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Resumen

Con el fin de validar una técnica de cromatografia liquida de alta presion (HPLC) para la
identificacién de Mycobacterium tuberculosis, se evaluaron 164 aislamientos de Myco-
bacterium spp. entre octubre de 1994 y octubre de 1995 en la Corporacion para
Investigaciones Bioldgicas (CIB). Todas las cepas provenian de pacientes y pertenecian
a la coleccion de cepas del Laboratorio de Bacteriologia de la CIB y fueron identificadas
tanto por las pruebas bioquimicas tradicionales como por HPLC. Las pruebas
bioquimicas se consideraron como el estandar de oro. Segun 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, uha de ellas fue
identificada como M. bovis-BCG vy la otra como M. intracellulare. La sensibilidad de
HPLC para la identificacion 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) technigue to identify
Mycobacterium tuberculosis, 164 Mycobacterium spp. strains were evaluated between
QOctober 1994 and October 1995 at the Corporacion para Investigaciones Bioldgicas
(CIB). All strains came from patients and belong to CIB’s Bacteriological 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. tuberculosis and 84 as being different to M.
tuberculosis. Two strains of M. fuberculosis 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 diagnostico actual de la tuberculosis
(TBQC), la principal limitacion del cultivo es la
lentitud del crecimiento de M. tuberculosis. Con
el método tradicional de cultivo, el tiempo
necesario para el aislamiento del germen es de
3 a 4 semanas y la identificacion tarda 3-6
semanas mas. Si se tiene en cuenta que un

factor clave en ef control de [a tuberculosis es el
diagndstico precoz de todos los casos, surge la
necesidad de contar con técnicas de laboratorio
rapidas, sensibles y especificas para el
aislamiento inicial y la identificacién (1-5).

En los Ultimos afos, se han desarrollado nuevos
métodos para el aislamiento e identificaciéon de
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Figura 1. Diagrama de flujo del método de extraccién de acidos micdlicos.

indculo 26 x 16% UFC
a partir del cultivo en Lowenstein-Jensen
+

2 mL de KOH (KOH al 25% en metanol al 50%)

1—_Aut0cia\fe durante una hora a 120°C
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2 mL de cloroformo vy 1,5 mL. de acido clorhidrico 6,25 M

Agitacion

—— Separacion de la fase orgénica

—— Evaporacion con nitrogeno a 85°C
+
0,1 mL de bicarbonato de potasio al 2% en metanol-agua (1:1)
Evaporacion
+
1 mL de cloroformo y 50 uL del reactivo de derivatizacion
(bromuro de p-bromcfenacilo, Pierce Chemical Company)
Agitacion por 30 seg y calor por 20 min a 85°C
Enfriamiento
+
1 mL de acido clorhidrico 3,12 M

L

Agitacion y separacidn de la fase organica ___I
Evaporacion y resuspension en 100 mL de diclorometano

Inyeccion de 20 pL en el cromatégrafo

fue de 2.5 mL/min y la temperatura de la
columna fue de 20°C.

Para la identificacion de los picos se abtuve el
tiempo de retencidn relativo (TRR) mediante la
diferencia entre el tiempo de retencion (TR) del
estandar interno (p-bromofenacilo) (Pierce,
Rockord, lllinois, USA) y el TR del pico de
interés. Con e! TRR de 1,89 + 0,03, se identiticd
el pico 7 vy, a partir de alli, se enumeraron los
demas picos (figura 2) (15).
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Una vez enumerados los picos, se obtuvo la la
relacion de alturas de los picos 3/5 y 4/7. Si la
relacion de las alturas de los picos 3/5 era
menor de 0,25 y la de los picos 4/7 menor de
0,5 se trataba de M. tuberculosis, segun lo
descrito por Butler y col. (15).

Resultados

Con las condiciones cromatogréaficas anotadas,
se logro la extraccion de los acidos micélicos









