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Resumen

Antecedentes: La tuberculosis (TB) es una enfermedad
causada por Mpycobacterium tuberculosis, que se estima
produce una infeccién asintomdtica (latente) en cerca
de 2 mil millones de personas en todo el mundo. La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) recomienda
para diagnostico de TB activa la microscopia de frotis
de esputo. La radiografia de térax suele emplearse para
pacientes con resultado negativo a la deteccion de bacilos
acido-alcohol resistentes en esputo, a pesar de que no es
lo suficientemente especifico o sensible para todas las
personas con TB. La reactividad cutanea a proteinas de
Mycobacterium tuberculosis puede producir reacciéon
cruzada con la vacuna BCG, y pruebas basadas en
secrecion de la citocina inteferon gama (IFNg) son aun
muy costosas para un empleo masivo. Objetivo: Brindar
un panorama de las ventajas y desventajas de métodos
actuales para diagnostico de TB y su aplicacion en entornos
clinicos de bajo presupuesto. Materiales y métodos:
Buisqueda bibliografica en Pubmed con las palabras claves
“tuberculosis” y “diagnosis” (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pubmed/?term=tuberculosis+diagnosis)  publicados
hasta marzo de 2018. Resultados: Existen nuevos métodos
de diagnostico acorde al progreso de la biologia molecular.
Las pruebas que usan suero como muestra para determinar
si existe TB son adecuadas para paises con recursos
limitados por que a menudo requieren equipos facilmente
disponibles. Conclusiones: Recientemente, los enfoques de
alto rendimiento (tecnologias “Omicas”) ofrecen la opcién
de buscar nuevos biomarcadores, derivados del hospedero
o del patdgeno, lo que deberia traducirse en tecnologias o
dispositivos que idealmente, pueden adoptarse facilmente
en todos los laboratorios clinicos.

Palabras clave: Métodos basados en ADN; Métodos
serologicos; Protedmica; Transcriptomica; Variacion de
paciente a paciente.
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Abstract

Background: Tuberculosis (TB) is a disease caused
by Mycobacterium tuberculosis, which is estimated to
produce an asymptomatic (latent) infection in about 2
billion people worldwide. The World Health Organization
(WHO) recommends sputum smear microscopy for the
diagnosis of active TB. Chest radiography is usually
used for patients who are negative for the detection of
acid-fast bacilli in sputum, although it is not specific or
sensitive enough for all people with TB. The tuberculin
skin test using proteins of Mycobacterium tuberculosis
can cross-react with the BCG vaccine, and tests based
on secretion of the cytokine interferon gamma (IFNg)
are still very expensive for a massive use. Objective: To
provide an overview of the advantages and disadvantages
of current methods for TB diagnosis and its application
in low budget clinical settings. Materials and methods:
Bibliographic search in Pubmed with the key words
“tuberculosis” and  “diagnosis”  (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pubmed/?term=tuberculosis+diagnosis)
published as of March, 2018. Results: There are new
diagnostic methods according to the progress of
molecular biology. Tests that use serum as a sample to
determine if TB exists are suitable for countries with
limited resources because they often require readily
available equipment. Conclusions: Recently, high
performance approaches (“Omic” technologies) offer
the option of searching for new biomarkers, derived
from the host or the pathogen, which should translate
into technologies or devices that ideally can be easily
adopted in all clinical laboratories.

Keywords: DNA-based methods;
methods; Proteomics;
patient variation.
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Introduccion

La tuberculosis (TB) es la novena causa de muerte en el
mundo, y la principal enfermedad infecciosa causada por
Mycobacterium tuberculosis, con mas casos reportados que
el VIH/SIDA. A nivel mundial, en 2016 se produjeron cerca
de 1.3 millones de muertes debido a TB en personas VIH-
negativas, con 374 000 muertes adicionales en personas con
VIH, y una prevalencia de 10.4 millones de personas en el
mismo afo. La tasa de mortalidad disminuye alrededor
del 3% por afo, y la incidencia se reduce cerca del 2% por
afo. Sin embargo, el 16% de los pacientes de tuberculosis
mueren a causa de la enfermedad (OMS, 2017). Para 2020,
se estima que habrd un aumento del 4 al 5% en las tasas de
mortalidad e incidencia, y un aumento del 10% en muertes.

En el 80% de los casos, la TB se presenta como una
infecciéon pulmonar con un grado variable de dafio
dependiente tanto del microorganismo como del estado
del sistema inmunitario, que se modifica facilmente
por diversas condiciones, como diabetes mellitus,
malnutricién, alcoholismo y VIH/SIDA (Jimenez-Corona
et al, 2013, Nathella y Babu, 2017). El tratamiento
temprano de TB para los pacientes afectados, y evitar que
sean infecciosos por un tiempo prolongado, es esencial
para mejorar el control de TB y acelerar las tendencias a
la baja mencionadas anteriormente. Con este objetivo, es
necesario el desarrollo de nuevas pruebas de diagnéstico
altamente sensibles que podrian diagnosticar TB pulmonar
en momentos tempranos después de la infeccion, con lo
cual se podria tomar una decision mejor informada
sobre el momento de iniciar el tratamiento, se reduciria el
riesgo de transmision, se mejoraria la monitorizacion del
tratamiento y los resultados y se evitarian complicaciones
a largo plazo. A la luz de la necesidad de mejores ensayos
de diagndstico para determinar con precision la infeccion
por TB, revisamos los métodos de diagndstico celulares y
moleculares disponibles, el rendimiento de aquellos que han
sido evaluados recientemente, y discutimos las lecciones
aprendidas de la investigacion operativa reciente para el
diagnostico de TB, incluidos los enfoques de transcriptoma
completo destinados a proporcionar “huellas” confiables de
la enfermedad.

Métodos convencionales o estandar para el diagnostico
de la tuberculosis

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda
que la TB activa sea diagnosticada mediante microscopia
de frotis de esputo usando tinciéon de Zielh Neelsen o
fluorescencia convencional, ademds del cultivo bacteriano
en medios solidos de Lowenstein-Jensen. La microscopia
de frotis de esputo es a menudo el método estandar
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utilizado en la mayoria de los lugares con recursos
limitados para el diagndstico de TB, donde los pacientes
muestran signos y sintomas de presuncion de infecciéon
por M. tuberculosis. Desafortunadamente, puede conducir
a resultados falsos negativos cuando se ha producido
una replicacién bacteriana muy baja en los pulmones de
pacientes infectados, o cuando los pacientes pediatricos
son inspeccionados para TB, debido a la naturaleza de
la muestra que estos producen. Ademads, a menos que
el proceso involucre el uso de un anticuerpo especifico
para M. tuberculosis (por ejemplo, para microscopia de
inmunofluorescencia), no se puede hacer una distincién
entre M. tuberculosis y otras micobacterias (Bates y Zumla,
2016, Tyagi et al., 2017). La microscopia también puede
requerir la toma de muestra de forma invasiva en casos de
TB extrapulmonar, lo cual puede causar estrés adicional a
estos pacientes.

La microscopia de frotis de esputo es menos sensible
que el cultivo en medios sélidos, lo que puede dar como
resultado la identificacién de diferentes especies de
micobacterias en funcién de su velocidad para producir
colonias, pigmentacién de colonias y su patrén de
crecimiento en inclinacién (parte superior/inferior de la
inclinacion); también permite probar la susceptibilidad
de las micobacterias cultivadas a medicamentos
antituberculosos. Sin embargo, tiene los inconvenientes de
alto costo y el largo tiempo necesario para la obtencion de
resultados. Por otro lado, para los pacientes que no pueden
producir esputo o aquellos en los que no se han encontrado
bacilos usando microscopia, se puede usar una radiografia
de torax (placa de térax). En ella, los pacientes con TB
mostraran varias lesiones que pueden producir cavidades,
consolidacion pulmonar, nédulos, agrandamiento de los
ganglios linfaticos mediastinicos, calcificacion y/o derrame
pleural (Bhalla et al., 2015, Hashemian et al., 2015).

Por otro lado, la prueba cutdnea de tuberculina (TST,
por sus siglas en inglés) continta siendo el ensayo mas
utilizado para detectar la infeccion tuberculosa en
personas asintomaticas. Se basa en una respuesta inmune
de hipersensibilidad retardada a una mezcla compleja
de antigenos proteicos llamada derivado de proteina
purificada (PPD por sus siglas en inglés). El PPD contiene
muchos componentes que se comparten tanto con las
micobacterias del complejo M. tuberculosis (incluida la
BCG) como con otras micobacterias no tuberculosas, lo
que reduce su especificidad y sensibilidad (Lardizabal y
Reichman, 2017). Ademas, las posibles dificultades que
presenta pueden ser el resultado de su aplicacion, si el
personal que realiza la prueba carece de experiencia en la
administracion o interpretacion de los resultados (Orme y
Cooper, 1999). Aunado alo anterior, una serie de afecciones
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pueden dar resultados falsos negativos en algunas personas
cuya respuesta de hipersensibilidad retardada se reduce,
o incluso presenta dafo severo (anergia), incluida la
infeccion por VIH, otras infecciones virales (p. ej.,
sarampion o varicela-zoster) o infecciones bacterianas,
por administracion de drogas inmunosupresoras, asi como
céncer o desnutricién (Snider, 1985).

Ensayos basados en componentes celulares para
diagnosticar infeccion por M. tuberculosis

Ademas del TST, actualmente existen ensayos que
reproducen la estimulacién que producen los antigenos
de M. tuberculosis en las células T de memoria,
para detectar la infeccién, que da como resultado la
produccién de IFN-y en respuesta a algunos antigenos
micobacterianos que se presentaron previamente tras la
infeccion con M. tuberculosis o bacterias que comparten
algunos de sus componentes antigénicos. Estos ensayos
se conocen como ensayos de liberacion de IFN-y (IGRA,
por sus siglas en inglés) donde, para evitar reacciones
inespecificas como las que ocurren en respuesta a PPD,
se basan en la utilizacién de antigenos especificos de
M. tuberculosis, incluidos los codificados por el operéon
esxAB (ESAT-6 y CFP-10), codificados en genes que
estdn ausentes de todas las cepas de M. bovis BCG
(Behr et al., 1999), asi como de muchas micobacterias
no tuberculosas. Hay dos tipos de sistemas IGRA
comercialmente disponibles para el diagnéstico de TB:
un sistema incluye QiantiFERON-TB Gold (QFT-G)
y su variante QuantiFERON-TB Gold In-Tube (QFT-
GIT), donde los tubos de ensayo contienen antigenos de
M. tuberculosis, y se llenan con muestras heparinizadas
de sangre completa, para medir la concentracién
de IFN-y en plasma liberado por linfocitos T que
reconocen antigenos micobacterianos mediante el uso
de un ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA, por sus siglas en inglés) (Bartalesi et al., 2017).
A medida que los tubos de ensayo se llenan con muestras
tomadas directamente del paciente, estas contienen
intrinsecamente un nimero indeterminado deleucocitos
dentro de ellas. En estudios donde compararon la
sensibilidad de QFT-GIT a TST en pacientes con TB
confirmada por cultivo de M. tuberculosis en medios
solidos, la sensibilidad combinada de QFT-GIT fue del
83%, mientras que la de TST fue del 89% (revisado en
(Mazurek et al., 2010)).

Otro sistema que se basa en la respuesta inmune
mediada por células T es el T-SPOT.TB, que emplea un
método de inmunospot ligado a enzimas (ELISPOT).
A diferencia de las pruebas basadas en Quantiferon®,
el ensayo T-SPOT.TB tiene en cuenta el numero de

células mononucleares de sangre periférica presentes
en las muestras, de modo que cuenta el nimero de
células T secretoras de IFN-y que surgen después de la
estimulacién con antigenos exclusivamente presentes en
M. tuberculosis. Aunque las lecturas de las dos pruebas
son diferentes (cantidades de IFN-y presentes en el
sobrenadante de la muestra de sangre total estimulada
versus el numero de células T individuales que producen
IFN-y después de la estimulacién antigénica para
Quantiferon® y T-SPOT.TB ensayos, respectivamente),
al final dan resultados similares (Wang et al., 2018).

En un metanalisis reciente, se encontré6 que la
sensibilidad combinada de los ensayos QFT era del
76%, mientras que la del método T-SPOT.TB era del
90%. Por otro lado, la especificidad combinada para
QFT fue del 98% (variando de 96-99% dependiendo del
estado de inmunizacién o no con BCG) mientras que la
de T-SPOT.TB fue del 93%. Para el TST, la estimacion
de sensibilidad agrupada fue del 77%, por su lado la
especificidad fue del 97% en personas no vacunadas con
BCG (Paietal.,2008). A partir de este estudio, parece que
QFT-G y QFT-GIT tienen una excelente especificidad,
que no se ve afectada por la vacunacion con BCG.
Desafortunadamente, las sensibilidades de IGRA y TST
no son consistentes entre poblaciones, con T-SPOT.TB
que parece ser mas sensible que QFT o TST. De forma
similar, en un metanalisis se encontr6 que TST tenia una
sensibilidad combinada del 70%, mientras que QFT-IT
alcanzaba el 81% y T-SPOT.TB el 88% (Diel et al., 2008,
Diel et al,, 2011, Diel et al., 2010). La especificidad de
QFT-IT fue del 99%, en comparacion con el 86% del
T-SPOT.TB. La variacion observada para los valores de
especificidad y sensibilidad determinados por diferentes
grupos puede ser la consecuencia de la incapacidad
actual para diagnosticar con confianza la tuberculosis
latente y los métodos variables para aplicar y leer la
prueba TST, asi como los valores de corte variables para
considerar un resultado como positivo.

Huboinformaciénlimitadaconrespectoalaespecificidad
del ensayo comercial T-SPOT.TB para poblaciones de
alto riesgo, como personas inmunocomprometidas y
nifios pequefios, que es un vacio que debe completarse,
porque los resultados no concluyentes para las pruebas
basadas en IGRA tienden a aumentar en estos grupos.
Un hallazgo interesante es que, en comparacién con
TST, el QFT-GIT parecié predecir mejor a los pacientes
susceptibles a desarrollar TB activa, porque un 14.6% de
ellos evoluciond a TB activa, en comparacién con solo
el 2.3% de pacientes que dieron un resultado positivo de
TST (Diel, Loddenkemper, Meywald-Walter, Niemann y
Nienhaus, 2008). Este hallazgo también respalda la nocién
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de que la tnica reactividad observada en estas pruebas no
constituye un indicador fiel de una infeccion activa, ya que
podria ser el resultado de una infeccion ya eliminada. A
pesar del avance en el diagnostico oportuno que representa
este tipo de métodos, se ha demostrado que su uso en
poblaciones diversas no es del todo satisfactorio. Debido
a la creciente incidencia de la tuberculosis en el mundo, es
necesario aumentar la busqueda de nuevas estrategias de
diagnostico ya que gran parte de la mortalidad se puede
prevenir con tratamiento adecuado a través del diagnostico
rapido y preciso.

Pruebas moleculares de diagndstico para TB

Durante la tltima década, por medio de un esfuerzo global
concertado se ha intentado aprovechar la tecnologia més
reciente para diseflar pruebas de diagnoéstico molecular
para TB, principalmente a través de la detecciéon de
ADN de patdgenos, aunque también se han empleado
ensayos dirigidos a la deteccion de proteinas o lipidos
de la micobacteria, asi como de la respuesta inmune a la
infeccion de TB (McNerney et al., 2015, Wallis et al., 2013,
Zumla et al., 2014). Para TB, los sitios donde comtinmente
reside M. tuberculosis son internos, principalmente en los
pulmones y los ganglios linfaticos, incluso se diseminan a
través de multiples drganos, en etapas mas avanzadas de la
infeccion. El uso de pruebas que amplifican directamente
los dcidos nucleicos (NAA, por sus siglas en inglés) ofrece
un tiempo de respuesta reducido para el diagnodstico de
TB en comparacién con la deteccion convencional de
crecimiento en medios so6lidos. Por lo tanto, su uso se ha
incorporado como rutina en muchos laboratorios en paises
desarrollados, donde la prevalencia de TB es baja (Moore
et al., 2006). Las pautas emitidas por los Centros para el
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, en EE.
UU.), recomiendan que al menos una muestra respiratoria
de cada paciente con signos y sintomas de TB pulmonar
se analice mediante pruebas NAA, independientemente de
los resultados obtenidos con microscopia de frotis (Cdc,
2009). Actualmente, se ofrecen cinco tipos de pruebas
en el mercado, que son capaces de detectar miembros de
los aislamientos del complejo M. tuberculosis en diversas
muestras obtenidas de pacientes, y éstos utilizan PCR,
amplificacion mediada por transcripcién y GenoType
Mycobacteria Directassay, amplificacion de desplazamiento
de cadena o amplificacién isotérmica mediada por bucle
(Ryu, 2015). Una revisiéon y un metanalisis basados en
125 estudios separados encontraron que la sensibilidad y
especificidad agrupadas en estas pruebas fueron del 85%
y del 97%, respectivamente (Ling et al., 2008). El ensayo
LAMP consiste en un método NAA que aplica la sintesis de
ADN de desplazamiento de cadena de autociclo, y se dirige
a seis regiones de los genes gyrB y 16S rRNA. Este ensayo
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ofrece simplicidad, rapidez, alta especificidad y no necesita
instrumentos costosos, y la plataforma puede usarse para
organismos distintos de M. tuberculosis. para muestras
de esputo con frotis y cultivos positivos, el ensayo LAMP
mostr6 una sensibilidad del 97.7%, mientras que en el caso
donde no se encontraran bacilos 4cido-alcohol resistentes,
se obtuvo una sensibilidad del 48.8% cuando se usaron en
centros ubicados en Pert, Bangladesh, y Tanzania (Boehme
etal.,, 2007), aunque se correlaciono con la capacidad de las
micobacterias para crecer en medios s6lidos.

Vale la pena sefialar que el ADN de M. tuberculosis puede
detectarse en sangre y orina obtenida de pacientes con
tuberculosis pulmonar y, en algunos casos, mejora la
sensibilidad en comparacion con el cultivo en medios con
muestras obtenidas del mismo fluido biolégico (Cannas et
al., 2008 , da Cruz et al.,, 2011, Theron et al., 2014). Por lo
tanto, en general, debemos tener en cuenta que el ADN de
M. tuberculosis no se puede detectar de manera confiable
en todas las muestras, por que: (1) podria estar sometido
a degradacion parcial cuando las bacterias mueran a través
de mecanismos de inmunidad innata, por lo que los sitios
de unién para los cebadores ya no estan disponibles, (2)
el niimero de bacterias presentes en la muestra clinica estd
por debajo de los limites de deteccion, (3) la presencia de
inhibidores de las reacciones de NAA en algunas muestras
conducen a la no amplificacién. Ademas de estos posibles
inconvenientes, las pruebas NAA son éptimas para los
laboratorios que cuentan con personal técnicamente
competente y tienen suficientes reactivos y controles para
controlar el rendimiento de los ensayos (Noordhoek et
al., 2004). También deben incluir controles negativos
durante el andlisis de las muestras, para detectar cualquier
posible contaminacién de amplicones, y realizar pruebas
de limpieza una vez al mes es altamente deseable, para
garantizar que las dreas de trabajo permanezcan limpias.
Con el advenimiento de nuevas estrategias técnicas como
la PCR digital por gotas (ddPCR), ha sido posible detectar
y cuantificar ADN de los antigenos CFP-10 y Rv1768 en
sangre humana de TB pulmonar activa, TB extrapulmonar
y TB en nifios (Song et al. al., 2018). Ademas, el ARNm no
codificante de micobacterias podria detectarse a partir del
plasma de los pacientes en cerca del 55% de las muestras
analizadas (Fu et al., 2018), ampliando asi el repertorio de
biomarcadores que podrian ser utiles en el diagndstico de
TB.

Pruebas serologicas para el diagnostico de TB

Las pruebas que usan suero como muestra para determinar
el estado de salud, son adecuadas para paises con recursos
limitados porque a menudo requieren equipos facilmente
disponibles, aunque estos no son 100% satisfactorios para
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la deteccion de TB. Actualmente, es comun tener antigenos
precargados en una membrana de nitrocelulosa y agregarles
muestras de suero o sangre completa. La deteccién de
reacciones antigeno-anticuerpo ocurre a través de un
anticuerpo anti-humano, que puede unirse al oro coloidal u
otras moléculas que facilitan la visualizacién a simple vista.
Estas pruebas a menudo se desarrollan en pocos minutos
y, por lo tanto, son candidatos muy atractivos para el
diagndstico de TB simple, preciso, econémico e idealmente
en las localidades donde viven los pacientes sin necesidad
de acudir a la clinica (Steingart et al., 2007, Steingart et
al., 2006, Streitz et al., 2007, Sturenburg y Junker, 2009).
Desafortunadamente, a pesar de las décadas empleadas
para desarrollar una prueba seroldgica idealmente
sensible y especifica que pueda detectar con éxito la TB,
hasta ahora no ha habido ningtin avance real. De hecho,
hoy en dia existen cerca de 40 pruebas disponibles para
diagnosticar TB basadas en suero. Estos ensayos difieren
en aspectos tales como la composicion del antigeno (por
ejemplo, proteina, carbohidrato o lipido), la naturaleza
de la produccién del antigeno (por ejemplo, nativa o
recombinante) y la inmunoglobulina detectada (por
ejemplo, IgG, IgM o IgA). De hecho, mediante el empelo
de una coleccién de 355 muestras de suero archivadas y
bien caracterizadas (WHO, 2008) se compar? la eficacia de
la deteccion de TB de 19 pruebas comerciales diferentes.
Los autores encontraron que la sensibilidad de las pruebas
vari6 de 1 a 60%, con una especificidad que varia de 53 a
98.7%, cuando se compard con un estandar de referencia
combinado de cultivo de micobacterias y seguimiento
clinico. Era comin que las pruebas que mostraban alta
especificidad (> 95%) tuvieran una sensibilidad muy baja
a baja (0.97 a 21%), con peores resultados cuando las
muestras se obtuvieron de pacientes con TB con resultados
negativos en la tincion de esputo acido-resistente, asi como
como para los pacientes VIH positivos. Para algunas de
las pruebas comerciales, se observé una alta variabilidad
de lote a lote, de funcionamiento a funcionamiento, de
operador a operador e inter lectores. De las 19 pruebas
evaluadas, 12 de ellas se consideraron apropiadas para el
uso en entornos de atencién primaria de salud en paises
en desarrollo; sin embargo, estos no funcionaron a un
nivel lo suficientemente bueno como para reemplazar la
microscopia de frotis (Steingart, Henry, Laal, Hopewell,
Ramsay, Menzies, Cunningham, Weldingh y Pai, 2007).

Debemos tener en cuenta que la eleccion de los
biomarcadores empleados para el diagnédstico de la TB
se ha basado principalmente en antigenos y anticuerpos
que se han utilizado durante décadas, y que a menudo se
basan en criterios como la presencia/ausencia de diferentes
micobacterias, sin prestar atencion al hecho de que su
utilidad puede variar con respecto a la expresion por M.

tuberculosis durante la infeccién. Es posible que la deteccion
efectiva por anticuerpos también se haya visto frustrada
por la heterogeneidad de las respuestas inmunoldgicas del
hospedero a los antigenos de M. tuberculosis. Ademas, es
de esperar que el repertorio antigénico de M. tuberculosis
difiera durante las diversas etapas de una infeccion, asi
como durante la progresion de la enfermedad. La busqueda
de nuevos biomarcadores que detecten con precision la
infeccién por M. tuberculosis aprovecha la disponibilidad
de plataformas tecnoldgicas avanzadas que permiten
analizar simultineamente todas las proteinas que pueden
ser sintetizadas por micobacterias viables (Song et al,
2017). Estos nuevos enfoques pueden proporcionar la base
para nuevos biomarcadores de diagnéstico que conducen
a un diagnostico de TB eficaz. Lo mas probable es que el
diagndstico preciso de la TB requerird una combinacion de
biomarcadores que aumenten su valor predictivo.

Desarrollo de un método serologico de diagndstico
basado en nuevos biomarcadores

A pesar de los avances en el diagnostico y el tratamiento,
todavia existe una gran carga de morbilidad, y el
diagnostico preciso de la tuberculosis sigue siendo dificil.
Al abordar la necesidad de mejores diagnosticos, la OMS
lanzé recientemente un perfil de producto “objetivo’, con
base a un consenso que define las caracteristicas ideales
que deberia tener un nuevo método de diagnéstico. Esto
puso de relieve la gran necesidad de un nuevo método
de diagndstico con excelente sensibilidad que: (1) utilice
muestras diferentes de esputo, como sangre, saliva u
orina, (2) mantenga una sensibilidad global de mas del
80% en pacientes co-infectados con VIH, (3) alcanza
una sensibilidad de 66% o mas en nifios con tuberculosis
positiva para cultivo y (4) es relativamente simple de
emplear. Para los métodos basados en muestras de sangre,
las células se separan del suero, que se usa como fuente de
anticuerpos capaces de detectar componentes presentes
en los patdgenos. Tipicamente, estos anticuerpos son
reconocidos posteriormente por otro anticuerpo que estd
acoplado a moléculas que facilitan la deteccion por color,
luz o emision de fluorescencia, en ensayos tales como
Western blot, ELISA (ensayo de inmunoabsorbente ligado
a enzimas) o pruebas de flujo lateral. Estos ensayos se basan
en la presencia de diferentes anticuerpos que reconocen
distintos antigenos, segin el estado de la enfermedad
(Flores-Valdez, 2017).

La busqueda de biomarcadores siempre se ha centrado en
uno de dos estilos basicos: basado en hipdtesis o basado
en descubrimientos. Un biomarcador se puede definir
como una caracteristica que se mide objetivamente y
se evalia como un indicador de salud o enfermedad,
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incluidas las variaciones del tratamiento o la progresion/
remisiéon. Un biomarcador determinado puede derivarse
del hospedero o de un patdgeno, e incluso puede informar
sobre el riesgo futuro de enfermedad del paciente cuando la
dindmica de una enfermedad es bien conocida (McNerney
et al., 2012). En un metanalisis reciente (Steingart et al,
2009), se evaluaron 254 estudios que inclufan 36 proteinas
(9 nativas/27 recombinantes), 15 antigenos lipidicos y
la combinacién de otros 30 objetivos, pero en lo general,
se observo que la baja sensibilidad y especificidad limit6
el uso de estas pruebas seroldgicas. En otro estudio, se
usaron sueros de 500 pacientes para detectar anticuerpos
que reaccionan a todo el proteoma de M. tuberculosis
(Kunnath-Velayudhan et al., 2010). Los avances recientes
en métodos de alto rendimiento facilitan un método
imparcial para buscar nuevos biomarcadores, que requieren
bioinformatica de alto nivel. De hecho, la transcriptémica
empleando RNASeq permitié detectar una firma de 5
genes que mostrd buena correlacion con el riesgo de falla
de antibiéticos en pacientes humanos (Thompson et al.,
2017), y también para predecir el riesgo de desarrollar
TB activa (Zak et al., 2016). Estos informes nos llevan a
pensar que si se emplean cohortes bien definidas, podria
ser factible encontrar firmas similares para el riesgo de
TB diseminada, falta de proteccion tras la vacunacion y
cualquier otra manifestacion clinica relevante relacionada
conla TB.

Seleccion de muestras bioldgicas utilizadas para la
busqueda de nuevos biomarcadores

Cualquier nueva prueba de diagndstico serd tan efectiva
como lo permita la calidad de la muestra, por ejemplo,
dado que podria ser la fuente de posibles contaminantes
o inhibidores que reducen la sensibilidad de los ensayos.
Dentro de la muestra, el o los biomarcador (es) potencial
(es) debe(n) prevalecer en una cantidad y escenario espacio-
temporal que haga factible su determinacién sin verse
afectado por otras comorbilidades o factores de confusiéon
de diversa naturaleza. Esto, por supuesto, a menudo
resulta en un esfuerzo lejos de ser trivial, principalmente
en entornos donde mas se necesita un dispositivo de
diagnostico en el mismo punto de atencion. En la mayoria
de los entornos de recursos limitados, el esputo sigue
siendo el espécimen clave empleado para el diagndstico
de TB, pero la mayoria de los métodos de procesamiento
del esputo son crudos (Steingart, Ng, Henry, Hopewell,
Ramsay, Cunningham, Urbanczik, Perkins, Aziz y Pai,
2006). Esto representa una limitacién particularmente
importante para los pacientes que no pueden producir
una cantidad suficiente de esputo, como en personas con
infeccion por VIH o pacientes pedidtricos. Ademas, la
complicacién adicional para el cultivo microbiano es el
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hecho de que los métodos de descontaminacién bacteriana
pueden reducir la viabilidad de M. tuberculosis en cerca de
1 log,, (McNerney et al., 2012). Las muestras que no sean
de esputo (por ejemplo, orina, biopsias, sangre) pueden
ayudar a diagnosticar la TB en estos pacientes. El uso de
métodos alternativos para obtener muestras respiratorias
aun produce incomodidad y limitaciones practicas que
reducen su amplia aplicacion. Recientemente, se usaron
muestras de heces para controlar la eficacia de la terapia
antituberculosa en pacientes, mediante la deteccién de
qPCR de ADN de micobacterias (DiNardo et al., 2018).

Identificacién y validacion de biomarcadores para el
diagnostico de TB utilizando muestras diferentes de
esputo

Varias iniciativas han exigido una mayor busqueda de
nuevos biomarcadores que diagnostiquen con precision
la TB en sus diversas presentaciones clinicas, como las
lanzadas por la OMS y la Fundacién Bill y Melinda Gates.
Es evidente que se necesitan nuevos biomarcadores,
de manera que la TB activa, la infeccion latente de TB y
ninguna enfermedad puedan determinarse con precision.
Estos ensayos podrian permitir determinar el riesgo de
reactivacion de LTBI, o correlacionarse verdaderamente
con la eliminacion de la infeccion durante el seguimiento
del tratamiento con el firmaco antituberculoso. Un area
alternativa al diagnostico proviene del uso debiomarcadores
como marcadores sustitutos de eficacia protectora después
de la vacunacion (Wallis, Kim, Cole, Hanna, Andrade,
Maeurer, Schito y Zumla, 2013).

Los biomarcadores pueden derivarse del hospedero o del
agente patégeno, como se menciond anteriormente, el
esputo, la orina o la sangre podrian ser fuentes para detectar
M. tuberculosis o moléculas derivadas de ella. Entre las
moléculas evaluadas para servir como biomarcadores
potenciales para la TB, que utilizan muestras diferentes del
esputo, el lipoarabinomanano (LAM) del componente de la
pared celular de M. tuberculosis ha sido probado en varios
estudios; sin embargo, la prueba comercial disponible
que usa orina como muestra tiene poca sensibilidad.
Esto puede ser eludido en parte por otros ensayos LAM
(Chan et al., 2015, Hamasur et al., 2015, Minion et al.,
2011). Aunque todavia no es completamente satisfactorio
para diagnosticar TB en pacientes infectados por VIH, la
deteccion de ADN y LAM de M. tuberculosis en orina puede
ser un ensayo importante a considerar, particularmente en
casos con recuentos bajos de células T CD4X (Aceti et al.,
1999, Lawn et al., 2015, Nakiyingi et al., 2014). Diferentes
estudios informaron que la detecciéon de Ag85 (implicado
en la sintesis de LAM) es muy variable cuando se usan
sangre y orina como muestras clinicas (Huang et al., 2015,
Miotto et al., 2013, Ren et al., 2015).
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Hoy en dia, el diagndstico activo de TB puede emplear
suero, plasma, orina o sangre. Ya mencionamos que el
suero o el plasma podrian ser la fuente de anticuerpos
especificos que se utilizardn mds eficazmente si se sigue
un enfoque de detecciéon de alto rendimiento. En este
sentido, se ha informado una variedad de biomarcadores
de TB transcripcionales. Por ejemplo, un perfil genético
inducible por interferén (IFN) derivado de neutrdfilos, se
reportd que representaba una firma de TB significativa,
que podia detectarse en células de sangre periférica
obtenidas de pacientes con TB pulmonar; esta firma ya ha
demostrado permitir la diferenciacién de la TB de otras
infecciones respiratorias y enfermedades inflamatorias
(Berry et al.,, 2010, Bloom et al., 2013, Maertzdorf et al.,
2012, Maertzdorf et al., 2012a). Debido a la naturaleza
compleja de las herramientas involucradas para proponer
y monitorear esta firma molecular, en su forma actual es
poco probable que se adopte en entornos de recursos
limitados. Por supuesto, el andlisis de como se conserva
la firma en diferentes grupos (VIH, ancianos, casos de
tuberculosis pediatrica, extrapulmonar, etc.) ain no se ha
determinado, y se puede prever que sera posible usar estas
firmas como pruebas rutinarias cuando se traducen a un
dispositivo o ensayo compatible con laboratorios clinicos
(Joosten et al., 2013).

De biomarcadores basados en proteinas, han surgido desde
herramientas como la espectrometria de masas (MS),
junto con la bioinformatica avanzada, los cuales mejoraron
su deteccion. Merced a que este enfoque se puede utilizar
para diseccionar el estado dindmico de las células, tejidos
y organismos completos (Maertzdorf, Weiner, Mollenkopf,
Red, Bauer, Prasse, Muller-Quernheim y Kaufmann, 2012).
Harey colaboradores (Hare et al., 2015), interrogaron cémo
la infecciéon por M. tuberculosis modula la composicion
proteica de microparticulas (MP) derivadas de células
infectadas o no infectadas humanas monociticas THP-1
de M. tuberculosis. Los estudios de MS mostraron que 68
proteinas eran estadisticamente diferentes en términos
de su abundancia, incluyendo algunas relacionadas con
la funcién inmune, maduracién lisosomal/endosomal,
formacién vesicular, proteinas nucleosémicas y de
procesamiento de antigenos (Hare et al., 2015), quedando
pendiente la validacién experimental de su utilidad en
diversos escenarios clinicos.

A pesar de su potencial, la proteémica plantea desafios
mas complejos en comparacion con la gendmica y
la transcriptomica, ya que el proteoma experimenta
modificaciones postraduccionales, que en algunos casos
conducen a la formacién de complejos multiméricos. Por
lo tanto, los algoritmos utilizados para la identificacion de
proteinas deben tener en cuenta las diferencias en la lectura

de espectros, los diversos métodos de fragmentacion que
dan lugar a diferentes productos incluso para la misma
molécula, y también un usuario debe conocer la precision
variable de los instrumentos. En consecuencia, el desarrollo
y la validacion de biomarcadores de TB especificos todavia
estd en curso, y los candidatos identificados hasta el
momento necesitan mejorar sus valores predictivos y
también deben ser evaluados en diferentes poblaciones. De
hecho, durante la preparacion de nuestro trabajo, Golletti y
colaboradores (Goletti et al., 2018) enfatizaron la necesidad
de probar y validar biomarcadores para el diagnéstico de
TB en cohortes de TB humanas bien caracterizadas de
diferentes poblaciones alrededor del mundo, tomando en
cuenta aspectos que incluyen ubicacion geografica, factores
genéticos, ambientales, exposicién a micobacterias no
tuberculosas, estado nutricional y estado metabdlico, edad
y otros factores que afectan la respuesta del hospedador
inmune para poder discernir qué biomarcadores podrian
correlacionarse con una TB especifica para cada grupo, y
estos autores sugirieron que esto podria ayudar a desarrollar
ya sea una prueba seroldgica universal o, alternativamente,
una especifica para cada poblacién donde la incidencia de
TB sigue siendo alta. En el Cuadro 1 resumimos las ventajas
y desventajas de las pruebas que se consideraron en este
trabajo, centrandonos en aquellas que podrian traducirse
principalmente en aplicaciones clinicas para paises de
bajos ingresos.

Conclusiones

A pesar de la gran variedad de pruebas comerciales
disponibles para el diagndstico de TB, algunas de
ellas presentan importantes inconvenientes técnicos y
operativos como poca sensibilidad o especificidad (<80%)
o la necesidad de contar con instalaciones especializadas
y personal altamente capacitado para su uso. Las pruebas
disponibles actualmente todavia presentan brechas que
reducen su utilidad y dan como resultado no solo costos
significativos, sino también un manejo inadecuado de los
pacientes.

Perspectivas

En un esfuerzo por diagnosticar mejor TB, se buscan
intensamente nuevos biomarcadores, siguiendo enfoques
que incluyen el descubrimiento de nuevos antigenos
explotando tecnologias de alto rendimiento que
incluyen la deteccién de anticuerpos contra el proteoma
completo de M. tuberculosis, asi como estudios de mapeo
transcripcional completo en pacientes con TB. Esto
deberia ayudar a desarrollar pruebas que sean faciles de
operar, econdmicas, portétiles y que brinden resultados
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en tiempo real, y por ultimo pero no menos importante,
que funcionen con sensibilidad y especificidad mayores o
iguales al 80%. Particularmente relevante sera la capacidad
de detectar TB activa en pacientes que no pueden producir
esputo o que dan un resultado negativo en la tincion acido-
alcohol.

Los biosensores de dacidos nucleicos o basados en
anticuerpos se han construido para detectar diferentes
objetivos moleculares, pero permanecen todavia en la etapa
de desarrollo del prototipo. Las tecnologias innovadoras
como la nanotecnologia, los biosensores, lab-on-a-chip
o cell-on-a-chip deben combinarse para mejorar las
posibilidades de diagndstico correcto de TB y permitir la
traduccidn de prototipos de laboratorio al uso clinico. Ya se
hausado un biosensor para detectar ADN de M. tuberculosis

Métodos actuales empleados para
el diagnéstico de tuberculosis
y su eficacia en diversos entornos clinicos

en muestras clinicas (Zribi et al., 2016). Entre sus ventajas
propuestas con respecto a otros métodos para diagnosticar
la TB se encuentran: (1) alto nivel de captura/deteccion
del biomarcador en un solo paso, (2) la posibilidad de
producir una interfaz facil de usar que se puede conectar
a cualquier instrumento avanzado para la interpretaciéon
o el almacenamiento de datos que podrian utilizarse con
fines epidemioldgicos, (3) responde muy rapidamente a la
sefal que se mide (Srivastava et al., 2016). Hoy en dia, sin
embargo, una limitacion de la prueba basada en biosensores
es que dependen de biomarcadores debidamente
validados, lo que nos devuelve a la conveniencia de utilizar
tecnologias no sesgadas de alto rendimiento para buscar
nuevos biomarcadores. La validacion de biomarcadores en
diferentes poblaciones sera un factor clave para demostrar
su utilidad para el diagndstico de TB.

Cuadro 1.

Comparacion de diferentes métodos utilizados para el diagnéstico tuberculosis

Método de : : :

Prueba cutdnea de
tuberculina con PPD

No requiere preparaciéon de
muestras o alta tecnologia.
Tiene un costo bajo, es facil
de leery aplicar.

Alta reactividad cruzada
con BCG, micobacterias no
tuberculosas y VIH.

Orme & Cooper, 1999;
Snider, 1985; Lardizabal &
Reichman, 2017

Baciloscopia de frotis
del esputo

Prueba simple y rapida.
Detecta la presencia del
bacilo.

Es dificil tomar la muestra, no es
una prueba especifica para
Mycobacterium tuberculosis,
tiene baja

sensibilidad y requiere

una alta carga bacilar
(5,000-10,000 bacilos / mL) para
la deteccion.

Bates et al.,, 2016; Tyagi et
al.,, 2017;

Cultivo

Facil y econémico.

Son necesarias hasta 16
semanas para entregar
resultados.

Bates & Zumla 2016; Tyagi
etal. 2017

Serodiagndstico

Répido y no requiere
instalaciénes sofisticadas
de laboratorio.

Requiere pretratamiento de las
muestras, existen dificultades
en la interpretacién de los
resultados por desconocimiento
en la dindmica de la aparicion
de anticuerpos y su duracion.

Steingart et al., 2006; 2007;
20074a; Streitz et al., 2007;
Stiirenburg & Junker, 2009;
World Health Organization,
2008a

Técnicas moleculares

Alta sensibilidad y
especificidad.

Requiere costosa
instrumentacion,

tiempo y no se recomienda para
uso rutinario en paises de bajos
ingresos.

Wallis et al., 2013; Zumla et
al., 2014; McNerney et al.,
2015; Moore et al., 2006;
Centers for Disease Control
and Prevention, 2009; Ling
et al., 2008.
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