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Resumen: el diagnóstico de la tuberculosis ha estado basado en la detección directa de la micobacte-
ria; sin embargo, se estima que este se puede lograr solamente en el 10% de los casos y requiere que 
se combine con métodos confirmatorios como el cultivo, el cual puede tomar varias semanas para que 
el crecimiento sea evidente. Los métodos basados en la amplificación de la secuencia ácidos nucleicos 
muestran sensibilidad y especificidad altas, pero no siempre son accesibles a todos los laboratorios 
debido a sus requerimientos de infraestructura y el costo de los insumos. Las limitaciones para el 
diagnóstico hacen que se busque continuamente metabolitos micobacterianos, mediante diferentes 
aproximaciones, que sean, ulteriormente, fáciles de rastrear en condiciones muy básicas de laborato-
rio. En esta revisión se incluyen algunas de las aproximaciones metodológicas basadas en la detección 
de derivados micobacterianos y su valor como herramienta para el rastreo de la micobacteria.
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Mycobacterium tuberculosis es el 
agente etiológico de la tuberculo-

sis, enfermedad que afecta principalmente 
el sistema respiratorio del hospedero. Este 
microorganismo se transmite a través de ae-
rosoles desde un paciente bacilífero a otros 
individuos. Según la Organización Mundial 
de la Salud (OMS) la tuberculosis es la no-
vena causa mundial de muerte y la prime-
ra debido a enfermedades infecciosas, por 
encima del VIH/SIDA. En 2016 la cifra esti-
mada de muertes por tuberculosis fue de 
1.300.000 (frente a los 1.700.000 en 2000) 
en personas VIH negativas y de 374.000 en 
personas VIH positivas [1].

En Colombia, según el reporte de la OMS, 
en el año 2016 hubo una incidencia total 
de tuberculosis de 16 por cada 100.000 ha-
bitantes. En este mismo año se notificó un 
total de 13.467 casos, de los cuales solo el 
9% tuvieron un diagnóstico con una prueba 
rápida y el 80% alcanzaron a tener la con-
firmación bacteriológica ulterior mediante 
cultivo. En este mismo reporte de la OMS 
se evidencia una reducción en el presu-
puesto para la financiación de los progra-
mas para la prevención, el diagnóstico y el 
tratamiento de la tuberculosis en Colombia 
para el 2017, con un notorio incremento 
en el déficit financiero total y una marca-
da disminución en la financiación externa 
[2], lo que inevitablemente se convierte 
en un factor apremiante para la búsqueda 
local de estrategias que den soluciones al 
problema del diagnóstico temprano de la 
tuberculosis. 

Según la OMS una tercera parte de la po-
blación mundial está infectada con Myco-
bacterium tuberculosis [1]. Después de la 
infección primaria un porcentaje bajo de 
individuos puede desarrollar tuberculosis 
activa, mientras que un 90% al 95% perma-

nece asintomático, con una forma de la en-
fermedad denominada tuberculosis latente 
[3]. A esto se suma la tuberculosis farmaco-
rresistente, que continúa siendo una ame-
naza. Específicamente, en 2016 hubo en el 
mundo 600.000 nuevos casos resistentes a 
la rifampicina, el fármaco de primera línea 
más eficaz, 490.000 de los cuales tenían 
tuberculosis multirresistente. Cerca de la 
mitad (47%) de estos casos se produjeron 
en India, China y la Federación de Rusia [1]. 
Este panorama, que toma cifras a nivel local 
y mundial, hace evidente que, si bien algu-
nos indicadores pueden mostrar reducción 
de la enfermedad, el problema ha ganado 
complejidad en diferentes frentes. 

De esta manera, la tuberculosis se ha man-
tenido a través de los años como uno de 
los problemas más importantes de salud 
pública, que presenta dificultades impor-
tantes para su control, principalmente la 
falta de un diagnóstico confiable y opor-
tuno de las formas pulmonares y extrapul-
monares que permita iniciar a tiempo el 
tratamiento y disminuir la transmisión. En 
esta revisión se describen las herramientas 
diagnósticas convencionales utilizadas en 
la detección de las formas activas de la en-
fermedad, sus ventajas y desventajas, así 
como su aplicación en el diagnóstico de in-
dividuos paucibacilares y de individuos con 
infección latente. Además, se describen 
algunos componentes y derivados de la 
micobacteria de naturaleza lipídica, como 
el manósido de fosfatidil inositol (PIM), el 
lipoarabinomanano (LAM), el dimicolato 
de trehalosa (TDM) y algunos ácidos gra-
sos como el ácido tuberculoestárico (TBSA) 
y los ácidos micólicos, que se han postu-
lado que son útiles para la detección del 
microorganismo. Finalmente, se describen 
algunos métodos para su detección en 
muestras clínicas. 
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Diagnóstico de la 
infección tuberculosa 
latente con base en la 
respuesta inmune
La mayoría de las personas infectadas por 
Mycobacterium tuberculosis no presentan 
signos ni síntomas de la enfermedad, pero 
corren el riesgo de contraer la forma activa. 
Se estima que la infección tuberculosa laten-
te progresa a enfermedad activa en el 5% al 
10% de las personas infectadas, y que esta 
progresión es más grande en individuos in-
munocomprometidos. En la mayoría de los 
casos se contrae la tuberculosis activa en los 
primeros cinco años, luego de la infección 
inicial [3]. En los países desarrollados los in-
dividuos con infección tuberculosa latente, 
y aquellos con alto riesgo de desarrollarla, 
reciben terapia profiláctica [1], ya que son 
considerados reservorios de la micobacte-
ria. De esta manera, la implementación de 
métodos de alta sensibilidad y especificidad 
para la detección de la micobacteria se con-
sidera prioritaria. Las principales técnicas 
para el diagnóstico de la infección tubercu-
losa latente, basada en la respuesta inmu-
ne, se describen a continuación. 

Prueba de tuberculina en piel
La tuberculina es una suspensión en glicerol 
de derivado proteico purificado (PPD), que 
es un precipitado de antígenos no especí-
ficos obtenido a partir del filtrado del cul-
tivo de Mycobacterium tuberculosis [4]. La 
aplicación de la prueba de tuberculina fue 
iniciada por Robert Koch a finales del siglo 
XIX, cuando observó que, después de ino-
cular el PPD por vía subcutánea, se produ-
cía una reacción febril en los pacientes con 
tuberculosis pero no en los individuos sin la 
enfermedad; razón por la que se empezó a 

utilizar como una herramienta diagnóstica. 
Después, la inoculación subcutánea se cam-
bió a inoculación intradérmica para restrin-
gir la reacción a la piel (prueba de Mantoux) 
(véase figura 1) [3].

La producción de la tuberculina se estan-
darizó bajo la denominación de derivado 
proteico purificado (PPD), que se empezó a 
utilizar en 1934 [3]. En 1939, Seibert y Glenn 
produjeron un lote de PPD conocido como 
PPD estándar, o PPD-S, que hoy en día se 
utiliza como el estándar de referencia in-
ternacional [1]. Actualmente, la prueba de 
tuberculina en piel es el método estándar 
para el diagnóstico de tuberculosis latente; 
en esta prueba, el PPD se inocula por vía in-
tradérmica en el antebrazo y 48 a 72 horas 
después se determina la reacción mediante 
la medición del diámetro de la induración 
que se produce en la piel. El criterio para es-
tablecer una prueba como positiva depende 
de la prevalencia regional de la enfermedad 
y de la dosis de PPD utilizada [4].

Figura 1. Ilustración de la prueba cutánea de 
tuberculina. Tomado de Skin Test en Wikime-
dia Commons, por BruceBlaus, 2017, obteni-
do de https://commons.wikimedia.org/wiki/
File:TB_Skin_Test.png. Creative Commons Attri-
bution-Share Alike 4.0 International license.

Antebrazo

Aguja de tuberculina
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La prueba de tuberculina en piel se funda-
menta en que la infección por Mycobac-
terium tuberculosis induce una respuesta 
inmune contra antígenos micobacterianos 
mediada por células, especialmente linfo-
citos T CD4+ [5]. La exposición subsecuente 
del individuo, por vía intradérmica, a los an-
tígenos de la micobacteria que puedan ser 
reconocidos por los linfocitos T específicos, 
induce una reacción de hipersensibilidad 
retardada tipo IV que refleja la sensibilidad 
del individuo a los antígenos en las horas su-
cesivas al reto [6]. Después de la inyección 
del PPD, el sitio de la punción es infiltrado 
en forma rápida (4 h) por neutrófilos y, más 
tarde (12 h), por linfocitos T y monocitos 
que se distribuyen alrededor de las vénulas, 
donde, además, el fibrinógeno liberado des-
de los vasos sanguíneos al tejido circundan-
te se convierte en fibrina [7]. Los depósitos 
de fibrina, y en menor grado la acumulación 
de linfocitos T y monocitos, en el espacio ex-
travascular alrededor de la punción causan 
la inflamación y la induración de la piel [8].

Algunos estudios sobre la utilidad diagnósti-
ca de la prueba de tuberculina en piel mos-
traron que su aplicación en poblaciones bien 
definidas, desde el punto de vista epidemio-
lógico, inducía respuestas diferentes [9]. Las 
dosis de tuberculina de 1 µg producían ma-
yor induración en los individuos que tenían 
enfermedad activa y en sus contactos, en 
comparación con aquellos con probabilidad 
muy baja de presentar la infección tubercu-
losa latente; sin embargo, con dosis altas de 
tuberculina (1 mg) las induraciones tendie-
ron a igualarse en todos los individuos [10]. 
Esta observación cuestionó la especificidad 
de la prueba [11], lo cual se puede deber a 
que el PPD contiene más de 200 proteínas, 
muchas de las cuales son compartidas con 
micobacterias no tuberculosas y Mycobac-
terium bovis BCG [12]. Por lo tanto, la res-

puesta al PPD puede ser el resultado de la 
infección por Mycobacterium tuberculosis o 
micobacterias no tuberculosas [13] o de la 
vacunación con BCG [14].

En un estudio realizado en diferentes es-
cuelas de Kenia, donde los niños fueron 
inoculados con PPD de Mycobacterium tu-
berculosis en el antebrazo derecho y con 
PPD de micobacterias no tuberculosas en 
el antebrazo izquierdo, se demostró la ines-
pecificidad de la prueba. Aproximadamen-
te, la mitad de los niños (47%) no presentó 
reacción en ningún antebrazo; el 6,1% solo 
reaccionó contra el PPD de Mycobacterium 
tuberculosis, el 22,7% solo contra el PPD de 
micobacterias no tuberculosas y el 24% con-
tra ambos tipos de PPD [15]. 

La inespecificidad de la prueba también se 
puede deber a falsos positivos por reactivi-
dad cruzada, lo que dificulta la real identi-
ficación de individuos con infección tuber-
culosa latente. En Inglaterra y Malawi, en 
un estudio comparativo de la respuesta a 
la prueba de tuberculina en piel antes y un 
año después de la vacunación con BCG en 
adolescentes y adultos jóvenes sin cicatriz 
de BCG, los autores reportaron un incre-
mento en la reacción a la prueba un año 
después de la vacunación en ambas pobla-
ciones [14], lo que evidencia la falta de es-
pecificidad de esta prueba para la detección 
de la infección.

Además de la baja especificidad, la prueba 
de tuberculina en piel presenta una pobre 
sensibilidad en individuos con alto riesgo de 
desarrollar tuberculosis activa. La función 
deficiente de los linfocitos T en los indivi-
duos inmunocomprometidos, interpretada 
a veces como anergia o simplemente como 
hiporrespuesta de las céluas específicas de 
antígeno, puede resultar en falsos negativos 
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[16]. Las dificultades en la aplicación e inter-
pretación de la prueba de tuberculina en piel 
llevan, con frecuencia, a resultados falsos 
[17]; además, la prueba no discrimina entre 
la infección tuberculosa latente y la tubercu-
losis activa [3], lo cual limita su utilidad.

Ensayos de acumulación 
de interferón gamma (IFN-γ) 
El desarrollo de nuevas estrategias diag-
nósticas para la infección tuberculosa la-
tente ha sido difícil por la falta de un es-
tándar de referencia. Se considera que la 
proximidad y mayor contacto con un pa-
ciente con tuberculosis activa (caso índice) 
es la condición más favorable para adquirir 
la infección tuberculosa latente. Por tanto, 
la sensibilidad de una nueva prueba diag-
nóstica para este tipo de infección no se 
debe comparar de manera directa con la 
prueba de tuberculina en piel. Una prueba 
superior a la prueba de tuberculina en piel, 
en cuanto a sensibilidad, debe tener una 
positividad mayor asociada al grado mayor 
de contacto con el caso índice. La especifi-
cidad se debe obtener cuando el resultado 
positivo sea independiente de la vacuna-
ción o el contacto con micobacterias no 
tuberculosas [3].

En las dos últimas décadas se han desarro-
llado nuevas herramientas para el diagnós-
tico de infección tuberculosa latente como 
el QuantiFERON-TB, el QuantiFERON-TB 
Gold y el T-SPOT.TB. El principio de estas 
pruebas es la detección del IFN-γ liberado 
por los linfocitos T, obtenidos a partir de 
una muestra de sangre total y estimulados 
en cultivo con antígenos de Mycobacterium 
tuberculosis, o la detección de linfocitos T 
productores de IFN-γ. El QuantiFERON-TB 
utiliza como estímulo el PPD, por lo que se 
considera que carece de especificidad [3]. 

El QuantiFERON-TB Gold y el T-SPOT.TB 
estimulan los linfocitos T con antígenos es-
pecíficos codificados en la región genómica 
de diferenciación 1 (RD1) de la micobacte-
ria. Esta región de 9,5 kb, que está presen-
te en todas las cepas de Mycobacterium 
tuberculosis, Mycobacterium bovis [18-20] 
y en cuatro micobacterias no tuberculosas 
(Mycobacterium kansasii, Mycobacterium 
szulgai, Mycobacterium flavescens y Myco-
bacterium marinum) [21], no se detecta 
en las cepas de Mycobacterium bovis BCG, 
según ensayos de hibridación substractiva 
reportados por Mahairas y colaboradores 
(1996) [18].

La deleción de RD1 en la cepa Mycobac-
terium bovis BCG es lo que explicaría, en 
parte, su carácter de microorganismo ate-
nuado, ya que su presencia se ha correla-
cionado con la virulencia de las micobac-
terias del complejo tuberculosis [20]. La 
región RD1 consta de nueve genes que co-
difican para las proteínas Rv3871-Rv3879c, 
dentro de las cuales se encuentran los 
antígenos ESAT-6 (del inglés, Early Secre-
ted Antigenic Target-6 o Rv3875) y CFP-10 
(del inglés, Culture Filtrate Protein-10 o 
Rv3876) [18-20]. Estas proteínas son secre-
tadas activamente por la micobacteria al 
ambiente extracelular [22] y son altamente 
inmunogénicas [23,24]; características por 
las cuales estas moléculas se utilizan como 
antígenos en las pruebas QuantiFERON-TB 
Gold y T-SPOT.TB.

Arend y colaboradores (2001) [25] com-
pararon la prueba de tuberculina en piel 
con la secreción de IFN-γ en respuesta al 
ESAT-6 y al PPD en cultivos de sangre total 
de 44 contactos cercanos de un paciente 
con tuberculosis activa. Estos autores ob-
servaron que, mientras algunos contactos 
con prueba de tuberculina en piel negati-
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va respondieron al PPD en los cultivos de 
sangre total, ninguno respondió in vitro a 
la estimulación con ESAT-6 y CFP-10, lo cual 
interpretaron como una mayor especifici-
dad (100%) y menor sensibilidad (67%) de 
la prueba con antígenos propios de Myco-
bacterium tuberculosis en comparación 
con la prueba con PPD (especificidad del 
72% y sensibilidad del 100%). 

Johnson y colaboradores (1999) [26] tam-
bién reportaron una mayor especificidad 
del QuantiFERON-TB Gold, usando ESAT-
6 como estímulo, en comparación con el 
QuantiFERON-TB y la prueba de tubercu-
lina en piel. En otro estudio, 60 estudian-
tes australianos que no tenían exposición 
establecida a Mycobacterium tuberculosis 
o a micobacterias no tuberculosas, y que 
no habían recibido el BCG, fueron vacuna-
dos con esta para evaluar la respuesta an-
tes y después de la inmunización mediante 
prueba de tuberculina en piel y cultivos 
de sangre total estimulados con ESAT-6 o 
PPD. Antes de la vacunación todos los es-
tudiantes tuvieron resultados negativos en 
las pruebas, pero cinco meses después de 
la inmunización con BCG el 13% presentó 
una reacción mayor o igual a 10 mm en la 
prueba de tuberculina en piel y 20% fue-
ron positivos en la detección de IFN-γ en 
los cultivos de sangre total estimulados 
con PPD; por el contrario, antes y después 
de la inmunización los estudiantes presen-
taron resultados negativos en la prueba 
de QuantiFERON-TB Gold con ESAT-6 [26]. 
Brock y colaboradores (2001) [27] también 
mostraron una mayor especificidad de las 
pruebas con ESAT-6 y CFP-10 comparadas 
con las de PPD en individuos vacunados 
con BCG frente a los no vacunados.

A pesar de los buenos resultados de estos 
ensayos en la detección de individuos con 

infección tuberculosa latente, su utilidad 
en el diagnóstico de pacientes con enfer-
medad activa es escasa [17,28,29]. Pathan 
y colaboradores (2001) [30] reportaron 
una baja frecuencia de linfocitos T CD4+ 
secretores de IFN-γ específicos de ESAT-6 
en individuos con tuberculosis activa, en 
comparación con aquellos con infección 
tuberculosa latente. En la actualidad, los 
ensayos de acumulación de IFN-γ se con-
sideran como el mejor método para de-
terminar cuáles personas están infectadas 
con Mycobacterium tuberculosis, aunque 
su utilidad es limitada en el diagnóstico de 
la tuberculosis activa.

Diagnóstico 
de tuberculosis activa
La forma más frecuente de la tuberculosis 
es la pulmonar. El diagnóstico microbioló-
gico convencional se basa en la detección 
del bacilo en al menos una de tres muestras 
de esputo recolectadas en tres días diferen-
tes. Estas muestras se someten a tinción de 
ácido alcohol resistencia para evaluar al mi-
croscopio la presencia del microorganismo 
y se llevan a cultivo en medio Lowenstein-
Jensen, lo cual es necesario para confirmar 
el diagnóstico [29].

Un porcentaje alto de los casos de tuber-
culosis activa se diagnostica de acuerdo 
con los hallazgos clínicos, compatibles con 
el riesgo epidemiológico, y la infección se 
confirma por la respuesta al tratamiento 
anti-tuberculoso [3]. Se considera que el 
diagnóstico microbiológico es el ideal y, en 
la actualidad, la tinción ácido alcohol resis-
tente del bacilo, los cultivos micobacteria-
nos y, más recientemente, la amplificación 
de los ácidos nucleicos son las metodologías 
más utilizadas. 
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Detección directa 
de la bacteria
Tinción ácido alcohol resistente
En 1882 Robert Koch describió la tinción áci-
do alcohol resistente para detectar el bacilo 
que causa la tuberculosis [31]; más de 130 
años después, este método para la detección 
de micobacterias en esputo (baciloscopia) 
continúa siendo la más usada por su facilidad 
y rapidez y por su bajo costo. La tinción se 
basa en el alto contenido de lípidos de la pa-
red celular de la micobacteria que le confiere 
resistencia a la decoloración con alcohol áci-
do. Inicialmente, el bacilo se tiñe con fuscina, 
se decolora con alcohol ácido y, posterior-
mente, se tiñe con una solución de contraste 
como el azul de metileno. Las dos tinciones 
ácido alcohol resistentes más utilizadas son 
la de Ziehl-Neelsen (véase figura 2) y la de 
Kinyoun [29].

Desafortunadamente, la sensibilidad de la 
tinción es limitada. Para que un esputo resul-
te positivo mediante microscopía debe con-
tener entre 5.000 a 10.000 bacilos/mL [32]. 
El 50% al 60% de los pacientes con tuberculo-

sis pulmonar activa son negativos (pacientes 
paucibacilares), aunque la sensibilidad tien-
de a ser mayor en pacientes con enfermedad 
cavitaria y menor en pacientes con tos débil 
o con una enfermedad menos avanzada [3]; 
además, la negatividad en la tinción de espu-
to no elimina el diagnóstico de tuberculosis, 
particularmente cuando la sospecha clínica y 
el riesgo epidemiológico son altos.

Otra limitación de esta técnica es que alre-
dedor del 30% de los pacientes con tuber-
culosis no expectoran y la producción de 
esputo debe ser inducida [33]; además, la 
tinción ácido alcohol resistente no indica la 
viabilidad del microorganismo ni lo identifi-
ca como Mycobacterium tuberculosis y es 
únicamente informativa en individuos con 
tuberculosis pulmonar activa [17].

Cultivo
La confirmación del diagnóstico de la in-
fección pulmonar activa se debe realizar 
mediante el cultivo en medios como el 
Löwenstein-Jensen (véase figura 3), aún 
cuando la microscopía es positiva, debido 
a que los bacilos del grupo micobacterias 
no tuberculosas también son ácido alcohol 
resistentes. Se estima que las técnicas tradi-
cionales de cultivo de esputo requieren 10 
a 100 micobacterias viables/mL de muestra, 
que tienen una alta especificidad (alrededor 
del 98%) [34] y que la sensibilidad es supe-
rior (80% al 93%) a la microscopía de esputo 
[35]. Además, el cultivo permite realizar la 
prueba de susceptibilidad a fármacos, así 
como la genotipificación y la especiación 
para instaurar el tratamiento antibiótico 
adecuado y para propósitos epidemiológi-
cos, respectivamente [36]. La mayor limita-
ción de los cultivos es el lento crecimiento 
de Mycobacterium tuberculosis para su ais-
lamiento e identificación; el procedimiento 
requiere de seis a ocho semanas, lo que re-

Figura 2. Baciloscopia de esputo teñida con 
Ziehl-Neelsen positiva para bacilos ácido alcohol 
resistentes (BAAR). Cortesía de la Escuela de Mi-
crobiología, Universidad de Antioquia. Medellín, 
Colombia.
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trasa el inicio del tratamiento y aumenta la 
probabilidad de que el paciente empeore su 
estado clínico e infecte a más contactos [3]. 

Para acelerar la obtención de los resultados 
se han desarrollado metodologías alterna-
tivas para el cultivo de Mycobacterium tu-
berculosis. El ensayo radiométrico BACTEC 
460 TB (BD, Maryland, Estados Unidos), 
específico para la detección de Mycobac-
terium tuberculosis, es un buen ejemplo de 
ello. Esta técnica utiliza medio de cultivo 
7H12 con ácido palmítico marcado con 14C 
para detectar la presencia de la micobacte-
ria con base en su metabolismo más que en 
su crecimiento. Cuando el 14C es metaboli-
zado, el 14CO2 producido es detectado por 
el sistema BACTEC 460 TB y reportado en 
términos de índice de crecimiento bacteria-
no. Después de la obtención del índice de 
crecimiento se puede adicionar al cultivo p-
nitro-alfa-acetil-beta-hidroxi-propiofenona 
(NAP), compuesto intermedio en la síntesis 
del cloranfenicol, que inhibe el crecimiento 
de las micobacterias pertenecientes al com-
plejo tuberculosis (Mycobacterium tubercu-

losis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium 
africanum y Mycobacterium microti) pero 
no el de las micobacterias no tuberculosas 
[37]. De esta forma, se añade especificidad 
al método.

Amplificación 
de ácidos nucleicos
Se denominan pruebas de complemento 
porque en la actualidad no reemplazan a 
las técnicas convencionales de diagnóstico. 
Existen múltiples blancos para amplificar que 
incluyen fragmentos de ADN y ARN. Para la 
tuberculosis el fragmento que se estudia y 
amplifica con más frecuencia es la secuen-
cia de inserción 6110 (IS6110), altamente 
conservada y específica de Mycobacterium 
tuberculosis y sin homólogos en otras espe-
cies de Mycobacterium (véase figura 4) [38]. 
A diferencia de la microscopía de esputo, que 
es de baja sensibilidad, y de los cultivos, que 
necesitan largos tiempos de incubación, las 
pruebas de amplificación de ácidos nucleicos 
son rápidas, sensibles (mayor o igual al 80%) 
y altamente específicas (98% al 99%) [39-
43]. Se estima que tan solo 10 bacilos en una 
muestra son necesarios para obtener una 
prueba positiva; sin embargo, en individuos 
con un examen microscópico de esputo ne-
gativo (pacientes paucibacilares) la sensibili-
dad es menor [34].

Diagnóstico en 
individuos paucibacilares
Los individuos paucibacilares son pacien-
tes con tuberculosis incapaces de producir 
esputo o cuyo examen directo de esputo 
es negativo. Como se mencionó anterior-
mente, el 50% al 60% de los pacientes con 
tuberculosis pulmonar activa son pauciba-
cilares [17]. Con frecuencia, los pacientes 
adultos coinfectados con el VIH, así como 

Figura 3. Cultivo de esputo en medio de Löwens-
tein-Jensen. Obsérvense colonias de color blan-
co-crema, secas, rugosas y opacas compatibles 
con Mycobacterium tuberculosis. Cortesía de la 
Escuela de Microbiología, Universidad de Antio-
quia. Medellín, Colombia.
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los niños, son paucibacilares y se les deben 
realizar diferentes pruebas, porque en ellos 
la enfermedad progresa con gran rapidez y 
se manifiesta en formas severas que causan 
la muerte. En general, un porcentaje alto de 
individuos paucibacilares no se diagnostican 
a tiempo [45,46] y presentan consecuencias 
fatales [47].

Adultos paucibacilares
En los años 2003 y 2006, la OMS realizó las 
siguientes recomendaciones para el diag-
nóstico de tuberculosis pulmonar en indivi-
duos paucibacilares [1,16,48]: a) realizar al 
menos tres exámenes directos de esputo; 
b) si los exámenes siguen siendo negativos 
el paciente se debe medicar con antibióti-
cos de amplio espectro, excepto fármacos 
antituberculosos y fluoroquinolonas; c) si el 
paciente no mejora con el tratamiento far-
macológico se debe realizar otra microsco-

pía de esputo; d) si el resultado es de nuevo 
negativo, se debe hacer radiografía de tórax 
que indicaría alteraciones compatibles con 
tuberculosis [1]. Si la infraestructura del 
centro de salud lo permite, cada uno de los 
esputos se debe cultivar para observar el 
crecimiento de Mycobacterium tuberculosis 
[49]; además, se deben realizar otras téc-
nicas de mayor complejidad como lavados 
gástricos y broncoalveolares; estas técnicas 
se explicarán más adelante.

Tuberculosis infantil
La población infantil es una de las más vul-
nerables a la tuberculosis. Sin tratamiento 
oportuno la mayoría de niños menores de 
un año de edad mueren por la severidad de 
la enfermedad [47,50]. El diagnóstico de tu-
berculosis en niños es complicado debido: 
a) lo similar de la tuberculosis a enfermeda-
des comunes de la infancia, como neumo-

Figura 4. Producto de amplificación por PCR de la secuencia IS6110 de Mycobacterium tuberculosis en gel de 
agarosa. Carriles: 1: marcador de peso molecular (50 pb), 2: muestra de esputo negativa, 3-14: muestras de 
esputo positivas. Obsérvese fragmento de 123 pb, correspondiente a IS6110. Tomado de “Diagnostic Accuracy 
of IS6110 Insertion Gene, Hsp65, and Xpert MTB/RIF for Rapid Diagnosis of Pulmonary Tuberculosis” por Ab-
delhaleem y colaboradores, 2017, Journal of Tuberculosis Research, 5, p. 4. Copyright © 2017 por los autores y 
Scientific Research Publishing Inc. Creative Commons Attribution International License (CC BY 4.0) [44].
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nía, infecciones virales, bacterianas y mal-
nutrición [51], b) la ausencia de una prueba 
de referencia con eficiencia comprobada 
[52], c) la inhabilidad de los pacientes infan-
tes para expectorar [45,46], d) la caracte-
rística de ser paucibacilares [45,46,53] y e) 
la baja sensibilidad del cultivo, aún cuando 
se induzca el esputo o se utilicen aspirados 
gástricos que, a pesar de ser la prueba es-
tándar para el diagnóstico de tuberculosis 
en adultos, la sensibilidad de esta prueba en 
niños tan solo alcanza el 30% al 40% [45,54]. 
Además, los síntomas en los niños no son 
específicos; hasta el 50% de los infantes 
pueden ser asintomáticos en los estadios 
tempranos de la enfermedad [47] y suelen 
ser más atípicos cuando existe coinfección 
por el VIH [55].

El diagnóstico de tuberculosis en los niños 
se fundamenta en: a) datos epidemiológi-
cos: exposición a un caso índice; b) datos 
clínicos: síntomas respiratorios crónicos, 
como tos, fiebre, fatiga y sibilancias, que 
permanecen después del tratamiento con 
antibióticos de amplio espectro; pérdida de 
peso y retraso en el desarrollo [47,56] y c) 
datos radiológicos compatibles con tuber-
culosis [47,56,57]. A esto se suma una prue-
ba de tuberculina en piel positiva [47,56].

Aproximación diagnóstica a la 
tuberculosis en niños según las 
recomendaciones de la OMS
Dentro de los criterios diagnósticos que se 
aplican existen divergencias. Por ejemplo, 
no es tan claro qué indicaciones se requie-
ren para aplicar una u otra estrategia de 
aislamiento microbiológico (cuerda dulce 
frente a esputo inducido), el usar o no to-
mografía de tórax o estudio endoscópico. 
En los últimos años, además, se han produ-
cido modificaciones en la interpretación de 

las designadas pruebas clásicas. Como ya se 
mencionó, la prueba de tuberculina en piel 
ha empezado a ser reconsiderada debido a 
la emergencia de las pruebas de producción 
de IFN-γ frente antígenos específicos de 
Mycobacterium tuberculosis, previamente 
mencionadas, y las técnicas de biología mo-
lecular. No obstante, todos estos métodos 
disponibles continúan siendo insuficientes 
para asegurar un abordaje diagnóstico óp-
timo de esta enfermedad, sobre todo en los 
niños pequeños y en los inmunodeprimi-
dos, con los que hay aún menor experiencia.

Dadas las dificultades que se establecen en 
las aproximaciones a la definición diagnós-
tica de la tuberculosis, la OMS hace reco-
mendaciones sobre el proceso sistemático 
para la identificación de los contactos de 
pacientes infectados que tienen la enfer-
medad [58], o están en mayor riesgo de de-
sarrollarla. La definición y la identificación 
de los contactos incluyen una entrevista al 
caso índice para acceder a la información 
de sus contactos y una evaluación del riesgo 
de desarrollo de la tuberculosis, general-
mente con base en la presencia de sínto-
mas compatibles con la enfermedad. Así, la 
OMS recomienda que el diagnóstico de la 
tuberculosis en los niños se debe basar en 
la evaluación exhaustiva de todas las prue-
bas derivadas de una historia detallada de 
la exposición, el examen clínico y las investi-
gaciones pertinentes. El enfoque propuesto 
por la OMS para el diagnóstico de la tuber-
culosis en los niños se basa en la evidencia 
ya publicada [52,59-65] y se apoya fuerte-
mente en la opinión de expertos.

Es importante tener en cuenta que la ma-
yoría de los niños con tuberculosis tienen 
formas pulmonares. Aunque su confirma-
ción bacteriológica no siempre es factible, 
la OMS recomienda identificar la micobac-
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teria por microscopía y cultivo, siempre que 
sea posible. Entre las recomendaciones más 
recientes y más apoyadas está la aplicación 
de pruebas genotípicas, como la Xpert MTB/
Rif®, que permiten detectar la presencia de 
Mycobacterium tuberculosis y, simultánea-
mente, la resistencia a la rifampicina a partir 
de diversos tipos de muestras (esputo, lava-
do y aspirado gástricos) según lo indicado 
para la forma clínica. Estas recomendaciones 
no se aplican a las muestras de heces, orina 
o sangre, debido a la falta de datos sobre la 
utilidad de la Xpert MTB/Rif® en estos espe-
címenes [58].

La Xpert MTB/Rif® permite concentrar los ba-
cilos a partir de muestras de esputo y aislar su 
material genómico mediante sonicación para, 
posteriormente, amplificar el ADN genómico 
por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
semicuantitativa [66-68]. El proceso identifica 
las mutaciones de resistencia a la rifampicina, 
clínicamente relevantes, ubicadas en el gen de 
la ARN polimerasa beta (rpoB), usando sondas 
fluorescentes. La obtención de resultados a 
partir de muestras de esputo sin procesar se 
logra en solo 90 minutos, con riesgos bioló-
gicos mínimos, y requiere de poco entrena-
miento técnico por parte del personal que 
realiza la prueba [67]. Incluso, esta prueba fue 
implementada como una estrategia tan sim-
ple que se podría llevara cabo en el consulto-
rio de un médico, si es necesario.

A pesar de las recomendaciones de la OMS, 
en una revisión para evaluar la precisión diag-
nóstica de la Xpert MTB/Rif® se encontró que, 
cuando se utiliza como una prueba inicial para 
reemplazar la baciloscopia, alcanza una sen-
sibilidad del 88% y una especificidad del 98% 
[69-71]; sin embargo, cuando se utiliza como 
un primera aproximación para casos con ba-
ciloscopia negativa la sensibilidad es solo del 
67% y la especificidad del 98% [69].

En un estudio clínico para evaluar la sen-
sibilidad de la prueba Xpert MTB/Rif® en 
pacientes con cultivo positivo para tuber-
culosis se encontró que la prueba iden-
tificó a 551 de 561 (98,2%) pacientes con 
tuberculosis con frotis positivo y 124 de 
171 (72,5%) pacientes con tuberculosis 
con frotis negativo. La prueba fue especí-
fica en 604 de 609 (99,2%) pacientes sin 
tuberculosis. Entre los pacientes positivos 
para tuberculosis por baciloscopia y cul-
tivo, una segunda prueba de Xpert MTB/
Rif® aumentó la sensibilidad en un 12,6% y 
una tercera en 5,1%, hasta un valor total de 
sensibilidad de 90,2%. En comparación con 
las pruebas fenotípicas de susceptibilidad 
a fármacos, las pruebas de Xpert MTB/Rif® 
identificaron correctamente 200 de 205 
(97,6%) pacientes con bacterias resistentes 
a la rifampicina y 504 de 514 (98,1%) pa-
cientes con bacterias sensibles a la rifampi-
na. La secuenciación resolvió todos menos 
dos casos a favor del ensayo Xpert MTB/
Rif®, pudiéndose colegir que esta prueba 
proporcionó la detección sensible de la 
tuberculosis y de la resistencia a la rifam-
picina directamente del esputo no tratado 
en menos de 2 horas, con un mínimo de 
tiempo de intervención [72].

Esputo inducido
El procedimiento para provocar la produc-
ción de esputo se basa en la administración 
de solución salina hipertónica (3% al 15%) 
estéril, mediante un nebulizador ultrasó-
nico, durante la cual se induce al paciente 
a que expectore (véase figura 5). Antes de 
la nebulización los pacientes reciben sal-
butamol inhalado para prevenir el bronco-
espasmo [73]. Inicialmente, la técnica fue 
utilizada en la citología de esputo para el 
diagnóstico de cáncer de pulmón [3]; luego, 
en 1961 fue descrito su uso por primera vez 
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para el diagnóstico de la tuberculosis activa 
[33]. Desde entonces, varios estudios han 
analizado la efectividad del método. 

En China, a finales de la década de los no-
venta, se estudiaron 1.648 individuos entre 
13 y 80 años de edad con sospecha de tu-
berculosis, pero con producción de esputo 
escasa, o ausente, o con esputos negativos 
al examen directo. Después de la inducción 
del esputo, el diagnóstico de la tuberculo-
sis se confirmó en 558 individuos median-
te tinción ácido alcohol resistente o cultivo 
(antes de la inducción 353 habían sido ne-
gativos en la microscopía directa, 97 habían 
producido un esputo inadecuado y 108 no 
habían producido esputo); además, los es-
tudios fueron un 90% más económicos que 
la broncoscopia [74].

En otro estudio, en Malawi, la inducción 
de esputo se realizó en 82 adultos sospe-
chosos de tuberculosis pulmonar con es-
putos negativos al examen directo o que 
habían sido incapaces de producir esputo. 
En 73 de 82 individuos la inducción de es-
puto fue exitosa; 18 de esos 73 resultaron 

positivos al examen directo por microsco-
pía y cultivo (antes de la inducción, cinco 
habían sido negativos al examen directo y 
13 no habían producido esputo). Además, 
12 individuos con esputo inducido que 
resultaron negativos al examen directo 
tuvieron cultivos positivos [75]. Por otra 
parte, en Sudáfrica se realizó una investi-
gación similar, en la cual la inducción de 
esputo fue exitosa en 36 de 51 individuos 
sospechosos de tuberculosis; 15 de estos 
36 pacientes resultaron positivos en la 
tinción ácido alcohol resistente y los 16 
restantes fueron diagnósticados con neu-
monía o carcinoma de pulmón [76].

Estos estudios demuestran que la inducción 
de esputo incrementa la sensibilidad del 
diagnóstico de la tuberculosis pulmonar; sin 
embargo, la Sociedad Torácica Americana 
(AST, del inglés, American Thoracic Society) 
considera que la tos inducida por este mé-
todo puede ser violenta y descontrolada, y 
recomienda que para evitar la transmisión 
de la infección los pacientes se ubiquen en 
una cabina o campana equipada con un fil-
tro de aire de partículas de alta eficiencia 
[77]; además, que el procedimiento debe 
ser realizado por personal calificado que use 
la protección apropiada [1,48].

Lavado gástrico
El lavado gástrico se recomienda en pacien-
tes, particularmente niños, que no produ-
cen esputo aún después de la inducción 
mediante nebulización. Alrededor de 50 mL 
de contenido gástrico se pueden recuperar 
en la mañana, después de un ayuno de 8 a 
10 horas, con una sonda nasogástrica, hue-
ca, multiperforada en su extremo distal, que 
se introduce hasta el estómago para admi-
nistrar pequeños volúmenes de líquido que 
luego se aspiran (véase figura 6) [16].

Figura 5. Espectoración inducida por nebulización.

Espectoración inducida
por nebulización
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En un estudio de 20 niños con sospecha 
de tuberculosis se realizó lavado gástrico 
matinal durante tres días consecutivos y 
un lavado broncoalveolar el último día del 
muestreo; tanto los lavados broncoalveola-
res como los lavados gástricos fueron nega-
tivos en la tinción ácido alcohol resistente, 
2 de 20 cultivos de lavados broncoalveola-
res fueron positivos para Mycobacterium 
tuberculosis, así como los cultivos de los la-
vados gástricos de los mismos individuos; 
además, ocho cultivos de lavados gástricos 
diferentes resultaron positivos, para una 
positividad total del 50%. Estos resultados 
indican que para el diagnóstico bacterio-
lógico de tuberculosis pulmonar en niños 
la obtención de lavados gástricos durante 
tres días consecutivos es más eficiente que 
el lavado broncoalveolar [77].

Uno de los inconvenientes del lavado gás-
trico es que debe ser neutralizado inme-
diatamente después de su recolección, a 
causa del pH ácido que puede alterar la 
viabilidad de la micobacteria; por tal razón, 
se recomienda solo en pacientes hospitali-
zados [78]. Una desventaja adicional es la 
invasividad del procedimiento.

Lavado broncoalveolar
El lavado broncoalveolar es una estrategia 
que permite estudiar el fluido epitelial del 
tracto respiratorio y mediante la cual es po-
sible analizar componentes celulares y no 
celulares que pueden brindar información 
sobre el estado de las vías aéreas. Algunos 
broncoscopistas prefieren la sedación para 
evaluar la función de las vías aéreas y tener 
un mejor retorno del lavado broncoalveolar, 
aunque los estudios recientes favorecen el 
uso de la anestesia general. En la actualidad, 
se utilizan broncoscopios flexibles, de forma 
tubular, que en el extremo tienen una cáma-
ra microscópica y haces de fibra óptica para 
conducir la luz, y un procesador de imágenes 
para la cámara (véase figura 7) [79].

Para la obtención del lavado broncoalveolar 
el broncoscopio se ubica en alguno de los ló-
bulos pulmonares del paciente, por lo gene-
ral, el lóbulo que en la radiografía de tórax 
presenta las irregularidades [79], y se instila 
solución salina. El porcentaje de fluido recu-

Piloro
Contenido gástrico

Tubo de lavado

Figura 6. Toma de muestra de lavado gástrico en 
niños en posición decúbito lateral izquierdo. 

Figura 7. Toma de muestra de lavado broncoalveolar. 

Broncoscopio

Pulmón
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perado es del 50% al 80% y depende de la 
estabilidad del broncoscopio, de la succión 
y de la presión negativa aplicada [79,80]. En 
un estudio de 20 individuos con sospecha 
de tuberculosis pulmonar el diagnóstico se 
confirmó en 17 de ellos, mediante el cultivo 
de los lavados broncoalveolares en medio 
Lowenstein-Jensen [81]. De modo similar, 
en otra investigación, el 83,3% de individuos 
sospechosos de tuberculosis se diagnostica-
ron con la enfermedad mediante cultivo de 
lavado broncoalveolar [82].

Aunque el lavado broncoalveolar incremen-
ta la sensibilidad del diagnóstico en indivi-
duos paucibacilares, tiene algunos incon-
venientes: a) los agentes tópicos utilizados 
para anestesiar la mucosa de las vías aéreas 
pueden ser deletéreos para Mycobacterium 
tuberculosis, por lo cual se deben usar con 
mucha precaución [83], b) la prueba es in-
vasiva e incómoda para el paciente, c) se re-
quiere de una infraestructura adecuada y de 
personal especializado y d) el procedimien-
to puede inducir la producción de esputo 
durante varios días [84].

La cuerda dulce
La dificultad en la obtención de muestras 
pediátricas para el diagnóstico de tuber-
culosis motivó la invención de otro tipo de 
procedimiento como «la cuerda dulce». 
Esta consiste en una cuerda de nailon en-
rollada dentro de una cápsula de gel. La 
cuerda se desenrolla a través de un orificio 
en el extremo de la cápsula a medida que 
esta desciende hacia el estómago, de modo 
que la cuerda se cubre con las secreciones 
gastrointestinales que contienen los micror-
ganismos; tiempo después la cápsula se eli-
mina en las heces. Esta metodología es bien 
tolerada por los niños y es menos invasiva 
que el lavado broncoalveolar [85].

De acuerdo con los datos revisados, las téc-
nicas del laboratorio clínico utilizadas de 
rutina para el diagnóstico de las distintas 
formas de tuberculosis carecen de sensi-
bilidad y especificidad o requieren de una 
infraestructura compleja, que no es viable 
en muchos países en desarrollo. Por esto, 
es necesario el diseño de estrategias nuevas 
para identificar la micobacteria, o sus vesti-
gios, en forma rápida y no invasiva. Dichas 
estrategias deben funcionar como herra-
mientas para el diagnóstico, de modo que 
se pueda diferenciar de manera oportuna 
entre las personas no infectadas de aquellas 
con tuberculosis latente o con tuberculosis 
activa, ya sean bacilíferos o paucibacilares.

Principios para la 
utilización de nuevas 
herramientas diagnósticas
Se ha demostrado que Mycobacterium tu-
berculosis secreta de manera activa algunas 
moléculas, aún cuando es fagocitado por los 
macrófagos in vitro [86-88] o aspirado por 
ratones in vivo [89]. Esas moléculas pueden 
ser proteínas [20,90-93], productos volátiles 
orgánicos [94-97] y lípidos [86-88,98,99], de 
los cuales los últimos son los más estables 
frente a los cambios de temperatura, pH 
y degradación y, por lo tanto, son analitos 
atractivos para evidenciar la presencia de la 
micobacteria [100].

La gran mayoría de los lípidos secretados 
por la micobacteria hacen parte de la pared 
celular, una estructura bastante compleja y 
exclusiva de las bacterias del género Myco-
bacterium [100], la cual está ubicada entre 
la membrana citoplasmática y la cápsula 
(estructura formada principalmente de poli-
sacáridos tipo glucanos y arabinomananos) 
(véase figura 8) [101]. Algunos de estos lípi-
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dos liberados de la pared de la micobacteria 
se pueden detectar, incluso, en el exterior 
de las células infectadas [86,87].

Por su parte, en los macrófagos derivados 
de la médula ósea de ratones BALBc infec-
tados con Mycobacterium bovis BCG se han 
detectado glicolípidos de la micobacteria en 
organelas diferentes a los fagolisosomas, 
próximas al aparato de Golgi; hallazgo que 
se correlaciona con la secreción activa de 
los metabolitos [86,87]. Algunos estudios 
posteriores han identificado entre estos gli-
colípidos a varios derivados del manósido 
de fosfatidilinositol, el lipoarabinomanano 
[88] y el dimicolato de trehalosa [87,88], 
que se consideran exclusivos del género 
Mycobacterium. 

La secreción activa de lípidos micobacteria-
nos también se demostró in vivo en ratones 
C57BL/6 infectados mediante aerosoles que 

contenían Mycobacterium bovis BCG, a los 
que dos semanas después se les tomaron 
muestras de lavado broncoalveolar, en las 
cuales se evidenció la presencia de lipoara-
binomanano con anticuerpos específicos 
antilipoarabinomanano [89]. De esta mane-
ra, se considera que la detección de estos 
lípidos podría indicar la existencia de Myco-
bacterium tuberculosis y que es de gran 
ayuda diagnóstica en aquellos casos en los 
cuales la micobacteria no es detectable por 
medios convencionales. 

Los manósidos de fosfatidilinositol son gli-
coconjugados, biológicamente importantes, 
que representan precursores esenciales 
comunes de glicolípidos más complejos de 
la pared celular de las micobacterias en-
tre los que se incluyen el lipomanano, el 
lipoarabinomanano y el lipoarabinomana-
no con manano. Los manósidos de fosfati-
dilinositol y el lipoarabinomanano unidos 

Figura 8. Representación esquemática de la pared celular de micobacterias. 
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al receptor DC-SIGN (del inglés, dendritic 
cell-specific ICAM-grabbing non-integrin) 
pueden inducir niveles comparables de 
citoquinas como la IL-12 y la IL-10, por lo 
que ambos se considran que pueden ser 
ligandos cognatos de este receptor [102]. 
Es importante destacar que, mientras se 
ha observado que el lipoarabinomanano 
con manano aumenta la maduración de 
las células dendríticas inducida por el li-
popolisacárido (LPS) bacteriano y la pro-
ducción de citoquinas proinflamatorias 
(TNF-α, IL-12 e IL-6), los manósidos de 
fosfatidilinositol, tanto de Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv como de Mycobacte-
rium bovis, reducen fuertemente el efecto 
estimulante del lipoarabinomanano con 
manano [103].

Diferentes fracciones de lípidos de Myco-
bacterium tuberculosis han mostrado, en 
su mayoría, efectos estimulantes menores 
o inhibidores sobre la fusión endosomal, 
mientras que los manósidos de fosfatidi-
linositol aumentan la fusión endosomal 
temprana y favorecen la molivilización 
de calcio. No obstante, el efecto encon-
trado con los manósidos de fosfatidili-
nositol puede cambiar dependiendo si 
el glucolípido se encuentra revisitiendo 
esferas o inmovilizado en una matriz, lo 
que sugiere que cuando están vinculados 
con la bacteria pueden funcionar de una 
forma diferente a cuando son liberados o 
desprendidos de ella. Estos hallazgos son 
consistentes con el hecho de que los ma-
nósidos de fosfatidilinositol tienen una ac-
tividad biológica altamente especializada 
in vivo, muy relacionada con la promoción 
de interacciones con endosomas tempra-
nos que pueden entregar nutrientes a los 
fagosomas que contienen micobacterias y 
mantener un pH relativamente no ácido 

en su interior [104], pero que previniene 
la actividad de las enzimas líticas.

El lipoarabinomanano con manano ha 
sido considerado intrínsecamente como 
un factor de virulencia, el cual permite 
diferenciar las bacterias de crecimiento 
rápido (cuyo lipoarabinomanano carece 
de residuos de manosa terminales y en su 
lugar contienen fosfatidilinositol y arabi-
nosa, conocidas como AraLAM) con las de 
crecimiento lento (aquellas con lipoarabi-
nomanano con manano, conocidas como 
ManLAM) [105,106]. Es de notar que, 
desde hace varios años, se reportó que el 
lipoarabinomanano derivado de una cepa 
atenuada (H37Ra) de Mycobacterium tu-
berculosis (AraLAM) era capaz de activar 
macrófagos e inducir la producción de 
TNF-α, mientras que el lipoarabinomana-
no derivado de la cepa virulenta de Erd-
man (ManLAM) era considerablemente 
reducido en esta actividad. 

Un componente crítico en la regulación de 
muchos genes centrales para la función in-
mune es el factor de transcripción NF-ĸB. 
Se ha demostrado que la inducción de la 
expresión de TNF-α, mediada por lipopo-
lisacáridos, en macrófagos múridos, está 
regulada, en parte, por el NF-ĸB [107]. 
El lipoarabinomanano con manano tam-
bién ha sido reportado por su capacidad 
inihibitoria sobre la función de las células 
T mediante la interferencia directa de la 
fosforilización de Zap-70, Lck y LAT [108]. 
Además, inhibe la movilización de calcio y 
la muerte celular inducida por la infección 
mediante el incremento de la IL-10 [109].

El dimicolato de trehalosa o factor cordón 
es una molécula fundamental de la pared 
celular micobacteriana y uno de los prin-
cipales componentes tóxicos, responsa-
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ble, en parte, de la baja permeabilidad de 
la pared y de la formación de agregados 
bacterianos que le confieren al bacilo, a 
su vez, una resistencia importante a los 
fármacos [110].

Teniendo en cuenta que estos lípidos men-
cionados se secretan de manera activa al 
espacio intersticial, muestras como la ori-
na, el exhalado respiratorio condensado y 
el esputo serían matrices menos cruentas 
e invasivas para la detección de Mycobacte-
rium tuberculosis. Los ácidos micólicos, áci-
dos grasos y compuestos volátiles orgánicos 
también han sido estudiados para mejorar 
el diagnóstico de la tuberculosis.

Lípidos estructurales 
indicadores potenciales 
de tuberculosis

Detección de 
lipoarabinomanano en orina
Desde los años treinta la orina se ha pro-
puesto como una matriz adecuada para el 
diagnóstico de tuberculosis [111]. Esta es 
una muestra simple de recolectar (en ni-
ños y adultos), fácil de procesar y almace-
nar, y que presenta una probabilidad baja 
de contaminación [112-115]. Se ha pro-
puesto que, tras la destrucción de la mico-
bacteria en el sitio de la lesión pulmonar, 
el lipoarabinomanano se secreta o libera y 
llega por vía sanguínea al riñón, donde se 
filtra; de este modo, su detección es posi-
ble en la orina [111]. Además, a diferencia 
de la evaluación de la respuesta de linfoci-
tos T o linfocitos B, la detección de antíge-
nos es menos vulnerable a las variables del 
sistema inmune del hospedero [116].

Hamasur y colaboradores (2004) [117] de-
sarrollaron un ELISA basado en la detec-
ción de lipoarabinomanano en orina con 
anticuerpos IgG policlonales, que usaron 
primero en muestras de ratones inyecta-
dos con 100 µg de pared celular de la cepa 
H37Rv de Mycobacterium tuberculosis so-
nicada. Posteriormente, los autores reali-
zaron un estudio en 15 pacientes de Etio-
pía con tuberculosis (10 con tuberculosis 
pulmonar, uno con tuberculosis pleural, 
dos con tuberculosis peritoneal, uno con 
linfadenitis tuberculosa y uno con coxitis 
tuberculosa), a los que se les pidió reco-
lectar muestras de orina, que se esteriliza-
ron por calentamiento a 100  ͦC durante 10 
minutos y se centrifugaron y filtraron para 
eliminar el exceso de sales, antes de reali-
zar el ensayo para la detección de lipoara-
binomanano. Los resultados fueron posi-
tivos en 14 de 15 pacientes y en 4 de 26 
individuos sanos que se incluyeron como 
controles negativos (una enfermera que 
atendía pacientes con tuberculosis y con 
reacción positiva a la prueba de tubercu-
lina de 15 mm y tres individuos con enfer-
medades pulmonares diferentes a tuber-
culosis). La prueba tuvo una sensibilidad 
del 93% y una especificidad del 96% [118].

Después de la publicación de estos resulta-
dos se desarrolló una primera generación 
comercial de ELISA para la detección de 
lipoarabinomanano en orina sin procesar 
que se utilizó en Tanzania, en un estudio de 
231 pacientes con tuberculosis. Mediante 
esta prueba se detectó el lipoarabinoma-
nano en la orina de 128 de los pacientes, 
distribuidos en los siguientes grupos: 67 
de 82 con tinción de Ziehl Neelsen y cul-
tivo positivo, 38 de 50 con tinción de Ziehl 
Neelsen negativa y cultivo positivo, 13 de 
17 con tinción de Ziehl Neelsen y cultivo 
negativo y sin respuesta al tratamiento, 
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y 10 de 82 con síntomas clínicos compa-
tibles con tuberculosis pulmonar que no 
pudo ser confirmada. En conclusión, el ELI-
SA para lipoarabinomanano en orina tuvo 
mejor sensibilidad que la prueba de Ziehl 
Neelsen [119].

Por otra parte, un estudio más reciente 
realizado en 109 pacientes categorizados 
en cuatro grupos, a saber: a) VIH positivos 
con tuberculosis, b) VIH negativos con tu-
berculosis diseminada, c) pacientes inmu-
nocomprometidos, VIH negativos con tu-
berculosis y d) con enfermedades distintas 
a la tuberculosis, demostró una sensibili-
dad de la prueba de lipoarabinomanano 
en orina en los pacientes del primer grupo, 
con un conteo de células T CD4+ de más de 
100 células/mm3, menor o igual que 100 
células/mm3 y menor o igual que 50 cé-
lulas/mm3, de 38,5%, 40,6% y 45,0%, res-
pectivamente. La especificidad y el valor 
predictivo fueron mayores al 80%. La sen-
sibilidad de la prueba en el segundo grupo 
fue del 20% y en el tercero del 12,5% y, 
en ambos, la especificidad y el valor pre-
dictivo positivo fueron del 100%. Estos 
resultados muestran una mejor eficiencia 
en el diagnóstico de la tuberculosis, que 
permite predecir la tasa de mortalidad de 
la infección, particularmente en pacientes 
coinfectados con tuberculosis y VIH [120].

Desafortunadamente, los buenos resulta-
dos de estos reportes iniciales no fueron 
reproducibles en los estudios posteriores. 
Peter y colaboradores (2010) [121] encon-
traron que la detección de lipoarabinoma-
nano en orina en pacientes sudafricanos 
con tuberculosis y coinfección por VIH te-
nía menor sensibilidad que la tinción áci-
do alcohol resistente del esputo. Reither y 
colaboradores (2009) [111] obtuvieron la 
mitad de sensibilidad en la detección del 

lipoarabinomanano en orina en compara-
ción con la microscopía y el cultivo de es-
puto de pacientes en Tanzania; además, la 
prueba de lipoarabinomanano resultó po-
sitiva tanto en infecciones por Mycobacte-
rium tuberculosis como por micobacterias 
no tuberculosas.

En otro estudio en India, Daley y colabo-
radores (2009) [122] reportaron que la 
sensibilidad del ensayo de detección de 
lipoarabinomanano en orina fue cinco ve-
ces menor que la del cultivo de esputo en 
medio Lowenstein-Jensen o del sistema 
BACTEC. A su vez, en un estudio en Zim-
babue, Mutetwa y colaboradores (2009) 
[123] observaron que la detección de li-
poarabinomanano en orina tenía la mitad 
de sensibilidad en los individuos con ba-
ciloscopia y cultivo de esputo positivos, 
y un cuarto de sensibilidad en los indivi-
duos con baciloscopia negativa y cultivo 
de esputo positivo, o con ambas pruebas 
negativas, pero diagnosticados mediante 
los hallazgos clínicos y la respuesta al tra-
tamiento antituberculoso.

La mayoría de estudios no aprueban la 
detección de lipoarabinomanano en ori-
na como una prueba diagnóstica de ruti-
na para la tuberculosis; sin embargo, su 
mejor utilidad clínica parece estar en in-
dividuos infectados por VIH y con inmu-
nosupresión avanzada, ya que muchos de 
ellos son paucibacilares [116,124-128]. En 
diferentes investigaciones se ha observado 
una mayor sensibilidad en la detección de 
lipoarabinomanano en orina de pacientes 
con tuberculosis coinfectados con VIH, 
comparados con pacientes con tuberculo-
sis y VIH negativos [118,128,129]. La sensi-
bilidad parece aumentar cuando el conteo 
de linfocitos T CD4+ es menor a 200 célu-
las/μL [120,129].
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Dheda y colaboradores (2010) [130] obser-
varon que la sensibilidad de la baciloscopia 
era igual a la de la detección de lipoarabi-
nomanano en individuos con tuberculosis 
coinfectados con VIH que presentaban 
recuentos de linfocitos T CD4+ menores a 
200/μL. En diferentes estudios en pacien-
tes sudafricanos positivos para la infección 
por VIH, Lawn y colaboradores reportaron 
que, en comparación con la baciloscopia 
de esputo, la detección de lipoarabinoma-
nano en orina tenía mayor sensibilidad y 
que dicho aumento se asociaba con me-
nores recuentos de linfocitos T CD4+/μL 
[116,124,131]. En concordancia con los 
datos anteriores, en Sudáfrica, Shah y cola-
boradores (2009) [132] observaron que la 
detección del lipoarabinomanano en orina 
en pacientes VIH positivos presentaba una 
mayor sensibilidad que la baciloscopia del 
esputo.

Estos datos sugieren que la detección de 
lipoarabinomanano en orina, junto con las 
pruebas de rutina, puede aumentar la efi-
ciencia en el diagnóstico de tuberculosis en 
individuos inmunosuprimidos; sin embar-
go, se requieren más estudios al respecto.

Detección de  
lipoarabinomanano en muestras 
clínicas diferentes a orina
Aunque la mayoría de estudios han evaluado 
el ELISA de lipoarabinomanano en orina, su 
aplicación también se ha analizado en otras 
muestras clínicas. A partir de la detección 
de anticuerpos IgG anti-lipoarabinomanano 
en el suero de 66 pacientes con tuberculosis 
miliar y pleural (sensibilidad = 72% y especi-
ficidad = 91%), Sada y colaboradores (1990) 
[133] hipotetizaron la presencia de lipoarabi-
nomanano en la sangre de estos pacientes. 
Dos años después, encontraron que la detec-

ción de lipoarabinomanano en suero tenía 
una sensibilidad de 88% en pacientes con tu-
berculosis pulmonar activa y baciloscopia po-
sitiva, de 67% en pacientes con baciloscopia 
negativa y de 57% en los pacientes con tu-
berculosis y SIDA [134]; la especificidad de la 
prueba fue de 100% [133,134]. Una desven-
taja de este análisis es la necesidad de tratar 
las muestras de suero con anticipación para 
obtener los antígenos micobacterianos pre-
sentes en complejos inmunes circulantes, lo 
que hace que sea un procedimiento engorro-
so para ser utilizado como una prueba diag-
nóstica de rutina en el laboratorio clínico. 

El esputo también se ha utilizado en la de-
tección de lipoarabinomanano. Pereira y 
colaboradores (2000) [135] trataron las 
muestras de esputo de individuos sanos y 
de pacientes con tuberculosis tratados con 
N-acetil-L-cisteína y proteinasa K, y obtuvie-
ron una mayor sensibilidad en la detección 
de lipoarabinomanano en comparación con 
la baciloscopia, a pesar de que en ambas 
pruebas el límite de detección fue de 104 
micobacterias/mL. Esta diferencia se podría 
deber a que el ELISA de lipoarabinomanano 
utiliza un homogenizado del esputo, mien-
tras que para la microscopía directa se se-
lecciona la porción purulenta del mismo. 
Dheda y colaboradores, además de detectar 
lipoarabinomanano en orina, realizaron en-
sayos en esputo tratado con agentes reduc-
tores como el ditiotreitol, cuyos resultados 
fueron desalentadores y mostraron que los 
anticuerpos policlonales anti-lipoarabino-
manano reaccionaron con microorganismos 
de la microbiota normal como Candida spp. 
[130,136].

En cuanto al líquido cefalorraquídeo (LCR), 
en los pacientes VIH positivos con síntomas 
neurológicos, la confirmación de tuberculo-
sis, por lo general, requiere de varias sema-
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nas [137]; además, la tinción ácido alcohol 
resistente tiene una sensibilidad muy baja y 
la infraestructura para realizar las pruebas 
moleculares no es viable en muchos paí-
ses en desarrollo, en los cuales, de manera 
paradójica, la coinfección es un problema 
importante de salud pública. Patel y cola-
boradores (2010) [138,139] compararon la 
microscopía y la detección de lipoarabino-
manano en el líquido cefalorraquídeo de 
50 individuos sospechosos de tuberculosis, 
y hallaron que la prueba para lipoarabino-
manano tenía una mejor sensibilidad, pero 
baja especificidad, lo cual retrasa su aplica-
ción clínica. Por otro lado, la detección de li-
poarabinomanano resultó ineficaz en mues-
tras de líquido pleural [140].

En resumen, aunque el ELISA para detección 
de lipoarabinomanano en diferentes muestras 
clínicas es una prueba de ejecución rápida y 
fácil, se debe perfeccionar para que pueda 
contribuir al diagnóstico oportuno de indivi-
duos con tuberculosis, especialmente del gru-
po de pacientes coinfectados con el VIH.

Dimicolato de trehalosa 
como indicador potencial de 
tuberculosis
Mediante cromatografía en capa delga-
da y análisis por espectrometría de masas 
(MALDI-TOF), Fujita y colaboradores (2005) 
[141] analizaron los ácidos micólicos esteri-
ficados del dimicolato de trehalosa de dife-
rentes especies micobacterianas. Para esto, 
las cepas de Mycobacterium tuberculosis, 
Mycobacterium bovis, Mycobacterium phlei, 
Mycobacterium flavescens, Mycobacte-
rium kansaii y del grupo de Mycobacterium 
avium-intracellulare se trataron en autoclave 
a 121  Cͦ durante 15 minutos; después, los lí-
pidos se extrajeron con cloroformo/metanol 
y la fase orgánica se recuperó y evaporó en 

un evaporador rotatorio. Los lípidos solubles 
en acetona y en cloroformo se fraccionaron 
por cromatografía en capa delgada con un 
solvente de cloroformo/metanol/agua/ácido 
acético o de cloroformo/metanol/acetona. El 
dimicolato de trehalosa se sometió a varias 
cromatografías en capa delgada, se purificó 
de los platos de sílica y luego se disolvió en 
cloroformo/metanol (2:1, v/v). 

Los resultados de este estudio mostraron que 
la combinación y la longitud de las cadenas 
hidrocarbonadas de los ácidos micólicos per-
tenecientes al dimicolato de trehalosa eran 
diferentes en las especies de micobacterias 
estudiadas, de acuerdo con la producción de 
diferentes iones de masa que permitió su di-
ferenciación. Aunque el objetivo del estudio 
era comparar la estructura del dimicolato de 
trehalosa en diferentes especies de micobac-
terias, los resultados proporcionaron eviden-
cia de la posibilidad de diferenciar entre el 
dimicolato de trehalosa de las micobacterias 
de crecimiento lento y de las de crecimiento 
rápido, lo cual permitió postularlo como un 
blanco potencial para el desarrollo de prue-
bas diagnósticas [141].

Métodos cromatográfi-
cos en el diagnóstico de 
tuberculosis
La alta sensibilidad de los métodos croma-
tográficos los convierte en procedimientos 
atractivos para detectar y cuantificar direc-
tamente los metabolitos de Mycobacterium 
tuberculosis en muestras clínicas. Desde su 
origen en 1903, la cromatografía ha teni-
do un progreso enorme que ha permitido 
realizar análisis más detallados y eficientes 
[142,143]. En el caso de la tuberculosis, 
diferentes variaciones de la técnica se han 
utilizado para detectar diversos lípidos de 
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la pared micobacteriana, útiles para el diag-
nóstico de la enfermedad. 

Cromatografía de gases
El primer informe sobre el uso de la croma-
tografía de gases fue publicado por James y 
Martin en 1952 [144,145], aunque su fun-
damento ya había sido utilizado por Martin 
y Synge en 1941 [146]. El principio básico de 
esta técnica comprende la volatilización de 
la muestra en un inyector a altas tempera-
turas, la separación de los componentes en 
una matriz especial y la evidencia de cada 
uno de ellos mediante un sistema detector. 
Una característica importante de la croma-
tografía de gases es el uso de un gas (helio o 
hidrógeno) como transportador (fase móvil) 
para transferir la muestra desde el inyector, 
a través de la matriz, hasta el detector. Un 
aspecto importante a considerar, es que los 
materiales adecuados para este tipo de aná-
lisis son aquellos que pueden ser volatiliza-
dos sin descomponerse [144,145].

La cromatografía de gases ha sido utilizada 
para la detección de derivados micobac-
terianos en muestras clínicas, para lo que 
se requiere de una preparación adecuada 
de las muestras antes de que sean inyec-
tadas en el cromatógrafo. Dado que los 
lípidos de la pared celular de la micobac-
teria están unidos covalentemente a otros 
lípidos o proteínas, el primer paso es su 
extracción. Los solventes no polares como 
el hexano y el éter de petróleo se pueden 
utilizar en la extracción de lípidos neutrales 
como los ésteres de ácidos grasos y los acil-
gliceroles [147]; los lípidos más complejos 
y más polares como los fosfolípidos, las li-
poproteínas y los glicolípidos requieren de 
solventes más polares como el metanol o 
el acetonitrilo [148]. Después, los lípidos 
libres extraídos son derivatizados para ob-

tener ésteres metílicos de ácidos grasos 
mediante la adición de una mezcla de ben-
ceno-metanol-ácido sulfúrico (H2SO4) con-
centrado o HCl al 3% en metanol y, luego, 
de hexano para recolectar la fase orgánica.

Detección e identificación
de micobacterias
Ohashi y colaboradores (1977) [149] utiliza-
ron un cromatógrafo de gases con detector 
de ionización de flama (GC/FID) para ana-
lizar cultivos de 32 cepas micobacterias, a 
partir de los cuales se diferenciaron ocho 
especies: Mycobacterium flavescens, Myco-
bacterium fostuitum, Mycobacterium kan-
saii, Mycobacterium intracellulare, Myco-
bacterium phlei, Mycobacterium triviale, 
Mycobacterium vacca y Mycobacterium 
tuberculosis. En ocho cepas de Mycobac-
terium tuberculosis se observó una señal a 
los 5.400 segundos que no se detectó en las 
24 cepas restantes; sin embargo, esta señal 
no fue identificada. Por su parte, las cepas 
de las otras siete especies de micobacterias 
presentaron características específicas en 
los perfiles cromatográficos. 

Larson y colaboradores (1985) [150] también 
pudieron diferenciar, mediante cromatogra-
fía de gases, cuatro aislados clínicos de Myco-
bacterium tuberculosis, además de la cepa de 
referencia H37Rv, de cuatro cepas de Myco-
bacterium bovis, dos de Mycobacterium kan-
saii y una de Mycobacterium avium, cultiva-
das en medio líquido. Los cromatogramas de 
los lisados metanolizados de Mycobacterium 
tuberculosis y Mycobacterium bovis fueron 
similares, aunque presentaron diferencias en 
la proporción de las señales. 

Los anteriores resultados, en conjunto, indi-
can que varias especies de micobacterias tie-
nen diferencias inherentes a su composición 
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química, lo cual favorece su identificación 
por cromatografía de gases.

Detección de compuestos 
volátiles orgánicos en exhalados 
respiratorios
El análisis clínico de marcadores volátiles en 
exhalados respiratorios es atractivo debido 
a que la recolección de la muestra es un pro-
cedimiento no invasivo, fácil, rápido, que se 
puede repetir las veces que sea necesario y 
que permite el estudio de procesos bioquí-
micos que ocurren en el organismo [151]. El 
análisis moderno del exhalado respiratorio 
comenzó en 1971, cuando Pauling y colabo-
radores identificaron más de 200 compues-
tos en estas muestras usando cromatografía 
de gases [152,153]. Hoy en día, y gracias al 
avance tecnológico de los métodos analíti-
cos, más de 3.000 componentes de los ex-
halados respiratorios han sido separados y, 
por lo menos, 500 identificados, los cuales 
se han correlacionado con procesos bioquí-
micos que ocurren en el organismo en con-
diciones de salud y enfermedad [154].

En el caso particular de la tuberculosis se 
han realizado algunos estudios, aún preli-
minares, con resultados que proponen la 
detección de compuestos volátiles orgá-
nicos en los exhalados respiratorios como 
una prueba diagnóstica de la infección 
[155-158]. Syhre y colaboradores (2008 y 
2009) detectaron los compuestos voláti-
les TB5 y TB7 como específicos de cultivos 
in vitro de Mycobacterium tuberculosis y 
Mycobacterium bovis [97,159], los cuales 
se evidenciaron en tres tipos de medios de 
cultivo (Lowenstein-Jensen-glicerol, agar de 
sangre de oveja y BacT/Alert líquido) y es-
tuvieron ausentes en los cultivos del com-
plejo Mycobacterium avium, Mycobacte-
rium fortuitum, Mycobacterium chelonae, 

Mycobacterium abscessus, Aspergillus fumi-
gatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, 
Candida albicans y otros patógenos respi-
ratorios (revisado en [155]). Es interesante 
considerar que estos compuestos puedan 
ser detectados en los exhalados respirato-
rios de pacientes con tuberculosis, pero en 
el momento aún se está a la espera de su 
verificación.

Phillips y colaboradores (2007) [96], por 
medio de cromatografía de gases, analiza-
ron y compararon los compuestos volátiles 
orgánicos producidos en cultivos in vitro 
de Mycobacterium tuberculosis H37Rv y 
en exhalados respiratorios de 42 pacientes 
hospitalizados con sospecha de tuberculosis 
y 59 individuos sanos pareados por edad. 
Mediante un análisis multivariado para el 
reconocimiento de patrones, los autores 
lograron diferenciar los pacientes hospita-
lizados de los individuos sanos a través de 
marcadores de estrés oxidativo, como los 
alcanos de C4-C20 y sus derivados mono-
metilados, que estaban aumentados en los 
pacientes [95,96]. 

Igualmente, los autores en mención, en el 
grupo de los pacientes hospitalizados con 
sospecha de tuberculosis pulmonar (n = 42) 
encontraron que los cultivos de esputo fue-
ron positivos para Mycobacterium tubercu-
losis en 23 de ellos y negativos en 19. Luego, 
empleando 12 componentes principales del 
total de 134 compuestos volátiles examina-
dos en el aliento, se identificaron en el aná-
lisis de reconocimiento de patrones a los pa-
cientes con cultivos de esputo positivos con 
una sensibilidad del 82,6% (19/23) y una 
especificidad del 100% (18/18). Los com-
puestos volátiles orgánicos en las muestras 
de esputo que permitieron la identificación 
de los pacientes con cultivo positivo eran 
estructuralmente similares a los compues-
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tos volátiles orgánicos más abundantes, que 
fueron observados solo en las muestras de 
los cultivos de Mycobacterium tuberculosis 
[96].

Tres años después, utilizando la misma tec-
nología, pero esta vez con análisis de Monte 
Carlo, se estudiaron 226 individuos sospe-
chosos de tuberculosis por criterios clíni-
cos. El análisis de los compuestos volátiles 
orgánicos de los exhalados respiratorios 
para diagnóstico de los individuos tuvo una 
sensibilidad del 84% y una especificidad del 
64,7%, en comparación con los cultivos de 
esputo, microscopía directa, radiografías de 
tórax y sospecha clínica [95].

La tecnología de cromatografía de gases 
acoplada a masas (GC/MS) utilizada en los 
estudios anteriores es robusta, costosa y en 
algunos países no se dispone de ella. Por 
su parte, la cromatografía de gases con de-
tector de superficie de onda acústica es un 
enfoque instrumental que atrapa y concen-
tra compuestos volátiles antes de que sean 
eluídos para ser separados en una corta co-
lumna cromatográfica y detectados con la 
superficie de onda acústica. Esta tecnología 
permite separar y analizar compuestos volá-
tiles en pocos segundos [160] y ha sido uti-
lizada en diferentes estudios para detectar 
compuestos volátiles en sustancias vegeta-
les y para monitorear compuestos aromá-
ticos en frutas y flores [161-163]; estudios 
que han indicado que tiene las ventajas de 
simplicidad, rapidez de análisis y menor cos-
to en comparación con la cromatografía de 
gases acoplada a masas. 

Phillips y colaboradores (2012) [94] detec-
taron y analizaron los compuestos volátiles 
orgánicos en exhalados respiratorios de 251 
individuos (130 con tuberculosis pulmonar 
activa y 121 controles sanos) por medio de 

cromatografía de gases con detector de su-
perficie de onda acústica en seis minutos 
por cada prueba. Los análisis identificaron 
a los pacientes con tuberculosis activa con 
una sensibilidad del 71,2% y una especifici-
dad del 71,0%. Aunque la sensibilidad y la 
especificidad fueron inferiores a los dos re-
portes del 2007 y del 2010 que usaban esta 
técnica [95,96], este estudio piloto imple-
mentó una prueba que es rápida de realizar 
y a un menor costo, que puede ser utilizada 
en laboratorios con escasa infraestructura. 
Es evidente que la prueba necesita perfec-
cionarse; sin embargo, es indudable su po-
tencial en el diagnóstico de la tuberculosis.

En nuestro grupo de investigación (Grupo 
de Inmunología Celular e Inmunogenética - 
GICIG) hemos utilizado otros componentes 
no volátiles en los exhalados respiratorios 
recolectados utilizando los denominados 
«tubos R» (véase figura 9) que han permiti-
do diferenciar, por medio de cromatografía 
de gases, los pacientes paucibacilares de los 
pacientes bacilíferos e individuos sanos, con 
una efectividad del 100%. Entre estos com-
ponentes se han encontrado el ácido oleico 
y la quimioquina CCL-2, lo cual parece ser 
promisorio para ser usado como un poten-
cial método de diagnóstico [164].

Cromatografía líquida 
de alta resolución (HPLC)
En 1985, los científicos en el Centro para el 
Control y la Prevención de Enfermedades 
(CDC) propusieron el uso de la cromatogra-
fía líquida de alta resolución (HPLC, por sus 
siglas en inglés) para la clasificación mico-
bacteriana [165]. En 1989, el procedimien-
to fue incorporado dentro del régimen de 
pruebas del Centro Nacional de Referencia 
para Micobacteriología (NRCM, del inglés, 
The National Reference Centre for Myco-
bacteriology), agencia de Canadá, y en 1990 
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fue ofrecido como prueba estándar para la 
identificación de especies de Mycobacte-
rium [166,167]. El análisis por HPLC de los 
ácidos micólicos para la identificación de 
especies micobacterianas ofrece resultados 
en horas, contrario a los métodos conven-
cionales que requieren de semanas [167]. 

La HPLC es uno de los métodos cromatográfi-
cos más ampliamente usados en las técnicas 
analíticas y hace parte de las cromatografías 
líquidas, las cuales hacen referencia a cual-
quier procedimiento cromatográfico en el 
cual la fase en movimiento es un líquido, a 
diferencia del gas en movimiento de la cro-
matografía de gases [168]. La fase móvil es la 
encargada de separar los componentes de la 
mezcla que fue inyectada en el cromatógra-
fo en estado líquido, y que es forzada a eluir 
por una alta presión a través de una colum-

na (matriz) cromatográfica [167,169]. Esta 
matriz (fase estacionaria) puede ser líquida 
[170] o sólida [169]. La interacción entre los 
componentes de la mezcla y la fase móvil y 
la estacionaria definirá su separación y, lue-
go, los componentes pueden ser visualizados 
por diferentes detectores [167,169].

Detección cromatográfica 
de ácidos grasos de 
micobacterias
Detección 
por cromatografía en capa fina
En nuestro grupo de investigación (GICIG) se 
realizó el análisis de lípidos que contienen ma-
nosa, localizados en la pared celular de seis 
aislados clínicos de micobacterias y cultivadas 
en medio 7H9. De cada aislado se deslipidaron 

Boquilla y trama de
saliva

Tubo colector

Tubo condensador

Camisa aislante

Figura 9. Tubo-R para la obtención de exhalados respiratorios. El tubo R (A) consiste en un respirador en 
el que se recolecta y condensa el vapor de aire exhalado que refleja el ambiente del tracto respiratorio 
superior. Las muestras condensadas se usan para detectar metabolitos inflamatorios y productos mico-
bacterianos. El tubo condensador se almacena a -20 °C para que al momento de usarse se condense el 
vapor del aire exhalado. Para su uso (B) la persona debe respirar por la boquilla y trama de saliva por un 
periodo suficiente hasta que se observe la salida de vapor condensado por la boquilla superior. En este 
momento, el tubo R se sella y se congela. Posteriormente, se empuja el contenido con un émbolo que 
está insertado dentro del tubo colector para recoger la muestra condensada.
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100 mg de proteínas totales, determinados 
por ácido bicinconínico, a 37 °C durante 12 
horas, usando CHCl3:CH3OH (2:1, v/v), seguido 
de CHCl3:CH3OH:H2O (10:10:3, v/v/v) durante 
12 horas adicionales. Para la cromatografía en 
capa fina unidimensional se cortaron tiras de 
10 x 20 cm. Las placas se secaron y se atomiza-
ron ligeramente con una solución de ácido sul-
fúrico concentrado al 10% en etanol absoluto, 
α-naftol o reactivo Dittmer para evidenciar los 
lípidos, los glucolípidos o los fosfolípidos tota-
les, respectivamente. Las placas se calentaron 
a 110 °C hasta que aparecieron las bandas li-
pídicas, como se observa en la figura 10. Este 
hallazgo permitió establecer variaciones in-
herentes al aislado clínico en el contenido de 
lipoarabinomanano por unidad de proteína, 
donde se espera, por ende, desenlaces dife-
rentes durante la infección por Mycobacte-
rium tuberculosis.

Detección por HPLC
A partir de cultivos micobacterianos se han 
detectado y diferenciado cepas de Mycobac-
terium con base en sus ácidos grasos, los cua-
les son liberados con hidróxido de potasio en 

agua-metanol, derivatizados con p-bromo-
fenacil, bicarbonato de sodio y cloroformo y 
luego inyectados en el cromatógrafo líquido 
de alta eficacia para su detección [164,171-
173]. La HPLC también ha sido usada para 
la detección de ácido tuberculoesteárico 
en plasma por Traunmuller y colaboradores 
(2003) [174], quienes detectaron concentra-
ciones más altas de este componente deriva-
tizado con el reactivo fluorescente hidracida 
ácida 6,7 dimetoxi-1-metil-2(1H)-quinoxali-
nona-3-propionilcarboxílico (DMEQ-hidra-
cida) en pacientes con tuberculosis activa, 
que fue confirmada por cultivo (n=125), en 
comparación con pacientes con enfermeda-
des pulmonares no tuberculosas (n=116) e 
individuos sanos (n= 102). 

De forma adicional, los autores determina-
ron, en seis pacientes con tuberculosis, las 
concentraciones de ácido tuberculoesteá-
rico después de seis meses de tratamiento 
antituberculoso, las cuales fueron estadísti-
camente menores a las encontradas antes 
del tratamiento. En el grupo de individuos 
con enfermedades pulmonares no tubercu-
losas 14 pacientes con cultivo negativo para 
Mycobacterium tuberculosis presentaron 
concentraciones plasmáticas de ácido tu-
berculoesteárico similares a las del grupo 
de pacientes con tuberculosis, los cuales se 
estableciron como falsos positivos. La prue-
ba presentó una sensibilidad del 95,2%, una 
especificidad del 87,9%, un valor predictivo 
positivo del 89,5% y un valor predictivo ne-
gativo del 94,4%, lo que sugiere que es una 
promisoria herramienta en el diagnóstico 
rápido y específico de la tuberculosis [174].

En la figura 11 se muestran los espectros 
de cromatografía líquida-espectrometría 
de masas (LC/MS) de ácidos micólicos li-
berados de la pared celular de dos aislados 
clínicos colombianos de Mycobacterium tu-

Figura 10. Detección de lipoarabinomanano 
(LAM) y el lipomanano (LM) por cromatografía de 
capa fina de seis aislados de micobacterias.
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berculosis, identificados por nuestro grupo 
de investigación (GICIG), donde se aprecian 
las relaciones carga masa (m/z) de diferen-
tes variantes del dimicolato de trehalosa y 
diferentes perfiles de ácidos micólicos, de-
pendiendo del aislado clínico. 

Detección 
por cromatografía de gases
Diferentes investigaciones han utilizado los 
ácidos micólicos como moléculas blanco 
para la detección de Mycobacterium tuber-
culosis por cromatografía de gases. Los áci-
dos micólicos fueron definidos por Asseli-
neau y Lederer en 1950 como ácidos grasos 
hidroxilados, con una larga cadena acilada 
[175] que puede tener una longitud de 70 a 
90 carbonos. Se conocen familias de ácidos 
micólicos: los micolatos, que no poseen gru-
pos funcionales oxigenados, y los micolatos 
oxigenados. Las micobacterias patogénas 
de crecimiento lento, como Mycobacterium 
tuberculosis, modifican sus ácidos por ci-
clopropanación, mientras que las micobac-

terias de crecimiento rápido, como Myco-
bacteium smegmatis, no lo hacen [176]. 
Mycobacterium tuberculosis produce tres 
clases de ácidos micólicos que difieren prin-
cipalmente en los sustituyentes que contie-
nen oxígeno en la porción distal de la ramifi-
cación del meromicolato [177-179].

Stodola y colaboradores [180] y A. H. Ete-
madi [181] reportaron que a altas tem-
peraturas (300  ͦC) las cadenas de carbono 
de los ácidos micólicos se escinden entre 
el carbono acilado ramificado y sustituído 
con un hidroxilo, lo que da lugar a los és-
teres metílicos de ácidos grasos. Con base 
en este principio, Guerrant y colaboradores, 
en 1981 [168], realizaron extracción de áci-
dos grasos y metanólisis ácida a cultivos de 
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Myco-
bacterium avium, Nocardia (N) caviae, No-
cardia asteroides w3315 y Corynebacterium 
stiatum E2547. Las preparaciones fueron 
analizadas mediante cromatógrafo de gases 
con detector de ionización de flama con in-

Figura 11. Espectros de masas (m/z = modo negativo de ionización) de ácidos micólicos liberados de la 
pared celular de dos aislados clínicos colombianos de Mycobacterium tuberculosis, determinados por 
medio de cromatografía líquida-espectrometría de masas (LC/MS).
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yección a 350  ͦC para inducir la ruptura de 
las moléculas de los ácidos micólicos [177-
179]. El perfil cromatográfico de los ésteres 
metílicos de ácidos grasos escindidos desde 
los ácidos micólicos de las nocardias y las 
corinebacterias tenía menos de 20 átomos 
de carbono, mientras que los provenientes 
de micobacterias tenían 20 a 26 y, especí-
ficamente, en Mycobacterium tuberculosis 
H37Rv predominó una señal de 26 carbo-
nos. Cinco años después, el mismo grupo 
utilizó la cromatografía de gases capilar, 
técnica que requiere menor cantidad de 
muestra, y encontraron nuevamente que las 
señales de las moléculas C26 son caracterís-
ticas de Mycobacterium tuberculosis [168].

Kaneda y colaboradores (1986) [182] mo-
dificaron el procedimiento de Guerrant y 
colaboradores, previamente descrito [168], 
para estabilizar los ácidos micólicos median-
te la introducción de un motivo trimetilsilil 
en el grupo hidroxi en la posición 3, que 
permitió que la cromatografía de gases se 
realizar con las moléculas intactas a altas 
temperaturas, sin que sufrieran pirolisis. 
Con esta variación estudiaron la estructura 
y composición de los ácidos micólicos de 25 
especies de micobacterias y encontraron 
que los ácidos micólicos de Mycobacterium 
bovis y Mycobacterium tuberculosis tienen 
cadenas hidrocarbonadas más largas que 
las de otras especies de micobacterias. Este 
estudio sugiere que los patrones de las sub-
clases de ácidos micólicos de cada especie 
tienen valor potencial en la clasificación de 
las micobacterias.

Existen estudios adicionales acerca de la 
aplicación práctica de la cromatografía de 
gases de los ésteres metílicos de ácidos gra-
sos en la identificación de las micobacterias. 
De acuerdo con los perfiles cromatográficos 
de distintas cepas micobacterianas Tisdall y 

colaboradores (1979) [183] identificaron 78 
de 79 aislados clínicos de micobacterias, en 
menor tiempo que mediante los métodos 
bioquímicos. Esta disminución en el tiempo 
de identificación (1,5 h) se debió a que el 
análisis cromatográfico requiere de menor 
densidad de crecimiento del bacilo. En el 
15% de los casos de Mycobacterium tuber-
culosisno fue posible hacer la diferenciación 
con Mycobacterium bovis y Mycobacterium 
xenopi, los cuales producen en pocas oca-
siones enfermedad en los humanos. 

Tres años después, los mismos autores 
compararon la identificación cromatográfi-
ca y bioquímica de 335 aislados clínicos de 
micobacterias recolectadas durante 10 me-
ses, de los cuales 223 fueron identificados 
de manera correcta y 95 presentaron perfi-
les cromatográficos similares. Estos últimos 
fueron ubicados en dos grupos, uno que in-
cluía a Mycobacterium tuberculosis, Myco-
bacterium bovis y Mycobacterium xenopi, 
y otro que incluía a Mycobacterium avium, 
Mycobacterium scrofulaceum y Mycobac-
terium gastri. En estos casos, las caracte-
rísticas morfológicas de las cepas fueron 
importantes para la identificación final. Los 
17 aislados clínicos restantes presentaron 
perfiles cromatográficos que no se pudieron 
resolver [184].

La dificultad para diferenciar las especies de 
Mycobacterium tuberculosis y Mycobacte-
rium xenopi, así como la identidad de Myco-
bacterium avium fueron resueltas por Oz-
bek y Aktas (2003) mediante los análisis de 
ésteres metílicos de ácidos grasos, utilizan-
do el programa informático Sherlock Micro-
bial Identification System (MIS) versión 4.0 
[148,185]. Este programa cuenta con una 
amplia librería de ésteres metílicos de áci-
dos grasos relacionada con las condiciones 
de crecimiento del organismo, tales como el 
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medio de cultivo y la temperatura utilizada 
(para mayor información veáse http://www.
midi-inc.com/pages/microbial_id.html). 
El estudió utilizó 61 aislados clínicos y seis 
cepas de referencia de Mycobacterium tu-
berculosis, Mycobacterium xenopi y Myco-
bacterium avium, cultivadas in vitro, que 
fueron identificadas de manera correcta 
con base en la concentración y composición 
de 12 ácidos grasos de 14 a 20 carbonos 
de longitud. Mycobacterium tuberculosis 
se caracterizó por altas concentraciones de 
los ésteres metílicos de ácidos grasos 16:0, 
18:19 y el ácido tuberculoesteárico, y bajas 
concentraciones de los ésteres metílicos de 
ácidos grasos 14:0. Por su parte, los éste-
res metílicos de ácidos grasos 15:0 y 17:0 
fueron detectados de manera exclusiva en 
Mycobacterium tuberculosis [148]. 

A pesar de los hallazgos anteriores, en el 
análisis de los ésteres metílicos de ácidos 
grasos por cromatografía de gases de dife-
rentes especies micobacterianas, realizado 
por Luquin y colaboradores (1989) [186], 
el éster metílico de ácidos grasos 15:0 fue 
detectado en Mycobacterium xenopi (26 
cepas) y Mycobacterium avium (21 cepas); 
además, en estos últimos no se detectó el 
éster metílico de ácidos grasos 17:0. De este 
modo, no es clara la especificidad de estos 
ésteres metílicos de ácidos grasos para la 
identificación de Mycobacterium tuberculo-
sis. Por el contrario, y según al menos dos 
estudios [148,185], el programa Sherlock 
Microbial Identification System sí ha resul-
tado eficiente y consistente en la identifi-
cación y diferenciación de las especies de 
Mycobacterium.

En un estudio realizado en Cuba, mediante 
el análisis de los ésteres metílicos de ácidos 
grasos micobacterianos, se identificaron 29 
aislados clínicos obtenidos de cultivos in vi-

tro; 25 de ellos provenientes de pacientes 
inmunocomprometidos. Todos los aislados 
clínicos presentaron perfiles cromatográficos 
similares al de la cepa referencia de Myco-
bacterium tuberculosis H37Rv (14:0, 15:0, 
16:1ω7c, 16:1ω6c, 16:0, 17:0, 18:2ω6,9c, 
18:1ω9c, 18:0, 10Me-18:0 tuberculosteá-
rico), lo cual confirmó los resultados de los 
estudios mencionados anteriormente; sin 
embargo, el éster metílico de ácidos grasos 
26:0 fue el más abundante [148].

El inconveniente de los estudios anterior-
mente descritos es que requieren entre 5 mg 
y 10 mg de masa bacteriana, es decir, una 
alta concentración bacilar para realizar los 
ensayos de identificación; una cantidad que, 
con escasa probabilidad, se podría obtener 
directamente de las muestras clínicas. 

Por otro lado, la identificación del ácido 
tuberculoesteárico (ácido 10-metiloctade-
canoico), otro lípido de la pared celular mi-
cobacteriana, mediante cromatografía de 
gases, tiene como ventaja que se ha realiza-
do directamente en muestras clínicas para 
asociarlo con la presencia de Mycobacte-
rium tuberculosis. El ácido tuberculoesteá-
rico es un ácido graso saturado ramificado 
que contiene un grupo metilo como susti-
tuyente en la cadena hidrocarbonada [187], 
que fue aislado inicialmente por Anderson 
y Chargaff (1929) [188] a patir de cepas de 
Mycobacterium tuberculosis, pero que luego 
fue demostrado en otras especies del géne-
ro Mycobacterium y en un número limita-
do de bacterias del orden Actinomycetales, 
como las nocardias y las corinebacterias 
[130,170,173,189,190]. Aunque su presencia 
no es exclusiva de Mycobacterium tuberculo-
sis, las demás bacterias que lo producen no 
tienen mayor importancia como patógenos 
humanos, de modo que su detección, junto 
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con la clínica del paciente, puede ser de gran 
ayuda para un diagnóstico rápido y eficiente.

Odham y colaboradores (1979) [190] recolec-
taron muestras de esputo de seis individuos 
sospechosos de tuberculosis y las dividieron 
en cuatro fracciones: dos partes fueron utili-
zadas para cultivo en medio Lowenstein-Jen-
sen, otra para tinción y microscopía directa, 
y la restante fue sometida a transesterifica-
ción e inyección en cromatógrafo de gases 
acoplado a un espectrómetro de masas (GC/
MS). El espectrómetro de masas fue ajustado 
de forma que permitiese ‘‘monitorear un ion 
seleccionado’’ con una relación masa:carga 
(m/z) de 312; señal característica del ácido 
tuberculoesteárico. Las seis muestras de es-
puto fueron positivas para tuberculosis en el 
examen de microscopía directa, y cinco de 
ellas presentaron la señal m/z de 312. Por 
su parte, los esputos de ocho pacientes con 
neumonía no tuberculosa fueron negativos 
para la señal del ácido tuberculoesteárico.

Cinco días después de la siembra de las mues-
tras de esputo en medio Lowenstein-Jensen, 
cuando aún no se evidenciaba el crecimiento 
de las colonias micobacterianas, los autores 
extrajeron muestras a partir de los cultivos 
para transesterificarlas e inyectarlas en el 
cromatógrafo de gases acoplado a masas, ya 
que con esta estrategia se producen menos 
señales, lo que facilita la interpretación de los 
resultados. En este caso, las seis muestras tu-
vieron señales intensas de m/z de 312. [143]. 
Aunque la detección del ácido tuberculoes-
teárico en cultivos de esputo de cinco días 
parece un procedimiento novedoso y eficien-
te, los mismos autores han mostrado que la 
ionización negativa de la muestra aumenta 
la sensibilidad en la detección de la señal 
del ácido tuberculoesteárico, lo que hace 
innecesario realizar el cultivo del esputo. Es 
importante destacar que las muestras de es-

puto negativas para Mycobacterium tuber-
culosis, en el examen directo, pero positivas 
en el cultivo, presentaron la señal del ácido 
tuberculoesteárico en la muestra de esputo 
procesada en forma directa [191]. 

Al analizar el esputo de un número mayor de 
pacientes con tuberculosis pulmonar (n = 29) 
se encontró que todos mostraban la señal 
correspondiente al ácido tuberculoesteárico 
[143]. Además, el ácido tuberculoesteárico 
también se detectó en el esputo de 3 de 11 
individuos con diagnóstico inicial de enfer-
medad pulmonar no tuberculosa, en los que 
el seguimiento y otros exámenes realizados 
confirmó el diagnóstico de tuberculosis pul-
monar [191-193].

En los últimos años se han reportado diversas 
modificaciones en el proceso de extracción o 
metilación del ácido tuberculoesteárico para 
su posterior detección en muestras clínicas 
como esputo, e incluso suero, con resultados 
promisorios para el desarrollo de una prueba 
diagnóstica más rápida y eficiente [171,192]. 

Por medio de la cromatografía de gases, en 
nuestro grupo de investigación (GICIG) se 
han determinado algunas alteraciones en los 
perfiles lipídicos de los sobrenadantes de cul-
tivos de macrófagos derivados de monocitos 
infectados in vitro con Mycobacterium tuber-
culosis [194]. Las diferencias de estos perfiles 
lipídicos entre pacientes e individuos sanos 
se han podido corroborar para identificar 
pacientes paucibacilares, fundamentalmen-
te por la mayor presencia de un derivado 
esterificable de ácido oleico en los exhalados 
respiratorios.

Conclusiones
Los pacientes paucibacilares constituyen un 
grupo de difícil clasificación, que demanda 
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el desarrollo e implementación de nuevas 
herramientas diagnósticas para poder ini-
ciar el tratamiento antituberculoso a tiem-
po y, de esta forma, evitar el deterioro de su 
estado de salud y la transmisión del agente 
etiológico. Las pruebas que se utilizan en la 
actualidad para el diagnóstico de los indivi-
duos paucibacilares son invasivas, incómo-
das para el paciente y, en muchos casos, sus 
resultados pueden tardar meses.

El utilizar como blanco antígenos especí-
ficos de Mycobacterium tuberculosis, que 
además son liberados al medio extracelular, 
ya sea por secreción activa o por la destruc-
ción de la micobacteria, evita depender de 
la respuesta inmune del paciente para el 
diagnóstico, que en algunos casos es defi-
ciente y lleva a falsos negativos. Además, 
por ser estructuralmente específicos de las 
micobacterias de crecimiento lento, su de-
tección en muestras clínicas, sumada a los 
signos y síntomas compatibles con tuber-
culosis, permitiría el inicio rápido del trata-
miento, ya que no dependería del resultado 
de los cultivos en aquellos casos donde no 
se evidencia la presencia de los bacilos áci-
do alcohol resistentes en la baciloscopia.

La detección de lipoarabinomanano en di-
ferentes muestras clínicas, en especial la 
orina, parece ser la mejor ayuda diagnós-
tica en el momento para individuos pauci-
bacilares con recuentos de linfocitos T CD4+ 
menores de 200/µL. Se necesitan estudios 
con un mayor número de pacientes y verifi-
car su utilidad en otras poblaciones aún no 
estudiadas, como en el continente america-
no, para que sea implementado su uso en la 
práctica clínica. El dimicolato de trehalosa y 
los ácidos grasos, como los ácidos micólicos 
y el ácido tuberculoestárico, son moléculas 
que, a pesar de encontrarse en bacterias 
del orden Actinomycetales, son estructural-

mente diferentes en las micobacterias de 
crecimiento lento. La mayoría de estudios 
referenciados en esta revisión han detec-
tado estos compuestos a partir de cultivos 
micobacterianos; por eso, el objetivo es me-
jorar la sensibilidad de estas herramientas 
para lograr detectar y diferenciar los anali-
tos a partir de muestras clínicas, donde su 
concentración es mucho menor.

La detección de compuestos volátiles orgáni-
cos en el exhalado respiratorio es una prueba 
atractiva por la facilidad en la obtención de 
la muestra y la rapidez del método. Sin em-
bargo, la implementación necesaria para ser 
realizada obstaculiza su utilización en mu-
chos laboratorios de países con dificultades 
económicas. Además, es necesario corrobo-
rar la eficiencia del método mediante estu-
dios de cohortes con mayor número de pa-
cientes y de diferente ubicación geográfica.

Los adelantos tecnológicos y los avances en 
el conocimiento de la enfermedad han per-
mitido desarrollar metodologías diagnósticas 
alternativas en tuberculosis que, a pesar de 
ser incipientes en el momento, serán la base 
diagnóstica en un futuro para mejorar la cali-
dad de vida de los pacientes, especialmente 
de los individuos paucibacilares. Las herra-
mientas que se buscan deben cumplir con las 
condiciones de especificidad, sensibilidad, 
eficiencia y, sobre todo, accesibilidad.
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Abstract: The diagnosis of tuberculosis has been based on the direct detection of mycobacteria. Howe-
ver, it is estimated that only can be achieved in 10% of the cases and it is necessary to combine with 
confirmatory methods such as culture that may take several weeks to growth been evident. Methods 
based on sequence amplification of nucleic acids show high sensitivity and specificity, but are not 
always accessible to all laboratories due to infrastructure requirements and the cost of inputs. The 
limitations for the diagnosis induce to a continued research for mycobacterial metabolites by different 
approaches that are later easy to trace in very basic laboratory conditions. This review includes some 
of the methodological approaches based on mycobacterial derivatives and their value as a tool to 
detect the mycobacteria.
Key words: Tuberculosis, lipids, lipoarabinomannan, trehalose dimycolate, chromatography.
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