eleccion de
métodos de tipificacion y en los niveles alcanzables de discriminacion. MTBC constituye
un grupo genético notablemente homogéneo. Esto es mejor ilustrado por el hecho de que

dentro del operon del DNA ribosomal (rDNA) no solo los genes codifican varios tipos de



rRNA, sino también regiones entre esos genes tal como regiones del espaciador transcrito
interno, el cual en muchas bacterias y hongos son altamente polimorficos y por lo tanto
son utiles para la identificacién vy tipificacion de las especies o a nivel de cepa, mostrando

completa conservacion entre los miembros del MTBC.%®)

Diagnéstico tradicional de tuberculosis.

En muchos paises la visualizacion al microscopio de muestras de esputo sigue siendo el
principal método diagndstico de Tb.""2" El examen microscépico (frotis positivo) tiene una
sensibilidad variable que va del 32% al 97% dependiendo de la técnica usada y no
distingue entre MTBC de las MNT.“" Su baja sensibilidad para el diagnéstico esta en
relacién a que en las muestras de esputo se requiere una elevada carga bacteriana;
alrededor de 10.000 micobacterias/ml para que incremente su rendimiento, esto en
pacientes sin infeccion por VIH;#" por otro lado la sensibilidad para el diagndstico
mediante microscopia es mucho menor en pacientes infectados por VIH,""" debido a que
en las muestras de esputo existe todavia una menor carga bacteriana que en los
pacientes inmunocompetentes, reportandose un rendimiento diagndstico de la

baciloscopia de aproximadamente el 30%.?"

La tasa de deteccion estimada en todo el mundo de casos de Tb con bacilosocopias
positivas fue de 62% en el 2008, sin embargo la falta de precisién y rapidez para el
diagnostico mediante esta técnica resulta un gran obstaculo. En la ultima década se han
hecho esfuerzos para mejorar el diagnostico de Tb con desarrollo de nuevas tecnologias
algunas de las cuales han sido aprobadas por la OMS. El procesar el esputo con
hidroxido de sodio mas centrifugacion incrementa la sensibilidad hasta un 13% a la

microscopia.®*"

A diferencia de la tincion de Ziehl Neelsen (ZN); el uso de tinciones fluorescentes como la
auramina O (AuO), permiten leer los frotis en la microscopia a bajo poder (200x) y en un
periodo de tiempo mas corto hasta en 20-30 segundos. Esta tincion fluorescente es
resultado de la unién del colorante por los acidos nucleicos de la micobacteria. La
micobacteria muestra un patrén de tincion intracelular que muy probablemente refleja la
distribucion homogénea del acido desoxirribonucleico/acido ribonucleico (ADN/ARN); este
patrén de tincion es tan tipico a mayor aumento (400x o 1000x) que obvia la necesidad de
retefir el frotis con ZN para clarificar las imagenes dudosas. Por lo anterior el

procedimiento de tincion con AuO es mas rapido y facil que la tincion ZN pues no requiere



calentamiento del frotis; sin embargo la mayor limitacion para su uso es la necesidad de
microscopios fluorescentes.”® La microscopia de fluorescencia incrementa la sensibilidad

(29,30
l,

comparado con microscopia convenciona ) hasta en un 10% con especificidad

equiparable a la tincion ZN.®Y

El cultivo para Mycobacterium tuberculosis es el estandar de oro actualmente;®”"""'® con
sensibilidad mayor al 80-85%.%" Los sistemas de cultivos liquidos automatizados son
substancialmente mas rapidos y con un rendimiento 10% mayor que el medio sélido.®
Pero ambos tienen la desventaja que el reporte del resultado es en 4-6 semanas
dificultando la toma de decisiones terapéuticas.""?"*") E| cultivo es capaz de detectar
escasos microorganismos alrededor de 10'-10?° microorganismos/ml de una muestra,

superando la sensibilidad del frotis.®?

Las especies de micobacterias aisladas a partir de cultivos habian sido tradicionalmente
identificadas mediante una serie de pruebas bioquimicas y fenotipicas; sin embargo dada
la variacién de estas pruebas en un asilado de la misma especie y debido a que en
muchos casos no se obtenia la identificacion definitiva; aunado a que eran lentas,
laboriosas y con un rendimiento ambiguo; los laboratorios estan utilizando cada vez mas

métodos moleculares para la identificacion de especies.®®

Diagnéstico molecular de tuberculosis.

Dentro de las técnicas moleculares para el diagnéstico de Tb se describen la hibridacién
por sondas que consiste en una serie de pasos que incluyen extraccion del ADN de los
aislados de micobacterias o directamente de las muestras clinicas, amplificacion del
mismo por reaccién en cadena de polimerasa (PCR) e hibridacion de los productos de
PCR marcados con sondas de oligonucleétidos y el desarrollo colorimétrico que permite

que las lineas sean vistas donde se encuentran localizadas las sondas. "2

Las primeras sondas comerciales no radiactivas disponibles fueron las de AccuProbe
(Gen-Probe Incorporated, San Diego, Estados Unidos). El uso de estas sondas de ADN
complementarias al ARN ribosdomico (rARN) micobacteriano, marcadas con
quimioluminiscencia ®**® permiten identificar la regién 16S (16S rARN)®® del MTBC, el
complejo Mycobacterium avium-intracellulare, Mycobacterium kansasii y Mycobacterium

gordonae a partir de cultivo sdélido y liquido sin necesidad de amplificacion gendmica. Esta



técnica presenta una buena sensibilidad y especificidad, pero el numero de especies que

identifica es limitado.®**°

Alternativamente también se han disefiado sondas fluorescentes de acidos nucleicos
peptidicos, (Dako Probe MTB Culture Confirmation Test. Dako, Dinamarca) que permite
diferenciar el MTBC del resto de las micobacterias® a partir del cultivo positivo; sin

embargo el tiempo en la realizacion de este método es de aproximadamente 2 horas.®?

Nuevas técnicas de biologia molecular basadas en la PCR y procedimientos de
hibridacion inversa se han comercializado desde hace varios afios para la identificacion
de micobacterias a partir de cultivos. La técnica de hibridacion es realizada sobre tiras de
nitrocelulosa en las cuales las sondas son fijadas paralelamente. Dos sistemas con este
disefio son comercialmente disponibles en Europa, la prueba para micobacterias INNO-
LiPA disefiado para amplifica la regién espaciadora del rARN 16S-23S y la evaluacion
para micobacterias GenoType cuyo blanco de amplificacion es la region 23S del rARN.®”
%) Estos métodos han reportado una sensibilidad del 100% y especificidad del 94.4-100%

para la identificacion de las micobacterias mas comunes.®"3®

La primera version del sistema INNO-LiPA permitia la identificacion simultanea de ocho
diferentes especies de micobacterias: MTBC, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium
xenopi, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare,
Mycobacterium scrofulaceum 'y el complejo Mycobacterium chelonae. La versién de la
prueba ha sido ampliamente evaluada con éxito para identificacion de micobacterias

aisladas de cultivos sélidos y liquidos.®®

Esta prueba ha evolucionado hacia una segunda version llamada INNO-LIiPA v2 la cual
incrementa la capacidad de identificacion a 16 especies de micobacterias diferentes. La
evaluacion de micobacterias por GenoType permite la identificacion simultanea de 13
diferentes especies: MTBC, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium xenopi,
Mycobacterium gordonae, Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare,
Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium malmoense,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium celatum, Mycobacterium peregrinum 'y
Mycobacterium phlei. La realizacién de estas pruebas han sido evaluadas en varios

estudios.®739



Con el fin de ampliar el rango de deteccién de especies de micobacterias, una nueva
version de la evaluacion GenoType (también dirigida a la regidon génica 23S del rARN) ha
sido desarrollada.®®>*” La prueba para micobacterias combinada GenoType CM/AS (CM:
micobacterias comunes y AS: especies adicionales) ha sido desarrollada y se ejecutan de
forma consecutiva.®”) La evaluaci6n CM permite la identificacion simultanea de 14
especies de micobacterias® incluyendo las mas relevantes como MTBC, miembros del
complejo Mycobacterium avium, Mycobacterium kansasii y Mycobacterium chelonae.®”
Adicionalmente la segunda prueba AS permite la identificacion de 16 especies de
micobacterias  adicionales® tal como Mycobacterium simae, Mycobacterium
mucogenicum y Mycobacterium celatum.®” El Gltimo formato es GenoType MTBC para

identificar especies dentro del complejo Mycobacterium tuberculosis.®®:

Otras pruebas moleculares de identificacion de micobacterias a partir de cultivos sélidos y
liquidos son la amplificacién de restriccion de polimorfismo (PRA), que amplifica mediante
PCR el gen hsp65, seguida de una digestion del producto mediante dos enzimas de
restriccion (BstEll y Haelll). La realizacion de PCR en tiempo real y finalmente la

secuenciacién donde las empleadas para la identificacién son 16S rADN y hsp65.34%)

El uso de métodos de identificacion molecular en muestras primarias para diferenciar
MBTC de las MNT, permitira una mejor comprension de la epidemiologia de este
complejo grupo de organismos y su relevancia en enfermedad humana. Histéricamente el
diagnéstico de laboratorio para MBTC esta basado en el largo proceso del cultivo de
muestras clinicas usando medios solidos o liquidos. El advenimiento de técnicas
moleculares rapidas, fiables y sensibles para la deteccion directa de MBTC en frotis
positivos de muestras respiratorias ha venido a revolucionar el laboratorio y la practica

clinica.“?

En los ultimos afios, se han desarrollado y evaluado un gran numero de técnicas para
detectar micobacterias, fundamentalmente para el MTBC directamente de muestras
clinicas. La sensibilidad de estas técnicas es dependiente en gran medida de la utilizacién
de métodos optimizados y correctamente estandarizados para extraer el material
genético.®) Se han descrito diferente protocolos o técnicas no comerciales basadas en la

amplificacion de diferentes secuencias diana (1S6110, hsp65, MBP64, o rpoB) mediante



PCR.®*Y En un meta andlisis en el que se comparaban las técnicas no comerciales de
amplificacion, se sefalaba que la amplificacion de 1S6110 mediante nested-PCR era la

que presentaba un rendimiento mejor.®®

Dos técnicas de amplificacién de acidos nucleicos (NAAT) han sido aprobadas por la
agencia para la administraciéon de alimentos y drogas (FDA) de los Estados Unidos: La
prueba Gen-Probe amplificado MTD (Mycobacterium tuberculosis directo) (Gen-Probe,
San Diego, California) y la prueba Roche Amplicor MTB (Mycobacterium tuberculosis)
(Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ). Ambas pruebas estan aprobadas para su

uso en muestras respiratorias con baciloscopia positiva;©®**

y ambas amplifican la regién
16S rARN.“" La prueba Gen-Probe es ademéas aprobada en muestras pulmonares con
frotis negativos. Oftros kits comerciales actualmente disponibles incluyen el BD-ProbeTec
direct (Becton Dickinson, Spaks, MD) y el COBAS Amplicor (Roche Diagnostic System,

Mannheim, Germany).®%3%

La sensibilidad del GenoType Direct oscila entre el 60-95% con una especificidad del 95-
100% en muestras respiratorias. La prueba Amplicor MTB tiene una sensibilidad del 75-
100% y especificidad del 90-100%. Las prueba BD-ProbeTec con sensibilidad del 55-
100% y especificidad del 45-100%.%

La NAAT es costosa, requiere instrumentos caros, personal experto y alto volumen de
muestras para que sea costo-efectiva. Actualmente Los Centros de Control y Prevencion
de enfermedades (CDC and prevention) recomienda que la NAAT sea realizada sobre la
primera muestra de esputo de todos los casos sospechosos de Tb independientemente
del resultado del frotis. Sin embargo la implementacion rutinaria de NAAT sobre todas las
primeras muestras clinicas sometidas para cultivos de micobacterias sin una

consideracion del historial clinico parece poco practico y costoso.®?

Recientemente varias sondas genéticas y sistemas de amplificacion para el diagnostico
de Tb han sido desarrollados y varios de estos estan disponibles como kits comerciales
para la deteccion directa e identificacion del MTBC asi como de las MNT a partir de
muestras clinicas. Nuevas técnicas tales como la cromatografia liquida de alto
rendimiento, sondas de ADN quimio luminiscente, amplificacion de acidos nucleicos y

secuenciacion de los genes de la region 16S del rARN son mas sofisticados, muy caros y



requieren equipo costoso. La prueba GenoType® CM/AS (Hain Lifescience Nehren
Germany) es un nuevo kit comercial desarrollado para diferenciar e identificar diferentes
especies de MNT y las del MBTC. Que implica la amplificacion del ADN, dirigida contra la
region genética 23S del rARN, seguido por hibridacion inversa con sondas de
oligonucledtidos especificas inmovilizadas sobre una tira de membrana. Hay dos kits el
CM el cual identifica 15 especies de micobacterias incluyendo el MTBC, mientras que el

kit AS diferencia 16 especies de MNT adicionales menos comunes.“?

En el estudio de Seagar et al se evaluo la prueba GenoType Mycobacteria Direct ®
(GTMD) para la deteccion simultanea de MTBC y cuatro micobacterias atipicas en 54
muestras respiratorias con frotis positivos y los hallazgos fueron comparados con los
resultados del cultivo; en 43 muestras la amplificacién del ARN fue exitosa con el GTMD,
con resultados concordantes con identificacion por cultivo. Todos los casos de
micobacterias tuberculosas fueron detectados. Un resultado positivo con GTMD identifica
rapidamente a los pacientes con infeccion por MTBC o proporciona la identificacion
especifica de otras cuatro micobacterias atipicas. Esto permite montar pruebas de
susceptibilidad a las drogas mas rapido, e implementar el tratamiento dirigido de forma

temprana.“?)

En otro estudio realizado por Kiraz et al se evalué también la prueba GTMD para
deteccién directa del MTBC a partir de muestras de esputo y comparé con los métodos
convencionales; fueron procesadas 115 muestras para detectar BAAR. Los resultados
mostraron que 86 de las muestras fueron positivas por microscopia directa, 84 fueron
positivos por cultivo BACTEC 12B y 73 por cultivo Loéwenstein-Jensen (LJ) y 95 por la
prueba GTMD esta ultima con sensibilidad y especificidad para MTBC de 97% y 58%
respectivamente. Cuando los resultados de los cultivos y los hallazgos clinicos de los
pacientes fueron evaluados conjuntamente, la sensibilidad y especificidad de la GTMD fue
del 97% y 90% respectivamente. Lo anterior sugiere que la GTMD es util para el
diagnéstico temprano de los casos clinicos y radiolégicos sospechosos de Tb en los frotis

negativos a Mycobacterium.“®



2. Planteamiento del problema.

La tuberculosis pulmonar ha prevalecido por cientos de afnos a pesar de los avances y
esfuerzos centrados en el diagndstico temprano de los casos para limitar el contagio,
sobre todo entre grupos de alto riesgo sigue siendo un problema de salud a nivel mundial

que aun no se ha podido controlar.

A partir de la pandemia de la infecciéon por VIH, el numero de casos nuevos de
tuberculosis se ha incrementado; esto repercute en los sistemas de salud en todos los
ambitos. México sigue siendo un pais con una incidencia alta de la enfermedad y al igual
que muchos otros paises en las ultimas dos décadas han emergido cepas MDR, XDR y lo
que es peor a fechas recientes ya cepas con resistencia a todos los farmacos

antituberculosos.

El Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional “La Raza” recibe una poblaciéon
significativa de pacientes infectados con VIH con riesgo muy elevado de adquirir y
desarrollar infeccion por Tb; el riesgo de desarrollar formas diseminadas también es alto y
consecuentemente la mortalidad se incrementa, por lo tanto el diagnédstico temprano y el
tratamiento adecuado impactara tanto en la diseminacion de la enfermedad como en la

morbi mortalidad.

La tendencia actual es establecer el diagnéstico lo antes posible, tratar los pacientes
oportunamente y evitar el contagio de la enfermedad. Hasta el momento el estandar de
oro para el diagndstico es el cultivo. Existen nuevas técnicas para la identificaciéon
inmediata de las micobacterias a partir de baciloscopias positivas y negativas con
sensibilidad y especificidad equiparables al cultivo y que aun no han sido probadas en
nuestro pais ni en poblaciones especiales como pacientes infectados con VIH, por tal
motivo se desarrolld este trabajo de investigaciéon para demostrar la correlacion de la

prueba GTMD en muestras directas de secrecion pulmonar comparada con el cultivo.



3. Pregunta de investigacion.

¢ Existe correlacién en el resultado de la prueba GenoType Mycobacteria Direct ® (GTMD)
en muestras directas de secrecidon pulmonar comparada con el aislamiento por cultivo en

pacientes con sospecha de tuberculosis?



4. Justificacion.

La deteccion de micobacterias del complejo tuberculoso en pacientes con sospecha de Tb
pulmonar entre los enfermos atendidos en este hospital, es una necesidad al menos por

las siguientes dos ventajas clinicas potenciales:

- Tratamiento oportuno y dirigido.

- Optimizar las medidas preventivas para limitar el contagio.

Por lo tanto la realizacién del presente trabajo permitira evaluar la utilidad de una prueba
molecular rapida en la poblacion atendida.



5. Objetivo:

Conocer la correlacion de los resultados obtenidos por GTMD en muestras directas de
secrecién pulmonar comparada con los aislamientos del cultivo para el diagndstico de

Tuberculosis.



6. Hipotesis de trabajo:

Los resultados obtenidos con la prueba GTMD en muestras directas de secrecion

pulmonar se correlacionan con los aislamientos de cultivo en pacientes con sospecha de

tuberculosis.



7. Material y Métodos.
Tipo de estudio. Estudio observacional transversal prospectivo descriptivo.
Universo de trabajo: Pacientes con sospecha de Tuberculosis pulmonar.

Criterios de inclusion:

1. Edad de 18 afos o mas.

2. Ambos géneros.

3. Casos probables de tuberculosis pulmonar definido por: presencia de tos con
expectoracién o hemoptisis, de dos o mas semanas de evolucion en las cuales
deben agotarse los recursos de diagndstico previo al inicio de tratamiento segun
la NOM-006-SSA2-2013 “4

4. Muestras de origen pulmonar descontaminadas: expectoracion, lavado bronqueo-
alveolar, aspirado bronquial, procesadas en laboratorio de Infectologia en el

periodo de tiempo septiembre-diciembre 2014.

Criterios de no inclusion:

1. Pacientes con diagndstico previo de tuberculosis pulmonar.

2. Pacientes que hayan recibido tratamiento antituberculoso en los 12 meses previos.

Criterios de eliminacion:

1. No los hay.

Ambito: Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional “La Raza”. Es un hospital de
3er nivel de atencidon que incluye los servicios de Infectologia y laboratorio de

microbiologia.

Tipo de muestreo: Consecutivo por conveniencia.

Variables clinico-epidemiolégicas: Edad, género, lugar de origen, lugar de residencia,

comorbilidades, tabaquismo, combe, tipo de muestra.



Variables microbioldgicas:

Mycobacterium tuberculosis.

Definicién conceptual: Bacilo aerobio acido alcohol resistente, capaz de
desarrollar su crecimiento en medios de cultivo selectivos solidos (Lowenstein-
Jensen) y liquidos (Middlebrook 7H10 y 7H11). “®

Definiciéon operacional: La identificacion de Mycobacterium tuberculosis puede
llevarse a cabo mediante pruebas bioquimicas: prueba de niacina positiva,
inhibicion de catalasa a 68° negativa y reduccion de nitrato positiva. O bien
mediante pruebas moleculares a través de la amplificacion de una regién
especifica del cromosoma del bacilo que puede ser luego identificado por sondas.
(46)

Tipo de variable: Cualitativa nominal.

Escala de medicion: Si o No.

Cultivo para Mycobacterium tuberculosis.

Definicién conceptual: Técnica de laboratorio que permite el aislamiento de
Mycobacterium tuberculosis en medio soélido o liquido. Segun la NOM-006-SSA2-
2013 4

Definicion operacional: Mediante el cultivo es posible hacer que los bacilos
presentes en las muestras de los pacientes se multipliquen in vitro, hasta que se
muestre formando colonias en un medio sdélido, turbidez en un caldo o hasta que
algun sensor incorporado en el medio cambie de color o emita fluorescencia
cuando el bacilo consume O, o libera CO, Segun la Organizacién Panamericana
de la Salud (OPS).“®)

Tipo de variable: Cualitativa nominal.

Escala de medicién o indicador: Positivo o Negativo.

Prueba GTMD.

Definicion conceptual: Es una prueba que permite la identificacion genética,
directamente desde especimenes clinicos pulmonares y extra pulmonares
(excepto sangre) descontaminados, de las siguientes cinco especies de

micobacterias: Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare,



Mycobacterium  kansasii, Mycobacterium malmoense 'y  Mycobacterium
tuberculosis complex.

- Definicion operacional: Mediante el aislamiento de ARN en especimenes
descontaminados, con captura a través de particulas magnéticas, posteriormente
amplificaciéon a través de la técnica de amplificacion basada en secuencia de
acidos nucleicos (NASBA) e hibridacion inversa.

- Tipo de variable: Cualitativa nominal.

- Escala de medicion: Positivo o Negativo.

Método: Se incluyeron secreciones pulmonares; la recoleccion y el transporte de
muestras se llevo a cabo por personal de laboratorio del area de microbiologia de acuerdo

a los lineamientos de la OPS.“"

Procesamiento y descontaminacion. Todas las muestras fueron descontaminadas con
método de Petroff modificado, con la técnica estandar de acuerdo a los lineamientos de la
OPS.“® Se evaluo el proceso de descontaminacién mediante una prueba de

esterilizacion. (Anexo 1)

Examen microscoépico. Previa descontaminacién de la muestra a través del método de
Petroff modificado; con un aplicador estéril o asa bacteriolégica se colocd una alicuota
directamente sobre un portaobjetos, para ser tefidas con técnica de ZN utilizando el
procedimiento estandar, la visualizacién al microscopio se realizé6 con objetivo de
inmersion (100x), el numero de BAAR presentes se registran como + (10-99 BAAR en 100
campos observados) ++ (1-10 BAAR en 50 campos observados) y +++ (mas de 10 BAAR

en 20 campos observados), de acuerdo a los lineamientos de la OPS.“” (Anexo 2)

Cultivo. Una alicuota se sembré en medio sélido (Léwenstein-Jensen) y en medio liquido
Middlebrook 7H9 (BACTEC™ MGIT™). De acuerdo a los lineamientos de la OPS. “®
(Anexo 3)

Identificaciéon a partir del cultivo. Los aislamientos de los cultivos se identificaron
mediante GentoType Mycobacterium CM Hain Lifescience® que permitio la identificacion
de 15 diferentes especies de micobacterias (Mycobacterium avium, Mycobacterium
chelonae, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium gordonae,
Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium interjectum,

Mycobacterium kansasii, Mycobacterium malmoense, Mycobacterium peregrinum,



Mycobacterium marinum/ Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium xenopi and MBTC).
GentoType Mycobacterium MTBC Hain Lifescience® que permitio identificar las
especies del complejo Mycobacterium tuberculosis. Si la identificacion no fue posible con
esta prueba se utilizé GentoType Mycobacterium AS Hain Lifescience® para la
identificacion de especies de micobacterias adicionales: Mycobacterium simiae,
Mycobacterium mucogenicum, Mycobacterium goodii, Mycobacterium celatum,
Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium genavense, Mycobacterium lentiflavum,
Mycobacterium heckeshornense, Mycobacterium szulgai/Mycobacterium intermedium,
Mycobacterium  phlei, Mycobacterium  haemophilum,  Mycobacterium  kansasii,
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium gastri, Mycobacterium asiaticum and
Mpycobacterium shimoidei. Ambas pruebas se realizaron siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los cultivos liquidos y sélidos fueron considerados negativos si no hubo

desarrollo después de 6-8 semanas de incubacién respectivamente. (Anexo 4)

Identificacion a partir de la prueba GTMD. La prueba se realiz6 de acuerdo las
instrucciones del fabricante y como fue descrita previamente en las publicaciones de

Seagar y cols“? y Kiraz y cols.*?

A partir de las muestras descontaminadas; el
procedimiento completo fue dividido en cuatro etapas: (1) Después de la lisis a base de
calor y sonicacion de las células, se usaron particulas magnéticas para capturar la region
23S del rARN en una reaccion de acoplamiento. (2) Después de dos etapas de lavado
una reaccion de amplificacion isotérmica del ARN mediante técnica NASBA a 41°C
durante una hora para amplificar secuencias de la plantilla a ssARN. (3) Los productos
amplificados y desnaturalizados fueron subsecuentemente identificados por hibridacién
inversa con sondas de genes inmovilizados. (4) La deteccién colorimétrica de los
amplicones hibridados se llevd a cabo utilizando fosfatasa alcalina/estreptavidina
conjugada y el substrato apropiado. El control interno de ARN se incluyé con cada
muestra evaluada, los controles positivos y negativos se incluyeron en cada prueba. El
control positivo contuvo ARN de Mycobacterium avium, para evaluar el rendimiento de la
prueba y el control negativo indicé si hubo contaminacion de muestra a muestra. El
material utilizado se encontr6 libre de ARNasas. La contaminacién con ARN se limito
limpiando bancos y equipos con solucion descontaminante RNaseZap® (Life
Technologies®) antes de su uso. Para preservar el ARN se utilizo Ambion® RNA Storage
Solution (Life Technologies®) que es una solucién buffer que provee mayor estabilidad del

ARN que el buffer estandar con EDTA de 0.1mM. Esta compuesta por citrato de sodio de



1mM, pH de 6.4 +/- 0.2 es proporcionado en una botella que contiene 50ml. Posterior a la
re suspension del sedimento que contiene el ARN en la solucién antes citada; este se crio
preservd a -80°C en un ultra congelador hasta su uso con la técnica NASBA. Para
interpretar los resultados de las pruebas se utilizaron hojas de plantillas que muestran las
posiciones de las lineas en cada tira (suministradas con el kit). El tiempo de evaluacion
aproximado fue de 5 horas y los resultados finales fueron vaciados en una hoja de trabajo
diario. El procesamiento de la muestra hasta la etapa de lisis celular se llevo a cabo en el
area de biologia molecular donde se cuenta con cabina de bioseguridad clase Il. (Anexo
5)

Analisis estadistico.

Analisis univariado: Se calcularon medidas de tendencia central y de dispersién para
variables continuas, asi como frecuencias simples.

Analisis bivariado: Las variables cualitativas se compararon mediante x 2. Se calculd

sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, intervalos de

confianza al 95%, se consideraron valores de P < 0.05 como significativos.

Factibilidad: Las muestras de secrecién pulmonar fueron colectadas y procesadas en el
laboratorio de microbiologia; en el area de biologia molecular donde se cuenta con cabina
de bioseguridad clase I, requerida para el procesamiento de la muestra hasta la etapa de

lisis celular.

Infraestructura: Se requiere un laboratorio de microbiologia con nivel de bioseguridad 3.

Aspectos éticos: El estudio cumpli6 con los principios de equidad, justicia e
imparcialidad de acuerdo a las directrices del informe Belmont. Por otra parte cumplio
también con la legislacion mexicana (Ley General de Salud, Capitulo sobre la
investigacion en seres humanos), catalogandola con riesgo minimo ya que implica la
recoleccion de secreciones respiratorias, no se requirid consentimiento informado pues al
momento del ingreso hospitalario se otorgé un consentimiento para los procedimientos
invasivos, en este protocolo solo se trabajoé con las muestras respiratorias solicitadas por
su médico tratante. Finalmente estuvo acorde con la declaracion de Helsinki.

Recursos Humanos: Médico Epidemidlogo, Médico Infectdlogo, Quimica Bacteridloga
Parasitdloga, Residente de Infectologia. Recursos financieros: No requerié. La prueba

fue donacion del fabricante.



8. Resultados:

Se estudiaron a un total de 51 pacientes, de los cuales el 63% eran del sexo masculino y
el 37% del sexo femenino. La media de la edad fue de 42.8 afios con una desviacion
estandar de 16.4. Por grupo de edad el 71% de los pacientes tenian entre 20 y 50 afios y

el 29% eran mayores de 50 afios de edad. (Tabla 1)

De las 51 muestras tomadas el 61% fueron de expectoracion, y el 39% lavado
bronquioalveolar. El 22% fueron positivas en el cultivo para Mycobacterium tuberculosis;
mientras que para la prueba de GTMBD el 20% fueron positivas. (Tabla 1) Para la prueba
GTMBD, 7 hombres y 3 mujeres tuvieron una prueba positiva, mientras que para el cultivo

7 hombres y 4 mujeres tuvieron resultado positivo.

Los hombres tienen un riesgo relativo (RR) de 1.49 con un intervalo de confianza al
95%(1Cos9) de 0.33-6.63, de presentar una prueba positiva para GTMBD en comparacion
con las mujeres, con un valor de P de 0.725. (Tabla 2) Los hombres tienen un RR de 1.05
de presentar un resultado positivo en cultivo de expectoracion en comparacién con las

mujeres, con un valor de P de 1.00. (Tabla 2)

En cuanto al tipo de muestra, para la prueba GTMBD, 4 fueron positivas en expectoracion
y 6 fueron positivas en lavado bronquioalveolar, con un RR de 0.34 (ICgs¢, 0.08-1.43) de
ser positivas en expectoracién en comparacién con lavado bronquioalveolar con un valor
de P de 0.163. Para el cultivo, 7 fueron resultados positivos en expectoracion, mientras
que 4 fueron positivas en lavado bronquioalveolar, con un RR de 1.16 (ICgs, 0.29-4.64) de
ser positivas en expectoracién en comparacién con lavado bronquioalveolar con un valor
de P de 1.00. (Tabla 2)

Para la prueba GTMBD, el grupo de pacientes de 20 a 50 afios de edad, 5 tuvieron una
prueba positiva, y del grupo de pacientes mayores de 50 afios, 5 tuvieron una prueba
positiva; con un RR de 0.32 (ICgs9, 0.07-1.34) en pacientes de 20 a 50 anos de edad en

comparacion con los pacientes mayores de 50 afos de edad. (Tabla 2)

Para el cultivo de expectoracién en el grupo de pacientes de 20 a 50 afios de edad, 6
tuvieron un cultivo positivo, mientras que para el grupo de pacientes mayores de 50 afos,
5 tuvieron un cultivo positivo; con un RR de 0.40 (ICgs¢ 0.10-1.59) en pacientes de 20

anos a 50 afos de edad en comparacion con pacientes mayores de 50 afos. (Tabla 2)



En el analisis de pruebas diagndsticas se comparo la prueba GTMBD con el estandar de
oro (cultivo) encontrandose una sensibilidad de esta nueva prueba de 63.6% y una
especificidad de 92.5%. Con Un Valor Predictivo Positivo (VPP) de 70% y un Valor
Predictivo Negativo (VPN) de 90.2% (p <0.001). (Tabla 3)

Estratificando por tipo de muestra, se encontré que en las muestras de expectoracion, con
esta nueva prueba, se tiene una sensibilidad del 57% y una especificidad del 100%,
aunque una de las casillas de la tabla de contingencia tuvo un valor de cero, lo que
modifica de manera importante el resultado de la especificidad. Con un VPP de 100% y
un VPN 88.9%. Mientras que en las muestras de lavado bronquioalveolar, la prueba
GTMBD tuvo una sensibilidad de 75% y una especificidad del 81% con un VPP de 50% y
un VPN de 92.9%. (Tabla 3).



9. Discusion.

En este estudio predominé el género masculino, entre 20 y 50 afos de edad; el mayor
numero de muestras respiratorias fueron expectoraciones, con un incremento en el riesgo
de presentar tanto el cultivo como la prueba GTMD positivos en hombres

comparativamente con las mujeres para el complejo Mycobacterium tuberculosis.

Al realizar el analisis estadistico de la prueba diagndstica GTMD evaluada en este estudio
comparada con el cultivo para el diagnostico de Tuberculosis; encontramos que la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN)
fueron del 63.6, 92.5, 70 y 90.2% respectivamente, a diferencia de lo reportado en el
estudio de Seagar y cols “? en 54 muestras respiratorias con frotis positivos, quienes
encontraron que la prueba GTMD comparado con el cultivo alcanzé sensibilidad,
especificidad, VPP y VPN de 80.5, 75, 97 y 27.3% respectivamente.

Kiraz y cols “** comparé la prueba GTMD con el cultivo en 115 muestras respiratorias con
frotis negativos, reportando sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de 97, 89, 97 y 89%

respectivamente; distinto de lo encontrado en nuestro estudio.

Syre y cols “® comparé el GTMD en 61 muestras de esputo con frotis positivo por
auramina, encontrando una sensibilidad y especificidad de 93.3 y 90% respectivamente.
Neonakis y cols “?) comparé la prueba GTMD en 125 muestras respiratorias, de las cuales
48 muestras eran Ziehl Neelsen (ZN) positivas encontrandose una sensibilidad del

93.7%, y 48 muestras con frotis negativo alcanzando una sensibilidad del 89.6%.

Franco Alvarez de Luna ®® comparé el GTMD con Cobas Amplicor MTB estudiando 128
muestras respiratorias y extra pulmonares, demostré que la sensibilidad y especificidad de
la GTMD fue del 92 y 100% respectivamente a diferencia de lo encontrado en nuestro

estudio.

En el estudio de Bicmen y cols ©" reporta similares hallazgos comparados con los
nuestros, donde encontré que la prueba GTMD en 1570 muestras pulmonares con frotis
negativos tiene una sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de 63.2, 99.4, 95.7 y 92.8%

respectivamente.



Como se pudd observar en los estudios previos la sensibilidad y especificidad de la
prueba GTMD para el diagndstico de tuberculosis pulmonar oscila entre 90 y 100% a
excepcion del estudio de Bicmen y cols ©" donde se reporta sensibilidad, especificidad,
VPP y VPN muy similar a nuestro estudio de investigacion, esta discrepancia de
resultados puede estar en relacion a que la prueba GTMD en la mayoria de ellos fue
realizada a partir de muestras con frotis positivos, que evidentemente condiciona

rendimiento diagnostico mayor.

Por otro lado en ninguna de las muestras evaluadas en nuestro estudio se logro detectar
micobacterias no tuberculosas (MNT), a pesar que algunos de los pacientes incluidos
estaban infectados por el VIH, quiza este en relacion a que desconocemos la incidencia
de las MNT en nuestro hospital aunado a que comparativamente con el complejo
tuberculoso lo reportado en la literatura es < 1%. Esto puede condicionar bajo

rendimiento de la prueba para su diagnéstico.

A pesar que la prueba GTMD es una técnica rapida, y relativamente sencilla, con
capacidad de emitir un resultado en un dia y que pudiera ser prometedora en el
diagndstico temprano de tuberculosis pulmonar, el presente estudio determiné que tiene
bajo rendimiento diagndstico en muestras con frotis negativos por su baja sensibilidad,
con los resultados que obtuvimos en nuestro trabajo de investigacion, no se recomienda
esta prueba como método diagnéstico en aquellos pacientes con sospecha de

tuberculosis pulmonar y frotis negativo.

Por el contrario se recomienda continuar su seguimiento y considerar las precauciones
necesarias respecto a la transmisibilidad de la enfermedad hasta que el reporte del cultivo
sea emitido como negativo y el paciente se encuentre asintomatico. Se requieren nuevas
herramientas diagnésticas para el diagndstico temprano del complejo de M. tuberculosis y
MNT en pacientes con frotis negativos que necesitan ser investigados en estudios

posteriores y con un mayor nimero de muestra.



10. Tablas de los resultados.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién estudiada.

Caracteristicas demograficas

Género n (%)

Hombres 32 (63%)
Mujeres 19 (37%)
Grupo de edad (afios) n (%)

20-50 36 (71%)
>50 15 (29%)
Tipo de Muestra n (%)

Expectoracion 31 (61%)
Lavado Bronquio alveolar 20 (39%)
Muestras positivas n (%)

GTMD 10 (20%)
Cultivo 11 (22%)

n= Numero de pacientes. GTMD= GenoType Mycobacteria Direct®

Tabla 2. Distribucién del grupo de pacientes estudiados.

N RR (ICQs%) P
GTMD
Hombre/Mujer 7/3 1.49(0.33-6.63) 0.72
Expectoracion/LBA 4/6 0.34 (0.08-1.43) 1.16
Cultivo
Hombre/Mujer 7/4 1.05(0.26-4.19) 1.00
Expectoracion/LBA 7/4 1.16 (0.29-4.64) 1.00
GTMD positiva por grupo de edad (afios)
20-50/ > 50 5/5 0.32(0.07-1.34) 0.13
Cultivo positivo por grupo de edad (afnos
20-50 / > 50 6/5 0.40(0.10-1.59) 0.26

LBA= Lavado Bronquio alveolar. RR= Riesgo relativo. GTMD= GenoType
Mycobacteria Direct®. ICgs%= Intervalo de confianza 95%.

Tabla 3. Sensibilidad, especificidad, valores predictivos y negativos de la GTMD
comparada con el cultivo y estratificacion por tipo de muestra.

Prueba diagnéstica Sensibilidad (%) Especificidad (%) VPP (%) VPN (%) P

GTMD 63.6 92.5 70 90.2 < 0.001
GTMD Expectoracion 57.1 100 100 88.9 < 0.001
GTMD LBA 75 81.2 50 92.9 0.06

GTMD= GenoType Mycobateria Direct®. VPP= Valor predictivo positivo. VPN= Valor predictivo negativo.
LBA= Lavado Bronquio alveolar.



11. Anexos:

Anexo 1.

METODO DE PETROFF MODIFICADO

X ml de esputo
+
X ml de NaOH 4%

ajustar las tapas de los tubos,
agitar en vortex

dejar actuar 5 minutos

en los siguientes 5 minutos acomodar los tubos en la centrifuga
centrifugar 15 minutos a 3000 g a 25 - 35°C

dejar reposar 5 minutos
controlar que el tiempo total de contacto con el NaOH 4 %
no sobrepase los 30 minutos

descartar el sobrenadante

agregar 15 ml de buffer fosfato pH 6,8
ajustar las tapas de los tubos
agitar en vortex

centrifugar 15 minutos a 3000 g a 25 - 35°C
dejar reposar 5 minutos

descartar el sobrenadante
resuspender el sedimento en buffer
distribuir en cada medio de cultivo

y
preparar el frotis con la ultima gota

Nota es conveniente reducir el contacto con el descontaminante a 15-20 minutos y la concentracion de NaOH al 2%, si en
estas condiciones se mantiene bajo el nivel de contaminacién (menor al 4%)




Anexo 2.

PREPARACION DEL EXTENDIDO

ORDENAR LAS MUESTRAS

MARCAR LOS PORTAOBJETOS

PARTIR EL APLICADOR

SELECCIONAR LA PARTICULA MAS PURULENTA

DEPOSITAR EN EL PORTAOBJETOS

EXTENDER LA MUESTRA UNIFORMEMENTE

FIJAR EL EXTENDIDO CUANDO ESTE TOTALMENTE SECO




Anexo 2.

TINCION DE ZIEHL NEELSEN

CUBRIR CON FUCSINA FILTRADA

CALENTAR HASTA EMISION DE VAPORES TRES VECES DURANTE 5
MINUTOS

LAVAR CON AGUA

CUBRIR CON DECOLORANTE DURANTE 3 MINUTOS

LAVAR CON AGUA

CUBRIR CON AZUL DE METILENO DURANTE 1 MINUTO

LAVAR CON AGUA

SECAR AL AIRE



Anexo 3.

Inoculacion de los medios de cultivo.

1. Abrir el primer tubo de centrifuga. Con una pipeta distribuir todo el
sedimento sembrando entre 0,2 y 0,5 ml (6 - 8 gotas) en cada tubo con
medio de cultivo identificado con el numero de la muestra. Descartar la
pipeta en el recipiente destinado a este fin.

2. Proceder de igual forma con cada tubo conteniendo las muestras
procesadas. No abrir un tubo sin haber cerrado el anterior. Descartar la
pipeta o el asa utilizada con cada muestra antes de pasar a la siguiente.

3. Permitir que los frotis se sequen dentro de la cabina de seguridad biolégica.

4. Repetir todo el procedimiento con las muestras de la siguiente serie.



Anexo 4.

Identificacion a partir del cultivo.

Muestra del paciente de origen
pulmonar o respiratoria.

[ Descontaminacion ]

Cultivo Cultivo

solido liquido

Ziehl Neelsen microscopia BAAR
positivo sin contaminacion.

Identificacion por pruebas moleculares:

- GentoType Mycobacterium CM Hain Lifescience®
- GentoType Mycobacterium MTBC Hain Lifescience®
-  GentoType Mycobacterium AS Hain Lifescience®

\_

~

J




Anexo 5.

A partir de las muestras
descontaminadas

4

Lisis a base de calor y
sonicacion de las células

1

Particulas magnéticas
que capturan la region
23 S del rRNA

L

Amplificacion del RNA
mediante la técnica
NASBA

4

Identificacion mediante
hibridacion inversa con sondas
genética inmovilizadas

4

Deteccidn por colorimetria de los amplicones
hibridados utilizando fosfatasa alcalina/estreptavidina
conjugada y el sustrato apropiado.




Hoja de recoleccion de datos

Correlacién de la prueba GenoType Mycobacteria Direct ®
(GTMD) en muestras de secrecion pulmonar Vs cultivo
para el diagnéstico de tuberculosis.
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Aislamiento del Cultivo:
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