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Nuevas metodologias diagnosticas para micobacterias

@ 7 min.

En esta nota la Bioquimica Monica
Rodriguez, coordinadora de la Division
Patologia y Anticuerpos de Tecnolab nos
explica detalladamente nuevas meto-
dologias diagnosticas para detectar
micobacterias.
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La tuberculosis es causada por
Mycobacterium tuberculosis, una bacteria
que casi siempre afecta a los pulmones. La
afeccién escurabley se puede prevenir. Esla
segunda causa mundial de mortalidad,
después del sida, causada por un agente
infeccioso. Hoy existen nuevas alternativas
diagnésticas, como Real Time PCR para la
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deteccion del complejo Mycobacterium
tuberculosis 'y Amplificacion por PCR
seguida de hibridacion para micobacterias
atipicas como asi también la posibilidad de
evaluar farmaco resistencia.

Desarrollo

La tuberculosis es causada por
Mycobacterium tuberculosis, una bacteria
que casi siempre afecta a los pulmones. La
afeccion escurable y se puede prevenir.

La tuberculosis es la segunda causa
mundial de mortalidad, después del sida,
causada por un agente infeccioso.

En 2010, 8,8 millones de personas
enfermaron de tuberculosis y 1,4 millones
murieron por esta causaen el mundo.

Mas del 95% de las muertes por
tuberculosis ocurrieron en paises de
ingresos bajos y medianos, y esta
enfermedad es una de las tres causas
principales de muerte en las mujeres entre
los15ylos 44 afios.

La tuberculosis es la causa principal
de muerte de las personas infectadas por el
HIV, pues causa una cuarta parte de las
defunciones en este grupo.

La tuberculosis multirresistente se
ha encontrado en casi todos los paises
estudiados. (1)

En Argentina, la tasa de notificacion
de casos de tuberculosis (TB) es 26,3 casos
por 100.000 habitantes, informandose
durante el afio 2008, un total de 10.452
€asos.

El principal objetivo del Programa
Nacional de Control de Tuberculosis
(PNCTB) en Argentina, es diagnosticar los
pacientes infecciosos en un estadio
temprano de la enfermedad y tratarlos
efectivamente utilizando la estrategia de
Tratamiento Acortado Estrictamente
Supervisado (TAES). (2)

El diagnostico de laboratorio de la
tuberculosis (TBC) habitualmente se realiza
mediante la visualizacion de los bacilos
acido-alcohol resistente (BAAR) de
muestras sometidas a la coloracion de Ziehl
Neelsen o con Auramina-Rodamina y
mediante el cultivo de las mismas en
medios adecuados.
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Hoy existen nuevas alternativas
diagnosticas, como Real Time PCR para la
deteccion del complejo Mycobacterium
tuberculosis 'y Amplificacion por PCR
seguida de hibridacion para micobacterias
atipicas como asi también la posibilidad de
evaluar farmaco resistencia.
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Real Time PCR, Detecta los
miembros del complejo M. tuberculosis (M.
tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M.
bovis BCG, M.microti y M. pinnipedii) en
muestras de esputo, BAL, secrecion
bronquial, LCR, lavados gastricos vy
peritoneales.

El producto amplificado se detecta
mediante el fluocromo acoplado a la sonda
de oligonucleétido que se va ligando
especificamente a la secuencia que se
amplifica. La intensidad de la fluorescencia
se detectaeneltrascursode laPCRatiempo
real con lo cual puede cuantificarse el
producto sin necesidad de abrir los tubos
trasrealizarlaPCR.

El gen target se detecta en FAM,
fragmento de 159 pb del genoma micobac-
teriano.

Ademas el kit incluye un segundo
sistema de amplificacion heterélogo para
evaluar posible inhibicién de PCR (Control
Interno) que se detecta en el canal JOE. Se
suministran cuatro controles positivos con
cuatro concentraciones que permiten
cuantificar la cantidad de ADN presente en
lamuestra.

En el caso de esputos el material se

descontamina con NaOH y luego se procede
a la concentracién por centrifugacion.
Posteriormente se realiza la extraccion con
una columna QIA amp DNA mini kit (51304),
se emplea carrier de ARN, para aumentar la
eficienciade laextraccion.

El limite de deteccion es de 1,23
copias/pl (p: 0,05) conRGQ 6000
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Innogenetics
marker line
Conjugate control - 1 Conjugate control
MYC genus - 2 Mycobacterium genus
MTB complex - 3 MTB complex
MKA-1 - 4 M. kansasii T
MKA-2 - 5 M. kansasii 1T
MKA-3 - 6 M. kansasii 111, IV, V
MXE - 7 M. xenopi
MGO - 8 M. gordonae
MGV - 9 M. genavense
MSI - 10 M. simiae
MMU - 11 M. marinum + M. ulcerans
MCE - 12 M. celatum
MAIS -13 MAIS complex
MAV - 14 M. avium
MIN-1 - 15 M. intracellulare 1
MIN-2 - 16 M. intracellulare 2
MSC - 17 M. scrofulaceum
MML - 18 M. malmoense
MHP - 19 M. haemophilum
MCH-1 - 20 M. chelonae 1, 11, III, IV
MCH-2 -21 M. chelonae 111
MCH-3 - 22 M. chelonae 1
MFO - 23 M. fortuitum complex
MSM - 24 M. smegmatis

- INNOLipa Mycobacteria, Identificacion de
16 especies de Mycobacterias incluyendo el
complejo. Consta de amplificaciéon e
hibridacion reversa.

El primer paso es el aislamiento del
DNA bacteriano del medio de cultivo ya sea
solido o liquido.

El DNA muestra se introduce en
una mezcla conteniendo todos los compo-
nentes esenciales para la amplificacion
incluyendo los dNTPs, primers biotiniladosy
DNA polimerasa. Los primers empleados
por el test amplifican la regién 16S-23S RNA
ribosomal. Por calentamiento la doble
hélice se desnaturaliza y queda expuesta la
secuencia target a los primers biotinilados,
posteriormente se va produciendo el
annealing, la extension y finalmente luego
de 40 ciclos se obtiene la amplificacion del
producto.

A posteriori se emplea el kit de
deteccion que estabasado en el principio de
hibridacion reversa. El material DNA



biotinilado es hibridizado con sondas de
oligonucledtidos inmovilizadas como lineas
paralelas sobre tiras de membrana. Luego
de la hibridacion la estreptavidina marcada
con fosfatasa alcalina es adicionada al
hibrido previamente formado. El sustrato es
BCIP/NBT resultando precipitado visible.

Este procedimiento permite la
automatizacion por medio de AUTO Lipa.

La sensibilidad diagndstica repor-
tadaesdel 98,8 %.

- INNOLipa Rif TB, Deteccion del complejo
Mycobacterium tuberculosis y Resistencia a
laRifampicina.

Esta basado en el principio de
hibridacion reversa, el gen target de la
amplificacion esel rpoB.

El producto de la amplificacion se
emplea como diana para la deteccién de la
presencia de alguna de las especies
correspondientes al complejo M. tubercu-
losis por la presencia de una sonda

especifica en la tira del MTB. Simultanea-
mente se detecta la presencia de una
mutacion puntual, insercién o delecion del
rpoB (codones 509 al 534) mediante cinco
sondas S superpuestas que abarcan la
regionrelevante del gen.

Estas sondas S se hibridan exclusi-
vamente a la secuencia wild type. Si existe
una mutacion no hay hibridacién, en
consecuencia la ausencia de una sonda de
hibridacién indica la presencia de mutacién
y por lo tanto un genotipo resistente.
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3 Provision de insumos para garantizar la etapa pre-analitica 2 Consulta de resultada:ss on-line
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