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Valoracion clinica de la prueba Amplified Mycobacterium
tuberculosis Direct 2 (AMTD-2, GenProbe)
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OBgETIVO. Evaluar la rentabilidad del Amplified
Mycobacterium tuberculosis Direct Test 2- Gen-Probe
(AMTID-2) en la deteccidén de Myccbacterium tuberculosis
en muestras con baciloscopia negativa.

PACIENTES Y METODOS. Desde enero a diciembre de 1999, se
incluyeron en el estudio 683 muestras, 333 respiratorias
y 350 no respiratorias, de 457 pacientes. Se incluyeron
todas la muestras de pacientes infectados por el virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH), las muestras
respiratorias de los pacientes con sospecha de
tuberculosis pulmonar (al menos dos por paciente) y
todas las muestras no respiratorias. Como método de
referencia diagndstica se considerd el aislamiento en
cultivo. En los casos discordantes se revisaron los datos

clinicos y se considerd como criterio de referencia el

diagndstico clinico final. Ia frecuencia de realizacitn de la

técnica fue de una vez por semana.

REsSULTADOS . Los resultados de sensibilidad, especificidad y
valor predictivo positivo y negativo respecto al cultivo
fueron 58,9%, 93,9%, 37,1% y 97,4% respectivamente.
Después del andlisis de las discrepancias, estos

97,7%, 73,1% y 96,8%
respectivamente. En muestras respiratorias fueron
67,6%, 98,65%,
respiratorias 76,5%, 96,9%, 56,5% y 98,7%

resultados fueron 70,4%,
86,2% y 95,9% y en muestras no

respectivamente. Los tiempos medios de diagnéstico por
cultivo y por AMID-2 fueron 20,3 dias (rango: 10-63
dias) y 5,75 dias (rango 2-20 dias) respectivamente.
ConcLusIONES. El AMID-2 es un método rapido de
diagnéstico cuando los datos clinicos son compatibles
con una tuberculosis activa. Sin embargo, debido al bajo
valor predictivo positivo ante un Gnico resultado positivo
en una nmuestra de un paciente sin una clinica sugestiva,
seria conveniente obtener muestras sucesivas para
confirmar el resultado.
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Clinical evaluation of the Amplified Mycobacterium
Tuberculosis Direct 2 test (AMTD-2, GenProbe)
for rapid diagnosis of tuberculosis

OrgeTivE. TO evaluate the performance of the Amplified
Mycobacterium tuberculosis Direct Test 2- Gen Probe
(AMID- 2) for direct detection of Mycobacterium
tuberculosis in smear-negative samples.

PATIENTS AND METHODS. From January to December 1999,
683 specimens, 333 respiratory and 350 non-respiratory
ones collected from 457 patients, were included in the
study. All the samples of HIV-positive patients, the
respiratory samples from patients suspected of having
pulmonary tuberculosis (at least two by patient) and all
non-respiratory samples were included. As diagnosis
method of reference, the culture isolation was
considered. Clinical data were analyzed in case of
discrepant results and clinical diagnosis was considered
the reference criteria. The technique was performed
once a week.

ResurTs. The sensitivity, specificity, and positive and
negative predictive values of this assay were 58.9%,
93.9%, 37.1% and 97.4% respectively related to the
standard culture. When referred to clinical diagnosis of
active tuberculosis, these values improved to 70.4%,
97.7%, 73.1% and 96.8% respectively (in respiratory
98.6%, 86.2% and 95.9% and in
nonrespiratory ones 76.5%, 96.9%, 56.5% and 98.7%

samples were 67.6%,

respectively). The mean time of diagnosis by culture and
by AMID-2 were 20.3 days (range 10-63) and 5.7 days
(range 2-20) respectively.

Discussion. It is concluded that AMID-2 is a rapid
diagnosis method when clinical data are sugestive with
active tuberculosis. However, due to the low positive
predictive value, it would be convenient to dbtain
successive samples to confirm the result in patients
without clinical evidence of tuberculosis.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis AMTD-2
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La deteccion precoz del complejo Mycobacterium tuber-
culosis en muestras clinicas es esencial en el control y
prevencion de la tuberculosis!, debido a que la rapidez en
la identificaciéon de los individuos enfermos y en la ins-
tauracion de un tratamiento efectivo reducira la trans-
mision de la enfermedad.

Tradicionalmente, el diagnéstico de laboratorio se ha
basado en el examen directo mediante tinciones acido-
alcohol resistentes y en el aislamiento en medios de cul-
tivo. La baciloscopia es un método rapido, pero presenta
baja sensibilidad cuando se realiza a partir de muestras
paucibacilares?. En cuanto al cultivo, a pesar de que
actualmente se utilizan medios liquidos mas rapidos, se
requiere un tiempo medio superior a 11-13 dias para
detectar un positivo a partir de muestras con baciloscopia
positiva y de al menos 15-20 dias a partir de muestra con
baciloscopia negativa®*. Ademés, la rentabilidad diagnés-
tica es baja en ciertas situaciones®”.

Por ello, en los ultimos afios se han desarrollado técni-
cas de amplificacion de 4cidos nucleicos que permiten
realizar de forma rdapida un diagnéstico especifico del
complejo M. tuberculosis con buena sensibilidad®1.,

El objetivo del presente estudio fue evaluar la rentabili-
dad de uno de estos métodos, el Amplified Mycobacterium
tuberculosis Direct Test 2- Gen-Probe (AMTD-2) en el
diagnoéstico de rutina de la tuberculosis en pacientes adul-
tos cuyas muestras fueron negativas por tincion.

Pacientes y métodos

Desde enero hasta diciembre de 1999 se incluyeron en el estudio
683 muestras, 333 respiratorias (277 esputos y 56 muestras obteni-
das por fibrobroncoscopia) y 350 no respiratorias (106 liquidos cefa-
lorraquideos [LCR], 94 pleurales, 30 articulares, 29 asciticos, 5 peri-
cardicos, 18 aspirados de adenopatias, 18 colecciones purulentas, 9
orinas, 8 aspirados de médula 6sea y 33 biopsias obtenidas de dife-
rentes localizaciones) de 457 pacientes. Se incluyeron todas las
muestras de pacientes infectados por el virus de la inmunodeficien-
cia humana (VIH), las muestras respiratorias de los pacientes con
sospecha de tuberculosis pulmonar (al menos dos por paciente) y
todas las muestras no respiratorias en los casos en los que se solici-
t6 descartar un diagnéstico de tuberculosis. Se eliminaron los
pacientes con muestras con baciloscopia positiva.

En todas las muestras se realiz6 examen directo mediante tincion
de auramina y/o Ziehl-Neelsen y cultivo en medio liquido (BACTEC-
MGIT 960-Becton Dickinson) después de digestién-descontamina-
cion por el método de la N-acetilcisteina-NaOH. Los liquidos estéri-
les, las biopsias y los aspirados de adenopatia y médula 6sea se cul-
tivaron ademds en medio de Lowenstein-Jensen con y sin piruvato.
Todos los cultivos se incubaron 8 semanas. La identificacion del com-
plejo M. tuberculosis se realizé mediante hibridaciéon con sondas de
4cidos nucleicos (AccuProbe, Gen-Probe). La prueba AMTD-2 se rea-
1liz6 siguiendo las instrucciones del fabricante, con una periodicidad
de una vez por semana. De forma resumida, 450 ul de las muestras
descontaminadas diluidas en 50 ul de tampén de diluciéon de mues-
tras se sonicaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para
la amplificacién, se afiadieron 25 ul del lisado a un tubo de amplifi-

TABLA 1. Resultados del test AMTD-2 en comparacion con el cultivo

cacién con reactivo de amplificacién reconstituido, se incubé a 95°C
durante 15 minutos y, posteriormente, se enfrié a 42°C durante 5
minutos. A continuacién se afiadieron 25 ul de una mezcla de reacti-
vo enzimatico y se incubé durante 30 minutos-1 hora a 42°C. Para la
deteccién se afiadieron a cada tubo 100 ul de sonda marcada con
éster de acridina y se incub6 a 60°C durante 5 minutos més. La lec-
tura se realiz6 en un luminémetro. El punto de corte para considerar
una muestra positiva fue 30.000 unidades relativas de luz (URL).

Como método de referencia diagndstica se consideré el aislamien-
to en cultivo. En los casos discordantes se revisaron los datos clini-
cos y radioldgicos y se consideré como criterio de referencia el diag-
noéstico clinico final.

Para el andlisis de los resultados se calculé la sensibilidad (S),
especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) del método AMTD-2 para diagnéstico de tuberculo-
sis en los diferentes tipos de muestras.

Resultados

De las 683 muestras incluidas en el estudio, 39 mues-
tras (5,7%) de 24 pacientes desarrollaron cultivo positivo,
30 respiratorias (9,0%) y 9 no respiratorias (2,5%). En cua-
tro pacientes las baciloscopias fueron positivas en mues-
tras recibidas con posterioridad. El tiempo medio de diag-
néstico por cultivo fue 20,3 dias (rango: 10-63 dias).

Durante el periodo de tiempo del estudio hubo 7 mues-
tras respiratorias con baciloscopia negativa y cultivo
positivo que no fueron incluidas basandose en los crite-
rios citados.

Sesenta y dos muestras (9,1%) de 47 pacientes fueron
AMTD-2 positivo, 34 respiratorias (10,2%) y 28 no respi-
ratorias (8,0%).

Los resultados obtenidos mediante AMTD-2 y su relacién
con el cultivo se muestran en la tabla 1. Los resultados glo-
bales de S, E, VPP y VPN fueron 58,9%, 93,9%, 37,1% y
97,4% respectivamente. En muestras respiratorias fueron
60%, 94,7%, 52,9% y 95,9% y en muestras no respiratorias
55,5%, 93,2%, 17,8% y 98,7% respectivamente.

Al analizar las discordancias 16 muestras (8 respirato-
rias y 8 no respiratorias) fueron consideradas verdaderos
positivos, por lo que 38 muestras de 25 pacientes fueron
verdaderos positivos, mientras que 14 muestras (4 respi-
ratorias y 10 no respiratorias) de 12 pacientes fueron con-
sideradas falsos positivos. En 10 pacientes el diagnéstico
clinico final no fue concluyente, por lo que se excluyeron
del analisis; 16 muestras (12 respiratorias y 4 no respi-
ratorias) de 11 pacientes fueron falsos negativos.

Los resultados del AMTD-2 con respecto al criterio
diagnéstico final se muestran en la tabla 2. Los resulta-
dos globales de S, E, VPP y VPN del método AMTD-2 fue-
ron: 70,4%, 97,7%, 73,1% y 96,8% respectivamente. En
muestras respiratorias fueron 67,6%, 98,6%, 86,2% y
95,9% y en muestras no respiratorias 76,5%, 96,9%,

Tipo de Cultivo(+) Sé6lo AMTD-2 Sélo cultivo Cultivo (-) Total
muestra AMTD-2 (+) (+) (+) AMTD-2 (-)
Respiratoria 18 16 12 287 333
No respiratoria 5 23 4 318 350
Total 23 39 16 605 683

(+): positivo; (-) negativo
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TABLA 2. Resultados del test AMTD-2 en comparacion con el diagndstico clinico

Tipo de AMTD (+) y Sélo 4 : : . 9 (-

muestra Cultivo (+) y/o TBC* | AMTD-2 (+) sin TBC! Sélo Cultivo (+) | Cultivo (-) AMTD-2 (-) Total
Respiratorias 25 4 12 287 328
No respiratorias 13 10 4 318 345
Total 38 14 16 605 673

TBC: evidencia de enfermedad tuberculosa. (+): positivo; (-): negativo

56,5% y 98,7% respectivamente.

El tiempo medio de diagnéstico por AMTD-2 fue de 5,8
dias (rango 2-20 dias).

En la tabla 3 se muestran los resultados del total de
positivos, verdaderos positivos y falsos positivos por tipo
de muestra. Dos resultados considerados falsos positivos
(un LCR y un liquido pericardico) presentaron un exceso
de sangre.

La absorbancia media en las muestras con resultado
falso positivo fue de 601.042 URL (rango: 33.879-
2.407.427) y con resultado verdadero positivo 1.017.867
URL (rango: 47.819-3.332.341).

Discusion

La necesidad de métodos rdpidos y seguros para el
diagnoéstico de la tuberculosis ha propiciado el continuo
desarrollo de técnicas de amplificacion genémica. Su eva-
luacién frente a los métodos clasicos es necesaria a la
hora de introducir dichas técnicas para su uso clinico
rutinario. Esta necesidad es mas patente si se pretende
diagnosticar la enfermedad en pacientes con un cuadro
clinico y/o radiolégico atipico, como en los casos de tuber-
culosis extrapulmonar o diseminada.

En una zona de baja prevalencia de infeccién por mico-
bacterias no tuberculosas como la muestra, la bacilosco-
pia ha mostrado ser un método especifico y rapido de
diagnéstico de tuberculosis. No obstante, las muestras
paucibacilares requieren casi siempre un diagndéstico
mas lento por cultivo.

Los resultados de los estudios que evalian los distintos
métodos de amplificacion disponibles varian dependiendo

del tipo de muestra que se procese, del resultado de la
baciloscopia y de la metodologia utilizada'?>1“. La utilidad
clinica de estos métodos, en algunas circunstancias,
resulta controvertidal's.

En este estudio evaluamos el método AMTD-2, una téc-
nica de amplifcacién enzimatica isotérmica de ARNr
especifico del complejo M. tuberculosis, en el uso rutina-
rio en un laboratorio asistencial, en muestras respirato-
rias y no respiratorias con baciloscopia negativa.

Los resultados de S y E encontrados son similares a los
descritos por otros autores!®1”. La S del AMTD-2 en
nuestro estudio fue del 70,9%. Los resultados falsos
negativos pueden deberse a inhibicién de la RNA poli-
merasa del AMTD-2 con sustancias contenidas en las
muestras o bien a una pérdida de microorganismos debi-
do a la variabilidad en el muestreo y a los pequenos volu-
menes de muestra que se procesan. La S podria mejorar
si fuese posible en una unica reacciéon determinar la pre-
sencia de inhibidores en la muestra mediante la utiliza-
cién de un control interno de amplificacion. Ademas, el
tratamiento con N-acetilcisteina-NaOH reduce la pre-
sencia de inhibidores hasta en un 80% de las muestras!®.

En nuestro estudio uno de los resultados més destaca-
bles es el bajo VPP, principalmente en muestras no res-
piratorias. Aunque algunos autores han descrito VPP
también bajos!®!® en otros estudios este resultado se
aproxima al 100%'"?°. Las posibles causas de aparicién
de estos resultados falsos positivos se han justificado por
las contaminaciones de laboratorio, de forma que en labo-
ratorios asistenciales en donde se trabaja con un elevado
numero de muestras, las contaminaciones pueden ser
mayores?!. Sin embargo, es destacable que en nuestro

TABLA 3. Resultados positivos (verdaderos y falsos positivos) del AMTD-2 segun el tipo de muestra

: N2 Total de Total positivos Verdaderos Falsos
Tipo de muestra muestras AMTDITZ (N%/%) positivos (N%/%) positivos (N°%/%)

Muestras respiratorias
Esputo 277 26(9,4) 22(84,6) 4(15,4)
Muestra obtenida por

fibrobroncoscopia 56 3(5,3) 3(100) -
Total 333 29(8,8) 25(86,2) 4(13,8)
Muestras no respiratorias
LCR 106 4(3,8) 1(25,0) 3(75,0)
L. pleural 94 3(3,2) 1(33,3) 2(66,6)
L. articular 30 2(6,7) — 2(100)
L. ascitico 29 0 - -
L. pericardico 5 4(80,0) 3(75,0) 1(25,0)
Aspirado de adenopatia 18 3(16,7) 3(100) -
Coleccion purulenta 18 0 - -
Orina 9 1(11,1) — 1(100)
Aspirado de médula 6sea 8 5(62,5) 5(100) -
Biopsia 33 1(3,0) - 1(100)
Total 350 23 (6,6) 13(56,5) 10(43,5)

Ne ntmero; LCR: liquido cefalorraquideo; L.: liquido
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estudio el nimero de falsos positivos sea significativa-
mente mayor en muestras no respiratorias que en respi-
ratorias, por lo que no creemos que la contaminacién sea
la principal o tnica causa de apariciéon de estos resulta-
dos. Se ha descrito que la aparicion de falsos positivos
puede deberse a la quimioluminiscencia inespecifica de
fondo debido a las impurezas de sangre de las mues-
tras'®??, En estudios en donde la muestra se somete a
procesos adicionales de lavado para eliminar contenido
hemorrégico o cuando se descontamina con el método del
dodecil sulfato sédico (SDS), en los que la muestra se
somete a procesos de lavado para eliminar los restos del
SDS, los VPP mejoran!’. Con posterioridad a este traba-
jo, hemos observado que la muestras con restos de sangre
después del proceso de digestién-descontaminacién pro-
ducen reacciones positivas inespecificas en la mayoria de
los casos (datos no publicados).

Creemos que los resultados de S son buenos, ya que el
método permite el diagndstico de méas del 65% de las
tuberculosis con baciloscopia negativa; sin embargo,
debido al bajo VPP, ante un unico resultado positivo en
una muestra de un paciente sin una clinica sugestiva,
seria conveniente repetir el test y obtener muestras suce-
sivas, si es posible, para confirmar el resultado; en caso
de no ser posible es necesario esperar el resultado del cul-
tivo. Asimismo, las muestras con exceso de sangre debe-
rian someterse a un proceso adicional de lavado para dis-
minuir los fasos positivos y negativos. Como conclusion,
creemos que el AMTD-2 complementa al diagnéstico
microbiolégico convencional y puede constituir un méto-
do rapido de diagndéstico cuando los datos clinicos son
compatibles con una tuberculosis activa.
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