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Resumen 

Con el fin de validar una técnica de cromatografía líquida de alta presión (HPLC) para la 
identificación de Mycobacterium tuberculosis, se evaluaron 164 aislamientos de Myco- 
bacterium spp. entre octubre de 1994 y octubre de 1995 en la Corporación para 
lnvestigaciones Biológicas (CIB). Todas las cepas provenían de pacientes y pertenecían 
a la colección de cepas del Laboratorio de Bacteriología de la CIB y fueron identificadas 
tanto por las pruebas bioquimicas tradicionales como por HPLC. Las pruebas 
bioquímicas se consideraron como el estándar de oro. Según éstas, 80 cepas fueron 
identificadas como M. tuberculosis y 84 como diferentes a M. tuberculosis. Dos cepas 
de M. tuberculosis fueron identificadas en forma incorrecta por HPLC, una de ellas fue 
identificada como M. bovvic-BCG y la otra como M. intracellulare. La sensibilidad de 
HPLC para la identificación de M. tuberculosis fue de 97,5%, la especificidad fue de 
100%, el valor predictivo positivo de la prueba de 100% y el valor predictivo negativo de 
97,7%. 

Summary 

In order to validate a high-pressure liquid chromatography (HPLC) technique to identify 
Mycobacterium tuberculosis, 164 Mycobacterium spp. strains were evaluated between 
October 1994 and October 1995 at the Corporación para Investigaciones Biológicas 
(CIB). All strains carne from patients and belong to CIB's Bac:ariological Laboratory's 
collection of strains and were identified by traditional biochemical tests as well as 
HPLC. The biochemical tests were considered to be the gold standard. According to 
these, 80 strains were identified as being M. tuberculosisand 84 as being different to M. 
tuberculosis. Two strains of M. tuberculosis were identified incorrectly by HPLC; one of 
these was identified as being M. bovis-BCG and the other as M. intracelulare. The test's 
sensitivity was 97.5%, the specificity 100%, the positive predictive value (PPV) 100% 
and the negative predictive value (NPV) 97.7%. 

En el diagnóstico actual de la tuberculosis factor clave en el control de la tuberculosis es el 
(TBC), la principal limitación del cultivo es la diagnóstico precoz de todos los casos, surge la 
lentitud del crecimiento de M. tuberculosis. Con necesidad de contar con técnicas de laboratorio 
el método tradicional de cultivo, el tiempo rápidas, sensibles Y específicas Para el 
necesario para el aislamiento del germen es de aislamiento inicial y la identificación (1-5). 

3 a 4 semanas Y la identificación tarda 3-6 En los últimos años, se han desarrollado nuevos 
Semanas más. Si se tiene en Cuenta que un métodos para el aislamiento e identificación de 
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Figura 1. Diagrama de flujo del método de extracción de ácidos micólicos. 

inóculo 26 x lo8  UFC 

a partir del cultivo en Lowenstein-Jensen 

+ 
2 mL de KOH (KOH al 25% en metano1 al 50%) 

Autoclave durante una hora a 120QC 

Enfriamiento 

+ 
2 mL de cloroformo y 1,5 mL de ácido clorhídrico 625  M 

Agitación 

Separación de la fase orgánica 

Evaporación con nitrógeno a 85% 

0, l  mL de bicarbonato de potasio al 2% en metanol-agua (1 :1) 

Evaporación 

1 mL de cloroformo y 50 pL del reactivo de derivatización 

(bromuro de p-bromofenacilo, Pierce Chemical Company) 

L Agitación por 30 seg y calor por 20 min a 85°C 

Enfriamiento 

+ 
1 mL de ácido clorhídrico 3,12 M r Agitacidn y separación de la fase orgAnica 7 Evaporación y resuspensión en 100 mL de diclorometano 

L Inyección de 20 bL en el cromatógrafo 

fue de 2,5 mL1min y la temperatura de la Una vez enumerados los picos, se obtuvo la la 
columna fue de 20°C. relación de alturas de los picos 315 v 417. Si la 

Para la identificación de los picos se obtuvo el relación de las alturas de los picós 315 era 

tiempo de retención relativo (TRR) mediante la menor de 0,25 y la de los picos 417 menor de 

diferencia entre el tiempo de retención (TR) del 0,5 se trataba de M. tuberculosis, según lo 

estándar interno (p-bromofenacilo) (Pierce, descrito por Butler y col. (15). 

Rockord, Illinois, USA) y el TR del pico de Resultados 
interés. Con el TRR de 1,89 + 0,03, se identificó 
el pico 7 y, a partir de allí, se enumeraron los Con las condiciones cromatográficas anotadas, 

demás picos (figura 2) (15). se logró la extracción de los ácidos micólicos 
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Cuadro 2. Tiempos de retención de los picos caracteristi- 
cos de 78 cepas de M. tuberculosis. 

Pico 3 4 5  6 7 8  9 

DE: desviación estándar 
CV: coeiicienle de variación 

de ellas se identificó como M. bovis-BCG y la 
otra como M. Mtracellulare. 

Figura 2. Cromatograma característico de M. tuberculo. La sensibilidad de HPLC para la identificación 
sls; obsérvese la presencia de un solo grupo de 7 picos. c?? M. tuberculosis fue de 97,5%, la 
¡Si: estándar interno especificidad de 100%, el valor predictivo 

sin interferencias. Cada análisis duró 12 min. 
positivo (VPP) de 100% y el valor predictivo 

Los ésteres de ácidos micólicos eluyeron en un negativo (VPN) de 97,7%. 

tiempo entre 7,710,09 y 9,3+0,11 min, con un Discusión 
patrón de un solo grupo de picos y el estándar 
interno en 10,7+0,16 min. El cromatograma 
característico de M. tuberculosis muestra un 
solo grupo de 7 picos tal como aparece en la 
figura 2. De éstos, los más importantes para la 
correcta identificación son el 3, 4, 5 y 7, cuya 
relación de alturas permite definir el complejo M. 
tuberculosis. El coeficiente de variación (CV) 
para los TRR de todos los picos fue menor de 
4%. El cuadro 1 presenta el promedio, la 

La identificación de M. tuberculosis por HPLC 
fué un método rápido, reproducible, sensible y 
especifico cuando se comparó con las pruebas 
bioquímicas. Mientras que las últimas requerían 
cuatro pruebas (tiempo de crecimiento superior 
a 7 días, niacina y nitritos positivos y catalasa 
negativa) y un tiempo mínimo de 1 mes para 
confirmar la identificación, HPLC solo necesitó 
un proceso de extracción que tardó 2 horas y la 

desviación estándar y 10s coeficientes de separación cromatográfica que tomó 12 
variación de los TRR para todos los picos. minutos. En síntesis, el método cromatográfico 

puede reducir el tiempo de identificación en 4 a 
Según las pruebas bioquímicas, 80 cepas 6 semanas, ~ 1 1 0  implica la iniciación más 
fueron identificadas como M. tuberculosis y 84 de la terapia y el más rápido control de 
como diferentes a M. tuberculosis (cuadro 2). diseminación de la infección, 
Dos cepas de M. tuberculosis fueron 
identificadas en forma incorrecta por HPLC, una Cuando se compara el método de HPLC-UV 

para la identificación de M. tuberculosis a partir 
Cuadro 1. Lista de 84 especies de micobacterias del cultivo, con los métodos clásicos, dicha 
diferentes a M. fuberculosic según identificación identificación es correcta en más del 98% de 
bioquimica, CIB, 1994.1995. 

los casos según diferentes autores. Glickman y 
Número 

Especie cepas 

M. avlum-inlracelluiare 16 
M. fortuitum 15 
M. ferrae 9 
M. gordonae 7 
M. chelonae 6 
M. fiiavescens 5 
M. marlnum 4 
M. .hiel 3 

Número 
Especie cepas 

M. bovis 2 
M. smegmaiis 2 
M vaccae 2 
M. paraforiuifum 2 
M. szuiigai 2 
M. xenopi 1 
M. gastri 1 

col., en 1994, lograron la identificación de 
diferentes aislamientos de M. tuberculosis, 
utilizando un programa de reconocimiento de 
patrones de picos obtuvieron una concordancia 
entre el método de HPLC y el método 
tradicional del 99% (13). Tanto en el estudio de 
Guthertz y col. como en el de Butler se logró 
una concordancia entre los 2 métodos de 100% 
(14, 15). 
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Cuadro 3. Identificación correcta por HPLC de M. tuber- 4. Ochoa LC, et al. Series cronológlcas de salud. 
culosis segun diferentes autores. Medellin: Dirección Seccional de Salud de Antioquia.; 

1994. 
Autor  No. cepas No. confir. Concor. 
(Ref.) evaluadas HPLC V.) 5. Estrada S. Diagnóstico y manejo terapéutico del pa- 

ciente con SIDA-TBC. Boletín Epidemiolóqico de 
13 649 648 99 Antioouia 1994:33-41 
14 122 122 1 O0 
15 31 9 31 9 1 O0 6. Kaufman S, van Embden J. Tuberculosis: a 

CIB 82 80 98 neglected disease strikes back. Trends in Microbiology 
1993;1:2-5. 

Ei cuadro 3 presenta una comparación entre los 7- Pfaller MA. Application of new technology to the 

tres estudios mencionados y el presente trabajo deiection, identification and antirnicrobiai susceptibiiity 
testing of Mycobacteria Clin Microbiol lnfect Dis 

e incluye el número de cepas evaluadas, el 1994;329-37. 
número confirmado por HPLC y la concordancia 

8. Sepkowi tz  KA. Tubercuiosis at the end of the entre los métodos. twentieth centurv. Eur J Clin Microbiol lnfect Dis 

Actualmente, en algunos de los laboratorios de 1994;13: 902-7. 

referencia a nivel mundial, se utiliza de rutina la 9. Barnes PF. Tuberculosis n the 1990s. Ann intern 

identificación de micobacterias por HPLC-UV Med 1993;119:400-10. 

(13-16). Para la interpretación más ágil, versátil 10. Kathleen D, et al. Diagnosis of tuberculosis: present 
y exacta de los cromatogramas ya se dispone and f'UUre. Seminars in Respiratory lnfections 1989; 

de un programa de computador que reconoce 4:171-81. 

los patrones cr~mato~ráficos (1 4). 11. Sal f inger  M, Pfy f fer  GE. The new diagnostic 
mycobacteriology laboratory. Eur J Clin Microbiol lnfect 

Adicionalmente, el método de HPLC ha sido Dis ~994;13:961-79. 

mejorado últimamente mediante la utilización de 
un detector de fluorescencia a cambio del 
ultravioleta, De esta forma, la sensibilidad se 
incrementa 200 veces, permitiendo la 
identificación de micobacterias directamente a 
partir de muestras clínicas o de cultivos con 
escaso crecimiento (17). 

Una ventaja adicional del método HPLC es que 
permite diferenciar a las micobacterias de otros 
microorganismos que contienen ácidos 
micólicos en su pared tales como 
Rhodococcus, Nocardia, Gordona y Corynebac- 
terium (1 3). 
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