USAM-ANLIS

MAGISTER EN MICROBIOLOGIA MOLECULAR

Tesis de Maestria

Genotipificacion de Mycobacterium tuberculosis
para la vigilancia de contaminacién cruzada

en laboratorios de la Red Nacional de Tuberculosis

Alumno: Bioquimica Valeria Alonso

Director: Dra. Viviana Ritacco

2009



A Juan Manuel por su carifio y apoyo incondicional
y a mis hijos Felipe y Luciano por su paciencia durante la ejecucion de este trabajo



INDICE

RESUMEN ...oniiiiniiinnnnicnsnnissssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssassssssssssssssssssssssssssnssss 3
OBJETIVOS...iiiiiinininnsarissssnossssissssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssnssss 4
ODJEtivo SENETal ....ccocvvrrreeriiiecsissssnnniiccssssssansssassssssssssssssessssssssssssssssssssssssasssssssssssses 4
ODbjetivos eSPECITICOS...uuiierirrericsissanicssssssiossessssossssssssssssnssessssssssssossssesssssssssssanssssssnsas 4
INTRODUCCION ....cuureerereerssensssnssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 5
Situacion de 1a tuberCulOSIS.....covvieererecssercssrncssansssnnsssanessssssssasesssssssssssssssssssssssssses 5
En el mundo, enla region..................ccooooviiiiiiiiiiiiiie e 5
Enla Argentina..............ccoooiiiiiiiiiiiiiiee et starr e e e e e e eneens 5
Patogenia....ccoovrnueeriicirisscssnnrniccssssesssnssrisssssssssnssnsssssssssosssssssssssssssasssssssssssssssssssssssss 5
Caracteristicas de M. tUDErCULOSIS c...ceueeeesueressuercsserissunrissaeicsssicssassssssesssssssssssssssnes 6
Diagnostico de 1aDoratorio .......ccueiicnsnsericssssnnicssosaniosssssnsesssssssesssssssssssssasessssssssssses 9
IMIECTOSCOPIA. ......oeeiiiiiiieeiiee ettt et e et e ettt e e e erae e e s etteeeeeatbeeeeetaeeeennnees 9
CULLIVO....cooiiic e e e e et e e e e e e e trrraeeeeeeenenneees 10
Identificacion fenotipica de M. tuberculosis .................ccccoooovvveeeevciiniieccineeennne, 12
Identificacion genotipica................cc.cooiiiiiiiiiiiiic e 13
Deteccion de resistencia a drogas...............coceeeviiiiiiiiniieenieeniceeeeee e 15
Antecedentes del problema a iNVeStIZAr ........eeerriiicrirscrnrrriccsssscnsnerecssssssssssssseces 19
Causas de la contaminacion cruzada ................ccccoeevveiiieieiiiei e, 19
CONSECUCIICIAS .......ooooeiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e aaae e e e e e e eeeaneees 21
Criterios para la confirmacion................cccccoooviiiiiiiniinie e, 21

Las bases moleculares de la genotipificacion....................ccoccoovinniiiniinnne. 22
MATERIALES Y METODOS. ....c.ucuuetunermeemssesssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 26
AGSIAMIENLOS . .ccieeeeiiiisinrieiiiniisiictiicsistiesssssressssnssisssssstesssnssssssssssssssssssssssonsssoses 26
GenNOtiPIfiCACION...ccciirrriieriseiiisesaricsssssesssssstsssssnssecsesssssssssssessssnssssssansssssnsassssonss 27
RELP ISOL10...... .ottt et et e e e seaeaenes 27
SPOIGOLYPINE ......ovvriiiiiiiic e et e e e e e e b rrr e e e e e e eneenaeas 31
DRE-PCR.......oooiiiie et e e e e tae et eeaaeesnaeeens 33
Analisis computarizado de genotipos..................ccccceeeieiiiiieiiiiiecce e 33
RESULTADOS . .ccctiiiniinnticssnnessnicsssnssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 34
HOSPILA] L...cooueeennnnnriiiirinnnnnnriiccsssscsssnsnriessssessnssnssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssassssss 34

3 L1 0] 1721 0 36
HOSPItAl ITL....cccueeeriiiiirinsnrnnrriccsssscssnnsnsiesssssssonssssssssssssossasssssssssssssssssssssssssssssassssss 39
HOSPILAL IV .ccoueeeerneiiiiiininnnnnrniccsssscsssnsniiessssessnssssssssssssesssssssssssssosssssssssssssssssssassssss 42
HOSPILAL V .ccvinerernnniiiiiinnnnnnnnnrniccsssscssnsniiessssesssnssssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssassssss 43
HOSPILAl Vooouuueenreiiiiiirinnnnnnrniccsssscsssnsniiesssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss 44
HOSPILAl VIL...cuuuueeriiiiirinrnnnnrniccsssscsssnsnssesssssssnssssssssssssosssssssssssssosssssssssssssssssssassssss 45
HOSPItal VIL.....ccueiiiiiiriisnrnnrniccsssscsssnsnrsessssessonssssssssssssosssssssssssssosssssssssssssssssssassssss 47
HOSPItAl IX . .oiorvrrreieiiecssnseranssiecssssessasssssesssssssosssssssssssssorsasssssssssssrsssssssssssssrsasanssssss 48
HOSPILAl X ..ccoivrrnneerieccsssseranssiecssssessanssssesssssssosssssssesssssrsassssssssssorsasssssssssssrsesaassssss 48
DISCUSION ...ccuueumneenrenseenssesssssmssessssssssessssssssesssasssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssses 50
CONCLUSIONES .....uuutiiiuiinsnnissssnssssenssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 54
AGRADECIMIENT O . cccccciniiinsuncsssnissanssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssns 54
REFERENCIAS ....ouuiiintiinniicnsnncsssissssrsssssssssssssssansssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 55



RESUMEN

El diagnéstico bacterioldgico de tuberculosis incluye una serie de complejos pasos que
van desde la obtencién de la muestra clinica hasta la identificacién bacterioldgica del
bacilo. Es probable que en alguno de estos pasos se produzca una contaminacién
cruzada por transferencia accidental de bacilos de una muestra altamente positiva a la o
las procesadas subsecuentemente. Generalmente este error pasa inadvertido en la rutina
de trabajo. La consiguiente aparicién de falsos cultivos positivos puede inducir al
diagnéstico erréneo de tuberculosis, la instauracion de tratamientos prolongados e
innecesarios con drogas potencialmente téxicas, la distraccion de recursos del sistema
de salud y a la distorsion de resultados de los andlisis epidemiolégicos. La confirmacion
de un evento de contaminacién cruzada requiere confrontar resultados bacteriolégicos,
clinicos, epidemioldgicos y de genotipificacion. Esta tltima es la unica herramienta
disponible en el laboratorio para confirmar un episodio de contaminacién y tiene el
mérito agregado de haber puesto el tema en evidencia a nivel global.

En el presente trabajo, se analizaron 28 episodios de contaminacién cruzada ocurridos
entre 1996 y 2003 que involucraron el andlisis de un total de 115 aislamientos derivados
de 10 laboratorios de la Red Nacional de Laboratorios de Tuberculosis. Las técnicas de
genotipificacién utilizadas fueron RFLP 1S6110, spoligotyping y DRE-PCR. La
contaminacién cruzada de muestras se confirmé en al menos una de las muestras
sospechadas en 23 de los 28 episodios investigados. En los restantes cinco episodios, se
descart6 la posibilidad de contaminacién de acuerdo a los perfiles genéticos apoyados
por la informacién bacterioldgica, los registros de laboratorio y los datos clinico-
epidemioldgicos de los pacientes.

Las tres técnicas de genotipificacién mostraron resultados concordantes y fueron utiles
en la caracterizacion de los episodios de contaminacion cruzada de laboratorio. DRE-
PCR (double repetitive element-PCR) mostrd ser una técnica rapida, sencilla y de bajo
costo. Sin embargo en el transcurso de nuestro estudio comprobamos que los resultados
suelen ser poco reproducibles y, en ocasiones, poco claros. El spoligotyping demostrd
ser un método rapido y reproducible que permitié descartar una contaminacién si los
patrones resultaban diferentes pero no confirmarla si resultaban idénticos porque tiene
bajo poder de discriminacién. El RFLP (restriction fragment length polymorphism)
IS6110 fue el método confirmatorio por excelencia pero es muy laborioso, artesanal y
caro y ademads se demora alrededor de dos meses hasta la obtencidn de resultados.

En suma, se demostré la ocurrencia de contaminacion cruzada de muestras en todos los
laboratorios de la red que colaboraron en la investigacién, incluyendo centros con alta,
mediana y baja carga de trabajo. La contaminacion ocurrié independientemente del
sistema de cultivo empleado y se pudo inferir que los factores mds favorables a este tipo
de errores fueron viales y/o reactivos empleados en el procedimiento de
decontaminacién de muestras clinicas de sitios no estériles y, en el sistema radiométrico
de cultivo (ahora en desuso), fallas del sistema de incineracién de la aguja.

El alerta, la alta capacitacién y la actitud abierta y colaborativa de los bacteriélogos de
la Red Nacional de Laboratorios de Tuberculosis involucrados en el estudio resultaron
cruciales para realizar la investigacion integral de los eventos descritos y confirmar o
descartar la sospecha de contaminacién cruzada de muestras en cada uno de ellos.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, contaminacién cruzada de laboratorio,
genotipificacion.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la utilidad de la genotipificacion intra-especie de Mycobacterium tuberculosis
en la confirmacién de sospecha de contaminacién cruzada de laboratorio y en la
vigilancia de su ocurrencia en laboratorios de la Red Nacional de Laboratorios de
Tuberculosis.

Objetivos especificos

= Caracterizar presuntos episodios de contaminacién cruzada de muestras en
laboratorios de tuberculosis mediante el andlisis genotipico de los aislamientos, la
investigacion de los antecedentes clinico-epidemioldgicos y los registros de los
laboratorios de origen de las muestras.

= Identificar procedimientos de riesgo para la contaminacién cruzada de muestras en
el laboratorio de micobacteriologia.



INTRODUCCION

Situacion de la tuberculosis

En el mundo, en la region

Mycobacterium tuberculosis, el microorganismo causante de una de las enfermedades
humanas mds antiguas, aln sigue produciendo enfermedad y muerte en vastas dreas del
mundo. Segin la Organizacién Mundial de la Salud, en 2006 hubo 9,2 millones de
casos nuevos de tuberculosis en el mundo y la enfermedad provocé la muerte de 1,7
millones de personas, entre ellas 700.000 infectadas por el VIH (WHO 2008).

En ocasion del dia mundial de la tuberculosis, la directora de la OPS, Dra. Mirta Roses
Periago, inform6 que en 2005 los paises de las Américas reportaron un total de 227.000
nuevos casos. En esta region, cada hora se presentan 40 nuevos casos y cada 10 minutos
una persona muere por tuberculosis, con el agravante que al menos 7 de cada 10
personas afectadas por este mal en los paises en desarrollo son aquellas comprendidas
en edades econdmicamente activas, entre los 15 y los 54 afios de edad (PAHO/WHO
2007).

En la Argentina

Todos los afios, alrededor de 10.000 nuevos casos de tuberculosis son detectados en la
Republica Argentina y 800 personas mueren a causa de esta enfermedad. Dado que més
de la mitad de los nuevos casos detectados son baciliferos, es decir, altamente
contagiosos, la poblacién contintda expuesta a la infeccion, y todos los afios se genera un
nimero variable de nuevos infectados que podrian constituirse en casos en el futuro.

Nuestro pais presenta una situacion intermedia entre los paises de la region. En 2004 y
2005 se registraron 12.079 y 11.242 casos nuevos de tuberculosis, respectivamente. Si
bien la tendencia continda siendo descendente, la proporcién de enfermos que
abandonan el tratamiento sigue siendo alta.

El indice de Morbilidad (ntimero de personas enfermas) fue 29,1/100000 en 2005 (6
veces mas que América del Norte y la mitad que el Caribe Latino y la Regién Andina).
El indice de Mortalidad fue 2,2/100.000 en 2003, registrandose entre 800 y 900
defunciones atribuidas a tuberculosis, de las cuales el 82,8% estan clasificadas como
muertes debidas sélo a esta enfermedad y el 17,2% tiene asociacion con SIDA o
infeccion por VIH. En particular, entre 2003 y 2004 se registraron 30 defunciones
debidas a meningitis tuberculosa o sus secuelas (INER 2006).

Patogenia

El bacilo de la tuberculosis se transmite por via aerdgena y es transportado dentro de
gotas microscopicas de aerosol producidas por la tos o el estornudo de un paciente
contagioso. Una vez inhalado, M. tuberculosis alcanza el pulmén. Allf es fagocitado por
macréfagos alveolares donde puede ya sea morir o bien, si resiste el medio adverso que
le proporciona el interior del fagosoma, multiplicarse y producir la infeccién. Si logra
sobrevivir, al cabo de 2 6 3 semanas provoca la destruccién de los macréfagos
alveolares liberando al medio extracelular factores quimioticticos que reclutan
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monocitos, linfocitos y neutréfilos circulantes, ninguno de los cuales es capaz de
eliminar por completo los bacilos. Asi se forma un granuloma compuesto por células
epitelioides, macréfagos y linfocitos, que evita la diseminaciéon de los bacilos. El
progreso de la infeccion o su entrada en latencia dependen principalmente del estado
inmunoldgico del paciente y de la cantidad de bacilos presentes (Fenton 1996).

La gran resistencia de esta bacteria a las condiciones adversas estd determinada no s6lo
por su gruesa pared celular sino también por su capacidad de adaptarse a cambios en el
medio ambiente, para lo cual tiene la habilidad de modificar su metabolismo que, de
aerobio pasa a ser microaerofilico, utilizando lipidos como fuente de carbono en lugar
de hidratos de carbono. De esta forma puede sobrevivir en diversas condiciones en el
huésped humano pasando de una alta tensién de oxigeno como la que hay el alvéolo
pulmonar a la baja tensién presente en el granuloma (Barrera 2007).

Caracteristicas de M. tuberculosis

M. tuberculosis se clasifica dentro del orden Actinomycetales, caracterizado tanto por el
alto porcentaje de guanina y citosina que presenta en su ADN como por el alto
contenido lipidico en su pared celular. Pertenece a la familia Mycobacteriacea, cuyo
unico género es Mycobacterium (ver Figura 1). Los lipidos constituyen la mitad del
peso seco de estas bacterias, le proporcionan energia para llevar a cabo su metabolismo
y también estdn involucrados en la estructura y en la funcién de las membranas y las
organelas membranosas.

LINAJE DE MICOBACTERIUM

TUBERCULOSIS
REINO —_—> Bacteria ORDEN e Actinomycetales
FILO: Actinobacteria SUBORDEN —® Corynebacterineae
CLASE: ——»  Actinobacteria FAMILIA —» Mycobacteriaceae
SUBCLASE: ——p Actinobacteridae GENERO ——» Mycobacterium

ESPECIES: bovis, africanum, microti, canettii, caprae,pinnipedii, tuberculosis
(complejo M. tuberculosis)

Figura 1. Clasificacion de Mycobacterium tuberculosis

Son microorganismos prototréficos que significa que construyen sus componentes a
partir de fuentes de carbono y nitrégeno, y heterotréficos porque utilizan compuestos
orgdnicos sintetizados como fuente de energia. Entre sus principales requerimientos
nutricionales se encuentran el oxigeno, magnesio y hierro.

Las distintas especies de micobacterias se diferencian en varios aspectos tales como la
morfologia, la bioquimica, los hospedadores y la patologia que producen. Asi
encontramos en el género tanto organismos de vida libre, los que rara vez producen
enfermedad, como organismos de vida intracelular obligada (Mycobacterium leprae,
Mycobacterium lepraemurium, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis y los
miembros del Complejo M. tuberculosis) que producen distintas patologias en diversos
hospedadores. Entre las especies de vida intracelular, los miembros del complejo M.
tuberculosis son capaces de reproducirse en medios artificiales de cultivo (in vitro), a



diferencia de M. leprae y lepraemurium que s6lo pueden reproducirse en el medio
intracelular (Barrera 2007).

Las micobacterias son bacilos inméviles de 1-10 um de largo, no esporulados y dcido-
alcohol resistentes. Pueden ser clasificadas segin el tiempo que demoran en crecer in
vitro. Aquellas que lo hacen en menos de 7 dias se denominan “de crecimiento rapido”
y corresponden a especies de vida libre. Por otro lado, las micobacterias que demoran
mas de 7 dias en formar colonias visibles se denominan “de crecimientos lento” y
suelen ser patdgenos intracelulares. Entre estas dltimas se encuentra M. tuberculosis,
que demora 4 a 6 semanas en formar colonias visibles. Con algunas excepciones, las
micobacterias de crecimiento rdpido tienen dos operones de ARN en su genoma
mientras que las de crecimiento lento sélo tienen uno, lo que contribuirfa a explicar la
diferencia en el tiempo de desarrollo (Rastogi 2007).

Todas las micobacterias se caracterizan por presentar una gruesa y compleja pared
celular (ver Figura 2). Por dentro de la misma se encuentra la membrana citoplasmatica,
tipicamente compuesta por una cldsica bicapa lipoproteica, la que regula el pasaje de
solutos entre el citoplasma y el medio ambiente. Contigua a la membrana celular, se
encuentra la capa mds interna de la pared, la que estd compuesta por una compacta
trama de peptidoglicano, sustancia de gran rigidez que es responsable de preservar la
forma y la integridad del bacilo. Por fuera del peptidoglicano y unido covalentemente al
mismo estd el arabinogalactano, polisacdrido ramificado compuesto de arabinosa y
galactosa. A su vez, los dcidos micélicos se encuentran unidos a la porcién distal del
arabinogalactano. Otros grupos importantes que forman parte de la pared celular son la
trealosa y el lipoarabinomannan (LAM). Este tltimo componente se encuentra unido a
la membrana plasmadtica, atraviesa toda la pared celular y estd constituido por una
mezcla heterogénea de manosa y arabinosa unidas a lipopolisacdridos de alto peso
molecular. Este componente es especifico de cada especie y estd involucrado en la
unién de la bacteria al macréfago y también se le atribuye una accién pardcrina
atrayendo leucocitos durante la formacion del granuloma (Fenton 1996).

9

'f"]('_l[ e e s

%% 9%e%e%

AN
(SIS TrroTTveS

L
il

?

Figura 2. Representacion esquematica de la pared celular de las micobacterias. 1 lipidos externos; 2
acido micolico; 3 polisacaridos (arabinogalactano); 4 peptidoglicano; 5 membrana plasmatica; 6
lipoarabinomanan (LAM); 7 fosfatidilinositol manésido; 8 esqueleto de la pared celular.

(Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki/Imagen:Mycobacterial_cell_wall_diagram.png)
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Los 4cidos micoélicos de la pared bacteriana merecen atencién especial. Son 4cido
grasos de cadena larga y ramificada que también estan representados en otros géneros
relacionados. Como se observa en la Tabla 1, los mas largos corresponden al género
Mycobacterium. A su vez, cada especie del género Mycobacterium contiene una
combinacién diferente de dcidos micdlicos, lo que hace posible la identificacién de
muchas especies de micobacterias mediante cromatografia gaseosa o liquida.

Esta compleja pared celular confiere a las micobacterias ciertas particularidades:

- Resistencia a 4cido-alcohol: esta caracteristica permite diferenciarlas de las otras
bacterias que no resisten este tipo de decoloracién. Primero deben colorearse mediante
un colorante basico como la fucsina unido a fenol que facilita la entrada a través de la
gruesa pared de las micobacterias. Luego se las somete a decoloracion mediante 4cido-
alcohol y por ultimo se aplica un colorante secundario que puede ser azul de metileno.
Practicamente s6lo las micobacterias resisten la decoloracién permaneciendo unidas al
primer colorante utilizado. Las técnicas pueden ser Ziehl-Neelsen, Kinyoun o tincién
con fluorocromo, siendo la primera la mas utilizada.

- Impermeabilidad: las micobacterias no pueden ser coloreadas con las técnicas
habitualmente utilizadas para otras bacterias como la coloracién de Gram, ya que su
pared celular impide la entrada de los colorantes. En todo caso, su estructura se asemeja
mds a la de una bacteria Gram positiva. También son impermeables a ciertos
antibidticos que son bactericidas efectivos para otras especies.

- Viabilidad prolongada: Los bacilos pueden permanecer viables en equipos o
soluciones de trabajo contaminados durante periodos prolongados y también en material
biolégico sometido a fijacion por calor o formol (Kantor 1999, Ramos 1999, Ruddy
2002).

Tabla 1: Géneros que contiene dcidos micdlicos en su pared

Género Largo de cadena (atomos de carbono)
Corynebacterium 22-38
Rhodococcus 34-52
Nocardia 44-60
Gordonia 48-66
Tsukamurella 67-78
Mycobacterium 60-90

Tradicionalmente se reconocian sélo cuatro miembros en el complejo M. tuberculosis.
El hombre es el huésped habitual de dos de ellos: M. tuberculosis y M. africanum. Los
otros dos, M. bovis y M. microti, tienen como huéspedes habituales a bodvidos y
roedores, respectivamente. Recientemente se han propuesto tres nuevas especies: M.
canettii, una especie patdégena para el hombre aparentemente de menor virulencia, M.
caprae que infecta principalmente a cabras y M. pinnipeddii causante de tuberculosis en
mamiferos marinos (Cataldi 2007).



La cepa de laboratorio M. tuberculosis H37Rv, cuyo genoma completo fue publicado en
1998, tiene una secuencia de 4,4 x 10° pares de bases. Se caracteriza por ser rico en
segmentos repetitivos de ADN, particularmente en secuencias de inserciéon (IS) y
grandes familias de genes. Estas secuencias repetitivas proporcionan cierto grado de
polimorfismo al ADN cromosomal de M. tuberculosis, el que, por lo demds, estd
altamente conservado. Como se explicé mads arriba, el porcentaje de guanina y citosina
es muy alto (65%) y se mantiene relativamente constante a lo largo del cromosoma. Hay
regiones denominadas secuencias polimoérficas ricas en guanina y citosina (Polymorphic
G+C Rich Sequences, PGRS), pertenecientes a una familia particular de genes en la que
este porcentaje es ain mayor (>80%). Se demostré recientemente que esta familia de
genes da lugar a dos familias de proteinas con alto contenido en aminoécido glicina
(Gly), denominadas PE (Pro-Glu) y PPE (Pro-Pro-Glu), segin la regién N-terminal, y
cuyo polimorfismo se asocia a las variaciones antigénicas que presenta la bacteria.
También se encuentran regiones con un porcentaje de estas bases menor a 50%. Se
atribuye a estas regiones los genes de proteinas que necesitan animodcidos hidréfobos
(ej. proteinas transmembrana), los que estdn codificados por codones con bajo
contenido de guanina y citosina (Cole 1998, del Portillo 2007).

Como se menciond anteriormente, s6lo se encuentra un operén en el genoma de esta
bacteria, operon (rrn), ubicado a 1,5 Mpb del sitio de origen de replicacién (ori C
locus). La presencia de un tnico operdn situado distante del origen de replicacion fue
postulado como factor que contribuye al lento crecimiento que presenta esta bacteria
(del Portillo 2007).

En el extenso genoma de esta bacteria se encontraron regiones de diferencia denominas
RD (regions of difference). Estas regiones estdn presentes en algunas especies dentro
del complejo y ausentes en otras. Por ejemplo la regiéon RD1 estd presente en la cepa M.
tuberculosis y ausente en M. bovis BCG, lo que ha permitido el disefio de métodos tanto
moleculares como inmunoldgicos para diferenciar infeccién de vacunacion (del Portillo
2007).

Diagnéstico de laboratorio

El diagndstico bacteriolégico definitivo de tuberculosis activa se realiza mediante el
hallazgo del bacilo en la muestra clinica. El papel del laboratorio es esencial para
confirmar esta enfermedad por lo que debe contar con personal altamente entrenado y
una infraestructura que cumpla todas las necesarias condiciones de bioseguridad. El
proceso comienza con la toma de la muestra y contintia en el laboratorio con una serie
de laboriosos pasos que finalizan con la tipificacién del microorganismo recuperado y la
determinacién de su sensibilidad a drogas (Alonso 2007).

Microscopia

La observacién microscépica directa de la muestra es un paso muy importante del
diagnéstico de tuberculosis. Si se detectan bacilos directamente en la muestra clinica se
puede adelantar el diagndstico varias semanas, teniendo en cuenta que M. tuberculosis
es una bacteria de crecimiento lento. Por lo tanto, el primer paso es la coloracion de un
frotis de la muestra, generalmente esputo, mediante la técnica de Ziehl-Neelsen. No
siempre es posible encontrar bacilos. Para visualizarlos mediante coloracion se requiere



una gran cantidad de ellos en la muestra, la que ha sido estimada entre 5.000 y 10.000
bacilos / ml de esputo.

Mediante la técnica de Ziehl-Neelsen los bacilos se ven pequefios y de color rojo. La
microscopia no permite diferenciar entre las distintas especies de micobacterias. Sin
embargo, la formacién de cuerdas es altamente sugestiva de la presencia de M.
tuberculosis (de Waard 2007).

Cultivo
Decontaminacion

Las muestras clinicas que, como el esputo, provienen de sitios no estériles deben ser
sometidas a un proceso de decontaminacién con el objeto de evitar el crecimiento de la
flora normal o de otros patégenos que, al desarrollar con mucha mayor rapidez,
impedirian u ocultarian el desarrollo de M. tuberculosis. Otro objetivo de este
procedimiento es degradar el mucus de la muestra para homogeneizarla y exponer los
bacilos secuestrados en su seno. Algunos protocolos de decontaminacién se completan
con un paso de centrifugacion para concentrar los bacilos. No existe un método ideal, lo
conveniente es que cada laboratorio adopte el método mas adecuado a sus condiciones
de trabajo.

Los métodos de decontaminacion mas utilizados son:

- Hidroxido de Sodio: utiliza este reactivo en concentraciones entre 2 y 4 % para digerir
y decontaminar a la vez. La concentracion de hidréxido debe ajustarse empiricamente
entre esos limites de tal modo de eliminar la flora normal sin comprometer la viabilidad
de los bacilos. Este procedimiento incluye un paso posterior de neutralizacién del pH y
otro final de centrifugacién previa al cultivo.

- N-acetil cisteina-Hidroxido de Sodio, Cloruro de sodio, Hidroxido de Sodio: Estos
métodos complementan el hidréxido de sodio con otra sustancia a fin de digerir el moco
y/o reducir la concentracién de hidréxido. El que incluye N-acetyl cisteina es uno de los
métodos mads utilizados en el mundo por su bajo costo y buenos resultados.

- Acido oxdlico: es recomendado para decontaminar muestras en las cuales los
contaminantes habituales son Pseudomonas, como por ejemplo muestras de pacientes
con enfermedad fibroquistica pulmonar.

- Ogawa-Kudoh: es un método rdpido que combina decontaminacién y cultivo y tanto la
toma de muestra como la siembra en el medio de cultivo pueden ser realizadas
directamente en adonde no hay acceso a facilidades de laboratorio, incluso en el
domicilio del paciente. Consiste en la inmersion breve de un hisopado de la muestra en
hidréxido de sodio y su inmediata siembra en el medio de cultivo Ogawa modificado.
Este medio es una version acidificada del cldsico medio de Lowenstein-Jensen. De ese
modo, la acidez del medio compensa la alcalinidad de la muestra y el procedimiento no
requiere neutralizacion del hidréxido de sodio ni centrifugacion.

- Cetil piridinium y Cloruro de sodio: se utiliza para decontaminar las muestras durante
su traslado al laboratorio. Las micobacterias pueden permanecer viables en este medio
de transporte durante mds de 8 dias.
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Métodos de cultivo

Una vez decontaminadas, las muestras se siembran en medios de cultivos solidos o
liquidos. Los medios sélidos pueden ser a base de huevo o agar. Los medios de
Lowenstein-Jensen y Ogawa se preparan a base de huevo e incluyen el colorante verde
de malaquita que inhibe el crecimiento de microorganismos contaminantes. Los medios
de Middlebrook 7H10 o 7H11 a base de agar contienen sales y estidn enriquecidos con
acido oleico, albumina y dextrosa. Si se necesita un medio de cultivo més selectivo se
puede agregar antimicrobianos como penicilina, 4dcido nalidixico, carbenicilina, entre
otros. Los medios liquidos como el Middlebrook 7H9 se emplean enriquecidos con
4cido oleico, albimina, dextrosa y catalasa (OADC).

Una vez inoculada la muestra, los cultivos en medio sélido se observan diariamente
durante las primeras 4 semanas para detectar crecimiento. En el caso de M. tuberculosis,
se observaran colonias no pigmentadas tanto si se lo incuba en oscuridad o si se lo
expone a la luz (micobacteria no fotocromdgena). Las colonias se observardn rugosas y
de aspecto seco El tiempo promedio que se tarda en detectar crecimiento por estos
medios es 25 dias. La demora hasta la aparicién de colonias visibles es menor en
medios a base de agar que en medios a base de huevo. En cultivo en medio liquido el
desarrollo es atin mds precoz y se detecta por turbidez (de Waard 2007).

Actualmente en muchos laboratorios del mundo se utilizan sistemas automatizados para
cultivo de M. tuberculosis. Estos sistemas utilizan medio de cultivo liquido
(Middlebrook 7H9) muy enriquecido con el agregado de una serie de antibidticos que
inhiben el crecimiento de algunos contaminantes.

El sistema BACTEC 460 (Becton Dickinson, Sparks, MD) fue el primero, y durante
décadas el tnico sistema semiautomatico para la deteccién de micobacterias. Utiliza el
medio Middlebrook 7H9 en el cual uno de los nutrientes, el dcido palmitico, se
encuentra marcado radioactivamente con '*C. El medio es enriquecido con OADC. Para
controlar la contaminacién se agrega una mezcla de cinco antibidticos (PANTA:
polimixina B, anfotericina B, 4cido nalidixico, trimetoprima y azlocilina). La
inoculacién de las muestras se realiza mediante jeringa y aguja perforando las tapas de
goma de los frascos de cultivo. La lectura del desarrollo se realiza en forma automatica
mediante una aguja que aspira la fase gaseosa de los sucesivos frascos inoculados. Un
incinerador esteriliza la aguja entre frasco y frasco. Si hay crecimiento bacteriano se
libera CO, (producto del metabolismo del palmitato) marcado que es analizado
mediante un contador de radiacién B. La incubadora y el contador de radiacién son
diferentes aparatos y los frascos deben ser trasladados manualmente para la lectura. La
lectura se realiza dos veces a la semana los primeros 15 dias y luego una vez a la
semana. Este sistema se puede aplicar a cultivos de sangre, utilizando frascos
especiales. El tiempo promedio en detectar crecimiento es de 15 dias.

Los modernos sistemas totalmente automatizados como BACTEC 960 y BacT/Alert 3
D (antes denominado MB/BacT) combinan la incubacién y la deteccién en el mismo
aparato. Al igual que BACTEC 460, emplean el medio Middlebrook 7H9 suplementado
en el momento de su uso con enriquecimiento OADC y una mezcla de antibidticos.
Estos sistemas difieren entre si en el sistema de deteccion del desarrollo bacteriano. En
BACTEC 960, los tubos estdn provistos en su fondo con una ldmina de siliconas
embebida en una sal de rutenio que servird como indicador fluorescente. Al crecer, la
bacteria consume O;, el que evitaba la apariciéon de fluorescencia en ausencia de
desarrollo. Este sistema no puede utilizarse para cultivos de sangre y el tiempo

11



promedio hasta la deteccion de crecimiento es de 15 dias. Existe una versiéon manual de
este sistema (MGIT) en la que los tubos son leidos individualmente bajo luz UV. En el
sistema BacT/Alert 3 D las botellas tienen un sensor de CO; en el fondo y se les inocula
la muestra con jeringa y aguja a través de un tapén de goma. Si hay crecimiento, el CO,
producido por el metabolismo bacteriano causa un cambio de color en el sensor que
pasa de verde a amarillo alterando la intensidad de la luz reflejada. Este sistema incluye
botellas especiales para cultivos de sangre.

Los sistemas de cultivo automatizados emiten una sefial sonora y/o luminosa apenas
detectan crecimiento. En todos los casos el desarrollo de micobacterias debe ser
confirmado mediante coloracion e identificacion de bacilos acido-alcohol resistentes.

Recientemente se ha propuesto el uso de técnicas caseras de bajo costo y baja
complejidad para adelantar el diagnéstico. La deteccién temprana de microcolonias e
identificacion presuntiva de M. tuberculosis se realiza en la observacion de colonias con
morfologia caracteristica bajo lupa o microscopio de luz invertida, ya sea en cultivo en
capa delgada de agar en cajas de Petri o en cultivos en medio liquido en placas de
microtitulacion (Tortoli 1999, Tortoli 2007).

Identificacion fenotipica de M. tuberculosis
Velocidad de crecimiento, caracteristicas morfologicas y bioquimicas

La identificacion fenotipica de especie se basa en caracteristicas tales como la velocidad
de crecimiento, la morfologia de las colonias, la pigmentacién y las pruebas
bioquimicas. M. tuberculosis se identifica por la presencia de bacilos acido-alcohol
resistentes de crecimiento lento, produccién de colonias no pigmentadas. Entre las
pruebas bioquimicas utiles para la identificacion de esta especie se encuentran: la
deteccidn de niacina que se acumula en el medio de cultivo, actividad nitratasa capaz de
reducir nitratos a nitritos, la termolabilidad de la enzima catalasa que pierde actividad a
temperatura de 68° C, enzima ureasa capaz de producir amoniaco a partir de urea y
utilizar esta dltima como fuente de nitrégeno. Las pruebas adicionales que confirman un
aislamiento como perteneciente a la especie M. tuberculosis son la susceptibilidad a
pirazinamida, el crecimiento en presencia de la hidracida del acido thiofenocarboxilico
y la inhibicién por el 4cido p-nitrobenzoico (de Waard 2007).

Andlisis de dcidos micolicos

Como se mencioné anteriormente, siete tipos de dcidos micolicos que se diferencian en
la presencia de distintos grupos funcionales sirven para identificar especies dentro del
género Mycobacterium. Esos tipos son: alfa-, alfa'-, metoxi-, ceto-, epoxi, ésteres de
cera, y omega' metoxi-micolatos. Asi es como cada especie contiene una combinacién
diferente de dcidos micdlicos, lo que hace posible la identificacion de muchas de ellas
mediante cromatografia gaseosa o liquida. Una vez realizada su extraccion, los lipidos
son sometidos a andlisis mediante cromatografia liquido-gas, de capa delgada o liquida
de alta performance (HPLC). Estos sistemas logran la separacidn fisica de los lipidos
arrastrados por un fluido (fase mdvil) a medida que atraviesan un sélido (fase
estacionaria). Los dcidos alfa, ceto y metilmicolico son especificos de M. tuberculosis y
contienen cadenas de 76-82, 84-89 y 83-90 carbonos, respectivamente.
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Identificacion genotipica

La actual eclosion de las técnicas moleculares estd permitiendo un mejor conocimiento
de la epidemiologia de la enfermedad, de los factores de virulencia y de los mecanismos
de resistencia. Diversos marcadores genéticos se utilizan para la identificacion del
complejo M. tuberculosis, algunos de los cuales permiten diferenciar entre especies
dentro del complejo. Las secuencias elegidas pueden ser altamente conservadas o
variables entre los miembros del género, complejo o especie, segtin lo que se pretenda
identificar. Las secuencias de ADN mas utilizadas para diferenciar entre especies son
las siguientes: regiones hipervariables de los genes del ARN ribosomal 16S, 23S y la
secuencia entre ambos que se denomina regién ITS (internal transcribed spacer), el gen
hsp65 que codifica para una proteina de stress de 65 kDa (heat-shock protein), el gen
rpoB que codifica la subunidad 3 de la ARN polimerasa; el gen recA involucrado en la
reparacion del ADN, el gen sodA que codifica la enzima superoxido dismutasa y los
genes gyrA y gyrB que codifican para las subunidades A y B de la enzima ADN girasa,
respectivamente (Tortoli 2007).

Una secuencia caracteristica de M. tuberculosis es la secuencia de insercién 6110
(IS6110). Esta secuencia, que pertenece a la familia IS3, es utilizada para identificacién
de especies. En el genoma de M. tuberculosis H37Rv, cepa de referencia de la cual se
conoce el genoma completo, se encontraron 16 copias de esta secuencia de insercion.

Las regiones de diferenciacion RD, mencionadas anteriormente son otras de las
regiones ltiles para diferenciar especies dentro del complejo M. tuberculosis (del
Portillo 2007).

Deteccion directa en muestras clinicas mediante amplificacion de ADN

La apariciéon de métodos basados en la amplificacion del ADN tales como PCR
(polymerase chain reaction) generd grandes expectativas en el diagndstico directo de
tuberculosis directamente a partir de la muestra clinica. Estos métodos parecian ser muy
prometedores debido a su altisima sensibilidad, rapidez y la relativamente baja
complejidad de su ejecucion. Sin embargo, en el transcurso del tiempo, demostraron
poseer una sensibilidad real mucho menor que la sensibilidad tedrica, lo que se traduce
en el alto nimero de falsos negativos debidos a diversas causas como falla en la
extraccion de ADN, presencia de inhibidores en la muestra, muestras paubacilares etc.
Otra desventaja que presentan es la frecuente contaminacién de los reactivos y el
ambiente con productos amplificados previamente lo que concluye en la obtencién de
resultados falsos positivos. Se apel6 a diversos recursos con el objetivo de lograr una
mayor sensibilidad y/o evitar la contaminacién por amplicones, como la inclusiéon de
controles internos, doble amplificacion (nested PCR), amplificaciéon de ARN en lugar
de ADN, el empleo de dUTPs/uracil glicosilasa, etc. En el diagndstico de tuberculosis
su utilidad es muy restringida debido al elevado costo de los kits comerciales y la falta
de estandarizacién de los métodos caseros. De hecho estas técnicas por ahora se aplican
preferentemente en paises industrializados y bajo ciertas condiciones. En nuestro pais su
uso estd restringido a laboratorios de referencia o investigacion.

Algunos equipos comerciales son:

- Amplicor MTB Test (Roche Molecular Systems, Basel, Switzerland): Se basa en la
amplificacion de la secuencia del gen que codifica el ARN ribosomal 16S presente en el
género. En un paso posterior el producto amplificado es hibridado con sondas
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complementarias a secuencias especificas del complejo M. tuberculosis. Entre los
nucledtidos agregados para llevar a cabo la amplificacion se encuentra uracilo en lugar
de timidina. Antes de la amplificacion se agrega la enzima uracil- N- glicosilasa que
destruye cualquier producto de amplificaciones anteriores, evitando de este modo la
aparicién de falsos positivos. Utiliza cebadores biotinilados y la deteccién se realiza
mediante el agregado del conjugado enzima-avidina y el sustrato cromogénico. Incluye
un control interno que consiste en un ADN sintético donde se pegan los cebadores igual
que en el ADN en estudio. De esta forma si el control interno no amplifica, se estaria en
presencia de un inhibidor. Este método estd aprobado por la US FDA (Food and Drug
Administration). Segun trabajos publicados la especificidad de este método es de 100%
mientras que la sensibilidad varia de 90% a 100% en muestras con examen directo
positivo y de 50% a 96% en muestras con examen directo negativo.

- Prueba Directa de Amplificacion de M. tuberculosis (Amplified MTD) GenProbe (San
Diego, CA, USA): Se basa en la amplificacién del ADN sintetizado a partir de la regién
16S del ARN ribosémico mediante transcriptasa reversa (TR). También se utiliza una
ribonucleasa que degrada el ARN una vez que se produjo la transcripcion reversa. La
deteccion de los productos amplificados se realiza mediante hibridacién con una sonda
de ADN marcada con una molécula quimioluminiscente. El uso de ARN ribosémico en
lugar de ADN como templado tiene tres grandes ventajas: 1) M. tuberculosis posee
multiples copias (aprox. 2000) del ARN ribosémico mientras que su cromosoma tiene
una sola copia de el gen correspondiente (mayor sensibilidad); ii) se evita la aparicién
de falsos positivos producidos por contaminaciones con amplicones; iii) no requiere el
uso de termociclador ya que el proceso de amplificacion se lleva a cabo a 42 °C. En una
segunda etapa, los productos amplificados son hibridados con una sonda
complementaria a secuencias especificas de especie marcada con una molécula
quimioluminiscente. Esto aumenta la especificidad de la técnica. El tiempo necesario es
de 2,5 horas. Esta técnica no tiene control interno por lo que no puede evidenciarse la
presencia de algin inhibidor en la muestra.

Identificacion de especie mediante métodos moleculares

Se describe a continuacién algunos métodos para la identificacién genotipica de especie
y subespecie:

- PRA (PCR Restriction-Enzyme Analysis): Este método casero consiste en la
amplificacién de un segmento del gen Asp65 (heat-shock protein) mediante PCR con
cebadores especificos para esta region. El producto amplificado es digerido con dos
enzimas de restriccion: BstEIl y Haelll y los fragmentos resultantes son separados
mediante electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida. Los perfiles obtenidos
pueden ser comparados con los existentes en la base de datos denominada PRAsite
disponible en Internet. Esta base ha sido recientemente actualizada y contiene 174
patrones correspondientes a 119 especies de micobacterias
(http://app.chuv.ch/prasite/index.html). En nuestro laboratorio de referencia la técnica
PRA fue evaluada dentro del contexto de un proyecto multicéntrico de la Unién
Europea con muy buenos resultados. Como ademds tiene bajo costo y estd
estandarizado, el PRA es un excelente sustituto de los métodos comerciales para la
identificacién de micobacterias en los paises de recursos limitados. También se obtienen
buenos resultados aplicando esta misma técnica a otros marcadores genéticos como
rpoB and gyrB (Leao 2005).
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- Sondas de ADN en medio liquido (Sistema Accuprobe): Se trata de oligonucleétidos
complementarios a determinadas secuencias especificas de cada especie que se
encuentran en la porcidn hipervariable del segmento 16S del ARN ribosémico. Dichos
oligonucledtidos estdn marcados con una molécula quimioluminiscente y emiten luz
cuando son excitados. Cada complejo o especie requiere el uso de una sonda especifica
y la todas las reacciones ocurren en medio liquido. Se trata de un método muy preciso,
rdpido y sencillo que no requiere amplificacién. Sin embargo, sélo laboratorios con
amplios recursos pueden sostenerlo en la rutina debido a su alto costo.

- Hibridacion en fase solida (line probe assays): El ADN investigado es amplificado
con cebadores marcados con biotina y luego sometido a hibridacién reversa con sondas
especificas de especie previamente inmovilizadas en tiras de papel y ubicadas en linea.
Después de la hibridacidn el resultado se visualiza mediante el agregado de conjugado
estreptoavidida-enzima, y un sustrato cromogénico. Existen diversos sistemas
comerciales:

INNO LiPA Mycobacteria: las sondas que utiliza este método son especificas para la
secuencia del cromosoma que codifica region ITS ubicada entre las regiones 16S y 23S
del ribosoma. Incluye sondas para identificar el género Mycobacterium, los complejos
M. tuberculosis y M. avium, 18 especies y algunas subespecies.

GenoType Mycobacterium: utiliza como marcador genético la regién 23S de ARN
ribosomal, una combinacién de distintas bandas caracteriza 35 especies diferentes.

GenoType MTBC: este método investiga varias regiones genéticas a la vez, mediante
una PCR multiplex (utiliza varios cebadores a la vez). Once sondas estdn presentes en la
tirita de papel: una complementaria a la regién 23S ribosomal de ADN, nueve al gen
gyrB y uno a la region que flanquea al segmento RD1 (regions of difference) (regién de
diferencia especifica de M. bovis BCG). El gen 23S ribosomal se utiliza para confirmar
que se trata del complejo M. tuberculosis. Las demds sondas permiten diferenciar entre
las especies del complejo, incluida M. bovis BCG.

Secuenciacion

Para identificacion genética es necesario elegir una secuencia que se presente altamente
conservada pero que a la vez tenga segmentos variables que nos permita una
diferenciacion entre especies. El mds utilizado para este fin es el gen 16S ribosomal ya
que presenta regiones altamente conservadas compartidas por casi todos los organismos
vivos, regiones especificas de género, y otras hipervariables que le dan la especificidad
a las especies. Las secuencias variables entre especies se encuentran en el primer tercio
de este gen de 1500 pares de bases, por lo que secuenciando los primeros 500 pares de
bases se puede diferenciar todas las especies dentro de este género. Es importante
secuenciar las dos cadenas complementarias (con ambos cebadores 3’ y 5°) para
resolver discrepancias. El perfil obtenido es comparado en una base de datos con un
perfil conocido. Hay varias bases de datos disponibles en Internet: GenBank, EMBL,
DDBJ, y existe también una base destinada exclusivamente a las secuencias 16S e ITS
de ADN ribosomal (Tortoli 2007).

Deteccion de resistencia a drogas

A diferencia de la mayoria de las bacterias en las cuales la resistencia se adquiere a
través de plasmidos o transposones, en M. tuberculosis la resistencia se genera por
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mutaciones en el ADN cromosomico. La gruesa pared celular que presentan los
miembros de esta familia es la primera barrera en impedir la llegada de algunas drogas a
su sitio de accion, otros determinantes de resistencia como enzimas (B-lactamasas,
aminoglucosidasas, acetiltransferasas) y bombas de eflujo se encuentran igualmente
codificados en el cromosoma (Cole 1998).

Existen drogas antituberculosis de primera y segunda linea. Las de primera linea son:
isoniazida (INH), rifampicina (RIF), ethambutol (ETH), estreptomicina (SM) y
pirazinamida (PZA). Las de segunda linea son: aminoglucdsidos como kanamicina y
amikacina, el polipéptido capreomicina, d4cido para-aminosalicilico, cicloserina,
tionamidas y fluoroquinonas como levofloxacina, gatifloxacina y moxifloxacina. En
algunos lugares ubican a SM como droga de segunda linea debido a que su utilizacién
decay6 mucho. Histéricamente, fue el primer antibitico empleado para el tratamiento
de tuberculosis y las cepas de M. tuberculosis circulando actualmente en el mundo
todavia presentan altos niveles de resistencia. Por otra parte, aparecieron nuevos
antibidticos con mayor efectividad. Asi, derivados de la rifamicina podrian
eventualmente incluirse entre las drogas de la primera linea, y seguramente en un futuro
se incluirdn también las nuevas fluoroquinonas.

La multirresistencia a drogas anti-tuberculosas es definida por la OMS como la
resistencia al menos a INH y RIF. En la actualidad, es alarmante la aparicién de cepas
mltirresistentes, sobre todo en pacientes HIV positivos o en aquellos en los que hubo
falla o abandono de tratamiento. El problema de la multirresistencia se complicd atn
mds con la aparicion de cepas con resistencia extendida (XDR) que consiste en
resistencia a INH y RIF con el agregado de resistencia a drogas clave de segunda linea,
incluida la resistencia a una de las fluoroquinonas y a una de las drogas antituberculosas
inyectables (amino glucdsidos y capreomicina). Los pacientes que son afectados con
cepas multirresistentes y, sobre todo con resistencia extendida, tienen una baja
probabilidad de sobrevida ya que la terapia con drogas de segunda linea es menos
efectiva, mas toxica y 100 veces mds costosa que el tratamiento de primera linea
(Martin 2007, Palmero 2007, Ritacco 1997).

Por definicidn, la sensibilidad de M. tuberculosis a drogas se determina fenotipicamente
en base a la inhibicién de crecimiento de la bacteria en presencia de un antibidtico en
comparacion con el crecimiento de la misma bacteria en ausencia del antibiético o el de
una cepa sensible de referencia. Los recientes métodos genotipicos de deteccién de
resistencia son siempre indirectos y se basan en la identificacién de una mutacién en un
gen asociado con la resistencia investigada.

Pruebas fenotipicas de sensibilidad a drogas

Las pruebas de sensibilidad cldsicas en medio sélido de cultivo son:

- Método de las proporciones: Es el método mas generalizado en nuestro pais. Permite
la determinacién de la proporcién de mutantes resistentes a una determinada droga. Se
parte de una suspension bacteriana a la que se le realizan diluciones seriadas. Cada una
de las diluciones se siembra por duplicado en un tubo con el antibidtico a estudiar y otro
tubo sin antibidtico que es utilizado como control. Se elige una de las diluciones en las
cuales el nimero de colonias pueda contarse. Se realiza el recuento de colonias en el
tubo con antibiético y en el tubo control y asi se obtiene la proporcioén de colonias que
crecieron en presencia del antibiético en estudio. Si esta proporcion es mayor a 1% para
INH, RIF y 4cido para-aminosalicilico, o 10% para las otras drogas, la cepa se considera
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resistente. Si el medio utilizado es Lowenstein-Jensen, la primera lectura se realiza a los
28 dias y si el medio es Middlebrook 7H10/11 a los 21 dias (Martin 2007).

- Método de cociente: Consiste en preparar diluciones seriadas de un antibidtico y
agregarlas al medio de cultivo s6lido (un tubo para cada concentracién de antibidtico).
Luego se siembra en estos medios un indculo estandarizado de la cepa en estudio y otro
de una cepa control. Después de 4 semanas de la siembra, se observa el nimero de
colonias presentes en cada tubo. Se considera crecimiento positivo cuando crecieron
mas de 20 colonias. La CIM (concentracién inhibitoria minima) corresponde a la
minima concentracién de antibidtico que inhibi6 el crecimiento bacteriano. Los
resultados se expresan como el cociente entre la CIM de un determinado antibidtico
para el aislamiento en estudio y la del mismo antibidtico para la cepa de referencia
H37Rv, cuyos rangos son conocidos.

- Método de concentraciones absolutas: Este método consiste en sembrar un inéculo
estandar la cepa en estudio paralelamente con la cepa de referencia H37Rv en medios de
cultivo sélido que contengan diluciones seriadas de antibidtico, y como control en
medio sin antibidtico. Luego de 4 semanas se observa el crecimiento. La cepa se
considera sensible si el desarrollo es menor a 20 colonias en el medio de cultivo con
antibidtico, y con un crecimiento de +++ o ++++ en el medio libre de antibidtico. La
resistencia se expresa en base a la menor concentracioén de antibidtico capaz de inhibir
el crecimiento bacteriano.

Recientemente han aparecido otras pruebas que tienden a acortar el tiempo al
diagndstico:

- Métodos automatizados: La sensibilidad a drogas puede probarse también mediante
sistemas automatizados en medio de cultivo liquido. El sistema BACTEC 460 como se
menciond anteriormente, mide la produccién de CO, expresado diariamente como un
indice de crecimiento. Se trabaja con la cepa problema y la de referencia H37Rv,
utilizando como control un medio sin antibiético. Si en el medio que contiene la droga
el indice de crecimiento se detiene mientras que en el medio control sigue aumentando,
se trata de una cepa sensible a dicho antibiético. Si el sistema utilizado es MGIT que
mide el consumo de Oy, la cepa sensible serd aquella que en presencia de antibiético no
consuma O; por lo tanto no produzca fluorescencia.

- Métodos colorimétricos: Estos métodos se basan en la utilizaciéon de un indicador
redox que cambia de color cuando pasa de estado oxidado a estado reducido. Este
cambio de color es directamente proporcional a la cantidad de bacterias viables en el
medio de cultivo, por lo tanto la resistencia se expresa como cambio de color en el
medio. El resultado se puede obtener dentro de 1-2 semanas. Los indicadores utilizados
pueden ser: Alamar blue, resarzurina, tetrazolium salt 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide or MTT. Estos métodos permiten una rapida
determinacidn de resistencia con bajos costos.

- Prueba de nitrato reductasa: Esta técnica se basa en la capacidad que tiene M.
tuberculosis de reducir el nitrato a nitrito, este dltimo compuesto es detectado por un
reactivo que se agrega al medio de cultivo. En presencia de antibidtico, la bacteria
pierde viabilidad y por lo tanto también esta capacidad de reducir el nitrato. Las cepas
resistentes al antibidtico estudiado mostrardn un color rojo a rosado en el medio de
cultivo mientras que las cepas sensibles no mostrarin color. Esta reaccién puede
visualizarse a los 10 dias de incubacidn.
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- Método de observacion microscopica de medio de cultivo (MODS): Como se
menciond mas arriba, se basa en la observacion de las cuerdas caracteristicas de .M.
tuberculosis mediante un microscopio de luz invertida. Si la cepa es resistente se
observarédn las cuerdas caracteristicas en presencia del antibidtico a estudiar dentro de
un promedio de 10 dias. Este método fue calificado como especifico, sensible, rapido y
econdmico, pero el microscopio de luz invertida no es parte del equipo habitual de un
laboratorio de micobacterias.

- Método de microcolonias en capa delgada: Igual que el anterior se basa en la
observacion de las micro colonias formadas en una capa delgada de agar 7HI11 en
presencia de antibidtico. Los resultados pueden obtenerse dentro de la semana.

Determinacion genotipica de resistencia

- Secuenciacion de ADN: Igual que para la identificacién de especies, se trabaja con
secuenciadores automaticos. Mediante este método se pueden identificar las mutaciones
producidas en el ADN bacteriano, relacionadas con la resistencia a alguna droga. Las
mutaciones mas extensamente analizadas son las del gen rpoB asociadas a resistencia a
RIF y las del gen karG asociadas a resistencia a INH.

- Hibridacion en fase solida (LiPA): En este momento se encuentran disponibles dos
métodos comerciales: INNO-LiPA Rif, que detecta resistencia a RIF, y GenoType
MTBDR que detecta simultineamente resistencia a INH y RIF.

El método LiPA se basa en la hibridacién reversa de ADN amplificado con 10 sondas
especificas para el gen rpoB, que cubren la secuencia salvaje y las mutaciones mas
frecuentes de dicho gen asociadas a resistencia. Las sondas estdn inmovilizadas en
tiritas de nitrocelulosa. La presencia o ausencia de estas regiones se visualiza por una
reaccion de color que permite determinar si la cepa es sensible o resistente a las drogas.
El ADN puede extraerse a partir de un cultivo o a partir de la muestra clinica
obteniendo en ambos casos una alta sensibilidad y especificidad.

El método GenoType MTBDR detecta, como el anterior, mutaciones producidas en los
genes de interés mediante hibridacion reversa con sondas inmovilizadas en tiritas de
nitrocelulosa. En este caso, ademas de mutaciones en el gen rpoB asociadas a
resistencia a RIF se investiga la presencia de mutaciones en el gen katG para determinar
resistencia a INH. Puede realizarse directamente de la muestra clinica (Martin 2007).

Ambos métodos son féciles de realizar pero debe tenerse en cuenta que un porcentaje de
cepas resistentes no presentan mutacion asociada.

El rifoligotyping es un método de hibridacion reversa de tipo casero para la deteccion de
resistencia a RIF. Tiene el mismo principio que los anteriores y es menos costoso
(Morcillo 2002).

PCR en tiempo real: Es un método introducido recientemente para la deteccion rapida
de resistencia a drogas en cepas de M. tuberculosis. Se basa igual que todas las PCR en
la amplificacién del segmento de interés pero emplea cebadores especiales que van
produciendo una sefial a medida que transcurre la amplificacién. De esta forma los
resultados estdn en un lapso menor (1,5-2 horas desde la extraccién) y no requiere la
electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio para la visualizacién del
producto de la amplificacién. Esto dltimo, ademds de reducir el tiempo al diagndstico,
reduce el riesgo bioldgico que presenta este compuesto y también el riesgo de
contaminacién del ambiente con amplicones. Se obtienen los resultados con un indice
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muy bajo de contaminaciones, pero la gran desventaja es que por los elevados costos de
sus reactivos muy pocos laboratorios pueden utilizarlo por lo que se reserva a los
laboratorios de referencia que, por otro lado, se encuentran capacitados para poner la
técnica a punto y evaluar los resultados (Ruiz 2004).

Microarrays: Se basa en la hibridacion del ADN obtenido a partir de una muestra
clinica con sondas especificas para la mutacién estudiada, inmovilizadas en una delgada
lamina de vidrio. Se ha utilizado para la detecciéon de INH y RIF. Recientemente se
describio6 CombiChip Mycobacteria Drug-Resistance que combina la amplificacion
mediante PCR con la aplicacion de sondas especificas para detectar mutaciones
asociadas a la resistencia a RIF e INH (Martin 2007).

Antecedentes del problema a investigar

El diagnéstico bacterioldgico incluye una serie de complejos pasos que van desde la
obtencién de la muestra clinica hasta la identificacion de M. tuberculosis. Es probable
que en alguno de estos pasos se produzca una contaminacion cruzada por transferencia
accidental de bacilos de una muestra altamente positiva a la o las procesadas
subsecuentemente. La mayoria de las veces, este error que puede generar uno o maés
resultados falsos positivos pasa inadvertido en la rutina de trabajo de los laboratorios
que cultivan micobacterias (Glyn 2004, Ritacco 2002).

La frecuencia con que ocurre este tipo de error es mayor de lo sospechado pero no
resulta facil comparar los porcentajes comunicados por los distintos laboratorios.
Algunos autores refieren el nimero de falsos positivos al total de muestras procesadas
en el laboratorio, otros al total de cultivos positivos, y otros al total de casos de
tuberculosis diagnosticados. En ocasiones, la contaminacion se confirma cuando se
investiga un episodio sospechado, en otras es develada casualmente en el transcurso de
un estudio epidemioldgico. Segin lo publicado, entre 0.33% y 16% de los cultivos
positivos son falsos cultivos positivos debidos a este error, pero en la mayor parte de los
casos el porcentaje ronda en 3% (Bhattacharya 1998, Burman 2000, Burman 1997, de
Boer 2002, Fischl 1992, Glyn 2004, Gutierrez 1998, Martinez 2006, Moore 2006,
Reniero 1999, Small 1993, Wurtz 1996, Yan 2005).

Causas de la contaminacion cruzada

El error puede producirse en cualquiera de los pasos que conforman el procesamiento
bacterioldgico de una muestra clinica, desde la manipulacion de la muestra fresca hasta
las pruebas de identificacién (Bauer 1997, van Duin 1998). No siempre es posible
detectar la causa de una contaminacién porque suelen pasar semanas desde el evento
que la origina hasta el desarrollo de los cultivos contaminados, y ain mds tiempo hasta
la confirmacién del error. En ese lapso, las circunstancias que favorecieron la
contaminacién pudieron haber cambiado y los instrumentos/reactivos involucrados
haber sido reemplazados (Ritacco 2002, Small 1993).

Uno de los principales factores que contribuyen a la contaminacién cruzada es la
notable capacidad de M. tuberculosis de sobrevivir en condiciones adversas, como se
menciond anteriormente.

La contaminacion de la muestra se puede producir atn antes de su llegada al laboratorio
por causa de un instrumento. Por ejemplo, los bacilos de un paciente sometido a
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broncoscopia pueden sobrevivir a la esterilizacién del equipo y desarrollar en la o las
muestras de lavado broncoalveolar tomadas a continuacién. Lo que es ain mds grave,
un broncoscopio contaminado puede transmitir la infeccién de un paciente a otro
(Burman 2000, Ramos 1999).

Diversas circunstancias pueden aumentar el riesgo de contaminacién en el laboratorio,
entre ellas se encuentran:

- Cantidad de muestras procesadas por aiio: La probabilidad de estos accidentes es
mayor cuando existe sobrecarga de trabajo y se procesan lotes de muchas muestras por
jornada. Por otro lado, cuando se procesa un exiguo nimero de muestras por afio
también existe riesgo de contaminacion por falta de prictica (Bauer 1997, Burman
1997, de Boer 2002, Ramos 1999, Ritacco 1999, Wurtz 1996).

- Manejo de muestras en lote: La complejidad técnica del cultivo de las micobacterias
favorece sutiles errores de manipulacién que suelen pasar inadvertidos. En este sentido,
el paso mds vulnerable es la decontaminacién de la muestra. Como se explicé mds
arriba, los especimenes que provienen de sitios no estériles deben ser decontaminados
con el objeto de evitar el crecimiento de microorganismos ambientales o de la flora
normal de la muestra. Las soluciones usadas en este paso pueden, valga la redundancia,
contaminarse con bacilos de una muestra con alta carga bacilar y albergar
microorganismos viables durante periodos llamativamente prolongados. El roce
inadvertido de bordes de recipientes de soluciones o pipetas con material contaminado,
la formacion de aerosoles al dispensar un reactivo sobre la muestra o al descartar
suspensiones de bacilos en recipientes comunes pueden generar transferencia de esta
bacteria de una muestra a otra (Burman 2000, Ramos 1999).

- Empleo de medios liquidos de cultivos: Se atribuye un riesgo mayor de falsos cultivos
positivos al uso de medios liquidos. Estos medios muy enriquecidos ofrecen &ptimas
condiciones de crecimiento a bacilos transferidos, ain a partir de un inéculo muy
pequeiio y/o después de sufrir estrés en el transporte, en el ambiente del laboratorio o
durante el procesamiento de la muestra. Asimismo, la manipulaciéon de liquidos
favorece la formacién de aerosoles, lo que acrecienta el riesgo de contaminacién
cruzada. Ademds, las pipetas y, en particular, las micropipetas empleadas para dispensar
las muestras pueden contaminarse y transferir bacilos (Tortoli 1999, Gascoyne-Binzi
2001). Recientemente se ha propuesto el cultivo en medio liquido en placas de
microtitulacién. Si bien es 16gico pensar que estos micrométodos podrian favorecer la
transferencia entre pocillos contiguos, esto no ha sido demostrado hasta el momento
(Moore 2006).

Flujo laminar: muchos laboratorios de nuestro pais cuentan con un solo flujo laminar
destinado al trabajo con M. fuberculosis, de manera que deben procesarse en el mismo
lugar los materiales clinicos y los cultivos. Algunos autores refieren a esta practica
como causa de contaminaciones. Otros proponen que una de las causas podria estar en
procesar las muestras clinicas positivas al examen directo y luego las negativas el
mismo dia (Carroll 2002).

Deteccion radiométrica: El sistema de deteccion radiométrica BACTEC 460TB
acrecienta el riesgo de contaminacidn cruzada. Para la inoculacién de los frascos y la
lectura del crecimiento este sistema toma una muestra de la atmdsfera del frasco de
cultivo utilizando una aguja que perfora uno tras otro los tapones de goma. Una sutil
falla en el funcionamiento del incinerador que esteriliza la aguja entre muestra y
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muestra puede traer como consecuencia el traslado de bacilos viables de un frasco de
cultivo positivo a los siguientes (Ritacco 2002, Small 1993).

Entrenamiento del personal: La incorporacidon de nuevo personal al laboratorio, més
aun si no tiene entrenamiento adecuado, puede también considerarse un factor de riesgo
(Bauer 1997).

Testigos positivos: los cultivos de cepas de laboratorio usados asiduamente para este fin,
pueden contaminar equipo, soluciones o material de trabajo y agregarse como factor de
riesgo de contaminacién cruzada de laboratorio (Fitzpztrick 2004).

Consecuencias

Debido al extenso periodo de tiempo que transcurre entre la sospecha de un evento de
contaminacioén cruzada de muestras hasta su confirmacion, la consecuencia méds comtin
es el inicio de un tratamiento antibidtico innecesario (Burman 2000, van Duin 1998,
Small 1993). En Holanda se demostré que 31% de los pacientes con falso diagndstico
de tuberculosis recibieron tratamiento y 12% fueron hospitalizados (de Boer 2002). El
tratamiento de la tuberculosis no es inocuo y puede ocasionar efectos adversos. Ademads
el diagnéstico erréneo retrasa o impide el tratamiento de la verdadera etiologia, a veces
con consecuencias graves para el paciente (Bauer 1997, Gutierrez 1998).

La contaminacién cruzada también tiene consecuencias socio-econdmicas. En primer
lugar, un paciente sin tuberculosis puede sufrir discriminacién laboral y marginacién
social en ambientes donde la enfermedad es un estigma. Por otra parte, este error genera
un desvio de recursos tanto humanos como econdémicos, si se tiene en cuenta el costo
laboral de personal de laboratorio y de atencién médica, de materiales consumidos por
el laboratorio, y de antibidticos, en caso de ser utilizados (de Boer 2002).

Por dltimo, si pasan inadvertidos, los eventos de contaminacidn falsean los resultados
de estudios epidemioldgicos tanto convencionales como moleculares, sobreestimando
las tasas de incidencia y de transmisién de tuberculosis (Burman 2000, de Boer 2002).
Se han descrito extensos episodios de contaminacién sometidos a genotipificaciéon que
habian sido interpretados erréneamente como brotes de tuberculosis (Cronin 1998,
Segal-Maurer 1998). Algunos de esos pseudo-brotes fueron ocasionados por cepas
multiresistentes y los pacientes con falso diagndstico fueron gratuitamente sometidos a
tratamiento con drogas de segunda linea, que son de mayor costo, mds dificil acceso y
mads efectos adversos que las que integran el tratamiento estdndar (Bearman 2002, Small
1993).

Criterios para la confirmacién

La sospecha de contaminacidn cruzada generalmente comienza en el laboratorio cuando
aparecen cultivos positivos con escaso desarrollo a partir de una o varias muestras con
negativas al examen microscépico directo (baciloscopia) procesadas dentro de la misma
semana que una muestra con alta carga bacilar, por el mismo operador, en la misma
cabina de bioseguridad, y/o empleando los mismos lotes de reactivos (de Boer 2002,
Glynn 2004). La obtencién de una sola o muy pocas colonias ha sido identificada como
sefial de alarma de contaminacién (Gutierrez 1998, Nivin 1998 Small 1993). Otras
sefiales son el aumento repentino en la frecuencia de cultivos positivos en el laboratorio
y la presuncién clinica fuerte o confirmacién diagndstica de otra etiologia en el
momento del informe del cultivo positivo (Fitzpatrick 2004, Cronin 1998).
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Estas sefiales son sélo el comienzo de una serie de pasos para la confirmacion de la
contaminacion. El primer paso es la genotipificacién de las cepas involucradas. Si los
perfiles genéticos son idénticos, el proceso de confirmacion sigue su curso. Si se
dispone de otro aislamiento del paciente cuyo cultivo se presume contaminado, y su
perfil genético es diferente al del episodio en cuestidn, se sustenta la sospecha de
contaminacién. El perfil de resistencia a drogas anti-tuberculosis también puede
contribuir a investigar el evento. La coincidencia tanto en el perfil genético como en el
perfil de resistencia a drogas de los aislamientos bajo sospecha refuerza ain mds la
presuncion de contaminacion (Cronin 1998, Kremer 1999).

Una vez obtenidos todos los perfiles genéticos disponibles para esclarecer el presunto
episodio de contaminacion, es necesario recurrir a la informacién clinica de los
pacientes involucrados. Se refuerza la sospecha cuando el cuadro clinico de los
pacientes cuyas muestras se presumen contaminadas era inespecifico en el momento de
la investigacidon diagndstica, o, como se ha dicho, cuando la evolucién posterior no
resulté compatible con tuberculosis y, por supuesto, cuando en el interin se confirmé
otra etiologia (Small 1993).

Es importante evaluar los perfiles genéticos a la luz de la informacién epidemioldgica.
En areas endémicas, la presencia de cultivos con idéntico perfil genético entre las
muestras procesadas en un periodo breve de tiempo puede no ser suficiente para
confirmar la contaminacién. Esto se debe a que, en una poblacién con alta incidencia y
transmision activa de la enfermedad, la diversidad genética de M. tuberculosis suele ser
baja. Por otra parte, cabe considerar que distintos aislamientos de un mismo paciente
pueden presentar genotipos desiguales en los casos de re-infecciébn por una cepa
diferente o de infeccidn simultdnea por mds de una cepa (Braden 2001, Glynn 2004,
Das 2004, van Rie 2005, Warren 2004).

Por ultimo, es preciso resaltar que ciertos datos epidemioldgicos pueden ayudar a
descartar una sospecha fuerte de contaminacion. El estudio de foco es critico pues
genotipos idénticos pueden evidenciar transmision real entre contactos (Bearman 2002,
Carroll 2003). Por lo tanto, cada caso presuntamente involucrado en un evento de
contaminacion cruzada deberd ser evaluado individualmente a la luz del conjunto de
evidencias disponibles, clinicas, bacterioldgicas, genotipicas y epidemioldgicas
(Gutierrez 1998, van Duin 1998).

Las bases moleculares de la genotipificacion

Diversos métodos de exploracién genotipica identifican segmentos repetitivos que
varfan en nimero de copias y posicion dentro del cromosoma entre distintos individuos
de una misma especie. Entre estos elementos repetitivos, las secuencias de insercién
(ISs) son, en principio, candidatos ideales para genotipificacion intraespecie. En efecto,
estas secuencias repetitivas se duplican, se trasladan y se sitdan en diferentes sitios
dentro del cromosoma del complejo M. tuberculosis. Como consecuencia de este
proceso, la posicion y el nimero de repeticiones varian entre cepa y cepa, generando de
este modo perfiles genéticos diferentes que sirven para la tipificacion intra-especie.
Entre las ISs descritas en el complejo M. tuberculosis, la mas utilizada es IS6710
porque es especifica de miembros del complejo, en los que estd presente en un rango de
0 a 20 copias. En particular, la especie M. tuberculosis contiene entre 8 y 20 copias, lo
que otorga un 6ptimo poder de discriminacién en pruebas de hibridacidn y restriccion.
En efecto, un niimero mas bajo de copias resulta en un bajo poder de diferenciacion y
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un nimero mds alto produce imagenes dificiles de interpretar por superposicion de
bandas (van Soolingen 1993).

Otros marcadores genotipicos son las secuencias repetitivas cortas de ADN, incluidas
las PGRSs mencionadas mas arriba y las secuencias repetidas en tandem que varian el
numero de esas repeticiones (Variable Numbers of Tandem DNA Repeat, VNTR). Se
identificaron 11 loci VNTRs en el genoma de M. tuberculosis H37Rv, 5 corresponden
al Major Polymorphic Tandem Repeat (MPTR), presentes en multiples loci dentro del
cromosoma, y 6 a las Exact Tandem Repeat (ETR), 6 loci con secuencias idénticas en
repeticiones adyacentes. Algunas de estas ETR se encuentran en regiones intergénicas.
Segin el tamafio de las secuencias que se repiten, los VNTRs se clasifican en
microsatélites o short sequence repeats SSRs (1-13pb) y minisatélites (10-100 pb)
(Kremer 1999).

Las Direct Repeat (DR) son repeticiones cortas (36pb) presentes en un solo locus dentro
del cromosoma del complejo M. tuberculosis y separadas por una secuencia no
repetitiva de 35 a 41 pb de longitud. Las cepas varian en la cantidad de repeticiones de
DRs y en la presencia o ausencia de los espaciadores. En las cepas de M. tuberculosis,
la secuencia DR se mantiene conservada por lo tanto el polimorfismo esta dado por las
secuencias espaciadoras. En la mayoria de las cepas de M. tuberculosis una copia de la
secuencia IS6110 se encuentra dentro de la region DR (Frothingham 1998).

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) con IS6110

Aun hoy, el RFLP IS67/10 (van Embden 1993) es considerado el método “gold
standard” para la genotipificaciéon de M. tuberculosis. Este método produce un patrén
especifico de cada cepa en base al nimero y la posicién relativa de IS6770 en el
cromosoma. Emplea grandes cantidades de ADN cromosémico integro, lo cual implica
semanas y hasta meses, dado que M. tuberculosis es un microorganismo de crecimiento
lento. E1 ADN es cortado mediante la enzima de restriccion Pvull y los fragmentos
obtenidos son separados mediante electroforesis, transferidos y fijados en una
membrana de nylon cargada positivamente. Para visualizarlos se hibridan con una sonda
especifica para la region 1S61170 preparada de manera casera mediante PCR y marcada
con peroxidasa. La peroxidasa cataliza la oxidacién del sustrato luminol el cual en
presencia de un promotor quimico produce una sefial luminosa que es detectada por una
pelicula de rayos X. Los distintos patrones de bandas obtenidos por este método son
comparados luego de la digitalizacion de la imagen y su anélisis por computacion.

El RFLP se ubica entre las técnicas con mayor poder de discriminacién para M.
tuberculosis, es muy reproducible, y mostré ser una herramienta de gran valor para
confirmar y rastrear el foco de un episodio de contaminacién. Sin embargo presenta las
desventajas de ser una técnica muy compleja y laboriosa, requiere reactivos importados
muy costosos, personal altamente entrenado y un sofisticado programa de computacién
para comparar los perfiles de bandas obtenidos en distintos experimentos y/o
laboratorios (Kremer 1999, Varela 2005).

Para obviar estos inconvenientes se han desarrollado técnicas basadas en Ia
amplificaciéon de segmentos de ADN mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Estos métodos pueden ser aplicados sobre minimas cantidades de ADN, aun de
baja calidad o parcialmente degradado, y suelen arrojar resultados en 24-48 horas
(Kremer 2005, Ritacco 2002, Varela 2005). Los mas conocidos se describen a
continuacion.
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Spoligotyping

Esta técnica descrita por (Kamerbeek 1997) se basa en la amplificacion de la regiéon DR
dentro del cromosoma de M. tuberculosis. Una vez amplificada la secuencia de interés,
se lleva a cabo una hibridaciéon reversa con oligonucleétidos que se encuentran
inmovilizados en una membrana de nylon, cada uno de los cuales revela la
presencia/ausencia de uno de los 43 segmentos espaciadores variables interpuestos entre
los segmentos repetidos de la region DR. Luego de realizada la hibridacién, la
membrana se incuba con el conjugado estreptavidina-peroxidasa. La deteccidén se
realiza mediante un equipo de quimio-luminiscencia exponiendo la membrana a una
pelicula de rayos X. El andlisis de patrones de bandas obtenidos por este método puede
realizarse empleando el software BioNumerics v 4.0 (Applied Maths, Ghent, Belgium).

Esta técnica permite identificar taxones dentro del complejo M. tuberculosis y es
particularmente ttil para estudios filogenéticos. Si bien es un método rapido que
permite obtener resultados en un dia, no es recomendable como tnico método para la
investigacion de contaminacién cruzada porque tiene bajo poder de discriminacién y
puede sobreestimar las cepas pertenecientes a un mismo cluster. Patrones distintos
descartan contaminacion pero patrones idénticos deben ser investigados por otros
métodos de genotipificacion (Gori 2005).

Double Repetitive Element (DRE-PCR)

Estd basado en la amplificaciéon mediante PCR de los segmentos del cromosoma
ubicados entre dos elementos repetitivos hipervariables, la secuencia IS6//0 que en el
genoma M. tuberculosis se puede encontrar de 0 a 20 veces, y la region PGRS que se
encuentra en al menos 30 copias. Como estas regiones hipervariables varian en nimero
y distribucién dentro del ADN, determinando la distancia entre ellos se puede
establecer un perfil genético que servird para comparar cepas dentro de una misma
especie. El polimorfismo estard generado por la distancia que existe entre estos dos
marcadores y la cantidad de veces que se encuentra cada uno dentro del cromosoma.
Los cebadores deben ser complementarios a la porcién final de los marcadores
genéticos de manera que la regién amplificada sea la intermedia (Friedman 1995).

Es una técnica sencilla, ya que el ADN puede extraerse mediante lisis a 100 C de una
suspension bacteriana, seguida de amplificacion mediante PCR con cebadores
especificos, se corre mediante electroforesis, se siembra en un gel tefiido con bromuro
de etidio y se visualiza mediante luz UV. Los resultados obtenidos pueden analizarse y
compararse mediante el soffware BioNumerics v 4.0 (Applied Maths, Ghent, Belgium).

Mixed-Linker PCR

Este método y su reciente version simplificada, el Fast Ligation Mediated PCR (FLip),
son ingeniosas técnicas biotecnoldgicas que revelan polimorfismos de IS6/7/0. Se basan
en la digestion del ADN mediante una enzima de restriccidn, seguida de una doble
amplificacién por PCR, la primera con cebadores especificos para el producto de la
digestion, y la segunda con cebadores especificos para la regién IS6710. En principio,
son métodos muy prometedores porque producen ripidamente resultados que, al
parecer, son equivalentes a los de RFLP pero no estdn suficientemente reproducidos ni
validados (Haas 1993, Kremer 2005, Reisig 2005).
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Mycobacterial Interspersed Repetitive Units (MIRU)

Las MIRUs son secuencias repetitivas en tandem, que por su tamafio se relacionan con
los minisatélites (40-100 pb) y estdn ubicadas en regiones intergénicas, variando en el
nimero y a veces la secuencia de dichas repeticiones. M. fuberculosis H37Rv contiene
41 loci MIRUs, la mayoria de los cuales mostraron ser muy polimdrficos entre distintas
cepas por lo que la combinacién de una selecciéon de los mds varariables ha sido
propuesta para genotipificacién. En principio se propuso la utilizacion de un sistema de
12 loci que fue integrado a sistemas de control de TB en paises europeos (Supply 2000).
Con el tiempo, esta combinacién resulté insuficiente y en la actualidad se aconseja
utilizar un sistema de 15 loci para investigaciones epidemioldgicas y uno extendido de
24 loci para estudios filogenéticos (Gopaul 2006, Supply 2006, van Deutekom 2005).

Los loci son amplificados mediante multiplex-PCR. Una vez obtenidos los productos, se
los somete a electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio, se
observa bajo luz UV y se registra mediante fotografia digital. El tamafio de cada
producto amplificado se estima comparando con un marcador de peso molecular, y con
el ADN de la cepa control H37Rv. Calculando la longitud en pares de bases del locus
amplificado, se puede establecer mediante tablas de referencia, el numero de
repeticiones presentes en este segmento. Segun la cantidad de repeticiones se asigna un
codigo a cada locus que sirve para comparar alelos entre diferentes cepas. Cuanto mas
loci incluye el panel, mayor es su poder de discriminacidn, el que nunca supera el del
RFLP IS6110, a menos que los aislamientos tengan bajo nimero de copias de 1S6110.
Esta técnica mostré ser mds rdpida y sin tantos inconvenientes como el RFLP pero sé6lo
es préctica si se la aplica en una version automatizada pues su version manual implica la
realizacion de 12, 15 o 24 geles segtn el nimero de MIRUs explorado (Gascoyne-Binzi
2001, Kremer 1999).

Recientemente se compararon los métodos disponibles hasta el momento para la
genotipificacién del complejo M. tuberculosis, concluyendo que RFLP 1S6110, FLiP y
MIRUs-VNTR son los métodos mds reproducibles y con mayor poder de
discriminacién (Kremer 2005).
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos

Se investigaron un total de 115 aislamientos clinicos de M. tuberculosis obtenidos entre
1996 y 2003 en 10 laboratorios de la Red de Nacional de Tuberculosis. De estos, 108
estaban involucrados en 28 presuntos episodios de contaminacidn cruzada. Otros siete
aislamientos correspondian a pacientes del estudio pero eran previos a los eventos
analizados y sus genotipos estaban disponibles para su comparacién en la base de datos
de nuestro laboratorio (Tabla 2).

Tabla 2: Muestras obtenidas en laboratorios de la Red Nacional de Tuberculosis e investigadas en el
Laboratorio Nacional de Referencia INEI ANLIS “Carlos G. Malbrdn” bajo sospecha de contaminacién
cruzada, 1996-2003.

No. de aislamientos

Hospital Ubicaciéon Episodio No. Ao
analizados
1 1996 2
I Provincia de 2 1997 2
Buenos Aires 3 1998 5%
4 2000 2
5 1999 5
6 1999 3
7 1999 2
8 1999 6F*
I Ciudad de 9 1999 5%
Buenos Aires 10 2000 2
11 2002 3%
12 2002 3
13 2003 2
14 2003 3
. 15 1997 12
111 Ciudad Bs. As. 16 2002 >
. 17 1998 2
1\" Ciudad Bs. As. 18 2000 3
\Y% Ciudad Bs. As. 19 2000 3%
. 20 2000 2
VI Ciudad Bs. As. 1 2001 3
22 2000-2001 3
VII Prov. Bs. As. 23 2000-2001 5
24 2000-2001 7
: 25 2000 3%
VIII Ciudad Bs. As. % 2000 3
IX Ciudad Bs. As. 27 1999 7
X Neuquén 28 2003 15

* ]os asteriscos seflalan aislamientos previos de pacientes involucrados en el estudio cuyos genotipos
estaban depositados en nuestra base de datos de genotipos.

Todos los aislamientos recibidos en el laboratorio de referencia fueron repicados en
medio Lowenstein-Jensen, incubados a 37 °C e identificados mediante pruebas
bioquimicas. Los aislamientos de los eventos ocurridos en 2002-2003 fueron procesados
para su genotipificacidn en el marco del presente proyecto de tesis. Los aislamientos de
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los eventos comprendidos entre 1996 y 2001 habian sido remitidos al laboratorio y
genotipificados con anterioridad.

Genotipificacion

RFLP IS6110

El fingerprinting del ADN de M. tuberculosis mediante RFLP IS6110 se realizé segin
el protocolo estadndar internacional (van Embden 1993).

Extraccion del ADN

La extraccion del ADN se realiz6 a partir de repiques frescos con desarrollo abundante
(+++), de la siguiente manera: 2 ansadas del cultivo bacteriano fueron colocadas en un
tubo Eppendorf de 1,5 ml de capacidad con 400 pl de solucién tamponada Tris-EDTA
(TE) 1X (Tris-CIH 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8), e incubadas 20 minutos a 80 °C para
lograr la inactivacion bacteriana. Se agregaron 50 pl de lisozima (concentracion final 1
mg/ml) se mezclé mediante vortex y se incub6 al menos 1 hora a 37 °C. Se agregé a la
mezcla 75 pl de dodecil sulfato de sodio (SDS) (10 g/100ml) y proteinasa K (20 mg/ml),
se mezclé mediante vortex y se incubd durante 10 minutos a 65 °C. Luego se agregd un
volumen de 100 pl de CINa 5 M y 100 pl de N-cetil-N,N,N,-trimetil bromuro de
amonio/cloruro de sodio (CTBA/CINa) (4,1 g NaCl y 10 g CTAB en 100 ml de H,O
destilada) previamente calentada con el objetivo de remover los restos de membranas
celulares, desnaturalizar proteinas y formar un complejo entre el CTBA y los
polisacaridos. La mezcla fue agitada en vortex vigorosamente hasta tomar un aspecto
lechoso y luego incubada durante 10 minutos a 65 °C. La extraccién de ADN se realiz6
mediante la adicién de 750 pl de una mezcla de cloroformo/ alcohol isoamilico (24
volumenes de cloroformo + 1 volumen de alcohol isoamilico) agitando mediante virtex
por lo menos 10 segundos. Después de centrifugar durante 10 minutos a 11000 g, el
sobrenadante acuoso que contenia el ADN fue transferido a un tubo Eppendorf de 1,5
ml de capacidad. La precipitacion del ADN se realizé mediante el agregado de 450 pl
de isopropanol e incubacién durante al menos una hora a -20 °C. EI tubo con el ADN as{
precipitado se centrifugd durante 15 minutos a 11000 g. Se descart6 el sobrenadante y el
ADN adherido al fondo del tubo fue sometido a dos lavados con 1 ml de etanol 70%
frio y centrifugacion. Luego del segundo centrifugado se descarté el alcohol
sobrenadante y el sedimento se dej6 secar 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez
seco, el ADN se resuspendié en volimenes de 20 a 40 pl de solucién tamponada TE
1X, segin la cantidad de sedimento obtenido.

La estimacion semicuantitativa de la concentraciéon del ADN obtenido se realizé
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % peso/volumen durante 1 hora a 100
V. La cantidad absoluta 6ptima de ADN a digerir fue de 4,5 ug.

Restriccion enzimdtica

La digestion con la enzima de restriccién Pvull se realizo de la siguiente forma: se
mezclaron 2 pl de solucién tamponada para digestion (provista por el equipo), 1 pul de
enzima de restricciéon Pvull (10 U/ul) (Invitrogen, Carlsbad, USA), 4,5 ug de ADN y
agua destilada estéril para llegar a un volumen final de 20 pl/vial. La mezcla fue agitada
mediante vortex, centrifugada brevemente e incubada en bafio a 37 °C durante 1 hora.
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Se incluy6 como control de digestion la cepa Mt14323 de referencia internacional para
RFLP IS6110 (gentileza Dick van Soolingen), la cual también serd utilizada como
marcador externo para normalizar las distancias de corrida electroforética.

Estimacion de las muestras digeridas

La accién de la enzima fue controlada mediante separacion electroforética de los
fragmentos de restriccion en gel de agarosa preparado al 0,8 % peso/volumen en
tampén TBE 1X (89 mM de Tris, 89 mM de Acido Boérico y 2,5 mM de EDTA
disueltos en agua destilada) durante 2 horas a 100V. Ademads de evaluar la calidad de la
digestion, este paso permitié ajustar la estimacion del volumen de digesto a sembrar en
el gel definitivo, teniendo en cuenta que la cantidad absoluta 6ptima de ADN a
transferir segin el protocolo estandar internacional es 2 pug.

Electroforesis

El gel definitivo destinado a la transferencia se prepardé como los anteriores con agarosa
al 0,8 % peso/volumen. Un marcador comercial de ADN (fago A digerido con Hind III
(Invitrogen, Carlsbad, USA) fue sembrado en la primera calle del gel. En la segunda
calle, en la calle central y en la dltima fue sembrado el digesto de la cepa de referencia
Mt 14323. La electroforesis se llevd a cabo los primeros 10 minutos a 100 V y luego a
20 V durante la noche (16 horas aproximadamente). La electroforesis se considerd
completa cuando se constat6 que la banda de 2 kbp del marcador A Hind III alcanzé una
longitud de migracién de 7 cm desde el pocillo de siembra.

Transferencia (Southern blotting) y fijacion del ADN a la membrana

Para desnaturalizar el ADN vy facilitar su transferencia a una membrana, el gel fue
colocado en el tansiluminador UV hasta que la fluorescencia producida por el Bromuro
de Etidio desapareci6 casi por completo (5 a 10 minutos). Luego se lo sumergié durante
10 minutos en solucién de CIH 0,25 M, se lo lavé con abundante agua destilada y se lo
sumergié en NaOH 0,4M por dos periodos consecutivos de 20 minutos seguidos de
lavados con agua destilada.

El ADN fue transferido a una membrana de nylon por vacio en un equipo ad hoc
(vacuum blotter) acoplado a una bomba de vacio (Hoeffer, Germany). Se colocé un
papel de filtro embebido en agua destilada sobre el soporte poroso del aparato (ver
Figura 3). Sobre el papel de filtro se coloc6 la membrana de nylon cargada
positivamente (Hybond N+ membrane, Amersham International, Buckinghamshire,
UK), previamente cortada del tamafio exacto del gel y embebida en agua destilada. Por
encima de la membrana fue extendida una méscara de teflén en forma de marco. Con
mucha precaucion fue colocado el gel sobre esta mascara, de manera que las calles
queden en contacto con la membrana y los bordes por encima de la mascara de teflon.
Mediante un papel absorbente, los pozos, los bordes del gel y toda su superficie fueron
secados. Luego, con agarosa al 1% los pozos y todos sus bordes fueron sellados para
garantizar el vacio. Cuando la agarosa utilizada para sellar solidifico, el gel fue cubierto
con 400 ml de solucién tamponada SSPE 10X (0,1M Na2HPO4* 2 H,0, 1,8 M NaCl y
10 mM EDTA en agua destilada pH 7,4). La bomba de vacio fue conectada primero a
una presion de 3KPa durante 5 minutos y luego a 17 KPa hasta que 200 ml de la
solucién tamponada fueran succionados a la camara inferior del aparato.
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Una vez completada la transferencia, el ADN fue fijado a la membrana. A tal fin, ésta
fue apoyada sobre un papel Whatman embebido en NaOH 0.4 M y luego de 2 minutos
lavada con solucién tamponada SSC 5X (preparada por dilucion de la solucién 20 X (3
M de CINa y 0,3 M de citrato de Na disueltos en agua destilada. El pH 7 fue ajustado
con NaOH 5M) durante 5 minutos y de esta manera quedd lista para la hibridacion.

) — -
[:,—, ﬂ:| «— camara superior
[ ] «— gel de agarosa
_ mascara de teflon
L ! S membrana

papel de filtro
soporte poroso

caja colectora

&————— camara inferior

Figura 3: Representacion esquemadtica del equipo para transferencia de geles.

Preparacion, purificacion y marcado de la sonda

La sonda fue preparada en nuestro laboratorio mediante PCR utilizando un par de
cebadores especificos para un segmento de 245 bp de la secuencia de insercién I1S6710
(forward: 5 CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC; reverse: 5° GCG TAG GCG TCG
GTG ACA AA) en el segmento ubicado a la izquierda del tnico sitio de restriccién que
esta secuencia de insercidn presenta para la enzima Pvull. La mezcla de PCR consistié
en 5 pl de solucion tamponada 10X, 4 pl de una mezcla de los 4 dNTPs (Invitrogen,
Carlsbad, USA), 5 ul de cada uno de ambos cebadores a 50 ng/ul, 0,1 pl de Taq
polimerasa (SU/ul) (Invitrogen), 10 ul de ADN templado y cantidad suficiente de agua
destilada para un volumen final de 50 pl /vial. Como templado se usaron 10 ul de ADN
cromosomal de la cepa de referencia Mt 14323 a 10 ng /ul (cantidad absoluta de ADN:
10-100 ng). La reaccién de PCR se realiz6 en un ciclador térmico (Mastercycler 384,
Eppendorf, Hamburg, Germany) con un paso inicial de desnaturalizaciéon de 3 minutos a
96 °C, 30 ciclos consecutivos de desnaturalizacion (96 °C, 1 minuto), anillado (65 °C, 1
minuto) y extension (72 °C, 1 minuto) y un paso final de extensiéon de 5 minutos a 72
°C.

Previo a su purificacion, el producto amplificado fue sometido a electroforesis en gel de
agarosa 2 % durante 5 horas a 100 V para separar completamente la banda especifica de
245 pb de los restos de templado, cebadores, eventuales productos de amplificacion
inespecifica, etc. El gel tefiido con bromuro de etidio fue visualizado en un
transiluminador de luz UV y la porcién del gel que contenia la banda especifica fue
escindida con un bisturi, colocada en el interior de un tubo Eppendorf de 1,5 ml y
pesada.
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La purificacién de la sonda fue realizada mediante un equipo comercial (QuiaQuick,
Qiagen GMBH, Hilden, Germany). Al tubo conteniendo la porcién de gel con la banda
especifica se agregaron 3 volimenes de soluciéon tamponada QG por cada volumen de
gel. La solucién QG, con altas concentraciones de sales y pH 6ptimo de 7,5 brinda las
condiciones adecuadas para que el ADN se absorba a la membrana de silica de la
columna. Para solubilizar completamente la agarosa se incubd a 50 °C durante 10 min y
se mezclé con vortex. Una vez lograda la disolucién se comprobé que el pH fuese el
correcto y se agregé un volumen de isopropanol para incrementar la recuperacion de
ADN. La solucién se coloc6 en una columna y fue centrifugada un minuto. El liquido
eliminado fue descartado y la columna fue colocada nuevamente en el tubo. Se
agregaron 75 pl de solucién tamponada PE (solucién con etanol) y se centrifugd durante
un minuto y se eliminé el liquido eluido. La columna fue colocada en un tubo limpio y
el ADN fue eluido de la membrana de silica mediante el agregado de 50 pl de agua
destilada. Se dejo reposar durante un minuto y se centrifugd durante un minuto. La
concentracion de la sonda se estim6 en gel de agarosa al 2% comparando con un
marcador comercial de tamafio de bandas (Phi X174 HAEII, Invitrogen, Carlsbad,
USA).

El marcado de la sonda se realiz6 mediante el equipo ECL de marcado y deteccién
quimiluminiscente (Amersham International, Buckinghamshire, UK). La sonda fue
diluida con H,O destilada provista a una concentracién de 10 ng/ul, desnaturalizada
mediante calor (99 °C, 5 minutos) e inmediatamente colocada en bafio de hielo durante
1 minuto para evitar su renaturalizacién. Una vez centrifugada, se le agreg6 peroxidasa
de rabanito del kit ECL, en la misma cantidad que la sonda diluida (ej: 10 pl sonda + 30
ul de H,O + 40ul de peroxidasa), luego de mezclar suavemente se agregd la misma
cantidad de glutaraldehido del kit (ej: 40 ul de glutaraldehido). Luego se mezcld
mediante vortex esta solucidn y fue incubada a 37 °C durante 20 minutos para lograr la
unién permanente de la peroxidasa a la sonda.

Hibridacion y lavados

La solucion tamponada para hibridaciéon (ECL kit, Amersham) se prepard agregando a
la solucién madre provista por el equipo un agente bloqueante, también provisto por el
equipo, en una concentraciéon de 5% p/v agitando constantemente. Luego se le agregd
CINa 5 M para obtener una concentracion final de 0,5 M. La solucion fue calentada a 42
°C, separada en alicuotas de 10 ml y conservada a -20 °C hasta su uso.

La pre-hibridacién consistié en la incubacidén de la membrana con 10 ml de solucién
tamponada para hibridacion en botella de vidrio en horno especifico para este fin, con
sistema de rotaciéon durante 20 minutos a 42 °C. Luego del agregado de la sonda
marcada, la hibridacion se llevé a cabo durante 18 horas a 42 °C con rotacién a 6 rpm.

El lavado de astringencia se realiz6 en la misma botella de hibridacién con 250 ml de
solucién de lavado primaria (SSC 3X/SDS 0,1%) previamente calentada a 55 °C. La
botella fue incubada en horno a 55 °C durante 10 minutos rotando a 6 rpm; este paso se
repitié cambiando la solucién de lavado primaria. Mediante pinzas la membrana fue
extraida de la botella y colocada en una bandeja de pléstico con 250 ml de solucién de
lavado secundaria (SSC 2X) y agitada durante 5 minutos a temperatura ambiente. El
lavado secundario se repiti6 cambiando la solucidén, quedando de esta forma la
membrana lista para la deteccion.
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Deteccion

Para la deteccion fueron utilizados los reactivos de deteccion 1 y 2 del equipo ECL
(Amersham International, Buckinghamshire, UK). El primero contiene perdxido de
hidrégeno y el segundo contiene luminol (sustrato cromégeno que emite luz azul al ser
oxidado por la degradacién del perdxido). Diez mililitros de cada uno de estos reactivos
fueron mezclados en forma extemporanea y aplicados sobre la membrana escurrida y
depositada en un recipiente exclusivamente destinado a esta operacién. La membrana
fue dejada en contacto con los reactivos durante un minuto con movimientos
permanentes procurando que toda su superficie tomara contacto con la mezcla de
liquidos. Nuevamente fue escurrida y colocada sobre un soporte de acetato.
Ré4pidamente la membrana y su soporte fueron envueltos en una membrana plastica
adhesiva evitando la formacién de burbujas de aire y la filtraciéon de liquidos. Asi
preparada la membrana fue expuesta durante 120 minutos a una placa de rayos X virgen
marcada en una de sus esquinas para reconocer su orientacion dentro de un cassette
sellado a prueba de luz.

Spoligotyping (spacer oligo typing)
Extraccion de ADN

Se empled el ADN extraido segiin el método convencional descrito més arriba para
RFLP o bien un método mds sencillo de hervido y congelado como se explica a
continuacién: una ansada de colonia bacteriana crecida en medio Lowenstein-Jensen se
coloco en 1 ml de agua estéril y se colocé 10 minutos en agua hirviendo. Transcurrido
ese tiempo se dejo a -20 °C durante toda la noche. Posteriormente las muestras se
centrifugaron 5 minutos a 11000g y el sobrenadante que contenia en ADN, se colocé en
un tubo limpio y rotulado para ser utilizado en la amplificacién.

Amplificacion del segmento DR

Para la amplificacion, el ADN hervido se emple6 sin diluir y el ADN extraido mediante
el método convencional se diluy6 a 10 ng/ pl, se realiz6 la amplificacion del segmento
DR segtin indicaciones del equipo comercial Isogen Life Science para spoligotyping,
Belgium).

Los cebadores utilizados fueron: DRa 5’ biotinilado (GGTTTTGGGTCTGACGAC) y
DRb (CCGAGAGGGGACGGAAAC).La mezcla de PCR consistié en: 5 pl de solucion
tamponada 10X, 4 pul de la mezcla de dNTPs (200 uM de c/u), 4 pl de cada uno de los
cebadores de (20 pmoles), 0,1 pl de Taq polimerasa (5 U/ul) (Invitrogen, Carlsbad,
USA), 5 ul de ADN extraccidén convencional (2 pul de ADN obtenido por hervido) y
cantidad necesaria de agua destilada estéril para llegar a un volumen final de 50 pl /vial.

La reacciéon de amplificaciéon se realizd en un ciclador térmico (Mastercycler 384,
Eppendorf, Hamburg, Germany) con un paso inicial de desnaturalizacién a 3 minutos a
96 °C luego 20 ciclos consecutivos de desnaturalizacién (96 °C 1 minuto), anillado (55
°C, 1 minuto) y extension (72 °C, 30 segundos) y un paso final de extensién de 5
minutos a 72 °C.
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Hibridacion de los productos amplificados

Una vez realizada la amplificacién, los productos obtenidos fueron hibridados con los
con los 43 oligonucledtidos inmovilizados en la membrana que corresponden a las
secuencias de los espaciadores entre los DR para luego visualizar la presencia o
ausencia de hibridacién con cada uno de los espaciadores mediante la reacciéon con
estreptavidina-peroxidasa y revelado mediante el mismo sistema ECL de deteccion
quimioluminiscente empleado para RFLP.

Se tomaron 20 pl del producto amplificado y se colocaron en un tubo Eppendorf con
150 upl de solucion SSPE 2X (preparada por dilucién de la solucién SSPE 20X:
Na2HPO4*2H20 0,2M, CINa 3,6M, EDTA 20mM, pH 7,4)/ SDS 0,1%. Esta dilucién
del producto de PCR fue calentada a 99 °C para desnaturalizar el ADN y colocada luego
en hielo para evitar su renaturalizacién.

Antes de su utilizacidn, la membrana en la cual estan inmovilizadas las distintas
secuencias de los espaciadores presentes entre los DRs se incubd durante 15 min en
solucién SSPE 2X/ SDS 0,1% a 60 °C. Luego se la colocé dentro del equipo especial
para hibridacion en linea (miniblotter) de tal modo que los canales donde se siembra el
ADN queden perpendiculares a las lineas de oligonucledtidos previamente fijados a la
membrana. Estos canales fueron aspirados por vacio antes de poner las muestras para
eliminar los restos de liquidos que pudieran contener. Posteriormente, los productos de
la amplificacion diluidos fueron sembrados con mucha precaucion en los orificios ad
hoc, evitando que se formen burbujas en el interior de los canales.

La hibridacion se desarrolld colocando el miniblotter en una superficie plana y
dejandolo 1 hora en horno a 60 °C sin agitarlo ni moverlo para evitar contaminacién
entre las muestras. Transcurrido este tiempo, se aspird por vacio cada uno de los canales
y, una vez desarmado el sistema, la membrana fue retirada del equipo mediante pinzas
de punta roma. La membrana fue sometida a dos lavados consecutivos con 250 ml de
soluciéon SSPE 2X/ SDS 0,5% a 60 °C durante 10 minutos. Finalizados los lavados, la
membrana se enrollé y se coloc6 en un tubo donde se esperd que alcance temperatura
ambiente para evitar la inactivacion de la peroxidasa en el préximo paso.

En el dltimo paso, 2,5 pl de conjugado estreptavidina- peroxidasa (500 U/ ml) y 10 ml
de SSPE 2X/ SDS 0,5% fueron mezclados. La membrana fue incubada con esta mezcla
durante 45-60 minutos a 42 °C. Luego se realizaron dos lavados consecutivos con
soluciéon SSPE 2X a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Deteccion

Para la deteccion fueron utilizados los reactivos 1 y 2 del equipo ECL (Amersham
International, Buckinghamshire, UK). Diez mililitros de cada uno de estos reactivos
fueron mezclados en forma extempordnea y aplicados sobre la membrana escurrida y
depositada en un recipiente exclusivamente destinado a esta operacién. La membrana
fue dejada en contacto con los reactivos durante un minuto con movimientos
permanentes procurando que toda su superficie tomara contacto con la mezcla de
liquidos. Nuevamente fue escurrida y colocada sobre un soporte. Répidamente la
membrana y su soporte fueron envueltos en un papel plastico adhesivo evitando la
formacion de burbujas de aire y la filtracion de liquidos. Asi preparada la membrana fue
expuesta durante 20 minutos a una placa de rayos X virgen marcada en una de sus
esquinas para reconocer su orientacién dentro de un cassette sellado a prueba de luz.
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DRE-PCR
Extraccion del ADN

La extraccién mediante el método de hervido y congelado descrito para spoligotyping.

Amplificacion

La mezcla para la reacciéon de amplificacion se prepard de la siguiente manera: 5 pl de
soluciéon tamponada 10x, 4 pl de mezcla de dNTPs (200 uM de c/u), 2,5 ul de cada
cebador (0,5 pM), 0,1ul de Taq polimerasa (5 U/ul) (Invitrogen, Carlsbad, USA), 10 ul
de ADN templado (cantidad absoluta: 10-100 ng) y cantidad necesaria de agua estéril
para un volumen de 50 pl /vial. Los cebadores utilizados fueron: Ris 1, 5’-GGC-TGA-
GGT-CTC-AGA-TCA-G; Ris 2,5°-ACC-CCA-TCC-TTT-CCA-AGA-AC; Pntb 1, 5’-
CCG-TTG-CCG-TAC-AGC-TG; y Pntb 2, 5’-CCT-AGC-CGA-ACC-CTT-TG.

Las muestras de ADN fueron desnaturalizadas mediante incubacion durante 10 minuto a
95 °C, luego se llevaron a cabo 30 ciclos de: desnaturalizacién (94 °C 1 minuto),
anillado (56 °C 2 minutos), extensién (72 °C 1 minuto).

Electroforesis

El producto amplificado se sembr6 en un gel de agarosa preparado al 2% peso/volumen,
tefiido con Bromuro de Etidio. Se sembr6 en la mitad del gel un marcador comercial de
100 bp (Invitrogen, Carlsbad, USA) para comparar el tamafio de las bandas obtenidas.

La electroforesis se llevd a cabo durante 5 horas a 100 V. Los patrones obtenidos se
visualizaron mediante luz UV y se les tomd una fotografia para el posterior andlisis
computarizado.

Analisis computarizado de genotipos

Una vez reveladas las placas radiogrificas (RFLP IS67/10 y Spoligotyping) o
fotograficas (DRE-PCR) con los perfiles genéticos de los diferentes aislamientos, las
imagenes fueron digitalizada con resolucion de 300 dpi y 256 tonos de gris (impresora
Hewllet Packard multifuncién 1200). Las imédgenes asi obtenidas fueron registrada en
formato tiff e ingresadas a la base de datos del software BioNumerics v 4.6 (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).

La normatizacidn intra-e inter-experimento se realizd mediante el empleo de estdndares
de tamafio de banda conocida en tres calles del gel: las dos calles laterales y la calle
central. El estdindar empleado en los experimentos de RFLP 1S67/70 fue la cepa de
referencia internacional Mt 14323 (van Embden 1993). En el DRE-PCR se emple6 un
marcador comercial de 100 bp (Invitrogen, Carlsbad, USA). Para spoligotyping se
utilizaron como estandares las cepas M. tuberculosis H37RV, y M. bovis BCG.

Las comparacién entre los patrones de bandas obtenidos por los distintos métodos se
realiz6 aplicando el coeficiente Dice para el cdlculo de la matriz de similitud y el
algoritmo UPGMA (unweighted pair grup method using arithmetic averages) para la
construccion del dendrograma. Los patrones fueron considerados idénticos cuando
presentaron similitud 100% con una tolerancia de 1% de error (Heersma 1998).
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RESULTADOS

Se investigaron 28 episodios bajo sospecha de contaminacion cruzada ocurridos entre
1996 y 2003 en 10 laboratorios de la Red Nacional de Tuberculosis, los que incluyeron
un total de 115 aislamientos de M. tuberculosis. A continuacién se describen
brevemente las caracteristicas de los hospitales involucrados y se analizan los resultados
a la luz de las evidencias clinicas y de laboratorio disponibles de cada uno de los
episodios.

Hospital I

Se trata de un hospital general ubicado en el Conurbano Bonaerense. Durante el periodo
de estudio, el laboratorio procesaba un bajo nimero de muestras clinicas para
diagnostico de M. tuberculosis (<40 por mes) utilizando el método convencional de
cultivo en medio sélido de Lowenstein-Jensen.

Tabla 3: Informacién clinica y de laboratorio de cuatro eventos sospechados de contaminacién cruzada
ocurridos en el Hospital 1.

Datos de laboratorio Historia clinica
Evento IXI;i/ Patc;en Cul E
ultivo Xamen .
No. Muestra directo RFLP Antecedentes  HIV Evolucién
Sospecha de TB
1 07/ A ! Esputo A Teuales TB Neg confirmada
1996 S ¢
B 2 Esputo - Sospechade ¢ P. carinii
TB
) Sospecha de TB
05/ A 3 Esputo +++ B Neg confirmada
2 Iguales .
1997 Lavado Sintomas
B 4 P - . 3 Neg Asma
Gistrico inespecificos
) Sospecha de TB
A > Esputo + TB Neg confirmada
B 6 Orina . ' Sl‘ntor'nas ‘ Neg Cistitis por
Tuales inespecificos E. coli
02/ TB en C.
3 1998 ¢ 7 Esputo . tratamiento Pos neoformans
8 Esputo - B en Curacién
D tratamiento Neg
o Esputo - Otro Sospecha de TB
(previo) TB confirmada
) Sospecha de Mejoria con
4 08/ A 10 Esputo A Diferen TB Neg iratamiento
2000 ) tes Sospecha de Mejoria con
B 1 Esputo B TB Neg tratamiento

Examen directo +: 10 a 99 bacilos en 100 campos observados, ++: 1 a 10 bacilos por campo en 50 campos
observados, +++: mds de 10 bacilos por campo en 25 campos observados (OPS 2008); Neg: negativo. TB:
tuberculosis; Pos: positivo; Neg: negativo; P. carinii: Pneumocystis carinii; E. coli: Escherichia coli; C. neoformans:
Cryptococcus neoformans.
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En la Tabla 3 se presenta la informacion disponible de los eventos investigados y en la
Figura 4 se muestran los perfiles RFLP de los aislamientos correspondientes. Las
muestras habian sido sometidas a identificacion bioquimica y pruebas de sensibilidad a
drogas anti-tuberculosis. Las muestras involucradas en cada uno de los 4 eventos
investigados, habian sido procesadas en el transcurso de la misma semana. La sospecha
de contaminacién cruzada surgié en la profesional a cargo del laboratorio, quien
trabajaba en estrecha colaboracién con el equipo médico del hospital. En la Tabla 3 se
describen las caracteristicas clinicas y de laboratorio de los casos involucrados en los
cuatro eventos.

Los aislamientos de todos los episodios fueron caracterizados como M. tuberculosis
sensible a las cinco drogas de primera linea: isoniacida, rifampicina, estreptomicina,
etambutol y pirazinamida. Los cultivos de las muestras positivas al examen
microscépico directo desarrollaron mas de 50 colonias en el medio sélido, mientras que
las muestras negativas al examen directo, desarrollaron menos de 5 colonias.

En los eventos 1, 2 y 3 el diagnéstico de tuberculosis se confirmé en el paciente con
muestra positiva al examen microscopico directo de esputo y se descarté en los demads
pacientes con muestras negativas al examen directo. En el evento 4, los perfiles
genéticos diferentes permitieron descartar la sospecha de contaminacién de laboratorio.

d14d4d 0L19SI

VvV ¢ V e V o o o
1 2 3 4 5 6 7 8

co*m
o X
= [X]

Figura 4. Fingerprinting segtin IS6110 de 11 aislamientos involucrados en 4 presuntos eventos de
contaminacién cruzada de laboratorio ocurridos en el hospital I entre 1996 y 2000. Las barras
horizontales al pie agrupan los aislamientos de un mismo evento. Los nimeros corresponden a los
mismos nimeros de aislamientos en la Tabla 1. Las flechas sefialan los perfiles genéticos de las cepas
causantes de contaminacion. Los circulos indican los cultivos contaminados. El perfil 8 (contaminado)
corresponde al control de tratamiento de un paciente con evolucién favorable y falso cultivo positivo; el
perfil 9% corresponde a un aislamiento previo del mismo paciente. Las calles 10 y 11 corresponden a los
perfiles de dos aislamientos obtenidos en 2000 de dos pacientes bajo sospecha de contaminacién que fue
descartada por RFLP. Imdgenes digitalizadas y analizadas mediante el software BioNumerics 5.1
(Applied Maths, Belgium).
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El aislamiento 8 (falso positivo) correspondié a un cultivo rutinario de control durante
el transcurso del tratamiento del paciente D, evento 3. El paciente presentaba buena
respuesta al tratamiento y en la base de datos de nuestro laboratorio se pudo constatar
que el perfil genético del aislamiento original de este paciente era claramente diferente
al perfil de la cepa involucrada en este evento (Tabla 3, Figura 4).

En el periodo comprendido entre 1996 y 1998, este laboratorio declaré un indice de
contaminacién de 2.7% (5/183). En un andlisis retrospectivo, se atribuyé el error de
laboratorio a una presunta contaminacién con M. tuberculosis de los reactivos utilizados
en el proceso de decontaminacién de las muestras. A partir de 1999 se adopté un
protocolo mds estricto de trabajo, que incluyé el fraccionamiento de los reactivos de
decontaminacién y el procesamiento individual de las muestras. Estos cambios
operacionales tuvieron el efecto deseado pues entre 1999 y 2003 hubo un solo evento
sospechoso de contaminacion que fue descartado por RFLP (Tabla 3, evento 4). En
todos los casos, incluso este dltimo, la evolucién clinica de los pacientes corroboré los
resultados de la genotipificaciéon con RFLP IS6110.

Hospital 11

Se trata de un hospital pediatrico de alta complejidad, ubicado en la Ciudad de Buenos
Aires. En el laboratorio se procesa una gran cantidad de muestras para el cultivo de
micobacterias y esta institucion fue pionera en la implementacion de sistemas
automatizados para el cultivo de micobacterias. Hasta 2001, emple6 el sistema
radiométrico semi-automético Bactec 460 (Becton Dickinson, Sparks, MD). A partir de
2002 se implemento el sistema de cultivo automatizado MBbact (ahora denominado
BacT Alert 3D, BioMeérieux).

Se analizaron un total de 34 muestras correspondientes a 10 eventos ocurridos entre
1999 y 2003. Todos ellos habian sido sospechados de contaminacion cruzada por la
profesional a cargo del laboratorio (Casimir 2004). En la Tabla 4 se sintetiza la
informacion disponible de los 10 eventos.

En este hospital se confirm la existencia de contaminacion cruzada de muestras en 8 de
los 10 episodios estudiados (Tabla eventos 5, 6, 8-12 y 14). En los dos episodios
restantes (7 y 13), la hipétesis de contaminacién fue rechazada. Algunas muestras
incluidas en algunos de los eventos no resultaron contaminadas (muestra 21 episodio 9,
muestra 29 episodio 12). En todos los casos en los que se aplicé mds de un método de
genotipificacion, los resultados de los distintos métodos fueron congruentes entre si. En
los eventos que involucraron aislamientos con resistencia a drogas, los resultados de las
pruebas de sensibilidad concordaron con los de genotipificacion y contribuyeron a
confirmar o descartar la sospecha.

La Figura 5 representa los perfiles genéticos de los 23 aislamientos involucrados en los
eventos ocurridos entre 1999 y 2000, periodo durante el cual atin se empleaba el método
radiométrico de cultivo. Nétese que en los eventos 8 a 10, los patrones DRE-PCR que
deberian ser idénticos presentan ligeras variaciones o matices de intensidad en algunas
bandas.
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Tabla 4. Datos de laboratorio de 10 eventos sospechados de contaminacién cruzada ocurridos en el

Hospital II en el periodo 1999-2003.

Patrones
Evento Mes/ Pacien  Cultivo Muestra Examen Sersihilidad
Afio te No. directo adrogas RFLP Spoligo ]})’Iglzl-
A 1 Lavado géstrico ++ Sensible
B 2 nd - Sensible
5 1%19/9 C 3 Lavado géstrico - Sensible Iguales Iguales Iguales
D 4 nd - Sensible
E 5 Lavado géstrico - Sensible
A 6 Ganglio + Sensible banda
extra
02/ ales ales
6 1999 B 7 Lavado géstrico - Sensible Iguales Iguales
Iguales
C 8 Lavado gastrico - Sensible
03/ D 9 Esputo ++ Sensible
7 1999 Diferentes nd nd
B 10 Lavado gastrico - Sensible
11 Lavado gastrico ++ Sensible
A 12% Ganglio (previo) + Sensible
03/ 13+ Lavado géstrico ++ Sensible
8 1999 (orevio) Iguales nd Iguales
B 14 Lavado géstrico - Sensible
15 Lavado géstrico - Sensible
D 16 Lavado géstrico - Sensible
17 Lavado gastrico + Resistente
A a SM
18% Lavado gastrico " Resistente
09/ (previo) aSM Iguales Iguales  Iguales
9 1999 B 19 Lavado géstrico - Re:;tl\e/lnte
20 Lavado géstrico - Resistente
aSM
C 21 Lavado géstrico - Sensible Otro Otro Otro
A 22 Pulmonar + Resistente
10 1o/ aINH Iguales Iguales Iguales
2000 B 23 Ganglio _ Resistente
aINH
A 24 Esputo ++ Res&%‘m
a’ Iguales Iguales
11 2%%/2 s 25 Lavado géstr%co - sti;ﬁ;ne nd
26+ Lavado géstrlco + Multl— Otro Otro
(previo) Resistente
A 27 Lavado géstrico ++ Resistente
08/ Resisene  1E0AIeS
12 2002 B 28 Lavado géstrico - o INH nd nd
C 29 Lavado géstrico - Sensible Otro
0/ A 30 Esputo (adulto) ++ st;)séegte )
13 2003 Diferentes nd nd
B 31 Lavado géstrico - Sensible
A 32 Lavado géstrico + Sensible
14 2%%/3 B 33 Lavado géstrico - Sensible Iguales Iguales nd
C 34 nd - Sensible

Spoligo: spoligotyping; nd: no determinado; Sensible indica sensible a todas las drogas; SM: estreptomicina;

INH: isoniacida; PZA: pirazinamida.
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Figura 5. Perfiles de RFLP IS6110, spoligotyping y DRE-PCR disponibles de 23 aislamientos
involucrados en seis presuntos eventos de contaminacién cruzada de laboratorio ocurridos en el Hospital
II en el periodo 1999-2000, durante el cual en este hospital se empleaba el sistema radiométrico de
cultivo. Las barras horizontales al pie agrupan los aislamientos de cada evento. Los nimeros
corresponden a los nimeros de aislamientos de la Tabla 4. Las flechas sefialan los perfiles genéticos de
las cepas causantes de contaminacion (calles 11, 12* y 13* corresponden a tres aislamientos del mismo
paciente; calles 17 y 18* conrresponden a dos aislamientos del mismo paciente; los asteriscos indican
aislamientos previos): Los circulos indican los cultivos contaminados. Las cruces recuadradas (calles 9,
10 y 21) indican cultivos en los que se descartd la sospecha mediante genotipificacién. Imdgenes
digitalizadas y analizadas mediante el software BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Belgium).

No ocurri6 ningtin evento sospechoso de contaminacion de laboratorio durante 2001. La
Figura 6 muestra los genotipos de los 11 aislamientos de los episodios sospechados de
contaminacién después de la implementacién, en 2002, del sistema automatizado no
invasivo de cultivo. El cultivo contaminado de calle 25 es un control de tratamiento de
un paciente con tuberculosis multirresistente con buena evolucion cuyo aislamiento
original (calle 26*) tenia el genotipo de una notoria cepa de brote hospitalario (Ritacco
1997). Particularmente sugestivo de contaminacién fue el evento 13 ocurrido en 2003,
compuesto por dos aislamientos con patrones RFLP diferentes, lo que descarté la
sospecha. La muestra con examen directo positivo presunta contaminante correspondia
a un paciente adulto con cultivo resistente a pirazinamida. La presunta muestra
contaminada result6 ser un verdadero cultivo positivo sensible a drogas de primera linea
obtenido del lavado gastrico de un nifio HIV positivo quien, por otra parte, tenia dos
hemocultivos negativos (Tabla 4). Uno de los cultivos involucrados en el evento 9 y
otro involucrado en el evento 12 difirieron en genotipo y en perfil de sensibilidad
respecto del respectivo aislamiento contaminante, es decir, correspondieron a casos
reales de tuberculosis dentro de un evento real de contaminacion cruzada.
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Figura 6. Perfiles de RFLP IS6110 y spoligotyping disponibles de 11 aislamientos involucrados en cuatro
presuntos eventos de contaminacién cruzada de laboratorio ocurridos entre 2002 y 2003 en el Hospital II
empleando un sistema totalmente automatizado de cultivo en medio liquido. Las barras horizontales al pie
agrupan aislamientos del mismo evento. Los nimeros corresponden a los nimeros de aislamientos de la
Tabla 4. Las flechas sefialan los perfiles genéticos de las cepas causantes de contaminacion. Los circulos
indican los cultivos contaminados. El perfil 25 (contaminado) corresponde al control de tratamiento de un
paciente con evolucidn favorable y falso cultivo positivo; el perfil 26* corresponde al aislamiento original
del mismo paciente (cruz recuadrada). Las demds cruces recuadradas en calles 29, 30 y 31 indican
cultivos sospechados de contaminacién en los que se descart la sospecha mediante genotipificacién.
Imdgenes digitalizadas y analizadas mediante el software BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Belgium).

Hospital 111

Se trata de un hospital general de agudos ubicado en la zona suburbana de Buenos
Aires. En el periodo de estudio, el laboratorio procesaba aproximadamente 1500
especimenes anuales para cultivo de micobacterias mediante el método convencional de
cultivo en medio sdlido (Lowenstein-Jensen) seguido de identificacién bioquimica y se
aislaba M. tuberculosis en alrededor del 11% de los cultivos.

El primer episodio fue un hallazgo retrospectivo dentro del marco de un estudio de
poblacién en el cual los aislamientos de todos los casos de tuberculosis ocurridos
durante 1997 fueron sometidos a genotipificacién. Durante el anélisis de los resultados
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de 99 pacientes se observo que el cluster de mayor tamafio comprendia 12 aislamientos
de nueve pacientes con idéntico RFLP IS6110 y sin vinculo epidemioldgico conocido
entre si. La revision de los registros médicos y de laboratorio puso en evidencia un
episodio solapado de contaminacién cruzada de laboratorio que se extendié durante 10
dias calendarios (Tabla 5). Se observo que durante abril, el mes en el que ocurrid este
episodio, la recuperacion de M. tuberculosis fue claramente superior al promedio del
afio (19.8%, 22/111 vs. 11.5%, 168/1457 Figura 7).
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Figura 7. Numero de muestras procesadas durante 1997 en el Hospital III, nimero y porcentaje de
cultivos positivos para M. tuberculosis

En este confuso episodio, los cultivos positivos aparecian intercalados con cultivos
negativos. Los cultivos que resultaron contaminados no desarrollaron a partir de todas
las muestras procesadas en ese periodo sino sélo de las que habian sido sometidas al
método de Petroff (para la decontaminacioén de gérmenes comunes) y aparecieron falsos
cultivos positivos sélo en tres de las cinco jornadas laborales del periodo de 10 dias que
durd la contaminacién (Tabla 5). Todos los cultivos resultaron ser sensibles a las drogas
antituberculosis de primera linea.

El andlisis de los registros de laboratorio puso en evidencia que la muestra que
desencadeno el episodio pertenecia a un paciente con tuberculosis diseminada asociada
a SIDA. Las historias clinicas de los otros ocho pacientes involucrados en el episodio
revelaron que sélo uno tenia diagndstico firme de tuberculosis por cultivo previo; la
evolucién de otros cinco pacientes reveld el verdadero diagndstico, que era diferente de
tuberculosis. De los dos pacientes restantes, uno no volvié a la consulta y el otro tenia
fuerte sospecha clinica de tuberculosis y recibi6 tratamiento (Tabla 5).

El segundo evento ocurrié en 2002 y fue sospechado por la bacteridloga. Involucré los
aislamientos de dos pacientes, ambos con idéntico perfil de sensibilidad a drogas
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(resistentes a isoniazida, rifampicina, estreptomicina, etambutol, pirazinamida y
kanamicina) cuyas muestras, una positiva y la otra negativa al examen microscépico
directo, habian sido procesadas el mismo dia. Los patrones idénticos de RFLP,
spoligoptyping y DRE-PCR confirmaron la contaminacién que en este caso fue causada
por una notoria cepa de brote trasmitida en los hospitales de Buenos Aires y sus
alrededores (Ritacco 1996, Poggio 1997). Los tres métodos coincidieron en confirmar la
contaminacién cruzada de laboratorio (Figura 8).

Tabla 5. Registro de laboratorio e informacién clinica relacionada con un evento de contaminacién
cruzada ocurrido en el Hospital I en 1997.

Registro de laboratorio Historia clinica
Fecha Pacien- Muestra ]ii(ii::)esl-l No. de colonias en cultivo  Cyltivo Evolucién o
e copico previo o Previa diagnéstico
o : . Previo Sin posterior final
N Material directo Petroff decontaminar
Ganglio Tuberculosis Tuberculosis
AT infatico o >0 >100 Nd SIDA diseminada
Lavado
2 bronco- - <5 nd
alveolar
Sepsis por
B 3 ]gavado s d Nd Pneumonia Staphylococcus
ronco- - < n
aureus
alveolar
Biopsia
) pulmén } 0 0
4 e S 0 Pleurest
C Nd ‘e?lr.e.s‘la, Neoplasia
i Biopsia i 0 0 ascitis
pleural
Tuberculosis- .
- *
D 5 Esputo 5 nd Pos SIDA Tuberculosis
Biopsia de Infeccion Pseudomona
E 6 tejido - 5 0 Nd protesis aerucinosa
abr-16 vascular vascular §
F 7 Esputo . <5 Nd Nd Sospechade  Tratamiento de
SP tuberculosis tuberculosis
8 Esputo - <5 Nd Contacto de N lvié al
G Nd caso de OC\;(;:‘E; a
9 Esputo - <5 Nd tuberculosis
abr-24 P
Liquido
10 pleural h <5 0 Exudado por  Remisién con
H o Nd insuficiencia tratamiento
11 Biopsia : <5 0 cardfaca sintomatico
pleural
Infeccion
I 12 Orina - <5 Nd Nd urinaria Pielonefritis
abr-25 recurrente

* El aislamiento previo de esta paciente no estuvo disponible para genotipificacion.
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Figura 8. Patrones RFLP IS6110, spoligotipos y patrones DRE-PCR de 14 aislamientos
involucrados en dos eventos de contaminacidn cruzada de laboratorio ocurridos en el
hospital IIT en 1997 y 2002, respectivamente. Los cultivos fueron realizados en medio
sOlido. Las barras horizontales al pie agrupan los aislamientos de cada evento. Los
numeros corresponden a los nimeros de aislamientos descritos en la Tabla 5 y el texto.
Las flechas sefialan los perfiles genéticos de las cepas causantes de contaminacién. Los
circulos indican los cultivos contaminados. Imdagenes digitalizadas y analizadas
mediante el software BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Belgium).

Hospital IV

Se trata de un hospital general de la cuidad de Buenos Aires cuyo laboratorio procesa
alrededor de 400 muestras anuales para el cultivo de micobacterias, la mayoria de ellas
de pacientes con SIDA. En el periodo de estudio las muestras eran cultivadas mediante
el sistema BACTEC 460 (Becton Dickinson, Sparks, MD).

Los dos eventos involucraron aislamientos multirresistentes. En ambos, la muestra
causante de la contaminacién era positiva al examen microscépico directo, los patrones
genéticos confirmaron la sospecha de contaminacién y los perfiles de resistencia fueron
concordantes con los genotipos. El primero evento fue un hallazgo en el transcurso de
un estudio de vigilancia de la multirresistencia y los dos aislamientos involucrados eran
resistentes a isoniazida, rifampicina y estreptomicina (Figura 9, calles 1 y 2). El
segundo evento fue sospechado por la bacteridloga del hospital y enviado a nuestro
laboratorio para su confirmacién. Los tres aislamientos del segundo evento eran
monorresistentes a rifampicina (Figura 9, calles 3 a 5).
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Figura 9. Perfiles de RFLP IS6110, spoligotyping y DRE-PCR disponibles de 5
aislamientos involucrados en dos eventos de contaminacién cruzada de laboratorio
ocurridos en 1998 y 2000 en el Hospital IV. El hospital empleaba el sistema
radiométrico de cultivo. Las barras horizontales al pie agrupan los aislamientos de cada
evento. Las flechas sefalan los perfiles genéticos de las cepas causantes de
contaminacién. Los circulos indican los cultivos contaminados. Imégenes digitalizadas
y analizadas mediante el software BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Belgium).

Hospital V

Se trata de un hospital dedicado a rehabilitacién respiratoria. El laboratorio destinado al
diagnéstico de tuberculosis procesa una cantidad moderada de muestras y el cultivo se
realiza mediante el método convencional en medio sélido de Lowenstein-Jensen.

La sospecha de contaminacién surgié en el laboratorio de referencia al comparar
perfiles de sensibilidad a drogas de dos muestras derivadas simultineamente de un
centro con relativamente baja carga de trabajo. La cepa contaminante correspondia a un
paciente HIV negativo con tuberculosis pulmonar de larga data que habia sido atendido
con anterioridad en el hospital adonde se gener6 el mayor brote hospitalario de
tuberculosis multirresistente del pais (Ritacco 2007). La muestra de esputo era positiva
(+++) al examen microscépico directo y el cultivo era resistente a todas las drogas de
primera linea. Un aislamiento anterior del mismo paciente obtenido en aquel hospital
habia sido sometido a genotipificacién con anterioridad y su patrén genético, que estaba

43



disponible en nuestra base de datos coincidia con el de la cepa de brote. La muestra
presuntamente contaminada era negativa al examen microscopico directo. El error fue
confirmado por la identidad de los patrones genéticos (Figura 10).
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Figura 10. Perfiles de RFLP 1S6110, spoligotyping y DRE-PCR disponibles de tres aislamientos
involucrados en un evento de contaminacién cruzada de laboratorio ocurrido en el afio 2000 en
el Hospital V. El laboratorio empleaba el sistema convencional de cultivo en medio sélido. Las
flechas sefalan el perfil genético del aislamiento multirresistente causante de la contaminacién
(calle 2) y un aislamiento anterior del mismo paciente, obtenido en otro hospital (calle 1%¥). El
circulo indica el cultivo contaminado. Imagenes digitalizadas y analizadas mediante el software
BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Belgium).

Hospital VI

Se trata de un hospital general de agudos ubicado en Ciudad de Buenos Aires en el que
funciona uno de los cuatro laboratorios de referencia de la red de tuberculosis de la
ciudad. El laboratorio procesa una gran cantidad de muestras para el cultivo de
micobacterias. En el periodo de estudio este laboratorio utilizaba el sistema de cultivo
BACTEC 460 (Becton Dickinson, Sparks, MD).
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Este laboratorio envié a nuestro laboratorio de referencia cinco aislamientos
correspondientes a dos presuntos episodios de contaminacidon cruzada de muestras
ocurridos en 2000 y 2001, respectivamente. En los dos casos, la sospecha se origind a
raiz de la observacion de cultivos positivos con menos de cinco colonias (Figura 11
calles 2, 4 y 5) desarrollados a partir de muestras negativas al examen microscépico
directo, las cuales habian sido procesadas a continuacién de dos muestras con alta carga
bacilar y desarrollo abundante (Figura 11 calles 1 y 3), respectivamente. Todos los
pacientes involucrados, excepto uno del cual no se obtuvieron datos, eran HIV
positivos. La muestra que originé la contaminacién en el primer evento era una biopsia
de ganglio positiva (+++) al examen microscépico directo y pertenecia a un paciente
con SIDA y tuberculosis multirresistente diseminada. Los patrones RFLP idénticos y
los perfiles de sensibilidad concordantes (resistencia a isoniazida y rifampicina)
confirmaron la sospecha de contaminacién. En cambio, el segundo evento fue
descartado porque los patrones RFLP y los perfiles de sensibilidad de los tres
aislamientos resultaron discordantes.
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Figura 11. Perfiles de RFLP IS6110 de cinco aislamientos involucrados en dos presuntos eventos de
contaminacién cruzada de laboratorio ocurrido en el afio 2000 y 2001 en el Hospital VI. El laboratorio
empleaba el sistema radiométrico de cultivo. Las barras horizontales al pie agrupan los aislamientos de
cada evento. La flecha sefialan el perfil genético del aislamiento causante de la contaminacién en el
primer evento (calle 1) y el circulo indica el cultivo contaminado. El segundo evento fue descartado en
base a diferentes genotipos (cuadrados cruzados) y perfiles de sensibilidad. Imagenes digitalizadas y
analizadas mediante el software BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Belgium).
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Hospital VII

Se trata de un hospital interzonal ubicado en La Plata que alberga al laboratorio de
referencia de tuberculosis para la provincia de Buenos Aires. El laboratorio procesa
alrededor de 1500 muestras por afio para el diagnéstico de tuberculosis, tanto de
pacientes propios como derivadas de carceles y otros hospitales de la provincia. Durante
el periodo de estudio las muestras fueron cultivadas mediante el método convencional
en medio Lowenstein-Jensen.

45



Se analizaron tres presuntos episodios a solicitud del mismo laboratorio. Los episodios
ocurrieron en el lapso de un mes entre fines de 2000 y comienzos de 2001, los que
involucraron un total de 15 muestras. Las muestras con examen directo positivo
desarrollaron més de 100 colonias, mientras que en las muestras negativas al examen
directo desarrollaron menos de cinco colonias (Figura 12).

Se descart6 la posibilidad de contaminacién cruzada en el primer episodio porque tanto
los patrones de RFLP como los spoligotipos fueron diferentes (Figura 12). Ademas, el
cultivo de calle 2 era multirresistente y los otros eran sensibles a todas las drogas de
primera linea. Los otros dos episodios consistieron en dos grupos de aislamientos
pansensibles y cada uno incluyé genotipos idénticos, lo que es altamente sugestivo de
contaminacion cruzada. Dado que no se obtuvo informacién clinico-epidemioldgica de
los casos que descartara contacto o transmision institucional, estos dos eventos no
pudieron ser confirmados categdricamente en nuestros registros.
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Figura 12. Perfiles de RFLP IS6110 y spoligotyping disponibles de 15 aislamientos involucrados en tres
presuntos eventos de contaminacién cruzada de laboratorio ocurridos en 2000 y 2001 en el Hospital VIIL.
El laboratorio empleaba el sistema convencional de cultivo en medio sélido. Las barras horizontales al pie
agrupan los aislamientos de cada evento. El primer evento fue descartado en base a diferentes genotipos y
perfiles de sensibilidad. Las flechas sefialan los perfiles genéticos de los aislamientos causantes de la
contaminacion en el segundo y tercer eventos (calles 4 y 9, respectivamente) y los circulos indican los
cultivos contaminados. Imdagenes digitalizadas y analizadas mediante el software BioNumerics 5.1
(Applied Maths, Belgium).
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Hospital VIII

Se trata de un hospital general de agudos ubicado en Ciudad de Buenos Aires en el que
funciona uno de los cuatro laboratorios de referencia de la red de tuberculosis de la
ciudad. El laboratorio procesa una gran cantidad de muestras para el cultivo de
micobacterias y ademads recibe aislamientos derivados de otros hospitales de la ciudad
para tipificacién de especie y/o pruebas de sensibilidad a drogas. En el periodo de
estudio este laboratorio utilizaba el sistema de cultivo BACTEC 460 (Becton
Dickinson, Sparks, MD).

Se analizaron dos episodios ocurridos en 2001 que involucraron el andlisis de seis
muestras (incluida una muestra previa de uno de los pacientes). La contaminacién de
laboratorio se confirmé en los dos episodios. Las muestras que causaron la
contaminacion eran positivas (+++) al examen microscépico directo y las contaminadas
eran negativas y en ambos casos habian sido procesadas inmediatamente después de las
muestras con alta carga bacilar. Todos los aislamientos de los dos episodios fueron
sensibles a drogas de primera linea. Nuestra base de datos en el laboratorio de referencia
contaba con el genotipo de un aislamiento anterior de uno de los pacientes involucrados
(calle 3*%), el que mostr6 claramente un perfil genético diferente al del falso cultivo
positivo (calle 2) obtenido en el evento de contaminacién cruzada de laboratorio (Figura
13).
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Figura 13. Perfiles de RFLP IS6110 de seis aislamientos involucrados en dos presuntos eventos de
contaminacién cruzada de laboratorio ocurridos en 2000 y 2001 en el Hospital VIII. El laboratorio
empleaba el sistema radiométrico de cultivo. Las barras horizontales al pie agrupan los aislamientos de
cada evento. Ambos eventos fueron confirmados por genotipificacion. Las flechas sefialan los perfiles
genéticos de los aislamientos causantes de la contaminacién. Los circulos indican los cultivos
contaminados. La calle 3* representa el genotipo original del paciente con falso cultivo positivo en calle
2. La calle 6 representa un aislamiento sospechado de contaminacién en el segundo evento pero con
sospecha descartada por RFLP. Imdgenes digitalizadas y analizadas mediante el software BioNumerics
5.1 (Applied Maths, Belgium).
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Hospital IX

Se trata de un hospital de referencia de enfermedades infecciosas ubicado en Capital
Federal. El laboratorio de micobacterias este hospital es uno de los cuatro nodos de
referencia de la red de tuberculosis de la ciudad y procesa mas de 1000 muestras
anuales para cultivo de micobacterias.

A solicitud de la bacteridloga del laboratorio, se analizé un episodio sospechado de
contaminacion cruzada de muestras con un total de siete aislamientos. Las muestras
fueron procesadas mediante el sistema de cultivo BACTEC 460 (Becton Dickinson,
Sparks, MD). Sélo una muestra resulté con examen directo positivo (++). En nuestro
laboratorio no se recibieron datos sobre la sensibilidad de las cepas involucradas, de los
registros de laboratorio ni sobre las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los
pacientes. Los patrones RFLP idénticos en los siete aislamientos permitieron reforzar
categdricamente la sospecha de la bacteri6loga responsable del envio de las muestras
(Figura 14).
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Figura 14. Perfiles de RFLP IS6110 de siete aislamientos involucrados en un presunto evento de
contaminacién cruzada de laboratorio ocurridos en 1999 en el Hospital IX. El laboratorio empleaba el
sistema radiométrico de cultivo. El evento fue virtualmente confirmado por genotipificacion. La flecha
seflala el perfil genético del aislamiento positivo al examen microscépico directo que causé la
contaminacién. Los circulos indican los cultivos contaminados. Imédgenes digitalizadas y analizadas
mediante el software BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Belgium).

Hospital X

Se trata de un hospital general ubicado en una provincia del interior del pais. El
laboratorio procesa una cantidad moderada de muestras para el cultivo de micobacterias
mediante cultivo convencional en medio s6lido de Lowenstein-Jensen.
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El laboratorio de referencia sospechd contaminacién cruzada de muestras y solicitd
todos los aislamientos obtenidos durante un periodo de un mes (abril 2003). Todos los
aislamientos fueron sensibles a las drogas anti-tuberculosis de primera linea. El paciente
cuya muestra fue la contaminante trabajaba en el quiréfano del hospital y tenia historia
de tuberculosis crénica con reiterados abandonos de tratamiento. Su muestra fue la
Unica positiva al examen microscopico directo.

Los aislamientos fueron analizados mediante RFLP, spoligoptyping y DRE-PCR. Se
observé el mismo patréon de bandas en las muestras estudiadas por las tres técnicas
utilizadas (Figura 15). Nétese que los patrones DRE-PCR tienen ciertas variaciones
entre si dentro de un perfil global semejante.

En nuestro laboratorio no se recibieron ulteriores datos sobre las caracteristicas clinico-
epidemioldgicas ni la evolucién de los pacientes. Este resulto ser el episodio mas grande
registrado en el Laboratorio de Referencia.
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Figura 15. Perfiles de RFLP IS6110 de 15 aislamientos involucrados en un presunto evento de
contaminacién cruzada de laboratorio ocurridos en abril de 2003 en el Hospital X. El laboratorio
empleaba el sistema convencional de cultivo. El evento fue virtualmente confirmado por genotipificacién.
La flecha sefiala el perfil genético del aislamiento obtenido de la muestra positiva al examen
microscépico directo que causd la contaminacién. Los circulos indican los cultivos contaminados.
Imégenes digitalizadas y analizadas mediante el software BioNumerics 5.1 (Applied Maths, Belgium).
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DISCUSION

El tema de la contaminacién cruzada en el laboratorio de tuberculosis se puso de relieve
a nivel global a raiz del enorme auge que tuvieron los métodos de genotipificacién
intra-especie de M. tuberculosis en la década de los noventa y a su aplicacién a estudios
de epidemiologia molecular (Bhattacharya 1998, Martinez 2006). Aun cuando por si sola
es insuficiente, la genotipificacion es la inica herramienta disponible en el laboratorio
de micobacterias para confirmar fehacientemente un episodio sospechado de
contaminacion cruzada. De hecho, con frecuencia son los estudios sistematicos de
genotipificacién con fines epidemioldgicos los primeros en poner en evidencia eventos
de contaminacion que habian pasado desapercibidos tanto en el laboratorio como en la
clinica (Wurtz 1998, Cronin 1998, Bearman 2002).

Para detectar episodios de contaminacion cruzada de muestras en los laboratorios de
nuestra Red Nacional de Tuberculosis es preciso, en primer lugar, sospecharlos. Para
confirmarlos es necesario evaluar en forma conjunta la informacién provista por la
historia clinica de los pacientes involucrados (tanto anterior a la toma de la muestra
como su evolucién posterior), la investigacion de foco y los resultados de la

genotipificacién. Si alguna de ellas no estd disponible, el proceso de identificacion se
complica y el evento puede quedar sin resolver.

La mayor parte de los eventos descritos en este estudio fue provista por laboratorios de
la Ciudad de Buenos Aires y sus alrededores. Esto no es de extrafar, puesto que
alrededor de la mitad de los casos de tuberculosis del pais son diagnosticados y asistidos
en esa area. Ademds, en esa drea también se concentran los hospitales de mayor caudal
de atencion de pacientes y de mayor carga de trabajo en el laboratorio de tuberculosis.
Por cierto, los bacteridlogos a cargo de esos laboratorios se encuentran entre los més
idoneos y alertas de la Red Nacional de Tuberculosis. De hecho, en la mayoria de los
casos fueron los mismos profesionales a cargo de los laboratorios de la red quienes en
primer lugar sospecharon el error y elevaron la inquietud al laboratorio de referencia. Es
probable que el fendmeno ocurra con similar frecuencia en otros laboratorios de la Red
Nacional de Tuberculosis y que pase desapercibido por desconocimiento del problema,
sobrecarga de trabajo o insuficiente motivacién. La comunicacién fluida entre el
laboratorio de origen y el de referencia es fundamental para incentivar la bisqueda de
estos eventos y resolverlos (de Boer 2002, Burman 1997, Fischl 1992, Glyn 2004,
Gutierrez 1998, Moore 2006, Ruddy 2002, Wurtz 1996, Yan 2005, Martinez 2006).

En todos los casos de nuestro estudio en los que se confirmé la contaminacién se pudo
identificar el caso fuente de la contaminacién que era positivo al examen microscopico
directo. Los cultivos contaminados eran negativos a este examen. En consecuencia,
todos los cultivos causantes de la contaminacion tuvieron desarrollo abundante mientras
que los cultivos contaminados desarrollaron tardiamente y s6lo excepcionalmente con
mds de cinco colonias. Se ha propuesto que un cultivo con tan escaso desarrollo debe
ser sistemdticamente considerado sospechoso de contaminacion (Small 1993). Este
signo de alarma bien puede ser vilido en un laboratorio general pero no en un hospital
de pediatria como el Hospital II de nuestro estudio. Por cierto, la vasta mayoria de las
muestras de casos pedidtricos suelen ser negativas o desarrollar muy pocas colonias en
el cultivo y en estos casos la diferencia con un falso positivo puede ser muy sutil.

En los eventos confirmados en este estudio el error pudo haberse producido en
cualquiera de los pasos que conforman el procesamiento bacteriolégico de una muestra
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clinica, desde la manipulacion de la muestra fresca hasta las pruebas de identificacion
(Bauer 1997, van Duin 1998). Se atribuye un riesgo mayor de falsos cultivos positivos
al uso de medios liquidos. Ciertamente, estos medios muy enriquecidos ofrecen optimas
condiciones de crecimiento a los bacilos, atin a partir de un inéculo muy pequefio y/o
después de sufrir estrés en el transporte, en el ambiente del laboratorio o durante el
procesamiento de la muestra (Tortoli 1999, Gascoyne-Binzi 2001).

De los 10 laboratorios que enviaron aislamientos, cuatro utilizaban el sistema de cultivo
BACTEC 460 (Becton Dickinson, Sparks, MD). Este sistema de deteccion radiométrica
en medio liquido tiene un factor agregado de riesgo de contaminacién cruzada ya que,
para la lectura del crecimiento, toma una muestra de la atmdsfera del frasco de cultivo
mediante una aguja que perfora uno tras otro los tapones de goma. Una sutil falla en el
funcionamiento del incinerador de la aguja puede desencadenar el traslado de bacilos
viables de un frasco de cultivo positivo a los siguientes (Alonso 2007).

El laboratorio con mayor nimero de episodios en nuestro estudio fue el de un hospital
pedidtrico que originalmente utilizaba el sistema radiométrico de cultivo (Hospital II).
En el afio 2000 se detectd y corrigié un desperfecto en el equipo de incineracién de la
aguja y el problema parecié ser superado pues no se sospechd ningtin evento en el
transcurso de 2001. Debido al riesgo biolégico de la manipulaciéon de reactivos
radioactivos, el sistema radiométrico fue cayendo en desuso y en 2002 este hospital
reemplazé el sistema radiométrico por el sistema automatizado fluorométrico MBbact
(ahora denominado BacT Alert 3D, BioMerieux). Desde entonces se observé una
disminucién notable en los eventos sospechosos de contaminacién. Sin embargo, se
produjeron nuevos episodios, aunque en menor escala, cuando se relajaron las rigurosas
medidas que habian sido adoptadas para minimizar su ocurrencia. A pesar de que los
casos pedidtricos representan, como se dijo mds arriba, un obstdculo agregado para la
identificacion de contaminacién cruzada de muestras, el alerta de la sagaz bacteridloga
de este hospital permitié identificar precozmente todos los episodios sospechosos y
evitar asi el tratamiento innecesario de los nifios involucrados (Casimir 2004).

Los episodios de contaminacién cruzada més prolongados se registraron en dos
hospitales que empleaban el método convencional de cultivo en medio sélido (Hospitales
IIT y X). En estos, y también en el Hospital I, se apunté con cierto grado de certeza al
procedimiento de decontaminacién de muestras clinicas de origen no estéril como el
causante de falsos cultivos positivos. Ciertamente, uno de los factores que contribuyen a
la contaminacién cruzada es la notable capacidad de M. tuberculosis de sobrevivir en
condiciones adversas. Los bacilos pueden permanecer viables durante periodos
prolongados en equipos o soluciones de trabajo contaminadas (Burman 2000, Ramos
1999) y hasta en material bioldgico sometido a fijacién por calor o formol (Kantor
1999). Esto es particularmente cierto para los reactivos y viales empleados en el
procedimiento de decontaminacién de especimenes clinicos que provienen de sitios no
estériles, un paso obligado para evitar el desarrollo de microorganismos ambientales o
de la flora normal de la muestra.

Una informacién de gran utilidad fue la provista por los perfiles genéticos de
aislamientos anteriores que habian sido guardados en nuestra base de datos. Estos
permitieron reforzar el resultado obtenido en algunos casos con alta sospecha (Hospital T
episodio 3) y especialmente en aquellos en los que nos se contaba con suficiente
informacién clinico-epidemiolégica (Hospital V y Hospital VIIT). En los eventos en los
que se adjunté toda la informacion de laboratorio y clinico-epidemiolégicos necesaria,
el resultado pudo obtenerse con mayor rapidez y precision.
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Es importante destacar los motivos por los que los materiales fueron remitidos al
Laboratorio de Referencia. En la mayoria de los casos, los grupos de aislamientos
sospechosos fueron enviados espontineamente desde el laboratorio de origen para
confirmar la sospecha. En otros casos las muestras fueron enviadas con otra finalidad
(vigilancia de resistencia a drogas, transmision hospitalaria, estudio de poblacion) y la
posibilidad de contaminacién se plante6 desde nuestro laboratorio (Hospital VII). En uno
de los laboratorios (Hospital I), en el curso de un estudio de poblacidn, la bacteriéloga
sospechd y confirmé precozmente tres episodios de contaminacién cruzada ocurridos
entre 1996 y 1998, lo que evitd el tratamiento innecesario de pacientes con falso
diagndstico de tuberculosis. A tal fin, la comunicacién fluida del laboratorio con el
equipo médico fue un factor determinante. Estos episodios fueron los primeros en ser
detectados en la Argentina. La tasa de contaminacion cruzada en ese laboratorio resultd
ser 2.7% de los cultivos positivos procesados anualmente (Reniero 1999).

El solapado episodio que se detectd en el Hospital III fue un hallazgo casi fortuito en el
marco de un estudio de transmisiéon nosocomial de tuberculosis. El andlisis
retrospectivo de este evento puso en evidencia la importancia de revisar los registros
diarios de protocolo del laboratorio y también los registros periédicos de recuperacién
de M. tuberculosis. Un aumento inusitado en el porcentaje de cultivos positivos durante
el mes en el que ocurrid este evento pudo haber advertido més precozmente al personal
del laboratorio sobre esta contaminacién prolongada.

Uno de los hospitales reconocié haber tenido una sobrecarga de trabajo en el periodo en
cual ocurrié la contaminacion (Hospital III). La probabilidad de que exista
contaminacion cruzada de muestras es mayor cuando existe sobrecarga de trabajo y se
procesan lotes de muchas muestras por jornada. Por otro lado, cuando se procesa un
exiguo nimero también existe riesgo de contaminacién por falta de practica, como
sucedi6 en el Hospital I. Un laboratorio (Hospital X) admitié haber reemplazado
personal en el periodo de estudio. La incorporacién de nuevo personal, mds atin si no
tiene entrenamiento adecuado, también ha sido destacada como un factor de riesgo
(Bauer 1997, Burman 1997, de Boer 2002, Ramos 1999, Wurtz 1996).

En cuanto a las técnicas utilizadas, se comprobdé una vez mdas el alto poder de
discriminacién del RFLP IS6110, el que no se alcanzé con las otras técnicas. Esto
resultd particularmente evidente en el evento 6 (Hospital II) donde se observé una
diferencia minima (banda extra débil) entre el patrén del aislamiento contaminante y los
de los dos aislamientos contaminados (Tabla 4, Figura 5, calles 6 a 8). Este hallazgo
puede ser atribuido a la incipiente aparicién de un clon mutante en la poblacién de M.
tuberculosis del caso verdadero.

Este método, a pesar de su gran laboriosidad y altos costos para nuestro laboratorio,
resulta hasta el dia de hoy irremplazable para confirmar un episodio de contaminacion,
mostrando perfectamente y con total claridad el perfil de bandas obtenido de cada cepa.
La limitacion de esta técnica se encuentra en las cepas que presentan muy pocas copias
de IS6110 en su genoma. En dicho caso, otras técnicas que utilicen otro marcador
genético superan el poder de discriminacién del RFLP. Sin embargo, en nuestro estudio
esta situacion no afecto el anélisis, probablemente porque las cepas con bajo nimero de
copias de IS6110 son infrecuentes en la Argentina.

El spoligotyping es rdpido y reproducible, no requiere ADN integro ni en grandes
cantidades y puede realizarse a partir de la muestra clinica, de un medio de cultivo
liquido o de una colonia aislada de medio sélido. Es ttil para el diagndstico clinico y

52



para estudios epidemioldgicos al mismo tiempo. Comparado con el RFLP tiene un
poder de discriminacién menor y por lo tanto produce sobreestimacion de los clusters
(Gori 2005). En nuestro caso, permitié descartar con certeza una contaminacién cruzada
cuando los spoligotipos fueron diferentes pero no confirmar una contaminacién cuando
los spoligotipos fueron idénticos.

Se utiliz6 DRE-PCR para analizar algunos de los episodios. Esta técnica es interesante
debido a que es rapida, sencilla, tiene bajo costo, no necesita ADN demasiado integro ni
en gran cantidad. Sin embargo, en el transcurso de nuestro estudio comprobamos que
los resultados no son totalmente reproducibles inter-experimento, ain en el mismo
laboratorio. Ademads, el patron de bandas no es muy nitido y la presencia de algunas
bandas débiles es algo erritica o ambigua. Por ese motivo en nuestro laboratorio resulta
util si sélo se aspira a comparar perfiles de bandas relevantes en un mismo experimento.
Como es un método de baja complejidad, accesible en nuestro medio y se completa en
s6lo ocho horas, resulta util como prueba tamiz, pero sus resultados deben ser
confirmados por otro método de genotipificacion (Ritacco 2002, Varela 2005).

Al tomar conocimiento de los resultados de este estudio, los laboratorios involucrados
se abocaron a minimizar el riesgo de contaminacién cruzada, extremando medidas de
control como asegurar el correcto flujo de aire en la cabina de seguridad bioldgica y en
el laboratorio, fraccionar en alicuotas pequefias los reactivos utilizados en el proceso de
decontaminacién, usar pipetas individuales para cada muestra, evitar formacién de
aerosoles, procesar menos de 12 muestras por sesion de trabajo, etc.

Este trabajo tiene varias limitaciones. En principio, no se trata de un estudio
prospectivo, homogéneo ni sistemdtico. Algunos de los episodios descritos habian sido
documentados con anterioridad y se los recapitula aqui con el objeto de proveer una
vision integral, descriptiva del panorama de la contaminacién cruzada en los
laboratorios de la Red Nacional de Tuberculosis. Si bien todos los aislamientos fueron
investigados por RFLP, el método de médximo poder de discriminacion, no todos
pudieron ser investigados por los tres métodos disponibles en nuestro laboratorio. Esto
se debid en parte a la inclusion de eventos recopilados de estudios anteriores y en parte
a limitaciones en la disponibilidad de muestras y reactivos. La informacion
proporcionada por los laboratorios participantes no fue exhaustiva: en un solo caso
(Hospital II) se conté con los registros diarios del laboratorio. Por su parte, la
informacion clinico-epidemiolégica en algunos casos fue francamente deficiente y en
otros, nula. En su mayoria, los eventos fueron analizados retrospectivamente, meses
después de su ocurrencia y en ningin caso se pudo demostrar fehacientemente la causa
de la contaminacién porque los materiales y/o reactivos potencialmente contaminados
ya habian sido descartados.

A pesar de sus limitaciones, este estudio permitid reconocer la existencia de
contaminacion cruzada en laboratorios de la Red Nacional de Tuberculosis, contribuir a
su comprension y difusion, tener una idea aproximada de su magnitud, identificar los
mads probables procedimientos de riesgo en nuestro medio y alertar a los miembros de la
red de eventualidad de este error de laboratorio, de los mecanismos aconsejables para
realizar su vigilancia y de las herramientas disponibles en la red para detectarla.

En suma, el Servicio de Micobacterias del Instituto Malbran brinda a los laboratorios de
la Red Nacional de Tuberculosis poderosas herramientas de genotipificacién para la
confirmacion de presuntos errores de laboratorio y la vigilancia de la calidad del
diagndstico de tuberculosis mediante cultivo.
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CONCLUSIONES

La contaminacién cruzada de muestras no es un fendmeno inusitado en los laboratorios
de la Red Nacional de Tuberculosis, ya que ha sido detectada en todos lo laboratorios en
los que se la sospechd y/o se realiz6 su vigilancia.

Este error de laboratorio ocurrié en laboratorio con alta, mediana y baja carga de
trabajo, en manos de personal altamente calificado, y empleando ya sea métodos
convencionales de cultivo en medio sélido y los mds modernos sistemas automatizados
comerciales.

El procedimiento de riesgo mds frecuente de este error de laboratorio en laboratorios
que empleaban el sistema radiométrico de cultivo fue, durante el periodo de estudio, un
defecto de funcionamiento en el dispositivo de incineracion de la aguja que penetra en
los frascos de cultivo para tomar muestra de CO,. Este sistema radiométrico
actualmente ha sido reemplazado casi completamente por sistemas automatizados no
invasivos de deteccién fluorométrica.

El procedimiento bacteriolégico mds vulnerable a este error de laboratorio continda
siendo la decontaminacién de las muestras, que es un paso obligado en muestras no
estériles como las de origen respiratorio, independientemente del sistema de cultivo
empleado.

Los tres métodos genotipicos empleados para la confirmacién de contaminacién
cruzada son utiles cuando se los emplea en forma complementaria.

En la vasta mayoria de los eventos analizados, los resultados de la genotipificacion
fueron avalados por la informacién bacterioldgica, los registros de protocolos de
laboratorio y/o la informacion clinico-epidemiolégica.
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