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Micobacterias: nueva herramienta diagnéstica
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Las microbacterias son un grupo de
microorganismos de gran importancia
clinica, ya que existen multiples especies
que son agentes causales de diversas
infecciones humanas con alta morbi -

mortalidad. Biomerieux presenta en este
articulo un menu diverso de KITs que
posibilitan desde la identificacién de
distintos tipos de Micobacterias como de
genotipos resistentes a la Rifampicina —
Isoniazida.
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Introduccion

Las micobacterias son un grupo de

Enfermedad Celiaca

Identificaciéon de individuos
susceptibles de enfermedad celiaca

- PCR HLA DQ2 - DQ8 Screening
- PCR HLA DQ2 - DQS8 Typing:

HLA- DQA1=0201, DQA1*03, DQAT*05, DQE1*02, DQB1*0301/04,

DQB1°0302, DRB1*03, DRE1°04, DRB1°07, DRE1°11, DRB1°12. Molecular Diagnostic Essentiols
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microorganismos de gran importancia
clinica, ya que existen multiples especies
que son agentes causales de diversas
infecciones humanas con alta morbi -
mortalidad. Algunas enfermedades, como
la tuberculosis y la lepra, han sido ligadas a
la historia de la humanidad. A pesar de los
esfuerzos realizados para su control,
actualmente contintian siendo uno de los
problemas sanitarios de mayor gravedad en
el mundo, més aln en paises en via de
desarrollo. La OMS estima que el mayor
numero de casos nuevos de tuberculosis en
el afio 2008 se ha producido en la Regién de
Asia Sudoriental, que representaron el 35%
deloscasos de laincidencia mundial.

Se estima que 1,7 millones de
personas murieron de tuberculosis en 20009.
El mayor nimero de muertes fue en el
continente Africano. En 2008, se estima que
la incidencia de tuberculosis por habitante
era estable o decreciente en las seis
regiones establecidas por la OMS. Sin
embargo, el lento declive de las tasas de
incidencia por habitante es compensado
por el crecimiento demogréfico.

En nuestro pais, cada afio, alre-
dedor de 11.000 habitantes desarrollan la
Tuberculosis y lamentablemente cerca de
800 personas mueren por esta causa en los
hospitales, sanatorios y establecimientos
de salud de nuestro territorio. Ademas,
estos casos y muertes que se producen
anualmente en nuestro pais, no se dan de la
misma manera ni en todo el territorio, nien
todos los grupos de poblacion. La
enfermedad produce proporcionalmente
maés casos en los hombres jovenes que en
las mujeres y la gente de mayor edad (13
hombres enfermos por cada 10 mujeres y
53% de los casos entre 15y 44 afios); y mas
casos y muertes en la poblacion mas
desfavorecida social y econémicamente
que en los grupos de poblacién con mejores
condicionesde vida.

El laboratorio de Microbiologia
juega un rol muy importante en el control
de ladiseminacion de la tuberculosis y otras
micobacteriosis a través de la deteccion,
aislamiento, identificacion y test de
susceptibilidad de dichos microorganismos.
En los Ultimos afios el aumento de la
resistencia ha incrementado ain mas la
dificultad diagnéstica.

La eleccion de la metodologia a

utilizar dependeradel tipo de pacientesy de
los recursos disponibles a nivel hospi-
talarios, como de la organizacion en redes
de laboratorios en el caso de referirnos al
sector publico de Salud.

En cuanto a los métodos de
diagnostico microbiolégicos, si bien el
cultivo sigue siendo el método Gold —
estandar, los tiempos para la obtencion de
resultados son muy prolongados debién-
dose esperar entre 6 a 8 semanas para
descartar una muestra como negativa, con
un tiempo promedio de positividad que
ronda los 22 dias solo para poder aislar la
cepay de alli recién se podran realizaran las
pruebas de identificacion y sensibilidad. Si
bien en los afios 90 se introdujeron en el
pais los sistemas automatizados acortando
de sobremanera los tiempos diagnosticos,
aun asi estamos hablando de tiempos de
positividad de 12 a 14 dias para un cultivo
positivo, alo que hay que sumarle el tiempo
de identificacion y antibiograma que traera
aparejado minimamente una semana mas
paralaobtencion del resultado final.

En la actualidad, la incorporacion
de los métodos de diagndstico molecular
acortan exponencialmente estos tiempos,
reduciendo el TAT (turn around time) a
resultados en el dia, situacién impensada
enel pasado.

En este caso, la metodologia
presentada es la de DNA — STRIP (HAIN
Lifescence - biomerieux) que permite la
obtencion de resultado en 4 a 5 hs, no solo
de positividad a partir de una muestra
clinica sino saber si la cepa causante de la
patologia es resistente 0 no a la combi-
nacion Rifampicina — Isoniazida (drogas
marcadoras de resistencia al tratamiento de
latuberculosis).

¢Cudl es el principio y en qué consiste esta
nueva metodologia?

A partir de una muestra clinica o a
partir de colonias en medio liquido o sélido
(dependiendo el tipo de kit utilizado) se
realizalaextraccion del ADN o ARN comoen
cualquier técnica molecular, con posterior
amplificacién en forma selectiva, como se
requiere para la reaccion sucesiva acido
nucleico de cadena simple la desnatu-
ralizacion es el paso sucesivo a la
amplificacion.

Los amplicones de simple cadena
se van a unir a sondas especificas que se
encuentran cubriendo las tiras de DNA —
STRIP permitiendo hacer visible la
hibridacion mediante una coloracién
enzimatica subsecuente.

Como resultado, aparece un patrén
de bandas especifico en la tira que se puede
visualizar en forma macroscépica.

La evaluacion de la tira se realiza de
manera sencilla con ayuda de, una plantilla
y de este modo se identificara en genotipo o
identificara el microorganismo en cuestion.

En resumen, en solo tres pasos:
extraccion, amplificacion, hibridizacion; se
realiza la deteccion molecular. Por lo que
esta metodologia esta al alcance de
cualquier laboratorio que esta realizando
técnicas de Biologia Molecular.
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Existe un menu diverso de KITs que
posibilitan desde la identificacion de
distintos tipos de Micobacterias como de
genotipos resistentes a la Rifampicina -
Isoniazida. A continuacion se detalla el
menu correspondiente:

GenoType ® Mycobacteria Direct:

Este kit permite identificar en forma
directa a partir de una muestra clinica,
basadndose en la tecnologia NASBA y DNA
—STRIP ® la detecciéon simultdnea de M.
avium, M. intracellulare, M. kansassi, M.
maloensey complejo M. tuberculosis.

El procedimiento se divide en tres
pasos: aislamiento del ARN mediante un
método de captura con particulas
magnéticas, amplificacion basada en la
técnica NASBA (Nucleid Acid Sequence
Based Amplificacién) e hibridizacion
reversa. A su vez, la hibridizacion incluye los
siguientes pasos: desnaturalizacién quimica
del producto amplificado, hibridizacion de
amplicones de simple cadena marcados con
biotina a sondas unidas a la membrana,

lavado astringente y adicion de un
conjugado de fosfatasa alcalina/
Streptavidina.

A fin de validar el funcionamiento
correcto del test y la funcionalidad de los
reactivos cada tira incluye 2 zonas de
control, un control interno de amplificacion
y control positivo. La especificidad es de un
99 %y sensibilidad variaentre B.A. AR +97,5
%yB.A.AR-83,3%.

GenoType ® MTBC:

A partir de cultivo positivo de medio
sélido o liquido el kit permite, en base a los
polimorfismos genéticos entre otros el de la
Girasa B, la diferenciacion genética de cepas
pertenecientes al grupo Micobacterium
tuberculosis complex: M. africanum, M
bovis BCG, M bovis spp, M. capreae, M.
microtiy M. tuberculosis/ “M. canetti”.

El procedimiento se divide en tres
pasos, como en el resto de los Kits
subsiguientes, aislamiento del DNA,
amplificacion multiplex con primers
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Diagnostics Division

marcados con biotina e hibridizacion
reversa. En relacion a lo que respecta a la
hibridizacion, esta incluye los mismos pasos
especificados en el Kit mencionado
precedentemente.

En este caso los controles son:
control de conjugado y control universal. En
cuanto alasensibilidad y especificidad es del
100%.

GenoType®CM:

Con el crecimiento del nimero de
pacientes inmunocomprometidos, ya sea
por enfermedades que afectan en forma
directa al sistema Inmune como el HIV o la
aplicacion de tratamientos quimiostéticos o
inmunomoduladores en pacientes oncol6-
gicos o transplandos respectivamente, la
necesidad de identificar a micobcaterias
atipicas (M.0.0.T.), en general de origen
ambiental, se ha ido incrementando. De alli
que este kit resuelve un problema complejo
dada la necesidad de realizacion de
multiples pruebas bioquimicas que solo se
realizan en centros de referencia. Este test
permite, a partir de cultivoen medio sélido

ChmvELOLITY

Sistema Automatizado
de Urinalys
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o0 medio liquido, la identificacion de 13
especies de las micobacterias atipicas méas
comUnmente encontradas en clinica, a
saber: M. avium spp, M. chelonae, M.
absessus, M. fortuitum, M. gordonae, M.
intracellulare, M. Scrofulaceum, M.
interjectum, M. kansassi, M. malmoense,
M. peregrinum, M. marinum/M. ulcerans,
M. Tuberculosis complejo, M. xenopi.

Esta prueba se utiliza cuando,
después de utilizar el KIT anterior
(GenoType ® MTBC), solamente se
desarrolla la banda especifica de género
Mycobacterium.

Los amplicones generados para la
utilizacion del GenoType ® MTBC pueden
ser utilizados para hibridar, sin necesidad de
una segunda PCR. Posee tres tipos de
controles: un control de conjugado, un
control universal y un control de género.
Tiene una sensibilidad del 97% y la
especificidad del 93,5%

GenoType® MTBDR plus:

La tuberculosis MDR se define
como la tuberculosis que es resistente a dos
de las drogas mas potentes en el
tratamiento de la tuberculosis, la
Rifampicina y la Isoniazida, la tuberculosis
multiresistente es un reto para el control de
la enfermedad debido a su complejo
diagnostico y dificultades aparejadas a su
tratamiento.

En este caso, este test permite la
identificacion del complejo Micobacteria
tuberculosis y su resistencia a Rifampicina
y/o lIsoniazida desde cultivos en medio
solido o liquido o a partir de muestra
respiratorias con baciloscopia positiva.

La identificacion de la resistencia a
la Rifampicina es posible gracias a las
mutaciones mas significativas del Gen rpo
B. Para la deteccion de la resistencia de alto
nivel a la Isoniazida se testea el Gen kat G y
para la resistencia a Isoniazida de bajo nivel
elgeninhA.

En este caso, el Kit incluye cinco
zonas de control: un control de conjugado,
un control de amplificacion y tres zonas de
control de locus de los genes rpoB, katG y
InhA.

La sensibilidad y especificidad varia
obviamentesi serealizaapartirde lamues-
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Extraccion de DNA PCR

Detecclén Resullados

tradirectasiendo:

- Sensibilidad a Rifampicina: 96,8%,
Isoniazida: 90,2%
- Especificidad: Rifampicina: 95 %,
Isoniazida: 100 %

Desde cultivo en medio sélido o
liquido:

- Sensibilidad a Rifampicina: 98,7 %,
Isoniazida: 92 %
- Especificidad: Rifampicina: 100 %,
Isoniazida: 100 %

Hay que tener en cuenta que en
todas las metodologias, aiin las mas moder-
nas como en los sistemas automatizados,
existen numerososinconvenientes

Como conclusion, estametodologia
permite:

- La obtencion de resultados rapidos: 4 — 5
hs.

- Posee alta sensibilidad y especificidad:
entre 90% a 100%

- Tiene controles internos, documentan la
validez de losresultados.

- Posee alta confiabilidad: dada por la
amplificacion e hibridizacion especifica del
target seleccionado.

- Posee certificacion 1ISO 9001 - Marcado CE
Permite desde el punto de vista epidemio-
l6gico la aplicacion de un tratamiento
temprano adecuado reduciendo la trans-
misiony diseminacion de laTBC

multiresistente.
- Es una metodologia simple y accesible en
cualquier laboratorio de Biologia Molecular.
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