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OBJETIVOS: El objetivo de este trabajo ha sido evaluar
una técnica de amplificacion molecular comercializada
(LCx® MTB, Abbott Diagnostica) en el diagnéstico de tuber-
culosis con muestras diferentes al esputo.

MATERIAL Y METODO: Hemos trabajado con 99 muestras,
diferentes al esputo, pertenecientes a otros tantos pacientes
(lavado broncoalveolar, liquido pleural y ascitico, muestras
fecales, hemocuitivos, biopsias de diferente procedencia, re-
accién en cadena de la polimerasa, liquido cefalorraquideo,
orina y jugo gastrico) y 14 esputos (10 con sospecha clinica
de tuberculosis y cuatro procedentes de pacientes diagnosti-
cados y tratados de tuberculosis de forma correcta al menos
durante un mes). Todas las muestras se procesaron con el
sistema LCx® MTB, segiin las instrucciones del fabricante.
La referencia diagnoéstica fue el medio Lowenstein-Jensen, y
en los casos discrepantes se tuvo en cuenta el grado de sos-
pecha clinica, la respuesta al tratamiento y la histologia.

RESULTADOS: De las 99 muestras, siete fueron positivas
con LCx y, de éstas, seis fueron Lowenstein-Jensen positivas
y una no pudo ser valorada por contaminacién del cultivo.
Hubo un caso con Léwenstein-Jensen positivo y LCx negati-
vo. Tan sélo una muestra present6 tincién de Ziehl-Neelsen
positiva. Noventa y dos muestras fueron LCx negativas, no
presentando crecimiento 91 de ellas. Estos datos otorgan
una sensibilidad a la técnica del 86% y una especificidad del
98%. Hubo 4 casos de micobacterias atipicas, con LCx ne-
gativo en todas ellas.

ConcLUSIONES: El sistema LCx permite un diagnéstico de
tuberculosis con muestras diferentes al esputo sencillo, rapi-
do, sensible y especifico.
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The usefulness of a gene amplification diagnostic
technique (LCx®MTB) for tuberculosis:
preliminary results with non-sputum samples

OBJECTIVE: To evaluate the use in non-sputum samples of
a commercial molecular amplification kit (LCx®MTB, Ab-
bott Diagnostica) (LCx) for the diagnosis of tuberculosis.

MATERIAL AND METHOD: Ninety-nine non-sputum samples
from the same number of patients (bronchoalveolar, pleural
and ascitic fluid, fecal samples, blood cultures, biopsies from
different sites, cerebrospinal fluid, urine and gastric juices)
and 14 sputum samples (10 from patients clinically suspec-
ted of havig tuberculosis and 4 from patients diagnosed of
tuberculosis and undergoing appropriate treatment for at
least one month). All samples were LCx processed according
to the manufacturer’s instructions. The reference diagnosis
was obtained by the Lowestein-jensen method and when re-
sults were inconsistent, we took into account the degree of
clinical suspicion, response to treatment and histology.

REsuLTS: Seven of the 99 samples were positive by the
LCx technique, and 6 of the 7 were also LJ positive; 1 could
not be evaluated because of culture contamination. One LJ
positive culture was L.Cx negative. Only one sample was po-
sitive by Ziehl-Neelsen (ZN) staineng. Ninety-two samples
were LCx negaative, with 91 showing no growth at all. Sen-
sitivity was 86 % and specificity 98 %. Atypical mycobacteria
were detected in 4 cases, all of which were L.Cx negative.

CoNcLUSIONS: Diagnosis of tuberculosis by applying the
L.Cx sustem to various types of samples other than sputum
is simple, rapid, sensitive and specific.

Key words: Tuberculosis. Sputum. Molecular amplification.

Introduccién

El diagnéstico de la tuberculosis se caracteriza por
padecer de cierta lentitud, sobre todo en formas extra-
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pulmonares. Estas formas clinicas suelen ser poco baci-
liferas, y en ellas la tincién de Ziehl-Neelsen es con fre-
cuencia negativa, por lo que es necesario esperar, para
llegar al diagnéstico definitivo, al crecimiento, general-
mente tras varias semanas, en los medios de cultivos
adecuados'.

El desarrollo de técnicas moleculares ha permitido el
diagndstico mas sensible y rdpido de ciertas enfermeda-
des. El uso de las técnicas de amplificacién para el
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diagnéstico de Mycobacterium tuberculosis en muestras
respiratorias ha ofrecido resultados esperanzadores, in-
cluso en pacientes infantiles*®. Sin embargo, la expe-
riencia con muestras de origen diferente al esputo es es-
casa.

El sistema LCx® MTB, Abbott Diagndstica, es un
sistema que se basa en la reaccidn en cadena de la liga-
sa para detectar la presencia de ADN y ya ha sido eva-
luado para otro tipo de microorganismos’. Asi mismo,
ha sido usado para diagnosticar tuberculosis, principal-
mente en esputos®’,

El objetivo de este trabajo es evaluar la capacidad del
sistema comercial LCx® MTB, Abbott Diagndstica, en
el diagndstico de la tuberculosis, usando muestras clini-
cas diferentes al esputo.

Material y método

Muestras clinicas

Se han estudiado 99 muestras clinicas diferentes al esputo,
pertenecientes a 99 pacientes de los Servicios de Neumologia
del Hospital Universitario de Canarias y de Neumologia y Pe-
diatria del Hospital Nuestra Sefiora de la Candelaria. Las ca-
racteristicas de estas muestras y de los pacientes se exponen
en la tabla 1. Se evaluaron también 14 esputos, de los cuales
10 pertenecian a pacientes con sospecha clinica de tuberculo-
sis y los otros 4 esputos procedian de pacientes ya diagnosti-
cados de tuberculosis, con un cultivo en medio sélido positivo
y en tratamiento tuberculostdtico correcto con al menos un
mes de cumplimiento del mismo.

Método de descontaminacion

Todas las muestras se procesaron el mismo dia de su llega-
da al laboratorio. Las muestras se descontaminaron con N-
acetilcisteina-NaOH!'?. En todos los casos, la mitad del sedi-
mento resultante se sembré en medio de Lowenstein-Jensen,
y se conservé a =20 °C la otra mitad hasta la realizacion del
ensayo de LCx® MTB.

Ensayo con LCx® MTB

Las muestras se procesaron para el sistema LCx® MTB si-
guiendo las instrucciones del fabricante para muestras respira-
torias, ya que no existen protocolos especificos sobre la ma-
nera de procesar otro tipo de muestras. El ensayo consiste en
tres pasos diferentes:

1. Extraccién de inhibidores de la muestra, que se realiza
con buffer de resuspensiéon de muestras respiratorias de LCx
(LCx Respiratory Specimen Resuspensién Buffer) y extrac-
cién del ADN bacteriano por lisis mecdnica (LCx Lysor).

2. Amplificacion especifica del fragmento del ADN estu-
diado. El fragmento amplificado corresponde al gen encarga-
do de codificar la proteina antigeno b de 38 kD, que es espe-
cifico de Mycobacterium tuberculosis"'. La amplificacion se
lleva a cabo en un tubo de amplificacién propio del sistema
(LCx Tuberculosis Amplification Vial), que contiene los ele-
mentos necesarios para la misma. El protocolo del termocicla-
dor es el siguiente: 94 °C durante un segundo, 55 °C durante
un segundo y 69 °C durante 40 segundos. El nimero de ciclos
es de 37.

3. Deteccion del producto amplificado, que en este caso no
es visual, sino a través de un enzimoinmunoanalisis automati-
zado y de lectura objetiva (LCx Reaction Cell y LCx Analy-
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TABLA'1
Distribucion de muestras

20 lavados broncoalveolares
19 orinas

17 jugos géstricos

15 liquidos pleurales

11 biopsias

8 LCR

4 liquidos asciticos

3 muestras fecales

2 hemocultivos*

*Previo procesamiento por un sistema automatico de hemocultivos (BACTEC).
Las muestras fecales y de hemocultivos procedian de pacientes VIH+. Las 11
biopsias se distribuian asi: 7 biopsias ganglionares (de pacientes VIH+), 2 biop-
sias cutdneas, 2 biopsias pleurales y una biopsia paracostal. LCR: liquido cefalo-
rraquideo.

TABLATI
Distribucién de resultados del LCx
Tipo de muestra LCx positivo LCx negativo
Lavado broncoalveolar 0 20
Orina 0 19
Jugo géstrico 0 17
Liquido pleural 3 12
Biopsia 2 9
LCR 0 8
Liquido ascitico 0 4
Heces 1 2
Hemocultivo 1 1
Total 7 92

LCR: iquido cefalorraquideo.

zer). El valor umbral de positividad de una muestra se esta-
blece hallando el 30% de la media de los dos calibradores uti-
lizados en cada tanda de trabajo. Asi mismo, se utilizaron
siempre controles positivos y negativos en cada sesion de tra-
bajo.

Tincion y cultivo
Todas las muestras se tifieron con la tincién de Ziehl-Neel-

sen y se sembraron en medio sélido de Lowenstein-Jensen,
que sirvié como técnica de referencia diagndstica.

Resultados

Muestras diferentes al esputo

De las 99 muestras que se estudiaron, en siete se ais-
16 Mycobacterium tuberculosis en el cultivo. De éstas,
seis fueron positivas con el L.Cx (tabla 11). La muestra
que resultd negativa para LCx y positiva con el medio
de Lowenstein-Jensen correspondia a una biopsia pleu-
ral de un paciente con diagnéstico de derrame pleural
en estudio. Al paciente se le realizaron varias biopsias
pleurales percutdneas que por su pequefio tamaifio no se
pudieron fragmentar, de manera que una de estas mues-
tras se remitié para el estudio microbioldgico para tin-
cion y cultivo y a otro fragmento se le realizé el LCx.
Al no tratarse de la misma muestra, no se puede asegu-
rar que ambas fueran pleurales, es decir, que fueran
muestras optimas, por lo que la comparacion de los re-
sultados por los distintos métodos puede ser dificil de
establecer.
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Hubo un séptimo caso con LCx positivo en el que el
cultivo se contamind, por lo que no podemos valorar el
resultado de éste. Se trataba de una paciente con una
masa paracostal de la que se realizé una biopsia quirtirgi-
ca, y se observé durante la intervencion la liberacion de
una gran cantidad de material semejante al cdseum. La
paciente fue tratada con tuberculostiticos con curso clini-
co favorable, por lo que esto nos induce a pensar que re-
almente se trataba de un caso de tuberculosis, el octavo
de la serie, como asi parecfa indicar el resultado del LCx.

En 4 casos se aislaron micobacterias no tuberculosas:
M. chelonei, M. avium-intracellulare y dos micobacte-
rias atipicas no identificadas. El LCx en todos estos ca-
sos fue negativo.

En resumen. hubo 87 casos con todas las técnicas ne-
gativas, cuatro con crecimiento para micobacterias ati-
picas y LCx negativo. un caso con sélo LCx positivo.
otro que presentaba linicamente crecimiento en medio
de Lowenstein-Jensen y 6 muestras con crecimiento y
resultado de LCx positivos (tabla I1I).

De las 7 muestras con aislamiento en medio de Lo-
wenstein-Jensen, so6lo una de ellas fue Ziehl-Neelsen
positiva.

Como resultado, y descartando como tuberculosis el
caso sin crecimiento al valorar como técnica de referen-
cia el cultivo en medio sélido, el LCx demuestra en
nuestra serie una sensibilidad del 86% (6 muestras posi-
tivas sobre 7 casos confirmados) y una especificidad del
98,9% (91 muestras negativas sobre 92 casos sin creci-
miento, una vez excluidas las cuatro micobacterias atipi-
cas).

Muestras de esputo

De los 10 esputos analizados con sospecha clinica de
tuberculosis, seis de ellos presentaron todas las pruebas
diagndsticas negativas: tincién, cultivo y LCx. Los cua-
tro restantes tuvieron crecimiento en medio de Lowens-

TABLA 111
Resultados globales segiin la técnica diagnéstica

LCx*MTB

Resultado de cultivo Tincion

Positivo | Negativo

Positivo (n=7) Positiva 1 0
Negativa 5 1
Contaminado (n=1) Positiva 0 0
Negativa 1 0
Negativo para M. tuberculosis Positiva 0 0
(n=R87) Negativa 0 87
Positivo para micobacterias Positiva 0 2
alipicas (n=4) Negativa 0O 2

tein-Jensen y el resultado del LCx fue, asi mismo, posi-
tivo. Sélo en dos de estos casos la tincién de Ziehl- Ne-
elsen fue positiva.

Los 4 esputos procedentes de pacientes con al menos
un mes de tratamiento tuberculostdtico correcto y con
buen cumplimiento fueron negativos en todas las técni-
cas (tabla IV).

Discusién

Uno de los problemas que plantea el diagnéstico de
tuberculosis es el lento metabolismo de Mycobacte-
rium tuberculosis, que exige esperar al menos 8 sema-
nas a la hora de descartar un cultivo como negativo!?,
Este inconveniente se acrecienta en muestras no respi-
ratorias, en las que el nimero de micobacterias es muy
bajo y escapa a la sensibilidad de la tincién. En estas
muestras, las técnicas de amplificacion genética, de
elevada sensibilidad, pueden desarrollar todo su poten-
cial diagnéstico con mayor rendimiento™'*'*. Sin em-
bargo, existe poca experiencia en la aplicacién de esta
tecnologia con muestras diferentes al esputo y mads
ain con sistemas estandarizados. dado que los que es-
tdn comercializados se han disefiado para este tipo de
muestra.

El sistema LCx® MTB es uno de estos ensayos estan-
darizados y de ejecucion sencilla. Nuestros resultados.
usando incluso el protocolo del fabricante para muestras
de esputo, ponen de manifiesto una especificidad muy
elevada del 98,9%, al igual que los de otros autores'™!'°,

La sensibilidad obtenida, del 86%. puede ser mds alta
de la senalada si se consideran algunos aspectos de las
2 muestras discrepantes. En un caso en el que el LCx
fue positivo, pero el cultivo se contamind, el aspecto
clinico de la lesion, asi como la historia de la paciente,
la histologia y la respuesta al tratamiento indican la
existencia de una tuberculosis en la pared costal. Si lo
consideramos como verdadero positivo corresponderia
al octavo caso de tuberculosis (siete con crecimiento y
este caso), y la sensibilidad aumentaria al 87.5% (7 ca-
sos de ocho).

En el otro caso discrepante, el resultado negativo del
LCx podria haber sido debido bien a un fallo diagnésti-
co del sistema por presencia de inhibidores en la mues-
tra, o bien a una muestra no adecuada. En el primer su-
puesto, su deteccién en las muestras no respiratorias
puede llegar a ser de hasta el 20%"". El sistema LCx®
MTB no permite detectar su presencia. Sin embargo, el
equipo Cobas Amplicor® PCR de Laboratorios Roche,
sistema que posee un control de amplificacién interna
para cada muestra, s facilita la monitorizacion de facto-
res inhibidores de las muestras clinicas'®.

TABLA 1V
Comparacién de los resultados obtenidos por diferentes técnicas con esputos
Tincién de Zichl-Neelsen Medio de Lowenstein-Jensen LCx
Esputos
Positiva Negativa Positivo Negativo Positivo Negartivo
10 sospechas clinicas 2 8 4 6 4 6
4 postratamiento 0 4 0 4 0 4
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TABLA V
Comparacién entre el tiempo de crecimiento en medio
solido y la tincion para detectar la presencia
de M. tuberculosis en 8 casos

Nimero Tipo Crecimiento en medio Tincién
de de de Lowenstein-Jensen de
caso muestra (tiempo en ) Ziehl-Neel:
| Liquido pleural 7 Negativa
2 Liquido pleural 5 Negativa
3 Liquido pleural 5 Negativa
4 Hemocultivo 6 Negativa
5 Heces 4 Negativa
6 Biopsia ganglionar 3 Positiva
7 Biopsia paracostal Contaminado Negativa
-8* Biopsia pleural 4 Negativa

*LCx negativo.

Por otro lado, pudiera ser que la muestra no tuviera
realmente pleura, o bien que la heterogeneidad de la
distribucién de las micobacterias en las serosas explica-
se que en el fragmento pleural analizado no hubiera mi-
cobacterias>'>". Esto tltimo nos hace pensar que en las
formas pleurales seria conveniente enviar, al menos
para el estudio molecular, varios fragmentos de distintas
localizaciones.

Es necesario evaluar también la rapidez en el estable-
cimiento del diagndstico. Al observar los datos de la ta-
bla V, vemos cémo de los 7 casos con cultivo positivo
tan sélo en uno la tincion de Ziehl-Neelsen fue diagnds-
tica, por lo que en todos los casos restantes habria que
haber esperado un minimo de 3 semanas y un maximo
de siete para comenzar a tratar al paciente. Con la técni-
ca molecular, el tiempo que se tarda en procesar una
muestra (incluyendo las incubaciones) es de 7-8 h, pero
el procedimiento estd disefiado para ser ejecutado, si se
desea, en dos jornadas distintas de trabajo, existiendo
un paso que se puede dejar realizdndose a lo largo de la
noche.

A lo largo de nuestro estudio, hemos observado
otros dos factores de relevancia. El primero se refiere
a los casos de micobacteriosis atipicas, donde el culti-
vo fue positivo y el LCx negativo, indicando la correc-
ta especificidad en la amplificacion, pudiendo diferen-
ciar entre micobacteriosis tuberculosa y atipica. En su
vertiente clinica, esta observacién permite orientar ha-
cia esta posibilidad a aquellos casos con tincién positi-
va y LCx negativo, a la espera del crecimiento de Ia
micobacteria. Este factor ha sido observado por otros
autores con el mismo sistema que el usado por noso-
trOS()'I("ZO.

El otro factor observado lo constituyen los casos
con tuberculosis ya diagnosticada y en tratamiento. En
nuestro estudio, los 4 casos fueron negativos con todos
los métodos, aunque se trata de una serie muy corta.
Con mayor numero de casos, Kennedy et al si obser-
van cierta utilidad en la aplicacién de esta técnica en
la valoracion de la respuesta a la terapia antituberculo-
sa, mientras que otros autores encuentran resultados
positivos a pesar de la esterilizacién de los cultivos
después de un tratamiento correcto®™?'. Estas discre-
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pancias hacen necesario disefiar estudios que aclaren
si las técnicas de deteccion de ADN tienen algiin papel
en el control de la eficacia del tratamiento, si bien su
alta sensibilidad, su capacidad de detectar ADN de
bacterias no viables y su coste no parecen otorgarle
este papel.

En conclusion, es posible afirmar que el sistema
LCx® MTB puede ser aplicado a muestras diferentes al
esputo con un buen rendimiento diagnoéstico. Al ser un
sistema comercial, es de ejecucion facil y sencilla, ade-
mas de rapido, sensible y especifico.
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