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GENERALIDADES

La tuberculosis sigue siendo una de las enfermedades
con mayor mortalidad en el mundo. La Organizacién
Mundial de la Salud estima que cada ano se diagnosti-
can mds de 8 millones de casos nuevos de Tuberculosis,
y aproximadamente 3 millones de personas mueren de
esta enfermedad.! El 95% de los casos a nivel mundial
ocurren en pafses en vias de desarrollo como el nuestro,
donde hay mucha pobreza y escasos recursos para estudios
diagndsticos y tratamiento, y hay una elevada prevalencia
de infeccién por el virus del VIH.

En Honduras la tasa de incidencia de tuberculosis fue de
50.8 por cien mil habitantes en el 2003, diagnosticdindose
un promedio de 4500 casos por afio, de los cuales el 85%
son tuberculosis de formas pulmonares, 62% de ellos
diagnosticados por medio de baciloscopia.??

La Tuberculdsis es considerada una enfermedad social
con implicaciones médicas. Esta enfermedad siempre ha
ocurrido en forma desproporcionada entre poblaciones en
desventaja como son las personas sin hogar, desnutridos,
o en hacinamiento. En las dltimas décadas se ha vuelto
claro que la diseminacién de la infeccién del VIH y la
migracién de las poblaciones ha incrementado el nimero
de casos a nivel mundial.
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EL DIAGNOSTICO

Aspectos clinicos

Desde el punto de vista clinico el diagnéstico de tuber-
culosis se viene haciendo desde tiempos de Hipdcrates.
El cuadro clinico ha sido bien definido desde entonces
donde se identifican sintomas generales como fiebre,
perdida de peso sudoracién nocturna, y los sintomas
de afectacién local de acuerdo al érgano principalmente
afectado. Siendo que en la mayor parte de los casos de
tuberculosis que afecta a personas inmunocompetentes,
el pulmén es el érgano mas afectado, los sintomas son
principalmente tos crénica y hemoptisis.“> En Honduras,
los primeros diagndsticos se establecieron desde tiempos
de la conquista y de la colonia, precisamente en base a las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, de tal manera
que existen datos bibliogrdficos de ilustres ciudadanos
afectados por la enfermedad en ese tiempo.®”

Antes del inicio de la epidemia del VIH, aproximadamen-
te el 85% de los casos reportados estaban limitados a los
pulmones, con el 15% restantes afectando sitios extrapul-
monares 0 ambas. Sin embargo, las manifestaciones clini-
cas de la tuberculosis pueden ser muy variables y depen-
den de muchos factores. El diagnéstico puede pasarse por
alto en ciertos pacientes, en particular en los pacientes
inmunosupresos quienes pueden tener hallazgos atipicos
tanto en su presentacién clinica como en la radiografia de
térax donde puden encontrarser infiltrados bdsales sin la
presencia de cavidades.

El diagnéstico Microbioldgico
El descubrimiento del agente causal por el Dr. Robert
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Koch en Alemania en 1882, permitié avanzar en el diag-
nostico microbioldgico. La Prueba de Ziehl Neelsen o
tincién acido alcohol resistente fue descrita por dos doc-
tores alemanes: Franz Ziehl (1859-1929) microbidlogo
y Friedriech Neelsen (1854-1894), patdlogo. La tincién
utiliza carbolfucsina, dcido alcohol y azul de metileno.
Las micobacterias se tifien de rojo, lo cual permite esta-
blecer la presuncién diagndstica.!® Tanto la baciloscopia
como el cultivo del Micobacteriun tuberculosis en medio
Lowestein Jensen han sido y son el arma bdsica de diag-
néstico. En paises de alta prevalencia la enfermedad es
confirmada con la clinica y la baciloscopia, siendo estra-
tegia fundamental, encontrar al sintomdtico respiratorio
(paciente con mas de 15 dias de tos con expectoracién)!!
a través de la bisqueda pasiva, a fin de lograr las metas
de diagnosticar por este medio, al menos el 70% de los
pacientes con la enfermedad y curar mas del 85% de los
pacientes diagnosticados, con la combinacién de férma-
cos antifimicos bajo estrategia TAES.%!! Con esta estrate-
gia se prevé una progresiva disminucién de la incidencia
de es este mal. El cultivo y la identificacién se dejan para
casos de incertidumbre diagndstica o mala evolucién al
tratamiento.

La ventaja del método de la baciloscopia es que puede
ser efectuada en casi cualquier lugar y que el hallazgo
de bacilos dcido alcohol resistente en dreas de alta pre-
valencia es prdcticamente confirmatorio de la presencia
de la enfermedad!! Multiples estudios han demostrado el
incremento de la sensibilidad, manteniendo la especifici-
dad, si se efectiian baciloscopias seriadas, o se concentra
y sedimenta la muestra de esputo, asi como con el uso de
microscopio fluorescente.!? La falla en establecer correc-
tamente el diagnostico de tuberculosis expone al paciente
a un régimen medicamentoso equivocado y retrasar el
tratamiento apropiado.'?

Limitaciones de la baciloscopia

Sin embargo es bien conocido el hecho de que existen
limitaciones de sensibilidad y especificidad de la prueba
de Ziehl Neelsen, de tal manera que para mejorar su
valor predictivo positivo deben efectuarse al menos tres
baciloscopias seriadas, ( la segunda baciloscopia capta de
un 7 a un 13% mas de pacientes, la tercera, alrededor de
4% mas de pacientes con tuberculosis) logrdndose con
esto hasta un 85% de deteccidn del paciente tuberculoso
bacilifero en localidades de moderada o alta prevalencia.'?
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Uno de los problemas para el manejo individual es que
la enfermedad debe haber avanzado sustancialmente,
para que permita que la persona tengan concentraciones
suficientes para que la tincion sea positiva (arriba de 103
bacilos por cm? de esputo). En este sentido el cultivo es
mas sensible por cuanto requiere concentraciones mucho
menores (10-100 bacilos por cm? de esputo) con la limi-
tante que el cultivo por medios sélidos requiere de varias
(6-8 semanas) semanas para brindar el resultado.!!-14

Sin embargo existen pacientes con tuberculosis activa
cuyas baciloscopias seriadas son negativas. La radiograffa
de térax, altamente sensible, es sin embargo inespecifica y
el diagnostico de tuberculosis no debe ser establecido solo
por este método.!!

Los estudios revelan los dos extremos cuando se hace diag-
nostico en base a los hallazgos radiolégicos, por un lado
exceso de diagnostico de la enfermedad” (falsos positivos)
y también exceso de falsos negativos. En un estudio de la
India de 2229 pacientes examinados fluoroscopicamente,
227 tueron clasificados como con tuberculosis, de ellos
81 pacientes tuvo cultivo negativo (36%) y se encontra-
ron 31 (1.5%) con estudio considerado normal pero con
cultivos positivos.!3

Por otro lado la tuberculosis puede afectar cualquier otro
érgano del cuerpo. En Honduras del 10 al 15% de las
tuberculosis son extrapulmonares.” El diagndstico de la
enfermedad se basa, en estos casos, en la obtencién de
liquidos o tejido para baciloscopia, cultivo y estudio his-
tolégico. La baciloscopia en tuberculosis extrapulmonar,
suele ser muy insensible por cuanto generalmente son
muestras paucibacilares. El cultivo tiene mayores proba-
bilidades de confirmar el diagnéstico, con la desventaja
de los costos , complejidad técnica y la posibilidad de un
retraso en el tratamiento debido a la tardanza en obtener
resultados. En estos casos pueden ser de utilidad los nue-
vos métodos de diagndstico.

NUEVOS METODOS DE DIAGNOSTICO

En los dltimos 15 afios se han realizado investigaciones
tratando de mejorar la sensibilidad, especificidad, rapidez
y costos de los medios diagndsticos de la tuberculosis.
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Una clasificacién de esos nuevos métodos estin en el

Cuadro No. 1.

Cuadro No. 1. Métodos no Convencionales y nuevas técni-
cas de diagndstico de la tuberculosis.'®

1.- Técnicas no convencionales de baciloscopia

2.- Nuevos métodos de cultivo de micobacterias
3.- Nuevas técnicas de identificacion del bacilo
Tecnicas de biologia Molecular
Técnicas de amplificacion Genética
4. Nuevos métodos de antibiograma
5.- Diagnéstico seroldgico de la tuberculosis
6.- Otras técnicas no microbioldgicas

1.- Técnicas no convencionales de baciloscopia

1.1 Auramina. En relacién al diagnéstico a través del exa-
men del esputo, ademds de la prueba de Ziehl Neelsen se
encuentra la tincién con fluorocromos, la cual mantiene
los principios de dcido-alcohol resistencia. La ventaja es
que al poderse ver los bacilos con tincién fluorescente es
posible observar la presencia de micobacterias de manera
mds rdpida y a menor aumento con el microscopio, lo
cual permite que en menos tiempo puedan observarse
mds campos. Este método es especialmente util en labo-
ratorios con alta demanda. La desventaja es que el método
requiere de equipo mas costoso y de corriente eléctrica
permanente. La sensibilidad es igual a la baciloscopfa.

2.-Nuevos medios de cultivo
Los nombres de algunas técnicas no convencionales de

cultivos del M tuberculosis pueden verse en el Cuadro
No. 2.

Cuadro No. 2. Métodos no convencionales de cultivo del
M tuberculosis

Nombre Técnica

Producién de gas

MYCO/BACT (detecion colorimétrica de CO2)
BACTEC 460 (deteccion de '#C
DIFCO “ESP” (incremento de presion)

Consumo de oxigeno

MIGIT ( uorométricos no automatizado)
BACTEC 9000 uorométrico automatizado
SEPTICHECK liquido/solido

2.1 Medios de cultivo liquido. Son m4s rdpidos y sensibles
que el cultivo en medios semisélidos (Lowestein Jensen)
pero con la desventajas de presentar dificultades para
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2.2

2.3

reconocer crecimientos mixtos de bacterias, morfolo-
gia y conteo de colonias (de mucha utilidad en casos
de retratamiento) y mayores problemas de contami-
nacién. Los exdmenes que detectan tempranamente
crecimiento no son especificos de M tuberculosis. Los
medios de cultivo liquido pueden ser radiométricos y
no radiometritos.

Radiométricos: Bactec 460, es uno de los avances mas
importantes en cuanto a diagndstico microbioldgico.
Detecta automdticamente el crecimiento bacteriano a
través del “CO, producido por la bacteria que meta-
boliza el sustrato marcado con C. Este método posibi-
lita un diagndstico mas temprano pues puede detectar
crecimiento del bacilo en una semana en pacientes con
baciloscopia positiva y en dos semanas en aquellos con
baciloscopia negativa'4 (dos semanas e identificar el M
tuberculosis en 4-5 dfas). Ademds es un método mas
sensible que el cultivo convencional (70-95% vs 60-
80% respectivamente),'¥ no se requieren subcultivos
para efectos de identificacién ni sensibilidad antimi-
crobiana. Entre las desventajas se encuentran, que es
un método laborioso, emplea radioisétopos, el costo
del equipo, reactivos y mantenimiento, es alto, y existe
potencial formacién de aerosoles. Se justifica su uso solo
en laboratorios regionales de referencia.’?

No radiometritos: Existen también métodos de cultivo
liquidos que no emplean radioisétopos [Mycobacteria
Growth Indicador Tube System (MGITS), MBBAC,
ESPII) con iguales ventajas al anterior y ademds que
son automatizados, incorporan al medio de cultivo
un compuesto que emite fluorescencia al descender la
tensién de oxigeno, mismo que ha sido consumido a
consecuencia del crecimiento bacilar. Su costo impo-
sibilita su uso en los paises de mayor prevalencia de la
enfermedad.

Medios de cultivo bifisico no radiométrico (MB-
SeptiCheck). Los frascos contienen 20 ml de caldo
7H9 de Middlebrook, ademds del medio sélido. Este
método de cultivo presenta igual sensibilidad, aunque
menos rapidez, que BACTEC, sin utilizar radioiséto-
pos. Tiene también la desventaja de los costos. No
permite estudios de sensibilidad y frecuentemente falla
la identificacién del bacilo.

Hemocultivos. Se han desarrollado debido a la fre-
cuencia de bacteremia de M aviun intracelulary de M.
tuberculosis en pacientes con HIV/SIDA severamente
inmunodeprimidos. Utilizan la técnica de lisis-centri-
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fugacion.
3.-Nuevas técnicas de Identificacién'3
Los estudios rutinarios de identificacién son efectuados
por técnicas bioquimicas que implican lentitud, com-
plejidad y falta de reproducibilidad, por lo que se han
desarrollados nuevas técnicas de identificacién que in-
cluyen el Test de NAP en Bactec 12B, la cromatografia
y la identificacién por métodos moleculares.
Test de NAP en Bactec 12B. Un precursor del cloranfeni-
col (p-nitro-alfa-acetilamino-beta-hidroxipropiofenona)
inhibe el crecimiento del complejo M ruberculosis, de tal
manera que al inocular la muestra a identificar se efecttia
en dos frascos Bactec 12B, uno de los cuales contiene
NARP. Si en dicho frasco no crece la micobacteria, signi-
fica que pertenece al Complejo M tuberculosis.
3.2 Identificacién por Cromatografia.

Las micobacterias tienen una pared celular muy rica en

lipidos. La composicién pared lipidica de cada especie

3.1

es especifica, los cuales pueden separarse en ésteres. Los
dcidos micdlicos son los componentes mas estudiados
de la pared celular de las micobacterias. Se pueden
separar grupos de micobacterias por cromatografia de
capa fina e identificarse por cromatografia de gases. El
estudio es altamente especifico pero su costo es muy
elevado para ser implementado en paises de bajos
recursos

3.3 Técnicas de Biologia Molecular

3.3.1 Técnicas de hibridacién

La Biologfa molecular ha permitido la deteccién de la
secuencia de ADN o ARN de diferentes micobacterias.
Se han preparado sondas con secuencias de dcidos nuclei-
cos complementarios a las secuencias de ADN o ARN
de diferentes especies (entre ellas la de M tuberculosis,
M avium, M Kansasii, M gordonae.) las cuales estin
marcadas con isGtopos radiactivos (sondas calientes) o
sustancias cromdgenos (sondas frias). La sonda genética
es capaz de fijarse o hibridarse con su fragmento homolo-
go de la muestra en estudio, la cual ha sido previamente
desnaturalizada por medios fisicos. La hibridacién de la
sonda a su fragmento homologo se detecta ficilmente
gracias al marcador incorporado. Las principales ven-
tajes de estas técnicas son la rapidez y la especificidad.
Sus desventajas son el costo y que no puede identificar
especies dentro del complejo M tuberculosis'

3.3.2 Técnicas de amplificacién
La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) es
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una técnica “in vitro” que imita la habilidad natural
de duplicar el ADN. En el campo del diagndstico
clinico, los laboratoristas pueden tomar una muestra
minima de material genético, copiar la secuencia de
interés las veces necesarias y generar suficiente canti-
dad de muestra para detectar la presencia o ausencia
de patdgenos y en muchos casos realizar la cuantifica-
cién del mismo. Esta es una tecnologfa patentada que
genera multiples copias de una secuencia especifica de
nucledtidos de un organismo. La tecnologia de PCR,
ideada por Kary Mullis. v desarrollada por un equipo
de cientificos de la Corporacién Cetus, fue publicada
por primera vez el aflo 1985 en la revista cientifica
Science y es reconocida como una de las herramientas
mas poderosas de la Biologia Molecular. El Dr. Mullis,
se hizo acreedor del Premio Nébel en Quimica 1993

por este aporte.!3-20

Hay disponibles multiples sistemas basados en la ampli-
ficacién de los dcidos nucleicos de las micobacterias.
Existen multiples objetivos para amplificar incluyendo
fragmentos de DNA o RNA. El mas frecuentemen-
te estudiado y amplificado en Tuberculosis es 1S6110
(Ref.15). De acuerdo a la FDA, la sensibilidad de los test
para tuberculosis, comparada con la de los cultivos es de
aproximadamente 95% en pacientes con baciloscopias
positivas pero solo de alrededor de 50% en pacientes con
baciloscopias negativas.!®

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), al mul-

tiplicar en millones de veces un fragmento determinado

ADN permite la identificacién de diferentes maneras:!3

*  Amplificar con cebadores apropiados y detectar después
un fragmento especifico de una determinada especie
por electroforesis y tincién con bromuro de etidio.!?

* Amplificar un fragmento de ADN comun a todas las
especies de micobacterias y después identificarla por
medio de sondas genéticas especificas.

* Amplificar un fragmento de ADN comun a todas las
especies de micobacterias, someterlas a lisis con enzimas
de restriccidn y visualizar lo fragmentos de restriccion
en gel de agarosa. Esta metodologia denominada Reac-
cién en Cadena de la Polimerasa y anilisis del polimor-
fismo en la longitud de los fragmentos de restriccién
(PCR-RFLP) es de gran utilidad en la identificacién
rdpida de las especies de Mycobacterium.
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Estos sistemas permiten un diagnostico tuberculosis
en tan solo unas pocas horas. Las pruebas de biologia
molecular actualmente en uso en el laboratorio para el
diagndstico de tuberculosis son AMTDT (Gee-Probe),
basado en la amplificacién enzimdtico del RNA ribosé-
mico, AMPLICOLOR (Mycobacterium tuberculosis PCR
test, Roche Diagnostic Sytems) basado en la amplifica-
cién del DNA mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa y el LCx (LCR Mycobacterium tuberculosis
assay, Abbott Laboratories), sistema de amplificacién que
utiliza la reaccién de la ligasa.'®1? Sin embargo su aplica-
bilidad esta limitada por una baja sensibilidad (menor que
el cultivo, pero mayor que la baciloscopia) y alto costo.
Datos de la literatura, confirman excelentes resultados en
especimenes respiratorios con tincién positiva, en lo que
se basa las recomendaciones de FDA. Estas técnicas tie-
nen una especificidad de mas del 95% y una sensibilidad
mayor del 95% en pacientes con baciloscopia positiva!7-2!
sin embargo se sefialan las limitaciones de estos métodos
en muestras extrapulmonares y muestras con baciloscopia
negativas; sin embargo se reconoce que estas pruebas de
amplificacién genética (AG) pueden tener utilidad pare el
diagnostico de Tuberculosis pulmonar con baciloscopias
negativas o Tuberculosis extrapulmonar en grupos selec-
tos de pacientes.!”

El diagnéstico de estas formas de la tuberculosis, aunque
poco importante desde el punto de vista epidemiolégico,
constituye un reto para el clinico, debido a lo atipico de
sus manifestaciones, en ocasiones a la escasa expresividad
clinica y, en la mayoria de los casos, a las dificultades que
plantea la confirmacién microbiolégica mediante los
métodos cldsicos. Existen muchos estudios publicados
comparando los métodos de Ampliacién nucleica (PAN)
con el examen microscépico y el cultivo de material
obtenido de enfermedad extrapulmonar, la mayoria con
muestras seleccionadas y, por lo tanto, no totalmente
extrapolables sus resultados a la prdctica diaria.?!2?

A modo de resumen, las ventajas que aportan los métodos
de Ampliacién Genética respecto a los métodos cldsicos en
el diagndstico de tuberculosis son la sensibilidad respecto
al examen microscépico y la rapidez respecto al cultivo en
tuberculosis pulmonar. En la tuberculosis extrapulmonar
los métodos de PAN son mds sensibles que el examen
microscépico y que el cultivo. Ademds, la Ampliacién
Genética permite la confirmacién répida de que el BAAR
(bacilos alcohol-4cido resistentes) detectado en el examen
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microscépico es M. tuberculosis. Entre las limitaciones
de estos métodos hay que destacar que puede no ser un
método tan rdpido como se propugna cuando se utiliza
en laboratorios de microbiologfa que procesan pocas
muestras , al final el an4lisis costo-eficiencia, teniendo en
cuenta que, en la situacién actual, es un método que com-
plementa pero no desplaza a los anteriores, significa por lo
tanto, un aumento de recursos humanos y materiales.

Las indicaciones recomendadas por la Sociedad Tordcica
Americana para estos métodos incluye principalmente la
confirmacién de que una baciloscopia positiva es real-
mente Micobacterium tuberculosis. Ademds con la dispo-
nibilidad de nuevas versiones de esta prueba con mayor
sensibilidad, se puede utilizar para el diagnéstico répido
de pacientes con baciloscopia negativa.” El Centro pare
control de Enfermedades de los Estados Unidos reco-
mienda la realizacién de PCR al mismo tiempo que el
BAAR pare detectar enfermedad por micobacterias no
tuberculosas (BAAR positivo, PCR negativo).?3-24

También puede contribuir para diagnéstico rdpido de
casos dificiles (meningitis tuberculosa, tuberculosis dise-
minada en pacientes con SIDA), evitar técnicas cruentas
(biopsia pleural, extirpacién de adenopatias, biopsia
hepdtica, biopsia dsea), evitar tratamientos empiricos ante
cuadros donde los métodos tradicionales han sido poco
rentables (tuberculosis renal, tuberculosis intestinal).

3.3.3 Uso apropiado de las pruebas

En la actualidad existen dreas de incertidumbre a cerca
de la aplicabilidad e interpretacién de estas pruebas rdpi-
das y los resultados deben analizarse con precaucién: los
resultados de pruebas de amplificacién nucleica (PAN)
pueden mantenerse positivos por meses a pesar de una
terapia adecuada y buena respuesta clinica, asi que el test
puede ayudar en el diagndstico pero no en el seguimiento,
respecto a respuesta al tratamiento o capacidad infeccio-
sa de la persona.?> Resultados discordantes en que una
baciloscopia es positiva y un test de dcidos nucleicos es
negativo, puede ser secundario a una enfermedad por una
micobacteria no tuberculosa, una PAN falsa negativa, o
un BAAR falso positivo. Si las micobacterias no tubercu-
losas son comunes en la comunidad, se recomienda que la
terapia sea retrasada hasta obtener confirmacién por culti-
vos. En contraste, segtin Cantanzaro? no se debe retrasar
la terapia antituberculosa si la existencia de Micobacterias
no tuberculosas en la comunidad son raras, lastimosa-
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mente pocas veces se cuenta con esta informacién en los
paises de mayor prevalencia. Una situacién clinica donde
las PAN podrian ser de apoyo en las decisiones clinicas es
que el paciente tuviera baciloscopia positive pero tuviera
bajo riesgo, en bases clinico-epidemiolégicas, de estar
enfermo por tuberculosis. En esta situacién un resultado
negativo de PAN implica que hay que buscar una alterna-
tiva diagnostica. Sin embargo hay que tener en cuenta que
hay en las PAN un 4-5% de falsos negativos en pacientes
BAAr positivos, por lo cual se recomienda retrasar el tra-
tamiento hasta obtener el cultivo. En caso de situacién
clinico-epidemioldgica de alto riesgo el tratamiento no se
debe retrasar.?®

En la situacién que el BAAR es negativo, una PAN positi-
va puede ser de valor en deteccién temprana de aproxima-
damente 50% de casos activos de Tuberculosis que son
BAAR negativos. A pesar de que la FDA no recomienda
las pruebas de ampliacién genética en pacientes BAAR
negativos; en el caso de sospecha de tuberculosis, BAAR
negativos pero NAA positiva Cantanzaro? recomienda el
inicio de tratamiento e investigacion de contactos y cita el
estudio en que se reporta una sensibilidad de 53 % y espe-
cificidad de 93% vs cultivo usando Amplicor en paciente
con sospecha de TB y baciloscopias negativa.? Los BAAR
falsos negativos son mas frecuentes en laboratorios donde
no se realizan de rutina.

3.3.4 Muestras no respiratorias

Varios reportes describen la utilidad de PAN en estudios
de especimenes extrapulmonares. En un estudios en que
se realizo BAAR, Cultivo y ensayo de Amplicor la sensi-
bilidad fue de 73%, especificidad de 99%, sin embargo
faltan aun estudios que exploren este contexto para que
sea recomendado de forma rutinaria. La FDA no ha apro-
bado el uso de PAN en muestras extrapulmonares pero
varios estudios reportan su utilidad especialmente en
liquido gdstrico, ganglios y piel. Sin embargo en el liqui-
do pleural parece ser que la deteccién de M ruberculosis
tiene problemas debido a cantidad de inhibidores en el
material pleural que reducen la sensibilidad de la misma.
En relacién a las meninges esta es la mejor prueba con la
que se cuenta para confirmar diagnostico de meningitis
tuberculosa.?”28

3.3.5 Recomendaciones
Las PAN no deben ser efectuados en ausencia de baci-
loscopia y cultivos, y la interpretacién de los resultados
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depende del contexto clinico. Un tes de ampliacién gené-
tica positivo con baciloscopia positiva es diagnostico de
tuberculosis.

En pacientes con sospecha clica de tuberculosis pero baci-
loscopfa negativa una PAN positiva debe interpretarse
como diagnostica de tuberculosis, una PAN negativa aun-
que no descarta Tuberculosis obliga a efectuar exdmenes
mas invasivos como broncoscopias o biospsias.

4.- Diagnéstico de drogosensibilidad

A partir de la década del 90 del siglo XX, con el avance
de la epidemia del HIV/SIDA y la Multidrogoresistencia,
surgen numerosos métodos para investigar drogosen-
sibilidad. Sin embargo, de todos ellos solamente son
reconocidos cuatro; tres son llevados a cabo en medio
de cultivo sélidos, que son el cociente de la resistencia,
concentraciones absolutas y método de las proporciones,
cuyo resultado tarda de 21 a 28 dfas después de tiempo
equivalente para obtener e identificar el bacilo. El cuarto
método es llevado a cabo sobre medio liquido Bactec 460
con lectura semiautomatizada que tarda de 3 a 5 dias. El
método de las proporciones, a pesar del inconveniente de
su lentitud en dar resultados, es el método de referencia
mas utilizados.

Los estudios de sensibilidad de M tuberculosis pueden lle-
varse a cabo por técnicas fenotipicas y técnicas genéticas

4.1 En medio sdlidos los mas utilizados son:

4.1.1 Método de las proporciones en medio de Lowesten
Jensen, es el recomendado para paises de escasos o medios
recursos. El resultado tarda hasta 4 semanas'?

4.1.2  Sensibilidad de
Middlebrook. El resultado puede conocerse en 2-3 sema-
nas'?

en medios semisintéticos

4.1.3 Sistema E test. Utiliza tiras impregnadas con con-
centraciones crecientes de antimicrobianos. Las micobac-
terias se distribuyen en medio 7H11 de Middlebrook. Es
un método rdpido que proporciona resultados en una
semana. Tiene inconvenientes en la interpretacién de las
diluciones y de la contaminacién de las placas.!?

4.2 Métodos liquidos. Tienen la ventaja de la rapidez de
los resultados!3-14
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Bactec 12B rédpido sencillo reproducible y concuerda con
el método de las proporciones. Es el preferido en paises
industrializados que los cuales tienen bajas prevalencias
de la enfermedad.

Existen otros sistemas liquidos (ESP II, MB-BacT,
MGCIT, Bactec 9000MB), Métodos de microdilucién
en caldo, método de macrodilucién, este ultimo una
adaptacién de Bactec 460 para conocer la Concentracién
Inhibitoria Minima (CIM) y Concentracién bactericida
minina (CBM) del M tuberculosis a diferentes drogas.

4.3 Otras tecnologfas:

4.3.1 Test de luciferasa. En este método las micobacterias
vivas son infectadas por bacteriogafos TM4 que expresan
el gen luciferasa y emite fotones. En el test, las bacterias
sensibles infectadas por fagos no emitirdn luz. El resultado
es rdpido.'

4.3.2 Sistema PhaB, que utiliza un micobacteriéfago. Es
un método rdpido, no costoso y sencillo con adecuada
concordancia para la rifampicina pero insuficiente para la
Isoniacida.!314

4.3.3 Citometria de Flujo. Es rdpido, sencillo, sin embar-
go el costo del citémetro de flujo es elevado. Ha sido
aplicado en el estudio de sensibilidad de micobacterias
ambientales.

4.4 Estudio de sensibilidad mediante técnicas genéticas
Estos estudios requieren de infraestructura costosa, lo
que reduce su uso a laboratorios de referencia e inves-
tigacion;

4.4.1. Deteccién rdpida de resistencia.

estdin utilizando los M¢étodos
Moleculares para la rdpida deteccién de resistencias. Uno
de los mds prometedores utiliza la Reaccién de Cadena de

Polimerasa para detectar mutaciones en el gen rpoB, que

Recientemente se

esta asociado a cepas resistentes a la rifampicina!31425

En la mayorfa de las instancias, la simple deteccién de
resistencia a este medicamento puede ser indicacién para
utilizar medicamentos de segunda linea. Estas pruebas
se consideran muy dtiles en sitios de alta prevalencia de
tuberculosis multi-drogoresistente (Federacion de Rusia),
por lo cual no se encuentra disponible para la mayorfa de
los paises. Se puede considerar de utilidad cuando haya
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recaidas o falla terapéutica después de un haber comple-
tado exitosamente el tratamiento.?’-3?

5.-Diagnéstico serolégico de la tuberculosis

En las dltimas dos décadas se han multiplicado los estu-
dios investigando el valor de diferentes test en el diag-
nostico de la tuberculosis probando diferentes antigenos
con diferentes técnicas. La técnica enzimoinmunoanalisis
(ELISA) parece ser la que ofrece mayores ventajas. Los
antigenos que ofrecen mejores ventajas son los de natura-
leza proteica y lipidica. Se han utilizado como antigenos
filerados crudos de bacilos tuberculosos, PPD, antigeno
5 y 6 de M tuberculosis, glicolipidos micobacterianos
SAG Al. Bl y C, factor corddn. La sensibilidad varia
de acuerdo al antigeno, nivel de corte prevalencia de la
enfermedad. Sin embargo el desconocimiento en cuanto
la dindmica de aparicién de anticuerpos, su duracién per-
manencia después de haber sido curada la enfermedad, las
reacciones cruzadas etc producen dificultades en la inter-
pretacién de los resultados. Los mayores logros en cuanto
a sensibilidad se han logrado en casos de Tuberculosis
pulmonar con baciloscopia positiva (65-85%) lo cual no
brinda ventajas al manejo clinico, ademds la sensibilidad
disminuye cuando se trata de baciloscopias negativas o
tuberculosis extrapulmonar que son los casos donde se
necesitan apoyo diagnostico de otros test. Actualmente
los test serolégicos brindan apoyo en el diagnostico de la
tuberculosis solo en limitadas circunstancias.!?

6.-Otras tecnicas

6.1 Deteccidén de la infeccién.

Clésicamente se ha utilizado la prueba de tuberculina para
detectar la infeccidn; sin embargo la prueba no es especi-
fica, los resultados son variables dependiendo de factores
como la experiencia técnica, la aplicacién en masa de la
BCG, la prevalencia de otras micobacteriosis.!3

6.2 Ensayos de liberacién de citoquinas

Las gufas recientes publicadas por la Sociedad Americana
de Enfermedades Infecciosas y la CDC sugieren que no
se realicen pruebas de deteccién de la infeccién por tuber-
culosis si no se tiene la intencién de dar tratamiento. Esta
estrategia puede ser ayudada por pruebas diagnosticas
que no reaccionen con el Bacillo de Calmette Guerin.
Es por este motivo que surgié esta prueba para detec-
cién de tuberculosis latente.! El nombre de la prueba
es Quantiferon TB test (Cellestis), y esta disponible en
forma comercial. Ha sido aprobado por la Food and Drug
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Administracién de los Estados Unidos para el diagnéstico
de tuberculosis latente.

El método es el siguiente se mezclan muestras de sangre
con antigenos, incubdndose por 16 a 24 horas. Los anti-
genos incluyen a la tuberculina y un antigeno para mico-
bacterium avium intacellulare. Se incluyen controles de
calidad. Si el paciente tiene infeccién por M. Tuberculosis,
sus linfiocitos CD4+ y CD8+ reconocerdn la tuberculina y
liberaran Interferén gamma. Los resultados estdn basados
en la proporcién de IFN-g liberado, y se realiza una radio-
graffa de térax pare confirmar que la infeccién es latente.
Comparado con la tuberculina, no requiere una segunda
visita al médico para la interpretacién de los resultados
pero tiene en contra su complejidad y mayor costo. Esta
prueba no debe ser utilizada en pacientes en quienes se
sospecha la enfermedad por tuberculosis, infeccién por
M. avium, embarazadas y, personas menores de 17 afios
(por falta de estudios).?! En el presente se recomienda su
uso para el tamizaje de pacientes con riesgo bajo o mode-
rado de tuberculosis.??

6.3 - Deaminasa de adenosina,

Esta enzima interfiere en el metabolismo de las purinas,
y su actividad ocurre principalmente en el tejido linfoide.
La prueba tiene una elevada sensibilidad y especificidad
en el diagnostico de tuberculosis pleural, con falsos posi-
tivos en casos de empiema, linfomas, o derrames pleurales
en enfermedades autoinmunes. Es de utilidad en el diag-
nostico de tuberculosis que afecta serosas de dificil accesos
para biopsia, como meninges o pericardio.

Otros métodos son la determinacién de la lisosoma en
liquido de serosas y su cociente respecto a los niveles seri-
cos, un cociente mayor de 1.2 tiene excelente sensibilidad
y especificidad.!314

CONCLUSIONES

A pesar de los avances en el diagnéstico microbiolégico
en cuanto al advenimiento de cultivos de M. tuberculo-
sis con técnicas que proporcionan mayor rapidez en los
resultados, y técnicas de biologfa molecular que propor-
ciona resultados en horas en cuanto a identificacién del
bacilo, estas ventajas no son de utilidad en las regiones
que mayor necesidad tienen de ellas debido a los costos de
la tecnologfa por lo que la estrategia para el control de la
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enfermedad contindan siendo simple: detectar sintomdti-
co respiratorio, efectuar baciloscopfa de inmediato y a la
mafiana siguiente y tratar bajo estrategia TAES aquellos
con baciloscopia positiva.
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