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La tuberculosis (TB) es una enfermedad contagiosa a causa de la cual han muerto millones de
personas a lo largo de los siglos. En la actualidad sigue siendo un problema de salud publica. En
el mundo, siete de cada cien fallecidos se deben a esta enfermedad, y son los paises
subdesarrollados los mas afectados, pues en ellos ocurre el 99 % de las defunciones’.

En Cuba, de 1992 a 1994, la incidencia se incrementa: de una tasa de 5 por cada 100 000
habitantes en 1991, a 14,3 por cada 100 000 en 1994. En 1995 se logra detener el incremento y
se inicia la recuperacion progresiva y la declinacion en Ia deteccion de casos?; en el afio 2002 se
registré una tasa nacional de 7,6 por 100 000 habitantes®.

El diagnéstico por el laboratorio de TB es una de las estrategias fundamentales para el control de
la enfermedad, y la rapidez en proporcionar resultados incide en la atencion inicial al paciente y en
el control de la cadena de transmisién; implementar, desarrollar o evaluar nuevas tecnologias es
una actividad importante en el laboratorio de referencia de TB, como medio para realizar el
diagndstico rapido y preciso.

Baciloscopia

La baciloscopia es la técnica fundamental en toda investigacién bacteriolégica de TB, en la
deteccion de los casos y control del tratamiento, con un costo bajo y de rapida ejecucion; es una
prueba de tamizaje utilizada para detectar enfermos baciliferos de los casos pulmonares posmvos
sin embargo, su sensibilidad deja que desear, ya que como regla deben existir entre 5 000 a

10 000 bacilos por mL de expectoracion, para obtener 50 % de p03|b|I|dades de que puedan ser
detectados al microscopio bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR)

El examen directo para visualizar micobacterias en los productos patolc’)gicos se efectla segun la
técnica de Z|eIh Neelsen; asimismo, pueden utilizarse colorantes fluorescentes, como la auramina
o rodamina®. La deteccion de BAAR en un examen microscopico solo proporciona un dato
diagndstico de presuncion, debido a que la acido alcohol resistencia no es especifica de M.
tuberculosis®. En la bibliografia se informa que la baciloscopia de dos muestras de esputos
espontaneas logra diagnosticar 96,7% de los pacientes con TB pulmonar sintomatica y examen



radiologico de torax patolc’)gico7 El Programa Nacional de Control de la TB en Cuba establece
indicar dos muestras de esputo a cada paciente que presente sintomas respiratorios, de mas de
catorce dias de evolucion®.

La concentracion de esputo por centrifugacion, después de la licuefaccidn-descontaminacion,
incrementa la sensibilidad de la baciloscopia de 54,2 % mediante microscopia convencional directa
a 63,1 luego de la centrifugacioén, y en pacientes infectados con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) positivos, de 38,5 % antes a 50 % después de la centrifugacion®.

Cultivo

Es el método mas sensible y especifico para diagnosticar la presencia de Mycobacterium
tuberculosis; puede detectar una cantidad tan pequefa como diez bacilos por mL de muestra
clinica digerida y concentrada El cultivo puro es necesario para poder identificar las espemes de
las cepas aisladas’, permite asegurar la negat|V|zaC|on asi como la curacion del paC|ente Y
adquiere una gran relevanC|a enlaTB extrapulmonar
El cultivo sigue siendo el patron de oro estandar™®. Previo a él, es necesario eliminar de las
muestras los microorganismos contaminantes y lograr la licuefaccion de los restos organicos, los
cuales interfieren en el crecimiento de las micobacterias; con este fin se utilizan diferentes métodos
de digestion y descontaminacion®®. La eleccién de cualquiera de ellos depende no solo del tipo de
muestra, sino de la utilizacion de determinado medio de cultivo liquido y la realizacion de técnicas
moleculares.
Existen varias técnicas de cultivo: una que utiliza medios sélidos, adecuados para el desarrollo
de las mlcobacterlas como el clasico UIT (Léwenstein-Jense modificado), el Stonebrink y el medio
Ogawa Asimismo, los medios de agar semisintéticos, como el Middlebrook 7H10, 7H11; otros
emplean medios liquidos que suponen un mejor crecimiento de las micobacterias, y en la
actualidad se recomienda el cultivo primario de todas las muestras en medios liquidos, como el
7H9 y 7H12 de Middlebrook, en frascos cerrados que incorpora una sustancia, generalmente
acido graso, como el acido palmitico, marcado con carbono radiactivo (*C). El crecimiento de las
micobacterias se comprueba en este ultimo caso al detectar, mediante un aparato adecuado, la
apariciéon de CO, radiactivo en el frasco de cultivo (Sistema BATEC). Esto se produce en un
periodo de tlempo muy inferior al necesario para visualizar la apariciéon de colonias en el medio
Léwenstein- Jense ; ademas, tiene una mayor sensibilidad que los métodos bacteriologicos
tradicionales®. Actualmente se comercializan sistemas de cultivos liquidos, de lecturas
completamente automatizadas (BACTEC MGIT 9604 y MB/Bact); este ultimo llega a tener una
sensibilidad y especificidad del 100 %, en comparacién con los métodos de cultivo tradicionales;
utiliza un sensor colorimétrico y refleja la luz para detectar presencia y produccién de CO, dlsuelto
en el medio de cultivo, si la muestra contiene CO, como producto del metabolismo bacteriano®
El sistema Septi-Chek MB (Becto Dickinson) es un método bifasico de lectura manual, que ofrece
la posibilidad de disponer de un crecimiento sobre la fase sélida, y puede utilizarse para practicar
pruebas de identificacion sin necesidad de realizar resiembras adicionales; ademas, facilita la
deteccion de cultivos mixtos, pero frecuentemente falla el sistema de identificacion presuntiva de
tubercuI03|s que lleva incorporado en su fase sélida, y no permite realizar pruebas de sensibilidad
in vitro®.
En un estudio realizado comparativamente, se evaludé el medio MGIT(mycobacterial growth
indicator tube), con el cultivo de Ogawa-Kudoh y el de agar de capa delgada (CD) para el
diagndstico de TB, y concluyeron que el MGTI y CD son alternativas para mcrementar Ia rapldez en
el diagnéstico de TB, y el MGTI posee mayor sensibilidad en muestras pau0|baC|Iares

Cultivos de sangre para micobacterias

Los pacientes con mayores tasas de VIH poseen las mayores tasas de TB™, y se incrementan las
infecciones diseminadas por M. avium intracellulare y M. tuberculosis en pacientes con SIDA,; esto
ha estimulado la introduccion de técnicas de deteccion de micobacterias en sangre; las mas
eficientes son los métodos de lisis centrifugacion y radiométricos, ambos con igual sensibilidad,
pero el primero permite cuantificar el nUmero de micobacterias por mL de sangre y controlar



seriadamente la eficacia del tratamiento. Los métodos radlometrlcos ewtan muchas manipulaciones
peligrosas que son necesarias en la técnica de lisis centnfugamon

Puede realizarse centrifugacion de la sangre e inoculacién de la capa erltrocmca con lisis de
desoxicolato de las células o sin ellas, en medios de cultivos sélidos o I|qU|dos

Su uso esta |nd|cado en enfermos de SIDA, con linfocitos CD, por debajo de 50 cel/mm?® y fiebre de
origen desconocido®"

Pruebas de identificacion de Mycobacterium tuberculosis
A todas las cepas aisladas se les realizara:

1. Frotis y coloracién de Zielh-Neelsen para confirmar que se trata de BAAR.

2. Prueba de niacina: ademas de la técnica convencional que emplea solucion alcohdlica de
bencidina y bromuro de cianégeno, han sido comercializadas por laboratorios Difco, tiras de
papel para la deteccién de niacina, que resulta un método sencillo y eficaz para el diagnéstico
de M. tuberculosis; el mismo elimina el riesgo que implican los reactivos de alta toxicidad que
se utilizan en el método anterior.

3. Prueba de catalasa 68°C pH =7.

4. Reduccién de nitratos.

Las cepas de M. tuberculosis producen niacina, reducen nitratos a nitritos y poseen catalasa
termolabil*®. Las evidentes limitaciones de las técnicas de identificacion bioquimicas estandares
(complepdad y lentitud), han estimulado el desarrollo de técnicas alternativas de identificacién
rapida

Cromatografia

Las micobacterias se caracterizan por poseer una pared celular extraordinariamente rica en lipidos;
entre ellos se destacan una serie de acidos grasos, como los acidos micoélicos, algunos de los
cuales son caracteristicos de este género. Se encuentran, ademas, diferencias cuantitativas y
cualitativas en la com$03|0|on lipidica de diferentes espemes511 19 la cual se estudia por técnicas
cromatograficas” , de las que existen tres tipos que se aplican a la identificacion de
micobacterias: la cromatografla de capa fina (CCF), la de gases (CG), y la liquida de alto poder de
resolucién (HPLC) De ellas, CG y HPLC son las que mejores resultados han dado; se trata de
técnicas muy rapidas que ofrecen resultados en menos de dos horas y son las mas eficaces en la
identificacion. Tienen como inconveniente que el equipo que requieren es caro y no se puede
reallzar a partir de aislamiento en medios liquidos, por lo que se hace necesario pases a medios
solidos®

En la CG, la identificaciéon se basa en el perfil de acidos grasos de las micobacterias, permite la
identificacion de practicamente todas las especies descritas y se realiza en unas pocas horas. Por
su parte, la HPLC se basa en el perfil de acidos micdlicos, requiere muy gPoco indculo y la
identificaciéon puede llevarse a cabo tan pronto como las colonias sean visibles Estas técnicas
han logrado hacer el diagnéstico precoz de la menlngltls tuberculosa, mediante Ia determinacion
de bandas especificas en liquido cefalorraquideo® .Técnicamente es sencilla y rapida, la
interpretacion de los patrones obtenidos se ha facilitado por la existencia de programas
informaticos, que permiten la comparaciéon de los patrones de acidos micdlicos con los de una
coleccion de 45 especies de micobacterias, que comprenden las mas habituales en la clinica
humana®'®. No obstante, estas técnicas no dejan de ser un método complejo, que requiere una
estructura costosa y gran entrenamiento. La HPLC ha sido util también en la determ|na0|on
sanguinea de rifampicina, en pacientes con respuestas lentas al tratamiento antituberculoso®

Identificacion genotipica
La identificacién genotipica parece ser la mejor alternativa, precisa y rapida. La sonda genética es

un reactivo biolégico constituido por un fragmento de ADN, que posee una secuencia de bases
complementarias a la del genoma de un microorganismo. Las sondas estan marcadas con diversos



indicadores faciles de detectar®®: is6topos radiactivos (sondas calientes) y sustratos cromégenos
(sondas frias).

Cuando se libera el acido nucleico de un microorganismo y después de desnaturalizar el ADN
liberado, se separan las dos hebras que forman la molécula por procedimientos fisicos
(temperatura 90-140°C); si existe la sonda complementaria ocurre la hibridacion, que es el proceso
de union de dos hebras complementarias de acido nucleico, cuyo origen es distinto; una de ellas
sera el acido nucleico diana y la otra, la sonda empleada para localizar este acido nucleico. Si esta
union ocurre, se detecta facilmente gracias al marcador que se ha incorporado'®?*,

En la ultima década han aparecido sondas comerciales de ADN (AccuProbe®, GenProbe Inc., San
Diego, Estados Unidos) no radiactivas, que permiten identificar por hibridacién el ARN ribosémico
micobacteriano de forma rapida (dos horas) y especifica del complejo M. tuberculosis: el grupo M.
avium intracellulare, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii y M. gordonae. No existen sondas
comerciales para el resto de las especies'.

Un grupo de estas técnicas requiere de la amplificacion de la reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR), de una zona de ADN concreta (diana) y la observacién directa de los fragmentos obtenidos
o de un posterior analisis postamplificacion mediante restriccion, hibridacion o secuenciacion'®?.
Desde su introduccion en 1985, la PCR —que permite sintetizar por via enzimatica millones de
copias de un fragmento especifico de ADN- se vislumbré como una técnica gue podia revolucionar
el diagnéstico de las enfermedades infecciosas, por su rapidez y sensibilida *,

El diagndstico de la enfermedad por M. tuberculosis tiene como principal inconveniente lo tardio de
los cultivos y la baja sensibilidad de los examenes directos; en algunas situaciones, las técnicas de
biologia molecular —como la PCR-, si bien tienen mayor sensibilidad en muestras con baciloscopia
positivas, en extrapulmonares no baciliferas mejoran notablemente su deteccién 2y son mas
sensibles que la técnica convencional, ademas de aportar rapidez para el diagnésticozs’ °.

La extraordinaria sensibilidad es su principal atractivo e inconveniente.

Sus ventajas fundamentales son: una aplicacién universal sobre todos los aislamientos, la posible
deteccion rapida y especifica directamente de muestras, incluidas las que contienen hematies o de
cultivos recientes, ya sean en medios liquidos o sdlidos, la identificacion de microorganismos de
dificil cultivo, el reconocimiento preliminar de nuevos taxones micobacterianos, la reduccion del
riesgo bioldgico derivado de la manipulacién de cultivos y una adecuada relacion costo-beneficio
en los laboratorios clinicos de nivel Ill, y constituye uno de los modelos de referencia de
identificacion micobacteriana clinica habitual en combinacién con los nuevos sistemas de cultivo
automatizados %',

Entre las desventajas de estas técnicas, puede mencionarse que no pueden sustituir
completamente los métodos tradicionales, puede existir contaminacién potencial y ser baja su
comercializacion'"'%%.

En la actualidad existe variedad de técnicas con diferentes niveles de aplicacion, algunas de las
cuales pueden ser perfectamente instauradas en los laboratorios de diagnéstico con un
desemboilso inicial asumible, un escaso mantenimiento y un rendimiento éptimow’ ‘.

Condiciones indispensables para su realizacion®’:

1. Personal altamente entrenado.
Muestras clinicas adecuadas: esputo purulento o mucoide, en los exudados (liquidos pleurales,
pericardicos, asciticos) que tienen poca concentracién de bacilos, se necesitan por lo menos 5
mL, en LCR 2 mL, y lavados bronquiales muy Utiles en el diagnéstico.

3. Laboratorios con estructura apropiada; tres areas separadas y aisladas (aislamiento,
amplificacion y deteccion)?’.

En el aislamiento es imprescindible elegir la secuencia diana amplificada. En las micobacterias
existen regiones bien conservadas de ADN especificas de género; en la actualidad, las mas
estudiadas son el gen hsp65, que codifica la proteina micobacteriana de 65KDa y regiones
genomicas de la subunidad ribosémica 16S. No obstante, existen otras zonas utiles, como la region
intergenética 16S-23S ribosomal y los elementos de insercion, entre otros'®. EI ADN se puede
extraer directamente de la muestra clinica o de medios de cultivo solidos o liquidos; los métodos



mas sencillos y practicos son: hervir una su Eenswn de colonias micobacterianas durante 20 min
o rotura mecanica de la célula por ultrasonido®®

La amplificaciéon es el proceso que permite muItipIes copias de ADN especificos (target)
mediante la adicion de enzimas ADN polimerasa con cebadores o iniciadores de la reaccmn que
son dos oligonucledtidos que van a delimitar la secuencia de ADN que se quiere ampllﬂcar

La deteccion se logra mediante el analisis de postamplificacion, que puede ser por los sngmentes
métodos: restriccion, secuenciacion e hibridacion.

La restriccion se basa en el andlisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP), el
cual permite la |dent|f|ca0|on rapida, precisa y econdmica de todas las cepas de micobacterias en
los laboratorios clinicos?

La secuenciacion automatica con iniciadores marcados con fluoresceina representa un avance
sustancial y soluciona la identificacion de muchos microorganismos que es imposible detectar por
métodos convencionales. Representa el patron de oro de referencia de las identificaciones
genotlplcas Eero es un método caro y laborioso, cuyo uso queda limitado para los laboratorios de
referencia’

La h|br|da0|on en fase solida es una técnica basada en sondas cortas de ADN especifico de
especie y presentadas en formatos mas o menos convencionales (placas con micropocillos, tiras
de nitrocelulosa, etc.). En una sola prueba se aplica el producto de amplificacion sobre dlversas
sondas de los microorganismos aislados con mas frecuencia, y que poseen importancia clinica®

Las técnicas de amplificacion y deteccién en tiempo real se comenzaron a utilizar con flnes
diagnésticos; estos métodos se basan en la realizacion simultanea de la amplificacién de una zona
diana concreta y el reconocimiento mediante hibridacion, que detectaay cuantifica por medio de
diferentes fluorocromos. Las mayores ventajas residen en su rapidez” y la posibilidad futura de
aplicacion para una amplia variedad de especies, asi como la deteccioén e identificacion directa de
muestras clinicas®

Diferentes sistemas se han comercializado, como Cobas Amplicor MTB (Roche Diagnostic
Systems), el cual permite la deteccion de M. tuberculosis en muestras resplratonas con una buena
sensibilidad y especificidad, y disminuye en las no respiratorias'>®', y el sistema Gen-Probe
Amplified MTD (Gen-probe, Inc., USA) que se puede utilizar tanto en muestras respiratorias como
en liquidos estériles, aspirados gastricos, orinas, sangre y otros'’. Ambos sistemas ofrecen
sensibilidad y especificidad que exceden el 95 % en los casos de frotls positivos; la especificidad
para casos con frotis negativos es extremadamente alta, pero la sensibilidad varia entre 40 -
77%"". Nuevos sistemas de amplificacion estan siendo estudiados, como QR repllcasa (Galileo-
Probe Amplification, Gene-Trak), Nasba Amplification System (Organon Técnica, NY. )

En la actualidad existen diversos sistemas de amplificacion y marcaje aunque solo uno esta
comercializado: BD Probe Tec ET (Becton Dickinson, Sparks, EE.UU.)".

En un estudio internacional, donde se utilizaron varios métodos de amplificacion, se usaron 20
muestras ciegas de esputo que contenian 0, 100, y 1000 M. bovis (con una sola copia de target
IS6110) y fueron enviadas a laboratorios de I8 paises diferentes. Solo 5 (16 %) de 30 Iaboratorlos
identificaron la presencia o ausencia de micobacterias y 17 (57 %) hallaron falsos positivos'’.A
pesar de esto, se informa la utilidad de estas técnicas en Ia |dent|f|ca0|on de M. tubercuI03|s en
localizaciones de dificil diagnostico, tales como la TB ocular®® TB meningea®* y TB miliar®®

Estudio de sensibilidad in vitro

Los estudios de sensibilidad in vitro pueden realizarse a partir de muestras, cuando en ellas se
observan abundantes bacilos en el examen microscoépico (método directo), o a partir de cultivos en
fase exponencial (método indirecto)”.

Los métodos estandarizados para el estudio de la sensibilidad son: el de las ?royorciones y
diluciones multiples de Canetti, actualmente empleado como patréon de oro 637 el de la
concentraciéon absoluta de Meissner y el de nivel de resistencia de Mitchison; los tres métodos
emplean el medio de Léwenstein- Jense tienen el inconveniente de la demora en obtener sus
resultados y de que son trabajosos

Los estudios de senS|b|I|dad J)ueden reallzarse por técnicas radiométricas BACTEC, las cuales son
mas rapidas (5 a 8 dlas ; también se pueden utilizar otros métodos rapidos de detecciéon de
resistencia en M. tubercuI03|s, entre los que se encuentran: sistemas de luciferasas, pruebas



colorimétricas'"*®

resistencia®®.

La magnitud y el impacto futuro del actual problema de la resistencia de las micobacterias a los
medicamentos antituberculosos son aun desconocidos. El programa de vigilancia de la TB de la
OMS informé en 1994 la existencia de multidrogorresistencia en todo el mundo, con prevalencia
de 1,4 % para la multidrogorresistencia primaria y 13% para la secundaria®®; esto explica la
importancia del empleo de técnicas cada vez mas rapidas para determinar la susceptibilidad de
M. tuberculosis.

y técnicas moleculares para la deteccion de mutaciones que le confieren

Pruebas serolégicas

En los ultimos afnos se avanzd en el diagnostico serolodgico de la TB, porque se ha trabajado con
técnicas mas sensibles y antigenos purificados mas especificos. La técnica de
enzimoinmunoanalisis (ELISA), parece ser la que ofrece mejores perspectivas, pero no ha
mostrado sensibilidad y especificidad como para ser util, y tiene un valor predictivo escaso cuando
se utiliza en una poblacibn que presumiblemente presenta una probabilidad baja de
enfermedad?*"*2 En pacientes infectados con VIH, la determinacién de anticuerpos A60 resultd
util para el diagnéstico de la infeccion por M. tuberculosis®.

Técnicas como ayuda en la epidemiologia de la TB

Susceptibilidad a micobacteriéfagos.

Solo dos métodos han demostrado tener cierta utilidad clinica: la LPR (Luciferase Reporter Phage)
y el FAST/aqueTB o PhageTek MB, los cuales se diferencian basicamente en la deteccion de
células micobacterianas infectadas por el fago; en el primero se utiliza la emisién de luz que es
codificada por el gen de la luciferasa, el cual se encuentra incorporado en el genoma del fago; en
el segundo, la deteccion se basa en la presencia de multiples células micobacterianas viables
infectadas tras una amplificacion fagica.

Estas técnicas han mostrado, ademas, utilidad en el diagnéstico de TB en muestras respiratorias,
en la identificacion de M. tuberculosis a partir de cultivos, y en las pruebas de susceptibilidad a la
rifampicina e isoniacida. Se trata de técnicas sencillas, rapidas (48 h), relativamente econdémicas,
que requieren poco entrenamiento técnico; sin embargo, se deben tener en cuenta los problemas
de sensibilidad y especificidad en los escasos estudios realizados'®**.

Técnicas moleculares

Estas técnicas permiten establecer con precisién las cepas circulantes en una poblacién. Se han
utilizado la macrorrestriccion gendémica, seguida de electroforesis con alternancia de campo, los
patrones de restriccion hibridacion con sondas complementarias de secuencias repetidas en el
genoma de M. tuberculosis o el polimorfismo de amplificacion por PCR. El resultado final de estas
técnicas ofrece una imagen, que a la vista del observador ha sido comparada con las huellas
dactilares de los seres humanos; es por eso que se les conoce como "huellas de ADN"®, EI
marcador mas utilizado ha sido el estudio del polimorfismo de restricciéon-hibridacion, que utiliza la
frecuencia de insercion 1S6110%°4°%,

El genoma de M. tuberculosis contiene en general un elevado nimero de copias de 1S6110 (de5-
20), localizadas en posiciones variables a lo largo del cromosoma; la ubicacién de estos segmentos
se determina mediante la digestion de ADN con enzimas endonucleasas de restriccion vy,
posteriormente, se separan los fragmentos por electroforesis de gel de agarosa; seguidamente son
transferidos a una membrana (southern-blot), que sirve como soporte para realizar la reaccion de
hibridacién, donde se utiliza una sonda complementaria. Las cepas no relacionadas
epidemiolégicamente presentan patrones de restriccion hibridacion propios y, por tanto, un elevado
grado de polimorfismo; contrariamente, las cepas relacionadas muestran patrones idénticos, y
puede establecerse facilmente una relacién de clonalidad®*'.

En las cepas de M. tuberculosis sin ninguna copia de IS 6110 en su cromosoma 0 con un numero
muy reducido de ellas normalmente en posiciones constantes, no ocurre lo mismo; en estos casos



es necesario diferenciar las cepas no relacionadas epidemiolégicamente con otros marcadores
moleculares, como puede ser el IS6107, que parece ser especifico del complejo M. tuberculosis®’.
Los marcadores epidemiolégicos pueden utilizarse para conocer el patrén epidemiolégico general
en una poblacién, en el control de epidemias, en la diferenciacion entre reinfecciones exégenas y
endogenas, en las recidivas y en el estudio de las contaminaciones cruzadas en los laboratorios®'.
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