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RESUMEN

La tuberculosis es un problema de salud ptblica mundial
que constituye una de las principales causas de morbilidad
y mortalidad en el humano. A partir de la declaracion de
1993, se considera a esta enfermedad una emergencia
mundial y representa uno de los grandes desafios para
este siglo, ya que no se alcanzaron los objetivos plantea-
dos (objetivos de desarrollo del milenio) en el afio 2015,
siendo un agente que infecta a un tercio de la poblacion
mundial. Mycobacterium tuberculosis es una bacteria
portadora de una amplia gama de factores de virulencia,
los cuales se ubican principalmente a nivel de su pared
celular. Estos la capacitan para penetrar y multiplicarse
intracelularmente, lo cual la ayuda a permanecer en el
organismo y a evadir la respuesta inmune especifica e
inespecifica del hospedero. Por otra parte, la bacteria puede
lograr mantenerse en estado de latencia y reactivarse mas
tarde pese a la hipersensibilidad tardia que desarrolla el
hospedero como mecanismo de defensa para erradicarla.
Esta serie de factores que contribuyen al desequilibrio en
la relacion hospedero-parasito ha propiciado el fracaso de
los esfuerzos para controlar esta enfermedad. No obstante,
esto mismo ha impulsado el desarrollo de procedimientos
con miras a realizar un diagndstico oportuno y efectivo.

INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad ancestral,
reemergente, infectocontagiosa, crénica y
altamente letal.’-* Se le considera un complejo
de fenémenos microbiolégicos e inmunol6gi-
cos y esta catalogada entre las enfermedades
infecciosas mas relevantes de nuestro tiempo.
Asimismo, representa un problema de salud
publica a nivel mundial y un gran desafio en
el siglo XXI. Se le encuentra en todo el mundo,
tanto en paises desarrollados como en vias
de desarrollo, en estos Gltimos con un mayor
indice de morbilidad y mortalidad."># Este
problema se atribuye a mdltiples factores
como la migracién, sistemas de salud publica
deficientes, asi como a la pandemia de VIH/
SIDA, entre otros.o”

ABSTRACT

Tuberculosis is a worldwide public health problem that
constitutes one of the principal causes of morbidity and
mortality in human beings. Since the 1993 declaration,
this disease is considered a worldwide emergency and it is
considered as one of the great challenges of the XXI cen-
tury, since the goals set for the year 2015 (the millennium
development goal) were not achieved and it is a causal
agent that infects one third of the population worldwide.
Mycobacterium tuberculosis is a bacteria that carries
multiple virulence factors, most of which are located in its
cell wall. These habilitate it to penetrate cells, to multiply
intracellularly, to endure within the organism, and to evade
both the specific and inespecific immune response of the
host. Moreover, the bacteria can remain latent and then
reactivate in spite of the late hipersensibility that the host
develops as a defense mechanism to erradicate it. All these
factors lead to an imbalance of the host-parasite relation
and have contributed to the failure of all the efforts made to
control the disease. Nevertheless, this has also stimulated
the development of procedures directed to have an effective
and timely diagnosis.

EPIDEMIOLOGIA

Alrededor de un tercio de la poblacién mun-
dial, aproximadamente dos mil millones de
personas, se encuentran infectadas con Myco-
bacterium tuberculosis, nueve millones de ellos
enferman anualmente y cerca de dos millones
mueren por esta enfermedad. Es la segunda
causa de muerte por procesos infecciosos
después del VIH, aun cuando se cuenta con
técnicas de diagndstico sencillas y precisas y
con tratamientos eficaces.*>8

De acuerdo con reportes de la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS), en 2013
se estim6 que nueve millones de personas
desarrollaron tuberculosis, entre 8.6 a 9.4
millones, lo que equivale a 126 casos/100,000
habitantes, de los cuales 1.5 millones murieron
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y 360,000 eran VIH positivos. 60% de los casos se dieron
en el sexo masculino y se ha estimado que 550,000 casos
se presentaron en ninos, lo que equivale al 6% del total,
con 80,000 muertes.?

Se calcula que entre los afios 2000 y 2013 se han
salvado 37 millones de vidas gracias a diagnésticos y
tratamientos efectivos. Sin embargo, el nimero de de-
cesos continda siendo elevado, sobre todo en casos de
infecciones con cepas multirresistentes.

Desde el punto de vista geogréfico, de los nueve
millones que desarrollaron tuberculosis en 2013, 56%
fueron de Asia, 29% correspondieron a Africa, 8% al Este
del Mediterraneo, 4% de Europa y 3% de América.'”

ETIOLOGIA

La tuberculosis es causada por M. tuberculosis pertene-
ciente al género Mycobacterium, familia Mycobacteria-
ceae, orden Actinomycetaceae. Bacteria que forma parte
del complejo Mycobacterium tuberculosis en el que se
incluyen ademas de M. tuberculosis a Mycobacterium
bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium canettii,
Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedi'y Myco-
bacterium caprae.’' De estas especies, M. tuberculosis
ocasiona la mayoria de los cuadros clinicos y es la mas
importante desde el punto de vista patgeno y sanitario.™

Caracteristicas. Son organismos de morfologia va-
riable, de aspecto bacilar, rectos o ligeramente curvos o
cocoides, no forman esporas, flagelos, ni capsula, aunque
en diferentes especies del género Mycobacterium se ha
descrito una capa de glucopeptidolipidos semejante a una
capsula.>'? Miden de 0.2 a 0.6 um de didmetro por 1.0 a
10.0 pm de longitud, algunas veces presentan un aspecto
filamentoso que por agitacién se fragmenta, dando el
aspecto antes mencionado. Se consideran bacilos acido
alcohol resistentes (BAAR) sobre su base tintorial.’® Rara
vez se tifien con la tincién de Gram; sin embargo, se les
describe como Gram positivos débiles. EI componente
mds representativo en su pared celular es el dcido micélico
que se encuentra unido covalentemente a arabinogalac-
tana, la que a su vez se enlaza de la misma manera al
peptidoglucano, elemento parecido al de Escherichia coli
sensible a B lactdmicos. Estos tres elementos conforman
el llamado core o centro de la pared celular de M. tu-
berculosis. Encontrandose ademas, otras moléculas que
permiten establecer la estructura completa de la pared
celular, como es la lipoarabinomanana no asociada cova-
lentemente al core de la pared. La trehalosa (disacarido
de glucosa) acilada que se asocia por medio de enlaces
hidrofébicos al dcido micélico en la parte exterior de la
envoltura celular. Otra molécula es la trehalosa sulfatada
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y acilada. Sin embargo, su principal caracteristica es su
alto contenido en lipidos (20-40% del peso seco).'

Estas caracteristicas estructurales de M. tuberculosis y
otras micobacterias que conforman la familia Mycobacte-
riaceae estan involucradas en sus propiedades tintoriales
(4cido alcohol resistencia) y de manera indirecta en su
lento metabolismo (con un tiempo de generacién de 20
horas) que requiere mas de siete dias para poder observar
el desarrollo en medios sélidos, ademéas de conferirle
propiedades inmunoldgicas (que son empleadas en el
diagnéstico serolégico del género Mycobacterium) y en
su patogenicidad.'*1>

M. tuberculosis es aerobia estricta, mesofilica (se
desarrollan entre 20-37 °C) con alto contenido de G +
C (62 a 70%) en su ADN, parecido al contenido en otras
bacterias productoras de acido micélico como Nocardia,
Rhodococcus y Corynebacterium entre otras, lo que les
hace compartir ciertas similitudes (dcido alcohol resis-
tente).314.16

Presenta un genoma formado por 4,411,532 pares de
bases (pb), con 3,959 genes (90.8%) que codifican para
proteinas, seis pseudogenes (en las que se incluyen las
secuencias de insercién) y 912 genes desconocidos. Cabe
mencionar que 250 genes se encuentran involucrados en
el metabolismo de 4cidos grasos.'”20

Existen ademas ciertos genes que son requeridos para
sobrevivir dentro del hospedero y evadir los mecanismos
de defensa de éste.'®

MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

La patogenicidad se define como la capacidad que tiene
un microorganismo para producir enfermedad, para lo
cual se requiere una serie de factores, entre los que se en-
cuentran aquéllos involucrados en la localizacién intrace-
lular, en su supervivencia y multiplicacion en macréfagos
no sensibilizados en pacientes inmunocompetentes como
es el caso de M. tuberculosis, hecho que permite cata-
logarla como la bacteria patégena més exitosa.' Puede
penetrar al macréfago a través de fagocitosis inespecifica
o a través de una serie de receptores bien definidos como
FcC, CR1, CR2, CR3 y lectinas.'20

FcC reconoce a la bacteria cubierta de inmuno-
globulina G (IgC) que promueve la opsonizacién que
induce la formacién de pseuddépodos y fagocitosis de la
bacteria (fagocitosis tipo I). En tanto que CR3 reconoce
a la bacteria cubierta de C3bi que facilita la introduccién
del microorganismo en la membrana del macréfago, sin
formacion de pseudépodos (fagocitosis tipo Il). Aparte de
estos dos procesos de penetracion de este BAAR existe
un tercer tipo de reconocimiento no opsénico mediado
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por carbohidratos de superficie mediante un receptor de
manosa.'? Sin embargo, no debe descartarse que su fago-
citosis puede ser por induccion a través de la participacion
del fosfatidil-inositol-mandsidos que actda como adhesinas
que permiten la unién al macréfago.?!

La capacidad del microorganismo para sobrevivir
dentro del macréfago requiere la expresion de una se-
rie de genes que se traducen en un grupo de proteinas
involucradas en la relaciéon hospedero-patégeno, entre
ellas estan las que participan en la envoltura y secrecién
celular como son los componentes de superficie, enzimas
del metabolismo vy las que participan en la captura de
metales (Fe® y Mg*2), reguladores transcripcionales'??2
como en la modulacién de la respuesta inmune innata o
en la induccién a la exportacion de factores de virulencia.

A nivel de pared celular, M. tuberculosis tiene una
aciltrehalosa que estimula la respuesta inflamatoria, in-
duciendo actividades mediadas por citocinas (toxicidad
sistémica y actividad antitumoral) y propiciando la fusién
mediada por calcio y la migraciéon de leucocitos.

M. tuberculosis productora de sulfatidos de trehalosa
es altamente virulenta en el cobayo por su interferencia
en la activacion de los macréfagos al prevenir la madura-
cién del fagosoma y su acidificacién al evitar la fusién del
fagolisosoma que favorece la supervivencia intracelular
de los BAAR.

Entre los componentes que intervienen en el creci-
miento intracelular, encontramos:

Proteccién por los glicolipidos contra formas toxicas del
oxigeno. La lipoarabinomanana, que tiene actividades pa-
recidas al lipopolisacérido (LPS) de las bacterias Gram ne-
gativas, genera la supresion inespecifica de la activacion de
linfocitos T, suprime la proliferacién de células T, bloquea
la transcripcion del gene inducible del interferén gamma
(IFN-y) e inhibe las células presentadoras de antigenos.
El muramil-dipéptido estimula el sistema inmunolégico a
través de la produccién de citocinas.

La destruccion tisular producida por hipersensibilidad
celular es inducida por los antigenos de M. tuberculosis.
Actualmente, no se le ha encontrado ninguna endotoxina
(LPS) semejante a la de las bacterias Gram negativas. Sin
embargo, en su pared celular existen componentes invo-
lucrados en el dafo al paciente como los dcidos micélicos,
mureina y otros.

PATOGENESIS

Su transmisién se produce casi exclusivamente por medio
de pequenas gotas de expectoracién, provenientes de
personas con tuberculosis pulmonar altamente bacilife-
ras como son los adultos, adolescentes y nifos mayores
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con lesiones abiertas.’?3 Se calcula que de 10 a 15
personas son infectadas anualmente por un paciente
no tratado.'”?* Los nicleos expectorados de 1 a 5 um
se consideran altamente infectantes, al encontrarse
suspendidos en el aire durante cierto tiempo, éstos son
inhalados por personas que se encuentran cerca del
paciente tuberculoso, sobre todo en un ambiente poco
ventilado y de convivencia prolongada, ya que cuanto
mayor es el nimero de enfermos que estén expectorando
BAAR en la comunidad, mayor sera la diseminacién de
esta bacteria.® Se considera que de todas las personas
infectadas por M. tuberculosis, una de cada diez enfer-
man al alcanzar la cavidad alveolar y entre 80y 85% de
todos estos casos son de tipo pulmonar.?® Existen otras
puertas de entrada como es la digestiva, por la que
alcanzaran los pulmones a través de la via portocava
o linfocava, llegando a la corriente venosa con retorno
al lado derecho del corazén y circuito menor. Esto se
realiza previamente al reconocimiento inmunolégico
del hospedador.

En el desarrollo de tuberculosis pulmonar se han
descrito cinco fases o estadios.>2°

La primera se inicia con la llegada y afectacién del
microorganismo a los bronquiolos y alvéolos, en donde
el bacilo es fagocitado por macréfagos no activados. Para
lo cual, las interacciones iniciales con los receptores de
superficie decidiran la suerte del microorganismo en los
macrofagos,'” ya que las interacciones con receptores
para la regién constante de las inmunoglobulinas y
receptores parecidos a Toll estimulan los mecanismos
de defensa del hospedero, en tanto que los receptores
del complemento favorecen la supervivencia de M.
tuberculosis.”

En una segunda fase o de simbiosis todos los bacilos
habilitados desde el punto de vista genético se multipli-
can intracelularmente y de manera exponencial, inhi-
biendo la maduracion del fagosoma, asi como la fusion
de éste con el lisosoma.!” La bacteria en esta situacion
se encuentra capacitada para captar el hierro a través de
dos tipos de compuestos de unién a éste descritos en
micobacterias: las exoquelinas y micobactinas necesarias
para su supervivencia intracelular y que compiten con
su hospedero quien también lo emplea en sus funciones
inmunomoduladoras.??

Al fagocitar a los bacilos liberados, los macréfagos
inmaduros procedentes de la circulacion establecen una
simbiosis en la que no hay dano entre los participantes
de este estadio de infeccién.

Durante este lapso (periodo primario) en un hos-
pedero inmunocompetente se observa un proceso
inflamatorio intenso que es fundamental para detener
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el desarrollo del microorganismo.2® Este ataque contra
el bacilo de la tuberculosis es iniciado por los neutréfilos
y mas tarde por macréfagos alveolares que destruyen
cerca de 50% de las micobacterias. El resto de los BAAR
prosiguen a través de los linfaticos, ya sean solos o dentro
de los macréfagos, alcanzando y proliferando en los gan-
glios linfaticos regionales, lo que ocasionard adenopatias
caracteristicas del periodo primario.

Es indudable que la relacién que se establezca entre
el patégeno y el hospedero dependera de una serie de
fendmenos microbiolégicos e inmunoldgicos que se van
dando, ya que en este momento la respuesta desarrollada
por el hospedero es todavia inespecifica.'” Sin embargo,
esta situacion dificulta la permanencia y proliferacion de
M. tuberculosis en el sistema circulatorio, lo que obliga a
las micobacterias presentes en los macréfagos a focalizarse
en los tejidos, pese a su estado de latencia o proliferacion
a formas evolutivas agudas.

Por lo general las micobacterias en estado de latencia
permanecen viables y después de establecer el estado
alérgico (tuberculino positivo) provocaran el foco his-
tolégico caracteristico de la tuberculosis por la reaccién
positiva a la tuberculina, reacciones inflamatorias perifo-
cales alrededor del foco del establecimiento bacteriano 'y
necrosis caseosa en él o en los focos. Con lo que se inicia
el periodo postprimario, de hipersensibilidad o tercer
estadio que es consecuencia de la respuesta del hospe-
dero, generando dafio a sus tejidos. Proceso mediado por
la hipersensibilidad de tipo tardio ante varios antigenos
bacterianos que permite la destruccion de macréfagos no
activados que contienen bacilos. Por otro lado, se presenta
una activacion de macréfagos por el interferén gamma
(IFN-y) que estimula los mecanismos antibacterianos de
estas células (intermediarios del oxigeno y del nitrégeno
reactivos), a través de los cuales se elimina al bacilo; sin
embargo, el macréfago no es capaz de realizar la erradi-
cacion total de M. tuberculosis.

Con el desarrollo de la respuesta inmune especifica,
asi como con la acumulacién de un gran ndmero de
macréfagos activados en el sitio de la lesion primaria se
forma un granuloma (tubérculo), estructura tipicamente
bien organizada, constituida por linfocitos T, macréfagos
activados, algunos de los cuales se fusionan para formar
células gigantes multinucleadas.”/27,28

Inicialmente la respuesta que dana al hospedero es el
Gnico evento que puede detener al bacilo en su desarrollo
intracelular a través de la destruccion de los macréfagos,
en la que participan las células T citotéxicas asi como
la liberacion de productos bacterianos parecidos a la
tuberculina que desarrollan necrosis en el centro de la
lesion (desintegracion y destruccién del material central
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del granuloma). Aunque la micobacteria puede sobrevivir
en esta zona de necrosis caseosa sélida, al constituirse
en una zona rica en nutrientes, se produce un ambiente
anoxigénico con un pH bajo, presencia de acidos grasos
reducidos que inhiben la multiplicacién bacteriana. Un
ejemplo de estas lesiones caseosas sélidas se observan
en el mal de Pott.

En el cuarto estadio entran en juego la hipersensibi-
lidad y la inmunidad celular. En esta fase de resolucién
se genera una matriz alrededor del granuloma, formada
por fibroblastos que impiden la diseminacién de las
micobacterias.?8

En el paciente pediatrico o en el inmunosuprimido,
M. tuberculosis escapa del centro caseoso y es fagocita-
da por macréfagos no sensibilizados, lo que le permite
realizar su multiplicacién intracelular y posteriormente
por medio de la hipersensibilidad tardia, el macréfago es
destruido, agrandandose la lesion. Es a través del drenaje
linfatico o hematico que la lesion se disemina a otros
sitios, propiciando las siembras préximas o distales, las
cuales siguen la misma evolucién (repeticion en cadena
del fenémeno de Koch).

Al escapar el bacilo del centro caseoso en pacientes
inmunocompetentes, éste es fagocitado y destruido por
los macroéfagos activados por la respuesta inmune celular.
De esta manera, el tubérculo disminuye su centro caseoso
y la enfermedad es interrumpida por un tiempo.

En el Gltimo estadio, aun cuando el hospedero tenga
una buena respuesta inmune celular, la enfermedad pro-
gresa debido a la licuefaccién del nédulo caseoso. Este
material licuado es, aunque no siempre, un excelente
medio de cultivo para M. tuberculosis que le permite
multiplicarse en el ambiente extracelular, alcanzando un
nimero elevado. Por otro lado, la liberacién de grandes
cantidades de BAAR y de sus productos incrementa la
hipersensibilidad tardia, dafndndose los tejidos cercanos
ala lesion. Las paredes bronquiales necrosadas terminan
por romperse, descargando el material caseoso y bacilos
a las vias aéreas, asi como a otros sitios, incluyendo al
ambiente exterior, lo que propicia la formacién de cavi-
dades. Asimismo, el bacilo viaja a los nédulos linfaticos
hiliares, disemindndose a otros sitios con alta tensién de
oxigeno, lo que genera enfermedad en la que se ven
afectados otros érganos inmediatamente después de la
infeccion primaria.??

M. tuberculosis puede mantenerse viable, en estado
de latencia haciendo uso de su acervo genético al detener
su multiplicacién y causar tuberculosis posteriormente,
incluso décadas mas tarde.?’

El tubérculo puede también resolverse, desaparecer,
calcificarse y formar el llamado complejo de Chon.
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MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas en la tuberculosis son inespe-
cificas, tanto en su forma pulmonar como extrapulmonar.
Se expresan por sintomas sistémicos similares, indepen-
dientemente de la localizacion de la enfermedad y por
sintomas de acuerdo con el érgano daiado, considerando
que cualquier parte del cuerpo puede ser afectada.

En las diferentes modalidades de tuberculosis, la
pulmonar constituye de 80 a 85% de los casos que se
presentan en pacientes inmunocompetentes.

La tuberculosis se presenta en cuatro formas en el
TPy
nino:

* Complejo primario simple
* Primoinfeccién progresiva
* Tuberculosis postprimarias
* Tuberculosis de tipo adulto

El complejo primario o tuberculosis infantil se consi-
dera la forma mas frecuente, benigna y menos contagiosa
de este padecimiento por estar constituida por lesiones
cerradas que cursan de manera asintomatica o poco ex-
presiva.’® Se manifiesta como consecuencia del dafio del
6rgano afectado, ya que M. tuberculosis se disemina por
todo el organismo. Entre las manifestaciones sistémicas se
encuentra: pérdida de peso, anorexia, febricula, sudores
nocturnos, cansancio fisico y dolores de térax.3°

De acuerdo con su localizacion la pulmonar es la més
frecuente. La sintomatologia de la tuberculosis primaria
es inespecifica, los sintomas mds caracteristicos son: tos
seca, irritativa y expectoracién persistente por mas de dos
semanas. Las personas con estos sintomas son referidos
como sintomaticos respiratorios (SR)."" A la exploracion
fisica, los datos encontrados son inespecificos y poco
significativos en las formas leves y moderadas que en
estadios de exposicion y tuberculosis latente no existen.3!
La bibliografia médica reporta la presencia poco frecuente
de eritema nodoso o conjuntivitis flictenular como tGnicos
signos en ninos recién infectados con M. tuberculosis.3132

En lactantes y adolescentes las manifestaciones pul-
monares tienen mayor expresividad clinica que en nifios
escolares. A la exploracion fisica se observa disminucion
de ruidos respiratorios, estertores o sibilancias. En pacien-
tes con afectacién traqueal hay estridor.

Primoinfeccién progresiva. De inicio insidioso, con in-
tervalo de semanas, presencia de hepatoesplenomegalia,
linfadenopatias generalizadas y afectacion de diferentes
6rganos. Esta se presenta entre 5y 10%, el resto se cura
espontaneamente. Su diseminacién se realiza por ex-
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tensién a partir del foco primario, por compromiso de
ganglios linfaticos y por diseminacién linfohematégena,
con lo que se propicia una diseminacién miliar. En nifios
pequeiios con historia de tos y signos de distrés respirato-
rio debe considerarse la posibilidad de tuberculosis miliar
en la que, dependiendo de la forma de tuberculosis, se
observa presencia de estridor y sibilancias en casos de
adenopatias mediastinicas y granuloma endobronquial.3®
Dolor persistente en punta de costado que se incrementa
con la respiracion profunda, con o sin fiebre en derrame
pleural, comin en ninos mayores.*

Entre 30 y 50% de los nifos con tuberculosis miliar
puede producirse meningitis. Es posible la presencia de
sinovitis de una articulacion grande o rara vez pequena
(artritis). Cifosis progresiva o dolor de espalda con o sin
afectacion de nervios periféricos, espondilitis.®!

Dolor abdominal o franca peritonitis (tuberculosis
abdominal). Hematuria o piuria estéril (tuberculosis renal
y de vias urinarias). Abscesos o Ulceras cutaneas.

Signos de hipersensibilidad tuberculinica como erite-
ma nodoso o conjuntivitis flictenular.3?

Tuberculosis postprimaria. En nifos pequefios la tu-
berculosis puede resultar en consolidacion y cavitacion
del I6bulo pulmonar superior, parecido al observado en
nifos mayores, convirtiéndose en pacientes altamente
infecciosos.3?

Tuberculosis de tipo adulto. Esta se presenta con ma-
yor frecuencia en los adolescentes, generalmente como
una reactivacién endégena o una reinfeccién.

DIAGNOSTICO

El diagnéstico de tuberculosis es considerado dificil de
establecer si se compara con el de cualquier infeccion
ocasionada por otra bacteria, sobre todo cuando se esta
ante un paciente pediatrico paucibacilar, asintomatico o
un paciente con tuberculosis en estado de latencia.>* Por
otra parte, la tuberculosis requiere un diagndstico seguro
y rapido, con miras a realizar el control de este proceso
infectocontagioso, ya que la carencia de un diagnéstico en
pacientes con estas caracteristicas representa un obstaculo
que dificulta el control de la tuberculosis.3>3°

Generalmente el diagnéstico de tuberculosis se basa
en la historia clinica, la sintomatologia, prueba de la
tuberculina, radiografia de térax, baciloscopia y culti-
vo del agente causal.?” Sin embargo, su sensibilidad y
especificidad son bajas o se carece de ambas, lo cual
dificulta el diagnéstico de tuberculosis en estos pacientes
paucibacilares.

Entre los procedimientos tradicionales mds répidos
para establecer evidencias de infecciéon por M. tubercu-
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losis se encuentra la observacion microscépica de frotes
tenidos con la técnica de Ziehl-Neelsen o su variante
(Kinyoun), empleada en la deteccién de BAAR a partir de
muestras clinicas,?83? la cual en nifios tiene una sensibili-
dad < 10-15%, sobre todo en zonas endémicas, asi como
el uso de la tincion fluorocrémica de auramina-rodamina
o auramina-o de manera simultdnea al Ziehl-Neelsen,
lo que tiende a facilitar la deteccién de M. tuberculosis.

La baciloscopia ha sido considerada la piedra angular
en el control de la tuberculosis, es rapida y econémica,
pero de especificidad limitada, con un reducido alcance
de observacién y requiere de 5,000 a 10,000 BAAR/mL
de muestra.8 Este procedimiento detecta principalmente
pacientes baciliferos.38

Ante la sospecha de tuberculosis por baciloscopias
positivas al cultivar la muestra, es necesario demostrar la
presencia del agente causal de la tuberculosis a través de
su aislamiento y desarrollo. Procedimiento considerado
el estdndar de oro que permite realizar la confirmacion
de certeza. Las ventajas de este procedimiento son: que
cuenta con mayor sensibilidad y especificidad que la ba-
ciloscopia, ya que requiere de 500 a 1,000 bacilos/mL de
muestra, es Gtil en pacientes paucibacilares y en el control
de tratamiento antifimico.® Su desventaja es que requiere
mayor tiempo para la obtencion de resultados por el
crecimiento extremadamente lento de la micobacteria.

En el aislamiento primario a partir de la muestra clinica
se prefiere el empleo de un medio sélido en combinacién
con uno liquido no selectivo.

Entre los medios de cultivo mas empleados se encuen-
tran los considerados tradicionales: Lowenstein-Jensen
y Middlebrook 7H9, 7H10 y 7H11 se desarrollan entre
tres y cuatro semanas, con sensibilidad de 30 a 40% y
elevada especificidad.

En la década de los 80 se introdujeron sistemas de cul-
tivo semiautomatizados y posteriormente automatizados
que son mas sensibles (< 50%) que los medios sélidos
y permiten la obtencién de evidencias de desarrollo
bacteriano en menor tiempo (2-3 semanas).?”%8 Estos
inicialmente portaban un sistema de deteccién radiomé-
trico ('* C-palmitato como Gnica fuente de carbono),que
fue sustituido posteriormente con mayor ventaja por
sistemas no radiométricos que facilitaron su manejo.?”
Entre ellos se encuentran los medios MB/BacT, BACTER
9000 y MGTI (Mycobacterial Crowth Indicator Tube). En
los que se determina la produccién de CO,, consumo
de oxigeno o bien aumento de presion. Estos medios se
han usado en la determinacion de desarrollo y/o sensi-
bilidad a antimicrobianos, con empleo de fluorescencia
o colorimetria. Pueden utilizarse de manera manual y
usar simultdneamente el medio sélido (L)) que permite
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observar las caracteristicas morfolégicas de las colonias y
maximizar la recuperacion de las micobacterias.

Entre los sistemas automatizados se cuenta con:

El Sistema automatizado MGIT 960 en medio liquido
con empleo de antimicrobianos; estreptomicina, isonia-
zida, rifampicina y etambutol con un tiempo medio de
deteccion de 14.4 dias. Otros sistemas automatizados son
BacT/ALERT MP, Bactec 460 con un tiempo de deteccion
de 15.2 dias para el Gltimo.3840

Ante la situacién econémica que implica el empleo
de los sistemas automatizados, se han propuesto métodos
no convencionales, no moleculares para el cultivo y la
determinacién de sensibilidad a antimicrobianos, entre
ellos se cuenta con un grupo de métodos que tratan de
optimizar el empleo del microscopio como la prueba
rapida de MODS (microscopic observation drug suscep-
tibility assay) que se realiza directamente del esputo.3#!
Este método se basa en el uso de caldo Middlebrook
7H10 en placas de microtitulacién y antimicrobianos a
diferentes concentraciones. El método MODS permite
la observacién del desarrollo bacteriano, de la presen-
cia o ausencia de formacién de cordones (agrupacion
bacteriana) y determina la sensibilidad antimicrobiana
a diferentes concentraciones del agente probado. Cabe
mencionar que su realizacién requiere un laboratorio
con infraestructura adecuada y contar con un grupo de
trabajo preparado. El método no ha sido estandarizado
hasta la fecha, por lo que se considera que esta limitado
a laboratorios con experiencia en el manejo de M. tu-
berculosis.?*3942

Un procedimiento mas reciente que permite optimi-
zar el microscopio en la deteccién de micobacterias con
la seguridad de un frote, es LED (Light-Emitting Diode
Microscopy). Con este sistema las muestras son procesadas
de igual manera que en la observacién con un microsco-
pio 6ptico, con la diferencia de que son examinadas con
LED, siendo igual de sensible al microscopio de fluores-
cencia convencional y tiene la ventaja de ser econémico,
aunque inicialmente implica una inversién.?®

TLA (thin-layer agar). Considerado un cultivo rapido
para M. tuberculosis. Requiere una solucion stock de
trimetoprim, anfotericina B y sal sédica de piperazina.
Solucién de acido p-nitro benzoico (PNB) en medio de
Middlebrook 7-H11 agar y en Middlebrook 7-H11+PNB
en placas de petri divididas en dos compartimentos. Re-
quiere de 10 a 100 BAAR para tener un cultivo positivo. El
empleo del medio sélido permite detectar el crecimiento
bacteriano y la morfologfa colonial en un periodo de 9-14
dias con el uso del microscopio convencional con obje-
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tivo de 10x. Procedimiento econémico, rapido y puede
implementarse en laboratorios con escasos recursos.*344

NRA (nitrate reductase assay) también conocido como
método de Griess. Permite detectar crecimiento y farma-
corresistencia a isoniazida y rifampicina. La técnica es de
tipo colorimétrico y esta basada en la determinacién de
reduccion de nitratos a nitritos por M. tuberculosis en
medio de LJ. Se emplea en la deteccién del crecimiento
y su interpretacion se efecta por inspeccion visual (co-
loracién) y evidencia de desarrollo bacteriano. Es rapido,
confiable, sencillo y econémico. Sus desventajas son:
se requieren muestras positivas, no es cuantitativo y se
contamina facilmente.

Colorimetric assays. Procedimiento empleado en la
deteccién de resistencia de M. tuberculosis a través de
la conversion del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil
tetrazolio bromuro, de color amarillo a color ptrpura. El
desarrollo de M. tuberculosis se detecta por el cambio de
color, ya sea visualmente o con ayuda de un espectrofo-
tometro. Se emplea en la determinacion de resistencia
a isoniazida, rifampicina, etambutol y estreptomicina.
Sus requerimientos son escasos, sin embargo no ha sido
estandarizado.??

Phage amplification-assays. Procedimiento basado
en la formacion de placas de lisis producidas por un
bacteriéfago sobre M. tuberculosis, sembrada en medio
de cultivo sélido con concentraciones decrecientes del
antibiético a probar.

Un producto comercializado de este tipo de prueba
lo constituye FASTPlaqueTB Assay, por el cual se deter-
mina no sélo la presencia de M. tuberculosis viables, sino
ademéds resistencia a rifampicina, requiere de 100 a 300
células/mL. En éste, el principio de deteccién se hace
con el empleo de luminometria o fotografia producida
por presencia de luciferasa que porta el virus localizado
intracelularmente en la micobacteria.*4

Mientras que la baciloscopia y el cultivo son la parte
medular del laboratorio en el diagnéstico de tuberculosis,
los nuevos métodos que incluyen los moleculares han
evolucionado en los Gltimos 30 afios.'®

METODOS MOLECULARES

Line probe assays (INNO-LIPA-RIF-TB). Método con alta
sensibilidad (95%) y especificidad (100%). No obstante,
estas dos caracteristicas disminuyen al realizar la prueba
directamente con muestras clinicas. Su fundamento se
basa en el empleo de 10 sondas de oligonucleétidos
(una especifica para el complejo M. tuberculosis, cinco
sondas S de tipo silvestre y cuatro sondas R para detectar
mutaciones involucradas en la resistencia a rifampicina)
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inmovilizadas en nitrocelulosa. El procedimiento se
efectia a través de la extraccion directa de la muestra o
del cultivo del ADN, la amplificacién por PCR del gene
que determina la resistencia a rifampicina (rpoB) y cuyos
productos son hibridados con las sondas inmovilizadas.
Esta prueba es de utilidad en la deteccién de poblacio-
nes de pacientes sospechosos de presentar resistencia a
antimicrobianos.3946:47

Una segunda prueba tipo line-probe assay es Ge-
notype MTBDRplus assay. Reporta una sensibilidad
aproximada de 94% para la deteccién de ADN en frotes
positivos de muestras clinicas de vias respiratorias para M.
tuberculosis. Actualmente existe una segunda versién de
MTBDRplus assay que es MTBDRs/ empleada en la deter-
minacion de resistencia a antifimicos de segunda linea.>?

Xpert MTB/RIF. Prueba rdpida para la deteccién de
M. tuberculosis y resistencia a rifampicina. La prueba
emplea la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
con la modalidad de multiplex o PCR anidado en tiem-
po real. Como sonda se usan cadenas Gnicas de ADN
con presencia de estructura de tallo y horquilla (stem
and loop), en el que la horquilla sirve para hibridacion
o alineamiento, siendo complementaria a la secuencia
de 4cidos nucleicos de M. tuberculosis, lo que se busca
en este caso es el core del gene rpoB. Este gene es alta-
mente conservado, permite su amplificacién con el fin
de detectar resistencia a rifampicina en mutantes de M.
tuberculosis en 95% de los casos.??

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP). Técni-
ca que no requiere termociclador debido a que la reaccién
es isotérmica, es rapida (60 minutos), con alto rendimiento
en la amplificacion y el producto puede ser detectado a
simple vista. Al ser comparada con la PCR presenta la
misma sensibilidad de deteccién. Esta prueba es simple,
rapida, altamente eficiente, efectiva y de costo accesible.?

Senales luminosas moleculares (molecular beacons).
Esta prueba se encuentra entre las consideradas rapidas
en la deteccién de resistencia a rifampicina, con una sen-
sibilidad de 89 a 98% y especificidad de 99 a 100%. Sin
embargo, su empleo en la determinacién de resistencia
a isoniazida es menor debido a las mdltiples mutaciones
que pueden conducir a resistencia a este antifimico. Su
fundamento radica en el empleo de sondas de ADN
(hair-pin-shaped DNA) con un marcador fluorescente y
el uso de PCR en tiempo real.*2

PCR casero. La amplificacién de 4cidos nucleicos
con blancos especificos como la secuencia de insercién
6110 (IS6110), presente en niimero variable de copias en
M. tuberculosis.*® Esta metodologia puede ser aplicada
directamente a partir de la muestra clinica, por lo que ha
recibido el nombre de pruebas de amplificacion directa.*®
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Por lo general ésta se aplica simultdneamente con la
baciloscopia y el cultivo de la muestra clinica o bien a
partir del cultivo.?®

PRUEBAS INMUNOLOGICAS

Desde hace varias décadas se ha realizado la deteccién
de antigenos (Ag), anticuerpos (Ac) y complejos antigenos-
anticuerpos (Ag-Ac) en pacientes con M. tuberculosis, a
fin de detectar respuesta inmune humoral.

A pesar de las evidencias de carecer de seguridad
para reemplazar el frote y el cultivo, éstos continGian
usandose. Entre las explicaciones para este hecho en
tuberculosis se encuentra la exposicién al agente causal
u otras micobacterias, del paso del estado de latencia a
la enfermedad activa y la forma severa de tuberculosis.
Aunado a esto, hay otros factores como la aplicacién de
la vacuna con el bacilo de Calmette-Guérin (BCG) y la
coinfeccién VIH.

Como lo refieren Paiy cols. una prueba inmunogénica
correcta debe distinguir entre los diferentes estadios de la
tuberculosis, la exposicion a M. tuberculosis y micobacte-
rias distintas.*? El sistema inmunoldgico debera distinguir
los antigenos que codifican los diferentes genes que se
expresan durante las distintas fases de la enfermedad.
Un ejemplo de ello es el antigeno MPB64 especifico del
complejo M. tuberculosis, secretado por M. tuberculosis,
M. bovis y M. bovis-BCC. Este Ag es capaz de inducir una
respuesta en pacientes con tuberculosis activa, mas no
en la forma latente, con una sensibilidad de 98% y espe-
cificidad de 100%. Una variante de éste es la prueba del
parche con el empleo de un recombinante (rMPT64).42

Durante décadas se usé el derivado proteico purifi-
cado (PPD) como antigeno para diagnosticar tuberculosis
latente. Sin embargo, dicho derivado presenta baja espe-
cificidad en poblaciones vacunadas con BCG y en aquéllas
expuestas a micobacterias no tuberculosas (MNT), ademés
su sensibilidad disminuye en sujetos inmunodeprimidos.
Una alternativa a esta situacion se ha presentado gracias
al empleo de la respuesta inmune celular por medio de
la producciéon de interferon gamma (IFN-y) generada
por linfocitos T sensibilizados con Ag de M. tuberculosis
(PPD). La produccién elevada de IFN-y supone infeccién
por M. tuberculosis.*

Hay nuevas pruebas que utilizan como Ag estimulante
ESAT6 (early secretory antigenic) y CEP10 (culture filtrate
protein 10), proteinas codificadas por genes localizados
en la region diferente 1 (RD1) de M. tuberculosis.*

Entre las pruebas comercializadas estan QuantiFE-
RON-TB en la que se emplea el método de ELISA y sangre
total, los resultados se expresan en picogramos por milili-
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tro (pg/mL) o en unidades internacionales por mililitro (Ul/
mL). Otra variante en la deteccién de IFN-y es T-SPOT-TB
que usa células mononucleares de sangre periférica, los
Ags ESAT6 y CEP10 y en su deteccion se emplea ELISPOT.
Los resultados se dan en nimero de células secretoras de
IFN-y o células formadoras de spot.4249

CONCLUSIONES

A partir de que la OMS declaré la tuberculosis como una
emergencia en salud publica a nivel mundial en 1993
y hasta la fecha, ha surgido la necesidad de contar con
pruebas de diagnéstico de alta sensibilidad y especifici-
dad, que sean reproducibles y de costo accesible, sobre
todo en las zonas més afectadas que incluyen aquéllas
que se encuentran en condiciones econémicas limitadas
para poder hacer uso de ellas.’® Sin embargo, el proble-
ma no es s6lo de diagnéstico sino que es multifactorial
(millenium development goals), por lo que resolver los
factores que propician la presencia de tuberculosis y el
conocimiento de su etiologia desde diferentes angulos,
llevard a su control.
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