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Introducciéon

1. INTRODUCION

1.1 Generalidades

1.1.1  Aspectos microbioldgicos y taxonomia del género Mycobacterium

Las micobacterias son un grupo de microorganismos de gran importancia clinica, ya que
existen multiples especies que son agentes causales de diversas infecciones humanas
con una importante morbilidad y mortalidad. La tuberculosis es una enfermedad
infecciosa y transmisible de distribucion universal, con una historia de progresiva
agresion a la especie humana ',
Las micobacterias son microorganismos aerobios estrictos, inmdviles, de morfologia
variable (bacilar o cocoide), que no forman esporas y no poseen flagelos ni cépsula.
Presentan un elevado contenido de G+C (65,9%) en su ADN **. Esto es compartido por
otros géneros relacionados que también poseen acidos micdlicos en la pared celular,
como son Gordonia spp., Tsukamurella spp, Nocardia spp. y Rhodococcus spp. * Un
aspecto relevante de estos microorganismos €s su mayor resistencia, respecto a otras
bacterias no formadoras de esporas, a los acidos, alcalis y determinados desinfectantes
quimicos. Ademds son muy resistentes a la desecacion y congelacion. Sin embargo, son
sensibles a los rayos ultravioleta. También el calor (pasteurizacién) y determinados
productos como el 6xido de etileno, formaldehido, etanol (70%), glutaraldehido (2%),
acido peracético o perdxido de hidrogeno estabilizado, entre otros, son eficaces contra
estas bacterias *.
Poseen una pared celular gruesa (Figura 1) y con un elevado contenido lipidico, en la
cual se diferencian de interior a exterior tres capas °:
La capa interna estd compuesta por una estructura de peptidoglucano, que
contiene N-acetilglucosamina y acido N-glucolilmurdmico. Esta capa presenta
puentes peptidicos entre sus cadenas, lo que confiere rigidez a la pared celular.
La capa media estd formada por polisacaridos de D-arabinosa y D-galactosa,
constituyendo el arabinogalactano, unido por unioén covalente al peptidoglucano
de la capa interna. Dicho arabinogalactano esté esterificado con acidos grasos de

elevado peso, los llamados acidos micolicos (principales lipidos de la pared),
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formando moléculas de arabinogalactano-micolato, estructura Unica de las
micobacterias.
Por tultimo, la capa externa estd formada por una capa de glucolipidos y
péptidos. Estos glucolipidos establecen uniones no covalentes con los acidos
micolicos. Otro lipido de esta pared es el factor cordon o cord factor (6°6’-
dimicolato de trehalosa), responsable de la alineacion paralela de hileras de
bacilos (formacion de “cordones”), caracteristica de las cepas virulentas de M.
tuberculosis.
En conjunto, esta composicion de la pared le confiere a la micobacteria una escasa
permeabilidad celular, responsable entre otras cosas, de la ineficacia de multiples
agentes antimicrobianos, y una impermeabilidad a los agentes hidrofilicos utilizados
frecuentemente en determinadas tinciones para visualizacién microscopica. ®. Por este
motivo las micobacterias no se tifien correctamente con los reactivos utilizados en una
tincion de Gram. Sin embargo, si se tifien bien con la tinciéon de Ziehl-Neelsen, que
utiliza como solucién decolorante una mezcla de alcohol y acido clorhidrico. Una vez
coloreadas, las micobacterias son resistentes a la decoloracion acido-alcohoélica; de ahi

que se les llame bacilos 4cido-alcohol resistentes (BAAR) *.

Capa externa <

Capa media

IR e
4
R,

TR
ﬁ%‘ﬂf* % 3% ®

m f%mfu% T
%‘ ' "*ﬁa’%}ﬁﬁé}ﬂ

Capa interna
%ﬁz |

|:>
o)
£
Membrana plasmatica { [}(\ x %l

Figura 1: Estructura de la pared celular micobacteriana.

1-lipidos externos, 2-acido micdlico, 3-polisacaridos (arabinogalactano), 4-peptidoglicano, S-membrana
plasmatica, 6-lipoarabinomanano (LAM), 7-fosfatidilinositol manosido, 8-esquema de la pared celular.

Tomado de Gorocica et al. °



Introducciéon

En la membrana plasmatica de las micobacterias se encuentra anclado el
lipoarabinomanano (LAM), equivalente al lipopolisacarido de las bacterias Gram
negativas. En las cepas de micobacterias mas virulentas, la arabinosa terminal del LAM
esta recubierta con residuos de manosa (manLAM) a diferencia de las cepas no
virulentas, que no estan recubiertas (araLAM). Estos componentes de la pared,
intervienen en la patogenia y favorecen la supervivencia del microorganismo en el
interior de los macrdfagos.

La gran mayoria de las micobacterias de interés clinico tienen un crecimiento muy lento
con un tiempo de multiplicacién de 15 a 18 horas en condiciones favorables, el cual se
ve estimulado por la presencia de CO; y dcidos grasos. De ahi que sean necesarias de 1
a 3 o mas semanas de incubacion para obtener un crecimiento apreciable en los medios
de cultivo convencionales.

El nombre genérico Mycobacterium (bacteria fungica) fue introducido por primera vez
por Lehmann y Neumann debido al crecimiento en forma de hongo del bacilo en medios
liquidos’. El género Mycobacterium pertenece al orden Actinomycetales, suborden
Corynebacteriaceae y a la familia Mycobacteriaceae®. Dentro del género
Mycobacterium se han descrito ya mas de 150 especies saprofitas y patdgenas que
pueden clasificarse de multiples maneras. Hace afos, segun la velocidad de crecimiento,
la morfologia y capacidad de pigmentacion de las colonias en medios solidos, las
micobacterias se dividieron en diversos grupos. Asi, se establecieron dos grupos
clasicos: micobacterias de crecimiento lento y rdpido segun requieran mas o menos de 7
dias, respectivamente. Y por otro lado, se combinaba la posibilidad de no producir
pigmento (no cromogenas) o hacerlo en ausencia (escotocromogenas) o presencia de la
luz (fotocromogenas). De esta forma surgieron 4 grupos con cierta transcendencia
clinica’. Una modificacion de esta clasificacion se muestra en la Tabla 1. En la
actualidad, ante la incesante aparicion de nuevas especies y las diferentes caracteristicas
fenotipicas que algunas de ellas pueden adoptar, se prefiere realizar una

individualizacion al nivel de especie.
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Micobacterias de crecimiento lento MNT de crecimiento
rapido
Grupo I. Grupo Il Grupo lll. Grupo IV.
Fotocromogenas Escotocromoégenas No cromdgenas No cromdgenas
M. asiaticum M. flavescens M. africanum M. abscessus
M. kansasii M. gordonae M. avium M. chelonae
M. marinum M. scrofulaceum M. bovis M. fortuitum
M. simiae M. szulgai M. gastri M. mucogenicum
M. xenopi M. genavense M. peregrinum
M. haemophilum M. porcinum
M. intracellulare
M. malmoense
M. nonchromogenicum
M. shimoidei
M. terrae
M. triviale
M. tuberculosis
M. ulcerans

Tabla 1: Clasificacion modificada de Runyon de las micobacterias mas frecuentemente aisladas en

muestras clinicas. Tomado de Runyon E.°

1.1.1.1 Complejo Mycobacterium tuberculosis

Este complejo incluye 8 especies patogenas que son las siguientes10 (Tabla 2):

Mycobacterium tuberculosis complex

M.tuberculosis
M.bovis
M.bovis BCG
M.africanum
M.caprae
M.microti
M.canettii

M.pinnipedii

Tabla 2: Miembros del complejo M.tuberculosis

M. tuberculosis es la principal causa de tuberculosis humana en casi todo el mundo e
infecta a mas de un tercio de la poblacion mundial''. Los seres humanos constituyen el
unico reservorio para M.tuberculosis aunque numerosos animales (algunas aves,
primates, elefantes y otros mamiferos) son sensibles a la infeccion'>".

La aparicion de colonias rugosas, no pigmentadas de crecimiento lento y aspecto de

migas de pan suele ser caracteristica de M. tuberculosis (Figura 2).
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Figura 2: Aspecto de las colonias de M. tuberculosis en Lowenstein-Jensen

M. bovis produce tuberculosis en animales salvajes y domésticos; el ganado bovino es el
mayor reservorio de esta especie, lo que también produce, con relativa frecuencia,

14,1
enfermedad en el hombre'*!

. El mecanismo de transmisiéon en el ganado es por
inhalacion y por ingestion. La tuberculosis zoondtica esta todavia muy presente en
animales de paises en vias de desarrollo, donde las actividades de control y vigilancia
son inadecuadas o no se realizan, y tanto el ganado domesticado como el salvaje, que
actiia como reservorio, comparten zonas de pasto. La epidemia de infeccion por el VIH
en paises en vias de desarrollo, particularmente en aquellos en los que la infeccion por
M.bovis esta presente en animales y las condiciones socio-sanitarias favorecen la
transmision zoonoética convirtiendo esta infeccion en un serio problema de salud
publica. La infeccion por M.bovis es menos frecuente en paises industrializados debido
al control de los animales y a la pasteurizacioén de la leche, donde se ha luchado contra
el reservorio animal'®. El caracter relativamente microaerofilo de M.bovis contrasta con
el aerobio de M.tuberculosis; esto explica por qué M.tuberculosis se asocia mas
comunmente con enfermedad pulmonar, mientras que M.bovis se asocia con mayor
frecuencia con formas extrapulmonares.

M. bovis BCG es una variante avirulenta obtenida en el laboratorio a partir de una cepa
de M. bovis que por sucesivos pases perdié su poder patdogeno y mantuvo su capacidad
antigénica'’; actualmente se la utiliza como vacuna para la prevencion de la
tuberculosis, como vehiculo recombinante para otras vacunas y como tratamiento para

’ .o 18,1
el cancer de vejiga'™".

Una de las posibles reacciones adversas aunque muy
infrecuentes de éste tratamiento que se administra en forma de instilaciones
intravesicales es la diseminacion del bacilo e infeccidon en casi cualquier parte del
. , . ., . . 20 .
organismo. Lo mas frecuente es la localizacion urinaria™ aunque se han descrito
. . . .. .21 .. .. .22
diversas localizaciones causando artritis reactiva®, neumonitis , hepatitis y sepsis

entre otras.
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M. africanum causa la mitad de los casos de tuberculosis en humanos en Africa aunque
también se ha descrito como agente causal de tuberculosis en otros paises europeos
(Francia, Inglaterra, Espafia. Alemania...)”. Se ha aislado esporadicamente en animales
(monos y vacas) aunque no esta claro que puedan actuar como reservorios de la
enfermedad **. M. africanum produce una clinica similar a M. tuberculosis, y se ha
descrito principalmente la forma pulmonar, aunque también algunos casos de formas
diseminadas. Se han descrito dos subgrupos mayores de M. africanum que se
corresponden con distintas zonas geograficas: el subtipo I en el oeste africano, mas
cercano a M. bovis y el subtipo II en el este africano, mas cercano a M. tuberculosis®.

M. caprae®® infecta a las cabras y al ganado en general. Se ha descrito como el mayor
agente causal de tuberculosis bovina tanto en animales como en humanos en el centro

27,28

de Europa“““®. El cuadro clinico es analogo al producido por M. tuberculosis. En

humanos se han descrito diferentes formas clinicas: pulmonar, linfatica, urinaria, lupus
vulgar, meningitis y pericarditis™ .

M.canettii es patdégeno exclusivamente humano y tiene un reservorio ambiental
desconocido. Se considera el progenitor de las demas especies del complejo y los casos

descritos estan limitados al cuerno de Africa (concretamente en la Republica de

Yibuti)**>.

36,37 38,39

M. microti afecta a pequefios roedores y se ha encontrado en muestras de tejido
de nodulos linfaticos de jabalis salvajes™. Ha sido identificado como agente causal de
tuberculosis en humanos, tanto inmunocompetentes como inmunodeprimidos*.
M.pinnipedii** es la especie que causa tuberculosis en pinnipedos, se aisla
mayoritariamente en focas de varios continentes. Se ha descrito algin caso de posible
transmision de animales a humanos®. También recientemente se han descrito casos de
infeccion en ganado de Nueva Zelanda™.

Hasta los ultimos afios la unica manera de distinguir los miembros del complejo era
mediante la realizacion de pruebas bioquimicas (Tabla 3). En comparacién con M.
tuberculosis, las pruebas de produccion de niacina y de reducciéon de nitratos son
negativos en M. bovis, pero el resto de caracteristicas bioquimicas son indistinguibles:
produce catalasa termosensible (positiva a temperatura ambiente e inactivada a 68°C) y
la tolerancia a la sal es negativa. El crecimiento en medio Lowenstein-Jensen es pobre

en presencia de glicerol, y mejor en presencia de piruvato. El medio BACTEC (Becton

Dickinson) no contiene glicerol, por lo que favorece el crecimiento de M. bovis.
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Los resultados de las pruebas bioquimicas convencionales son a menudo ambiguos,
dificiles de reproducir y, en cualquier caso, el tiempo requerido para su realizacion es

largo, dado que se requiere un crecimiento abundante.
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Niacina 3 + = - - - vV
Nitratasa + +/- - - - + - -
Ureasa 4= + +/- + + ND ND ND

Tipo respiratorio | AE ~ MicroAE MicroAE AE

TCH (10pg/ml) R A% S S S R S ND
Pirazinamida S S R R S S ND ND
Cicloserina v \Y% S R ND ND ND ND

Tabla 3: Pruebas bioguimicas para la diferenciacion de las especies del complejo.

TCH: hidracida del acido tiofeno-2-carboxilico; S: sensible; R: resistente; V: variable; AE: aerobio;

MicroAE: microaeré6filo; ND: dato no disponible. Modificado de Alcaide Fernandez de Vega et al.®

1.1.2 Genética de las micobacterias

La falta de conocimiento genético en las micobacterias impidio la implantacion de una
estrategia nacional para el control de la tuberculosis hasta el desarrollo de la gendmica.
Las dificultades para manipular las micobacterias genéticamente; su crecimiento
extremadamente lento y su patogenicidad hicieron de ella un modelo poco atractivo
como sistema genético. A pesar de que el potencial de la investigacion genética
micobacteriana esta todavia por desarrollarse completamente, el entendimiento de como
los genomas micobacterianos estdn organizados, la manera en que los genes estan
expresados y la determinacion genética de los fenotipos caracteristicos ha sido
asombroso®.

En la actualidad se conocen la secuencias genomicas completas de las principales
micobacterias: M.tuberculosis H37Rv?, M.Ieprae“, M.bovis AF2122/97*", M.bovis

BCG™. Estan  disponibles en  diversas  bases de  datos  online
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, http://tuberculist.epfl.ch/ http://www.microbesonline.org/

lo que ha permitido el uso de técnicas de gendmica comparativa, que son de gran
utilidad para la investigacion de diferencias entre éstas cepas, no solamente diferencias
individuales entre genes, sino genomas completos.

Posteriores reanotaciones del genoma de M. tuberculosis® y actualizaciones de las

bases de datos (http://tuberculist.epfl.ch/) constatan que posee un contenido importante

en G+C (65.9%) relativamente constante a lo largo de toda la secuencia. Alberga
alrededor de 4090 genes (4411532 pares de bases y 3924 ORFs identificados) y llama
la atencion por la elevada proporcion de su capacidad codificante destinada a la
expresion de enzimas implicadas en lipogénesis y lipolisis. De hecho, pocas bacterias
son capaces de sintetizar una gama de moléculas lipofilicas tan variada como M.
tuberculosis. Esto resulta decisivo para la patogenia, asi como para la obtencion de
energia, la degradacion de lipidos propios de las membranas celulares o vacuolares de
huésped.

Se trata de un genoma rico en ADN repetitivo, especialmente en forma de secuencias de
insercion, como la IS6110, de la que se han hallado 16 copias, pero también son fuentes
de repeticion las nuevas familias multigénicas y genes housekeeping duplicados. Pese a
que la tasa de duplicacion es similar a la de otros microorganismos, el grado de
conservacion es considerablemente superior.

En cuanto a la polaridad de los genes, se tiene que un 59% se transcriben en la misma
direccion que sucede la replicacion, hecho que viene reflejado en su lento crecimiento.
Los 3924 ORFs identificados suponen un 91% de la capacidad codificante del genoma,
esto es, estd muy explotado. Haciendo uso de la informacion disponible en bases de
datos, y estableciendo comparaciones de secuencias, se ha atribuido funcion precisa a
un 40% de los ORFs predichos, y para otro 44% se ha encontrado secuencias similares
o informacion relacionada. El 16% restante alberga genes de funcion desconocida®.

En cuanto a la composicion aminoacidica, los datos guardan coherencia con el
contenido elevado en guanina/citosina; en efecto, predominan aminoécidos del tipo
alanina, glicina, prolina, arginina y triptéfano, puesto que son los codificados por
codones ricos en G+C, frente a unos aminoacidos menos representados como son la
asparagina, isoleucina, lisina, fenilalanina y tirosina.

Ademas el genoma del bacilo tiene el potencial de sintetizar todos los aminoacidos
esenciales, las vitaminas y los cofactores enzimaticos, aunque algunas de las rutas

metabolicas pueden ser diferentes a las encontradas en otras bacterias™. M. tuberculosis
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tiene la capacidad de sintetizar muchos de los componentes esenciales lo cual tiene un
impacto importante en la supervivencia del bacilo en diferentes ambientes de su ciclo
biologico™.

Por otro lado, el genoma de M. tuberculosis difiere respecto al resto de bacterias por
poseer dos nuevas familias de proteinas ricas en glicina, las PE (motivos Pro-Glu a nivel
del extremo N-terminal) y las PPE (Pro-Pro-Glu)’%, cuya estructura repetitiva
proporciona una fuente importante de variabilidad antigénica. Estas proteinas son
especificas de las micobacterias, ya que no muestran similitud con otras proteinas
conocidas™. La familia PE por ejemplo, se compone de 90 miembros que comparten un
dominio en el extremo N-terminal muy conservado, consistente en 110 residuos
aminoacidicos que se disponen dando lugar a una estructura globular, mientras que el
extremo C-terminal varia en secuencia, longitud y niimero de repeticiones. Estudios
filogenéticos han llevado a subdividir la familia en distintos grupos, siendo el mas
numeroso el de las PGRS (glycine-rich proteins), cuyo contenido en glicina supera el
50%, y se distribuye en forma de repeticiones en tandem del motivo Gly-Gly-Ala/Asn.
Desde que en 1998 se publicara el genoma de la cepa H37Rv, otras cepas aisladas de
pacientes han sido secuenciadas. Se han empleado microarrays para analizar genomas
completos y realizar asi estudios epidemiologicos en cepas clinicas de M. tuberculosis,
detectandose hasta 25 regiones cromosomicas deleccionadas. Parece ser que estas
delecciones tienen lugar como consecuencia de la recombinacion homoéloga entre copias
de IS6110 que se hallan flanqueando ciertas regiones cromosomales. Muchos datos
indican que M. tuberculosis ha sufrido en su evolucion un reciente bottleneck (cuello de
botella) en el momento de la especiacion, y que se calcula que tuvo lugar hace 15000 o
20000 afios™*. Debido a ésta evolucion a partir de un tinico ancestro clonal® las especies
del complejo M.tuberculosis comparten el 99,9% de identidad en las secuencias pero
difieren ampliamente sus tropismos por el hospedador, fenotipos y patogenicidad **.
Actualmente y gracias a la secuenciacion gendmica se pueden utilizar técnicas de
biologia molecular para la diferenciacion de las especies acortando de forma
considerable el tiempo de andlisis.

Se han descrito tres tipos de regiones diferenciales en el genoma de M.tuberculosi **; en
primer lugar se incluyen elementos genéticos moviles (profagos, secuencias de
insercion...) que se distribuyen a lo largo del genoma; en segundo lugar la pérdida de
segmentos de DNA provocada por recombinaciéon homologa siendo variable de unas

cepas a otras; y por ultimo, delecciones de DNA (RD1, RD2, RD4, RD7, RD8, RD?9,
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RD10, RD12, RD13, RD14 Y TbD1) por mecanismo desconocido que en algunos casos
afecta a regiones codificantes.

Las cepas de M.tuberculosis tienen presente la mayoria de las regiones RD, lo que
implica que es una especie altamente conservada en comparacion con el resto de
micobacterias del complejo y que a partir de ella han ido surgiendo el resto de las

especies por mecanismos de delecciones genéticas, como se propone en la Figura 3.

‘numerous polymorphisms M. canettii

§

loss ot 28
Common ancestor of the present in
M. M. canetth
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LSiepow,

} M. africanum

M. microti
oryx

seal

goat

M. bovis

“classical”

BCG Tokyo
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Figura 3: Esquema de la evolucion del bacilo tuberculoso mediante la sucesiva pérdida de ADN.

Tomada de Brosch et al. **

Cada una de estas regiones contienen genes con diferentes funciones . En la Figura 4 se
puede observar la localizacion de las regiones deleccionadas de M.bovis BCG con
respecto al genoma de M.tuberculosis, asi como los genes codificados en cada una de
ellas.

e La region RDI contiene 8 genes, la mayoria de los cuales pertenecen al cluster
esat6. ESAT6 es un potente inductor del sistema inmune y un antigeno
reconocido en las fases tempranas de la infeccion. Esta region estd ausente en
M.bovis BCG y M.microti °7 ',

e La region RD3 corresponde a uno (phiRvl) de los dos (phiRvl y phiRv2)
profagos presentes en el genoma de M.tuberculosis. Esta region esta ausente en
M.bovis BCG posiblemente se perdié durante la atenuacion de la cepa de
M.bovis para crear la vacuna. En otros miembros del complejo la presencia de

J .y . 4 2
ésta region es variable **%%%,
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En la region RD4 estan codificadas proteinas similares a las de membrana y
enzimas implicadas en la biosintesis de lipopolisacaridos. Esta region estéd
ausente en M.bovis y M.bovis BCG 7-%63767,

La region RD5 comprende 3 de los 4 genes que codifican la fosfolipasa C en
M.tuberculosis. Ademas también contiene genes que codifican proteinas de la
familia ESAT-6 y para la familia de proteinas PPE. Esta region estd ausente en
M.bovis , M.bovis BCG , M.microti y M.caprae®°*®.

La region RD6 contiene la secuencia de insercion IS1532 y genes que codifican
proteinas de la familia PPE. Esta ausente en M.bovis, M.bovis BCG,
M.africanum y M.microti y también en algunos aislados de M.tuberculosis ®®.
La region RD7 contiene el operdn mce3, que esta ausente en algunos miembros
del complejo M.tuberculosis que no son patdogenos humanos, lo que sugiere que
puede jugar un papel importante en la enfermedad humana®®>%%%%7,

La region RD8 contiene uno de los seis genes que codifican epdxido hidrolasas
(EphA-F), enzimas encargadas de la detoxificacion. Al igual que RD1 y RDS,
RD8 también contiene genes que codifican para proteinas de la familia ESAT-6.
Esta region esta ausente en M.bovis, M.caprae y M.microti**®¢7,

En la region RD9 se encuentran genes que codifican una oxidorreductasa
(precorina metiltransferasa) implicada en la sintesis de cobalamina y otras
proteinas. Esta region estd ausente en M.africanum y M.microtj>’->%60:62-64.6667
En RDI10 estd codificada una enoilCoA reductasa y wuna aldehido
deshidrogenasa. Est4 ausente en M.microti, M.bovis y M.bovis BCG”*¢%%°

La region RD11 corresponde con el segundo profago (phiRv2) estando presente
en la mayoria de las cepas de M.tuberculosis junto con phiRvl y ausente en
M.bovis®>%,

Las regiones RD12 y RDI13 contienen genes que codifican para una tiosulfato
sulfurotransferasa, una meteltransferasa, el citocromo P450 (RD12), un
regulador transcripcional y una dehidrogenasa (RD13). Ambas regiones estan
ausentes en M.bovis y M.bovis BCG pero presentes en M.microti. RD12 esta
ausente en M.caprae®**%°.

RD14, RD15 y RD16 son delecciones especificas de M.bovis BCG®.
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Figura 4: Regiones deleccionadas en M.bovis BCG con respecto a M.tuberculosis H37Rv.

Tomada de Brosch et al. *

1.1.3 Patogenia de la infeccion.

M.tuberculosis entra en el organismo a través de las vias aéreas y la implantacion tiene
lugar preferiblemente en las zonas bajas y medias del pulmén ya que estas areas tienen
proporcionalmente una mayor ventilacion. Sin embargo puede afectar a cualquier
16bulo®.

En la mayor parte de las ocasiones, los bacilos son fagocitados y destruidos por los
macrofagos’® %, de modo que un elevado porcentaje de casos, alrededor del 90%,
mantendrd controlados los bacilos en estado latente durante toda la vida. Si el
macrdofago no puede inhibir o destruir a los bacilos, se multiplicardn en éste ambiente
intracelular, esto ocurre, en torno al 10% de las personas infectadas por la bacteria’”’; la
mitad de ellos lo hard tempranamente, en los dos primeros afios tras la infeccion,
mientras que el 5% restante necesitara, sin embargo, de un largo periodo de tiempo,
varias décadas a veces, para que se produzca la reactivacion enddgena de lesiones
(granulomas o tubérculos) aparentemente curadas, que albergan en su interior
micobacterias potencialmente viables; en tales casos, se denomina tuberculosis de

reactivacion o post-primaria’®. M. tuberculosis puede diseminarse por via hematdgena e
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implantarse en cualquier otro lugar del organismo y alli multiplicarse para dar lugar a

distintas manifestaciones clinicas’ (Figura 5).

Exposed ’ Infected with M. tuberculosis

Uninfected Active disease /\ Latent infection

] 50-75% | 90-95%

8.6 million people 2 billion people

Reactivation (5-10%)
Risk factors
Post primary
disease/

O

O

Primary progressive
disease

Figura 5: Diseminacion de M.tuberculosis. Tomado de Wlodarska et al. ™

En la infecciébn primaria los bacilos fagocitados provocan una respuesta pro-
inflamatoria que induce a los macrofagos a invadir el epitelio, produciéndose el
reclutamiento de células mononucleares de los tejidos adyacentes. Estos macrofagos
forman el entramado celular del granuloma temprano, que es la caracteristica primaria
de esta enfermedad. Ademas este nticleo de macrofagos estd rodeado por macréfagos
espumosos (altamente vacuolados) y otros fagocitos mononucleares, rodeados por
linfocitos. A medida que el granuloma madura se desarrolla una capsula fibrosa extensa
que encierra al niicleo de macrofagos y excluye a la mayoria de los linfocitos del centro
de la estructura. Parece ser que los macrofagos espumosos son las células responsables
de la acumulacion de restos caseosos en el centro del granuloma, que augura la
progresion hacia enfermedad activa’®. El centro caseificado es una localizacién muy
atractiva para la micobacteria. Estas lesiones, que pueden llegar a encapsularse, aislan a
la bacteria que tendria que hacer frente a condiciones anaerobias permaneciendo
inactiva durante la vida del hospedador inmunocompetente.

Sin embargo, en una infeccion progresiva, el centro necroético caseificado del granuloma
se licua y las cavidades vierten miles de agente infecciosos a las vias aéreas. El dafio

pulmonar provoca el desarrollo de tos productiva, que facilita la generacion de aerosoles
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infecciosos y la finalizacion del ciclo vital de la bacteria. El ciclo biologico de

M.tuberculosis en el hospedador esta descrito en la Figura 6.
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Figura 6: Ciclo bioldgico de M.tuberculosis. Tomada de Russell et al.”®

1.1.4 Cuadros clinicos

Los signos y sintomas clinicos de la tuberculosis son el reflejo de la localizacion de la
infeccion y la enfermedad primaria normalmente se restringe a las vias respiratorias

inferiores.

1.1.4.1 Tuberculosis respiratoria

La tuberculosis pulmonar tiene manifestaciones clinicas inespecificas, e incluso puede
detectarse en personas asintomaticas’. Lo habitual es que el paciente presente sintomas
de varias semanas de duracion consistentes en tos, expectoraciéon, en ocasiones
hemoptoica, dolor toracico y sintomatologia general como febricula o fiebre,
.y . . ’ . 4 (e o
sudoracion, astenia, anorexia y pérdida de peso’. La exploracion tordcica puede ser
anodina, o bien pueden auscultarse ruidos o estertores localizados o asimetrias en los
ruidos respiratorios. La clinica de la tuberculosis pleural consiste en dolor toracico,

sensacion de disnea, fiebre o febricula, con o sin sintomatologia general.
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La tuberculosis también puede afectar a los ganglios hiliares y mediastinicos, y
asociarse o0 no a otras formas toracicas y/o linfadenitis cervical. La afectacion
ganglionar es mas frecuente en nifios. Otra estructura toracica que puede verse afectada
por la tuberculosis es el pericardio, que se manifiesta como un derrame pericardico o
pericarditis constrictiva, que puede aparecer solo o asociado a una pleuritis u otra forma

de tuberculosis toracica.

1.1.4.2 Tuberculosis extra-respiratoria

M. tuberculosis puede diseminarse por via hematégena e implantarse en cualquier otro
lugar del organismo y alli multiplicarse para dar lugar a distintas manifestaciones
clinicas que dependeran del lugar de afeccion (Tabla 4). Del mismo modo que en la
tuberculosis pulmonar, la tuberculosis extratoracica puede verse acompaniada de
sintomatologia sistémica, aunque se observa con menor frecuencia. La pérdida de peso
es mas habitual en la tuberculosis diseminada y en la localizacion gastrointestinal’’. La
mayoria de las formas de tuberculosis extrapulmonar se asocian a una carga bacilar
escasa (formas paucibacilares).

e Tuberculosis del sistema nervioso central (SNC): La meningitis tuberculosa es la
forma mas frecuente de presentacion de tuberculosis en el SNC y su prondstico es fatal
sin tratamiento. El retraso en el inicio del tratamiento es el factor de riesgo mas
importante para la muerte *. Los sintomas suelen comenzar con malestar general, dolor
de cabeza intermitente y fiebre de bajo grado, seguido de 2 a 3 semanas con dolor de
cabeza intenso, vomitos, confusion, meningismo y signos neurolégicos® Los
tuberculomas, abscesos cerebrales, la hidrocefalia con hipertension intracraneal y los
infartos isquémicos secundarios a vasculitis son otras formas graves de presentacion de
la tuberculosis en el SNC.

e Tuberculosis osteoarticular: La localizacion vertebral es la mas frecuente
(espondilodiscitis tuberculosa o enfermedad de Pott). La sintomatologia inicial es muy
inespecifica, de evolucion lenta y falta de sintomatologia constitucional. Puede aparecer
dolor local y rigidez”. En casos avanzados la infeccion se extiende a las partes blandas
adyacentes, pudiendo afectar al canal medular y originar compresion medular. Las
localizaciones mas frecuentes son la columna toracica en los pacientes jovenes y la

lumbar en los mayores. También extenderse al espacio articular adyacente provocando
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artritis de origen tuberculoso afectando sobre todo a las articulaciones de cadera y
rodilla®.

e Tuberculosis urinaria: la sintomatologia es inespecifica o incluso asintomatica en
fases iniciales de la localizacion renal. Representa hasta el 27% de los casos de
tuberculosis extrarespiraroria *’. Si la enfermedad se extiende por el uréter y la vejiga
los signos y sintomas de inicio mas frecuentes son polaquiuria, disuria y hematuria. En
los uréteres y la vejiga puede producir fibrosis, estrechamiento o incluso obstruccion del
trayecto urinario.

e Tuberculosis genital: en varones se pueden afectar la prostata, el epididimo y
con menor frecuencia los testiculos y las vesiculas seminales. La localizacion prostatica
se manifiesta en forma de molestias locales, polaquiuria, urgencia miccional o
hematospermia. En las mujeres, la trompa de Falopio es la localizacion ginecoldgica
presente en mas de las 80% de las tuberculosis genitales femeninas. Habitualmente es
bilateral y se afecta también el endometrio. Las pacientes inician la clinica con dolor
abdominopélvico sin fiebre. Aunque de escasa prevalencia en Espafia, es una de las
causas mas frecuentes de infertilidad en el mundo”.

e Tuberculosis ganglionar: la localizacion mas frecuente es en los ganglios
linfaticos cervicales y de la region supraclavicular. No suele acompafiarse de
sintomatologia constitucional ni fiebre”’. Las adenopatias tienden a crecer gradualmente
incluso a pesar de un tratamiento eficaz y en principio son de consistencia rigida e
indolora.

e Tuberculosis miliar: ocurre una diseminacion hematdgena a multiples o6rganos.
Es una de las presentaciones mas graves de la tuberculosis y puede ser una
manifestacion primaria o una reactivacion precoz o tardia, incluso afios después®. El
cuadro clinico es variable, con sintomas insidiosos como fiebre o febricula y malestar
general, con un examen fisico anodino.

e Tuberculosis laringea: actualmente ocurre en menos del 1% de pacientes con
tuberculosis. Se produce fundamentalmente por extension local procedente del arbol
bronquial. El signo mas frecuente es la disfonia que debe hacer sospechar esta afeccion,
aunque también puede cursar con disfagia, tos, estridor, hemoptisis®. La tuberculosis
laringea se suele asociar a tuberculosis pulmonar bacilifera, y por lo tanto es una forma

altamente contagiosa.
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e Tuberculosis cutdnea: generalmente es una manifestacion de enfermedad

sistémica. Las manifestaciones de la tuberculosis cutdnea dependen de la situacion

inmunitaria del paciente .

e Tuberculosis gastrointestinal: puede comprometer cualquier parte del tracto
digestivo. La localizacién ileocecal es la mas frecuente. El pancreas, las vias biliares y
el higado también se pueden afectar®®. Ademas de la etiologia primaria, puede deberse a

deglucion de bacilos en pacientes con tuberculosis pulmonar, o a la ingestion de leche

contaminada no pasteurizada, inoculandose en el tracto intestinal®.

ganglionar
(linfatica)

claviculares.
Inflamacioén, dolor, ulceraciéon y supuracion del
nodulo.

Locales Sistémicos
Tuberculosis Dolor pleuritico. Febricula.
pleural Derrame pleural unilateral, exudativo, linfocitario. Dishea.
Tuberculosis Adenopatias preferentemente cervicales y supra- Sindrome constitucional

en personas con infeccién
por el VIH.

Poco frecuente en no
infectados por el VIH.

Tuberculosis
osteoarticular

Osteomielitis, artritis.

Dolor y abscesos en tejidos préoximos.

Espondilitis y espondilodiscitis.

Compresion radicular y paraplejia.

Desviacion de la columna y deformidades &steo-
articulares.

Sindrome constitucional
poco frecuente.

Tuberculosis
del sistema
nervioso
central
(meningitis,
tuberculomas)

Cefalea, signos meningeos.
Afectacién de pares craneales.
Hidrocefalia.

Trombosis de vasos cerebrales e ictus.
Hemiparesia, monoparesia.
Extrapiramidalismo.

Fiebre.

Anorexia, vémitos, males-
tar, cambio de caracter.
Confusion, estupor, coma.
Crisis convulsivas.

Tuberculosis
pericardica

Pericarditis exudativa o constrictiva.
Taponamiento pericardico.

Sindrome constitucional.
Hipotension.
Dishea.

Tuberculosis
genitourinaria

Piuria, hematuria, disuria, polaquiuria, con cultivos
convencionales negativos.

Dolor cdlico.

Nefritis intersticial.

Epididimitis, hidrocele, prostatitis.

Metrorragia, amenorrea.

Poco frecuentes.

Tuberculosis
gastrointes-
tinal

Masa abdominal, ascitis.

Ulceras y sangrado digestivo, generalmente de
tracto digestivo bajo.

Oclusion intestinal.

Fiebre, pérdida de peso,
diarrea.

Tuberculosis
diseminada/
miliar

Predominan los sintomas sistémicos. Puede haber
meningitis acompafiante, sobre todo en nifios, con
su cortejo clinico.

Malestar, fiebre, anorexia,
pérdida de peso, sudora-
cién nocturna, debilidad.
Raramente, shock y dis-
trés respiratorio agudo.

Tuberculosis
cutanea

Nédulos recurrentes con signos inflamatorios.

Tabla 4: Signos y sintomas de la tuberculosis extrapulmonar

Tomado de Guia de Practica Clinica sobre el Diagnoéstico, el Tratamiento y la Prevencion de la

Tuberculosis. Grupo de trabajo de la Guia de Practica Clinica sobre el Diagnostico, el Tratamiento y la

., . 84
Prevencion de la Tuberculosis

19




Introducciéon

1.1.5 Inmunologia de la tuberculosis
* Respuesta inmune innata:

El moco de la vias aéreas superiores es la primera linea de defensa con la que se
enfrenta la micobacteria, ya que contiene diversos efectores solubles como la lisozima,
lactoferrina, defensinas y catelicidinas®*®. Durante las primeras semanas después de la
exposicion, el huésped practicamente carece de defensas inmunitarias frente a la
infeccion. Los pequefios indculos inhalados se multiplican en los espacios alveolares o
en el interior de los macrofagos. M. tuberculosis llega a los alvéolos donde entra en
contacto con los macrofagos alveolares que constituyen la primera linea de defensa en
el pulmoén. El reconocimiento del bacilo se da a través de receptores que reconocen
patrones moleculares (RRPM) del bacilo® ®; lo cual se traduce en la entrada de la
micobacteria a la célula huésped. Este contacto inicial es crucial y definiré el control de
la infeccion, o bien, el desarrollo de la enfermedad. Se induce la produccion de

90-92 .
que inducen la

moléculas como interleucina-1 (IL-1), TNF-a y 6xido nitrico (NO)
activacion y orientacion de la respuesta adaptativa a través del reclutamiento de
linfocitos T al sitio de lesion, activacion de células dendriticas y produccién de citocinas
y quimiocinas. A pesar de todos estos mecanismos de defensa, M.tuberculosis utiliza
diversas estrategias para sobrevivir en el interior de los fagosomas de los macrofagos: la
ureasa micobacteriana, la secreccion abundante de superdxido dismutasa, catalasa,
tiorredoxina y otros antioxidantes. Todo ello garantiza la supervivencia continuada del
microrganismo en el interior de la célula huésped y la posibilidad de multiplicarse sin

restricciones durante semanas; sin embargo a la larga sobreviene la respuesta inmune

celular.
= Respuesta inmune celular:

Los mecanismos celulares efectores que coadyuvan al control de la infeccion estan

dados principalmente por el macrofago y las células T (CD4 y CDS):

Células T CD4: Especialmente la subclase Thl que producen citoquinas como IFN-
vy activando la actividad antimicrobiana en el macréfago. La interaccion de TCD4 con
CDA40 incrementa la presentacion de antigeno, actividad co-estimulatoria que induce la

liberacion de quimiocinas y regula respuesta inmune celular. Las células T CD4 pueden
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inducir apoptosis (FasL, principalmente) o lisis (perforinas y granulisinas) de las células

infectadas lo cual resulta de gran importancia en el control de la infeccion.

Células T CD8: Las funciones efectoras de las células T CD8 se caracterizan por la

secrecion de IFN-y y por su respuesta citotoxica contra macrofagos infectados.

1.2 Epidemiologia

1.2.1 Antecedentes historicos

La tuberculosis es una de las enfermedades mds antiguas que afectan a los seres
humanos. Se estima una antigiedad entre 15000 a 20000 afios. Aunque existe un
tratamiento  antituberculoso eficaz y asequible, la tuberculosis sigue siendo un

. .. . 111
importante problema sanitario a escala mundial

. Las huellas més antiguas de la
tuberculosis datan del Neolitico. Paul Bartels, en 1907, describio el primer caso a
partir de varias vértebras dorsales encontradas en un cementerio cerca de Heidelberg y
pertenecientes a un adulto joven que vivio hacia el 5000 a.C. Se apreciaba la
destruccion parcial de los cuerpos de las vértebras 4* y 5% El cuadro es el caracteristico
del mal de Pott.

El término tuberculosis lo introdujo en 1839 Johann Lukas Schonlein (1793-1864),
médico alemén, que lo adaptdé de la palabra tubérculo, empleada ya en 1689 por su
compafiero inglés Richard Morton (1637-1698) para describir las lesiones
caracteristicas de la enfermedad.

La tuberculosis ha sido conocida con diversos nombres; en muchos textos antiguos de
medicina aparece el término tisis, del griego phythysis °, que significa secar, y que se
utilizaba con la idea de consumirse, resultado de la caquexia originada por la afeccion.
También podemos encontrar escritos en los que se alude a ella como peste blanca, pues
la tuberculosis endémica que comenzd a principios del siglo XVII y que continud
durante 200 afios ocasiond una elevada mortalidad en Europa, y record6 a la producida
en épocas anteriores por la llamada peste negra.

En la segunda mitad del siglo XIX fue cuando se empezd a aceptar la naturaleza
transmisible de la tuberculosis, tomando como punto de partida los trabajos de Jean

Antoine Villemin, que en 1869 demostré que la enfermedad podia inocularse y, por
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ello, contagiarse. Unos afios mas tarde, Robert Koch publicé los resultados de sus

94

investigaciones”  en las cuales consigui6 aislar el agente etioldgico causante de la

tuberculosis, que le valieron el premio Nobel en 1905; se evidenciaba, de esta manera,
no soOlo el caracter transmisible de la enfermedad, sino también su naturaleza
infecciosa’.

A partir de la publicacion del trabajo de Koch, en 1882, el 24 de marzo, fecha que
actualmente consideramos el Dia Mundial de la tuberculosis, se desarrollaron una serie
de estudios fundamentados en propiedades especificas de la bacteria, como la tincion

1° y Neelsen”, basada en su caracteristica de 4cido-alcohol

9

innovada por Zieh

8 . ., , .
y la aplicacién clinica

de la técnica de Mantoux’’, o la invencion de la vacuna de Calmette-Guérin'®,

resistencia, el hallazgo de la reaccion cuténea a la tuberculina

Cuando cambid el destino de los enfermos tuberculosos radicalmente fue, sin embargo,
con la llegada de los antibidticos al tratamiento de las enfermedades infecciosas '*'. El
descubrimiento de la estreptomicina (S) y su uso en tuberculosis humana en 1944
sentaron las bases de la llamada era moderna de la tuberculosis, la época de la
quimioterapia'®?. A este primer antibiético le seguirian otros en los afios y décadas
posteriores. Se aprendio la principal limitacion de éstas drogas: el hecho fundamental
que cuando se emplean en monoterapia, con frecuencia llevan al fracaso con aparicion
de resistencia bacteriana. Se demostr6 que la asociacion de dos drogas, la
estreptomicina y el acido-paramino-salicilico (PAS), retardaba o eliminaba el desarrollo
de la temida resistencia bacteriana. El gran hito en el aspecto terapéutico lo constituyd
la introduccion de la isoniazida (H) en 1952, farmaco que volvioé curable la mayor parte
de los casos de tuberculosis. Posteriormente, la aparicion de rifampicina (RIF) en 1970
acortd notablemente la duracion del tratamiento, empleando H y R de forma combinada,
y a 6 meses, con el uso terapéutico de multiples agentes, como los anteriores y

pirazinamida (Z).

1.2.2 Situacion actual de la tuberculosis

La tuberculosis es la segunda causa mundial de mortalidad, después del sida, causada
por un agente infeccioso. Segun los datos de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en 2013, 9 millones de personas enfermaron de tuberculosis y 1,5 millones

murieron por esta causa, de las cuales 360.000 eran VIH positivas'".
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1.2.2.1 A nivel mundial

La tasa mundial de nuevos casos de tuberculosis ha venido disminuyendo durante cerca
de un decenio. Las tasas de incidencia de la tuberculosis estan disminuyendo en las seis
regiones de la OMS, aunque a ritmo todavia lento (1,5% al afo) (Figura 7) y la tasa
mundial de mortalidad de la tuberculosis se ha reducido en un 45%, en comparacién con
1990 ( Figura 8). De los 9 millones de personas infectadas con M.tuberculosis en 2013,
mas de la mitad (56%) corresponden a pacientes del sur-este asidtico y de las regiones
del oeste del Pacifico. Aproximadamente un cuarto son de la region africana, que tiene
la tasa mas alta de casos y muertes por poblacion. India y China corresponden a un 24%

y 11% del total''.
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Figura 7: Tasas estimadas de tuberculosis en el mundo. Afio 2013

Tomado de OMS: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx
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Estimated TB mortality rates excluding TB deaths among HIV-positive people, 2013
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Figura 8: Tasas estimadas de mortalidad por tuberculosis (excluyendo mortalidad de tuberculosis
en pacientes VIH). Afio 2013

Tomado de OMS: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx
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Figura 9: Porcentaje de casos nuevos de tuberculosis multiresistente (MDR-TB)

Tomado de OMS: http://gamapserver.who.int/mapLibrary/app/searchResults.aspx

En 2013, entre los casos notificados de tuberculosis pulmonar hubo unos 480000 casos
de tuberculosis multirresistente. Esto supone, del global, un 3,5% de los casos nuevos

(Figura 9) y un 20,5% de los casos tratados previamente. Ademads se estima que un 9%

de los pacientes con MDR-TB son XDR-TB''
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1.2.2.2 En Europa

Desde el afio 2001, la incidencia de tuberculosis ha ido disminuyendo a un ritmo de un
5% por afio. Los paises fuera de la Unién Europea (UE) y Area Econdémica Europea
(AEE) tienen mayores tasas de tuberculosis y de multirresistencia, mientras que en los
paises de la UE/AEE los casos se restringen a grupos poblacionales mas vulnerables,
como extranjeros o presos. En 2012, la incidencia estimada de tuberculosis en la Region
Europea fue de 353.000 nuevos casos, lo que equivale a una tasa de 39.4 casos por
100000 habitantes. Esta cifra representa un 4% del total de incidencia de casos nuevos a
nivel mundial. El 85% de los casos de la Region Europea ocurrié en 18 paises
(Armenia, Azerbaiydn, Bielorrusia, Bulgaria, Estonia, Georgia, Kazajstdn, Kirguistan,
Letonia, Lituania, Moldavia, Rumania, Rusia, Tayikistdn, Turquia, Turkmenistan,
Ucrania y Uzbekistan), denominados de alta prioridad (Figura 10). El nimero absoluto
de casos nuevos decrecio un 12% con respecto al afio anterior.

La prevalencia estimada de tuberculosis en el afio 2012 en la Region Europea se sittia en
492000 casos, equivalente a 54.8 casos por 100000 habitantes. Ese mismo afo se
asocian 35000 muertes por tuberculosis en pacientes VIH negativos. La cifras estimada
de casos de multiresistencia (MDR) es de 76.400 casos, de los cuales el 43.7% fueron
detectados en 2012. En total se detectaron 339 casos de XDR TB.

Si restringimos los datos a paises pertenecientes a la UE/AEE, en 2012 se notificaron

68.423 casos de tuberculosis, un 6% menos que en 2011'%.
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Map 1b: Estimated TB incidence per 100000 population, European Region, 2012
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Figura 10: Incidencia estimada de tuberculosis por 100000 habitantes. Region Europea, 2012

Tomado de European Center for Disease Prevention and Control '®®

1.2.2.3 En Espafia

En Espaiia, desde el afio 2004 se dispone de informacion a nivel estatal sobre los casos
de tuberculosis de todas las localizaciones en tres categorias de declaracion:

tuberculosis respiratoria, meningitis tuberculosa, y otras tuberculosis.

A fecha de 4 de noviembre de 2014, la incidencia de la tuberculosis sigue descendiendo en
Espana, debido sobre todo al descenso de la tuberculosis respiratoria. Las tasas de
meningitis tuberculosa se mantienen estables los ultimos afios, y las del resto de
localizaciones, tras un aumento continuado hasta el afio 2010, comienzan a disminuir, pero
no de forma tan acusada como las formas respiratorias. La proporcion de casos nacidos
fuera de Espafia se mantiene estable los ultimos afios, cercana al 30%. El descenso del
numero total de casos de tuberculosis, especialmente desde el ano 2008, se ha producido
tanto en casos espafioles como en extranjeros, si bien en los espafioles ha sido mas acusado.

194 Mas concretamente, los datos son los siguientes:

En Espaia en el afio 2013 se notificaron 5.535 casos de tuberculosis, lo que corresponde a
una tasa de incidencia de 11,88 casos por 100.000 habitantes. Esta tasa es un 8,3% inferior a
la del afio 2012, en que fue de 12,95 casos/100.000 habitantes. Del total de casos, 4.166

corresponden a tuberculosis respiratoria, 73 a meningitis tuberculosa, y 1.296 a tuberculosis
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de otras localizaciones. El grupo de edad mas afectado en pacientes espafioles fue en
mayores de 65 anos; mientras que en pacientes extranjeros fue de 25-34 afios (Figura
11). El numero de casos en menores de 15 afios fue de 383 (7% del total) en 2013,
practicamente igual al del afio 2012. Se dispone de informacion acerca del estatus VIH en el
momento del diagnostico de tuberculosis en 4.176 casos (75%), de los que 280 (6,7%) eran
VIH positivos, y 3.896 (93,3%) negativos. El porcentaje de casos extranjeros respecto al
total de casos de tuberculosis varia mucho entre las CCAA. La Rioja (61,2%) Murcia
(54,2%), Cataluna (48,5%) y Madrid (43,4%), son las que presentan una mayor proporcion
de casos nacidos fuera de Espafia, mientras que Asturias (7%), Extremadura (6,1%) y
Galicia (5,3%) son las de menor porcentaje de extranjeros. El pais de procedencia con
mayor porcentaje de casos es Marruecos (23%), seguido a distancia por Pakistan (11%),

Rumania (10%), y Bolivia (7%).

De los datos de laboratorio disponibles se obtuvieron 3.637 cultivos positivos, en 769
(21,1%) se aislo M. tuberculosis, en 25 (0,7%) M. bovis, en 2 (0,05%) M. africanum y en 1

(0,03%) M.caprae. En el resto (2.840) se senalaba M. tuberculosis complex sin especificar.
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Figura 11: Casos de tuberculosis por grupos de edad y pais de nacimiento. Espafia, 2013

Tomado de Centro Nacional de Epidemiologia '**
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1.2.3 Poblaciones de riesgo
- Tuberculosis y VIH

El impacto producido por la tuberculosis se ha visto reforzado por la pandemia
producida por el VIH, ya que la confeccion agrava ambas enfermedades '®. Los
pacientes infectados por el VIH no so6lo estan predispuestos a la reactivacion de una
infecciéon remota (por compromiso progresivo de la inmunidad celular) sino que
también a la progresion rapida de una infeccion adquirida recientemente.
Aproximadamente 35 millones de personas en todo el mundo viven actualmente con
VIH/SIDA'®, por tanto el potencial de interaccion continuada entre sida y tuberculosis
sigue siendo inmenso. Una tercera parte de las personas infectadas por el VIH en todo el
mundo estan infectadas también con el bacilo tuberculoso, aunque ain no padecen
tuberculosis activa. Las personas doblemente infectadas tienen entre 26 y 31 veces mas
probabilidades de llegar a padecer tuberculosis activa que quienes no estan infectadas
por el VIH'' Se estima que el riesgo de muerte en personas coinfectadas con
M.tuberculosis y VIH es el doble con respecto a los pacientes solamente infectados por
VIH.

- Tuberculosis e inmigracion

En la actualidad, con el aumento de la inmigracion y la facilidad para viajar, los paises
industrializados se estan enfrentando a un aumento de sus tasas de tuberculosis,
importada por inmigrantes de zonas donde la enfermedad todavia es endémica. Los
inmigrantes reproducen en el pais de destino la misma situacion epidemioldgica de sus
lugares de origen, y la mantienen dos o tres generaciones después de haberse
establecido en el pais, ya que tienden a vivir en comunidades relativamente cerradas.
Ademas la situacion de la mayoria de ellos es marginal, lo que dificulta el acceso al
sistema sanitario y la posible deteccion y tratamiento; por éste mismo motivo el nimero

de enfermos diagnosticados en los inmigrantes es siempre inferior al real.
- Trasplantes

La tuberculosis es una de las infecciones oportunistas mas importantes en los

. . A1:1.107,108
pacientes receptores de un trasplante de drgano solido ™~

. La mayoria de los casos de
TB en receptores de trasplantes de 6rgano solido se deben a la reactivacion de una

infeccion latente tras el inicio del tratamiento inmunosupresor. En todo candidato se
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debe evaluar si existen antecedentes de tuberculosis clinica o radiologica y el
tratamiento recibido y, en su ausencia, realizar una prueba de tuberculina. En caso de
ser ésta positiva, tras descartar enfermedad activa se valorard la realizacion de

quimioprofilaxis .

1.2.4 Epidemiologia molecular

La caracterizacion de una cepa concreta de M.tuberculosis es importante tanto con fines
epidemioldgicos como en el seguimiento de la transmision de una persona a otra, la
distincién entre una reinfeccion exdgena y una reactivacion endogena en los casos de
tuberculosis recurrente y la identificacion de contaminacion cruzada en los cultivos del
laboratorio. La aplicacion de estas técnicas en las practicas habituales de prevencion y
control de la tuberculosis se consideran actualmente justificadas y parece especialmente
util la existencia de centros de referencia que permitan estudios mas extensos que los de
un 4rea sanitaria determinada''’.

Los métodos usados para tipificacion son los siguientes:

Analisis del polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion (RFLP): Es la
técnica de tipificacion mas conocida y utilizada. El método se basa en el nimero
variable de copias de la secuencia de insercion IS6110 que presentan las diferentes
cepas (de 0 a 25) y en su posicion en el genoma. Actualmente se considera el RFLP de
la IS6110 como la técnica de referencia'''. Sin embargo, esta técnica presenta algunas
limitaciones, ya que no puede utilizarse si la micobacteria tiene menos de 6 copias de
este fragmento en su cromosoma, en cuyo caso es preciso la utilizacion de otras

112,113

técnicas Ademas, requiere grandes cantidades de ADN (lo que implica la

realizacion de subcultivos que precisan varias semanas), es técnicamente complejo y
caro! 11114
Tipificacion de oligonucleotidos espaciadores (Spoligotyping): Entre las técnicas
alternativas al RFLP, el spoligotyping es la mas extendida. Se basa en la existencia en el
genoma de una zona (region DR), que contiene unas secuencias repetitivas de 36 pb, las
DR. Entre éstas hay secuencias espaciadoras que son de composicion y longitud
variable en diferentes cepas. Es una técnica facil, basada en la PCR y no requiere
grandes cantidades del microorganismo. El principal inconveniente de esta técnica es el

menor poder de discriminacion respecto al RFLP, lo cual impide su utilizacién como

A r s e 114,11 : . .
técnica de eleccion definitiva'*'"°. Sin embargo, posee una ventaja apreciable sobre la
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técnica RFLP ya que permite visualizar con mayor claridad las cepas no idénticas que
forman parte de una familia o de un clon grande.

Analisis de las unidades micobacterianas repetitivas intercaladas (MIRU): También
es una técnica de PCR. Se basa en la variabilidad en el nimero de copias de secuencias
repetitivas de 40 a 1.000 pb en 12 zonas intergénicas diferentes del genoma de
M.tuberculosis. En cada uno de los 12 loci hay de 2 a 8 alelos, lo que da lugar a unos
20 millones de posibles combinaciones de alelos. La técnica es ligeramente mas
discriminatoria que la de spoligotyping ''°. La técnica MIRU puede utilizarse como
método de cribado, ya que permite una discriminacion adecuada en la mayoria de los
casos, y completarse con RFLP de la IS6110 cuando se requiera una discriminacion

adicional.

1.2.5 Programas de control de la tuberculosis

Con el fin de intentar el control mundial de la tuberculosis, la OMS comenzd a
promover una estrategia a nivel internacional, en la que se empezaban a formar los
elementos principales de lo que en 1995 se convertiria en el DOTS o terapia acortada
directamente observada, en sus siglas inglesas (directly observed therapy short-course).
Esta estrategia se basaba en frenar la progresion de la TB de forma global, mediante el
diagnodstico precoz de los enfermos y la curacion de los casos contagiosos.
Posteriormente se desarrolld el “Plan mundial para detener la tuberculosis 2006-2015”
en el que se describen la medidas y los fondos necesarios, durante los proximos afios,
para acelerar los avances en el desarrollo de nuevos instrumentos contra la enfermedad
(medios diagnoésticos, medicamentos y vacunas) y su aplicacion en los paises para
alcanzar las metas acordadas universalmente para detener la tuberculosis (Organizacion
Mundial de la Salud. Plan Mundial para Detener la Tuberculosis, 20062015 / Alianza
Alto a la Tuberculosis. 2006).

Por otro lado, para detener la tuberculosis, la OMS ha formulado una nueva estrategia
que aprovecha los éxitos del enfoque DOTS y aborda expresamente los principales
problemas que plantea la enfermedad. El objetivo es reducir radicalmente la carga
mundial de tuberculosis, para 2015 y apoyar el desarrollo de nuevos instrumentos

eficaces para prevenir, detectar y tratar la enfermedad.
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1.3  Diagndstico microbioldgico

1.3.1 Diagnostico de la infeccion tuberculosa

1.3.1.1 Prueba de la tuberculina

La prueba de Mantoux o prueba de la tuberculina consiste en la inyeccion intradérmica
de un PPD (Derivado Proteico Purificado). Este test se basa en la hipersensibilidad que
pueden tener las personas que han estado en contacto previo con el bacilo tuberculoso,
que han sido vacunadas con M.bovis BCG o que han tenido una infeccion con

117-119 . , ,
. En la actualidad es uno de los métodos mas

micobacterias no tuberculosas
empleados para el diagndstico de infeccion tuberculosa, sin embargo tiene unas
importantes limitaciones: sensibilidad suboptima en individuos con diminucion de la
inmunidad celular, baja especificidad en vacunados con M.bovis BCG, efectos booster,
la necesidad de una técnica estandarizada de administracion y lectura y dificultades en
la interpretacion. Debido a estas limitaciones inherentes a la prueba de la tuberculina,

recientemente, se han desarrollado diversos inmunoensayos para optimizar el

diagnéstico de la infeccion tuberculosa.

1.3.1.2 Interferon-Gamma Release Assays (IGRAS)

En estos ultimos afios han aparecido nuevas técnicas con el objetivo de mejorar el

12 r . . ’
% Estas técnicas detectan el interferon

diagnostico de la infeccion tuberculosa latente
gamma producido por las células T previamente estimuladas (sensibilizadas) por
antigenos especificos de M. tuberculosis como el ESAT-6 (Early Secretory Antigen
Target-6) y el CFP-10 (Culture Filtrate Protein 10). Existen dos test comercializados:
el QFT (QuantiFERON TB Gold o QuantiFERON TB Gold in-Tube, (Cellestis,
Australia) y el T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Reino Unido). El QFT Gold In-Tube
incorpora, ademas de los dos antigenos citados, un tercero, el TB7.7. E1 QFT estimula la
sangre total incubada con los antigenos y determina por ELISA la cantidad de
interferon. El T-SPOT.TB requiere separar primero las células mononucleares,
estimularlas con los antigenos y hacer la lectura por medio de la técnica del ELISPOT
121-123

en la cual cada punto representa una célula T secretora de gamma-interferén

Entre las caracteristicas que podrian significar una ventaja de los IGRA en comparacion
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con la prueba de la tuberculina figuran una mayor especificidad y menos reacciones
cruzadas con la vacunacion BCG. Ademads la interpretacion es menos subjetiva y se
obtienen los resultados de forma rapida. Si bien, estos los test IGRA tienen un mayor

coste y requiere un procesamiento de las muestras en el laboratorio'**.

1.3.2 Diagnostico de la enfermedad tuberculosa

1.3.2.1 Muestras: seleccion, recogida, transporte y conservacion.

La seleccion de la muestra dependerd de la sintomatologia del paciente y de su
enfermedad de base®. En caso de sospecha de tuberculosis de localizacion pulmonar, la
muestra mas facil, accesible y rentable es el esputo. Dado que la liberacion de bacilos
no es continua se recomienda la obtencion de tres muestras seriadas en dias sucesivos.
También se pueden enviar muestras obtenidas por técnicas broncoscopicas y biopsias
respiratorias. El jugo gastrico es una buena muestra indicada fundamentalmente en
nifios o adultos en los que no es posible la obtencidon de un esputo adecuado.

Cuando se sospecha una infeccion diseminada por micobacterias, la sangre es la mejor
muestra para su deteccion. Tras la sangre, la médula 6sea es la muestra de mayor
rendimiento. Otras muestras empleadas para el diagnodstico de enfermedad tuberculosa
son: liquidos estériles (cefalorraquideo, articular, peritoneal, pleural, pericardico),

biopsias de diferentes localizaciones y orina.

1.3.2.2 Pretratamiento de las muestras: descontaminacion y

concentracion

Es necesario recurrir a un pretratamiento adecuado de las muestras clinicas antes de la
tincion y siembra en los medios de cultivo con el objeto de eliminar en la medida de lo
posible los microorganismos acompanantes y para favorecer la concentracion de las
micobacterias sobre todo en muestras paucibacilares. El elevado contenido lipidico de la
pared de micobacteriana le confiere una mayor resistencia a los acidos y bases fuertes
que pueden ser utilizados como agentes descontaminantes’. Existen numerosos
protocolos de descontaminacion: método de Petroff (hidréxido sédico), Kubica-

Krasnow (cisteina y cloruro de benzalconio) y Tacquet y Tison (hidréxido sodico y
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laurilsulfato de sodio) entre otros.; pero no existe un método ideal que sirva para todas
las muestras clinicas, medios de cultivo y técnicas diagnosticas utilizadas®. La
combinacion N-acetil-L-cisteina mas NaOH al 2% es el método de descontaminacion-
digestion mas difundido y el recomendado para la mayoria de los sistemas de cultivo

automaticos con medios liquidos.

1.3.2.3 Baciloscopia

Es el procedimiento mas simple, barato y rdpido para proporcionar al clinico una
orientacion diagnostica preliminar. Permite valorar la calidad de las muestras recibidas,
identificar los pacientes mas contagiosos, y ademas resulta util para monitorizar la
respuesta de los pacientes al tratamiento antituberculoso. Para que los microorganismos
sean detectables deben existir entre 5.000-10.000 bacilos/ml en la muestra. Esto hace
que un porcentaje variable (30-50%) de los casos de TB no sean baciliferos, por lo que
una baciloscopia negativa nunca descarta la enfermedad. Los métodos mas utilizados
para determinar la acido alcohol resistencia (AAR) de las micobacterias son®:
» Las tinciones basadas en la utilizacién de fucsina fenicada como colorante
primario (Ziehl- Neelsen (Figura 12), Kinyoun).
= Me¢étodos que utilizan como colorante primario determinados fluorocromos

(auramina o auramina rodamina) donde los microorganismos que son AAR,

bajo la luz ultravioleta, aparecen fluorescentes de color amarillo o naranja

dependiendo del filtro empleado (Figura 12).
La microscopia presenta una sensibilidad en torno al 60% comparada con el cultivo'.
La especificidad del examen directo de la muestra para determinar el género
Mycobacterium es bastante elevada; pero, no hay que olvidar que existen otras bacterias
que pueden presentar diferentes grados de AAR como son: Nocardia spp., Rhodococcus
spp., Tsukamurella spp., Gordonia spp. y Legionella micdadei. Un aspecto importante
del informe es la cantidad de BAAR observados. Para tratar de sistematizar la emision

de resultados se han propuesto diferentes esquemas que se resumen en la Tabla 5.
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Informe Ziehl-Neelsen ( = 1.000) Tincion fluorescente ( = 250) Tincion fluorescente ( x 450)
Negativo 0 0 0

Dudoso (repetir) 1-2/300 campos (3 barridos) 1-2/30 campos (1 barrido) 1-2/70 campos (1,5 barridos)
Positivo 1 + 1-9/100 campos (1 barrido) 1-9/10 campos 2-18/50 campos (1 barrido)
Positivo 2 + 1-9/10 campos 1-9/campo 4-36/10 campos

Positivo 3 + 1-9/campo 10-90/campo 4-36/campo

Positivo 4 + = 9/campo = 90fcampo = 36[/campo

Tabla 5: Interpretacion e informe de la microscopia (baciloscopia) para la deteccion de bacilos
acido-alcohol resistentes (BAAR)

Tomado de Gonzalez-Martin et al.
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Figura 12: Tinciones para visualizacion de micobacterias

A: Tincién de Ziehl-Neelsen de Mycobacterium spp;

B: Tincion de auramina de Mycobacterium spp.

1.3.2.4 Medios de cultivo

El cultivo es considerado como la técnica de referencia para detectar micobacterias en
muestras clinicas, y posee mucha mayor sensibilidad que la tincion, siendo capaz de
detectar entre 10-100 bacterias/ml de muestra”. Ademas permite el aislamiento del
agente causal, la identificacion de la especie, los posteriores estudios de sensibilidad
frente a los antimicrobianos, asi como la monitorizacion del tratamiento y curacion del
paciente. Para el aislamiento de las micobacterias se utilizan tanto medios s6lidos como
liquidos.

1. Los medios solidos pueden ser de formulacion compleja, con base de huevo,
como el medio de Lowenstein-Jensen, o semisintéticos, con base de agar, como los
medios de Middlebrook 7H10 y 7H11. La ventaja fundamental de estos medios, frente a
su lentitud, es que permiten la visualizacion morfologica de las colonias como un
primer paso en la identificacion presuntiva, asi como la posibilidad de detectar cultivos

126
no puros .
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2. Los medios liquidos se utilizan en frascos cerrados herméticamente y suelen
basarse en formulaciones parecidas al medio Middlebrook 7H9 suplementado con
diversos factores de crecimiento y mezclas de antibidticos. En general, son medios muy
enriquecidos que recuperan un mayor nimero de micobacterias y mas rapidamente que
los medios solidos. Tras ser inoculados, se incuban en estufas permitiendo su lectura
bien de forma manual o de forma automética®.

Los sistemas de deteccion automatica o semiautomatica han mejorado la recuperacion
de todo tipo de micobacterias, disminuyendo considerablemente el tiempo de deteccion
de las mismas. Monitorizan el crecimiento micobacteriano detectando la produccion de
CO:2 0 el consumo de O, a través de indicadores radiométricos, fluorométricos o
colorimétricos. El sistema BACTEC con tubo de indicador de crecimiento
micobacteriano MGIT (Mycobacterial Growth Indicator Tube, Becton Dickinson
Microbiology Systems, EEUU), que detecta crecimiento mediante método

fluorométrico, es el mas utilizado.

Como regla general, el tiempo de incubacion debe ser prolongado. Aunque no hay un

, . . . 6
acuerdo unanime, el periodo de 6-8 semanas parece ser el mas adecuado’.

1.3.2.5 Técnicas de identificacion de micobacterias

1.3.2.5.1 Identificacién fenotipica

Las técnicas de identificacion fenotipica se siguen usando para la caracterizacion de los
aislamientos *. Entre ellas cabe citar la observacién de diferencias microscopicas
(orienta de forma presuntiva la identificacion de alguna especie); la velocidad y
temperatura de crecimiento; las caracteristicas de la colonia (morfologia, produccion de
pigmento) y las pruebas bioquimicas (catalasa semicuantitativa y termotolerancia de la
misma, hidrélisis del Tween 80, ureasa, produccién de niacina, reduccion de nitratos,

actividad fosfatasa 4cida, actividad arilsulfatasa, actividad pirazinamidasa, actividad o-

esterasa, resistencia a la isoniacida).
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1.3.2.5.2 ldentificacion cromatogréfica

El andlisis cualitativo de la composicion lipidica de la pared de las micobacterias
permite diferenciar especies o grupos de especies. Existen tres tipos de técnicas
cromatograficas utilizadas en la identificacion: cromatografia en capa fina (TLC),
cromatografia de gases (GLC) y cromatografia liquida de alta presion (HPLC). En todas
ellas se obtiene la muestra adecuada a partir de la cepa, después de una extraccion y
separacion de los lipidos del resto de componentes celulares y de un tratamiento que
posibilite su migracion o volatilidad. En general son técnicas que permiten la
identificacion de especie, con sus limitaciones, en un periodo razonablemente rapido (1-

2 dias)®.

1.3.2.5.3 Identificaciéon molecular

Las técnicas genéticas poseen una elevada eficacia en la identificacion del complejo
M.tuberculosis y permiten la identificacion de la mayoria de especies que se aislan a
partir de muestras clinicas”. Durante los ultimos afios se ha utilizado con éxito la
identificacion del M. tuberculosis mediante un método comercial basado en sondas de
hibridacion quimioluminiscentes aunque recientemente se estan difundiendo diversos
métodos basados en hibridacién con sondas inmovilizadas en tiras de nitrocelulosa y
revelado enzimatico capaces de identificar de 10-15 especies distintas con una
especificidad cercana al 100% 27 Durante la ultima década se han desarrollado
diferentes métodos moleculares, especialmente de amplificacion gendmica, para la
deteccion e identificacion del complejo M. tuberculosis directamente en muestras
clinicas. En virtud de las diferentes dianas (hsp65, regiones de la subunidad ribosémica
16S, region intergenética 16S-23S ribosomal, elementos de insercion), métodos de
amplificacion y deteccion utilizados existen en la actualidad multiples sistemas
comerciales y caseros. La mayoria de los estudios se han aplicado a la tuberculosis
pulmonar, utilizando la técnica de PCR y la IS6110 como diana genética. Aunque se
han descrito aislamientos carentes de esta secuencia, en general su rendimiento ha sido
superior al de otras dianas propuestas. En las mejores condiciones de ensayo la
sensibilidad es menor que el cultivo y est4 relacionada con la carga bacteriana, de forma
que en muestras con baciloscopia positiva oscila entre 90- 100% mientras que en

aquellas con baciloscopia negativa se sitia entre 60-70%'%".
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La amplificacion de acidos nucleicos complementa, pero no reemplaza el juicio clinico,
las tinciones de 4cido-alcohol resistencia y el cultivo en el diagndstico de la
tuberculosis. Cuando el grado de sospecha clinica de tuberculosis pulmonar es alto pero
la baciloscopia es negativa, una prueba de amplificacion de acidos nucleicos positiva
tiene un valor predictivo alto de tuberculosis y permite instaurar precozmente el
tratamiento. Estas técnicas también son utiles para tuberculosis extrapulmonar usando
muestras no respiratorias como liquido pleural, orina, LCR o tejidos, pudiendo ayudar a
su diagndstico. No obstante cabe senalar que las técnicas de amplificacion de acidos
nucleicos no pueden distinguir entre microorganismos viables y los muertos y no se

deben de usar para monitorizar la respuesta al tratamiento.

1.3.2.5.4 Matrix-assisted laser desorption/ionization-time of
flight (MALDI-TOF)

La espectrometria de masas (EM) MALDI-TOF se trata de un método que, mediante la
aplicacion de energia laser a una muestra embebida en una matriz, consigue vaporizar e
ionizar esa matriz, que eventualmente puede arrastrar en esa vaporizacion € ionizar a su
vez a una muestra representativa de las proteinas contenidas en la muestra. Esas
proteinas ionizadas son sometidas a aceleracion en un campo eléctrico y a una
migracion a través de un tubo de vacio hasta un detector. El tiempo que transcurra desde
su vaporizacion/ionizacion hasta su deteccion dependera del cociente masa/carga (m/z)
de esa proteina, y ese cociente m/z permitira determinar la masa exacta de la proteina de
manera extremadamente fiable. En el caso de los microorganismos, se genera de esta
forma un perfil de proteinas con diferentes cocientes m/z, que se comporta como una
huella dactilar, permitiendo identificar con gran fiabilidad al microorganismo a partir de

12
1'%,

dicho perfi Se han desarrollado sistemas comerciales con bases de datos y

programas de manejo sencillo, utilizdndose la EM MALDI-TOF como un método
rapido y fiable para la identificacion bacteriana. Se han realizado algunos estudios'*’'**
sobre la utilidad de MALDI TOF en la identificacion de micobacterias obteniendo
buenos resultados, sin embargo las cepas pertenecientes a especies del complejo
tuberculosis se identificaron solamente a nivel de complejo, siendo imposible su

132,133

diferenciacion a nivel de especie . Del mismo modo es incapaz de discriminar entre

especies muy proximas como M. abscessus/M. massiliense, M. mucogenicum/M.
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phocaicum, y M. chimaera/M. intracellulare, M.abscessus/M.chelonae y entre especies

pertenecientes a complejos como M.avium complex'*.

1.3.2.6 Técnicas de estudio de sensibilidad antibiotica

Los métodos fenotipicos convencionales pueden basarse en medios s6lidos (método de
la ratio de resistencia, método de las concentraciones absolutas y método de las
proporciones criticas) o liquidos (con ventajas de acortamiento tiempo de incubacion, la
estandarizacion del indculo y la lectura automatizada o semiautomatizada). Con
respecto a los métodos fenotipicos no convencionales, uno de los mas conocidos es la
deteccion de actividad ATP de la micobacteria en presencia de antibiotico mediante
bioluminiscencia; otros son los basados en técnicas colorimétricas o de citometria de
flujo. Los métodos basados en la utilizacion de fagos han adquirido mayor relieve en los
ultimos afios.

Por su parte, los métodos genotipicos se basan en la deteccion de las alteraciones

genéticas que condicionan resistencia a los diferentes farmacos. Pueden detectarse estas

alteraciones con gran rapidez, incluso directamente en las muestras clinicas. Sin
embargo su principal inconveniente es que, con excepcion de la rifampicina, no se

conocen las alteraciones genéticas que causan entre el 20 y el 40% de las resistencias a

la mayoria de los farmacos de primera linea.

a) Resistencia a la isoniacida. Estd asociada fundamentalmente a dos genes: el gen
katG y el gen IinhA. El primero codifica el enzima catalasaperoxidasa, implicada en
la transformacion de la isoniacida en su compuesto activo. El gen inhA codifica la
enzima enoil ACP reductasa que participa en la sintesis de la pared bacteriana.
Otros genes, como kasA, furA, y ndh, también se han relacionado con la resistencia
a la isoniacida, pero su papel es incierto.

b) Resistencia a la rifampicina. Esta se encuentra, practicamente en todos los casos,
relacionada con alteraciones en el gen rpoB, que codifica la subunidad beta de la
ARN polimerasa, causando interferencias en la transcripcion.

c¢) Resistencia al etambutol. Esta causada por alteraciones del enzima arabinosil
transferasa, que interviene en la sintesis de la pared celular. En la mayoria de casos

se debe a cambios en los tres genes del operon emb.
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d) Resistencia a la estreptomicina. Las alteraciones responsables se han localizado en
los genes rrs y rpsL, relacionados con la subunidad ribosémica 30S y la sintesis
proteica.

e) Resistencia a la pirazinamida. Se asocia, sobre todo, a mutaciones del gen pncA, que

codifica la pirazinamidasa que transforma el antibidtico en el principio activo.

1.4  Tratamiento y prevencién de la tuberculosis

1.4.1 Objetivos de la quimioterapia

El tratamiento correcto es la mejor medida de control de la tuberculosis. Los objetivos
fundamentales de la quimioterapia de la tuberculosis deben ser tres'*:
1. Eliminar rapidamente los bacilos tuberculosos que estan en multiplicacion
activa, con las drogas mas bactericidas: isoniazida y rifampicina.
2. Prevenir el desarrollo de resistencia bacteriana con asociaciones de drogas,
especialmente isoniazida , rifampicina y etambutol.
3. Esterilizar las lesiones tuberculosas con los farmacos més esterilizantes:
rifampicina, pirazinamida y en menor grado isoniazida, para prevenir recaidas.
La base para conseguir éstos objetivos radica en la utilizacion de tratamientos

asociados, prolongados y supervisados.

1.4.2 Esquemas de tratamiento actuales

Para el caso de pacientes que no han sido tratados previamente se debe utilizar una
combinacion de farmacos antituberculosos de primera linea durante un tiempo
suficiente, administrados simultdneamente y en dosis Unica.

La mejor asociacion que se ha encontrado hasta ahora es la que utiliza 2 meses de INH,
RIF y Z, seguida de 4 meses de INH y RIF. Esta pauta tiene un alto nivel bactericida y
esterilizante, presenta escaso nimero de fracasos (inferir al 1%) y de recaidas (2-4%) y

1 ’ . .y .
3 Este esquema seria en una situacion ideal, pero

tiene pocos efectos adversos
lamentablemente debido al mal uso de los farmacos y otros factores es necesario afiadir
otra droga para prevenir el desarrollo de resistencia a RIF, sobre todo en presencia de

INH. Se ha elegido el etambutol (E) ya que ha demostrado tener poca resistencia
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primaria. Asi actualmente, en todos los casos nuevos de tuberculosis, se incluye E como
cuarto farmaco en la primera fase. En zonas con alto nivel de resistencia inicial a INH y
en ausencia de test de susceptibilidad, se recomienda continuar con E en la segunda fase
del tratamiento. Este es el esquema que recomienda la OMS para nuevos enfermos de
tuberculosis'*°.

Todo programa debera incluir un subprograma de tratamiento directamente observado
(TDO) para aplicar a los pacientes en los que, por sus caracteristicas personales o
sociales, se les sospechen dificultades para adherirse al tratamiento (indigentes, presos,
toxicomanos), asi como a aquéllos con tuberculosis multirresistente y/o

extremadamente resistente (MDR/XDR) 137,

1.4.3 Tuberculosis resistente a drogas

La resistencia de Mycobacterium tuberculosis puede ser primaria o secundaria también
llamada adquirida. La primaria se define como aquella en la que se presentan cepas
aisladas en pacientes que nunca antes han recibido tratamiento antituberculoso. La
secundaria es la debida a una quimioterapia incorrecta provocada por la utilizacion de
un esquema terapéutico inicial erréneo, una indicacion inadecuada de tratamiento de
infeccion tuberculosa (quimioprofilaxis) al no descartar enfermedad activa, o un
incumplimiento del tratamiento. Es importante recordar que M.bovis presenta una
resistencia intrinseca a la pirazinamina debido a mutaciones en la secuencia genética de
pncA, y por ello no se recomienda el uso de este farmaco para el tratamiento de la
tuberculosis cuando se identifica esta especie del complejo.

Se denomina tuberculosis multirresistente (MDR TB) a la causada por un organismo
resistente a por lo menos dos medicamentos de primera linea, la isoniazida y la
rifampicina. La tuberculosis extremadamente resistente (XDR TB) es un tipo de
tuberculosis MDR relativamente poco comun. Se define como una tuberculosis
resistente a la isoniacida y a la rifampicina, asi como a todas las fluoroquinolonas y a
por lo menos uno de tres medicamentos inyectables de segunda linea (p. €j., amicacina,
kanamicina o capreomicina). En la Tabla 6 se muestran los grupos de drogas para tratar

MDR TB segin la OMS'*°.
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Grupo

Antibidticos (Abreviatura)

Grupo 1.
Agentes orales de primera linea

Grupo 2:

Agentes inyectables

Pirazinamida (Z)
Etambutol (E)
Rifabutina (Rfb)
Kanamicina (Km)
Amikacina (Am)
Capreomicina (Cm)

Estreptomicina (S)

Grupo3. Levofloxacino (Lfx)
Fluorquinolonas Moxifloxacino (Mfx)
Ofloxacino (Ofx)

Grupo 4. Acido para-aminosalicilico (PAS)

Agentes bacteriostaticos orales de segunda linea Cicloserina (Cs)
Terizidona (Trd)
Etionamida (Eto)
Protionamida (Pto)
Clofazimina (Cfz)

Linezolid (Lzd)

Grupo 5.

Agentes con dudo actividad en el tratamiento de la
tuberculosis Amoxicilina/clavulanico (Amx/Clv)
Tioacetazona (Thz)
Imipenem/cilastatina (Ipm/Cln)
Isoniazida altas dosis

Claritromicina (Clr)

Tabla 6: Grupos de drogas para tratar MDR TB . Tomado de World Health Organization '*¢

Los antituberculosos de segunda linea son menos efectivos y/o més toxicos que los de
primera linea. Aqui se incluyen etionamida, cicloserina, amikacina, kanamicina,
capreomicina, tiacetazona, acido para-aminosalicilico (PAS). Otras drogas como
amoxicilina-4cido clavulanico, claritromicina, clofazamina y linezolid se consideran de
tercera linea. Son menos activos ain que los de segunda linea. Se utilizan como
adyuvantes en el tratamiento de XDR-TB®.

Recientemente se estan desarrollando nuevos farmacos, como los analogos sintéticos de
la espectinomicina '**, que mejoran la tolerancia y demuestran una gran eficacia al
bloquear una bomba de eflujo (Rv1258c). Otros ejemplos de esto son: Q203
(imidazopiridina que actia a nivel del complejo citocromo bc), bedaquiline
(diarilquinolona que acttia a nivel de la sintesis de ATP) o SQ109 (dietilamina que actiia
a nivel de la sintesis de la pared celular). Todos ellos y otros mds se encuentran en

diferentes fases de desarrollo tanto preclinico como clinicos de fase 1, 2 0 3'%.
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1.4.4  Quimioprofilaxis

La quimioprofilaxis primaria suministra proteccion temporal al contacto de un enfermo
con una forma de enfermedad contagiosa con la finalidad que no se infecte ni adquiera
la enfermedad. Por tanto se administrard durante el periodo ventana durante el que la
prueba de la tuberculina puede ain hacerse positiva tras una primera prueba de la

tuberculina con resultado negativo.

1.45 VacunaBCG

La vacuna BCG se utilizd por primera vez para inmunizar a seres humanos en 1921.
Poco tiempo después de su introduccion en el Programa Ampliado de Inmunizacion de
la OMS en 1974, se alcanzaron tasas de cobertura de vacunacion superiores al 80% en
paises en los que la tuberculosis es endémica. Actualmente, se administra la vacuna
BCG a unos 100 millones de nifios cada afio. Todas las cepas vacunales actuales derivan
del aislado original de M. bovis que Calmette y Guérin sometieron a mas de 230 pases
en medios de cultivo con bilis de buey y patata glicerinada durante el periodo de 13
afios de 1909 a 1921 hasta conseguir su atenuacion'’.

Se ha documentado el efecto protector en nifios de la vacuna BCG contra la meningitis
tuberculosa y la tuberculosis diseminada. Sin embargo no evita la infeccion primaria ni
evita la reactivacion de la infeccion pulmonar latente. Los estudios para evaluar la
eficacia de proteccion contra la tuberculosis pulmonar del BCG tienen resultados
contradictorios. Generalmente, se alcanzaron tasas de proteccion mas altas (60-80%) en
América del Norte y en el norte de Europa, mientras que los estudios realizados en
regiones tropicales mostraban habitualmente una proteccion baja o nula'**'*'.

Seglin la OMS, la vacuna BCG esta indicada para todos los lactantes que viven en
zonas con endemicidad muy alta de tuberculosis , para los lactantes y nifios que viven
en zonas de endemicidad baja, pero con riesgo particular de exposicion a la tuberculosis
y para personas expuestas a M. tuberculosis multirresistente.

Sin embargo, vacunacion BCG estd contraindicada para personas con
inmunodeficiencias,  enfermos que reciben tratamiento  inmunodepresor
(corticoesteroides, agentes alquilantes, antimetabolitos, radiacion) y durante el

embarazo.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La tuberculosis continua siendo una de las causas mas importantes de enfermedad y
muerte en muchos paises y un importante problema de salud publica en todo el mundo.
Durante mas de un siglo la baciloscopia, junto con el cultivo, han sido las unicas
herramientas disponibles para su diagndstico, pero la baja de sensibilidad de la tincion y
la lentitud del cultivo han limitado su utilidad hoy en dia. Con la introduccién de
técnicas de biologia molecular en los ultimos afios, el diagnostico se puede realizar de
una forma mas rapida y eficaz, habiendo pasado desde disefios desarrollados en los
propios laboratorios, hasta pruebas comercializadas con las ultimas tecnologias, que
muestran una alta sensibilidad y especificidad. El diagnostico precoz de la tuberculosis
es esencial para el control de la enfermedad, con el fin de interrumpir la cadena de
transmision y poder administrar una correcta terapia antibiotica.

En este entorno, la empresa Vircell (Granada), hace unos afios desarroll6 kits de PCR
Speed-Oligo®, para el diagnoéstico molecular de enfermedades infecciosas, incluyendo
las micobacterias. Se basan en la combinacién de un método de amplificacion por PCR
con un procedimiento de deteccion simple en un dipstik (tira reactiva) que no requiere
larga preparacion postamplificacion o equipos exclusivos.

Por todo esto nos propusimos evaluar la técnica comercial Speed Oligo® Direct
Mycobacterium tuberculosis (SO-MTBC) para el diagnostico de tuberculosis en
muestras respiratorias y diseflar un prototipo de kit con el mismo formato Speed
Oligo®, que permita diferenciar a los miembros del complejo M.tuberculosis (incluye
siete especies patdgenas) con mayor interés clinico a partir de aislados de una forma
sencilla, rapida y accesible, dado que esta diferenciacion puede aportar numerosos
avances a nivel epidemiologico y aumentar la expectativas de mejora del tratamiento.
Ademas, debido a la importancia del conocimiento de la clinica y epidemiologia de la
enfermedad, se estudiaron en este trabajo las caracteristicas de los pacientes con

tuberculosis en el Area sanitaria Norte de Granada.
En este trabajo se pretenden los siguientes objetivos generales:

* Evaluar el ensayo Speed Oligo® Direct Mycobacterium tuberculosis (SO-DMT)

para la deteccion directa de micobacterias en muestras clinicas respiratorias.
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Disefiar un kit con formato Speed-Oligo® (SO-MTBC) para la identificacion de los
siete miembros del complejo M.tuberculosis con interés clinico. Con los siguientes
objetivos especificos:

» Establecer las zonas del genoma de M.tuberculosis que estan deleccionadas
(RD) en otras especies del complejo y que pueden facilitar la diferenciacion de
los miembros del complejo M.tuberculosis.

» Disedar los oligonucleétidos necesarios para la correcta amplificacion de dichas
zonas (RDs) mediante PCR.

» Disenar las sondas adecuadas para la visualizacion del producto amplificado en
una tira de nitrocelulosa, mediante la técnica Speed-oligo®.

* Optimizar la técnica de amplificacion de acidos nucleicos multiplex, adaptando
las concentraciones y cantidades de reactivos que intervienen en la reaccion y
condiciones en las que se produce.

Validar el SO-MTBC utilizando cepas del complejo M.tuberculosis de pacientes

diagnosticados en el hospital Universitario Virgen de las Nieves (HUVN) en los

afios 2011-2014 en comparacion con la técnica comercial GenoType® MTBC (Hain

Lifescience).

Describir las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los casos de tuberculosis

diagnosticados en el Area Norte de Granada desde el afio 2011 hasta 2014.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Evaluacién del Speed Oligo® Direct Mycobacterium tuberculosis (SO-DMT)

para la deteccion directa de micobacterias en muestras clinicas respiratorias

Se analizaron 249 muestras respiratorias de 199 pacientes con sospecha de tuberculosis

recibidas en el laboratorio entre los meses de abril a junio de 2011. Los resultados

obtenidos con SO-DMT se compararon con el cultivo en medio liquido BACTEC

MGIT (segun se describe posteriormente en el apartado 3.4.3.) La identificacion de las

micobacterias aisladas se realizd con sondas de hibridacién y con el ensayo GenoType

CM/AS (Hain Lifescience, Nehren, Alemania). Para el procedimiento de la técnica SO-

DMT se siguieron las indicaciones del fabricante:

Extraccion de ADN: Se transfiere 200 pl de la muestra respiratoria
descontaminada, neutralizada y concentrada a un tubo eppendorf y se centrifuga
durante 10 minutos a 12.000 g. Tras retirar el sobrenadante, se resuspende el
pellet con 300ul de vircell lysis solution. Se vuelve a centrifugar durante 10
minutos a 12.000 g y finalmente se retira el sobrenadante y se resuspende el
pellet con 100ul de vircell lysis solution. Este vial introduce en un termobloque
durante 20 minutos a 95°C para inactivar el microorganismo. A continuacion se
agita con un homogeneizador celular a 3000 rpm durante 5 minutos y se
conserva el ADN a 2-8°C hasta su uso en la reaccion de amplificacion.

Condiciones de PCR: El liéfilo que contiene los componentes de la mezcla de
reactivos necesarios se reconstituye con 150 pl de Vircell PCR Mix
reconstitution solution. Se adiciona 15 pl de PCR mix a cada tubo y 10 pl de

cada muestra extraida. Las condiciones de PCR se detallan en la Tabla 7:
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T2 (°C) Tiempo
92 1 min
92* 20s
550 20s
72* 20s
72 1 min
4 ©

Tabla 7: Condiciones de la PCR de SO-DMT

* 40 ciclos

e Deteccion en tira de nitrocelulosa: Se prepara un tubo eppendorf por cada
muestra con 35 pl de vircell running solution y se precalienta en un termobloque
a 55 °C durante 2-5 minutos. Tras desnaturalizar el producto de PCR (1-2
minutos a 95°C) se adiciona 10 pl al tubo que permanece en el termobloque, se
introduce inmediatamente la tira de deteccion y se incuba a 55°C durante 5-15
minutos. Finalmente se saca la tira para interpretar los resultados. El test incluye
tres lineas de lectura: la linea de control de producto que siempre debe ser
positiva; una linea control de la amplificacion de PCR y la linea test que incluye
dos bandas diferentes, una correspondiente a un gen especifico para el género
Mycobacterium y una banda correspondiente a una secuencia especifica del

complejo M.tuberculosis.

3.2 Disefio del Speed Oligo® Mycobacterium tuberculosis complex (SO-MTBC) para

diferenciacion de especies del complejo M.tuberculosis

3.2.1 Eleccion de regiones de deleccion (RD) y propuesta de algoritmos para la
diferenciacion del complejo M.tuberculosis con SO-MTBC

El primer paso para el disefio de la técnica es conocer las regiones del genoma de las
micobacterias del complejo M.tuberculosis que nos permitan su diferenciacion. Para

., , S, , 57,142-144
ello se realizd una busqueda bibliografica y basdndonos en otros autores " se
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propusieron algunos posibles algoritmos, (Tabla 8) utilizando el menor numero de
zonas de diferenciacion posibles con el objeto de facilitar el disefio de la técnica y evitar

utilizar demasiados reactivos que podrian crear interferencias en la reaccion de PCR.

Propuesta 1:

Micobacteria M. tuberculosis M. bovis M. bovis BCG M. africanum M. microti M. caprae M. canettii
Region ADN

RD1 < 4 - 4 - 4 4
RD4 + - - n n n "
RD9 < = - - ; ; +
RD12 + - - + + - -
ITS A + + A A 4 4
Propuesta 2:

Micobacteria M. tuberculosis M. bovis M. bovis BCG M. africanum M. microti M. caprae M. canettii
Region ADN

RD3 4 + = = - nd _
RD5/6 + - - + - + +
RD9 + . . . . : m
RD13 + - - + + - +
ITS + + + + + + +

Tabla 8: Algoritmos propuestos para la diferenciacion del complejo M.tuberculosis

(+): Region presente, (-): Region ausente (nd): Datos no disponibles (ITS): internal transcribed spacer

El segmento ITS es una zona comun a todas las micobacterias pertenecientes al
complejo M.tuberculosis que se introdujo en el disefio de la técnica con objeto de
asegurar que la cepa estudiada pertenezca al complejo M.tuberculosis. En caso de testar
una cepa de micobacteria no tuberculosa, no amplificaria esta region; lo cual serviria
para diferenciar la presencia de M.bovis BCG de la presencia de una micobacteria no

tuberculosa o cualquier otra bacteria contaminante.
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3.2.2 Disefio de cebadores para la amplificacién de las RD seleccionadas en el SO-
MTBC

Una vez identificadas las RD que pueden diferenciar a los miembros del complejo, se
hizo una busqueda bibliografica con objeto de identificar los genes ubicados en dichas
regiones **®%°. Asi obtuvimos la secuencia genética de la regiéon de interés en la base

de datos online Tuberculist (http:/tuberculist.epfl.ch/). Utilizando el programa

informatico Clone Manager Suite 7 (Sci-Ed Software) se disefiaron cebadores con
caracteristicas compatibles con la técnica Speed Oligo® que garantizaran las siguientes
condiciones: el producto generado en la PCR fuera en torno a 150pb, la temperatura de
melting en torno a 60° y el tamafio de primer estuviera entre 18-24 pb. Las
caracteristicas de cada oligonucleétido (contenido en GC, longitud) y del producto
generado (longitud, composicion de bases, temperatura melting) en cada caso se
recogieron de éste mismo programa. Asi para cada region seleccionada se propusieron
al menos dos o tres parejas de cebadores (Tabla 9). Una vez elegidos los cebadores se
confirm¢6 la presencia o ausencia del producto generado por ellos en las distintas

especies del complejo mediante el uso online de BLASTn (NCBI).
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RD Nombre Secuencia % GC longitud Diana
RD1.1F S'CTTCTGACCCGCTAATAC 3’ 50 18
esat-6
RD1.1R 5'CAAGGAGGGAATGAATGG 3’ 50 18
RD1
RD1.2F S'TTCGTCAGGCCGGCGTCCAATAC 3’ 23 61
Rv3874
RD1.2R 5'"GGCCTCGATACCCGCGAAATTCC 3 23 61
RDA4.1F 5'CAACGCCACGAAGTAAGC 37 55 28
Rv1508¢
RD4.1R 5'GTCATATCTCCCGCCATCTG 3’ 55 20
RD4.2F S'TGGTCCATGTCGATTGAGTG 3~ 50 20
RD4 Rv1508¢c
RD4.2R 5'"GAGTCCGAGCTCACATCC 3’ 61 18
RD4.3F 5'CGAGGTCTATTTCTGCTG 3’ 50 18
Rv1509
RD4.3R S'TATGGTGCAGGATTACGA 3’ 44 18
RD9.1F 5'CCACGGCTGCGATTATTG 3’ 56 18
Rv2074
RD9.1R 5'CAGATGGCGTTCGGAAAG 3’ 56 18
RD9
RD9.2F 5'CGATGGTCAACACCACTAC 3’ 53 19
Rv2074
RD9.2R 5'GGTCGAAGGTGAAACCTAC 3’ 53 19
RD12.1F 5'GACAAGCACCTCGATTCC 3’ 56 18
Rv3121
RD12.1R 5'"GGACAGCACTCCCTTTAC 3’ 56 18
RD12.2F S'TGTTGAGAACCCGTTTCG 3’ 50 18 Rv3120/
RD12
RD12.2R 5'"GGGAACCTCTTCACAGATTG 3’ 50 20 Rv3121
RD12.3F 5’'ACGTGCGTGACCACAATG 3’ 56 18
Rv3119
RD12.3R 5'TCGGCCTTGTCTTCACACC 3’ 58 19
ITS.F 5'AACAAAGTTGGCCACCAACAC 3’ 48 21
ITS ITS
ITS.R 5'"GATGCTCGCAACCACTATCC 3’ 55 20

Tabla 9: Parejas de cebadores propuestos para cada region RD (RD1, RD4, RD9, RD12) e ITS de

acuerdo con el algoritmo n°1
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3.2.3 Disefio de sondas para detectar los productos amplificados en el SO-MTBC

Las reacciones de amplificacion que se produjeron utilizando los cebadores previamente
sefalados en la Tabla 9 generaron los productos de amplificacion o amplicones. Para
proceder a la visualizacion de €stos en una tira de nitrocelulosa (formato Speed Oligo®)
se necesitan dos sondas (una de captura y otra de deteccion) por cada producto de
amplificacion. Las sondas fueron disefiadas cuando se eligieron los cebadores
definitivos para formar parte de la PCR multiplex (detallados més adelante en la Tabla
17 de resultados). Para ello, a partir de cada amplicén se propusieron varias sondas
teniendo en cuenta que la longitud ideal era de 18 a 25 pb y con una proporcion G+C
cercana al 55-60%. Posteriormente se comprobd que fueran compatibles entre si
mediante el analisis de heterodimeros en la web IDT (Integrated DNA Technologies)
con la herramienta online Oligo Analyzer

(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). El procedimiento llevado

a cabo hasta este momento se puede resumir en la Figura 13:

Propuesta de regiones genéticas de diferenciacion

Disefio de cebadores (varias alternativas para cada RD)

Prueba del funcionamiento de los cebadores y eleccion de los
mejores candidatos

Disefio de sondas (varias alternativas) para detectar los amplicones
generados

Prueba de las sondas y eleccion de las mas adecuadas

Figura 13: Esquema del procedimiento llevado a cabo para el disefio de la técnica SO-MTBC

56


http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/

Materiales y métodos

3.2.4 Montaje de las tiras de nitrocelulosa para la visualizacion de los resultados
del SO-MTBC

Para el montaje de las tiras reactivas son necesarios el pad de muestra y el pad de
absorcion (Figura 14). Se prepara una mezcla (de concentraciéon y volumen
determinados) de las sondas de captura unidas a oro coloidal y se secan en el pad de
muestra. Este oro va a ser el responsable de la generacion de una banda coloreada que
nos indica la presencia de producto amplificado. Por otro lado se inmovilizan cada una
de las sondas de deteccion a la tira de nitrocelulosa. A continuacion se procede al

ensamblaje de las tiras.

Linea de control

Linea test

Pad de absorcion

Pad de muestra

Figura 14: Esquema de los diferentes pad en la tira reactiva

3.2.5 Cepario de Mycobacterium tuberculosis complex utilizado para el disefio del
SO-MTBC

Se utilizaron cepas de coleccion de las especies de M.tuberculosis NC13144, M.bovis
NC10772, M.bovis BCG NC05692, M.africanum (aislado clinico), M.caprae (aislado
clinico) y M.microti NC08710 (una cepa por cada especie citada). Los aislados clinicos
de M.africanum y M.caprae utilizados para el disefio del SO-MTBC fueron
identificados previamente con el kit GenoType® MTBC (Hain) y mediante
secuenciacion. Ante la imposibilidad de conseguir cepas de M.canettii se trabajo

directamente con el ADN cedido por Hain Lifescience®.

3.2.6 Extraccion de ADN de las cepas utilizadas para el disefio del SO-MTBC

La extraccion del material genético de las cepas con las que se trabajo para el disefio de
la técnica, se realizé de forma automatizada con el equipo NucliSENS easyMag®

(BioMerieux). Para ello, se tom6 500ul de la cepa crecida en medio liquido y se le
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adicion6 50 pl de lisozima (50mg/ml). Posteriormente se inactivo la mezcla a 95°C
durante 90 min. Tras éste procedimiento preparatorio se introdujo 500 pl en el equipo
extractor automatizado siguiendo las normas del fabricante y se obtuvo un eluido de 110
ul. Este eluido de ADN se conservo a -20°C hasta su posterior analisis. La medida de la
concentracion de ADN obtenido tras la extraccion se realizd mediante

espectrofotometria con el equipo NanoDrop ND-1000 (ThermoScientific).

3.2.7 Condiciones de PCR uniplex para cada una de las RD seleccionadas para el
SO-MTBC

La reaccion de PCR uniplex fue realizada en volimenes finales de 25 pl (Tabla 10). Se
utilizaron en torno a 5-10 ng de ADN gendmico por reaccion. La mezcla de reaccion
contenia 2,5ul de Buffer 5x, 2 ul de MgCl, 25mM, 2 ul de una mezcla de dNTPs a
2,5mM, 1 U GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison, Wisconsin, USA), 2
ul de oligonucledtidos (fordward y reverse) y 2,5 ul de agua estéril. Se introdujo
siempre un control negativo (agua) y ADN de una cepa de M.tuberculosis. La reaccion
se realiz6 en un termociclador Labcycler (SensoQuest, Gottingen, Alemania). Esta
reaccion se hizo para cada una de las regiones y en cada una de las cepas del complejo
M.tuberculosis hasta completar el algoritmo propuesto con el fin de comprobar la

presencia o ausencia de las regiones elegidas para el disefio del SO-MTBC.

Reactivo Volumen (pL)
Agua e T2 (°C) Tiempo
Buffer 5x 2.5 )
95 1 min
MgCl, 25mM 2
92* 20s
dNTPs 2.5mM 2
- 55* 30s
Primer (F+R) 25uM 2
*
Taq 5U/uL 0.2 2 30s
ADN 10 72 2 min
Total (uL) 25 4 *

Tabla 10: Condiciones de la PCR uniplex

* 40 ciclos

58



Materiales y métodos

3.2.8 Electroforesis de los productos de amplificacion de las RD seleccionadas
para el SO-MTBC

Para la visualizacion de los productos de amplificacion generados en cada una de las
reacciones individuales de PCR se realizaron electroforesis. Se fundieron soluciones de
agarosa (Promega) de concentracion del 2 % en tampdén TAE 1x y se dejaron solidificar
en bandejas para geles de agarosa tras la adicion de bromuro de etidio (SIGMA) a una
concentracion final de 0,1 g/ml. Las muestras se mezclaron con tampon de carga a razon
10:1 (v/v) y fueron cargadas junto a marcadores de tamafio molecular de 100 bp (Bench
Top 100bp DNA ladder, Promega), para poder estimar el tamafnio de los fragmentos de
ADN. El desarrollo de la electroforesis se realizd con voltajes entre 40 V y 100 V hasta
obtener la resolucion requerida. E1 ADN fue visualizado utilizando un transiluminador.
Finalmente, las parejas de cebadores para amplificar cada una de las zonas
seleccionadas se eligieron en base a la adecuacion del producto generado tras su

visualizacion electroforética.

3.2.9 Condiciones de PCR multiplex del SO-MTBC

Una vez seleccionados los cebadores que iban a formar parte de la reaccion en base a la
visualizacién de los productos de amplificacion generados en las PCR individuales de
cada zona, se procedio a la mezcla de todos ellos junto con los demds componentes
hasta conseguir las mejores condiciones de reaccion. La reaccion de PCR multiplex fue
realizada en volumenes finales de 37 pl. Las condiciones de la reacciéon vienen

detalladas en la Tabla 11.
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Reactivo Volumen (uL)
Buffer 10x 3.7
Mg++ 25mM 3.1
dNTPs 2.5mM 3.1
T2 (°C) Tiempo
Agua 2.6
RD1.1 (12.5uM) 0.6 & 2L Ll
RD4.2 (12.5uM) 1.5 92* 20s
RD9.2 (12.5uM) 15 55* 455
ITS (12.5uM) 15 m— —
Betaina 5M 5
4 00
BSA 25x 1
Taq 5U/uL 1
ADN 10
Total 37

Tabla 11: Condiciones PCR multiplex

*:40 ciclos

3.2.10 Procedimiento de la técnica SO-MTBC

Una vez finalizada la amplificacion de acidos nucleicos se procede a la deteccion en tira
de nitrocelulosa del producto obtenido. El procedimiento se llevd a cabo del mismo
modo que el descrito previamente en el apartado 3.1 para el SO-DMT. En las posiciones
de la tira reactiva en las que el oro reacciona, apareceran lineas rojas (Figura 15). Esta
técnica es mas sensible y especifica que la PCR tradicional. La doble hibridacién
permite discriminar entre fragmentos amplificados especificos y no especificos. Las
bandas que podemos observar son las siguientes (
Figura 16):
- Linea de control de producto: Siempre debe ser positiva y legible si el test ha sido
realizado correctamente. Esta linea indica que el oro coloidal ha funcionado
correctamente, la viabilidad de la sonda es adecuada y la solucién de hibridacion

fluye correctamente.
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- Linea control de la amplificacion de PCR: La ausencia de una banda roja en esta
posicion indica la presencia de inhibidores en la muestra que podrian haber
interferido en la reaccion de amplificacion o la inadecuada extraccion de ADN de
la muestra. En muestras fuertemente positivas la linea podria ser débil o negativa,
debido a un alto contenido en diana especifica en la muestra, no invalidando el
resultado final.

- Linea test: Se incluyen cinco bandas diferentes, una para cada diana diferente;
¢éstas son: RD1, RD4, RD9, RD12 y ITS. La presencia de una banda roja en cada
una de estas posiciones indicara la presencia de dicho fragmento genético en el

ADN estudiado.

| Sonda oligo parz conjugado oro 3 i
I Sondz oligo para amplicon control | [ | [ z:wmm"
Sonda oligo para amplicon espacific Linza control dz producto o Riancion'de Tos'complijos dé
— cll Linzz control &d'plfﬁacxon iﬁ T /ﬂm{: ampliconas sspecificos v dz control
‘,L.‘“&m. i _am.g Lineztest _] unidos 2 los conju;ad..os da oro, con
. y h gy vna szgunda sonda fijada sobr= la
Conjugado oligo-oro -I.Q“. ® m membrana. Esta reaccion da luzara
g vna banda colorzada.
NG e 1 HIBRIDACION El excas0 da conjugzado libre
\ ﬁh«ﬁﬁlﬁx:jﬁ Raaccion de los ampliconas raacciona con una sonda
:x\-; & sl s especificos v control con las complementariz =n la lin=z control.

sondas complementarias
unidas a oro coloidal.

Figura 15: Esquema de doble hibridacion en la tira de nitrocelulosa

.- = Control de producto

- fm—t - RDI
- - RD4
- - RD9
- [m—- RD12
- - ITS

-- - Control de amplificacion

Figura 16: Esquema de visualizacién de bandas en la tira de nitocelulosa
del SO-MTBC
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3.3 Validacion del SO-MTBC en comparacion con GenoType® MTBC

3.3.1 Cepario de Mycobacterium tuberculosis complex para la evaluacion del SO-
MTBC

En la evaluacion del SO-MTBC se incluyeron 189 cepas de M.tuberculosis complex
que habian sido aisladas de muestras clinicas de pacientes con sospecha de tuberculosis
durante el periodo de Enero 2011 a Diciembre 2014 en el HUVN. La identificacion de
las cepas se realizd con BD MGIT™ TBc Identification Test que detecta la proteina

MPT64 en cultivos liquidos.

3.3.2 Cepario de micobacterias no tuberculosas y otros géneros relacionados para
la evaluacion del SO-MTBC

Se utilizaron 23 aislados de micobacterias no tuberculosas, una cepa de Nocardia spp. y
una de Rhodococcus spp. (Tabla 12) para la evaluacion de la especificidad del ensayo
diseniado. Las cepas de MNT fueron previamente identificadas por métodos como la
espectrometria de masas MALDI-TOF (Bruker, EEUU.) y ensayos moleculares como
GenoType Mycobacteria CM/AS (Hain Lifescience, Nehren, Alemania). Las cepas de

Nocardia spp. y Rhodococcus spp. fueron identificadas por procedimientos habituales.
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Micobacterias no tuberculosas (n° de cepas)

M. abscessus (1) M.xenopi (1)
M. avium (1) M.avium-intracellulare (2)
M. chelonae (2) M.gordonae (2)
M. fortuitum (2) M.lentiflavum (1)
M. intracellulare (2) M.mageritense (1)
M. scrofulaceum (1) M. senegalense (1)
M. marinum (1) M.kansasii (2)
M. porcinum (1) M. septicum (1)
M.gastri (1)

Otros géneros relacionados (n° cepas)

Nocardia spp. (1) Rhodococcus spp. (1)

Tabla 12: Especies de MNT y de géneros relacionados testadas mediante SO-MTBC

3.3.3 Crecimiento de las cepas utilizadas para la validacion del SO-MTBC

Se inoculd 100 pl de cepa congelada, en medio liquido MGIT y se incubd en el sistema
automatico BACTEC MGIT 960. Cuando el incubador detectd crecimiento en el tubo
MGIT se llevo a cabo la extraccion del material genético. Ademads se realiz6 una tincion
de Zielh-Neelsen para comprobar la presencia de BAAR y una siembra en agar sangre

para comprobar la ausencia de contaminacion con bacterias habituales.

3.3.4 Extraccion de ADN de las cepas utilizadas para la validacion del SO-MTBC
Las cepas clinicas se sometieron al proceso de extraccion de ADN descrito a
continuacion para posteriormente ser utilizado en las reacciones de amplificacion:

- Separar 1ml del tubo MGIT y centrifugar a 12.000g durante 15min.

- Eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 150 pl de Sample

solution (Vircell). Incubar a 95° durante 1 hora.
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- Centrifugar a 12.000g durante 5 min y recoger el sobrenadante (donde esta el
ADN) en un nuevo vial que se conservara a -20°C hasta su posterior analisis.

Para comprobar la correcta inactivacion de las cepas, se realizd la siembra tanto en

medio s6lido como en liquido de los correspondientes productos inactivados y se

incubaron a 37°C durante 45 dias. Se evalud la presencia o ausencia de crecimiento

micobacteriano de forma semanal.

3.3.5 Conservacion de ADN de las cepas

El ADN de las cepas extraidas se conservo a -20° hasta su posterior analisis.

3.3.6 Realizacion del SO- MTBC en cepas clinicas

Una vez disefiada y optimizada la técnica diagnostica SO-MTBC, se llevéd a cabo el
analisis de las cepas provenientes de enfermos diagnosticados de tuberculosis en
Granada durante el periodo de estudio de 2011 a 2014. Para ello se prepard un lidfilo de
la mezcla de reaccion y se anadio 27 ul de dicha mezcla de reactivos previamente
reconstituida a 10 pl de ADN extraido. Se realizd la PCR y posteriormente se
desnaturalizé el producto de PCR obtenido y se hibridé en las tiras anotando las bandas
que aparecian en cada caso. Del mismo modo fueron analizadas las cepas seleccionadas

de MNT y otros géneros relacionados mostradas previamente en la Tabla 12.

3.3.7 Realizacion del GenoType® MTBC

El kit GenoType® MTBC (Hain Lifescience) se realizd con objeto de comparar los
resultados obtenidos en las cepas clinicas analizadas con SO-MTBC. Para seleccionar
las cepas que se iban a analizar, se realizd un muestreo aleatorio simple con el programa
EPIDAT 3.1 de las cepas identificadas como M.tuberculosis con SO-MTBC. Por otra
parte, todas las cepas identificadas como otra especie del complejo diferente a
M.tuberculosis se analizaron con el kit GenoType® MTBC.
El procedimiento de la técnica GenoType MTBC® es el siguiente:

- Se prepara para cada muestra 10 pul Mezcla de Amplificacion A, 35 pl Mezcla de

Amplificacion B y 5 pl de solucion de DNA (volumen final: 50 pl).
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- Se introducen los tubos en un termociclador. Las condiciones de PCR son la

detalladas en la Tabla 13:

Tiempo y temperatura N° de ciclos
15 min 95°C 1 ciclo
30s95°C
) 10 ciclos
2 min 58°C
25595°C
40s53°C 20 ciclos
40s70°C
8 min 70°C 1 ciclo

Tabla 13: Condiciones de PCR para el ensayo GenpoType® MTBC

- Seguidamente, los productos de amplificacion se someten a un proceso de
hibridaciéon en el equipo Auto-LiPA (Siemens), utilizando los siguientes
reactivos proporcionados en el kit: solucion de desnaturalizacion, tampén de
hibridacién, solucion de lavado astringente (STR), solucion de aclarado (RIN),
conjugado concentrado, tampo6n del conjugado, sustrato concentrado, tampon del
sustrato y tiras de membranas recubiertas con sondas especificas.

- Los resultados obtenidos se interpretan segun el patron de bandas obtenido. En la

Figura 17 se muestran los posibles patrones de bandas y su interpretacion.
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Figura 17: Tabla de interpretacion de los resultados obtenidos en el kit GenoType® MTBC
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3.4 Descripcion de los casos de tuberculosis en el Area Norte de Granada

Se realizO un estudio observacional descriptivo de los casos de tuberculosis
diagnosticados en el Area Norte de Granada entre el 1 de enero de 2011 y el 31 de
diciembre de 2014. Este area pertenece al centro hospitalario el HUVN, con una
poblacion de derecho de 439.035 personas; comprendiendo a los Distritos Sanitarios de
Atencion Primaria Granada Norte, Santa Fé, Centro Penitenciario de Albolote y la Zona
Basica de Salud de Alcalé la Real (Jaén).

Se defini6 como caso de tuberculosis aquel paciente que cumplia uno de los siguientes
criterios:

a) caso confirmado bacteriolégicamente (cultivo y/o PCR positiva para M.tuberculosis
complex),

b) caso con diagnostico anatomo-patologico compatible con tuberculosis,

¢) caso no confirmado bacteriolégicamente, pero que a juicio del médico presentaba
clinica y radiologia compatibles con tuberculosis, y ademas, se le prescribié una pauta

completa de tratamiento antituberculoso.

3.4.1 Variables sociodemograficas y clinicas incluidas en el estudio
Se estudiaron y compararon las siguientes variables sociodemograficas:

- Edad.

- Sexo: hombre o mujer.

- Nacionalidad de los pacientes: autoctonos o extranjeros y su pais de origen.

Se estudiaron y compararon las siguientes variables clinicas:

a) Relacionadas con la enfermedad:

- Localizacién anatomica: pulmonar y extrapulmonar (pleural, linfatica,
genitourinaria, sistema nervioso central, osteoarticular, diseminada y otros
organos).

- Sintomas: Fiebre, pérdida de peso, expectoracion y neumonia.

- Factores de riesgo: VIH/SIDA, abuso de alcohol, usuarios de drogas via
parenteral (UDVP), tabaquismo, toxicomanias, diabetes, inmunodeficiencias,
EPOC, hepatitis, insuficiencia renal crénica, terapias inmunosupresoras,
desnutricidon y cancer de vejiga.

- Tratamiento recibido: pauta y duracion.
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- Recidiva de la enfermedad o caso nuevo.

- Radiografia de torax: normal, anormal no cavitada o anormal cavitada.

- Procedencia: hospitalaria o extrahospitalaria.

- Hospitalizacion: Si fue necesaria y los dias de estancia hospitalaria.

- Estudio de contactos: Si se realizd, el numero de contactos estudiados y el
resultado de dicho estudio.

b) Relacionadas con el diagnostico microbiologico:

- Tipo de muestra enviada al laboratorio

- Resultado de la baciloscopia.

- Resultado del cultivo en medio liquido o s6lido y microrganismo aislado.

- Antibiograma: sensibilidad a isoniazida, rifampicina, estreptomicina, etambutol y

pirazinamida.

3.4.2 Fuentes de informacién utilizadas para la recopilacion de datos
Como fuentes de informacion se han utilizado:
- El sistema informatico del laboratorio de Microbiologia del HUVN, Microb
dynamic (Franscisco Soria Melguizo, S.A).
- Datos proporcionados por la seccion de epidemiologia de la Delegacion de Salud
de Granada.
- Conjunto minimo de datos basicos (CMBD): Aportado por la unidad de

Documentacion clinica del HUVN vy la historia clinica de los pacientes

3.4.3 Diagnostico microbiologico

Para el procesamiento rutinario de las muestras recibidas en el laboratorio de
Microbiologia del Hospital con sospecha de infeccion tuberculosa se siguid el esquema

que se muestra en la Figura 18
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Figura 18: Esquema de procesamiento de las muestras en el laboratorio

*Estas técnicas solo se aplican bajo peticion expresa del facultativo y en aquellos casos con informacion

clinica relevante de proceso compatible con tuberculosis.

3.4.3.1 Tipos de muestras utilizadas para el diagndstico microbiolédgico

Las muestras incluidas en el estudio fueron:
= Esputo (espontaneo, inducido)
= Broncoaspirado (BAS)
= Biopsias (0seas, pleurales, adenopatias, de colon, pulmonares)
= Liquidos (pleural, cefalorraquideo, articular)
= Abscesos (hepatico, toracico, vertebral, cervicofalcial)
= Aspirados (bronquial, géstrico, vertebral)
= Lavado broncoalveolar (BAL)
= Orina

= Otras: sangre, exudado de herida, drenajes
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3.4.3.2 Procesamiento de muestras

La digestion y descontaminacion consistié en afiadir a las muestras una solucion de
sosa-citrato-cisteina, que se prepara anadiendo N-acetil-cisteina, a una solucion de

sosacitrato (2%) '+°

(Reactivos para diagnostico S.L, Espafia).
El tratamiento de los esputos y otras muestras no estériles (excepto aspirados gastricos)
se realizo de la siguiente manera:
* Fluidificar la muestra y afadir un volumen de la soluciéon descontaminante igual
al de la muestra mezclando con vortex.
= Dejar actuar durante 15 minutos. Después afiadir cantidad suficiente de buffer
fosfato (Reactivos para diagnostico S.L, Espafia) hasta 50 mL.
= Centrifugar 20 min a 2500 rpm en la centrifuga Digtor 21 (Ortoalresa, Madrid,
Espaia) y dejar reposar.
» Decantar el sobrenadante y utilizar el sedimento para realizar tinciones, cultivo y

PCR.

3.4.3.3 Microscopia

Para la visualizacion al microscopio de las extensiones de las muestras se utiliz6 la
tincion de auramina y la tincion de Ziehl-Neelsen. Posteriormente se procedio a la
visualizacion las extensiones en el microscopio (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Alemania) utilizando el objetivo de 40x y con luz ultravioleta en el caso de la tincion de

auramina y con el objetivo 100x en el caso de la tincion de Ziehl-Neelsen.

3.4.3.4 Cultivo

3.4.3.4.1 Medio sélido

Se utilizé el medio de cultivo Lowestein-Jensen (Difco, Francisco Soria Melguizo, S.A.;
Espafia) para el cultivo de micobacterias. Se incub6 en posicion horizontal durante 10-
15 dias para garantizar la absorcion de la muestra en toda la superficie y posteriormente
de forma vertical en atmosfera de 37°C. Los tubos se observaron dos veces en semana

hasta finalizar el periodo de incubacién (42 dias).
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3.4.3.4.2 Medio liquido
Se utiliz6 el medio MGIT (Middlebrook 7H9 modificado). Se inoculd 0,5 ml de la

muestra previamente descontaminada y concentrada y se anadié 0.8 ml de una mezcla
que contiene OADC (Acido oléico, Albimina bovina, Catalasa y Dextrosa) (BBL™
MGIT™ Becton Dickinson, EE. UU.) para facilitar el crecimiento de las micobacterias
y PANTA (Polimixina B, Anfotericina B, Ac nalidixico, Trimetoprim, Azlocilina)
(BBL™ MGIT™ Becton Dickinson, EE. UU.) como inhibidor de microbiota
acompaiante. Se incub6 a 37°C en el sistema automatizado BACTEC MGIT 960 BD
(Becton Dickinson, EE. UU.) durante un maximo de 42 dias. El tubo BBL Culture
Médium contiene una matriz fluorescente (tris-4,7difenil-1,fenantrolina rutenio).
Cuando existe crecimiento del microorganismo, se produce un consumo de oxigeno y
un aumento de la liberacion del didxido de carbono al interior del tubo. Esta situacion se
detecta al incidir luz UV de 365 nm por la parte inferior del tubo y éste serd considerado

como positivo.

3.4.3.5 Antibiograma
Se utiliz6 el BACTEC™ MGIT™ 960 SIRE Kit (Becton Dickinson EE. UU.) para

determinar la susceptibilidad a estreptimicina, isonizida, rifampicina y etambutol y el
BACTEC™ MGIT™ 960 PZA Kit (Becton Dickinson EE. UU) para determinar la
susceptibilidad a pirazinamida. La lectura se efectud de forma automatica por el equipo
BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacterial Detection System. Los pasos a seguir
partiendo del cultivo liquido son los siguientes:

- Ainadir 0,8 ml de suplemento BACTEC MGIT 960 SIRE a cada uno de los tubos
MGIT.

- Afadir 100ul de cada droga en el tubo correspondiente. Los antibidticos se
preparan previamente para conseguir una concentracion de 83 pg/mL de
estreptomicina, 8,3 pg/mL de isoniazina, 83 pg/mL de rifampicina, 415 pg/mL
de etambutol y 8000 pg/mL de pirazinamida. Esto supone una concentracion
final en el tubo MGIT de 1 pg/mL para S y RIF; 0,1 pg/mL para INH; 5 pg/mL
para E y 100 pg/mL para PZA.

- Utilizar el tubo MGIT directamente como inoculo micobacteriano si estamos

dentro de los 2 primeros dias de positividad , si el antibiograma se realiza entre
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los dias 3-5 de positividad, realizar una dilucién 1:5 del tubo MGIT para tener el
adecuado.

- Preparar el inoculo de control de crecimiento, que sera una diluciéon 1:100 de
tubo MGIT crecido (para el caso de la pirazinamida el inéculo de control de
crecimiento es una dilucion 1:10) si se esta utilizando un tubo MGIT positivo de
menos de cinco dias.

- Inocular el tubo de control de crecimiento con 500 ul de la dilucion 1:100.

- Inocular el resto de los tubos con drogas con 500 ul del tubo MGIT crecido.

- Introducir los tubos inoculados en el incubador BACTEC MGIT 960.

Tras un periodo de 4-13 dias el sistema emitird un informe cualitativo de la

susceptibilidad de la cepa en cuestion.

3.4.3.6 Técnicas de amplificacion de acidos nucleicos de muestra directa

Se utilizo el kit FluoroType® MTB (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Alemania) para
la deteccion de M.tuberculosis complex en muestras descontaminadas. Se trata de un
sistema cerrado y automatizado de PCR y sondas fluorescentes para la deteccion con
emision de los resultados en 3 horas. Aquellas muestras con especial sospecha de
tuberculosis 0 muestras invasivas se sometieron a €ésta técnica, que se realiz6 siguiendo

las instrucciones del fabricante.

3.4.3.7 Técnicas de amplificacion de acidos nucleicos para la determinacién de
resistencias a isonizida y rifampicina

Se utilizo el kit Genotype MTBDR Plus (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Alemania)

para estudiar las resistencias a INH y RIF (mutaciones de los genes inhA, katG y rpoB)

por métodos moleculares en muestras clinicas con baciloscopia posistiva y en cepas

aisladas por cultivo. Se siguieron las instrucciones del fabricante para la realizacion de

la técnica.
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3.4.4 Conservacion de cepas

Durante el periodo de estudio se conservdO una alicuota a -80° en criotubos
(Microbank™ microbial storage, Pro Lab Diagnostics) de cada una de las cepas de

M.tuberculosis complex aisladas a partir de medios de cultivo solidos y/o liquidos.

3.4.5 Analisis estadistico

Los datos se recogieron en una tabla Excel para su posterior analisis con el software
SPSS 18.0. (SPSS Inc., Chicago, Illinois) Para la elaboracion de tablas y graficos se
utiliz6 el programa Excel.

Se calculd la incidencia de tuberculosis teniendo en cuenta el numero de personas en
riesgo a partir de los datos aportados por el Servicio de Sistemas de la Informacion y
Nuevas Tecnologias del HUVN de Granada. Se realizé un estudio descriptivo de las
demas variables de estudio. Se calcularon medidas de tendencia central y dispersion
para las variables cuantitativas y frecuencias absolutas y relativas para el resto de
variables.

Posteriormente también se utilizd esta misma base de datos para realizar un analisis
bivariante con objeto de estudiar las variables relacionadas con la especie del complejo

productora de la infeccion.
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4. RESULTADOS

4.1. Evaluacion del SO-DMT en muestras clinicas respiratorias
El laboratorio de Microbiologia del HUVN formo parte de la evaluacion del SO-DMT
realizando un estudio prospectivo durante los meses de enero a abril de 2011. Se
incluyeron 249 muestras clinicas respiratorias (208 esputos, 19 aspirados gastricos, 15
BAS y 7 BAL) de pacientes con sospecha de tuberculosis. Segiin se muestra en los
Grafico 1 y Grafico 2, se observaron BAAR en la tincion de Ziehl de 8 muestras de
esputo (3%); en el resto de las 241 muestras (97%) la baciloscopia resultd negativa.
Teniendo en cuenta el cultivo, en 15 (6,02%) muestras se identificé M.tuberculosis
complex, en 3 (1,21%) muestras se aislaron micobacterias no tuberculosas (1 M.avium,
1 M.fortuitum y 1 M.abscessus), 10 (4,02%) cultivos resultaron contaminados y 221

(88,76%) cultivos fueron negativos.

8;3%

241; 97%

Baciloscopia positiva Baciloscopia negativa

Gréfico 1: Resultados de la baciloscopia de las muestras del HUVN en la evaluacion del SO-DMT

3: 1%

B Cultivo negativo B Desarrollo MTBC
Desarrollo MNT ® Cultivo contaminado

Gréfico 2: Resultados del cultivo de las muestras del HUVN en la evaluacion del SO-DMT

SO-DMT identificé correctamente las 15 muestras donde crecid posteriormente

M.tuberculosis complex. Asi mismo, SO-DMT detectd en 9 muestras la presencia de
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ADN de micobacterias a nivel de género, aunque solo en una de ellas crecid
posteriormente una MNT, en este caso M.avium; el resto resultaron negativas por
cultivo. De las 225 muestras con resultado negativo en SO-DMT, en 2 se aislaron
MNTs (M fortiutum y M abscessus), 10 muestras resultaron contaminadas y 213 fueron
negativas por cultivo (ver Tabla 14).

SO-DMT mostr6 una sensibilidad y especificidad del 100% con respecto al cultivo para
detectar MTBC en muestras clinicas respiratorias, sin embargo la sensibilidad para

detectar las MNT con respecto al cultivo fue del 33,3% y la especificidad fue 96,4%.

Resultados SO DMT

M.tuberculosis

Negativo Género Mycobacterium
complex
Negativo 213 0 8
Resultados
. M.tuberculosis complex 0 15* 0
cultivo
MNT D 0 1

Tabla 14: Resultado de la evaluacion del SO-DMT en muestras repiratorias de pacientes del HUVN

*8 muestras con baciloscopia positiva y 7 con baciloscopia negativa

** M.fortuitum y M.abscessus en muestras de aspirado gastrico de nifios

La evaluacion multicentrica del SO-DMT 46

junto con el Hospital Universitario Carlos
Haya (HUCH) de Malaga se realizo con un total de 566 muestras clinicas respiratorias
(249 aportadas por el HUVN y 317 por HUCH), excluyendo 28 por resultar
contaminado el cultivo. De toda la serie de muestras estudiadas 28 tuvieron la
baciloscopia positiva. En este grupo SO-DMT mostréd una sensibilidad del 93% y valor
predictivo positivo 100%. En el grupo de muestras con baciloscopia negativa (n=510) la
sensibilidad fue 56% y valor predictivo negativo 98%. En las 43 muestras donde se
identifico MTBC por cultivo, la sensibilidad del SO-DMT fue 86% y valor predictivo
positivo 100%. Para la deteccion del género Mycobacterium en muestras con presencia
de una MNT (n=10), el SO-DMT mostré6 una la sensibilidad del 30% y un valor
predictivo positivo del 100%. Se observo que la correlacion entre los resultados
obtenidos con SO-DMT vy los hallazgos clinicos y/o microbiologicos para enfermedad
producida por micobacterias fue del 100% en pacientes con baciloscopia positiva, 65%

en pacientes con baciloscopia negativa y 92,2% en pacientes sin enfermedad por
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MTBC/MNT. En la Tabla 15 se desglosan los resultados de la comparacion del SO-

DMT con los resultados del cultivo y la baciloscopia de las muestras (n=538)

TABLA A: Cultivo positivo Cultivo positivo ) )
- Cultivo negativo
(SO-DMT positivo; n=47) MTBC MNT
Baciloscopia negativa 13 1 7
Baciloscopia positiva 24 2 0
TOTAL 37 3 7
TABLA B: Cultivo positivo Cultivo positivo ) )
) Cultivo negativo
(SO-DMT negativo; n=491) MTBC MNT
Baciloscopia negativa 6 5 478
Baciloscopia positiva 0 2 0
TOTAL 6 7= 478

Tabla 15: Comparacion de resultados de SO-DMT con el cultivo y la baciloscopia. Tabla A:
Muestras con SO-DMT positivo (n=47). Tabla B: Muestras con SO-DMT negativo (n=491). *El

resultado de SO-DMT fue positivo para MTBC en una muestra y para MNT en 6 muestras

4.2. Disefio del SO-MTBC para la diferenciacion de las especies del complejo

M.tuberculosis

4.2.1. Eleccion de RD para formar parte del algoritmo diagndstico del SO-
MTBC
Tras el estudio bibliografico de las regiones RD se consiguieron elaborar dos propuestas
basandose en la presencia y ausencia de diferentes RDs (RD1, RD3, RD4, RD5/RD6,
RD9, RD12 y RD13) para la diferenciacion del complejo M.tuberculosis utilizando un
minimo de 4 zonas del genoma (ver Tabla 8 de materiales y métodos). Como ya hemos
visto anteriormente, ademas de las regiones incluidas en los dos algoritmos existen otras
RDs, que también pueden tener utilidad en la diferenciacion del complejo
M.tuberculosis. Para facilitar el disefio de la técnica, lo ideal es utilizar el menor nimero
posible de regiones; de éste modo se podrian evitar posibles interferencias entre los
reactivos y aumentaria el rendimiento de la reaccion. Por ello, a pesar de que existen
otras muchas regiones de diferenciacion descritas para desmembrar el complejo, no se
han incluido en ningtn otro algoritmo debido a la necesidad de emplear més de cuatro

zonas para poder diferenciar las 7 especies del complejo.
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La region RD3 de ~10kb de longitud corresponde a un fago, también denominado
phiRv1. Su uso conllevaba varios problemas; en primer lugar se ha observado la

147,148 y Mb0V|S 149.

presencia variable de ésta region en cepas de M.tuberculosis
Ademas el hecho de que sea un fago y que pueda localizarse en distintos sitios del
cromosoma dificulta el hecho de poder demostrar mediante PCR la deleccion de este
elemento en una region concreta del genoma. Debido a la presencia de dicho elemento
genético movil en la region RD3 hace que las zonas colindantes no estén muy
conservadas y esto podria suponer una dificultad a la hora de la amplificacion'™. El
resto de regiones presentes en el algoritmo n°2 (RD5/6, RD9 y RD13) no presentan éste
tipo de problema y se podrian utilizar para la diferenciacion; pero al no servir la region
RD3 por los motivos explicados anteriormente, no podrian diferenciarse con ese
algoritmo M.bovis de M.bovis BCG, M.tuberculosis de M.canettii ni M.africanum de
M.microti. Por esto se decidié descartar el algoritmo n°2 y se penso que las regiones que
mejor podian diferenciar los miembros complejo M.tuberculosis eran RD1, RD4, RD9 y
RD12 que son las que forman parte del algoritmo propuesto n° 1 (Tabla 16). Estudios
publicados anteriormente sobre el rendimiento del uso de éstas regiones en reacciones
de amplificacién hacen pensar que son buenas opciones para diferenciar el complejo
M.tuberculosis. A continuacion se describen las regiones que se utilizaron como dianas

en el kit SO-MTBC.

N M. M. bovis M. bovis M. africanum M. M. M.
Region ADN . o B
tuberculosis BCG microti caprag  canettii

RD1 A 3 - + - + T

RD4 + - - + + + i

RD9 aF - = - - - e

RD12 + - - + + - -

ITS A i i + A A 4

Tabla 16: Algoritmo definitivo para la identificacion de las especies del complejo M.tuberculosis con
SO-MTBC

(+): Region presente, (-): Region ausente (ITS): Internal Transcribed Spacer
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4.2.2. Eleccidn de cebadores para formar parte de la reaccion de PCR
multiplex del SO-MTBC

Una vez elegidas las regiones objeto de amplificacion se llevé a cabo el disefio de los
cebadores que se iban a incluir en la mezcla de reaccion. Se propusieron varias
alternativas por cada region (Tabla 9 de materiales y métodos).

Se realiz6é un reaccion de PCR uniplex bajo condiciones estindar a cada uno de las
cepas de las especies del complejo para cada una de las regiones y con cada pareja de
cebadores propuestos. Posteriormente mediante la visualizacion del producto generado

mediante electroforesis se eligieron las parejas de cada zona que iban a formar parte de

la PCR multiplex
RD1 DELETION M. microti
4,350,263 4.359.716
Ry3860 Rv3866 Ry3868 Ry3869 PE_PPE_Rv3876
T  mm T
Rv3864/65 esait
Rv3861RyISFT ~ Rydse7 Ry3870 Ry3§71 cfpi0  Ry3877 Ry3878
4336 | lajao | laaa | J43ag |4352 4356 | 4360 | kb
Rv3862 ! Rv3879
Ry3859 | Hv3880 Ry3882
| Re38ST Rvasss
4,340,417 4,354,536
RD1 DELETION BCG
[ ESAT-6 family conserved region 3|
FEZT QB Ru3278
Ruw22T1PPEER esxA
mmnd, e
435263 L L L L 114354536
LEGEHD
Coding sequences: tPzeudogete hames are coloored in »
uirulence, detoy, adapt b | ipid metabaolism
= informnation pathway m— el | wall,process
— stable RHA 1S-phage =} PE/FFE
intermediary metabolism unkhour regul atory
conserved =t conserwved in M. bowis
= -RMA W £RNA r praomoter Qter\minator\

Figura 19: Esquema de la region RD1 de M.tuberculosis

Tomado de Pym et al.” y http:/tuberculist.epfl.ch/index.html

Los limites de la region RD1 son diferentes para M.bovis y M.microti. En cualquier
caso, ésta deleccion tiene una zona comun para ambas especies que comprende seis
genes (Rv3871-Rv3876) situados en el locus ESAT-6 (early secreted antigenic target).
Esta zona situada entre las posiciones 4350263-4354536 del genoma de M.tuberculosis

H37Rv es donde se buscaron los oligonucleotidos para la amplificacién gendomica
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- Pareja RD1.1 F/R:
Ambos oligonucledtidos poseen una longitud de 18 bases y un porcentaje de GC del
50%. El producto de PCR generado tiene 127 pb
(CTTCTGACCCGCTAATACGAAAAGAAACGGAGCAAAAACATGACAGAGCA
GCAGTGGAATTTCGCGGGTATCGAGGCCGCGGCAAGCGCAATCCAGGGAAA
TGTCACGTCCATTCATTCCCTCCTTG)

- Pareja RD1.2 F/R:
Ambos oligonucleotidos tienen una longitud de 23 bases. El porcentaje de GC que
poseen es 60,9% el forward y 60,8% el reverse. El producto de PCR generado tiene
148pb
(TTCGTCAGGCCGGCGTCCAATACTCGAGGGCCGACGAGGAGCAGCAGCAG
GCGCTGTCCTCGCAAATGGGCTTCTGACCCGCTAATACGAAAAGAAACGGA
GCAAAAACATGACAGAGCAGCAGTGGAATTTCGCGGGTATCGAGGCC)

Las dos parejas de cebadores generaban un producto de amplificacion correcto en las
cepas del complejo que se esperaba (M.tuberculosis, M.bovis, M.africanum, M.caprae y
M.canettii) y no se produjo amplificacion tal y como se esperaba en el caso de M.bovis
BCG y M.microti. Se eligi6 la pareja denominada RD1.1 F/R para formar parte de la
PCR multiplex debido a la mejor especificidad que tenia segun se muestra en la Figura

20.

1 2 N 34NM

Figura 20: Electroforesis de PCR RD1 con M.tuberculosis y M.caprae

Lineas: 1: RD1.1 M.caprae, 2: RD1.1 M.tuberculosis, N: RD1.1 control negativo, 3: RD1.2 M.caprae, 4:

RD1.2 M.tuberculosis, N": RD1.2 control negativo, M: marcador pesos moleculares
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4.2.2.2. RD4
Al contrario de lo que ocurre con la region RD1, los limites de la deleccion RD4 son
iguales para todas las especies del complejo M.tuberculosis, asi que en este caso no fue

necesario que la busqueda de cebadores se restringiera a una zona concreta de RD4.

RD4

Rv1509 Rv1510 gmd4 epid Rv1513 Rv1517
6 1697 1698 1699 1700 1701 1702 1703 1704 1705 1706 1707 1708 709_kb
T T T T T T T T T

1695 16
b

vaSM/llsq:c Rv1507c  Rv1508c Rv1514/15¢ vaSVSc

Ru1SEERA RulS1@8 epifA
Ru1SETA Ru1583 gmdA Ru1S13

1696888 L 1 1 7AS999

A——
RulSBEc RulS@sc

Ru1587e

170EEEE 1 TASEEE

Fu1515e
RvlSlde  RuwlSléc

LEGEHD

nnnnnn

ce al |, process
IS-phage =t PE-PPE
ke regulatary

Figura 21: Esquema de la region RD4 de M.tuberculosis

156

Tomado de Brosch et al.” y http://tuberculist.epfl.ch/index.html

- ParejaRD4.1 F/R :
El primer forward tiene una longitud de 18 bases y el reverse tiene 20 bases. Ambos
tienen un porcentaje GC del 55%. El producto generado tiene 165 pb
(CAACGCCACGAAGTAAGCCAGCGCGATCGGTACCACGAACCCTGTCGAGT
TGCCTCGATCGATGACCCCCCACGCCGGGATGGCCGCGGCGCCCAGTGTCA
CGAAGATGACCACTCGCTCCAGACCACGTGCCCCCCGGGCCGCCCAGATGG
CGGGAGATATGAC)

- Pareja RD4.2 F/R:
El primer forward tiene 20 bases y un 50% de GC. El primer reverse tiene 18 bases y
61% de GC. El producto generado posee 141 pb
(TGGTCCATGTCGATTGAGTGCGTGGATCAGTGTAAACCGTTGCGCGCCATG
TTCTGTAGGCACTGGTTCGGGTTGTGGTTAGGCTGCACGGTTGGCAGGTTAC
CAACCACTGAGCCCCTGGGCGGATGTGAGCTCGGACTC)
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- Pareja RD4.3 F/R
Ambos oligonucle6tidos poseen una longitud de 18 bases. El porcentaje de GC que
poseen es 50% el forward y 44,4% el reverse. El producto generado tiene 132 pb
(CGAGGTCTATTTCTGCTGGGCGACACGGAATTATCGCGAATTGTATGGGTT
GCTCGCGGTCAACAGCATCTGGTTCAATCACGAATCACCGCGTCACGGCGA
GACATTCATGACTCGTAATCCTGCACCATA)

Finalmente la pareja escogida para formar parte de la técnica multiplex fue la pareja
RD4.1 F/R. Amplificaba correctamente cuando la cepa ensayada era M.tuberculosis,
M.africanum, M.microti, M.caprae y M.canettii. En el caso de M.bovis, M.bovis BCG,
no aparecia tal producto de amplificacion. En la Figura 22 se muestra un ejemplo de la

electroforesis de los amplicones generados con ADN de las cepas de M.tuberculosis y
M.bovis.

M123456M

Figura 22: Electroforesis de PCR RD4 con M.tuberculosis y M.bovis

Lineas: M: marcador pesos moleculares 1: RD4.1 M.tuberculosis, 2: RD4.1 M.bovis, 3: RD4.2
M.tuberculosis, 4: RD4.2 M.bovis, 5: RD4.3 M.tuberculosis, 6:RD4.3 M.bovis, M: marcador pesos

moleculares

42.23. RD9
Al igual que la region RD4, la deleccion RD9 es de la misma longitud para todas las
especies del complejo M.tuberculosis, permitiendo buscar los cebadores para su

amplificacion en toda su extension.
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RD9
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Figura 23: Esquema de la region RD9 de M.tuberculosis

Tomado de Brosch et al.*® y http://tuberculist.epfl.ch/index.html

- Pareja RD9.1 F/R:
Ambos oligonucleo6tidos poseen una longitud de 18 bases y un porcentaje de GC del
55%. El producto generado tiene 102 pb
(CCACGGCTGCGATTATTGCCTGCGCTAGCGTGAGTGGCGATGGTCAACACC
ACTACGCGGCTTAGTGACGACGCGCTGGCGTTTCTTTCCGAAGCCATCTG)

- Pareja RD9.2 F/R
Ambos oligonucleoétidos poseen una longitud de 19 bases y un porcentaje de GC del
53%. El producto generado tiene 103 pb
(CGATGGTCAACACCACTACGCGGCTTAGTGACGACGCGCTGGCGTTTCTTT
CCGAACGCCATCTGGCCATGCTGACCACGCTGCGGGCGGACAACTCGCCGC
A)
Finalmente, la pareja de cebadores escogida por su mayor rendimiento fue RD9.2 F/R.
Aunque el gel demostraba cierta inespecificidad, posteriormente cuando se incorporaron
las sondas de deteccion, se comprobd que funcionaba correctamente. Los resultados de
la visualizacion de la amplificacion fueron tal cual se esperaban, produciéndose un
amplicon del tamafio esperado en el caso de M.tuberculosis y M.canettii. Para el resto

de especies del complejo no se produjo amplificacion de la region RD9 utilizando dicha
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pareja de cebadores En la Figura 24 se muestra un ejemplo de la electroforesis de los

amplicones generados con ADN de las cepas de M.tuberculosis y M.bovis BCG.

M 1234M

Figura 24: Electroforesis de PCR RD9 con M.tuberculosis y M.bovis BCG

Lineas: M: marcador pesos moleculares 1: RD9.1 M.tuberculosis, 2: RD9.1 M.bovis BCG, 3: RD9.2
M.tuberculosis, 4: RD9.2 M.bovis BCG, M: marcador pesos moleculares

4.224. RD12
La region RD12 cuenta con una extension aproximada de 2.5 Kb. Las parejas de

cebadores propuestos se sitilan en diversos puntos de ésta region:

RD12

>
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Figura 25: Esquema de la regién RD12 de M.tuberculosis

1-56

Tomado de Brosch et al.”™ y http://tuberculist.epfl.ch/index.html

- ParejaRDI2.1 F/R
Ambos oligonucleétidos poseen una longitud de 18 bases y un porcentaje de GC del

55%. El producto generado tiene 169 pb
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(GACAAGCACCTCGATTCCGACGTTCCCGTTCGACCGGCCGGTCCCGACGGA
GCCGTCCCCAATGCTGTCGGAACTGAGAAACAGCTGTCCGGTAGCCCCGAT
AGAGTTGCCCTCGGGGCACACAGCATGGCTCGTCACTCGCTTTGACGATGTA
AAGGGAGTGCTGTCC)

- ParejaRDI12.2 F/R
El primer forward tiene una longitud de 18 bases y el reverse tiene 20 bases. Ambos
tienen un porcentaje GC del 50%. El producto generado tiene 146 pb
(TGTTGAGAACCCGTTTCGCACCGCTCCGATACCGCCAGTCTGATGCACCGA
CCGCGCCGCCTCCCACCCGCGGAAGCTAACGAGGTGTGCATGAAACCGGGG
CGGTTCAGCAGCCCGGTTAATTGACAATCTGTGAAGAGGTTCCC)

- ParejaRDI12.3 F/R
El primer forward tiene 18 bases y un 56% de GC. El primer reverse tiene 19 bases y
58% de GC. El producto generado posee 115 pb
(ACGTGCGTGACCACAATGCCGGGCATGATGTCACGCGGTTGTTCTACGAGG
CGTATCCGCCGATGGTGATTCGGACATTGATGTCGATCATCGGACGGTGTGA
AGACAAGGCCGA)

Se eligio la pareja RD12.3 F/R por ser la que obtenia los mejores resultados. Con las
cepas de M.tuberculosis, M.africanum y M.microti se obtuvieron amplicones del
tamafio esperado mientras que con el resto de micobacterias del complejo no se obtuvo
amplificacion alguna. En la Figura 26 se muestra un ejemplo de la electroforesis de los

amplicones generados con ADN de las cepas de M.tuberculosis y M.bovis.

M 123 45 6M

Figura 26: Electroforesis de PCR RD12 con M.tuberculosis y M.bovis BCG

Lineas: M: marcador pesos moleculares 1: RD12.1 M.tuberculosis, 2: RD12.1 M.bovis BCG, 3: RD12.2
M.tuberculosis, 4: RD12.2 M.bovis BCG, 5:RD12.3 M.tuberculosis, 6:RD12.3 M.bovis BCG, M:

marcador pesos moleculares
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4.2.25. Region ITS

ITS (internal transcribed spacer) es la region utilizada para identificar las micobacterias
a nivel de género. El adecuado funcionamiento de ésta pareja de cebadores fue probado
en estudios anteriores obteniendo resultados satisfactorios para todas las especies del
complejo M.tuberculosis y presentando gran especificidad al no producir ningin
producto de amplificacion con micobacterias no tuberculosas (datos no mostrados). En
la Figura 27 se muestra la deteccion del producto de amplificaciéon generado al
amplificar esta region en cada una de las micobacterias del complejo M.tuberculosis.

- Pareja ITS F/R:
El forward tiene 21 bases y un 48% de GC. El reverse tiene 20 bases y 55 % de GC. El
producto generado tiene 124pb
(AACAAAGTTGGCCACCAACACACTGTTGGGTCCTGAGGCAACACTCGGACT
TGTTCCAGGTGTTGTCCCACCGCCTTGGTGGTGGGGTGTGGTGTTTGAGAAC
TGGATAGTGGTTGCGAGCATC)

M123456N

Figura 27: Electroforesis de PCR ITS de las especies del complejo M.tuberculosis
Lineas: M: marcador pesos moleculares, 1: M.tuberculosis, 2: M.bovis, 3:M.bovis BCG, 4:M.microti, 5:

M.africanum, 6: M.caprae, N: control negativo

Ademas, en la reaccion multiplex se incluye un control de amplificacion y sus
correspondientes cebadores para descartar la inhibicion de la PCR en caso de estar ante

una micobacteria no tuberculosa.

En la siguiente tabla (Tabla 17) se resumen las caracteristicas de los cebadores elegidos

para la PCR multiplex:
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Nombre Tamafio (n°bases) %GC Tamafio amplicén Diana

RD1.1F 18 50

127 esat-6
RD1.1 R 18 50
RD4.2F 20 50

141 Rv1508c
RD4.2R 18 61
RD9.2 F 19 53

103 Rv2074
RD9.2 R 19 53
RD12.3 F 18 56

115 Rv3119
RD12.3R 19 58
ITS.F 21 48

124 ITS
ITS.R 20 55

Tabla 17: Conjunto de cebadores que forman parte del disefio de la PCR multiplex

A cada una de las cepas de referencia del complejo M.tuberculosis se le realiz6 PCR
individual de cada una de las RD y posteriormente se visualizaron los productos
generados mediante electroforesis. Se comprobd que cada una de las especies generaba

un patron diferente al del resto de las especies tal cual se esperaba.

4.2.3 Sondas para deteccion de amplicones en SO-MTBC

Una vez conocidos los cebadores que ibamos a utilizar y el amplicon que se generaba
con la reaccion de PCR, se disefiaron las sondas para detectar los productos
amplificados. Para la utilizacion del formato Speed Oligo®, en cualquiera de sus
versiones, son necesarias una sonda de captura y una sonda de deteccion por cada
amplicon generado. Se propusieron varias sondas de captura y deteccion para cada caso
tal y como se especifico en el punto 3.1.3 de materiales y métodos. Se probaron
individualmente poniendo en contacto ambas sondas con el producto de PCR
desnaturalizado y proporcionando una solucion de hibridacion en un termobloque a
55°C. Del mismo modo se comprobd la posible reactividad de las sondas entre si o la
presencia de reacciones inespecificas con cualquier sustancia presente en la reaccion
que pudieran interferir en el resultado obtenido.

Tras estos estudios aquellas sondas que dieron una sefial 6ptima con su amplicon y no
dieron ninguna sefial en ausencia de éste son las que se utilizaron en la reaccion

definitiva. Estas se detallan en la Tabla 18
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ZONA SONDA NOMBRE SECUENCIA
RD1 CAPTURA RDl1.sc TGACAGAGCAGCAGTGGAAT
DETECCION RD1.sd CTAATACGAAAAGAAACGGAGCA
RD4 CAPTURA RD4.sc GCACGGTTGGCAGGTTAC
DETECCION RD4.sd ACTGGTTCGGGTTGTGGTTA
RD9 CAPTURA RD9.sc CTTTCCGAACGCCATCTGGC
DETECCION RD9.sd GCTTAGTGACGACGCGCTGG
RD12 CAPTURA RD12.sc TATCCGCCGATGGTGAT
DETECCION RD12.sd CGGTTGTTCTACGAGGC
ITS CAPTURA ITS.sc TTGTTCCAGGTGTTGTCCCACCGC
DETECCION ITS.sd CTTGGTGGTGGGGTGTGGTG
Tabla 18: Sondas seleccionadas para detectar los correspondientes productos de amplificacion en
SO-MTBC

Control =
RDI -
RD4

- RD9
— RD12
= ITS

Figura 28: Deteccion en tira de nitrocelulosa de los productos de PCR de M.tuberculosis

1.RDI; 2.RD; 3.RD9; 4. RD12; 5.ITS

4.2.4 Optimizacion de la PCR multiplex del SO-MTBC

Para proceder al ajuste de la reaccion de PCR multiplex final, se compararon en primer
lugar reactivos (buffer, magnesio y Taq polimerasa) de dos casas comerciales (Roche y
Promega) (ver Tabla 19) para elegir el mas adecuado, teniendo en cuenta que la mezcla
final se iba a someter a un proceso de liofilizacion. El resto de reactivos necesarios para
completar la reaccion (ANTPs y agua calidad PCR) fueron los mismos en ambos casos.

La influencia de la utilizacion de dichos reactivos de diferente marca comercial en el
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resultado final se comprobd mediante la realizaron de varias PCR uniplex y la
visualizacion mediante electroforesis del producto amplificado. En ambos casos se
obtuvieron buenos resultados (datos no mostrados), pero debido a que la Taq polimerasa
de Promega no es apta para someter a proceso de liofilizacién por su contenido en

glicerol, se decidio utilizar la Taq polimerasa, buffer y magnesio de Roche.

Buffer Magnesio Taq polimerasa
Promega 5x 25mM 5U/ul
Roche 10x 25mM 5U/ul

Tabla 19: Concentracion de los reactivos probados para la PCR

Una vez elegidos los reactivos con los que se iba a trabajar se incorporaron todos los
cebadores en una misma reaccion y se fue ajustando. Se hicieron modificaciones sobre
el programa de amplificacion y sobre la concentracion de otros reactivos (dNTPs,
cebadores y agua) para mejorar la reaccion. Inicialmente se ajustd la cantidad de
cebadores necesarios para que se pudiera producir la amplificacién y deteccion en caso
de que todas las zonas estuviesen presentes (como ocurre en M.tuberculosis). Ademas
se fue probando la incorporaciéon de aditivos que mejoraran la especificidad de la
reaccion como betaina y BSA. Las pruebas se visualizaron mediante la hibridacion en
tiras marcadas con sondas y seguin la intensidad que mostraba se fue adaptando la
cantidad y concentracion de todos los reactivos. Unos ejemplos de estas pruebas se
puede observar en la Tabla 20, donde se detallan las variaciones en la cantidad de
algunos reactivos (principalmente magnesio, dANTPs y BSA), y a continuacion en las

Figura 29 y Figura 30 se muestra el resultado de estas pruebas.
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Reactivo Condicion A Condicion B Condicién C  Condicion D  Condicién E

Mg++ 25mM 2.3 2.5 2.6 3 2.2

RD1.1 (12.5uM) 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8

RD9.2 (12.5uM)

ITS(12.5uM) 1 1 1 1 1

BSA 25x 1 1 1 1 1

Tag S5U/uL 0.3 0.3 0.4 0.4 0.2

Total (L) 31 31 32 333 30

Tabla 20: Optimizacion de la PCR multiplex. Posibles combinaciones de reactivos

Control de producto

RDI12

ITS
Control de amplificacion

Figura 29: Resultado de las pruebas para la optimizacion de la PCR multiplex. Condiciones A-D con
M.tuberculosis

En la condicion A hubo una inhibicion de la PCR por causas desconocidas. En la condicion B no se
apreciaba la amplificacion de la region RD1. La condicion C es la que mejores resultados se obtenian a
pesar de no detectarse el control interno cuando el resto de las PCRs eran positivas. En la condicion D, la

intensidad de la linea correspondiente a RD1 era muy débil.
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Control de producto
RDI1

RD4

RD9

RDI12

ITS
Control de amplificacion

Figura 30: Resultado de las pruebas para la optimizacion de la PCR multiplex. Condicion E. 1.
M.tuberculosis, 2.M.bovis, 3. M.bovis BCG, 4.M.africanum, 5.M.kansasii, 6. M,chelonae, 7.M.abscessus,

8. Nocardia spp., 9. Control negativo

En esta condicién se vari6é fundamentalmente la cantidad de magnesio, Taq y dNTPs, dejando los
cebadores con la misma cantidad que las condiciones anteriores. En la imagen podemos observar que esta

combinacidn de reactivos funciono bien

En sucesivas pruebas se modifico la cantidad de cebadores y otros aditivos asi como el
programa de amplificacién (imagen no disponible) hasta conseguir una sefial en la tira
de reaccion lo mas intensa posible. De éste modo se consiguid unificar las diferentes
reacciones individuales en una sola con las condiciones que se detallan en la Tabla 11

(de materiales y métodos).

4.2.5 Visualizacion de productos amplificados con la PCR multiplex: hibridacion
en tira

Para la visualizacion de los productos generados a partir de la PCR multiplex con el

formato Speed Oligo® se llevo a cabo en primer lugar una desnaturalizacion durante 2

minutos a 95°C seguida de una hibridacion en tira con las sondas correspondientes
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segun se detalla en el apartado 3.1.5 de materiales y métodos. Los resultados obtenidos

123 4 5 6 7 8

se observan en la Figura 31

RD1

RD9
RD12
ITS

K
i
P
=
—
—
.
b

Figura 31: Deteccién en tira de nitrocelulosa de los productos amplificados en la PCR multiplex

1.M.tuberculosis, 2.M.bovis, 3.M.bovis BCG, 4.M.africanum, 5.M.microti, 6.M.caprae,

7.M.canettii 8. Control negativo

4.3 Validacion del SO-MTBC

4.3.1 Estudio de las cepas seleccionadas con SO-MTBC
Se analizaron 214 cepas obtenidas de muestras clinicas de pacientes con solicitud de
estudio de micobacterias que se habian conservado a -20°C tras su aislamiento en medio
de cultivo liquido y/o so6lido durante el periodo de Enero 2011-Diciembre 2014. De
ellas 189 (88%) estaban previamente identificadas como M.tuberculosis complex y 25
(12%) eran diferentes especies de MNT vy otras bacterias relacionadas con el género
Mycobacterium (Tabla 12 de materiales y métodos). Para el procedimiento del ensayo
SO-MTBC las cepas se sometieron a un procedimiento de extraccion de ADN siguiendo
lo descrito en el apartado 3.2.4 (materiales y métodos).
Tras la amplificacion, desnaturalizacion e hibridacion en tiras de nitrocelulosa del SO-
MTRBC, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

- Miembros de MTBC: Las 189 cepas analizadas se distribuyeron segun muestra

el Gréfico 3: el 92% (174) de las cepas del complejo analizadas fueron
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M.tuberculosis; el 3,7% (7) corresponde a M.bovis; un 2,6% (5) fueron M.bovis
BCG; 1,1% (2) M.africanum y 0,5% (1) M.caprae. Entre todas las cepas

analizadas no se encontr6 ninguna especie de M.microti ni M.canettii.

. 0, 7; 3,7%
ZL1% 1755 6o

/1; 0,5%

M. africanum
m M. bovis

M. bovis BCG
u M. caprae
= M. tuberculosis

174; 92%

Grafico 3: Distribucién de las especies del complejo M.tuberculosis en las cepas clinicas analizadas n=189

Cepas MNT y cepas de otros géneros relacionados: En ningun caso se obtuvo

sefal de amplificacion en el SO-MTBC.

4.3.2 Comparacion de resultados obtenidos en SO-MTBC con Genotype® MTBC
De manera paralela a la realizacion del SO-MTBC, se realizo el kit Genotype® MTBC

a partir del mismo ADN extraido y siguiendo el procedimiento detallado en el apartado

3.3.7 de materiales y métodos. Se realizé una seleccion aleatoria teniendo en cuenta el

nimero minimo de cepas a testar para conseguir una correlacion estadistica adecuada.

Por ello, se estudiaron con GenoType® MTBC (ver Figura 32):

Una muestra aleatoria de cepas identificadas como M.tuberculosis por SO-
MTBC (n=75).

Todas las cepas identificadas como M.bovis, M.bovis BCG, M.africanum y
M.caprae por SO-MTBC (n=15).
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Figura 32: Tiras de GenoType® MTBC de las cepas 43(M. africanum)-38 (M. bovis subsp. bovis)-
104 (M. bovis subsp.caprae)-76 (M. bovis BCG)-68 (M. bovis subsp. bovis)-70(M. bovis subsp. bovis)-
77(M. bovis subsp. bovis)-81(M. bovis subsp. bovis)-146(M. bovis BCG)

La concordancia entre ambos kit diagnosticos medida con el indice Kappa de Cohen fue
de 0,9589 con un IC del 95%. Se encontré una cepa discrepante que fue identificada
como M.africanum con SO-MTBC y como M.tuberculosis con GenoType® MTBC.
Para resolver esta discrepancia se realizod la secuenciacion del gen hsp65 siguiendo el
procedimiento descrito por otros autores anteriormente® ', Ademas el ADN de la cepa
se envio al Centro Nacional de Microbiologia (Majadahonda, Madrid, Espafia) para
estudio a nivel de especie, identificandola como M.tuberculosis. Los resultados

obtenidos mediante la secuenciacion del gen hsp65 no fueron concluyentes.
4.4 Estudio descriptivo de los casos de tuberculosis

4.4.1 Incidencia de tuberculosis

En el area sanitaria que corresponde al HUVN, se diagnosticaron 297 casos de
tuberculosis durante el periodo de estudio (de enero de 2011 a diciembre de 2014), lo
que corresponde a una tasa de incidencia anual media de 22,40 casos por 100.000
habitantes en dicho periodo (incidencia calculada a partir de datos de poblacion con
tarjeta sanitaria individual (TIS)). La evolucion de dicha incidencia se muestra en el
Grafico 4. En el afio 2011 hubo 79 casos (23,96/100.000 habitantes), en 2012 hubo 61
casos (18,01/100.000 habitantes), en 2013 hubo 80 casos (23,76/100.000 habitantes) y
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en 2014 hubo 77 casos (22,99/100.000 habitantes). Cabe recordar que los pacientes
diagnosticados de tuberculosis no solo fueron los casos confirmados por microbiologia,
sino también aquellos casos con diagnostico anatomo-patoldgico compatible y los que
presentaban clinica y radiologia compatibles con tuberculosis y se les prescribio una
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Grafico 4: Evolucion de la tasa de incidencia de tuberculosis durante el periodo de estudio 2011-2014

442 Caracteristicas socio-demograéficas de los pacientes: edad, sexo y
nacionalidad

La edad media de los pacientes diagnosticados de tuberculosis en el area sanitaria

correspondiente al HUVN durante el periodo de estudio (2011-2014) fue de 41 afios [1-

91] con una desviacion tipica de 20,76 y distribuidos segin muestra el Grafico 5. En

cuanto al sexo, el 38,05% (113) de los pacientes fueron mujeres mientras que el 61,95%

(184) fueron hombres (Grafico 6).
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Gréfico 5: Distribucion por edad de los pacientes con tuberculosis (N=297)

113; 38%

Femenino ® Masculino

Gréfico 6 : Distribucion por sexo de los pacientes con tuberculosis n (%) N=297

Los pacientes espafioles representaron un 74,07% (220) del total. El restante 25,93%
(77) eran extranjeros (Grafico 7). Los principales paises de origen inmigrante fueron:
Marruecos 31,17% (24); Rumania 18,18% (14) y Senegal 16,88% (13). Entre éstos tres
paises suman el 66,23% de los pacientes extranjeros. A é€stos, le siguen Bolivia con un
7,79% (6) y China con 3,9% (3) de los pacientes extranjeros. En menor proporcion se
encuentran paises como Brasil, Mali, Pakistdin y Rusia con 2 pacientes cada uno
(2,6%). Y finalmente se diagnosticoO un caso por cada uno de los siguientes
paises: Bulgaria, Camertn, Ecuador, Francia, Lituania, Polonia, Reino Unido,

Republica Dominicana y Venezuela (Grafico 8)
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Grafico 7: Distribucién por procedencia de los pacientes con tuberculosis (n=297)

Rusia; 2; 3%
Pakistan; 2; 3%
Mali; 2; 2%
Brasil; 2; 2%
China; 3;4%

Grafico 8: Pais de origen de los pacientes extranjeros (n=77)

Otros: Bulgaria, Camertin, Ecuador, Francia, Lituania, Polonia, Reino Unido, Republica Dominicana

y Venezuela

4.4.3 Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes con tuberculosis
Del total de casos, 229 (77,10%) corresponden a tuberculosis respiratoria y 68 (22,90%) a
tuberculosis de otras localizaciones (Grafico 9) las cuales estan descritas en la Tabla 22. La

distribucion de los casos segln el afio esta detallada en la Tabla 21

W Respiratoria ® Extra respiratoria

Grafico 9: Localizacion de la infeccion en los pacientes con tuberculosis n=297
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ANO TB Respiratoria TB Extra respiratoria
2011 61 18
2012 48 13
2013 61 19
2014 59 18

Tabla 21: Distribucion de los casos de tuberculosis segin afio y forma clinica de presentacion

Un 48,48% (144) de los pacientes fueron hospitalizados a causa de la tuberculosis con
una estancia media de 15 dias de ingreso. Cabe destacar que la media de estancia
hospitalaria en pacientes con tuberculosis extrarespiratoria es superior a los pacientes
ingresados con tuberculosis respiratoria. Con respecto a la situacion evolutiva de los
enfermos, la mayoria de ellos (230; 77,44%) fueron casos iniciales; 20 (6,73%) fueron
recidivas y 3 (1,01%) eran pacientes que habian iniciado y abandonado el tratamiento en

varias ocasiones; el resto de pacientes eran de evolucion desconocida.

Forma clinica Frecuencia  Porcentaje
Pulmonar 210 70,71
Pleural 22 7,41
Osteoarticular 18 6,06
Linfatica 16 5,39
Genitourinarias 11 3,70
Otra 8 2,69
Digestiva 4 1,35
Diseminada 4 1,35
Meningitis 4 1,35
Total 297 100

Tabla 22: Formas clinicas de los casos de tuberculosis

El diagndstico radioldgico se mostrd con normalidad en el 9,76% (29) de los pacientes y
no se realizd y/o no quedo constancia de ello en 78 (26,26%) pacientes. El resto fueron
radiografias de torax anormales, en la que predomina la situacion de ausencia de
cavitacion en 125 pacientes (42,09%) frente a la cavitacion en 65 (21,89%) enfermos,

como muestra el Grafico 10
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10;3%

® Anormal cavitada

¥ Anormal no cavitada
= No consta

® No realizada

¥ Normal

Grafico 10: Resultados de la radiografia de térax de los pacientes con tuberculosis n=297

4.4.3.1 Factores de riesgo y otras situaciones especiales

El1 47,81% (142) de los pacientes tenian al menos un factor de riesgo relacionado con el
desarrollo de tuberculosis. Los mas frecuentemente encontrados fueron el alcoholismo,
tabaquismo, coinfeccion con el virus VIH, toxicomanias, diabetes inestable, adiccion a
drogas por via parenteral (ADVP) y otras causas. La frecuencia y distribucion de estos
factores de riesgo se muestra en la Tabla 23. El resto de los pacientes (155; 52,19%) no

tenian ningln factor de riesgo conocido o bien no constaba este dato en su historia.
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Factor de riesgo Frecuencia Porcentaje
Ninguno conocido 155 46,13
Otras 29 8,63
Alcoholismo 23 6,85
Tabaquismo 22 6,55
VIH/SIDA 15 4,46
Otras toxicomanias 14 4,17
Diabetes inestable 12 3,57
UDVP 12 3,57
Terapia inmunosupresora 11 3,27
EPOC 7 2,08
Inmunodeficiencias 6 1,79
Desnutricion 5 1,49
I.R.C* 5 1,49

VHC 5 1,49
Carcinoma vejiga 3 0,89
Diabetes 3 0,89
VHB 3 0,89
Politoxicomania 2 0,60
Cirrosis hepética 2 0,60
Alcoholismo 1 0,30
Linfoma 1 0,30
Total 336 100

Tabla 23: Factores de riesgo encontrados en los pacientes con tuberculosis

*[.R.C: Insuficiencia renal aguda

Ademas de los factores de riesgo detallados previamente, cabe destacar algunas
situaciones especiales como que 55 pacientes (18,51%) eran inmigrantes, 18 pacientes
(6,06%), estaban internos en prision, 14 (4,71%) eran casos especiales (por diversas
causas), 6 (2,02%) residian en otra institucion cerrada, 6 (2,02%) eran educadores , 6
(2,02%) pacientes habian sido vagabundos durante el ultimo afio, 2 (0,67%) eran
trabajadores sanitarios y otros 2 (0,67%) trabajadores de la hosteleria.
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4.4.3.2 Estudios de contactos

Se realizo estudio de contactos en 132 ocasiones sumando un total de 1086 contactos
estudiados. El resultado de dichos estudios fue de 664 (61,2%) contactos no infectados,
251 (23,1%) contactos infectados y 25 (2,3%) contactos enfermos. Del resto (146;

13,4%) se desconoce el resultado del estudio.

4.43.3 Tratamiento

El 57,91% (172) de los pacientes recibieron como tratamiento para la tuberculosis INH,
RIF, Z y E. Tras esta pauta, la mas frecuentemente utilizada fue la estdndar
(INH+RIF+Z), que fue prescrita en 71 pacientes (23,91%). El resto de las pautas de
tratamiento recibidas por los pacientes pueden observarse en el Grafico 11.

Del total de los pacientes, se tiene constancia de dos casos en los que no se llevo a cabo
el tratamiento debido al fallecimiento del paciente; en un caso debido a la tuberculosis y

en otro caso debido a causas no infecciosas.
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Grafico 11: Pautas de tratamiento establecidas a los pacientes con tuberculosis n=297

*Estandar= I+R+P

Con respecto a la duracion del tratamiento antituberculoso, las pautas mas
frecuentemente prescritas fueron la de 6 meses (165; 55,56%), seguida de 9 meses (21;
7,07%) y 12 meses (20; 6,73%). El resto de pautas que recibieron los pacientes vienen

detalladas en la Tabla 24 y corresponden a casos de tuberculosis extrarespiratoria.
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Duracion en meses Frecuencia Porcentaje

5 1 0,3

6 165 55,6

7 1 0,3

8 2 0,7

9 21 7,1

10 3 1,0

11 2 0,7

12 20 6,7

14 1 0,3

18 2 0,7

20 2 0,7

No consta 77 25,9
Total 297 100

Tabla 24: Pautas de tratamiento antituberculoso

4.4.4 Estudio microbioldgico de los pacientes diagnosticados de tuberculosis

De todos los pacientes con diagndstico de tuberculosis (n=297) en el ambito de estudio,
se recibieron en el laboratorio de Microbiologia del HUVN muestras de 205 (69%)
pacientes (Tabla 25). El resto de los pacientes (92; 31%) obtuvieron el diagnostico por
otros criterios (clinicos, anatomopatoldgicos y/o radioldgicos) o se les realizo el estudio
microbiologico en otros centros. Las muestras que se enviaron eran de diferentes
localizaciones siempre siendo reflejo del lugar afectado (Grafico 12) y en diferentes
ocasiones se enviaron mas de una muestra por paciente de igual o distinta localizacion
anatomica. Para éste estudio solo se ha considerado una muestra por paciente, la mas
representativa de su proceso infeccioso y/o la que se obtuvo como resultado del cultivo
la cepa de M.tuberculosis complex. Tal como cabia esperar la muestra mas
frecuentemente sometida a estudio micobacteriologico fue el esputo espontaneo 167
(61,95%). En la mayoria de las ocasiones la muestra para estudio microbioldgico
procedia del servicio de Urgencias hospitalarias, aunque otros servicios como
Respiratorio y Medicina Interna destacan sobre otras procedencias menos frecuentes.
Cabe destacar la presencia del Centro penitenciario y diversos centros de Salud

adscritos al HUVN como demandantes de este tipo de estudios (Grafico 13).

102



Resultados

2011 2012 2013 2014 Total
HUVN* 57 47 53 48 205
Sin datos microbiol6gicos en HUVN 22 14 27 29 92
Total casos declarados 79 61 80 77 297

Tabla 25: Muestras recibidas para estudio microbioldgico de los pacientes diagnosticados de

tuberculosis

Esputo espontaneo & d 127 (61,95%)
Biopsias * e 22(10,73%)
Abscesos ** sl 11(5,37%)

Liquidopleural & 9 (4,39%)

Orina & 9 (4 399)
Aspirado gésh'ioo = 38 (3,9%)
Otras muestras*** &l 6 (2,93%)
Lavado broncoalveolar |l 5 (2,44%)

Esputo inducido & 4(1,95%)

Broncoaspirado 3(1 46%)
Liquido cefaloraquideo | 1(0’49%)

Gréfico 12: Tipo de muestras enviadas al laboratorio para estudio de tuberculosis (n=205)

**Biopsias: adenopatia (6), colon (2), pleural (4), pulmonar (1), 6sea (6) y otras (3)
** Abscesos: cervicofacial (1), hepatico (1), toracico (2), vertebral (2) y otros (5)
**% Otras muestras: aspirado otro (2) Drenaje pleural (1), exudado de herida (1), hemocultivo (1) y otras

muestras (1)

Urgencias | 55
Respiratorio | 37
Medicina interna [ 21
Centro penitenciario [ 18
Otros Hospitales* [ 17
Extrahospitalaria S 15
Otras** B 11
Cirugia toracica i 10
Pediatria il 10
Traumatologia M 5
Urologia | 4
Infecciosos | 2

Gréfico 13: Procedencia de las muestras para estudio de tuberculosis (n=205)
*Otras: Anestesia y reanimacion, Cardiologia, Cirugia general, Cirugia maxilofacial, Digestivo,
Microbiologia, Nefrologia, Neurocirugia, Oncologia, Otorrinolaringologia, Radiodiagndstico, Unidad de

Cuidados Intensivos.

**Otros Hospitales: Hospital General de Baza (13), Hospital San Cecilio (4)
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De las muestras recibidas en el laboratorio de Microbiologia de pacientes
diagnosticados de tuberculosis, 157 (77%) fueron cultivo positivo de MTBC; 21 (10%)
muestras fueron cultivo negativo pero PCR frente a MTBC positiva y las restantes 27
(13%) fueron negativas por ambos métodos (Grafico 14). Por tanto, el laboratorio de
Microbiologia del HVN confirmé 178 (60%) de los casos diagnosticados en el Area
Norte de Granada mediante aislamiento de la cepa en cultivo o mediante la presencia de
ADN de la micobacteria en la muestra clinica. El resto de los casos (119; 40%) fueron
diagnosticados con criterios microbioldgicos en otro centro sanitario o bien obtuvieron
el diagndstico mediante otros criterios (sin confirmacion microbiologica de la
infeccion).

La baciloscopia de las muestras recibidas en el laboratorio de Microbiologia de
pacientes diagnosticados de tuberculosis (n=205) fue positiva en un 52% (107) de las

muestras frente al 48% (98) que resulto ser negativa.

27; 9%

21; 7%
® Cultivo positivo m Solo PCR positiva
Cultivo negativo ® Sin muestras en HVN

Gréfico 14: Resultados microbioldgicos de las muestras de los pacientes diagnosticados de

tuberculosis (n=297)

Con respecto al nimero de cepas testadas en el laboratorio mediante estudios
fenotipicos se encontrd un 5,1% (n=156) de resistencia a estreptomicina, 1,9% (n=159)
de resistencia a isoniazida, 0,62% (n=1) de resistencia a rifampicina, 1,9% (n=158) de
resistencia a etambutol y un 7,79% (n=154) de resistencia a pirazinamida (Tabla 26). La
cepa resistente a rifampicina lo era también a isoniazida y a estreptomicina. Las
especies resistentes a pirazinamida fueron: 5 M.bovis, 4 M.bovis BCG y 3

M.tuberculosis.
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Estreptomicina Isoniazida Rifampicina Etambutol Pirazinamida

Sensible 148 156 159 155 142
Resistente 8 3 1 3 12

Cepas testadas 156 159 159 158 154
% resistencia 5,13 1,89 0,62 1,90 7,79

Tabla 26: Sensibilidad de las cepas analizadas en el laboratorio

A partir del ano 2012 también se realizaron estudios genotipicos de resistencia a I y R
con GenoType® MTBDR plus (Hain Lifescience). De las 44 cepas testadas por este
método solo en una de ellas (0,22%) se detectaron mutaciones de resistencia a
isoniazida y en ninglin caso se detectaron mutaciones de resistencia a rifampicina. La
resistencia detectada a isonizida por métodos moleculares fue confirmada por métodos
fenotipicos. El resto de cepas resistentes a INH y RIF por métodos fenotipicos no fueron

testadas por métodos moleculares.
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5. DISCUSION

5.1 Evaluacién del SO-DMT para la deteccion directa de micobacterias en

muestras clinicas respiratorias.

Clésicamente, el diagndstico microbioldgico de la tuberculosis se ha basado en la
microscopia, el cultivo y la identificacion fenotipica. La baciloscopia es el método mas
rapido, sencillo y econdmico disponible pero su baja sensibilidad ha limitado su
utilidad, especialmente en las zonas geograficas de menor incidencia de la enfermedad y
en las formas extrapulmonares de la tuberculosis. El cultivo sigue siendo el método de
referencia por permitir acceder a estudios posteriores con el aislado micobacteriano

6152 5in embargo, la lentitud

(identificacion, sensibilidad y tipificacion epidemioldgica)
de crecimiento del bacilo tuberculoso representa el mayor inconveniente para un
diagnoéstico rapido de la enfermedad. Por todo esto, en los ultimos afios se han
desarrollado nuevos métodos para el diagnéstico rapido de la tuberculosis activa

6128 14 deteccién directa de M.

basdndose en técnicas de biologia molecular
tuberculosis en la muestra clinica hace posible una intervencion epidemiolégica y el
tratamiento precoz de la enfermedad. Se han evaluado numerosos ensayos de deteccion
directa de M.tuberculosis en muestras clinicas respiratorias basados en amplificacion de
acidos nucleicos comerciales, mostrando una alta especificidad y un buen valor
predictivo positivo para muestras con baciloscopia positiva y una sensibilidad variable
para muestras con baciloscopia negativa y muestras extrapulmonares > °°. Por ello, las
técnicas de PCR frente a M.tuberculosis complex de muestra directa estan siendo
introducidas actualmente en los laboratorios clinicos para el andlisis de muestras de

rutina ya que en los ultimos afios han demostrado su utilidad en distintas publicaciones

cientificas.

La tecnologia ensayada en este estudio combina el método de amplificaciéon de PCR con
un sistema de deteccion simple que no requiere equipos exclusivos ni mucho proceso de
manipulacion en el desarrollo del procedimiento de la técnica. Como limitaciones
sefalar que no es posible la automatizacion del ensayo y la necesidad de varias areas en
el laboratorio para el procesamiento (para la preparacion de la muestra, amplificacion de

la diana y deteccion de los amplicones). En la evaluacion del SO-DMT se observo que
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en las muestras con baciloscopia positiva la concordancia entre la microscopia y el
resultado del SO-DMT fue muy buena. La sensibilidad del test en estas muestras fue
satisfactoria y diferencid correctamente las micobacterias pertenecientes al complejo
M.tuberculosis de las no tuberculosas en todos los casos. Sin embargo, en muestras con
baciloscopia negativa la sensibilidad encontrada fue menor (56,6%) aunque similar a los
rangos de sensibilidad encontrados en otros estudios en muestras no baciliferas'>>'’ En
muestras con MNT, la sensibilidad fue baja (3/10) probablemente debido a la baja carga
bacilar de micobacterias en estas muestras, ya que la mayoria de ellas no eran
baciliferas. No se produjo ninguna reaccion cruzada con diferentes microorganismos
similares al género Mycobacterium y la especificidad de forma global fue alta (99%)
demostrando la utilidad del test para diferenciar micobacterias pertenecientes al
complejo M.tuberculosis de MNT en muestras con baciloscopia positiva. A pesar de
ello se encontraron discrepancias entre los resultados del SO-DMT vy los datos clinicos.
En alguna muestra se detectd ADN para el género Mycobacterium en SO-DMT pero
posteriormente no crecié ninguna micobacteria en el cultivo; una posible explicacion
para este hecho es la inviabilidad de la micobacteria'. Por otro lado, un resultado
negativo del SO-DMT en una muestra con cultivo positivo puede deberse a la presencia
de muy baja carga bacilar, a una distribucion desigual de la micobacteria en la muestra o
a la ineficiencia del proceso de lisis de la pared celular. Segtin los datos aportados por el
fabricante, la sensibilidad analitica del SO-DMT para la linea de M.tuberculosis
complex es de 2 copias del genoma por reaccién y para la linea del test del género

Mycobacterium es de 20 copias del genoma por reaccion'*.

Otro kit comercial similar al SO-DMT es el GenoQuick MTB (Hain
Lifescience,Nehren, Germany). Moure y col. 158 realizaron en 2012 una evaluacion del
GenoQuick MTB con 96 muestras con MTBC y 15 con MNT comparando los
resultados obtenidos con el cultivo y la baciloscopia de las muestras. GenoQuick
identificé correctamente el 85,4% (82/96) de las muestras que contenian M.tuberculosis
complex (100% de las muestras con baciloscopia positiva y 78,1% muestras con
baciloscopia negativa). Una muestra que contenia una MNT (M.fortuitum) fue
identificada como M.tuberculosis. y el resto de las muestras con MNT fueron negativas
para M.tuberculosis. Por ello concluyen que es un buen método (rapido sencillo y
barato) de deteccion directa de M.tuberculosis en muestras clinicas; incluso en

muestras con baciloscopia negativa.
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El test Abbott Real Time MTB (Abbott Laboratories. Abbott Park, Illinois, U.S.A )"’
detecta la presencia de ADN de los ocho miembros del complejo M.tuberculosis con
una sensibilidad del 93% en muestras con cultivo positivo (99% en muestras con

baciloscopia positiva y 81% en muestras con baciloscopia negativa) y una especificidad

del 97%.

El test Xpert MTB/RIF (Cepheid) es la prueba de diagndstico rapido basada en una
PCR anidada a tiempo real recomendada por la OMS, siendo el primer sistema cerrado
de este tipo. Ademas de detectar la presencia de M.tuberculosis en la muestra, el sistema
es capaz de detectar mutaciones en el gen rpoB indicando resistencias a nivel genotipico
a la rifampicina. Para muestras respiratorias tiene una sensibilidad del 93,8% (99,7% en
muestras con baciloscopia positiva y 76,1% en muestras con baciloscopia negativa) y
una especificidad del 98,7% en comparacion con el cultivo. Moure y col. utilizaron el
Xpert MTB/RIF en muestras extrarespiratorias'® y como cabia esperar la sensibilidad
fue menor aunque la especificidad fue del 100%. La sensibilidad global fue del 58,3%
aunque encontraron grandes diferencias en funcion del tipo de muestra. Para las
muestras solidas se obtuvo un 76,5% de sensibilidad y para muestras liquidas de
localizaciones estériles la sensibilidad fue bastante menor (en liquidos pleurales 26,9%).
A pesar de estos datos la utilizacion de Xpert MTB/RIF para la deteccion de
M.tuberculosis en muestras extrarespiratorias puede ser una herramienta util sobre todo

en pacientes con alta sospecha clinica.

Fluorotype® MTB (Hain Lifescience) es un ensayo cualitativo in vitro para la deteccion
del complejo M.tuberculosis directamente a partir de muestras clinicas pulmonares y
extrapulmonares descontaminadas. La deteccion de producto de amplificacion se realiza
mediante la medida de una sefal de fluorescencia. En el estudio de Hofmann y
colaboradores'®' demostré una sensibilidad del 100% en muestras respiratorias con

baciloscopia positiva y 56,3% en muestras respiratorias con baciloscopia negativa.

Un reciente metaanalisis'> que incluyd 125 estudios evalu6 el rendimiento diagnostico
de las pruebas comercializadas de amplificacion de acidos nucleicos comparado con el
cultivo para el diagnostico de tuberculosis pulmonar a partir de muestras respiratorias.
La sensibilidad global fue del 85% (IC95% 0,847 a 0,86) y la especificidad del 96,8%
(IC95% 0,967 a 0,969). Aunque estos métodos tienen como ventaja la rapidez de los

resultados, el rendimiento diagnostico no es del todo deseable. Las pruebas aplicadas en
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muestras de secrecion respiratoria (inducida o a través de broncoscopia) tuvieron un
rendimiento significativamente superior a las aplicadas en muestras de esputo. Estos
métodos de amplificacion de acidos nucleicos presentan su maximo rendimiento en las

muestras con un abundante contenido bacilar.

Una diferencia entre los distintos sistemas comerciales es la diana de amplificacion que
utilizan; entre ellas: IS6110, rpoB, proteina antigénica B, ARNr 16S, ARNr 23S u otros
fragmentos de ADN especificos para el complejo M.tuberculosis variando entre estos

sistemas los valores de sensibilidad y especificidad.

Un punto limitante de este tipo de técnicas en las que se parte de muestra directa es la
extraccion de acidos nucleicos. Es fundamental conseguir un contenido adecuado de
ADN para mejorar la eficiencia de las técnicas y evitar perder sensibilidad'®. Las
micobacterias poseen una pared celular gruesa que dificulta la extraccion de acido
nucleicos, por ello se han realizado estudios sobre la influencia del método de
extraccion en la calidad del material genético obtenido. De Almeida y col.'® evaluaron
diferentes métodos de extraccién y obtuvieron resultados muy diferentes entre los

distintos métodos.

Por tanto el sistema evaluado en este estudio (SO-DMT), ha mostrado unos datos de
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo
similares a los comentados anteriormente para otras técnicas moleculares. El formato
Speed Oligo® hace a esta técnica accesible para cualquier laboratorio que tenga
equipamiento bésico siendo posible obtener un resultado en menos de 2 horas con
escaso tiempo de manipulacion de la muestra. Ademas a diferencia de otros sistemas es
capaz de detectar la presencia de MNT. Por otro lado, la baja sensibilidad que ha
mostrado el SO-DMT en muestras con baciloscopia negativa hace necesaria que la
interpretacion de los resultados obtenidos se complete con otros datos clinicos y
microbiologicos del paciente; del mismo modo que ocurre con la deteccion de ADN de

MNT.
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5.2 Disefio y validacion del SO-MTBC para la identificacion de los miembros del

complejo M.tuberculosis

El complejo Mycobacterium tuberculosis comprende principalmente las siguientes
especies patogenas humanas: M.tuberculosis, M.bovis, M.bovis BCG, M.africanum,
M.caprae, M.microti y M.canettii. EI conocimiento de la especie del complejo implicada
en un proceso infeccioso es dificultoso porque comparten un 99,9% de identidad
genética entre ellas, pero llegar a este nivel de identificacion puede ofrecer numerosos
avances a nivel epidemiologico y expectativas de mejora del tratamiento. En primer
lugar facilita el correcto establecimiento de la terapia antibidtica ya que no todas las
especies del complejo M. tuberculosis tienen la misma sensibilidad a los
antituberculosos, como en el caso de M. bovis, que es resistente de forma natural a la
pirazinamida. En segundo lugar, desde el punto de vista epidemiologico ayudar a
identificar mas rapidamente las situaciones de brote y a su control por ejemplo en la
transmision de M. bovis entre los productos animales y los seres humanos facilitando
del mismo modo los estudios de contactos. En tercer lugar puede ayudar a identificar los
efectos secundarios graves del tratamiento con M. bovis BCG en pacientes con cancer
de vejiga y en otros pacientes inmunocomprometidos. Estos y otros motivos hacen que
se estén realizando investigaciones dirigidas a llegar a este nivel de especiacion. La
identificacion de las especies que forman parte del complejo ha estado clasicamente
basada en el analisis de un nimero muy limitado de métodos fenotipicos. Pero debido al
lento crecimiento de estos microorganismos, la interpretacion de los resultados puede
ser subjetiva, especialmente la que se refiere a las caracteristicas morfologicas que
pueden variar debido a la pérdida de virulencia o debido a mutaciones asociadas a la
resistencia a farmacos, lo que puede producir errores en la identificacion®. El principal
problema para llegar a esta especiacion deriva de la similitud genética entre las
micobacterias del complejo dificultando el empleo de técnicas moleculares. Poseen una
homologia superior al 95% en la hibridacion ADN-ADN, tienen idénticas secuencias en
los genes rpoB, rARN 16S y en el espacio intergénico de los genes 16S y 23S y solo la
subespecie M.canettii difiere en el gen hsp65°*'%'% Tienen el mismo perfil lipidico,

excepto M. bovis BCG, que presenta pequenas diferencias con el resto de las especies.

Numerosos autores han disefiado técnicas caseras para diferenciar algunas de las

especies del complejo basandose en la presencia de delecciones genéticas en el genoma
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57,142,143,167,168
’ ,oenla

de las micobacterias con respecto a la cepa M.tuberculosis H37Rv
presencia de polimorfismos puntuales en diferentes dianas genéticas (gyrB, katG,
hsp65)'® o utilizando técnicas como RFLP-PCR de hsp65 o gyrB "“"'7° o

L2 Actualmente para poder llegar a este nivel de identificacion

spoligotyping
bacteriana, la unica opcion comercial disponible es el GenoType® MTBC (Hain
Lifescience) que diferencia desde cultivo las siguientes especies/cepas pertenecientes al
grupo M.tuberculosis complex: M. tuberculosis/M. canettii, M. africanum, M. microti,
M. bovis subsp. bovis, M. bovis subsp. caprae, y M. bovis BCG mediante un
procedimiento relativamente sencillo y con una duracién aproximada de 5 horas, '>7'7.
Este ensayo estd basado en la tecnologia DNA Strip. El procedimiento completo se
divide en tres pasos: (i) extraccion de DNA procedente de cultivo (medio s6lido/medio
liquido), (i1) una amplificacion multiplex con cebadores marcados con biotina, y (iii)
una hibridacion reversa. Las dianas genéticas de este kit son los polimorfismos en el gen
gyrB y la regién de deleccion RD1 para la identificacion de M.bovis BCG' ™!

El nuevo kit disefiado, SO-MTBC, permite diferenciar las principales especies
patogenas del complejo M.tuberculosis (M.tuberculosis, M.bovis, M.bovis BCG,
M.africanum, M.caprae, M.microti y M.canettii), aportando una serie de ventajas con
respecto al GenoType® MTBC (ver Tabla 27): (i) Permite la diferenciacion entre
M.tuberculosis y M.canettii; (ii) No necesita disponer de equipos especificos en el
laboratorio (iii) La duracion de la técnica es menor. Las dianas genéticas utilizadas
difieren de las del GenoType® MTBC aunque la region RD1 se encuentra en ambos
sistemas. El resto de RD seleccionadas como dianas para diferenciar el complejo
M.tuberculosis con SO-MTBC (RD4, RD9 y RD12) han sido utilizadas anteriormente

57,142,143
por otros autores™ >

para este fin, y en ocasiones en combinacidn con otras regiones
genéticas. Entre las dos propuestas de regiones para desmembrar el complejo, la
combinacion elegida (propuesta n°l) ha demostrado su utilidad para el fin disefiado;
siendo capaz de diferenciar entre las siete especies del complejo sin presentar ninguna
reaccion cruzada con otras MNT ni con otras bacterias relacionadas con el género. La
propuesta n°2 fue descartada principalmente por contener la region RD3 para diferenciar
M.tuberculosis de M.canettii y M.bovis de M.bovis BCG. Como se cit6 anteriormente el
uso de esta region comprende problemas relacionados con la naturaleza propia de esa

region (profago) que hace que pueda localizarse en distintas partes del genoma

dificultando el hecho de demostrar mediante PCR la deleccién de este elemento en una
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region concreta del genoma. El disefio de los cebadores para las RD seleccionadas en el
algoritmo definitivo (n°l) se realiz6 de acuerdo con la caracteristicas necesarias para
adaptar la fase de deteccion al formato Speed Oligo®, es decir, teniendo en cuenta
factores como el tamafio del amplicon, su contenido en GC y su temperatura melting.
En cuanto a las condiciones de PCR del SO-MTBC se fueron optimizando hasta
conseguir unos resultados Optimos obteniendo amplicones adecuados y evitando la
presencia de interferencias en la reaccion de amplificacion. Las sondas (de captura y
deteccion) disefiadas fueron capaces de detectar los productos de PCR correspondientes
y la concentracion de la sonda en la tira reactiva se fue adaptando hasta conseguir una
sefal uniforme de todas las regiones diana. La adaptacion de la etapa de deteccion al
formato Speed Oligo® ha aportado grandes ventajas, facilitando en gran medida lectura
de los resultados y haciendo posible su uso en laboratorios de rutina sin necesidad de

equipos especializados.

GenoType® MTBC SO-MTBC
Duracion extraccion ADN*  45-60 min 90 min
Termociclador Termociclador
Equipamiento necesario
Auto-Lipa Termobloque
Dianas del test gyrB, RD1 RDI1, RD4, RD9, RD12 ¢ ITS
Duracion amplificacion 1h 40 min 1h 35 min
Hibridacion Reversa (1h 45min) Doble (15 min)
Especies identificadas M.tuberculosis, M.bovis, M.tuberculosis, M.bovis,
M.bovis BCG, M.bovis BCG,

M.africanum, M.caprae y M.africanum, M.caprae,

M.microti M.microti y M.canettii

Tabla 27: Principales diferencias entre GenoType® MTBC y SO-MTBC

*Si se realiza con el kit proporcionado por el fabricante

El uso de GenoType® MTBC, del mismo modo que el SO-MTBC disefiado en el
presente trabajo, no estd validado para muestras clinicas, s6lo se realiza a partir de
aislados ya que se requiere una cantidad de ADN para realizar la PCR multiplex

(muchas dianas) que en escasas ocasiones estan presentes en las muestras clinicas de
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estos pacientes pudiendo llegar a causar falsos negativos del test. A pesar de éstas
recomendaciones se ha publicado alglin estudio del test comercial GenoType® MTBC
aplicandolo sobre muestras clinicas obteniendo buenos resultados en muestras con
baciloscopia positiva' "%,

Con el esquema del SO-MTBC se llega a la identificacion de todas las especies que
componen ¢l complejo M.tuberculosis, excepto M. pinnipedii que, segin los resultados
de las pruebas moleculares estudiadas, seria indistinguible de M.africanum tipo I°".
Actualmente solo se ha descrito un conjunto de casos de transmision a humanos de M.
pinnipedii ** en un contexto de un brote de tuberculosis en leones marinos de un zoo en

Holanda.

Ante los resultados obtenidos en la validacion del SO-MTBC, cabe destacar el alto nivel
de concordancia (kappa=0,95) entre éste y Genotype® MTBC para diferenciar entre los
miembros del complejo M.tuberculosis. Solo se produjo una discrepancia entre ambos
ensayos. La cepa en cuestion fue identificada como M.africanum utilizando el SO-
MTBC y como M.tuberculosis utilizando Genotype® MTBC. Finalmente, tras su
estudio en el Centro Nacional de Microbiologia se confirmd la identidad como
M.tuberculosis. En particular, éstas dos especies son especialmente similares; de hecho
hasta hace poco tiempo la especie de M.africanum estaba separada en dos tipos, el I y IL
Recientemente se ha considerado que el antiguo M.africanum tipo II debe incluirse en la
especie M.tuberculosis *** Ademas algunos linajes del tipo I (subtipo West African 1,

subtipo West African 2) son muy dificiles de distinguir de la especie M.tuberculosis'”’.

La mayoria de los estudios publicados actualmente en referencia a la diferenciacion de
las especies del complejo utilizan como herramienta para la identificacion el kit
comercial GenoType® MTBC. Los resultados que se han obtenido al analizar las cepas
de los pacientes con tuberculosis del area Norte de Granada se asemejan a los
encontrados por otros autores en paises como Turquia®’ y Alemania'™ con un 94% y un
92% de M.tuberculosis respectivamente y un 6% y 8% de especies no tuberculosis del
complejo (Tabla 28). Predominan los estudios que obtienen un porcentaje aun mayor de
la especie M.tuberculosis, en torno a un 99-100%'"'"'®! Sin embargo cabe destacar

en primer lugar el estudio realizado por Somoskowy y col. '

en Nueva York en el que
la especie mayoritaria identificada no fue M.tuberculosis sino M.africanum; y en

segundo lugar la publicacién realizada en Alemania por Richter y col. en 2003'"" donde
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M.tuberculosis supuso solo un 35,4% del total de especies identificadas. En Espafia
Romero Torres y col. publicaron en el afio 2007 una comparacion entre dos sistemas de
especiacion y estudiaron 103 cepas clinicas de pacientes tuberculosos obteniendo un
74,7% de cepas identificadas como M.tuberculosis y el resto fueron cepas de las demas
especies del complejo; encontrando al menos una cepa de cada especie de entre las
cepas analizadas. Todos los estudios citados anteriormente no tenian como objetivo
principal conocer las especies del complejo que estaban presentes en el medio sino que
la mayoria de ellos realizaban estudios comparativos de las diferentes técnicas
disponibles para la identificacion a nivel de especie. Cabe destacar las grandes
diferencias encontradas entre los autores en referencia al porcentaje de cada especie del
complejo encontrada. La explicacion radica principalmente en las diferentes
localizaciones geograficas donde se realizan dichos estudios; de hecho es bien conocido
que la distribucion de las distintas especies a través del mundo no es uniforme. Por
ejemplo, en paises desarrollados la tuberculosis bovina es menos frecuente ya que se
han implementado medidas epidemioldgicas para el control del reservorio animal. En
algunos paises, el uso de la vacuna BCG ha causado que aparezcan casos de infeccion

182 M.africanum es endémico del Este

por M.bovis BCG asociado al uso de esta vacuna
de Africa donde causa mas de la mitad de los casos de TB pulmonar*. Estos hechos
junto con la heterogeneidad de las poblaciones de estudio explican los resultados de los

estudios comentados anteriormente difieran entre si.

Otras opciones posiblemente disponibles en un futuro es la especiacion mediante
espectrometria de masas MALDI TOF. Numerosos autores han realizado intentos de
desmembrar el complejo M.tuberculosis y otros complejos micobacterianos con esta

técnica aunque por ahora no se han obtenido buenos resultados '**!3*!7%:183

. Entre otros,
los motivos podrian ser la ausencia de muchas especies en la base de datos de espectros
proporcionadas por casas comerciales y la dificultad del protocolo de extraccion debido
a caracteristicas intrinsecas de la pared de las micobacterias. Las publicaciones
actualmente concluyen que si se construye una base de espectro con varias cepas de

todas las especies del complejo ayudaria a mejorar el rendimiento de ésta técnica para

diferenciar las especies mas cercanas.
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Autor, afio, pais del . ) . ] L B o »
M. tuberculosis M. bovis M. bovisBCG M. africanum M. microti M. caprae M. canettii Técnicas utilizadas

estudio

Bayraktar, 2011,

Turquia®’

177/188 7/188 1/188 0 0 3/188 0 Genotype MTBC /RFLP hsp65 y gyrB

Kjeldsen, 2009,

DI 180 383/387 1/387 3/387 0 0 0 0 GenoType MTCB/RFLP
Inamarca

Neonakis, 2007,

Grecia® 119/120 0 0 0 0 1/120 GenoType MTBC /Pruebas bioquimicas
recia

Richter, 2004, Genotype MTBC /puebas bioquimicas/SNPs
s 71/77 5/77 0 1/77 0 0 0 R
Alemania gyrB/spoligotyping

Este estudio 175/189 7/189 5/189 1/189 0 1/189 0 PCR RD/GenoType MTBC

Tabla 28: Estudios publicados sobre especiacion del complejo M.tuberculosis

*GenoType MTBC no diferencia M.tuberculosis/M.canettii

** Aislados clinicos y veterinarios
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5.3 Descripcion las caracteristicas clinico-epidemiolégicas de los casos de
tuberculosis diagnosticados en el Area Norte de Granada desde 2011 hasta
2014.

La obtencion de tasas de incidencia de determinadas enfermedades como la
tuberculosis, asi como las caracteristicas de los pacientes, son objetivos importantes
desde los puntos de vista epidemioldgico y administrativo, para planificar y evaluar los
programas de control, asi como para la adjudicacion de los recursos asistenciales. La
incidencia de tuberculosis en Espana sigue disminuyendo, pero el porcentaje de
descenso (8% en 2013) no es suficiente para alcanzar los objetivos propuestos por la
OMS, de llegar a la eliminacion en 2050'". La disminucion de las tasas en Espaifia se
debe fundamentalmente al descenso de las formas respiratorias, mientras que las de
otras localizaciones disminuyen mdés lentamente. Este hecho que se puede atribuir a
distintos factores como la mayor dificultad en el diagndstico y tratamiento o el aumento
de poblacion inmigrante procedente de paises con mayores prevalencias de tuberculosis
de localizacion no pulmonar. La incidencia de tuberculosis en el Area Norte de Granada
(23,76 casos por 100.000 habitantes en 2013) es mas elevada que la de Espafia (11,88

casos por 100.000 habitantes)'®*

. Esto puede significar mal control de la enfermedad o
bien, mejor registro o mayor deteccion de casos por busqueda de éstos incluso entre
pacientes con pocos sintomas. En la provincia de Granada, la tendencia de la tasa de
incidencia de tuberculosis es también descendente, si bien cabe destacar un pico de
incidencia entre los afos 2008-2009 (Ver Grafico 15). En 2013, el nimero de casos
registrados aumentd ligeramente respecto al afio previo, tanto en autdctonos como en
inmigrantes, este hecho también queda reflejado en los datos obtenidos en nuestro
ambito de estudio siendo el numero de casos de tuberculosis en 2013 ligeramente
superior a los afios previos y posteriores (Ver Grafico 16). Cabe destacar que, en el Area
Norte de Granada, el aumento de casos producidos en ese afio no fue solo a consta de
formas clinicas respiratorias sino que en 2013 y paralelamente a lo ocurrido con la

tuberculosis respiratoria, también se registré el mayor niimero de casos de tuberculosis

extrarespiratoria del periodo de estudio analizado.
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Graéfico 15: NUmero de casos de Tuberculosis Respiratoria registrados en Granada, segin

poblacién inmigrante o poblacién autdctona.
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Gréfico 16: Evolucién del nimero de casos de TB respiratoria y TB extrarespiratoria durante el
periodo de estudio (2011-2014) en Granada

Respecto al sexo, la tuberculosis en Espana sigue afectando mayoritariamente a los
hombres que suponen el 60% de los casos; dato que coincide con el encontrado en
nuestro dmbito de estudio (61,95%) del mismo modo que la edad media de los
pacientes, que en nuestro caso fue de 41 afios y a nivel global se establece la media de
edad de 46 + 21 afios en hombres y 43 + 22 en mujeres'**. El aumento de incidencia que
se observa en hombres a partir de las edades adultas podria estar relacionado al mayor

predominio de factores y comportamientos de riesgo (VIH, tabaquismo, exposicion
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laboral) respecto a las mujeres, asi como a reactivaciones de la enfermedad producidas

en la edad adulta.

Segun los datos del Sistema de Vigilancia Epidemiologica de Andalucia (SVEA), la
proporcion de casos nacidos fuera de Espafia se mantiene estable los ultimos afios,
cercana al 30%, dato muy similar aunque ligeramente mas bajo (26%) al encontrado en
nuestro ambito de estudio. Los paises de los que proceden estos pacientes son siempre
proporcionales a la nacionalidad de los inmigrantes residentes en Granada. La mayoria
de los casos de tuberculosis en inmigrantes se producen en adultos jovenes, grupo
donde se produce una transmisidbn mas activa, este hecho unido a las precarias
condiciones de vida, hacinamiento y movilidad laboral hace especialmente relevante el
diagnéstico precoz y estudio de contactos para cortar lo antes posible las cadenas de
transmision' ™

La epidemia del SIDA ha sido, probablemente, el principal factor de riesgo asociado a
la evolucion de la tuberculosis hasta hace poco tiempo y su descenso ha ido paralelo con
el de la tuberculosis a partir del afio 1994. El amplio acceso al tratamiento antirretroviral
de alta actividad (TARGA), incluso para grupos marginales como reclusos y adictos a
drogas, ha determinado claramente este declive, de manera que la tendencia de la
tuberculosis actual parece ser independiente de la infeccion por el VIH. Actualmente
durante el periodo de estudio (2011-2014) la proporcion de pacientes con coinfeccion
VIH/TB fue del 5,05% del total, dato similar al de la media de paises de la Union

1
Europea 03

La hospitalizacion de los pacientes a causa de la tuberculosis llevo en nuestro caso a una
estancia media de 15 dias. Esta cifra es similar a otros estudios realizados en Espafa'®’
donde obtienen una media de 14 dias de estancia hospitalaria, o 18 dias en un estudio en
la Comunidad valenciana'™®. La estancia media refleja en gran medida la existencia de
complicaciones asociadas a la tuberculosis, tanto por la edad, como por la localizacion
de la enfermedad (las formas de tuberculosis que requirieron una estancia hospitalaria
de mayor duracion fueron las extrarespiratorias sobre todo las del sistema nervioso

central, la diseminada y la osteoarticular).
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Aunque los indicadores epidemiologicos son favorables, hay que estar atentos a la
evolucion de aquellos relativos a la tuberculosis infantil, y a otros grupos especialmente

vulnerables como inmigrantes y VIH positivos '*
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6. CONCLUSIONES

1. El uso de Speed Oligo® Direct Mycobacteriun tuberculosis (SO-DMT) como
herramienta diagnostica a partir de muestras clinicas respiratorias ha mostrado
una excelente sensibilidad y especificidad para muestras con baciloscopia
positiva, siendo menor esta sensibilidad en aquellas muestras con baciloscopia

negativa en el diagnostico de la tuberculosis.

2. Speed Oligo® Direct Mycobacteriun tuberculosis (SO-DMT) permite de
manera rapida, facil y sin equipamientos sofisticados detectar la presencia de
micobacterias en muestras clinicas directas, permitiendo la diferenciacion entre
Mycobacteriun tuberculosis y micobacterias no tuberculosas (MNT) en caso de

baciloscopia positiva.

3. El empleo de Speed Oligo® Direct Mycobacteriun tuberculosis (SO-DMT)
posibilita la obtencién de resultados en un periodo corto de tiempo, lo cual
ayuda a la instauracién precoz del tratamiento antibidtico necesario para los

casos de tuberculosis.

4. Las dianas genéticas utilizadas para el desarrollo del Speed Oligo®
Mycobacterium tuberculosis complex (SO-MTBC) RD1, RD4, RD9 y RD12
han permitido diferenciar cada uno de los componentes del complejo de una

manera eficaz.

5. Los productos de amplificacion generados para cada diana ensayada
presentaban las caracteristicas adecuadas para su utilizacion en el formato Speed

Oligo® en cuanto a su tamafio, contenido en G+C y su temperatura de melting.
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6. Se obtuvo una combinacién idonea de soluciéon de hibridacion y de
conjugados de oro coloidal, que permitian una adecuada intensidad y
homogeneidad de sefial en las tiras de nitrocelulosa usadas en el Speed Oligo®

Mycobacterium tuberculosis complex (SO-MTBC) para obtener los resultados.

7. La evaluacion de Speed Oligo® Mycobacterium tuberculosis complex (SO-
MTBC) con cepas de Mycobacterium tuberculosis complex aisladas en nuestro
laboratorio, mostré una excelente concordancia al compararlo con el Kit
GenoType® MTBC (Hain Lifescience), presentando un minimo nimero de

discrepancias

8. La subespecie del complejo de M.tuberculosis mas ampliamente identificada
con SO-MTBC fue M.tuberculosis, seguida de M.bovis, M.bovis BCG,
M.africanum y M.caprae. No se detectaron aislados del resto de subespecies del

complejo.

9. La especificidad del SO-MTBC fue excelente, ya que para ninguna de las
MNT, ni otras bacterias relacionadas con el género ensayadas, se obtuvo

ninguna sefial de amplificacion.

10. La incidencia de tuberculosis en nuestra poblacion estudio fue superior a la
declarada en Espafia, no mostrando variaciones significativas a lo largo de los

anc
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Evaluation of the Speed-oligo Direct Mycobacterium tuberculosis Assay
for Molecular Detection of Mycobacteria in Clinical Respiratory
Specimens
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We present the first evaluation of a novel molecular assay, the Speed-oligo Direct Mycobacterium tuberculosis (SO-DMT) assay,
which is based on PCR combined with a dipstick for the detection of mycobacteria and the specific identification of M. tubercu-
losis complex (MTC) in respiratory specimens. A blind evaluation was carried out in two stages: first, under experimental condi-
tions on convenience samples comprising 20 negative specimens, 44 smear- and culture-positive respiratory specimens, and 11
sputa inoculated with various mycobacterium-related organisms; and second, in the routine workflow of 566 fresh respiratory
specimens (4.9% acid-fast bacillus [AFB] smear positives, 7.6% MTC positives, and 1.8% nontuberculous mycobacteria [NTM]
culture positives) from two Mycobacteriumn laboratories. SO-DMT assay showed no reactivity in any of the mycobacterium-free
specimens or in those with mycobacterium-related organisms. Compared to culture, the sensitivity in the selected smear-posi-
tive specimens was 0.91 (0.92 for MTC and 0.90 for NTM), and there was no molecular detection of NTM in a tuberculosis case or
vice versa. With respect to culture and clinical data, the sensitivity, specificity, and positive and negative predictive values for the
SO-DMT system in routine specimens were 0.76 (0.93 in smear positives [1.0 for MTC and 0.5 for NTM] and 0.56 in smear nega-
tives [0.68 for MTC and 0.16 for NTM]), 0.99, 0.85 (1.00 in smear positives and 0.68 in smear negatives), and 0.97, respectively.
Molecular misidentification of NTM cases occurred when testing 2 gastric aspirates from two children with clinically but not
microbiologically confirmed lung tuberculosis. The SO-DMT assay appears to be a fast and easy alternative for detecting myco-

bacteria and differentiating MTC from NTM in smear-positive respiratory specimens.

uberculosis (TB) continues to be an important medical prob-

lem. Nontuberculous mycobacteria (NTM) causing clinical
disease have become increasingly frequent and more varied, there-
fore the implementation of strategies for the rapid differentiation
between NTM and M. tuberculosis complex (MTC) for early in-
fection control and choice of antimicrobial therapy is now of pri-
mary importance (1-3).

Over the past 2 decades, the introduction of molecular se-
quence-based techniques for mycobacterial identification has en-
abled the recognition and reliable phylogenetic placement of more
than 100 species (RIDOM [http://www.ridom-rdna.de/] and Na-
tional Centre for Biotechnology Information databases [http:
/lwww.ncbinlm.nih.gov]). This has led to the widespread appli-
cation by microbiology laboratories in industrialized countries of
commercially available molecular assays for species identification
and drug susceptibility testing of mycobacteria growing on culture
media (4-9). They have also been used in clinical specimens with
the suspected presence of Mycobacterium spp. (10—12). The utili-
zation of these assays markedly reduces the time to diagnosis re-
quired by conventional phenotypic methods (13).

In this study, we evaluated the performance of a novel oligo-
chromatographic assay (Speed-oligo Direct Mycobacterium tuber-
culosis [SO-DMT]; Vircell SL, Santa Fe, Granada, Spain) in the
direct molecular detection of mycobacteria in respiratory speci-
mens, This molecular assay is based on PCR technology combined
with a dipstick to detect the presence of Mycobacterium and spe-
cifically to identify MTC in clinical respiratory specimens. It may
represent a fast and easy alternative for differentiating between
MTC and NTM in direct samples at laboratories with standard

January 2013 Volume 51 Number 1
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laboratory equipment (thermocycler and thermoblock). The ap-
plicability of the assay for routine mycobacterium laboratory test-
ing is discussed.

(Part of this study was presented in poster form at the ECC-
MID meeting held in Milan, Ttaly, from 7 to 10 May 2011.)

MATERIALS AND METHODS

Study design. For the validation of the assay in a blind trial, it was evalu-
ated in two stages: first, in a selection of acid-fast bacillus (AFB) smear-
positive respiratory specimens (convenience samples) under experimen-
tal conditions, and second, in the routine workflow at two different
laboratories (prospective evaluation).

Studies were also performed with aliquots from a pool of sputa from
patients with no mycobacterial disease which were artificially inoculated
with different mycobacterium-related organisms.

Set A. Set A was comprised of 20 respiratory specimens, specifically
bronchoalveolar and nasal lavage fluids from pediatric patients with no
mycobacterial disease.

Set B. Set B was comprised of 44 selected respiratory smear-positive
specimens with different AFB loads (AFB/field, X200 magnification),
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FIG 1 Automatic reading and interpretation of dipstick results after 5 min of incubation. T, test line; C, control line.

scored as 1+ (less than 1:13), 2+ (1:10 to 10:10), 3+ (10:8 to 100:8), and
4+ (more than 100:13), from 29 patients with pulmonary Mycobacterium
disease under treatment at Torrecardenas Hospital (Almeria, Spain).

Twenty-four specimens were from 17 TB patients, 21 MTC culture-
positive and 3 culture-negative specimens were collected from patients
under therapy, and 20 NTM culture-positive specimens were from 12
patients fulfilling the criteria for NTM lung disease (14).

Set C. To assess the specificity of the assay, set C was comprised of 11
aliquots from a pool of smear- and culture-negative sputa that were arti-
ficially inoculated with 11 different mycobacterium-related organisms
supplied by the Instituto Valenciano de Microbiologia (IVAMI): Coryne-
bacterium amycolatum TVAMI 4023656, C. xerosis NCTC 7243, Strepto-
myces ambofaciens IVAMI 4021542, S. gardneri IVAMI 4022939, S. samp-
somii IVAMI 4023161, Nocardia brasiliensis NCTC 10300, N. asteroides
IVAMI 4022938, N. farcinica IVAMI 4016593, N. nova, Rhodococcus equi
CECT 555, and Propionibacterium acnes IVAMI 4023683.

Routine specimens. SO-DMT and culture were used to prospectively
assay 566 fresh respiratory specimens from 460 patients suspected of hav-
ing mycobacterial disease and included the following: 495 expectorated
sputa, 38 bronchial aspirates, 9 bronchoalveolar lavages, and 21 gastric
aspirates. This sample comprises specimens processed at mycobacterium
reference laboratories (MRLs) in two different hospitals: Carlos Haya
University Hospital (Malaga, Spain), which tested 317 specimens from
261 patients between March and June 2011, and Virgen de las Nieves
University Hospital (Granada, Spain), which tested 249 specimens from
199 patients between April and June 2011.

These centers are localized in the Mediterranean coastal area of south-
east Andalusia, opposite the Morocco coast. The mean annual rate of
respiratory TB in Andalusia was 8.49 per 100,000 inhabitants in 2010
(http://revistas.isciii.es/bes/public/journals/1/pdf_69.pdf), and a high
percentage of the cases involved individuals from north and sub-Saharan
Africa (15). However, the true incidence of other mycobacterioses is un-
known because NTM is not a reportable disease in Spain.

Specimen processing, microscopy, culture, and storage conditions.
Respiratory specimens were decontaminated, directly examined (with
auramine O), and cultured by following standard protocols (16, 17). My-
cobacteria were identified by the GenoType mycobacterium CM/AS assay
(Hain Lifescience, Nehren, Germany) or AccuProbe hybridization probes
(Gen-Probe Inc., San Diego, CA). At least one aliquot of all decontami-
nated specimens was maintained for a maximum of 7 days at 4°C until
assayed with SO-DMT; if the assay procedure was delayed, samples were
frozen at —80°C until their analysis.

SO-DMT assay. The SO-DMT assay was carried out by previously
trained technicians in two different centers. Positive and negative controls
were always included in each test run. The SO-DMT comprises four steps:
DNA extraction, amplification, PCR product detection, and result read-
ing, as detailed below.

DNA is extracted from a previously concentrated decontaminated
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sample using the reagents included in the kit according to the manufac-
turer’s instructions. Invalid assay results (absence of the human amplifi-
cation control line) are usually obtained from specimens with a volume of
<2200 pl. Sample preparation of a set of 12 specimens takes approximately
45 min.

DNA amplification is performed with 10 pl of disrupted sample su-
pernatant and 15 pl of the ready-to-use PCR mix. The amplification pro-
cess is a multiplex PCR in which a triple target is amplified. DNA extrac-
tion is controlled by amplification of the human gene RNase P, which is
also used to control for the presence of PCR inhibitors. The presence of
Mycobacterium is assayed by amplifying a fragment of the 165 rRNA se-
quence and the presence of MTC members by amplifying a fragment of
the insertion sequence [S6110. DNA amplification was performed using a
standard thermocycler and took 1 h to complete.

A dipstick with probes bound to colloidal gold and to the membrane is
used for PCR product detection. The PCR product is denatured for 2 min
and added to a preheated running solution in a thermablock. After intro-
duction of the dipstick and a 5-min incubation period, the result is ob-
tained from the presence of visible lines by using an automatic reading
system. In our study, the results interpretation was performed automati-
cally by the software according to the intensity of the line, but a visual
interpretation is also possible based on the presence or absence of the red
color on control and test lines (Fig. 1). The dipstick has four lines: a
product control line, a PCR amplification control line, a test line for the
whole Mycobacterium genus, whose presence in the absence of the M.
tuberculosis complex line indicates the presence of NTM genetic material,
and a test line for MTC members. In our present experience with this
assay, the turnaround time was about 2 h (45 min for DNA extraction, 60
min for DNA amplification, and 10 min for PCR detection).

Data analysis and resolution of discrepancies. Smear microscopy
was used for the initial assessment of the Mycobacterium load on speci-
mens. Conventional culture was selected as the gold standard for initial
assessment of the test performance because of the lower sensitivity of AFB
smear examination (18, 19). When discrepancies were observed between
the results of direct molecular and microbiological methods, the SO-DMT
assay was repeated, and all available clinical, radiological, and smear data
were taken into account to classify the patient as clinically positive or
clinically negative for TB or NTM (14). A patient was considered clinically
positive when (i) clinical symptoms (based on X-ray or TB-specific ther-
apy) were recorded in the medical record or (ii) a positive mycobacterial
culture result was available for the same episode. A patient was considered
clinically negative when the lung symptoms were compatible but there
was no history of Mycobacterium infection or recent positive TB or NTM
culture findings (20). To minimize false-negative microscopic examina-
tions, smear-negative results of culture-positive specimens were reana-
lyzed using a new auramine-stained smear of the stored specimens for
examination by a second specially trained technician.
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FIG 2 Sensitivity, specificity, predictive values, likelihood ratios, and pre- and posttest probabilities of mycobacterial disease for the SO-DMT system in routine
samples. SO-DMT assay results for all specimens were the following: prior probability (odds), 10% (0.1); positive likelihood ratio (LR+) of SO-DMT positive
test, 52 (95% CI, 25 to 111); posterior probability (odds), 85% (5.7) (95% CI, 73 to 92%); negative likelihood ratio (LR—) for the SO-DMT negative test, 0.25
(95% CI, 0.16 to 0.40); posterior probability (odds), 3% (0.0) (95% CI, 2 to 4%).

Statistical analysis. The concordance correlation coefficient kappa
was used to evaluate the degree of agreement. When evaluating the cumu-
lative results of the SO-DMT assay in the specimens received from each
patient, correlation was considered when molecular assay and culture
results matched for all specimens from the patient or when an initial
discrepancy was resolved by reviewing the patient’s clinical records. The
sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative predictive
value (NPV), positive and negative likelihood ratios (LR+ and LR—), and
positive and negative posttest probabilities of the molecular assay were
calculated with a 95% confidence interval (CI) using the Diagnostic Test
Calculator (http://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php) and Vassar-
Stats Calculatorl (http://faculty.vassar.edu/lowry/vsclin.html) for the
data analyses.

RESULTS
Convenience samples. (i) SO-DMT assay of AFB- and culture-
negative specimens (set A). The SO-DMT showed no reactivity in
any of the 20 Mycobacterium-free specimens (absence of MTC and
Mpycobacterium genus test lines and presence of amplification con-
trol line).

(ii) SO-DMT assay of AFB- and culture-positive specimens
(set B). Compared to culture, the overall sensitivities of the se-
lected smear-positive specimens were 0.91 (95% CI, 0.77 to 0.97)
(22/24 MTC and 18/20 NTM) and 0.97 (95% CI, 0.81 to 1.00) for
strong positives, 0.77 (95% CI, 0.46 to 0.94) for weak positives,
0.92 (95% CI, 0.72 to 0.99) for MTC, and 0.90 (95% CI, 0.69 to
0.98) for NTM. There was no molecular detection of NTMina TB
case or vice versa.

(iii) SO-DMT assay of specimens with Mycobacterium-re-
lated organisms (set C). The SO-DMT showed no reactivity with
any of the Mycobacterium-related strains tested.

Routine sample. (i) AFB examination and culture results.
The results of the two laboratories were grouped together for the
assay evaluation.

Out of the 566 specimens, 28 (4.9%) were AFB smear positive;
13 (2.3%) were strongly positive and 15 (2.7%) were weakly pos-
itive.
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According to the culture results, 46 (8.1%) were positive (37
[6.5%] for MTC and 9 [1.6%] for NTM), 492 (87.0%) were neg-
ative, and 28 (5.2%) became contaminated with saprophytic flora.
Culture cross-contamination was not detected.

Out of the 492 culture-negative specimens, 7 were considered
false negatives after a review of the patients’ clinical records and
other mycobacterial cultures, including 3 AFB smear-negative
specimens from TB patients with other MTC-positive specimens
from the same episode, 3 AFB smear-positive specimens collected
from patients under TB therapy, and 1 smear-positive specimen
from a patient with other NTM-positive cultures during the same
episode.

All 7 false negatives were considered true-positive cultures (6
for MTC and 1 for NTM) in the SO-DMT assay evaluation, giving
a total of 53 culture-positive specimens (43 [7.6%] MTC and 10
[1.8%] NTM culture positives) (Fig. 2 and Table 1).

TABLE 1 Direct examination and Mycobacterium culture results for the
routine workflow specimens

AFB result
‘Weak Strong

Culture type Negative positive positive Total
MTC 19 12 12 43
NTM 6 3 1 10
NEG* 485" 0* 0 485
Contaminated 28 0 0 28
Total 538 15 13 566

“ Including three AFB and Mycobacterium culture-negative specimens from TB patient
with other MTC-positive specimens in the same episode.

# Three of the AFB-positive and culture-negative specimens were obtained from TB
patients under therapy, and one was from a patient with other NTM-positive cultures
in the same episode. Culture-negative results of 7 specimens were considered false
negatives (6 MTC, 1 NTM) for the SO-DMT assay evaluation because they were
obtained from clinically positive patients.

< NEG, absence of mycobacterial growth.
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TABLE 2 Comparison of SO-DMT assay results to smear and culture results

SO-DMT positive (1 = 47)

SO-DMT negative (n = 491)

AFB smear test No. MTC assay and No. NTM assay and No. culture No. with MTC No. with NTM No. with

result culture positive culture positive negative positive culture positive culture negative culture
Negative 13 1 7 6 5 478

Weak positive 12 1 0 0 2 0

Strong positive 12 1 0 0 0 0

Total 37 3 7" 6 7 478

“50-DMT was positive for MTC in 1 specimen and for NTM in 6 specimens.

Out of the 460 patients in the study, 18 (3.9%) were AFB smear
positive and 34 (7.4%) had one or more positive mycobacterium
cultures (28 [6.1%] MTC positive and 6 [1.3%] NTM positive).
The NTM species isolated in these six patients were M. avium (n =
2), M. fortuitum (n = 2), M. kansasii (n = 1), and M. abscessus
(n = 1). One (0.2%) TB patient under therapy had a single AFB
smear-positive and culture-negative specimen.

Specimens from 406 (88.3%) patients were all AFB smear and
culture negative (one cultured specimen from some of these pa-
tients was contaminated). All specimens from the remaining 19
(4.1%) patients were AFB smear negative, and the cultures were
contaminated with saprophytic flora.

(ii) SO-DMT assay results for specimens in routine work-
flow. In the direct comparison between culture and SO-DMT re-
sults, 28 specimens from clinically negative patients were excluded
because the culture was contaminated and specimens had always
produced a negative SO-DMT result. Among the remaining 538
specimens, the SO-DMT results were negative in 491 specimens,
positive for MTC in 38 specimens, and positive for NTM in 9
specimens (Table 2).

In the detection of Mycobacterium in the 538 evaluated speci-
mens, the SO-DMT assay showed a sensitivity of 0.75 (40/53)
(95% CI, 0.61 to 0.85), specificity of 0.99 (478/485) (0.97 to 0.99),
PPV of 0.85 (40/47) (0.71 to 0.93), NPV of 0.97 (478/491) (0.95 to
0.99), prior probability (odds) of 10% (0.1), LR+ of 52 (25 to
111), positive posterior probability (odds) of 85% (5.7), LR— of
0.25 (0.16 to 0.40), and negative posterior probability (odds) of
3% (0.0) (Fig. 2).

A total of 28 specimens were AFB smear positive. In this group,
the sensitivity of the SO-DMT was 0.93 (26/28) (CL, 0.75 to 0.98),
and the PPV was 1.00 (26/26) (0.84 to 1.00) (Fig. 2). The sensitiv-
ity was 1.00 (13/13) (0.72 to 1.00) and the PPV was 1.00 (13/13)
(0.72 to 1.00) in the AFB strongly positive subgroup, while the
sensitivity was 0.86 (13/15) (0.56 to 0.97) and PPV 1.00 (13/13)
(0.70 to 1.00) in the AFB weakly positive subgroup.

In the 510 smear-negative specimens, the SO-DMT showed a
sensitivity of 0.56 (14/25) (0.35 to 0.75), specificity of 0.99 (478/
485) (0.97 t0 0.99), PPV of 0.67 (14/21) (0.43 t0 0.85), and NPV of
0.98 (478/485) (0.96 to 0.99) (Fig. 2).

In the 43 specimens with the presence of MTC species,
the assay showed a sensitivity for MTC identification of 0.86
(37/43) (0.71 to 0.94) and PPV of 1.00 (37/37) (0.88 to 1.00)
(Fig. 2).

In the 10 specimens (9 NTM positive and 1 false-negative
NTM) showing the presence of Mycobacterium species, the assay
showed a sensitivity for NTM detection of 0.30 (3/10) (CI, 0.08 to
0.64) and a PPV of 1.00 (3/3) (0.31 to 1.00) (Fig. 2).
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(iii) SO-DMT assay results in routine worktlow specimens.
Considering cumulative SO-DMT results in the specimens from
each patient, the concordance between SO-DMT assay results and
culture-confirmed and/or clinically diagnosed mycobacterial lung
disease was 97.8, with a Cohen’s kappa index of 0.85 (standard
error, 0.0475), indicating excellent concordance. The correlation
(% concordance) between SO-DMT assay results and clinically
and/or microbiologically confirmed findings for mycobacterial
disease was 100% (18/18) in the smear-positive patients (17 TB
and 1 clinical NTM lung disease cases), 65% (13/20) in the smear-
negative patients (8§0% [12/15] in TB cases and 20% [1/5] in NTM
culture-confirmed and/or clinically diagnosed cases), and 92.2%
(400/403) in the patients without NTM or MTC. In four patients,
three with TB and another one fulfilling the criteria for NTM lung
disease, the SO-DMT assay failed to detect any mycobacterium in
some of the culture-positive specimens tested, but these were con-
sidered concordant cases for this analysis.

(iv) Discrepancies between SO-DMT assay results and clini-
cally and/or microbiologically confirmed TB or mycobacterial
lung disease. There were 14 specimens with initially divergent
results. In four of these cases, the discrepancy was resolved by
retesting and identifying technical errors in the SO-DMT assay
performance (n = 2), by finding positive mycobacterial cultures
in another specimen(s) from the same episode not included in this
study, and/or by reclassifying the clinical diagnosis after a review
of the patient’s medical records (n = 2). In the remaining 10
specimens from 10 patients, the SO-DMT assay result differed
from the clinical and/or microbiological findings on the presence
of mycobacterial disease. Discrepancies were the following: (i)
SO-DMT negative both in 1 patient with TB and in 4 NTM cul-
ture-positive patients with or without confirmed lung disease; (ii)
in 3 cases the molecular test was positive for Mycobacterium spp. in
culture-negative and clinically negative patients; and (iii) two
cases were positive for Mycobacterium spp. by SO-DMT of TB
patients. The latter discrepancies occurred when testing two gas-
tric aspirates from two children with clinically but not microbio-
logically confirmed lung TB; both resulted from domestic con-
tacts with different confirmed lung TB cases.

DISCUSSION

In a convenience sample of preselected specimens with different
AFB loads, the molecular assay was able to efficiently detect and
classify MTC and NTM specimens. Three out of the four false
negatives had a low bacterial load (1 to 10 AFB/10 fields), and the
two false negatives were for specimens with NTM. M. gordonae
was present in one of these, but the smear microscopy study re-
vealed it to be a paucibacillary sample, probably below the assay

Journal of Clinical Microbiology

154



detection limit. M. intracellulare was present in the other false-
negative specimen that produced a test line signal level below the
automatic reading cutoff limit recommended by the manufac-
turer, although a faint color was visible on the Mycobacterium
genus test line.

In the routine specimens, a good correlation was found be-
tween smear microscopy and SO-DMT results. The sensitivity of
the assay was very satisfactory in AFB smear-positive specimens
and correctly classified samples as MTC or NTM in all cases. The
sensitivity was lower (56.6%) in AFB smear-negative samples
within the range previously reported for smear-negative samples
(21, 22). The overall specificity was very high. The sensitivity for
specimens with NTM species was low (3/10), probably because
there is only one copy number of the amplified target. In fact, the
overall sensitivity of the Mycobacterium genus line was relatively
weak in the routine specimens, likely because this sample con-
tained six smear-negative NTM samples but only one that was
strongly smear positive. A weakness of the present study was the
low prevalence of NTM-positive specimens in the routine work-
flow series. Four of the false negatives were obtained from a single
patient with M. avium infection for whom no other positive cul-
tures were available to identify any genetic variant that might have
interfered with the amplification or detection processes of the as-
say, and no other molecular method was available for the direct
detection of M. avium. In contrast, the assay detected 18 out of 20
smear-positive NTM samples in the convenience sample. Assay
results and clinical data showed a concordance of 100% in smear-
positive cases, 65% in smear-negative cases, and 99.2% in clini-
cally negative cases.

No cross-reactions were detected in assays of different myco-
bacterium-related organisms (convenience sample), and the spec-
ificity of the assay in all study samples was very high (99%), dem-
onstrating that the test is useful to correctly differentiate between
MTC and NTM in smear microcopy-positive samples and that
there is a very low likelihood of a false-positive result with this
system. However, five discrepancies between the assay and clinical
data could not be resolved. Out of these, three samples were re-
producibly positive for the Mycobacterium genus test line but the
Mycobacterium cultures were negative. One explanation is the
presence of contaminant Mycobacterium DNA that could not be
recovered by standard culture methods due to the impaired via-
bility of the organisms (23). Additionally, a negative assay result in
a culture-positive specimen may have various explanations: the
presence of a low number of bacteria or strains of MTC (notably
M. bovis) having a low number of copies of 1S6110, the unequal
distribution of mycobacteria in the specimen, or deficient lysis of
the mycobacterial wall. According to the kit manufacturer, the
analytical sensitivity of the assay was determined with serial dilu-
tions of M. tuberculosis H37Rv purified DNA, demonstrating an
ability to detect up to 2 genome copies per reaction on the M.
tuberculosis complex test line and 20 genome copies per reaction
on the Mycobacterium genus test line.

Several commercially available nucleic acid amplification tests
have been extensively evaluated for the detection of MTC species
in respiratory samples, showing high specificity and good positive
predictive values for smear-positive samples and variable sensitiv-
ity for smear-negative and extrapulmonary TB samples (22-25).
However, most of these tests require the use of real-time PCR or
precision instruments that are not affordable in many countries
with a high TB burden, or they involve technologies that require
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extensive hands-on time. In contrast, the SO-DMT assay com-
bines a PCR amplification method with a simple detection proce-
dure that does not require long postamplification preparation
or exclusive equipment, reducing manipulation to only two
pipetting steps. As limitations, assay automation is not possible
and separate laboratory areas should be used for specimen prep-
aration, target amplification, and amplicon detection. In conclu-
sion, the SO-DMT assay requires only 30 min of hands-on time
and offers a total turnaround time of 2 h from sample reception. It
directly detects Mycobacterium species in a clinical specimen and
simultaneously differentiates them from MTC species. Results ob-
tained in a convenience sample of AFB smear-positive specimens
suggest that utilization of this assay for MTC/NTM detection and
differentiation can avoid the need to wait for culture results from
smear-positive samples. This is an important benefit for case man-
agement and contact investigation, making the assay especially
valuable for clinicians in countries with a high incidence of NTM.
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