MONOGRAFICO

Diagnoéstico microbiologico de la tuberculosis

El diagnéstico de certeza de la
tuberculosis es microbioldgico. La
importancia de realizar un buen
diagndstico y seguimiento microbiol6gico
de la tuberculosis esta claramente
reconocida y consensuada en todos los
programas de control de la tuberculosis.
Obviamente, la estrategia fundamental
para el control de la enfermedad
tuberculosa debe ser el rapido y
correcto diagnostico de los casos de
tuberculosis activa y, sobre todo, de los
enfermos baciliferos.
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La tuberculosis humana es una enfermedad producida
por bacterias del género Mycobacterium, y dentro de
éste por tres especies que pertenecen al complejo M.
tuberculosis: M. tuberculosis es la especie aislada con
mads frecuencia, M. bovis produce una enfermedad in-
distinguible clinicamente de la producida por M. tuber-
culosis y M. africanum causa enfermedad en Africa
tropical, pudiendo ser considerada como una forma in-
termedia entre M. tuberculosis y M. bovis'2.

Caracteristicas bacteriolégicas del género
Mycobacterium

Son bacilos delgados de forma recta o ligeramente cur-
vada, de tamafio de 1-10 u de largo por 0,2-0,6 1 de an-
cho. Ocasionalmente forman ramificaciones verdaderas
observadas en cultivos enriquecidos y en frotis de gan-
glios linfaticos. Son bacilos aerobios estrictos, inmovi-
les, sin cdpsula, que no forman esporas y se tifien con
dificultad con la tincién de Gram (irregularmente gram-
positivos) (fig. 1).

La estructura de su gruesa pared celular, responsable de
su caracteristica coloracion 4acido-alcohol resistente,
presenta en su lado interno una capa de polimeros de
arabinosa y galactosa, seguida de otra formada por 4ci-
dos micoélicos (4cidos grasos de gran importancia en la
taxonomia del género Mycobacterium, y otra superfi-
cial formada por lipidos, como los sulfolipidos y micé-
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Fig. 1. Tincion de Ziehl-Neelsen positiva (><100) Cord-factor de
M. tuberculosis en tuberculosis renal.

P

Med Integral 2002;39(5):207-15 207



Pérez del Molino ML, et al. Diagnéstico microbiolégico de la tuberculosis

sidos, lo que hace que presenten un alto contenido en
lipidos. Es probable que los dcidos grasos y los lipidos
sean los responsables de su gran resistencia a la deseca-
cién y a la accién de los descontaminantes poderosos,
tanto dcidos como alcalinos. Son sensibles al calor hu-
medo y se destruyen a temperatura de pasteurizacion.
El crecimiento bacteriano es lento; en condiciones Opti-
mas de cultivo (temperatura 37 °C, pH = 7) el tiempo
de duplicacién es de 15-18 h, tardando de una a 3 se-
manas en aparecer colonias visibles en medios de culti-
vo sélidos®4.

La tuberculosis mds frecuente es la pulmonar, por lo que
la mayoria de las muestras procederdn del aparato respi-
ratorio; pero la tuberculosis puede afectar a casi todos los
6rganos. En la actualidad la tuberculosis extrapulmonar
representa 22-39%, por lo que se puede recibir en el la-
boratorio un gran diversidad de muestras*®. La calidad,
cantidad y representatividad de la muestra condicionaran
la posibilidad de realizar el diagndstico.

Obtencion y transporte de muestras
clinicas

Es necesario enviar las muestras en frasco estéril, trans-
portarlas lo mas rapido posible al laboratorio y siempre
que sea posible conservarlas a 4 °C. En caso de pacien-
tes ambulatorios se puede almacenar las 3 muestras en
una nevera (esputos/orinas) y remitirlas juntas al labo-
ratorio®*.

Muestras respiratorias

El esputo es la muestra mas frecuente y epidemiol6gica-
mente la mds importante. Se enviardn al laboratorio
3 esputos recogidos en 3 dias consecutivos por la mafia-
na, en ayunas, y en cantidad de 5-10 ml; volimenes infe-
riores pueden disminuir la rentabilidad de la muestra.
Cuando el enfermo no puede espectorar se podra recurrir
a inducir el esputo (aerosol de solucién salina, durante
15-20 min) o a la realizacién de una fibrobroncoscopia,
que permite realizar broncoaspirados selectivos, lavados
broncoalveolares y biopsias de las lesiones bronquiales.
Es importante procesar los esputos obtenidos tras la
broncoscopia, ya que tienen una buena rentabilidad.

El estudio del jugo gastrico puede ser util en el diag-
noéstico de la tuberculosis pedidtrica; se debe obtener
matinalmente en 3 dias consecutivos y procesarse con
rapidez. Si se va a tardar mds de 2 h se debe neutralizar
con carbonato sédico.

Orinas

Se debe enviar 3 orinas matinales completas durante
3 dias consecutivos, cuya cantidad no debe ser inferior
a 70 ml.

Liquidos organicos

En los liquidos cefalorraquideos, pleurales, sinoviales,
pericardicos o asciticos es necesario enviar al laborato-
rio la mayor cantidad posible, ya que la concentracién
de micobacterias en este tipo de muestra es muy baja.
Es muy importante recordarlo cuando existe una alta
sospecha de meningitis tuberculosa, dada la gravedad
de la enfermedad y la relevancia de la realizaciéon de un
diagndstico microbioldgico de certeza.

Biopsias

Siempre que se biopsie un érgano en el que exista sos-
pecha de tuberculosis deberd enviarse una muestra al
laboratorio de microbiologia y para evitar su deseca-
cion se debe afadir unas gotas de agua destilada. En el
caso de sospecha de tuberculosis intestinal se debe re-
currir, si es posible, a biopsiar la lesion, ya que la renta-
bilidad del procesamiento de las heces es muy baja.

Hemocultivos

Normalmente sélo deben ser utilizados en pacientes in-
munodeprimidos en los que se sospeche enfermedad di-
seminada, fundamentalmente en pacientes con sida con
un nimero de CD4 inferior a 50/ul. Generalmente su
rentabilidad es superior en el diagndstico de otras infec-
ciones por micobacterias (especies del complejo M.
avium-intracellulare, M. genavense) que para la tuber-
culosis. Los sistemas utilizados con mayor rentabilidad
son los de lisis centrifugacién y el BACTEC 460TB
(viales BACTEC13A). También se han comunicado
buenos resultados con el sistema automatizado ESP
Culture II-Myco®.

Todas las muestras recibidas para estudio de tuberculo-
sis se deben manipular como si contuvieran micobacte-
rias. Los Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) y los National Institutes of Health recomiendan
el empleo de pricticas de bioseguridad de nivel 2 para
la preparacién de frotis acidorresistentes y el cultivo de
las muestras’.

Técnicas de diagndstico
Observacion microscopica

Las técnicas utilizadas para la observacion de las mico-
bacterias se basan en su 4cido-alcohol resistencia; es
necesario recordar que esta caracteristica es compartida
parcialmente por otras bacterias, como especies de No-
cardia, Legionella micdadei, Rhodococcus sp. y quistes
de Cryptosporidium sp., Isospora sp., Cyclospora sp. 'y
Microsporidea, aunque presentan menos estabilidad en
la coloracion. Las 2 tinciones mds utilizadas son la cla-
sica de Zhiel-Neelsen y la tincién con fluorocromos
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(auramina 0). Esta tdltima permite una lectura més répi-
da (2-3 min) y se recomienda cuando el nimero de
muestras a examinar es superior a diez diarias; también
hay que tener en cuenta que los frotis tefiidos por aura-
mina pueden retefiirse por Zhiel-Neelsen, lo que posibi-
lita la diferenciacién de la morfologia bacteriana. Esta
tincidén permite distinguir ciertas caracteristicas morfo-
l6gicas, pero no permite diferenciar con certeza las es-
pecies de micobacterias. M. Kansasii puede sospechar-
se por su mayor tamafio y apariencia de bandas
cruzadas. Algunas micobacterias de crecimiento rdpido
(cepas del complejo M. fortuitum) pueden tefiirse mal
con auramina 0, teniendo que recurrir a la tincion clasi-
ca*.

Las recomendaciones internacionales mds utilizadas
para la emision de resultados se exponen en la tabla 15
Esta cuantificacién es importante, ya que la reduccién
del nimero de bacilos dcido-alcohol resistentes (BAAR)
orienta sobre la eficacia del tratamiento antitubercu-
loso.

El hallazgo de BAAR en las muestras clinicas es la pri-
mera evidencia de la presencia de una micobacteria. Es
el procedimiento mds fécil y rdpido que permite un
diagndstico presuntivo y el reconocimiento de los pa-
cientes baciliferos, lo que le confiere un gran valor epi-
demiolégico. Una tincién negativa nunca excluye una
tuberculosis. Para que una tincién sea positiva es nece-
sario que el nimero de BAAR en el esputo sea de
5.000-10.000/ml, lo que hace que la sensibilidad de la
técnica sea limitada, del 22-80% segtn las series*, y se
encuentre influida por diversos factores (tipo de mues-
tra, poblacién estudiada, etc.). En tuberculosis prima-
rias y extrapulmonares, su sensibilidad es muy baja’.
Dado que la eliminacién de bacilos puede ser disconti-
nua, se recomienda el procesamiento de varias muestras
para aumentar la sensibilidad de la observacién micros-
cOpica directa’.

La especificidad de la tincién de BAAR es bastante ele-
vada; la presencia de micobacterias no tuberculosas en
el agua con la que se realiza la tincién puede ser causa
de falsos positivos. También puede existir transferen-
cia de micobacterias entre distintos frotis, asi como
contaminacién en el aceite de inmersién.

Independientemente del resultado de la observacién mi-
croscopica, se debe siempre efectuar el cultivo de las
muestras clinicas para realizar un diagndstico de certe-
za de tuberculosis.

Cultivo e identificacion del complejo M. tuberculosis

La técnica de cultivo es mas sensible que la microsco-
pia para el diagndstico, ya que permite detectar 10 bac-
terias/ml de muestra concentrada. Asimismo, asegurar
la negativizacioén de los cultivos es imprescindible para
el seguimiento de la enfermedad y el control de la
eficacia del tratamiento. La realizacién del cultivo es
fundamental para el aislamiento de la bacteria, que
permitird, si fuera necesario, estudios de resistencia a
farmacos y/o estudios de tipificacién genética®.

Las muestras remitidas para su estudio al laboratorio de
micobacterias se pueden dividir en dos grupos®+1%:

1. Muestras procedentes de lugares estériles, como li-
quidos cefalorraquideos, pleurales, peritoneales, peri-
cardicos y biopsias de tejidos. Estas pueden sembrarse
directamente en los medios de cultivo. Si el volumen es
grande pueden requerir una concentracion previa.

2. Muestras procedentes de lugares en los que existe
flora comensal (esputos, orinas etc.) que se multiplica
mds ripido que las micobacterias, por lo que puede
impedir el crecimiento de las micobacterias. Este tipo
de muestras debe ser sometido a un proceso de homo-
geneizacién (descontaminacién y posterior neutraliza-
cién-concentraciéon). Los métodos mas utilizados
son el de Tacquet y Tison (laurilsulfato sédico), el de
NALC-NaOH vy el que utiliza acido oxélico, que elimi-
na P. aeruginosa, para enfermos con fibrosis quisti-
ca>!%, El concentrado final puede utilizarse para tincio-
nes dcido alcohol-resistentes, para cultivo o, si fuera
necesario, para la amplificacién de dcidos nucleicos. La
eleccién de cualquiera de estos sistemas dependera so-
bre todo del tipo de medio de cultivo liquido a utilizar
y/o de la posible realizacién de técnicas molecula-
res, ya que algunos reactivos pueden retrasar el creci-
miento de las micobacterias o interferir en las reaccio-
nes de amplificacién!!.

TABLA 1
Evaluacion e informe de los frotis para bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR)
TINCION DE FUCSINA: TINCION CON FLUOROCROMO: INEORME
N° DE BAAR OBSERVADO A x1.000 N° DE BAAR OBSERVADO A x250
0 No se observaron BAAR

1-2/300 campos

1-2/30 campos

1-9/100 campos 1-9/10 campos 1+
1-9/10 campos 1-9/campo 2+
1-9/campo 10-90/campo 3+
> 9/campo > 90/campo 4+

No concluyente, repetir envio por favor
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La gran variedad de medios permite a cada laboratorio
elegir los que mejor se adapten sus necesidades y a la
poblacién atendida. Existen 2 grupos de medios de cul-
tivo: sélidos y liquidos. En general, se admite que el
uso combinado de un medio sélido y otro liquido es
idéneo para la realizacién de aislamientos primarios,
buscando rapidez y sensibilidad. En condiciones nor-
males, los cultivos deben incubarse a 35-37 °C e incu-
barse durante 6-8 semanas. Se acepta como control de
calidad de buen funcionamiento de un laboratorio una
contaminacién entre el 3-5% de los cultivos en medio
s6lido. Un rango menor indicaria una descontamina-
cién demasiado severa y un rango superior al 5% seria
debido a una descontaminacién suave. No existe con-
senso en cuanto a posibles rangos de contaminacién en
los distintos medios liquidos utilizados en la actua-
lidad®.

Medios de cultivos sélidos

Los mds comtinmente usados son los que utilizan como
base huevo coagulado, como el Lowenstein-Jensen y el
de Coletsos. Este ultimo facilita el crecimiento de M.
bovis y de cepas disgénicas de M. tuberculosis. Tam-
bién se puede utilizar medios con base de agar (Midd-
lebrook 7H10, 7H11). Si se dispone de estufas con at-
modsfera de 5-10% de CO,, es conveniente mantener los
tubos al menos 5-7 dias (esto es importante en los me-
dios con agar). Los tubos deben leerse, al menos una
vez por semana, aunque es deseable realizar 2 lecturas
semanales. Una ventaja de estos medios es que permi-
ten apreciar la morfologia colonial, por lo que se puede
observar caracteristicas de la colonia (rugosidad, pig-
mentacion, etc.) que son ya datos orientativos para su
posterior identificacién'®. En el medio de Lowenstein-
Jensen las colonias de M. tuberculosis empiezan a ob-
servarse a las 2-3 semanas de incubacién. La mayor
desventaja de estos medios es la lentitud de crecimiento
de las micobacterias, por lo que en los tltimos afios han
tenido un gran desarrollo los medios liquidos.

Medios de cultivos liquidos

Su mayor ventaja es que acortan en 2-3 semanas la de-
teccion de las micobacterias, y permiten un mayor nu-
mero de aislamientos de algunas micobacterias no tu-
berculosas, como las pertenecientes al complejo M.
avium-intracellulare. Actualmente los medios liquidos
se pueden dividir en dos grupos, que exponemos a con-
tinuacioén.

Medios de lectura semiautomdtica. Estos sistemas re-
quieren una gran manipulacién de los viales durante
todo el proceso y la lectura se realiza de forma manual.
El mas ampliamente utilizado es el sistema BACTEC
460TB, comercializado a finales de los afios setenta,
que emplea viales de medio liquido Middlebrook 7H12,

una mezcla antibidtica selectiva PANTA (polimixina B,
azlocidina, acido nalidixico, trimetroprim y anfotericina
B) y un suplemento de enriquecimiento de estearato de
polioxietileno (POES). El medio contiene 4cido palmiti-
co marcado con C radiactivo del que las micobacte-
rias, al crecer, liberan “CO.,. Este es detectado en el
BACTEC 460TB y traducido a un indice de crecimiento
(escala 0-999), que es proporcional a la cantidad de mi-
cobaterias que se estdn multiplicando. Este sistema es
mds sensible que los tradicionales®!>!13, Presenta como
inconveniente la utilizacién de isétopos radiactivos y
que se pueden producir falsos positivos por contamina-
cioén de los frascos a partir de las agujas del aparato de
lectura deficientemente esterilizadas'. En la actualidad,
estd comercializado el sistema Mycobacteria Growth In-
dicator (MGIT), que utiliza el medio de Middlebrook
7TH9 y la mezcla antibiética PANTA, con un suplemento
de enriquecimiento OADC (4cido oleico, albtimina,
dextrosa y catalasa); como sustrato utiliza un compuesto
de rutenio. Durante el crecimiento bacteriano se consu-
me oxigeno y el compuesto de rutenio emite fluorescen-
cia, que se detecta en una lampara de Wood. Tiene me-
nor sensibilidad que el anterior, pero es una buena
alternativa para laboratorios pequefios!>-16,

Medios de lectura automdtica (fig. 2). En los ultimos
afios se han disefiado sistemas de cultivo liquido no ra-
diométricos. Todos ellos son métodos no invasivos (no
utilizan agujas en la deteccién), con escasa manipula-
cién de viales (una vez inoculados se almacenan en un
incubador especifico) y lectura continua totalmente au-
tomatizada. La principal diferencia estd en el sistema
de detecciéon. Los mds utilizados son: BACTEC
9000MB System (la base de la deteccidén es la descri-
ta en el sistema MGIT)"!¥, ESPII-Myco (deteccién ba-
sada en la disminucién de presién por el consumo de
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Fig. 2. Analisis automatizado. Dendograma representativo del es-
tudio mediante RFLP-IS6110 de 13 cepas de M. tuberculosis. Las
cepas V10 y V20, asi como la V1 y V52, presentan patrones idén-
ticos.
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oxigeno debido al crecimiento de las bacterias)'® y sis-
tema MB-BacT (deteccion mediante colorimetria de la
produccién de CO, del crecimiento bacteriano).

Identificacion del complejo M. tuberculosis
Tradicionalmente, las micobacterias aisladas en cultivo
se han identificado sobre todo por sus caracteristicas
morfolégicas en el medio de Lowenstein-Jensen (velo-
cidad de crecimiento, rugosidad y pigmentacién) y me-
tabdlicas. Se confirma mediante pruebas bioquimicas,
el test de la niacina, que pone de manifiesto la capaci-
dad para producir 4cido nicotinico y es la prueba funda-
mental para la identificacién de M. tuberculosis, aun-
que ésta no debe basarse nunca exclusivamente en esta
prueba'®. Las pruebas bioquimicas necesarias para la
correcta identificacién del complejo M. tuberculosis se
exponen en la tabla 2.

El desarrollo de la biologia molecular ha permitido
identificar secuencias de d4cido desoxirribonucleico
(ADN) y de acido ribonucleico (ARN) especificas de
las distintas especies de micobacterias. Para hibridar
con estas secuencias se han preparado sondas genéticas
marcadas con sustancias cromdgenas, que proporcio-
nan resultados en menos de una hora. Actualmente dis-
ponemos de sondas frente al complejo M. tuberculosis,
M. avium, M. intracellulare, M. kansasii y M. gordonae
(Accuprobe.Gen-Probe Inc.) que se pueden utilizar
tanto sobre colonias crecidas en medios sélidos como
sobre cultivos positivos en medios liquidos. El limite
de deteccion de estas sondas es de, aproximadamente,
10° unidades formadoras de colonias (UFC)/ml*. El
principal inconveniente de la sonda para el complejo
M. tuberculosis es que no diferencia entre las 3 espe-
cies del complejo. La sonda tiene una alta especifici-
dad, pero se han descrito falsos positivos con M. terrae
y M. celatum?®.

Técnicas de amplificacién de acidos nucleicos

Los problemas inherentes a la lentitud del cultivo de las
micobacterias han hecho que las técnicas de biologia
molecular que permiten la amplificacién de secuencias
de ADN y de ARN especificas del complejo M. tuber-
culosis se desarrollen ampliamente en el diagndstico
de la tuberculosis, permitiendo un diagndstico rapido

(5-8 h). Estas técnicas presentan problemas en su eva-
luacién, siendo necesaria, en la actualidad, una estrecha
relacion entre el clinico y el microbidlogo para concre-
tar las situaciones en las que se debe utilizar estas
técnicas de amplificacién. Es importante conocer con
precision las ventajas y limitaciones de cada sistema de
amplificacién®.

En general, todas la técnicas de amplificacion de dcidos
nucleicos comportan 3 pasos fundamentales.

Preparacion de la muestra

Este paso estd dirigido a eliminar posibles inhibidores
existentes en las muestras clinicas, asi como a conse-
guir una extraccion eficiente de los acidos nucleicos de
las micobacterias. La lisis puede ser mecénica (sonica-
cion), fisica (calor) y quimica (detergentes, proteasas);
pueden utilizarse uno o varios procedimientos, ya que
la pared celular de las micobacterias es dificil de lisar.

Amplificacion

Proceso en el que se producen numerosas copias del
dcido nucleico diana. Existen técnicas que amplifican el
ARN, y otras el ADN, utilizando diversas dianas de
amplificacién (IS 6110, rRNA 16s) y distintas enzimas
(transcriptasa inversa/ARN-polimerasa/Taq polimera-
sa/ADN-ligasa/ADN-polimerasa). Segtn el protocolo
utilizado variardn el nimero de ciclos y las condiciones
de temperatura.

Deteccion del producto amplificado

Se puede realizar mediante electroforesis en geles de
agarosa (generalmente con menor especificidad), técni-
cas de hibridacién en distintos tipos de soporte (tipo en-
zimoinmunoandlisis), etc.°.

Los primeros ensayos utilizaban muy diversos protoco-
los, con reactivos de muy distinta fabricacién y con va-
riedad de controles de calidad, y obtuvieron resultados
heterogéneos seguin los distintos laboratorios?'?2. Esto
hizo imposible la realizacién de andlisis globales sobre
la utilizacién de estas técnicas en el diagndstico de la
tuberculosis. En la actualidad disponemos en el merca-
do de una gran variedad de técnicas que permiten traba-
jar de forma estandarizada. Las mds utilizadas y, por
tanto, de las que existe mas experiencia en el diagndsti-
co clinico son las que se citan a continuacion.

TABLA 2
Identificacion de las especies del complejo M. tuberculosis
TEST M. TUBERCULOSIS M. AFRICANUM M. BOVIS
Niacina + - -
Reduccion de nitratos + v -
Catalasa a 68 °C - - -
Resistencia a TCH R S S
Resistencia a pirazinamida - +
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Amplificacion mediada por transcripcion (TMA).
(AMTD-2. Gen—Probe Inc). Utiliza un proceso isotér-
mico y autocatalitico, disefiado para amplificar el ARN
ribosomal 23S micobacteriano (utiliza ARN-polimera-
sa/transcriptasa inversa). La deteccién especifica se re-
aliza mediante una sonda ADN marcada con un ester
de acridina quimioluminiscente. A través de un proceso
quimico (que protege la hibridacién) se eliminan las
sondas no hibridadas. Los hibridos ARNr-ADN, espe-
cificos de complejo M. tuberculosis, son detectados en
un luminémetro. Es un sistema manual de fécil aplica-
cién en cualquier laboratorio clinico®?.

Reaccion en cadena de la ligasa (LCR) (LCx.Abbot
Lab). La LCR utiliza 4 iniciadores disefiados para aco-
tar la regioén a amplificar; asi, las sondas pueden unirse
enzimdticamente (mediante la ADN-ligasa) previa ac-
tuacién de la ADN-polimerasa, para formar el producto
amplificado. Se utiliza como diana el gen que codifica
para la proteina antigénica b, especifica del complejo
M. tuberculosis. La deteccién de los amplicones tiene
lugar mediante un enzimoinmunoandlisis de micropar-
ticulas (MEIA), tras generar el producto amplificado
una molécula fluorescente. Es un sistema semiautoma-
tizado?>>:%,

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) Amplicor®
(Roche Systems). La diana de amplificacién es un seg-
mento de 584 pares de bases (pb) ubicado en el gen que
codifica para el ARNr 16s, comuin a todo el género
Mpycobacterium. La deteccion se lleva a cabo con sondas
especificas para el complejo M. tuberculosis que, una
vez unidas al producto amplificado, dardn lugar a una
reaccién colorimétrica. Esta técnica incluye controles in-
ternos para detectar inhibidores de la amplificacién®’%.

Las evaluaciones de todas estas técnicas sobre muestras
clinicas con tincién de auramina positiva ofrecen muy
buenos resultados en cuanto a la sensibilidad (> 98%) y
la especifidad (> 98%). En las muestras de origen respi-
ratorio, cuando la tincién de auramina es negativa exis-
te una mayor variabilidad en los estudios; en general
presentan mayor sensibilidad las técnicas que ampli-
fican ARN (80-85%) que las que amplifican ADN (53-
72%)527.

En las series que estudian muestras extrapulmonares
atin es mayor la dispersién de resultados, obteniéndose
sensibilidades entre el 71-78% con las técnicas que am-
plifican ADN y entre el 65-77% con las que amplifican
ARN?23:24,26,28,29

Estos datos indican que una amplificacién negativa en
una muestra con tincién de auramina negativa no des-
carta el diagnéstico de tuberculosis.

Existe una dificultad afiadida en la interpretacion de las
amplificaciones positivas con cultivo negativo, que in-

tentan justificarse con valoraciones clinicas. Sin embar-
go, aparece en casi todos los estudios un 1-5% que
debe ser asumido como falsos positivos®.

En la actualidad, las técnicas de amplificacién de &ci-
dos nucleicos son un apoyo en el diagndstico de la tu-
berculosis, pero no desplazan a las técnicas cldsicas.
Las limitaciones y el elevado coste de esta tecnologia
estd siendo un obstdculo para su introduccidn en la ruti-
na de los laboratorios de micobacterias.

Técnicas serolégicas

Los principales tipos de antigenos de micobacterias uti-
lizados para el diagndstico serolégico mediante técni-
cas de enzimoinmunoandlisis son de naturaleza proteica
(PPD, antigeno 5) o de naturaleza lipidica (PGL-tb 1,
SL 1, SL IV)®. Existe comercializado un equipo que uti-
liza el denominado antigeno 60, que es un complejo
proteinico-lipopolisacdrido procedente del citoplasma y
de la membrana celular de M. bovis BCG y es comtin a
M. tuberculosis, M. bovis y otras micobacterias’. Estas
técnicas seroldgicas, que parecian prometedoras en los
estudios preliminares, resultaron ser finalmente decep-
cionantes en la practica clinica. En la actualidad no se
reconoce utilidad diagndstica clara a ninguna determi-
nacioén serolégica.

Estudios de sensibilidad a farmacos
antituberculosos

Es bien sabido que en el genoma de M. tuberculosis se
producen mutaciones espontdneas con relativa frecuen-
cia. La incidencia natural de mutantes dentro de una
poblacién bacteriana varia para los diferentes quimiote-
répicos: para rifampicina aparece una mutante resisten-
te entre 10® bacilos, para isoniacida serfa entrel0%-10°
bacilos. Para evitar la seleccion de cepas resistentes el
tratamiento de la tuberculosis se realiza con al menos
3 quimioterdpicos*>. Los fdrmacos de primera linea
utilizados en el tratamiento de la tuberculosis son: iso-
niacida (H), rifampicina (R), etambutol (E), pirazina-
mida (Z) y estreptomicina (S). Los de segunda linea
son: 4cido p-amino-salicilico, etionamida, cicloserina,
capreomicina, kanamicina, amikacina, ofloxacino y ri-
fabutina®.

La deteccién de cepas resistentes es otra de las funcio-
nes importantes de los laboratorios de micobacterias.
Las pruebas de sensibilidad se realizan con dos finali-
dades distintas:

1. Estudios con fines epidemiolégicos, cuyo objetivo es
el conocimiento de las resistencias primarias; se rea-
lizan periédicamente y se coordinan desde los progra-
mas de control de tuberculosis correspondientes a cada
zona.

212  Med Integral 2002;39(5):207-15



Pérez del Molino ML, et al. Diagnéstico microbiol6gico de la tuberculosis

2. Estudios de sensibilidad individualizados. Se reali-
zan en cepas procedentes de pacientes pertenecientes a
grupos concretos previamente definidos en los progra-
mas de control. Aunque la eleccién de estos grupos de-
pende de cada pais y de su problemdtica respecto a la
tuberculosis, en general se admite la realizacién del an-
tibiograma en los siguientes casos:

—Pacientes previamente tratados.

—Pacientes en los que el esputo con baciloscopia positi-
va tras una inicial negativizacién vuelve a positivizarse.
—Cuando el examen microscOpico no se negativiza tras
los 2-3 primeros meses de tratamiento.

—Cuando el cultivo de esputo no se negativiza a los
6 meses de tratamiento.

—Pacientes infectados por cepas resistentes a algtn far-
maco.

—Todos los pacientes infectados con el VIH en zonas de
alta incidencia de infeccién por el VIH3,

—Todos los pacientes menores de 15 afios.

El programa de control de la tuberculosis de la Comu-
nidad Auténoma Gallega incluye también a los pacien-
tes ingresados en penitenciarias, inmigrantes, contactos
con infectados por cepas resistentes, usuarios de drogas
por via parenteral y todos los infectados por el VIH.

Métodos de antibiograma de M. tuberculosis

Se pueden realizar a partir de la muestra recibida en el
laboratorio, cuando en ella se observen abundantes ba-
cilos acidorresistentes en el examen microscopico (mé-
todo directo), o a partir de la cepa aislada en el cultivo
(método indirecto). Los resultados del método directo
son mas rapidos, pero sélo son orientativos, debiéndose
confirmar por el método indirecto®’.

El método de referencia clésico es el de las proporcio-
nes*!0, realizado sobre medios sélidos como el Lowens-
tein-Jensen o en el medio de base de agar 7H10, a los
que se incorporan los antibidticos en concentraciones
criticas previamente definidas. Para la lectura es nece-
saria la visualizacion de colonias, por lo que, dado el
metabolismo lento de M. tuberculosis, los resultados
tardan de 21 a 28 dfas. Esta lentitud es un gran inconve-
niente para su aplicacién en casos clinicos concretos.
La dificultad al trasladar este método a medios liqui-
dos, mas rapidos, es la necesidad de redefinir todos los
parametros del método: inéculo bacilar, concentracién
critica del farmaco y tiempo de lectura®*.

En la actualidad, de los medios liquidos semiautomati-
zados, sélo el sistema radiométrico BACTEC 460 per-
mite obtener resultados concordantes con los sistemas
de referencia, para los farmacos de primera linea, en un
tiempo muy inferior (5-10 dias) y es el tnico aprobado
por la FDA*¥, Otros sistemas liquidos mds automati-
zados y de mds sencillo manejo (ESP II/ MBBact-

alert/BACTEC-MGIT 960) estan en avanzada fase de
aprobacion®.

La aparicién de cepas multirresistentes ha aumentado la
necesidad de disponer de métodos mds rapidos para de-
tectar la resistencia a los farmacos de primera linea’'.
Se estdn estudiando técnicas que detecten genes de re-
sistencia, por tanto independientes del crecimiento bac-
teriano. Los estudios mds avanzados estdn realizados
sobre la deteccion de resistencia a rifampicina, ya que
las mutaciones se encuentran principalmente en un
solo gen (rpoB). Existe un sistema ya comercializado
(INNO-lipa) que utiliza una PCR y posterior hibrida-
cién en tiras de nitrocelulosa que llevan incorporadas
sondas que cubren la totalidad del gen rpoB, informan-
do hasta del 86% del total de las mutaciones responsa-
bles de la resistencia a rifampicina, en caso de existir.
Es una técnica rdpida, que se correlaciona bien con los
métodos tradicionales y que permite sospechar que la
cepa es multirresistente, ya que el 90% de las cepas re-
sistentes a rifampicina lo son también a isoniacida®. En
los dltimos afios se han descrito y reconocido genética-
mente mutaciones de resistencia a otros farmacos (H,
E, Z, S), por lo que es posible que surjan nuevas técni-
cas rapidas®.

Tipificacion molecular. Técnicas de
restriccion-hibridacion (RFLP)

En el estudio de la epidemiologia de la tuberculosis
puede ser importante comparar cepas de M. tuberculo-
sis aisladas de los enfermos (y en su caso del ambien-
te). Histéricamente, los Unicos sistemas para subtipifi-
car aislamientos de M. tuberculosis eran marcadores
fenotipicos, como la resistencia a antimicrobianos y la
fagotipificacion, ambos sistemas de bajo poder discri-
minativo*?, Actualmente disponemos de marcadores ge-
notipicos mas eficaces que estudian directamente el ge-
noma bacteriano. Se considera que un marcador tiene
un buen poder discriminativo cuando la probabilidad de
que 2 cepas no relacionadas sean consideradas como
idénticas sea menor del 5%. Ademas, un marcador debe
ser rdpido, simple, estable, reproducible y debe ser
capaz de tipificar la practica totalidad de las cepas estu-
diadas. El marcador genético de referencia en la actua-
lidad es la técnica RFLP-1S6110%.

Las técnicas de restriccién-hibridacién consisten en una
extraccion y la restriccion del ADN de las cepas con
una enzima de alta frecuencia de corte, separaciéon por
electroforesis de los fragmentos en funcién de su peso
molecular, transferencia a una membrana e hibridacion
con una sonda complementaria de uno de los elementos
repetidos. De este modo se obtienen patrones con un
nimero discreto de bandas, que son facilmente compa-
rables entre si**. Para comparar un niimero elevado de
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aislamientos se han desarrollado sistemas automatiza-
dos (fig. 1).

El genoma de M. tuberculosis contiene, en general, un
nimero elevado y variable (5-20) de copias de la se-
cuencia de insercion IS6110, las cuales se encuentran
en posiciones variables, lo que proporciona a este mar-
cador un poder discriminativo elevado. Existe un proto-
colo estandarizado, y aceptado internacionalmente, que
permite comparar los resultados obtenidos en diferentes
laboratorios, por lo que las bases de datos a gran escala
permiten seguir la diseminacién de todo el mundo*®. En
cepas con menos de 6 copias de IS6110 el poder es me-
nor. Este marcador genético tiene como inconveniente
la complejidad de la técnica y la necesidad de una can-
tidad apreciable de ADN, por lo que se realiza sobre
cultivos de micobacterias®2.

Las principales aplicaciones de la genotipificacién de
cepas de M. tuberculosis*3® son: a) estudios epidemio-
16gicos poblacionales; b) diferenciacion entre recidiva
y reinfeccién exdgena; c¢) control de la diseminacién de
cepas multirresistentes, y d) deteccién de contamina-
ciones cruzadas y otros errores del laboratorio.

En la actualidad se estdn estudiando técnicas comple-
mentarias y alternativas, estudios de polimorfismo de la
regiéon DR mediante el andlisis de los oligonucle6tidos
espaciadores (spoligotyping) y las técnicas de PCR ba-
sadas en iniciadores complementarios de secuencias re-
petidas, con el fin de encontrar técnicas mas simples y
que se puedan aplicar directamente sobre muestras cli-
nicas’.
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