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RESUMEN

Objetivo Evaluar la técnica BD MGIT™ TBc® para identificacion del complejo
Mycobacterium tuberculosis a partir de aislamientos en medio de cultivo sélido y
liquido.

Materiales y Métodos Se desarrollé un estudio descriptivo, donde se analizaron
117 aislamientos por la técnica de inmucromatografia a partir de cultivos en medio
soélido y liquido para identificacion del complejo Mycobacterium tuberculosis.
Se calculé coeficiente kappa para determinar el grado de acuerdo entre los dos
métodos. Cuando hubo diferencia de resultados estos se confirmaron mediante
pruebas convencionales. La herramienta empleada para el analisis de datos fue
Epidat 3.1.

Resultados La metodologia BD MGIT™ TBc® realizada a partir de cultivos en
medio sdlido y liquido, presentd un grado de acuerdo excelente con un coeficiente
kappa de 0,84.

Conclusién La técnica BD MGIT™ TBc® realizada a partir de cultivos en medio
solido, para la identificacion del complejo Mycobacterium tuberculosis, presenta
excelente concordancia, comparada con los resultados obtenidos en medio de
cultivo liquido. El Laboratorio Nacional de Referencia recomienda el uso de esta
técnica para la identificacion de especie en medio de cultivos solidos.

Palabras Clave: Mycobacterium tuberculosis, antigeno, diagnostico (fuente:
DeCS, BIREME).

ABSTRACT

Objetive To evaluate BD MGIT™ TBc® technique for identifying the Mycobacterium
tuberculosis complex using isolates obtained in liquid and solid media.

Methods A descriptive study was conducted in which 117 isolates were analyzed
by the immune-chromatography technique obtained from solid and liquid cultures
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to identify the Mycobacterium tuberculosis complex. The kappa coefficient was
calculated to determine the degree of agreement between the two methods .When
there were different results, they were confirmed with a conventional test. The tool
used to analyze the data was Epidat 3.1

Results The BD MGIT™ TBc® methodology performed in solid and liquid culture
isolates, showed an excellent degree of agreement with a kappa coefficient 0.84.
Conclusion The BD MGIT™ TBc® technique using solid media culture isolates for
the identification of the Mycobacterium tuberculosis complex has a good correlation
compared to results obtained from liquid media culture isolates. The Reference
National Laboratory recommends the use of this technique for the identification of
species in solid media culture isolates.

Key Words: Mycobacterium tuberculosis, diagnosis, antigen (source: MeSH, NLM).

esa razon la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) desde 1991

ha desarrollado estrategias enfocadas en el control y tratamiento
de la enfermedad, inicialmente con la estrategia DOTS/TAES (Directly
Observed Therapy) a partir de la cual se generaron diversas politicas
orientadas en lograr las metas mundiales en la lucha antituberculosa,
posteriormente, con el fin de cumplir la meta 6 de los Objetivos de
Desarrollo del Milenio impuestos en la declaracion del milenio de las
Naciones Unidas, en que se esperaba ampliar el acceso diagndstico y a
los medicamentos en toda la poblacion afectada, se lanza en el 2006 la
estrategia “Alto a la Tuberculosis” a partir de la cual se ha trabajado en
la documentacion de nuevos y mejores métodos diagnosticos, en el 2007
se generd una politica con la que se buscod promover el uso del cultivo
en medio liquido mejorando la oportunidad del diagnodstico en aquellos
casos en que la baciloscopia es negativa, sin embargo al contar con una
prueba rapida fue necesario desarrollar una técnica para la identificacion
de especie que favoreciera el tiempo entre la deteccion y el diagnoéstico,
debido a que este tipo de medio favorece el desarrollo de otras especies de
Micobacterias no pertenecientes al complejo (1-5).

l a tuberculosis es un problema de salud publica a nivel mundial, por

El complejo Mycobacterium tuberculosis libera al medio de cultivo
durante su fase exponencial diferentes proteinas, a la fecha se han
identificado 33; El antigeno MPT64, es una de estas, su peso es de 24 kDa,
es especifica del complejo, dentro de sus caracteristicas se describe como
altamente inmunogénica que estimula la reaccion de hipersensibilidad
retardada y la proliferacion celular en el paciente favoreciendo la
diseminacién de la micobacteria (4-6).
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La prueba rapida BD MGIT™ TBc® se encuentra estandarizada por la
casa comercial a partir de medio liquido Midlebrook 7H9, esta metodologia
se fundamenta en la identificacion mediante una inmunocromatografia
utilizando dos anticuerpos monoclonales de raton anti MPT64, en el
primero se encuentra un conjugado con particulas de oro coloidal, y el
segundo esta inmovilizado sobre una membrana de nitrocelulosa como
material de captura (prueba en linea), la deteccion se hace mediante un
ensayo tipo sandwich (4,5,6).

La red de laboratorios de tuberculosis en Colombia cuenta con
instituciones que realizan pruebas de identificacién de especie, mediante
las técnicas de reduccidon de nitratos, inhibicion de la actividad catalasa
a 68°C, deteccion de niacina y coloracion de Ziehl Neelsen. Estos
laboratorios requieren capacidad técnica, infraestructura, insumos,
reactivos, cumplimiento de normas y requisitos de bioseguridad para el
manejo de cultivos, y profesionales capacitados. El proceso es dispendioso
requiere una fase pre analitica que incluye preparacion de soluciones,
reactivos y un adecuado mantenimiento de equipos para asegurar las
temperaturas de incubacion en el procesamiento de identificacion y una
analitica que incluye las caracteristicas del cultivo como pureza, numero de
colonias y tiempo de desarrollo ademas de experticia en los profesionales
que realizan la metodologia. Actualmente los laboratorios que realizan de
esta forma la identificacion requieren de un cronograma de trabajo debido
a la laboriosidad de la técnica.

Las técnicas de cultivo que se realizan en Colombia por lo general se
hacen en medio solido y para el desarrollo bacilar se requieren de tres
a cuatro semanas de incubacion, tener un resultado de identificacion de
especie puede tardar aproximadamente una semana posterior al crecimiento
del cultivo haciendo que el resultado final de la identificacion sea tardio (7).

El objeto de este trabajo fue comparar la utilidad de la metodologia
inmunocromatografica BD MGIT™ TBc® a partir de cultivos en medio solido
y liquido, con el fin de proponer la utilizacion de esta prueba en los laboratorios
de la red que hacen este proceso mediante técnicas convencionales.

METODOLOGIA

Este es un estudio descriptivo, en el cual se compararon los resultados
obtenidos de la inmunocromatografia a partir de medio de cultivo solido
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(Ogawa) y liquido (midlebrook 7H9). Se calculé coeficiente de Kappa
con un nivel de confianza del 95 % para identificar el grado de acuerdo
de las dos metodologias, y el porcentaje de concordancia segun la
positividad del cultivo. El analisis de datos se hizo con la herramienta
Epidat 3.1 (8).

El Laboratorio Nacional de Referencia del Instituto Nacional de
Salud recibe medios de cultivo sélido para identificacion de especie,
provenientes de los Laboratorios de Salud Publica del pais. Se evaluaron
en total 117 cultivos, de los cuales 109 corresponden al complejo M.
tuberculosis y 8 a Micobacterias no tuberculosas, a los cuales se les
realizd extraccion de su masa bacilar empleando una asa desechable
estéril, las colonias se colocaron en el interior de un tubo falcon de 50 ml
que contenia perlas de vidrio estériles de tamafios de 5 a 7 mm, se realizd
la homogenizacion de las colonias por medio de un agitador mecanico
durante dos minutos, se agregaron cinco mililitros de agua destilada
estéril, seguido de una agitacion por treinta segundos para obtener una
solucion bacilar.

La metodologia fue desarrollada en dos fases; en la primera se tomaron
100pul con pipeta automatica de la solucion bacilar y se colocaron en
el dispositivo comercial siguiendo las instrucciones del inserto. En la
segunda fase se inocularon 500 pl de la solucidn bacilar al medio liquido
siguiendo el protocolo definido por la casa comercial, cuando fueron
positivos para crecimiento, se realizé la prueba inmunocromatografica,
como se describi6 anteriormente.

La interpretacion de resultados se hizo de acuerdo a las instrucciones
descritas en el inserto, al visualizar dos bandas en el dispositivo el
cultivo fue positivo para el complejo Mycobacterium tuberculosis.
Las pruebas se consideraron negativas cuando no se visualizé la linea
en la region de prueba; en estos casos y en los casos no concordantes
se realizaron pruebas de identificacion convencional (reduccion de
nitratos, inhibicion de actividad de catalasas a 68°C y deteccién de
niacina) (4,5,9-12).

Los controles empleados para el estudio fueron cepas de referencia de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC27294 como control positivo,
Mycobacterium fortuitum ATCC6841 como control negativo y agua
destilada estéril como control de reactivo.
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RESULTADOS

El grado de acuerdo en la comparacion de las técnicas segiin Landis y Koch
fue excelente con un coeficiente kappa de 0,84. De los 117 aislamientos
analizados, tres (2,6 %) tenian positividad de una colonia, en éstos los
resultados obtenidos fueron concordantes en un 100 %; nueve (7,7 %)
presentaban una positividad entre dos a 19 colonias, de éstos ocho (88 %)
fueron concordantes en la identificacion, 20(17 %) aislamientos tenian una
positividad de 20 a 100 colonias, de éstos 18 (90 %) presentaron resultados
concordantes, y 2 (10 %) no concordantes, 85(72,6 %) aislamientos con una
positividad de mas de 100 colonias separadas y/o confluentes presentaron
una concordancia del 100 %. En los tres aislamientos que fueron no
concordantes, se observd contaminacion en el medio de cultivo (Tabla 1).

Tabla 1. Concordancia de la prueba inmunocromatografica a partir de medio de
cultivo liquido y sdlido segun la positividad de los cultivos

Resultados en Resultados en

Positividad del Aislamientos medio solido  medio liquido Aislamientos Concordancia
- procesados I s . o
cultivo _ (positivo/ (positivo/ contaminados %
(n=117) . ’
negativo) negativo)
1 colonia 3 3/0 3/0 0 100
2 a 19 colonias 9 8/1 9/0 1 88
20 a 100 colonias 20 18/2 20/0 2 90
100 colonias
separadas 85 76/9 76/9 0 100
o colonias
confluentes

De los 117 aislamientos evaluados, nueve dieron un resultado negativo
para la prueba inmunocromatografica por las dos metodologias, ocho
correspondieron a Micobacterias no tuberculosas y uno se identifico con
pruebas convencionales (bioquimicas y enzimaticas) como M. tuberculosis.

DISCUSION

En un estudio realizado en el 2010 por Garcia y colaboradores, se evalud
el rendimiento del método inmunocromatografico empleando aislamientos
en medio de Lowenstein Jensen y medio middlebrook 7H9. Del cultivo
solido realizaron una suspension bacilar de una a tres colonias, usando
como diluyente un mililitro de tampon de fosfato y medio middlebrook
7H9, cada uno como un experimento independiente. En 2011, el mismo
grupo de investigacion analizé 25 aislamientos obtenidos en medio sélido,
identificados previamente por técnicas de hibridacion, la suspension
bacilar utilizada se preparo con tres a cuatro colonias homogenizadas en
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solucion salina. Los resultados de los dos estudios fueron concordantes en
un 100 %, al compararlos con los obtenidos a partir de cultivo en medio
liquido, similar a lo encontrado en éste analisis; es de resaltar que Garcia
y colaboradores utilizaron cultivos puros mientras que en éste trabajo se
emplearon cultivos so6lidos con presencia de contaminacion, lo que puede
indicar que la concordancia de la técnica se puede ver afectada por las
condiciones de pureza del cultivo (1,2,10-12).

En este trabajo se identificé un aislamiento que fue negativo por la
prueba inmunocromatografica y confirmado como M. tuberculosis por
método convencional, Hirano y colaboradores describen que la presencia
de resultados falsos negativos en esta metodologia puede ser debido a
que el Complejo Mycobacterium tuberculosis presenta una alteracion en
la expresion de la proteina MPT64, puede ser debido a mutaciones, de
lesiones o inserciones de citosina guanina en la region codificante del gen
de MPT64, haciendo que no sea secretada en el medio y no sea reconocida
(6,13-16).

Estametodologia es mas sencilla y versatil si se compara con los métodos
convencionales que son dispendiosos, riesgosos y requieren cultivos en
optimas condiciones de actividad metabdlica, con estos resultados se
recomienda su uso partiendo de cultivos en medios s6lidos en laboratorios
que cumplan con requisitos de bioseguridad (16,17) «
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