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Resumen

La tuberculosis (TB) contintia siendo considerada como una de las
enfermedades infecto-contagiosas de mayor impacto en la salud
publica y requiere, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), una atencion inmediata a nivel global. Los objetivos
de esta breve revision son los de considerar las condiciones epide-
mioldgicas de la enfermedad, describir los sistemas tradicionales y
las nuevas técnicas de diagnostico, y su posibilidad de aplicaciéon
en programas de combate contra la que es considerada como la
peste blanca: la tuberculosis. [Guevara A, Juarez A, Zenteno R.
Tuberculosis y la importancia de incorporar nuevas tecnologias
diagnosticas. MEDUNAB 2003; 6(16): 46 - 51]
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Introduccion

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causa-
da por el bacilo Mycobacterium tuberculosis y, excepcio-
nalmente, Mycobacterium bovis; ésta puede penetrar en
el cuerpo a través del tubo digestivo, el sistema genitouri-
nario y el sistema respiratorio. Esta tltima es la via de
infeccién més frecuente ya que las particulas o aerosoles
que contienen la bacteria pueden ser liberados por un
paciente con infeccién de TB activa, se inspiran del aire
contaminado por un individuo sano, se depositan en las
mucosas de las vias respiratorias superiores y viajan a los
pulmones donde se suelen instalar, para luego comenzar
a crecer, es decir, a generar una TB activa. En algunos
casos puede moverse por medio del sistema linfatico hacia
otras partes del cuerpo, tales como el rifidén, espina dorsal
y cerebro, donde generan una TB extrapulmonar.

Desafortunadamente la TB que se aloja en los pulmones es
aquella que causa un mayor diseminacién de la bacteria, o
sea es la mas contagiosa, mientras que la extrapulmonar
no lo es. Los individuos con una TB activa contagian con

mayor probabilidad a las personas con las que se convive
habitualmente, es decir, familiares cercanos, amigos y
comparfieros de trabajo, por lo que es importante que una
vez identificado un individuo como portador de una TB
activa, se recomienda que todas las personas cercanas a
él se realicen las pruebas pertinentes para establecer su
condicién infecciosa. La tuberculosis pulmonar activa es
la mas frecuente y por lo general puede causar alguno de
estos sintomas: tos aguda que perdure mas de 2 semanas,
dolor en el pecho, esputo con sangrado, “flema proveniente
de los pulmones”, debilidad o fatiga, pérdida de peso, falta
de apetito, escalofrios, fiebre y sudoracién nocturna.

La mayoria de los individuos que respiran la bacteria de
TB y llegan a infectarse son capaces de contenerla me-
diante su sistema inmunolégico e inactivarla por un largo
periodo sin causar la enfermedad, es decir, establecen una
infeccitén latente de TB; sin embargo, es de hacer mencién
que el bacilo aprovecha cualquier debilidad del sistema
inmunoldgico para activarse, aunque la gran mayoria de
las personas con una TB latente nunca desarrollan una
TB activa. Es por lo anterior que la apariciéon del virus
del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida) y fe-
némenos de hambruna, los cuales comprometen al sistema
inmunolégico y facilitan la activacién de un TB latente,
estan funcionando como potenciadores de la enfermedad y
generando bacterias patolégicamente mas agresivas y en
casos extremos multidrogo-resistentes.! Una TB latente
no muestra sintomas aparentes; pese a ello, es posible
detectarla mediante una reaccidn positiva a la prueba de
piel (tuberculina) y recientemente mediante la cuantifi-
cacioén de interferén gama producido por células ante una
estimulacién con antigenos de TB.

En términos generales se ha establecido que el 30% de las
personas que mantienen contacto continuo con un paciente
bacilifero se infectan. Del total de personas infectadas sélo
del 5 al 15 % desarrollaran TB, es decir, una TB activa, la
cual sin tratamiento pueden seguir un curso prolongado
y causar la muerte en 2 6 3 afos.?

Epidemiologia de la tuberculosis

La TB es una enfermedad humana antigua y se mantiene
como una de las mas extendidas en el mundo. Se estima
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que un tercio de poblacién mundial estd infectada con una
forma latente de M. tuberculosis: cada afio se reportan
de 8 a 10 millones de nuevos casos de los cuales 3
millones fallecen, es decir, el 6% de todas las muertes del
Planeta.? En América Latina se establecen de 250 a 300
mil nuevos casos y de 20 a 25 mil muertes por afo, por
lo que se coloca en tercer lugar de incidencia por debajo
de Africa y Asia, nimero uno y dos, respectivamente: Y
se ubican en Brasil, México y Perti como los de mayor
incidencia (http://www.paho.org/Spanish/HCP/HCT/
TUB/tuberculosis.htm). Todo lo anterior convierte a la
TB como una de las enfermedades transmisibles de mayor
importancia en el mundo (http://www.who.int/disasters/
commdiseases.cfm), seguida sélo por la malaria y el VIH.
Y con un panorama nada alentador ya que se desconoce
el impacto que tendran los fenémenos de cepas de
tuberculosis resistentes a multiples drogas y a su cada
vez mas comun asociacién con pacientes infectados por

el VIH.

Afortunadamente se han venido realizado grandes esfuer-
zos para poder dar una respuesta a esta enfermedad, la
cual puede ser curable, siempre y cuando se detecte a
tiempo y se mantenga el paciente dentro de un régimen
de tratamiento estricto. Dichos programas son promovi-
dos por la OMS y la OPS bajo las siglas de DOT (Directly
Observed Treatment) o en espafiol TAES (Tratamiento
acortado estrictamente supervisado) y han mostrado ser
altamente efectivos (http://www.who.int/gtb/dots/).

Por otro lado, los mecanismos de diagndstico se han rezaga-
do en forma considerable ya que se han venido empleando
por més de 20 afos los mismos métodos, cuyas propiedades
no permiten apoyarse en ellos para desarrollar estrategias
de erradicacién a mediano y largo plazo. El objetivo de la
presente revisién es dar una breve mirada a los procedi-
mientos tradicionales y a las nuevas estrategias en el diag-
nostico de la tuberculosis, y comentar sobre sus deficiencias
y limitaciones para finalmente, discutir las necesidades
de incorporar las nuevas tecnologias dentro de las nuevas
estrategias de lucha y erradicacién de la TB.

Mecanismos de diagnostico

Técnicas tradicionales de diagnéstico. Dentro de las
estrategias para combatir a la TB, el diagnéstico subyace
como uno de los pilares mas importantes, debido a que
permite la atencién e inicio del tratamiento y en conse-
cuencia minimiza los riesgos de contagio y dispersién de
la enfermedad.

La baciloscopia con la tincién microbiolégica de Ziehl-Ne-
elsen es la técnica de oro para el diagnéstico de tuberculo-
sis activa en la mayoria de los laboratorios. Esta técnica
diagnostica a los enfermos con tuberculosis pulmonar que
son baciliferos, esto es, que son fuente de diseminacién de
la enfermedad. Sin embargo, es en este sentido en donde
se han observado las mayores limitaciones, ya que este
sistema necesita >10*bacterias para arrojar un diagndstico
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positivo. Un dato adicional que marca la clara obsolescen-
cia de este procedimiento es la estimacién de que mas de la
mitad de los 10 millones de casos reportados anualmente
son infecciones pulmonares y extra-pulmonares bascilos-
copico negativas.*

Por otro lado, el cultivo bacteriano liquido o s6lido tiene la
desventaja de tardar entre 2 a 8 semanas para arrojar un
resultado positivo, lo cual repercute en incertidumbre y
retraso en el diagndstico de pacientes baciloscopico-negati-
vos, con la consecuente demora en el inicio del tratamiento,
deterioro del paciente y propagacién de la enfermedad.
Ante tales inconvenientes, uno de los primeros sistemas
que se emplearon para sustituir los cultivos tradicionales
fueron los sistemas de cultivo liquido automatizado o semi
automatizado, en los cuales se emplea como unica fuente
de carbono Palmitato-C'*. Estos sistemas funcionan de-
tectando los desechos metabdlicos gaseosos radioactivos
que se generan en 10 a 15 dias de cultivo, lo cual indica
el crecimiento de la bacteria.® Sin embargo, el empleo de
estos sistemas se ha visto limitado por las dificultades
asociadas con la disposicién final de los radioisétopos
generados.

Con base en lo anterior se han generado nuevos sistemas
no-radiométricos tales como el MB/BacT (Biomerieux),*
BACTEC9000 (Becton Dickinson),” y el tubo indicador de
crecimiento micobacteriano (MGIT; Becton Dickinson).®
Todos ellos muestran diferentes niveles de eficiencia y
funcionan midiendo cambios en la presién de gas, pro-
duccién de didxido de carbono y consumo de oxigeno ya
sea fluorométrica o colorimétricamente. En términos ge-
nerales estos sistemas permiten detectar micobacterias
en baciloscopias positivas en aproximadamente 14 dias
y en la mayoria de las muestras en 21 dias. Aan asi, es
importante resaltar la importancia de la capacitacién del
personal que maneja estos sistemas, ya que los porcentajes
de contaminacién y diagndstico de falsos positivos son mas
altos cuando el personal no posee experiencia o carece de
un entrenamiento adecuado.

Nuevas estrategias de diagnoéstico. En los Gltimos afios
se ha trabajado afanosamente en el desarrollo de nuevos
sistemas de diagndstico para la TB, dentro de las cuales
destacan por su sensibilidad, estandarizacién, sencillez,
reproducibilidad y certidumbre dos técnicas, las cuales se
relacionan a continuacion.

Amplificacion de dcidos nucléicos. Los métodos de am-
plificacién de acidos nucleicos, mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa o PCR, tienen una aplicacién
potencial en la detecciéon rapida de micobacteria en
muestras primarias,® ya que permite obtener resultados
a partir de 100 bacilos por muestra en cuestién de horas;
sin embargo, este sistema presenta ciertos inconvenientes
ya que en muestras positivas se observa una sensibilidad
y especificidad mayor al 95%,'*!! pero en muestras bas-
ciloscopico-negativas poseen una sensibilidad del 95% y
una especificidad del 45 al 77%.'2



A pesar de lo anterior existen dos sistemas comerciales
de amplificacién de acidos nucleicos para el diagnéstico
de tuberculosis aprobados por la Administracién de Ali-
mentos y Medicamentos de los Estados Unidos: 1a prueba
directa de M. tuberculosis o “Mycobacterium tuberculosis
direct test” (0 MTD, GenProbe).'® La segunda es la prueba
Amplicor de M. tuberculosis (Roche).'* En principio ambas
pruebas fueron aprobadas para usarse s6lo en muestras
clinicas positivas, ya que su sensibilidad y especificidad en
muestras de pacientes basciloscopico negativos disminuye
hasta un 70-80%. Pero en 1999 una reformulacién de la
prueba MTD, denominada MTDII, se aprobd para usarse
en pacientes con basciloscopias positivas y negativas, con
sospechas de una TB pulmonar, y en ambos casos mostrd
una sensibilidad y especificidad mayores al 85%.°

En los tltimos anos se han incorporado dos nuevos siste-
mas comerciales para la deteccién de tuberculosis median-
te la amplificacién de un producto génico por reacciéon en
cadena de la ligasa (LCR): uno de ellos es el LCx (Abbott),®
el cual amplifica un segmento del gene B, del cual s6lo hay
una copia en el genoma, es especifico para miembros del
complejo Mycobacteria y tiene una sensibilidad del 97-99%
y una especificidad del 90 al 100%."

Finalmente, el sistema RifLiPA, el cual tiene el beneficio
adicional de identificar bacterias con resistencia a ampi-
cilina; este sistema muestra una concordancia del 92 al
100% con la identificacién de resistencia en cultivo, una
correlacién con muestras de esputo y bronqueo-lavados del
94.7% y de 100%, y con pruebas posteriores de susceptibi-
lidad del 100%.'® Por otro lado, muchos laboratorios han
desarrollado sistemas “caseros” de deteccion de TB a partir
de muestras clinicas. La mayoria amplifican la secuencia
de insercién IS 6110, debido a que existen multiples copias
y es facil de estandarizar. Recientemente se han venido
empleando otros blancos de amplificaciéon como los genes
MBP64, rpob y hsp65,' inclusive sistemas que emplean
mRNA, con la ventaja adicional de que permite identificar
la presencia de bacterias vivas.?’

La tuberculosis extrapulmonar puede presentar problemas
particulares de diagnéstico, en especial en tuberculosis neu-
ronal, donde el nimero de bacterias presente en la muestra,
como podria ser el caso del fluido cerebroespinal, es escaso
y en consecuencia las tinciones tienen una sensibilidad
del 10 al 20%.2! En respuesta se han desarrollado varios
métodos, algunos comerciales y otros caseros, que emplean
el fundamento de la amplificacién de acidos nucleicos, con
sensibilidades y especificidades altas, pero que en su gran
mayoria se encuentran en evaluaciones clinicas.??

La principal desventaja de estos sistemas radica en que se
diagnostican falsos positivos con mucha facilidad debido
principalmente a la contaminacién de los reactivos cau-
sados por personal mal capacitado. Pero a pesar de esto
el diagnéstico de TB mediante la amplificaciéon de acidos
nucleicos por PCR se ha convertido en una de las técnicas
mas rapidas, seguras y confiables.'?4
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Estos sistemas cada vez més se estan colocando como una
de las mejores herramientas para diagnosticar tempra-
namente y asi enfrentar de inmediato a la tuberculosis
infantil,?-23 ]a cual se ha convertido en un alarmante pro-
blema de salud publica global, ya que de los 1.3 millones
de nifios que anualmente presentan tuberculosis cerca de
medio millén muere.?*

Es muy importante tener en cuenta que el diagndstico
de TB por medio de la amplificacién de acidos nucleicos
posee derivaciones adicionales importantes que permiten
determinar desde la especie de cepa de micobacteria in-
fectante, hasta la resistencia a antibidticos; informacién
importante para la implementacién de nuevos programas
de combate o tratamientos antimicobacterianos.?

Ensayo inmunoenzimdtico. El segundo procedimiento de
diagnéstico de TB que mayor potencialidades de empleo
ha mostrado es el del ensayo inmune ligado a enzima
(ELISA, en su siglas en ingles). Mediante este sistema
es posible identificar anticuerpos circulantes especificos
contra antigenos de Mycobacterium y, de esta manera,
indicar una infeccién.?® %7 Este sistema genera resultados
en cuestion de horas y con sensibilidades que oscilan del
95 al 98% y especificidades del 85 al 92%, dependiendo del
antigeno empleado. Posee las ventajas adicionales de que
permiten evaluar el nivel de respuesta inmune ante la in-
feccién bacteriana, es decir, discernir cuando se presentan
bacterias vivas y muertas en el huésped, es mas facil de
estandarizar y necesita menos reactivos y equipamiento
que el sistema de PCR.?® Esta técnica ofreceria el mayor
potencial para la realizacién de pruebas seroldgicas rapi-
das y podria ser de gran valor cuando sea dificil obtener
muestras de esputo, como sucede en nifios y en pacientes
con tuberculosis extrapulmonar.

Con todo, las técnicas de inmunodiagndstico tienen la
desventaja de presentar variaciones dependiendo del an-
tigeno empleado, arroja falsos positivos por mal manejo de
los reactivos o contaminacién de la muestra, y se necesita
personal altamente capacitado y equipo especializado para
la lectura de las muestras, por lo regular caro, lo cual
limita su empleo en paises pobres.

Por otro lado, la habilidad de la micobacteria de infectar
un paciente y permanecer latente por muchos afos antes
de su reactivacién es un obstaculo clave para el control y
eliminacién de la tuberculosis y las fallas en la identifica-
cién y tratamiento de individuos infectados latentemente
permitird continuar con la cadena de transmisién.?® El
diagndstico de tuberculosis latente se ha realizado de
manera tradicional mediante la prueba de la tuberculina
en la piel, sin embargo, el proceso de vacunaciéon con BCG
en muchas ocasiones da lugar a una reaccién cruzada con
esta prueba, y en otras genera un proceso de anergia, lo
que arroja falsos positivos o falsos negativos. Una deri-
vacién de la técnicas de ELISA, ELISPOT, ha permitido
desarrollar un sistema de diagndstico para una infecciéon
latente de TB. El sistema mide la cantidad de interferén
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gama (IFNy) producido por las células sanguineas totales
o de células mononucleares de sangre periférica previa-
mente estimuladas con derivados proteicos purificados
de tuberculosis (PPD) o antigenos mas especificos.?® 3
Bajo este fundamento recientemente el sistema Quanti-
FERON®-TB Test (Cellestis), recibi6 su aprobacién por
parte de la administracién de alimentos y medicamentos
de Estados Unidos.3! 3

Sin embargo, con la finalidad de evitar falsos positivos
causados por una reaccién a los antigenos provenientes de
una vacunacion con BCG, se estan empleando antigenos
ausentes en dicha vacuna, tales como ESAT-6* y CFP-10,
los cuales han mostrado resultados prometedores en inves-
tigaciones de campo pero que necesitan mayores estudios
para su aprobacién final.?® Finalmente, el empleo de un
parche de piel que libera el antigeno de TB MPB64, en sus
pruebas iniciales ha mostrado su capacidad de distinguir
entre tuberculosis pasiva y controles sanos PPD-positivos.
Este sistema, en una evaluacidn inicial, mostré una sensi-
bilidad del 98% y una especificidad del 99%.?* Finalmente,
resta por mencionar que la extrapolacién global de este
tipo de técnicas hay que tomarla con ciertas reservas
debido a la variacién de los antigenos entre especies bac-
terianas y por el tipo de respuesta inmunolégica dado por
la poblacién, en diversas zonas geograficas

Otras técnicas. Finalmente, es importante mencionar
que se han desarrollado otras técnicas de diagndstico
con diversos fundamentos, tales como la hibridacién con
sondas de ADN o ARN,?* hibridacién y PCR in situ,* o en
cultivo celular,?” deteccion de acido micélico en muestras
sanguineas o de orina por cromatografia de liquidos a
alta presién (HPLC)?® e identificacién de acido tubérculo-
estedrico en muestras de liquido cerebroespinal o de otro
tipo por cromatografia de gases.?% 40

Si bien estas técnicas poseen especificidades y sensibilida-
des altas en muestras basciloscopico-positivas y negativas
y algunas se encuentran en fase final de aprobacién para
su empleo comercial, tienen la desventaja de que requieren
de un equipo sofisticado y en muchas ocasiones caro, asi
como una ultra capacitacién del personal de laboratorio
implicado, lo cual limita de inicio su aplicabilidad en paises
subdesarrollados o de bajos recursos econémicos.

Conclusiones

La TB posee un panorama epidemiolégico sumamente
particular debido a su caracter multifactorial, ya que
abarca consideraciones desde aquellas propias de la bac-
teria, hasta socio-econémicas y clinico-biomédicas. Tan
solo la TB conjuntamente con el VIH se espera que para
los préximos 10 anos cause la muerte de 130 millones
de personas y afecte principalmente poblacién joven eco-
némicamente activa, por lo que seran los padecimientos
infectocontagiosos con las mas serias repercusiones en la
salud publica y, en consecuencia, un gran reto para todas
las entidades responsables de la salud.
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Los laboratorios de diagnéstico y referencia ya no deben
permitir que su posicién dentro de la lucha contra la tu-
berculosis sea dictada por los resultados que se proveen
de manera limitada o con una duracién de 2 a 4 semanas
o hasta meses por las “técnicas de oro tradicionales”, y que
confirman que son ineficientes para establecer a partir
de ellas estrategias de combate a corto plazo, y a largo
plazo funcionar de soporte para desarrollar campanas de
erradicacién de TB. Por lo que el nuevo papel que tendran
que asumir los laboratorios de diagnostico sera el de im-
plementar procedimientos que permitan diagnosticar a
un paciente tuberculoso en periodos méas cortos de tiempo,
con una basciloscopia negativa, con una infeccién extra-
pulmonar, con una infeccién latente y con resistencia para
alguna droga. Lo anterior permitirda ubicar al individuo
dentro de un programa que incluya una administraciéon
oportuna y estrictamente supervisada del medicamento
anti-micobacteriano adecuado, disminuyendo asi la pro-
pagacién de la enfermedad y la generacién de bacterias
resistentes a los medicamentos.

De esta manera, el diagnéstico esta llamado a conver-
tirse en la piedra angular dentro de la lucha contra la
tuberculosis; a través de este texto se han mostrado los
avances tecnoldgicos en este sentido; pese a ello, muchas
de estas pruebas son inviables en paises de economias
emergentes, en donde por cierto se concentra el mayor
numero de enfermos y en donde es necesario desarro-
llar acciones de intervencién mas urgentes y sobre todo
efectivas. Por lo que una solucién ante tal problemética
seria el desarrollar programas multinacionales conjuntos,
coordinados por los paises implicados o la Organizacién
Mundial de la Salud o alguna otra entidad similar. Estos
programas deberan ayudar a implementar ya sea técnicas
inmunoldgicas, biologicomoleculares o de cualquier otro
tipo, considerando las particularidades de las cepas bac-
terianas prevalecientes en la zona geografica y las condi-
ciones socio-econdémicas de cada pais, deberan establecer
estrategias que permitan disminuir costos y, finalmente,
desarrollar centros de capacitacion de personal. Esto se
debe a que el paciente tuberculoso y la poblacién en gene-
ral tienen derecho desde un punto de vista ético a acceder
al “estado del arte” en el diagndstico de tuberculosis, aun
si éste reside en areas en donde los laboratorios locales no
son capaces de proveer estos servicios. Los beneficios de
proveer nuevos y mas eficaces sistemas de diagndstico de
TB, con mayor cobertura y relevancia clinica, en especial
enregiones de alta incidencia, seran de un gran significado
en la salud publica de la poblacién en su contexto regional,
nacional y global.

En conclusién, podemos decir que a pesar de los gran-
des avances en los nuevos procedimientos diagndsticos
contra la TB, una gran cantidad de factores limitan su
aplicacién a la poblacién que mayormente lo requiere
por lo queda un largo trecho por recorrer antes de que
podamos decir nuevamente que erradicamos a nuestra
companera de los ultimos 10 mil afios: la peste blanca,
la tuberculosis.ll 21, 23, 25, 28, 41-45
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Abstract

Tuberculosis and new diagnostic technologies. Tuberculosis re-
mains like one of the infect-contagious disease with the highest
impact in the public health, and require, according to the world
health -organization an immediate and global attention. The
main goal of this short-review is to consider the epidemiological
conditions of this disease and make a short description of the
new techniques in use for the early stages and better threshold
diagnosis of the white pest, the tuberculosis.

Key words: Tuberculosis, epidemiology, diagnosis, PCR,
ELISA.
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