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Claudio Daniel Gonzalez Uno de los principales desafios para los Programas de Control de Tuber-

(claudiodgonzalez57@gmail.  culosis (PCT) lo constituye la deteccién temprana de formas abiertas de la

com) enfermedad. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que
el desarrollo de un método de diagnéstico de tuberculosis (TB) que ofreciera
un 85% de sensibilidad y un 95% de especificidad sobre muestras de esputo
permitiria salvar unas 400000 vidas al ano.! En condiciones ideales, seria
necesario, ademas, que un método accesible y preciso, aplicado en colectivos
de mayor vulnerabilidad, pudiera aportar tanto a la identificacién de especie
como a su perfil de resistencia, en especial si este implicara un mayor riesgo
de fracaso terapéutico.! En la Gltima década, el desarrollo del sistema de diag-
noéstico GeneXpert MTB/RIF ha significado un gran avance en ese sentido.
A un costo de USD 9,98 por determinacién (en los 145 paises subsidiados),
el método permitié acercarse a los objetivos mencionados, es decir, la detec-
cion precoz de la TB y la deteccion de resistencia a rifampicina, usualmente
tomada como un indicador de fracaso terapéutico.?*

Desafortunadamente, la emergencia de la pandemia por el SARS-CoV-2
impact6 negativamente sobre los logros obtenidos. Dos aspectos de la atencién
de pacientes con TB fueron afectados: uno, la provisiéon regular y completa de
insumos para el diagnéstico y tratamiento de la enfermedad; el otro aspecto se
refiri6 a las demoras y postergaciones en las consultas generadas por las medidas
de confinamiento y distanciamiento social, adoptadas por la mayoria de los paises.
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Algunos estudios, a través de modelos matematicos,
han estimado el impacto directo e indirecto de la
pandemia sobre el funcionamiento de los PCT?

El objetivo de este trabajo es el de revisar el
estado del conocimiento actual sobre los méto-
dos vigentes de diagnostico de TB. Con el fin de
agilizar la lectura, se divide este documento de
actualizacion en tres publicaciones. Esta primera
publicacién incluye los métodos de diagnéstico di-
rigidos a identificar el agente causal y su perfil de
sensibilidad, es decir, el diagndstico bacteriolégico
o de certeza. La segunda entrega abordara los mé-
todos que evaliian las respuestas del huésped ante
el bacilo, esto es, el diagndstico no bacteriolégico
o presuntivo, donde se incluyen algunos métodos
atn bajo investigacion. La tercera publicacién se
reservara al diagnéstico de TB en ninos.

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE
TUBERCULOSIS

Norberto Simboli
La Red Nacional de Laboratorios de Diagnéstico
de Tuberculosis esta organizada en una estructura
piramidal donde cada nivel tiene requerimientos
especificos de infraestructura y bioseguridad, las
cuales son definidas por las actividades y métodos
diagnosticos que se realizan en cada laboratorio.
A medida que aumenta el nivel del laboratorio (1
a 3), las tecnologias se vuelven mas avanzadas y,
como resultado, las habilidades, la competencia y
los requisitos de capacitacion necesarios para el
personal aumentan.®

Los métodos de diagnostico se estratifican en los
tres niveles de laboratorio, de acuerdo con el nivel de
riesgo de cada procedimiento, la situacién epidemio-
légica de la enfermedad y los recursos disponibles.®
Siguiendo dicho ordenamiento, este documento tiene
como proposito revisar el estado del conocimiento
actual sobre las técnicas disponibles y ofrecer un
abordaje inicial hacia métodos de diagnéstico bacte-
riol6gico atin en desarrollo. Los niveles mencionados
de complejidad son los siguientes:

1. PRIMER NIVEL DE COMPLEJIDAD

Corresponde a los laboratorios periféricos ubica-
dos, en algunos casos, en centros de salud, que
ofrecen examen directo de esputo (ED) por la
técnica de Ziehl Neelsen (ZN) y cultivo en medio
Kudoh-Ogawa (KO).

Actualmente se esta incorporando el sistema de
diagnéstico GeneXpert MTB-RIF, TB-LAMP (loop-
mediated isothermal amplification) y el LF-LAM
(lateral flow lipoarabinomannan assay).5

2. SEGUNDO NIVEL DE COMPLEJIDAD

Se incluyen aqui laboratorios de hospitales locales
o regionales con capacidad para realizar todas las
actividades del nivel 1 mencionadas, mas cultivo
en medios sélidos o liquidos, identificacion del
omplejo Mycobacterium tuberculosis (M. tubercu-
losis) y pruebas de sensibilidad (PS) a drogas de
primera linea (isoniacida y rifampicina), a los que
se suman aquellos con capacidad para realizar
FL-LPA (line probe assay para drogas de primera
linea) y SL-LPA (line probe assay para drogas de
segunda linea), siempre a partir de muestras de
esputo con baciloscopia positiva.®

3. TERCER NIVEL DE COMPLEJIDAD

Est4 integrado por laboratorios de referencia
nacional, provincial o laboratorios especializados
que cuentan con los recursos para realizar, ademas
de los estudios citados en los otros dos niveles, PS
a drogas de segunda linea y técnicas moleculares
complejas.

1. PRIMER NIVEL DE COMPLEJIDAD

Examen directo (ED)
Desde hace tiempo los paises con recursos li-
mitados se han basado en la microscopia como
método principal para detectar el M. tuberculosis.
Si bien es econdémico y requiere unas condicio-
nes minimas de bioseguridad, el ED posee una
limitada sensibilidad, especialmente en pacientes
que viven con VIH/sida y en nifios menores de 5
anos, y no proporciona informacién sobre el perfil
de resistencia a drogas de los bacilos.” A pesar de
que la microscopia no es capaz de diferenciar M.
tuberculosis de otras micobacterias, en los paises
con alta endemia de TB, una baciloscopia positiva
de una muestra respiratoria de un paciente inmu-
nocompetente tiene muy alto valor predictivo para
el diagnéstico de TB.”

La coloracion de ZN ha sido la técnica mas em-
pleada para el diagnéstico de TB en los paises de
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América Latina.” Comparada con la microscopia
de fluorescencia (MF), la microscopia convencional
tiene como ventaja que requiere un entrenamiento
mas sencillo, ya que la capacidad de identificar el
bacilo por esta metodologia es mas facil de adqui-
rir. Ademas, el ED a través de la coloraciéon de ZN
contintda siendo, en nuestro pais, un recurso util en
la pesquisa de TB entre sintomaticos respiratorios
(SR), esto es, personas con tos y expectoracién por
mas de dos semanas.’

En 2011, la OMS recomend6 el uso de la MF
con ldampara LED. La MF es, al menos, 10% més
sensible que la microscopia convencional de ZN.®
Dado que reduce el tiempo necesario para la reali-
zacion de la lectura y requiere personal adiestrado,
estd especialmente recomendada para laboratorios
con alta carga de trabajo. Comparado con la MF
convencional (con ldampara de mercurio), la MF con
lampara LED ofrece considerables ventajas opera-
tivas porque tiene una elevada vida ttil, no genera
calor y no tiene los riesgos de contaminacion del
ambiente en caso de rotura. De ser adoptado este
método en lugar de ZN, el centro deberia cumpli-
mentar los requisitos técnicos exigidos por la OMS
y el correspondiente monitoreo externo de calidad.?
En los Gltimos anos, estan disponibles pruebas ra-
pidas y sensibles basadas en métodos moleculares
para reemplazar o complementar la microscopia.

Cultivo por el método de Kudoh-Ogawa

Los laboratorios sin condiciones adecuadas para
cultivar con métodos que requieren centrifugaciéon
y que se encuentran alejados de un laboratorio de
referencia o que no cuentan con un sistema de
transporte frecuente de muestras pueden sembrar
las muestras empleando el método de Kudoh-
Ogawa y enviar los tubos sembrados al laboratorio
de referencia.’

Método GeneXpert MTB/RIF- MTB/ULTRA- Xpert XDR
El desarrollo del ensayo Xpert® MTB/RIF para la
plataforma GeneXpert se complet6 en 2009 y se
considera un avance importante en la lucha contra
la TB. Por primera vez, una prueba molecular es
lo suficientemente simple y robusta como para ser
introducida y utilizada fuera de los entornos de los
laboratorios convencionales.

Detecta el Complejo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB) y también las mutaciones mas frecuentes,
que confieren resistencia a la rifampicina usando
tres cebadores especificos y cinco sondas molecu-

lares tinicas para asegurar un alto grado de espe-
cificidad. Es un sistema automatizado cerrado de
extraccion y amplificaciéon en tiempo real. Permite
detectar CMTB en un gran ntimero de muestras
clinicas en 2 h con un limite de deteccién de 114
ufc/mL, y razonables condiciones de accesibilidad,
costo y seguridad.? % 1

Es una prueba rapida y sencilla que puede ser
utilizada en laboratorios con infraestructura mi-
nima y permite incrementar la deteccion de casos
de TB en comparacion con la microscopia. Esto re-
sulta ventajoso a la hora de disminuir la inversién
en infraestructura y equipamiento en los servicios
de salud. Se suman otros beneficios para la salud
publica, como la posible reduccién en la transmi-
sion secundaria de cepas resistentes, aspecto que
adquiere especial relevancia en el contexto de la
epidemiologia de tuberculosis multirresistente
(TB-MR) en nuestro pais, en el cual el mayor
impulso generador de TB-MR esta asociado a la
transmision de cepas en la comunidad.!

En muestras pulmonares, cuando se considera
entre distintos estudios su sensibilidad y su es-
pecificidad agrupadas (overall pooled sensitivity-
specificity) frente al ED, su rendimiento alcanz6
88% y 99%, respectivamente.?**Sobre muestras de
esputo ED/cultivo positivas, la sensibilidad fue del
98%, mientras que sobre aquellas ED negativas/
cultivo positivo, la sensibilidad agrupada fue del
80%. Este desempeiio, tanto reemplazando al ED
como prueba inicial o frente a muestras ED nega-
tivas, permitiria mejorar en un 30% la deteccién
por baciloscopia con respecto a la técnica de ZN,
y reduciria considerablemente el tiempo de inicio
del tratamiento.!? Este rendimiento se extiende
también al colectivo de pacientes que conviven con
VIH, duplicando la tasa de deteccion de TB en esa
poblacion, donde el rendimiento global alcanzé al
79%.%3

Con el mismo cartucho el sistema ofrece una
segunda utilidad, la de realizar la prueba de sen-
sibilidad (PS) a la rifampicina, que alcanza una
sensibilidad y especificidad agrupadas del 95% y
el 99%, respectivamente.? 3

Por otra parte, sobre muestras extrapulmonares
de adultos y ninos, la sensibilidad y especificidad
agrupadas mas altas del Gene-Xpert frente al
cultivo se alcanzaron en muestras ganglionares
(84,9% y 94,2%, respectivamente), seguidas por las
de lavado gastrico y aspirado (83,8% y 98,1%, res-
pectivamente), de liquido cefalorraquideo (79,5%
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y 98,6%), y por ultimo de liquido pleural (43,7%
de sensibilidad y 98,1% de especificidad agrupadas,
respectivamente).>?

El Xpert® MTB/RIF Ultra ha sido desarrollado
como ensayo de nueva generacion para superar las
limitaciones del Xpert MTB/RIF y utiliza la misma
plataforma GeneXpert®.!

Para mejorar la sensibilidad para la deteccion
de CMTB, el Xpert Ultra incorpora dos blancos
multicopia diferentes de amplificaciéon (IS6110 e
IS1081) y una camara de reacciéon de ADN més
grande que Xpert MTB/RIF (reacciéon de PCR de
50 uL en Ultra versus 25 uL en Xpert MTB/RIF.*

También incorpora una amplificacién anidada
de acido nucleico, ciclos térmicos méas rapidos y
fluidos y enzimas mejorados. Esto ha resultado que
el Xpert Ultra tenga un limite de deteccién de 16
ufe/mL (comparado a 114 ufc/mL del Xpert MTB/
RIF). Para mejorar la precisién de la deteccién de
resistencia a rifampicina, el Ultra incorpora anali-
sis basado en la temperatura de fusion en lugar de
una PCR en tiempo real. Especificamente, cuatro
sondas identifican mutaciones de resistencia a ri-
fampicina en la regiéon determinante del gen rpoB,
las que cambian su temperatura de fusion respecto
de la temperatura de referencia del tipo salvaje.’

Lainvestigacién de TB con cartuchos MTB/RIF
ha demostrado consistentemente ser més sensible
que la baciloscopia. La version Ultra de los car-
tuchos de Xpert MTB/RIF es atin mas sensible,
especialmente en muestras ED negativas cultivo
positivo y en muestras de pacientes con VIH, pero
menos especifica que la version anterior, sobre todo
entre pacientes con antecedentes de tratamiento
para TB.

Entre las personas con TB y TB resistente a la
rifampicina (TBRR), se deben realizar con pronti-
tud pruebas adicionales de resistencia al menos a la
isoniacida y las fluoroquinolonas, respectivamente,
para guiar las decisiones de tratamiento.

En 2020, 1a OMS encargé una revision sistema-
tica de los datos publicados y no publicados sobre
tres clases de pruebas de amplificacion de 4cidos
nucleicos que no habian sido revisadas previa-
mente por esa organizacion.!* Una de ellas fue el
nuevo cartucho MTB/XDR, en el que se observé
una excelente sensibilidad y especificidad para
detectar rapidamente la resistencia a isoniacida,
fluoroquinolonas y aminoglucésidos.

Recientemente la OMS recomend6 el uso del
cartucho para la deteccién rapida de mutaciones

que confieren resistencia a estas drogas.'* Esta re-

comendacién se baso en el analisis de tres estudios

que incluyeron muestras de esputos de 1605 parti-
cipantes. De este analisis, result6 que la sensibilidad

combinada general de este cartucho (IC del 95%)

para la deteccién de resistencia a la isoniacida fue

del 94,2% (89,3% al 97,0%) y la especificidad fue del

98,0% (95,2% al 99,2%). La sensibilidad combinada

general (IC del 95%) para la deteccion de resisten-

cia a las fluoroquinolonas fue del 93,1% (88,0% al

96,1%) y la especificidad fue del 98,3% (94,5% al

99,5). La sensibilidad global combinada (IC del 95%)

para la deteccién de resistencia a la amikacina fue

del 89,1% (80,9% al 94,1%) y la especificidad fue del

99,5% (96,9% al 99,9%). La PS fenotipica se utilizo

como estandar de referencia para las tres estima-

ciones mencionadas anteriormente. La sensibilidad
general (IC del 95%) para la deteccién de resistencia

a la etionamida fue del 96,4% (92,2% al 98,3%) y la

especificidad fue del 100,0% (82,5% al 100,0%). La

secuenciacion génica de la region promotora inhA se
utiliz6 como estandar de referencia para la deteccion
de resistencia a la etionamida.'*

El sistema Xpert en todas sus formas de presen-
tacion puede ser implementado en laboratorios de
baja complejidad, con las mismas condiciones que
se requieren para realizar la baciloscopia.

Recomendaciones sobre la utilizaciéon del Xpert
MTB/Rif y ULTRA:

La OMS recomienda el uso del Xpert MTB/RIF
y Xpert Ultra como pruebas iniciales en adultos y
ninos con signos y sintomas de TB pulmonar y extra-
pulmonar basado en la evidencia cientifica actual.'®

Como al momento de la realizacién de este con-
senso en nuestro pais existe un limitado acceso a
pruebas rapidas moleculares debido a la escasa
disponibilidad de equipos Gene-Xpert, esta prueba
esta recomendada principalmente para su uso en
los siguientes colectivos:

1. Pacientes adultos o pediatricos con alta sospe-
cha clinicay epidemiol6gica de TB y con riesgo
de multirresistencia (recomendacion fuerte).

II. Pacientes adultos o pediatricos con alta sospecha

clinica y epidemiolégica de TB o TBMR y que

conviven con el VIH (recomendaciéon fuerte).

Pacientes adultos o pediatricos con alta sospe-

cha clinica y epidemiolégica de TB meningea

(recomendacion fuerte).

IV. Pacientes adultos o pediatricos con alta sospe-
cha clinica de TB extrapulmonar (recomenda-
ci6én condicional).'?

III.
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Como indicaciéon se plantea su uso en los si-
guientes casos:

a) Muestras respiratorias de pacientes (adultos o
pediatricos) que presentan signos y sintomas
compatibles con TB y con mayor riesgo de te-
ner TB resistente: personas que conviven con
el VIH, inmunosuprimidos, personal de salud,
contacto de paciente con TB-RR o TBMR, pa-
cientes con antecedentes de tratamiento con
drogas antituberculosas con mas de 1 ano de
finalizado el tratamiento.

b) Muestras de liquido cefalorraquideo, aspirado de
nédulo linféatico, liquido sinovial, liquido pleural,
liquido peritoneal, liquido pericardico, orina y
biopsias provenientes de pacientes (adultos o
pediatricos) con alta sospecha clinica o epide-
mioldgica de TB extrapulmonar.'®
Estas recomendaciones son sometidas a revi-

siones periddicas, en la medida en que progrese

el desarrollo tecnoldgico y se produzca evidencia
cientifica que lo justifique.
Se recomienda el uso del cartucho Xpert MTB /

XDR en muestras de esputo de personas con TBRR.

Truenat MTB, MTB Plus y MTB-Rif DX

Este es un nuevo método molecular desarrollado
en India que puede ser utilizado en el mismo nivel
de laboratorio que el Gene-Xpert. Se basan en una
micro-PCR en tiempo real que permite la deteccion
del CMT y su resistencia a la rifampicina a partir de
una muestra de esputo en menos de 1 h. El Truenat
MTB y el MTB Plus pueden ser usados como prueba
diagnoéstica inicial en adultos y nifios con signos y
sintomas de TB pulmonar, mientras que el MTB-
RIF Dx es usado como una prueba para detectar
resistencia a la rifampicina en aquellas muestras
con resultados positivos en la prueba inicial.'¢

TB-LAMP (Loop-mediated isothermal amplification/
amplificacion isotérmica mediada por enlace de
dcidos nucleicos)
El TB-LAMP es un ensayo molecular comercial ba-
sado en amplificacién isotérmica mediada por bucle y
requiere una minima infraestructura de laboratorio
y requisitos de bioseguridad.'” Ha sido evaluado como
una prueba rapida (<2 h) en el punto de atencién
como una alternativa al ED de esputo, que sigue
siendo la prueba de diagnéstico primaria para TB
pulmonar en entornos con recursos limitados.

En enero de 2016, la OMS convocé una reunién
al Grupo de Desarrollo de Directrices (GDG), para

revisar la evidencia de los estudios publicados desde

el 2012 hasta ese momento.'” La revision incluyé to-

dos los estudios prospectivos que evaluaron el ensayo

TB-LAMP en muestras de esputo de adultos con sig-

nos y sintomas compatibles con TB pulmonar que se

realizaron en un entorno de carga de TB intermedia

o alta. De esta revision, la cual incluy6 veinte estu-

dios (4760 pacientes adultos), el TB-LAMP resulto

con una sensibilidad combinada 15% mayor que el

ED para detectar TB pulmonar en adultos (el 78%

en comparacion con el 63%), aunque la especificidad

combinada fue un 2% mas baja (el 98% en compara-
cion con el 100%). Esto puede explicarse en parte por
la identificacion de casos de TB que se clasificaron
erréneamente como TB negativos mediante el uso
de cultivos de referencia. Entre adultos que viven
con VIH y signos y sintomas de TB pulmonar, la
evaluacién de la precision de TB-LAMP demostrd
una sensibilidad y especificidad similar al ED de es-
puto (64%y 62%) y (99% y 99%), respectivamente.”

De acuerdo con esta evaluacion de la evidencia y
considerando los costos y beneficios asociados con
el uso de TB-LAMP la OMS lo recomienda para
ser utilizado solo en muestras de esputo en alguna
de las dos formas siguientes:

a) Como prueba de reemplazo de la baciloscopia para
el diagnéstico de TB pulmonar en adultos con sig-
nos y sintomas compatibles con TB (condicional
recomendacion, evidencia de muy baja calidad).

b) Como prueba adicional al ED en adultos con sig-
nos y sintomas consistentes con TB pulmonar,
especialmente cuando los ED de esputo son ne-
gativas (recomendaciéon condicional, evidencia
de muy baja calidad).

En nuestro pais, ain este método no se encuentra
disponible.

LF-LAM (lateral flow lipoarabinomannan
assay/inmunocromatografia de flujo lateral de
lipoarabinomananos)

Las pruebas basadas en la deteccion del antigeno
micobacteriano lipoarabinomanano (LAM) en la
orina han surgido como posibles pruebas rapidas
en el punto de atencién para el diagnédstico de
la TB.!® El antigeno LAM es un lipopolisacarido
presente en las paredes celulares de las micobac-
terias, que se libera de células bacterianas meta-
bélicamente activas o en degeneracién y parece
estar presente solo en personas con TB activa.
Esta prueba tendria ventajas sobre las basadas
en esputo porque la orina es facil de recolectar y
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almacenar, y carece de los riesgos de control de
infecciones asociados con la recoleccién de esputo.'®
El ensayo de deteccion de LAM en orina a través
de una inmunocromatografia de flujo lateral se
encuentra comercialmente disponible. La prueba
se realiza manualmente aplicando 60 uL de orina a
la tira reactiva e incubando a temperatura ambien-
te durante 25 min. Luego, la tira se inspecciona
visualmente. La intensidad de cualquier banda
visible en la tira reactiva se clasifica comparéandola
con las intensidades de las bandas en una tarjeta
de referencia proporcionada por el fabricante.!®
Varios estudios y metaanalisis de una prueba de
una generacion anterior (LAM-ELISA), han demos-
trado una buena sensibilidad de la deteccién del LAM
urinario en presencia de coinfeccién VIH-TB, la cual
aumenta atin mas cuando los recuentos de LT'CD4*
son mas bajos. Este hallazgo contrasta con los métodos
de diagnéstico tradicionales para la TB en pacientes
con VIH. Varias hipétesis pueden explicar la mayor
sensibilidad de la deteccion de LAM en orina en pa-
cientes con inmunosupresion relacionada con el VIH:
una mayor carga bacilar y de antigeno, una mayor
probabilidad de TB en el tracto genitourinario y una
mayor permeabilidad glomerular para permitir un
aumento de niveles de antigeno en la orina.'8
Estudios publicados han informado tasas de
mortalidad mucho mas altas en pacientes con VIH

con recuentos bajos de LTCD4* que tienen LAM

urinario detectable en comparacién con individuos

LF-LAM negativos.!® Dado el potencial del ensayo

para ayudar a reducir la mortalidad en personas que

viven con el VIH, que la prueba es facil de realizar y

que requiere una infraestructura minima de biose-

guridad, la OMS encargé una revision sistematica

del uso del ensayo LF-LAM para el diagnostico y

deteccion de TB activa en personas que viven con el

VIH. Luego de esa revision la organizacién realiz6

las siguientes recomendaciones de uso:*5 18

a) Excepto para las personas con infeccién por
VIH con bajo recuento de LTCD4* o que estan
gravemente enfermos, LF-LAM NO DEBE
utilizarse para el diagnéstico de TB (fuerte
recomendacion, evidencia de baja calidad).

b) LF-LAM se puede utilizar para ayudar en el
diagnéstico de TB en pacientes con VIH y con
signos y sintomas de TB (pulmonar o extra-
pulmonar) que tienen un recuento de células
LTCD4* menor o igual o superior a 100 células/
nL, o pacientes VIH positivos que estan grave-
mente enfermos independientemente del re-
cuento de LTCD4" o con recuento desconocido
(recomendacién condicional; evidencia de baja
calidad).

En la Tabla 1 se resumen los métodos de diag-
nosticos correspondientes a este nivel.

TABLA 1. Métodos de diagndstico correspondientes al primer nivel de complejidad

Método Indicaciones

ED por ZN Sintomaticos respiratorios

Ventajas Limitaciones

Accesibilidad y bajo costo.
Rapidez

Baja sensibilidad

ED por MF LED Sintomaticos respiratorios.
Centros con alta carga de

muestras

Mayor sensibilidad que la técnica

Se requiere personal altamente entrenado
de ZN. Rapidez

Cultivo de Kudoh-Ogawa Laboratorios sin equipamiento

adecuado.

Accesibilidad y bajo costo Recomendado solo para muestras de

esputo

XPERT-TB Diagndstico de TB y TBRR como

prueba inicial

Rapidez. Alta sensibilidad para
detectar CMTB en muestras de

Alta sensibilidad para detectar

Costo relativo.
Requiere un sistema de alimentacion
ininterrumpida de electricidad (UPS) y
temperatura ambiente controlada

distintos origenes.

TBRR

XPERT-TB Ultra Diagndstico de TB y TBRR como

prueba inicial

Mayor sensibilidad en ambas

Iguales limitaciones
funciones

XPERT- MTB/XDR Diagndstico de TBMR y TBXDR

a H, FQ aminoglucésidos y

Aporta perfil de resistencia Iguales limitaciones

pacientes VIH con bajos LTCD4+
o con formas graves.

etionamida
TB-LAMP Diagnéstico de TB pulmonar como | Rapidez. Mayor sensibilidad que | No disponible aun en nuestro pais. Reco-
reemplazo del ED el ED mendado solo para esputo
LF-LAM Complemento diagndstico solo en Sencillez. Seguridad Uso restringido a pacientes inmunocom-

prometidos

ED: Examen directo. ZN: Técnica de Ziehl-Neelsen. MF: Técnica de fluorescencia. TBRR: Tuberculosis resistente a rifampicina CMTB: Complejo Myco-
bacterium Tuberculosis. UPS: Uninterruptable Power Supply. TBMR: Tuberculosis Multirresistente. TBXDR: Tuberculosis Extensamente Resistente.
H: Isoniacida. FQ: Fluoroquinolona. TB-LAMP: Técnica de amplificacion isotérmica mediada por enlace de acidos nucleicos. LF-LAM: Inmunocroma-
tografia de flujo lateral de lipoarabinomananos. VIH: Virus de inmunodeficiencia humana. LTCD4+: Conteo de linfocitos CD4+



Diagndstico bacterioldgico de la TB

255

2. SEGUNDO NIVEL DE COMPLEJIDAD

Cultivo

Como se expres6 con anterioridad, el ED sigue
siendo la prueba de diagnéstico primaria para TB
pulmonar en entornos con recursos limitados.

El cultivo complementa al ED, ya que permite
evidenciar bacilos viables presentes en escasa
cantidad en una muestra de lesion, caracterizarlos
y conocer si es sensible o resistente a las drogas
antituberculosas. El rol del cultivo es méas impor-
tante en escenarios con mediana o baja incidencia
de TB, con alta coinfeccion del bacilo de la TB y
VIH y con carga mediana o alta de TBMR.*

Mediante el cultivo es posible incrementar la
confirmacion del diagnéstico de TB en aproxima-
damente 15%-20% del total de casosy en 20%-30%
de los casos de TB pulmonar. Si se considera el total
de casos con diagndstico de TB pulmonar confir-
mado bacteriolégicamente, la baciloscopia detecta
el 70%-80% y el cultivo, el restante 20-30%.°

El cultivo en medio sélido contintia usandose
como testigo frente a los medios de cultivos liqui-
dos y automatizados mas modernos y mantiene su
condicion de método de referencia frente a otros
sistemas de diagnéstico. El medio sélido tiene la
ventaja de ser econémico pero la deteccién del
desarrollo es més tardia.

Meétodos de cultivo en medio liquido

La principal ventaja de estos sistemas frente al cul-
tivo tradicional sigue midiéndose en la rapidez de
los resultados. Estos métodos utilizan, o bien, un
sistema colorimétrico para informar del crecimien-
to bacteriano (MB Bact Alert), o bien, la deteccién
de oxigeno consumido detectado por fluorescencia
(MGIT 960). Para muestras de sangre y médula
6sea, se realiza la técnica de lisis-centrifugacion
para hemocultivos.”

La utilizacion de estos medios exige condiciones
de bioseguridad diferentes respecto a los medios
sélidos, aunque pueden ser utilizados en este nivel
de complejidad si se cuenta con esas condiciones.

Indicaciones del cultivo

a) Dado que las lesiones en nifnos suelen ser pau-
cibacilares, como recomendacion de fortaleza se
sugiere que todas las muestras pediatricas deben
cultivarse, ya que aportan un 20% de rendimiento
sobre el ED.? Se incluyen en la indicacién, las
siguientes muestras respiratorias por orden de
preferencia: esputo, aspirado gastrico en ninos

SR con radiografia (Rx) de térax patoldgica,
esputo inducido, lavado broncoalveolar y bron-
coaspirado; entre las muestras no respiratorias,
el contenido de cavidades serosas y el de biopsias.?

b) Muestras de pacientes sintomaticos, con signos
clinicos o Rx u otras iméagenes compatibles con
TB y alguna de las siguientes caracteristicas:

e Baciloscopia negativa de tres muestras respira-
torias.

e Localizacién extrapulmonar de la enfermedad.

e Pacientes inmunosuprimidos, particularmente
VIH positivos.

¢ Baciloscopia positiva en lavado géstrico, lavado
bronquial o hisopados.

e Antecedentes de tratamiento antituberculoso,
especialmente si se registré pérdida de segui-
miento o fracaso.

e Exposicion a infeccion por bacilos resistentes a
las drogas (contactos de casos con TB resistente,
internados o trabajadores de instituciones de
salud o de prisiones donde se registran casos
con TB-MR).” ¥

e Como complemento de las pruebas rapidas diag-
nosticas cuando son utilizadas como primera
prueba diagnéstica.

Pruebas de sensibilidad a drogas de primera linea
(H y R). Pruebas fenotipicas

En este nivel de complejidad, el método de las pro-
porciones en medio de Lowenstein-Jensen (método
de Canetti, Rist y Grosset) continta aportando la
reconocida sencillez y confiabilidad que le ha va-
lido su consideracién como método de referencia
frente a los métodos genotipicos de base molecular.
Es un método econémico, pero tiene la desventaja
que para obtener un resultado de sensibilidad se
demora entre 30 a 40 d.

Una alternativa econémica para acelerar los
resultados es el ensayo de nitrato reductasa
(NRA). Idealmente, el método debe ser realizado
directamente con muestras ED positivo recién
recolectadas o en cuanto se obtiene desarrollo en
el primocultivo. Esta prueba cuenta con el aval de
la OMS por considerarse una PS accesible y eficaz
para la determinacién de resistencia a las drogas
isoniacida y rifampicina.?

Otra alternativa, aunque mas costosa, es la
utilizacion de medios de cultivos liquidos (MGIT)
que permiten acelerar los resultados, ya que em-
plean equipos semiautomatizados que detectan el
desarrollo antes que sea visible.!?
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Indicaciones de PS

Idealmente, todos los casos con diagnédstico de

TB confirmado bacteriol6gicamente deben tener

acceso a la PS, al menos para los farmacos que

son claves para el éxito del tratamiento (H y R).

Esto requiere garantizar el acceso universal a las

pruebas rapidas recomendadas (Xpert, LPAS, etc.).

En el proceso que lleva a alcanzar este objetivo, se

deberia priorizar la realizacién de la PS para los

casos con las siguientes caracteristicas que elevan

el riesgo de resistencia a los farmacos.”

a) Falla de tratamiento.

b) Antecedentes de tratamiento previo, irregula-
ridad en el cumplimiento de un tratamiento
o prescripciéon de un esquema incompleto o
inadecuado.

¢) Exposiciéon a infeccién por TB resistente a los
farmacos.

d) Ninos.

e) Pacientes inmunosuprimidos (personas que
viven con VIH y o diabetes, etcétera).

f) Residencia anterior en paises con alto nivel de
resistencia a farmacos
(Ecuador, Pert, algunos paises asiaticos y de
Europa del Este).

g) Personas que abusan del alcohol o drogas.

Nuevas plataformas
Las nuevas tecnologias de deteccion rapida de la
TB y la resistencia a la rifampicina estan cada vez
mas disponibles y adoptadas por los paises. Son
varios los fabricantes que han desarrollado plata-
formas automatizadas para la deteccion de TBy la
resistencia a isoniacida y rifampicina (Abbott, Bec-
ton Dickinson, Roche, Hain Lifescience/Bruker)
basadas en la amplificacién de acidos nucleicos.?
Las pruebas que pertenecen a esta clase son
mas rapidas y menos complejas de realizar que
las pruebas de sensibilidad fenotipicas a farmacos
basadas en cultivos y los ensayos de sonda de linea
(LPA). Tienen la ventaja de ser en gran parte auto-
matizadasy se pueden utilizar como prueba inicial
para la deteccion de TB y la resistencia a ambos
medicamentos de primera linea simultaneamente
(rifampicina e isoniacida). Ofrecen resultados pre-
cisos en forma rapida y porque pueden procesar
un gran nimero de muestras son adecuados para
laboratorios de mediana y alta carga de pruebas
de sensibilidad. Por tanto, estas tecnologias son
adecuadas para areas con una alta densidad de
poblacion y sistemas rapidos de referencia de
muestras.?’ En la Tabla 2, se resumen los métodos
de diagnoésticos correspondientes a este nivel.

TABLA 2. Métodos de diagndstico correspondientes al segundo nivel de complejidad

Método Indicaciones

Identificacién de micobacterias
en contextos de mediana- baja
incidencia de TB y mediana de
TBMR. Muestras de formas pauci-
bacilares o pulmonares negativas
alED
Nifos. Inmunocomprometidos

Cultivo en medios solidos

Alta sensibilidad. Bajo costo

Ventajas Limitaciones

Demora 4-8 semanas para obtener
resultados. Requiere la implementacion de
estrictas medidas de bioseguridad

Cultivo en medios liquidos Pacientes con tratamiento previo,
exposicion a casos de TBMR, o
procedencia de un pais con alta

prevalencia de TBMR

Mayor sensibilidad y rapidez

Mayor costo. Mayor riesgo de contami-
nacion, requiere la implementacion de
estrictas medidas de bioseguridad

PS fenotipicas a HR

Proporciones en LJ Fallo terapéutico o con tratamiento
previo. Nifios. Inmunocomprometi-
dos. Exposicion a focos de TBMR
conocida o procedencia de paises

con alta incidencia

Bajo costo Demora 3-4 semanas a partir de aisla-
miento. Requiere la implementacién de

estrictas medidas de bioseguridad

a RH sobre muestras de cultivo

NTA Estudio de resistencia bacteriana Sencillez. Rapidez Requiere la implementacion de estrictas
a RH sobre muestras de ED medidas de bioseguridad
MGIT Estudio de resistencia bacteriana Alta sensibilidad. Rapidez Costo relativo.

Implementacién de estrictas medidas de
bioseguridad

TBMR: Tuberculosis multirresistente; ED: Examen directo; PS: Pruebas de sensibilidad; R: Rifampicina; H: Isoniacida; LJ: Medio de Léwenstein-
Jensen; NTA: Ensayo de nitratasa; MGIT: Método de crecimiento de micobacterias en tubo.
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3. TERCER NIVEL DE COMPLEJIDAD

Identificacion de especie. Pruebas de sensibilidad a
drogas de primera y segunda linea

Pruebas fenotipicas para identificacion de especie
Ademas del sistema tradicional de identificaciéon
de especie en cultivos de medios sélidos, existe una
inmunocromatografia de flujo lateral que identifi-
ca cualitativamente el Complejo M. tuberculosis a
partir de los cultivos liquidos positivos. Este siste-
ma detecta una proteina (MPT64) segregada por
las bacterias al medio de cultivo. Es una técnica
simple, rapida, de bajo costo y alta sensibilidad y
especificidad; como desventajas, no permite diferen-
ciar entre especies de ese complejo y sus resultados
deben contextualizarse con la informacién clinica.®
También pueden emplearse para la identificacion
del CMTB en cultivos de medios s6lidos positivos.

Prueba de sensibilidad fenotipica a drogas de
primera y segunda linea

La PS indirecta a través del método de las pro-
porciones utilizando medios sélidos es el método
mas comun para probar la sensibilidad de los
aislamientos de M. tuberculosis.

La utilizacién el sistema BACTEC-MGIT es el
método preferido para realizar la PS a muchos
agentes antibacilares, dada la estandarizacion de
los medios e instrumentos MGIT. Este sistema de
lectura automatizada es el mas ampliamente uti-
lizado en este nivel de complejidad, ya que acorta
sensiblemente los tiempos de deteccién de resisten-
cias a rifampicina e isoniacida, con sensibilidad del
95%-98%.% La desventaja de este sistema para la
deteccion de resistencia a etambutol, pirazinamida y
estreptomicina (esta droga ya no se utiliza en el tra-
tamiento, pero, en ciertas ocasiones, es necesaria su
incorporacion) radica en su baja reproductibilidad,
por lo que se reserva su uso para los laboratorios
de referencia nacional que posean otros métodos
para confirmar los resultados a estas drogas. Las
indicaciones ya fueron enumeradas anteriormente.

Pruebas de sensibilidad genotipicas (Line Probe
Assay, LPAs)

La amplificacién y detecciéon de acidos nucleicos
del Complejo M. tuberculosis es una tecnologia
que ha demostrado ser muy sensible y especifica.
Algunas tecnologias de amplificacién tienen la gran
ventaja de poder detectar también resistencias a
determinados farmacos antituberculosos.

La PCR en tiempo real aplicada en algunas
herramientas es la tecnologia mas utilizada en la
actualidad. Estas herramientas detectan el ADN
de Complejo Mycobacterium tuberculosis y pueden
distinguir mutaciones en genes relacionadas con
la resistencia a los farmacos. Por lo general, po-
seen un costo considerable y exigen capacitaciéon
de personal para dar adecuadas respuestas a los
requerimientos en materia de estandares interna-
cionales y de auditoria externa.'® 2!

Los LPA son una familia de pruebas basadas
en PCR multiplex e hibridacién reversa en tiras.
Amplifican segmentos de los genes donde se pro-
ducen las mutaciones mas frecuentes que originan
resistencia.!

Ademaés, amplifican un segmento especifico
del Complejo M. tuberculosis, por lo que también
permiten detectar al complejo. Entre los aislamien-
tos de M. tuberculosis resistentes a rifampicina e
isoniacida, la resistencia de hasta un 5% y 15%,
respectivamente, podrian no ser detectadas por
estos sistemas porque tienen alteraciones genéticas
en regiones no investigadas por ellos.

Los LPA son técnicamente més complejos de
realizar que el ensayo Xpert MTB / RIF-ULTRA
o XDR; sin embargo, también pueden detectar
resistencia a una gama de agentes de primera y
segunda linea (por ejemplo, isoniacida, fluoroqui-
nolonas e inyectables) y sus resultados se pueden
obtener en 24 h.

Hay dos grandes grupos de ensayos:*

* Los que detectan CMT y resistencia a los
agentes antituberculosis de primera linea (co-
nocidos como LPA de primera linea [FL-LPA])
por ejemplo, GenoType MTBDRplus vl y v2,
Genoscholar NTM + MDRTB II.

* Los que detectan resistencia a los agentes anti-
tuberculosis de segunda linea (conocidos como
LPA de segunda linea [SL-LPA]), por ejemplo,
GenoType MTBDRsl
La implementaciéon de LPA para detectar la

resistencia no elimina la necesidad de realizar el

cultivo convencional y la PS fenotipica, ya que
desempenan un papel critico en el seguimiento de
las respuestas de los pacientes al tratamiento y la
deteccion de resistencia adicional a otras drogas.”

En general, los LPA no pueden ser empleados
como prueba diagnéstica inicial en reemplazo del
ED, porque tienen sensibilidad limitada y requie-
ren ser realizados en laboratorios con cierto nivel
de complejidad.?!
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Dada la creciente incidencia de TBMR, el siste-
ma LPA ha sido evaluado para detectar o descartar
TBMR y tuberculosis extensamente resistente
(TBXDR).

Otras técnicas moleculares para identificacion de
especie o su clonalidad

La secuenciacién de nueva generacién (NGS) tiene
un gran potencial como método para diagnosticar
rapidamente la TB resistente a medicamentos (TB-
DR) en diversos entornos de laboratorios clinicos
de referencia en todo el mundo.?

El enfoque NGS supera muchos de los desafios
importantes asociados con las pruebas fenotipicas
convencionales, asi como las limitaciones de otras
pruebas moleculares menos completas, al propor-
cionar informacién rapida y detallada de secuen-
cias para multiples regiones de genes o genomas
completos de interés. Sin embargo, la adopcién de
estas tecnologias para el diagnéstico de TB-DR se
ha visto obstaculizada debido a los altos costos, la
integracion dentro de los flujos de trabajo del labo-
ratorio, los requerimientos de capacitacion técnica
para la utilizacién de la tecnologia y la necesidad
de una orientacién experta respecto al manejo y
la interpretacioén clinica de los datos.??

Otros métodos de diagndstico complejos estan
dirigidos a conocer la transmisién de la enfermedad
en la comunidad; esto se logra mediante la iden-
tificacion de la clonalidad de especies por técnicas

moleculares, como ser RFLP (polimorfismo de la
longitud de los fragmentos de restricciéon) o por
técnicas de secuenciacién de genoma completo
(SGC). En todos los casos, su uso queda restringido
a laboratorios centrales de referencia.?

En la Tabla 3, se resumen los métodos de diag-
néstico de este nivel de complejidad.

CONCLUSIONES

La estrategia y metas para la prevencion, la aten-
cién y el control de la tuberculosis después del
2015, que en forma abreviada es llamada “Fin a
la TB”, aprobada por la 67.° Asamblea Mundial de
la Salud en mayo del 2014 a través de la Resolu-
cion WHA 67.1 y lanzada por la OMS, propone un
abordaje del control de la TB que va mas alla del
sector de salud. Toma en consideracién los factores
biol6gicos, las condiciones socioecondémicas que
define a las poblaciones en mayor riesgo de padecer
de TB, asi como el fortalecimiento de la investiga-
cién de nuevas vacunas, los métodos diagndsticos y
medicamentos que trazaran el camino para llegar
a la eliminacién de esta enfermedad.

Los recientes avances en el diagnéstico de TB
proveen una oportunidad para mejorar la capaci-
dad de los laboratorios hacia un diagndstico certero
y precoz de la TB sensible y resistente. Uno de
los elementos centrales para la adopcion de estas

TABLA 3. Métodos de diagndstico correspondientes al tercer nivel de complejidad

Método Indicaciones

Pruebas fenotipicas de identifica-
cion de especie. LF

Cultivos sélidos o liquidos
positivos

PS fenotipicas a drogas de pri-
mera linea

Mismas indicaciones que para el
segundo nivel de complejidad.
EI MGIT es el sistema mas utiliza-
do en la deteccién de resistencias

Ventajas Limitaciones
Rapidez No identifica especies dentro del CMT
Sencillez.

Alta sensibilidad y especificidad
Rapidez. Baja reproductibilidad para drogas como
Sencillez. E,ZyS.

Alta sensibilidad y especificidad.
Método patrén de oro

identificacion de especie. NSG

racién para la identificacion de
mutaciones

Informacién muy detallada sobre
secuencias

aReH
PS genotipicas a drogas de 1.°- | Necesidad de deteccion rapida de Rapidez. Costo elevado.
2.° linea. GenoType MTBDRplus resistencia a drogas Detecta TBMR y TBXDR Capacitacion del personal.
y GenoType MTBDRsl No elimina la necesidad del cultivo y la PS
convencional
Otras pruebas genotipicas para | Secuenciacion de nueva gene- Rapidez. Costo elevado.

Capacitacion del personal.
Interpretacion de resultados

Pruebas genotipicas de clona-
lidad.

Estudio de transmisibilidad de
cepas en una comunidad

Rapidez.
Informacién muy detallada sobre
secuencias

Costo elevado.
Capacitacion del personal.
Restringido a centros de referencia

CMT: Complejo Mycobacterium tuberculosis; LF: Inmunocromatografia lateral; MGIT: Método de crecimiento de micobacterias en tubo; R: Rifampi-
cina; H: Isoniacida; E: etambutol; Z: pirazinamida; S: estreptomicina; TBMDR: Tuberculosis multirresistente; TBXDR: Tuberculosis extremadamente
resistente; PS: Prueba de sensibilidad; NSG: Secuenciacién de nueva generacion; RFLP: Polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion.

SGC: Técnicas de secuenciacion de genoma completo.
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nuevas tecnologias es la existencia de politicas de
diagnéstico, que incluyan tanto la incorporacién
de estas técnicas en los algoritmos diagnésticos
como el establecimiento de planes de capacitacion
y evaluacién externa de calidad de las técnicas
incorporadas.

Conflicto de intereses
Los autores de este trabajo no declaran conflicto de interés
alguno.
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