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RESUMEN

Introduccion: la contaminacion cruzada por Mycobacterium tuberculosis (Mtb) en
el laboratorio es mas comun de lo que se piensa.

Objetivo: confirmar un posible episodio de contaminacién cruzada por Mtb en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Tuberculosis, Lepra y Micobacterias del
Instituto "Pedro Kouri".

Métodos: se realizé un estudio descriptivo y retrospectivo de los indicadores de
calidad del cultivo del 3er trimestre de 2014. Se observé un incremento de cultivos
positivos a Mtb con codificaciones bajas, durante un dia de trabajo. Se encontraron
10 aislamientos de 19 muestras procesadas: ocho con sospecha de contaminacion
cruzada y dos aislamientos pertenecientes a uno de los pacientes involucrados y
que tuvo un cultivo positivo procesado en una fecha diferente. Las muestras se
procesaron segun lo establecido por el Programa Nacional de Control de la
Tuberculosis de Cuba. A los cultivos positivos se les realizé la tipificacion con
oligonucleodtidos espaciadores Spoligotyping.

Resultados: el aislamiento de la muestra 1 435 (paciente 1) fue un patrén unico al
no aparecer en la base de datos internacional SITVIT2. En los cultivos de las
muestras 1 438 y 1 439 (paciente 2) se identifico el linaje Beijing (tipo 1). En los
siete cultivos restantes (pacientes del 3 al 7) se identificé el linaje S tipo 71; los
cultivos posteriores de estos pacientes fueron negativos a excepcion del paciente

5 (muestra 1 561), en el que se aislé Mtb con el mismo patron genético.
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Conclusiones: los resultados de la genotipificacion permitieron confirmar los
cultivos positivos contaminados e inferir una posible fuente de contaminaciéon
durante ese dia de trabajo. También resalta la importancia de identificar eventos de
contaminacion cruzada, pues puede implicar un mal manejo clinico de los
pacientes, asi como el uso innecesario de un tratamiento largo y costoso, ademas
de influir en el andlisis e interpretacion de los resultados desde el punto de vista
epidemioldgico.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis; contaminaciéon cruzada;
Spoligotyping.

ABSTRACT

Introduction: cross contamination of Mycobacterium tuberculosis in the laboratory
is more common than thought.

Objective: to confirm a possible event of cross-contamination of Mycobacterium
tuberculosis in the National Reference Laboratory of Tuberculosis, Leprosy and
Mycobacteria of "Pedro Kouri" Institute.

Methods: a descriptive and retrospective study of quality indicators of culture for
the third quarter of 2014 was conducted. An increased Mycobacterium tuberculosis-
positive culture with low encodings was observed during a working day. Ten
isolates of 19 processed samples were found: eight suspected cross-contamination
and two isolates from one of the patients involved and had a positive culture
processed on a different date. The samples were processed as established by the
National Program for Tuberculosis Control in Cuba .Positive cultures were typed by
using oligonucleotide spacers Spoligotyping.

Results: the isolation of the sample 1 435 (patient 1) showed a unique pattern
that does not appear in the international database SITVIT2. In the culturing of

1 438 and 1 439 samples (patient 2), the Beijing lineage (type 1) was identified.
In the remaining seven cultures (patients 3 through 7), the lineage S type 71 was
identified. The subsequent cultures of the samples taken from these patients were
negative except for patient 5 (sample 1 561) in whom Mtb was isolated with the
same genetic pattern.

Conclusions: the results of genotyping allowed confirming the contaminated
positive cultures and inferring a possible source of contamination during that
workday. It also highlights the importance of identifying cross-contamination
events, because it may involve poor clinical management of patients and thus the
unnecessary use of a long and costly treatment, in addition to influencing the
analysis and interpretation of the results from the epidemiological viewpoint.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; cross-contamination; Spoligotyping.

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es considerada la primera causa de morbilidad y mortalidad
dentro de las enfermedades transmisibles. La Organizacién Mundial de Salud en
2014, reportd que 6 millones de personas enfermaron de TB, en el que 12 % de los
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casos nuevos fueron VIH; se produjeron 1,5 millones de muertes, entre ellos
0,4 millones pacientes VIH.?

A pesar de los adelantos en el campo de la micobacteriologia, ningin método de
ultima generacion ha desplazado el cultivo como técnica de referencia para el
aislamiento de las micobacterias.? Este incluye una serie de pasos complejos que
van desde la obtencién adecuada de la muestra hasta la identificacion final del
agente etioldgico. Existe la probabilidad que durante alguno de estos pasos se
produzca una contaminacion cruzada por la transferencia accidental de bacilos de
una muestra altamente positiva a otras procesadas subsecuentemente; también
puede ocurrir durante la toma de muestra del paciente, el proceso de la
microscopia o la inoculacién de muestras. La mayoria de las veces, estos errores
pueden generar uno o mas resultados falsos positivos del cultivo y, en ocasiones,
puede pasar inadvertido en la rutina de trabajo.3# Por otro lado, los bacilos tienen
la capacidad de sobrevivir fuera del huésped por largos periodos. Se han podido
recuperar bacilos tuberculosos viables de frotis fijados después de aplicar calor y a
partir de soluciones de decontaminacién (como el cloruro de sodio al 0,9 %) hasta
3 semanas después de la inoculacion.®

El fendbmeno de la contaminacién cruzada por Mycobacterium tuberculosis (Mtb)
en el laboratorio es mas comun de lo que se piensa: puede ocurrir en alrededor de
3 % de los casos; aunque hay autores que reportan hasta 10 %.° Esta debe
sospecharse si Mtb es identificado en una sola muestra de una serie de
especimenes de un paciente cuando la codificacion del cultivo es baja, si la muestra
positiva con sospecha de contaminacién cruzada se ha procesado junto (o en un
corto periodo) con otra de un paciente con una alta carga bacteriana.® La
confirmacion definitiva de la falsa positividad requiere de la aplicacion de
herramientas moleculares para demostrar que los aislamientos de Mtb
identificados, con sospecha de posible contaminacién cruzada, comparten patrones
genotipicos idénticos, después de haber descartado vinculos epidemioldgicos entre
los casos involucrados.

Al realizar el analisis en el laboratorio de los indicadores del cultivo (andlisis
mensual de los resultados del cultivo y % de baciloscopia negativa con cultivo
positivo) del medio Lowenstein Jensen (LJ), pertenecientes al trimestre julio-
septiembre de 2014, se observé un aumento inusual de cultivos positivos a Mtb
(en un dia de trabajo), la mayoria de ellos con codificaciones bajas, lo que alertd
de la posibilidad de una contaminacion cruzada. El objetivo de este trabajo fue
confirmar un posible episodio de contaminacion cruzada en el Laboratorio Nacional
de Referencia e Investigaciones de Tuberculosis, Lepra y Micobacterias (LNRITLM)
del Instituto "Pedro Kouri" (IPK), La Habana, Cuba.

METODOS

Se realizé un estudio descriptivo. Durante el analisis retrospectivo de los
indicadores de calidad del cultivo del 3er trimestre de 2014, se observé un
incremento de cultivos positivos a Mtb con codificaciones bajas, durante un dia de
trabajo (24 de julio). En total, se encontraron 10 aislamientos (tabla) de 19
muestras procesadas ese dia: ocho con sospecha de posible contaminacion cruzada
(de seis casos) y dos aislamientos pertenecientes a uno de los pacientes
involucrados (posible fuente de infeccién) y que tuvo un cultivo positivo procesado
en una fecha diferente (3ra muestra del paciente). Las muestras se trabajaron
segun lo establecido en las normas de procedimientos del Programa Nacional de
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Control de la Tuberculosis de Cuba.” A todos los cultivos positivos (procesados
el 24 de julio de 2016) se les realizé la tipificacién con oligonucleétidos
espaciadores (Spoligotyping, en inglés).

SPOLIGOTYPING

A los aislamientos se les extrajo el ADN segun lo descrito por van Soolingen y
otros.® Se empled el sistema Spoligotyping Kit IM9701 (Ocimum Biosolutions Ltd,
Hyderabad, India), de acuerdo con las instrucciones del fabricante y lo descrito por
Kamerbeek y otros® Los patrones obtenidos se compararon con la base de datos
internacional SITVIT2 "en linea" (http://www.pasteurguadeloupe.fr:8081/SITVIT;
ultima actualizacion: 16 de abril de 2015) y se identificaron los diferentes linajes y
sublinajes.

RESULTADOS

De las 19 muestras que se procesaron el dia 24 de julio de 2014, se aislaron

10 Mtb: en cuatro de ellos la codificacion del cultivo fue baja (de 2 a 6), en dos el
cultivo en LJ fue negativo, pero el cultivo liquido (en medio MP, BacT/ALERT 3D,
Biomerieux, Francia) fue positivo (no se puede codificar el cultivo por esta via), y
en los cuatro restantes fueron codificaciones altas (de 7 a 9).

Se revisaron y analizaron las muestras enviadas en otro momento de los pacientes
involucrados. Del paciente 1 no se recibié otra muestra para diagndstico. Del
paciente 2 se identific6 Mtb en otras seis muestras, lo que demostré ser un caso de
TB "verdadero" y no del episodio de contaminacion cruzada. Los pacientes 3, 4, 6 y
7 tuvieron varios cultivos negativos en otras fechas (con 13, 7, 13 y 2 cultivos
negativos, respectivamente). Del paciente 5 se identific6 Mtb en otra muestra
(1561) procesada en otro dia de trabajo.

En la tabla se muestran los resultados de la caracterizaciéon genética por
Spoligotyping de los cultivos obtenidos del dia de procesamiento mencionado. En el
aislamiento de la muestra 1435 (paciente 1) se obtuvo un patréon Unico que no
apareci6 en la base de datos internacional SITVIT2. En los cultivos de las muestras
1438 y 1439 (paciente 2) se identifico el linaje Beijing (tipo 1). En los siete cultivos
restantes (de los pacientes 3 al 7), el linaje que se identifico fue el S, tipo 71. Como
los aislamientos obtenidos con las muestras del paciente 5 (1447 y 1448),
procesadas el 24 de julio, tuvieron codificaciones altas y fueron del linaje S-tipo 71,
se genotipificé también el cultivo de la otra muestra del paciente (muestra 1561),
trabajada el dia 19 de agosto, en el cual se observé el mismo patrén genético
(tabla).
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Tabla. Informacion genética de los aislamientos involucrados en la contaminacién cruzada ocurrida en el Laboratorio
Macional de Referencia e Investigacienes de Tuberculosis, Lepra y Micobacterias

No. de . Resultados i - _
aislamiento Paciente B cu Patron de Spoligotyping Tipo
1435 Paciente 1 0 4 snlennen 0 eseenenenn 100 Oeseesens D00 0eenennn -
1438 Paciente 2 0 9 Q00a0000a00000a0a0000200a0aa020000esssssses 1
1439 Paciente 2 0 9 Q00a0000a00000a0a000a0200a0aa020000esssssees 1
1442 Paciente 3 0 5] snmnnEnn ] denlinsssenennenennennnn 100 deeeennn 71
1445 Paciente 4 0 2 snmnnEn el denlinsssenennenennennnn 100 deeennnn 71
1446 Paciente 4 0 4 snmnnEnn ] denlinsssenennenennennnn 100 deeeennn 71
1447* Paciente 5 0 9 snmnnEnn ] denlinsssenennenennennnn 100 deeeennn 71
1448* Paciente 5 0 7 snmnnEn el denlinsssenennenennennnn 100 deeennnn 71
U (-}
1450 Paciente 6 0 /Botella snnnnessJ0esCesseesenennnnnnnnen 000 0esnnnnn 71
MP(+)
-y
1451 Paciente 7 0 /Botella snnnnnnn ] unClnn 0000 71
MP(+])
-y
1561%* Paciente 5 0 /Botella snnnnnnn ] unClnn 0000 71
MP(+)

*Posible Fuente de Contaminacidén Cruzada, BK: baciloscopia, CU: cultivo; LJ: Léwenstein Jensen, MP: botella con meadio cultive liquido.
**Muestra de paciente 5, procesada el 19 de agosto de 2014.

*=*\: patrdén dnico, que no aparece en la base de datos internacional SITVITZ “en linea”™ (http://www.pasteurguadd oupe.fr: 8081/SITVIT,
ultima actualizacion: 16 de abril de 2015).

DISCUSION

Aunque la baciloscopia y el diagnéstico clinico desempefian un papel importante en
el proceso de diagnéstico de la TB, la técnica recomendada sigue siendo la
identificacion de Mtb, ya sea mediante el uso de medios soélidos tradicionales como
el de Léwenstein Jensen o por métodos mas avanzados que utilizan el cultivo
liquido. Durante los procesos de recoleccidon y procesamiento de muestras clinicas
en el laboratorio, puede producirse la contaminaciéon por Mtb, lo que conduce a
resultados falsos positivos del cultivo.1?

Multiples eventos de contaminacion cruzada en el laboratorio de TB se reportan a
nivel mundial a raiz del enorme auge que tuvieron los métodos de genotipificacion
intraespecie de Mtb en la década del noventa y a su aplicacién a estudios de
epidemiologia molecular.!?

En este trabajo, se comprobd una contaminaciéon cruzada de laboratorio por Mtb en
cinco muestras (pertenecientes a cuatro pacientes) recibidas en el LNRITLM de
Cuba el 24 de julio 2014. La fuente de contaminacion debe haber sido una (o las
dos) de las muestras (1447 y 1448) del paciente 5, al poseer cultivos altamente
positivos de Mtb linaje S-tipo 71, al igual que los cultivos de los pacientes 3, 4, 6y
7. Estos ultimos pacientes tuvieron varias muestras procesadas en el laboratorio sin
aislamiento, excepto los de ese dia de trabajo. En cambio, otra muestra del
paciente 5 (1561), trabajada el dia 19 de agosto, mostré un aislamiento con el
mismo linaje (S tipo 71), lo que refuerza entonces la hipotesis de que las muestras
de este paciente deben haber sido el origen de la contaminacién. La causa real de
la contaminacién es todavia incierta, aunque se sospecha que haya ocurrido por la
manipulacion de muchas muestras (19) en el mismo turno de trabajo, algunas con
alta carga bacilar, como las del propio paciente 5.
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En Cuba, solo se ha informado de un evento similar en 2005 por Diaz y otros, en el
que se confirmaron, por el analisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés) con la sonda 1S6110, resultados falsos
del cultivo en nueve aislamientos procedentes del Centro Provincial de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia de La Habana.'? En ese episodio, se plante6 una
posible contaminacion cruzada de las muestras de esputo en el laboratorio de nivel
primario, por muy malas practicas de laboratorio, durante la preparacion de los
frotis para la bacilocopia.

A nivel mundial, se han reportado multiples estudios donde se confirmaron
episodios de contaminaciéon cruzada. Uno de ellos fue en Argentina, que de 1996-
2007 informaron 26 episodios de contaminacién cruzada en 12 laboratorios de la
red.* En otro estudio en California realizado por Jasmer y otros, reportaron en tres
laboratorios 2 % de contaminacion cruzada.® Al-Otaibi y otros en Pakistan en
2008, informaron que de 22 muestras estudiadas durante un periodo aproximado
de 5 meses, en 14 se confirmé la contaminacion cruzada.'*

Los resultados obtenidos de los aislamientos de Mtb de los pacientes 3, 4,6y 7,
por Spoligotyping, sugirieron que la posible fuente de contaminacion fue una (o las
dos) de las muestras, de codificacién alta al cultivo, del paciente 5. En
consecuencia, los cultivos contaminados se desarrollaron tardiamente con escasas
colonias. Por otro lado, en otros cultivos analizados de muestras de los pacientes
involucrados en el episodio de contaminacioén y realizados en otro dia de trabajo, no
hubo positividad.

Algunos investigadores han propuesto que ante un cultivo con escaso desarrollo se
debe sospechar siempre contaminacion cruzada.'®> No siempre es posible identificar
el origen de la contaminaciéon debido a que suelen pasar varias semanas desde el
origen de este hasta el desarrollo de los cultivos contaminados, y mucho mas
tiempo hasta la confirmacién del error si no se disponen de las herramientas
moleculares; en ese lapso pudieran haber cambiado las circunstancias que
originaron el mismo o los instrumentos o reactivos reemplazados.

La complejidad técnica del procedimiento para el cultivo de micobacterias favorece
que muchas veces se cometan errores y estos pasen inadvertidos. La
descontaminacion de la muestra, es el mas vulnerable en este sentido; este
involucra varios pasos y las soluciones utilizadas durante el mismo pueden
contaminarse y albergar bacilos viables por largos periodos; la probabilidad es
mayor cuando existe sobrecarga de trabajo y se procesan muchas muestras por
jornada.#® En los eventos confirmados en este estudio, el error pudo haberse
producido en cualquiera de los pasos que conforman el procesamiento
bacteriologico de la muestra clinica, desde la manipulacion de la muestra fresca
hasta las pruebas de identificacién.

Otros factores que pueden propiciar la aparicidon de la contaminaciéon cruzada por
Mtb en un laboratorio de micobacteriologia son la capacidad de estos organismos de
permanecer viables por su resistencia a las condiciones. Mtb no tiene un reservorio
ambiental, pero es un organismo muy resistente, se ha podido recuperar a partir de
frotis que han sido calentados para la tincion acido-alcohol resistentes o en frotis
donde se han dejado secar en el sol. Un organismo que puede sobrevivir en el
laboratorio puede contaminar las muestras que se colocan posteriormente en ese
mismo entorno.®
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Entre otras sefales de sospecha de contaminacion cruzada en el laboratorio, se
encuentra la aparicidon de cultivos positivos con escasas colonias a partir de una o
varias muestras con baciloscopia negativa, que fueron procesadas el mismo dia o
durante la misma semana con una muestra con alta carga bacilar, asi como el
aumento repentino de la frecuencia de cultivos positivos.®#* Por otro lado, es
importante conocer la informaciéon de los datos clinicos de los pacientes
involucrados porque refuerza la sospecha de contaminaciéon cruzada cuando la
sintomatologia clinica es inespecifica en el momento de la toma de la muestra, si la
evolucion posterior no fue compatible con TB o se confirmd otra etiologia del
proceso respiratorio.

Para disminuir el riesgo de contaminacién cruzada en aras de asegurar la calidad
del trabajo del laboratorio de micobacteriologia, es necesario cumplir una serie de
normas como asegurar el correcto flujo de aire dentro de la cabina de seguridad
bioldgica y en el laboratorio; fraccionar los reactivos en alicuotas pequefias, sobre
todo las que se utilizan en el proceso de descontaminacion de las muestras; no se
deben procesar mas de 12 muestras por sesion de trabajo; respetar rigurosamente
los protocolos de trabajo; no abrir los envases ni tubos que contienen las muestras
antes de haber cerrado el anterior; no centrifugar en tubos de vidrio; dejar reposar
los tubos que han sido centrifugados antes de abrirlos; evitar las formacién de
aerosoles; y una vez terminado todo el proceso descontaminar la superficie de
trabajo y dejarla despejada para que la radiacion de luz ultravioleta alcance todos
los sectores.*

A pesar de que solo se investigaron los cultivos positivos a Mtb de un solo dia de
trabajo, lo que constituye una limitante del estudio, este trabajo muestra que la
contaminacion cruzada puede pasar en cualquier laboratorio de la red; contribuye a
su comprensién y difusién, teniendo una idea aproximada de su magnitud;
identifica los procedimientos de riesgo mas probables; y alerta a los miembros de la
red de la eventualidad de este error de laboratorio, de los mecanismos aconsejables
para realizar su vigilancia y de las herramientas disponibles para detectarla.

Spoligotyping resulta ser una herramienta atil para la identificacion de episodios de
contaminacion cruzada en el laboratorio. En este trabajo, los resultados de la
genotipificacion permitieron confirmar los cultivos positivos contaminados e inferir
una posible fuente de contaminacién durante ese dia de trabajo en el laboratorio
nacional de referencia. También, resalta la importancia de identificar eventos de
contaminacioén cruzada, pues puede implicar en un mal manejo clinico de los
pacientes asi como el uso innecesario de un tratamiento largo y costoso, ademas de
influir en el andlisis e interpretacion de los resultados desde el punto de vista
epidemioldgico.

Se recomienda difundir los resultados de este estudio al personal de los laboratorios
de la red diagndstica de TB a fin de mejorar la calidad del diagndstico de la TB en
Cuba, y hacer un llamado de alerta al personal de microbiologia para que sea capaz
de identificar sefales de alarma ante posibles episodios de contaminacién cruzada
de TB en el laboratorio.
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