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j ARTICULOS DE REVISION

DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS
POR EL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

R

Oriana Rivera Lozada *

RESUMEN

La tuberculosis es la primera causa de muerte por enfermedad infecciosa en el mundo, y continua siendo considerada
por la Organizacion Mundial de la Salud(OMS) como un problema mayor en la salud publica. Uno de los principales
inconvenientes, es el diagndstico, el cual presenta muchas limiiaciones; como respuesta, la investigacion busca mejorar la
calidad de las pruebas convencionales y la implementacion de técnicas moleculares con el fin de lograr métodos rdpidos
y confiables que acorten el tiempo de diagnostico y sean asequibles a toda la poblacion. El objetivo de estd revisicn es
describir algunos métodos de diagndstico para la tuberculosis por el laboratorio de Microbiologia, desde las técnicas
tradicionales a las nuevas metodologias, presentando sus ventajas, desventajas y su posibilidad de ser aplicada a las
poblaciones afectadas como parte de la estrategia para la lucha contra la tuberculosis.
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ABSTRACT

Tuberculosis is the first cause for death by infectious disease in the world. And today, it continues to be considered a major
problem in public health based on the World Heath Organization (WHO). One of the first problems is the diagnosis, which
encounters many limitations. As a result, research on this area seeks to develop new techniques and to better the quality
of the existing ones as well as to implement new molecular tests with the goal of achieving accurate a feasible methods
that would guarantee it reaches the general population. The objective of this revision is to describe some methods of diag-
nosis of Tuberculosis performed by the Laboratory of Microbiology in an attempt to show and to compare the traditional
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methodologies to the newest ones by showing its advantages and disadvantages and the possibilities to apply them to the
affected population as part of the general strategy to combat this disease.

Key Words: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis, methods, diagnosis,.

INTRODUCCION

La tuberculosis es considerada a nivel mundial como una
enfermedad reemergente que sigue siendo un grave proble-
ma de salud piiblica en muchos paises, entre ellos Colombia;
segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) gran
parte de la poblacién mundial ha tenido contacto con el
bacilo tuberculoso y podria presentar la enfermedad en los
préximos afios (1- 3).

Apesar de haberse descubierto la etiologfa desde hace mas
de 100 afios, ¢l problema continua creciendo y en 1993
fue declarada una emergencia mundial (4,5). Segln datos
de la OMS publicados en el séptimo informe global sobre
tuberculosis (TB)(6), la enfermedad se incrementa en un
0.4% cada afio. Del afio 2001 se informaron 3.8013.109
casos de los 8 millones/afio estimados, para una incidencia
global por afio 60/100.000 habitantes. Colombia notificd
a la OMS 11.480 de los 19.970 estimados, tasa de 27 por
100.000 habitantes. En el departamento del Cauca la tasa
de casos notificados en el 2005 fue de 24.36 por 100.000
habitantes incrementéndose en comparacién con la de 1994

de 17.94 por 100.000 (7).

Dentro de las estrategias para combatir la tuberculosis, el
diagnéstico subyace como uno de los pilares méas impor-
tantes, debido a que permite la atencién e inicio del trata-
miento y en consecuencia minimiza los riesgos de contagio
y dispersién de la enfermedad. (8-10)

La baciloscopia, es la técnica de oro para el diagnostico de
la tuberculosis en el laboratorio, ésta técnica diagnostica
a los enfermos con tuberculosis pulmonar bacilifera que
son una fuente de diseminaci6n de la enfermedad, y es en
estos donde se han observado las mayores limitaciones, ya
que son necesarias 10.000 bacterias por ml para arrojar
un diagnéstico (11,12). Por otro lado el cultivo bacteriano,
tiene la desventaja de tardar entre 2 y 8 semanas para arrojar
un resultado positivo, lo cual repercute en incertidummbre y
retraso en el diagnéstico de pacientes baciloscopia negativa,
con la consecuente demora en el tratamiento, deterioro del
paciente y propagacion de la enfermedad. (13)

En los tltimos afios se ha tomado conciencia que para lograr
la erradicacién de la tuberculosis, es importante mejorar

nuestros métodos diagnésticos, es as{ como se han desarro-
llado nuevos sistemas de diagndstico e identificacién que
permiten reducir de una manera importante el tiempo para
el reporte de los resultados lo mismo que su sensibilidad
y especificidad.

Este articulo pretende brindar una revisién sobre las
diferentes técnicas y métodos para el diagndstico de la
tuberculosis por el laboratorio de microbiologia.

BACILOSCOPIA Y TINCIONES
ACIDORRESISTENTES

Uno de los métodos convencionales més répidos para la
deteccién de las micobacterias, es la baciloscopia, que
consiste en la visualizacién microscopica mediante la tin-
cién de Ziehl-Neelsen para la bisqueda de bacilos dcido
alcohol resistentes (BAAR) en preparaciones obtenidas
de los diferentes especimenes biologicos. Es muy util en
tuberculosis pulmonar, donde con tres baciloscopias de
esputo se puede establecer la presencia de micobacterias
enun 70% a un 80% (2, 4,6, 9,14).

En ésta técnica se utilizan dos tipos de coloraciones para
microorganismos acidorresistentes: las coloraciones con car-
bolfuscina Ziehl-Neelsen (Coloracién en caliente), Kinyoun
(Coloraci6n en frio); y la Coloracion con fluorocromo Aura-
mina O, con o sin un segundo fluorocromo, la Rodamina.

Coloracion de Ziehl-Neelsen

La pared celular de las micobacterias confiere la singular
capacidad de ligarse al colorante fuscina de modo que
resiste la accién del alcohol acido. El mecanismo de la
4cido alcohol resistencia, es un mecanismo doble que
requiere la penetracion de la fuscina al citoplasma bacilar,
asi como la interaccién quimica con los 4cidos micolicos y
los péptidos glicolipidos presentes en la pared celular de las
micobacterias. Esta reaccién impide la salida de la fuscina
atrapada en el citoplasma celular, cuando es expuesta a la
accion del alcohol 4cido.

El papel del mordiente (solucién fenolada) es definitivo
porque fomenta la penetracion de la fuscina y su union con
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los glucopeptidos bacilares, haciéndola mas liposoluble y
menos hidrosoluble. Esta reaccién de tincién permite la
visualizacién de los bacilos rojos contra un fondo azul, lo
que se denomina bacilos acidorresistentes. (15)

Aunque las técnicas de Ziehl-Neelsen y Kinyoun en teoria
son las mismas, la experiencia de algunos investigadores
indica que la primera es més sensible para detectar micobac-
terias de crecimiento rapido. La sensibilidad de las tinciones
acidorresistentes varia entre 40-75% (15- 17).

Existen estrategias para aumentar la sensibilidad como
recolectar entre 5-10 ml de esputo, recolectar tres muestras
de esputo como minimo, en caso de tuberculosis pulmo-
nar, debido a la liberacién irregular e intermitente de estas
bacterias a la luz bronquial (11, 17).

Coloracién Auramina-Rodamina

La auramina-O y la rodamina son colorantes inespecificos,
fluorescentes bajo luz ultravioleta que se unen a los 4cidos
micolicos de las micobacterias soportando la decolora-
cion con alcohol-4cido. Esta coloracion tiene la ventaja
que puede ser observadas con menor aumento de 200x
y 400x, permitiendo la observacién de las muestras en
menos tiempo y con mayor sensibilidad en las muestras
paucibacilares (18).

En la experiencia de la Corporacion para la Investigacion
Biologica, (CIB) de Antioquia con 120 muestras en donde
evaluaron la coloracién de auramina-rodamina con la
convencional, como Kinyoun, reportaron una sensibili-
dad del 96.5% y una especificidad del 98%. (19). También
observaron diferencias en los tiempos de lectura, entre las
dos coloraciones, donde demostraron que el tiempo de
lectura se acortaba cuando se utilizaba auramina rodamina
y se incrementaba con kinyu (3 min. vs. 15 min.). Estas
diferencias en los tiempos de lectura no tiene un gran
impacto en la oportunidad del resultado cuando se tiene
mucho volumen, sino en el costo de la prueba, las cuales
a largo plazo se hacen equiparables a los de las coloracio-
nes convencionales a pesar de necesitar un equipo costoso
como el microscopio de fluorescencia. La Tabla 1 expresa
la comparacién de los tiempos necesarios para lecturas de
examenes directos utilizando las diferentes tinciones.

Ulukanligil y col. También compararon dos métodos de
tincién, la fluorescencia y el Ziehl-Neelsen en un total
de 465 muestras obtenidas de 295 pacientes con el fin de
determinar la sensibilidad para detectar la tuberculosis,
ellos demostraron que la sensibilidad de una muestra por
fluorescencia es del 83%, 2 muestras 83% y 3 muestras

92%, frente 61%, 66%, 80% respectivamente, cuando se
realizaba por el método tradicional.(20).

MEDIOS DE CULTIVO

Los métodos tradicionales de cultivo emplean medios
sélidos y liquidos como lo son los medios Lowestein-
jensen. Kirchen, Middlebrook (7H9, 7H10 Y 7H11),
Ogawa Kudoh (OK), Stonebrink modificado por Giraldo
(STG).

Los medios sdlidos pueden basarse en huevo o agar,
ademds de contener suplementos antibacterianos que
impidan o disminuyan el crecimiento de la microbiota
acompafiante. Estos requieren tres semanas en promedio
para la deteccién del crecimiento de las micobacterias y
otras 3-4 semanas para obtener las pruebas de sensibilidad
a antimicrobianos (11)

Los medios de cultivo liquidos logran un crecimiento més
rapido con una mayor sensibilidad y se recomienda su uso
en conjunto con medios s6lidos para el diagnéstico rutinario
de la tuberculosis. La Sociedad Americana del Térax re-
comienda incluir siempre un medio de cultivo sélido para
todos los especimenes clinicos que se sospeche contengan
Mycobacterium tuberculosis. (21)

Este panorama ha generado la aparicién de multiples téc-
nicas microbiolégicas, radiométricas y moleculares cuya
utilizacién permite disminuir de una manera importante el
tiempo necesario para el diagnostico. Aunque estés técnicas,
por su alto costo, pueden estar fuera del alcance de mayoria
de los paises en desarrollo, donde se localiza el 95% de los
casos de tuberculosis (2,6, 9).

Tabla 1. Comparacién entre los tiempos requeridos para
observar extendidos negativos coloreados con una colora-
cién convencional y Auramina-Rodamina

AURAMINA-

CONDICION RODAMINA FUSCHINA
Aumento 400X 1000X
Méximo de campos 30 300
observados
Tiempo total para obser- 3 Minutos 15 Minutos

var un extendido

12 horas con
50 minutos

2 horas con 5
minutos

Tiempo total para 50
extendidos




H
(B

Rev. Fac. Ciexnc, Satuvp. Unry. Cauca
Vor10 No.1 Marzo 2008

METODO DE CULTIVO EN CAPA
DELGADA (MCD)

=1 medio de cultivo utilizado para el método de agar en
capa delgada (MCD) es el medio Middlebrook 7H11 su-
plementado con OADC (4cido oleico, albimina, dextrosa
v catalasa) y antibioticos. Cuando se usa éste como capa
delgada, por ser un agar transparente, permite visualizar
tempranamente, al utilizar un microscopio convencional,
las microcolonias cuya morfologia puede sugerir la especie
de micobacteria que esta creciendo (18, 22). Las microco-
lonias caracteristicas de M. tuberculosis en la capa delgada
se identifican por lamorfologia inicial, teniendo en cuenta
la consistencia, los bordes de las colonias y la tendencia a
formar cordones como se ha descrito tanto en los medios
liquidos como sdlidos.

El MCD resulta ser un método util y rapido que permite
detectar el crecimiento de micobacterias, acortando los
tiempos de deteccion (aproximadamente 11 dfas) (23,24)
los cuales son semejantes a los tiempos reportados para
los medios liquidos y radiometricos. Esta técnica (MCD)
no requiere de un equipamiento adicional, solamente los
clementos usuales. Otra ventaja es que permite la identifi-
cacién al mismo tiempo que detecta el crecimiento, debido
ala morfologia de las microcolonias. Es util en laboratorios
con volumen de muestras bajo o medio. Su bajo costo,
su facil implementaci6n lo convierten en una alternativa
rapida para detectar M. tuberculosis frente a los métodos
tradicionales. (24).

SISTEMA MGIT

El sistema denominado MGIT (Mycobacterial Growth
Indicator Tube, Becton Dickinson and Company, Sparks
MA, USA), es un tubo con medio liquido (Middlebrook
7H9), el cual tiene como caracteristica tener adherida
una resina en ¢l fondo del tubo, que tiene la capacidad
de fluorescer bajo la luz ultravioleta (365 nm), cuando
disminuye la tensién de oxigeno en el medio, al ser éste
consumido por la Micobacteria cuando esta en proceso de
crecimiento (25).

En este sistema, el tiempo promedio para la deteccion
del crecimiento de la Micobacteria es de aproximadamente
13 dfas, tampoco utiliza elementos radioactivos y podria
utilizarse en un formato manual o un formato automatizado,
dependiendo del volumen de muestras de los laboratorios.
(25-29) Su sensibilidad y especificidad es del 84.0%, 94.1%
respectivamente. Y en muestras paucibacilares la sensibili-
3z2d se encuentra alrededor del 15.5%. (30) Su desventaja

es que por ser un medio de cultivo liquido requiere de
un subcultivo en un medio sélido, para poder realizar las
pruebas de identificacion y de sensibilidad posteriormente.
De lamisma manera se ha podido demostrar que tanto el
sistema MGIT o el sistema de capa deigads podrian ser
utilizados para complementar la forma tradiciopal como
se realiza el diagnéstico de la tuberculosis. aumentando
su rapidez y su efectividad. (30)

SISTEMA BACTEC

Es uno de los métodos para la deteccién del crecimiento
de micobacterias permitiendo establecer los patrones de
susceptibilidad a los antimicrobianos. Este sistema permite
inocular las micobacterias en un medio liquido el cual con-
tiene un intermediario metabodlico como el 4cido palmitico
marcado con C"( 4cido palmitico 1-C'¥) Las micobacterias
al utilizar dicho metabolito para su crecimiento, producen
C"0, libre, por encima de la fase liquida del cultivo en un
sistema de cdmara i0nica.(31)

Con este sistema las muestras pueden encontrarse positivas
en un periodo de 7 a 18 dias, en comparacién con 25 dias
de los métodos estandar.(31-34). También recupera el 91%
de los aislamientos totales frente a un 73% de recupera-
cion del medio (L]). Al igual recupera Micobacterias no
tuberculosas (MOOTT) en muestras positivas y negativas
(100% vs. 83%). (31)

El sistema BACTEC es unmétodo rdpido, sensible, eficien-
te para el aislamiento y diferenciacién de las Micobacterias,
encontrandose altas tasas de aislamiento con dicho sistema;
su tiempo promedio es de 15.5 dias frente a 25.6 dias del
LT (31-34). La desventaja es la posibilidad de transmisién de
las micobacterias por escape de aerosoles debido al aumento
de la presion de gas en los frascos de cultivo.

BACTEC 9000

BACTEC 9000 es un método no radiométrico fluorescente
que utiliza O,y fluorescencia, la fluorescencia del sensor
funciona cuando el oxigeno disminuye e indica crecimiento
de los microorganismos.(34,35). Este sistema presernta una
sensibilidad y unos tiempos de deteccién muy similares
al sistema Bactec 460 y muy por encima del método tra-
dicional LT ( 95.1%, 92% y 69:3% ; 10.3,10Y 25 dias
respectivamente).(34)

Este sistema es recomendado en muestras pulmonares, por
su alta tasa de recuperacion (100%), aunque presenta una
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alta tasa de contaminacién (4.1%) versus BACTEC 460
(2.0%), debido a que el medio es muy enriquecido, y su
volumen es muy alto (40 ml). (34,35). Pero tiene la ventaja
que no utiliza materiales radiactivos.

Difco ESP culture system ii

El ESP Culture System II (ESP II; Difco Laboratories,
Detroit, Mich), es un sistema automatico que detecta el
crecimiento del microorganismo, basado en el cambio de
presion en el fondo del caldo, el cual permite medir la
produccion o consumo de gas por la actividad metabdlica
de el microorganismo cuando crece. El metabolismo de las
Micobacterias es caracterizado por el consumo de oxigeno,
el cual es detectado al reducir la presion en las botellas.

(36, 37,38).

Al ser evaluado con otros sistemas, éste arrojé una tasa
de recuperacion de micobacterias del 87% con un tiempo
promedio de 13 dias. (36). Cuando se combina con el
sistema Bactec se encuentran unas tasas de recuperacion
superiores y no se reportan diferencias significactivas con
el Bactec. La diferencia es en el volumen de muestra que
puede ser inoculado (10 ml vs. 5 ml); y que este sistema
presenta mejor tasas de recuperacion en muestras de sangre
(36-38).

Growth Indicator Tube with MB Redox

El sistema MB Redox esta suplementado con una sal de
tetrazolium como indicador de crecimiento. Durante el
crecimiento de la bacteria la sal de tetrazolium es reducida
a rosado, rojo o violeta. También contiene un complejo vi-
taminico que acelera el crecimiento de las Micobacterias.

La tasa de recuperacién para M tuberculosis es de 72.3%
(29). El promedio de tiempo de deteccion de M. tuberculo-
sis en extendidos positivos es de 6.9 dias. Es un sistema
rapido, sensible y facil de manipular, y no requiere de costo
adicional del instrumento. Presenta una rata de contami-
nacion aceptable que no causa problemas, pudiendo ser
utilizadas como herramientas viables en el laboratorio de
Micobacteriologia. (29)

BACTEC MGIT 960 System

Es un sistema automatico con alta capacidad, que utiliza una
fluorescencia no radioactiva, los viales de cultivo contienen
un sensor fluorescente que responde a la concentracién de
oxigeno en el medio de cultivo por medio de un fotodetec-
tor que mide la fluorescencia cada 60 minutos. (39-41)
Los niveles de fluorescencia corresponden al aumento de

oxigeno consumido por el organismo en el inoculo y es
proporcional al numero de bacterias presentes.

La tasa de recuperacion de Micobacterias tuberculosas
(MTB) es del 96.4%. El tiempo promedio para la deteccion
de M. tuberculosis en frotis positivos fue 12.6 dias (26,39)
para extendidos negativos fue de 15.8 dias(26,39 ). Es un
sistema mucho més rapido para la recuperacion de muestras
negativas y es una buena alternativa para no utilizar medios
radioactivos.(26,39-41)

AMPLIACION GENOMICA (PCR)
PARA EL DIAGNOSTICO

Esta técnicas estan basadas en la amplificacidn del genoma
de las micobacterias como la reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) la cual se utiliza para realizar el diagndstico
rapido. Estas pruebas son sensibles en el diagndstico de
tuberculosis pulmonar paucibacilares y en la tuberculosis
extrapulmonares. Su sensibilidad varia entre el 9 y el
100% y su especificidad entre el 25% y 100% (42, 43 ),
dependiendo de diversos factores, como los oligonucleo-
tidos iniciadores usados, el tipo de muestra, los métodos
utilizados para la extraccion de DNA, los métodos y pro-
tocolos para la amplificacion y deteccion de los productos
y la experiencia del laboratorio.

Esta técnica esta avalada para evaluar muestras de esputo
tincion positiva, pero no se ha definido la utilidad del PCR
para el diagnéstico de pacientes con tincidn negativa y
cultivo positivo ni tampoco en pacientes con tuberculosis
bacteriolégicamente negativa (42).

Infortunadamente este método tiene algunas dificultades
como no diferenciar entre infeccién aguda, reactivacion,
foco inactivo o la presencia de bacilos muertos por lo cual
se pueden dar muchos falsos positivos, limitando su uso
(42-44)

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
PRESION (HPCL) PARA DETERMINAR
PATRONES DE ACIDOS MICOLICOS

El analisis de los 4cidos micolicos, componentes lipidos de
la pared de las micobacterias, por cromatografia liquida de
alta presion acoplada a un detector ultravioleta (HPLC-UV)
es un meétodo rapido de identificacion a partir de cultivos
ya aislados. Permite la deteccion a partir de 10° unidades
formadoras de colonias (UFC) y por lo tanto, puede em-



18

Rev. Fac. Cienc. Satup. Untv, Cauca
Vor10 No.1 Marzo 2008

plearse a partir del cultivo inicial, es decir, en 2-4 semanas
es posible obtener la identificacién (45, 46).

Los patrones cromatograficos de los dcidos miclicos son
especificos para especie, lo que permite la identificacion
de las distintas especies de micobacterias con un solo
procedimiento de laboratorio que tarda 2 horas (proceso
de extraccién) y 12 minutos (separacion cromatografica),
reduciendo el tiempo de identificacién en 4 semanas. Esto
implica la iniciacién més precoz de la terapia antimico-
bacteriana y el mas réapido control de la diseminacién de
la infeccidn.

La sensibilidad de HPCL para la identificacion de M.
tuberculosis es del 97.5% y la especificidad del 100%.
(47) convirtiéndose en un método rapido, reproducible,
sensible y especifico cuando se compara con las pruebas
bioquimicas. Este método ha sido mejorado mediante la
utilizacién de un detector de fluorescencia a cambio del
ultravioleta. De esta forma, la sensibilidad se incrementa
200 veces, permitiendo la identificacién de micobacterias
directamente a partir de muestras clinicas o de cultivos con
escaso crecimiento (48,49).

Una ventaja adicional del método HPCL es que permite
diferenciar a las micobacterias de otros microorganismos
que contienen 4acidos micolicos en su pared tales como
Rhodoccoccus, Nocardia, Gordona y Corynebacterium
(44,49)

MAPIA (Prueba Serolégica Multiantigénica)

La posibilidad de obtener un diagnéstico serologico de
tuberculosis ha sido estudiada desde mucho tiempo atras.
El primer intento por desarrollar una prueba seroldgica
fue realizada en 1898, con una prucba de aglutinacion la
cual no tuvo éxito (50). Posteriormente, se identificacion
y purificaron antigenos como la proteina de 65Kd (51), el
antigeno 5 (52) y sustancias no proteicas como el lipoarabi-
nomanan y los glicolipidos fenolicos que al final resultaron
ser inespecificos de especie (53). Después de innumerables
intentos se traté de buscar antigenos especificos de especie;

. —=: =miZizdos fueron la proteina de choque térmico
A6O (53) el complejo antigénico 85(54) la protefna de 38
Kd (55), el complejo antigénico 45/47 Kd (56), el antigeno
de 16 Kd, (57), 1as proteinas ricas en glicina PE_PGRS (58)
y el antigeno 85b (59).

Los resultados de las investigaciones han sido variables
siendo su principal limitacion la baja sensibilidad atribuida a
la gran variabilidad del patrén de reconocimiento antigénico
que se encuentra en los individuos, por lo tanto, las pruebas

que utilizan antigenos tnicos no alcanzan los valores de
sensibilidad 6ptimos, en consecuencia se deben utilizar
combinaciones de antigenos en vez de uno. (61,62,63).

La técnica Mapia esté basada en la inmovilizacién de una
serie de antigenos dentro de una membrana de nitrocelulosa
mediante microinyeccién semiautomatica, seguida por el
desarrollo de una técnica inmunocromégena que detecta la
presencia de anticuerpos Ig G, cuyo resultado se obtiene
por evidencias visuales, sin requerimiento de equipos. Es
una técnica simple, rapida, no invasora que no requiere
aislamiento ni cultivo del patégeno, y cuya lectura puede
ser visualmente por una persona entrenada.(63,64) Tiene
como desventaja su baja y variable sensibilidad debido
a que los pacientes responden a diferentes antigenos y no
existe un antigeno dominante en la tuberculosis (60,61,65 ).
Los valores de sensibilidad y especificidad varian entre el
5%, v el 100%, el cual depende de la mezcla de antigenos
que se este utilizando respectivamente, por consiguiente
las combinaciones mejoran la sensibilidad hasta un 81%
pero se obtienen valores de especificidad inferiores al 57%.
( 65) Sin embargo, no se logra discriminar entre infeccion
y enfermedad, lo cual constituye una gran limitacion de la
prueba (65) considerando que en nuestro pais la prevalen-
cia de tuberculosis y de lepra son altas, y hay presencia de
infecciones micobacterianas causadas por micobacterias
ambientales, de modo que se hace necesario diferenciar
entre infeccién y enfermedad.

La consecucién de una prueba seroldgica que sea diagnos-
tica para tuberculosis no es facil, esta técnica podria ser
utilizada como una prueba de tamizaje més no como prucba
diagnéstica confirmatoria.

TECNICAS MOLECULARES
RECIENTES

Técnicas moleculares recientes determinan la presencia
de M. tberculosis por deteccion especifica de secuencias
de 4cidos nucleicos después de la amplificacion. La FDA
(The Food and Drug Administration) ha aprobado hasta el
momento solo dos técnicas, el Amplicor M. tuberculosis
test (Amplicor; Roche Diagnostic System) y el Enchanced
M. tuberculosis Direct Test (E-MTD; Gen-Probe, San
Diego).

Alinicio ambas técnicas fueron aprobadas para usarse s6lo
en muestras clinicas positivas, debido a su baja sensibili-
dad y especificidad en muestras de pacientes baciloscopia
negativa (70-80%). En 1999, con unas variaciones fue
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aprobada para usarse en pacientes con baciloscopia nega-
tiva, mostrando una sensibilidad mayor al 85%.

AMPLICOR TEST

Esta técnica detecta la presencia de mycobacterial 16 S
ribosomal RNA (rRNA) gen el cual es amplificado por
PCR, seguido de una reaccién de ELISA. Los especime-
nes son decontaminados con NaOH y luego se amplifica
el gen 16S rRNA.. La presencia de biotina labil amplicon
es detectada por una reaccién ELISA y medida en un fo-
tometro. Esta técnica reporta una especificidad del 99% y
una sensibilidad del 80%-92%. (66)

E-MTD

Este ensayo es basado en la trascripcién mediada por un
sistermna de amplificacion (TMA). El mycobacterial IRNA
es amplificado por TMA. EL RNA amplicon producido es
detectado en solucion usando luminométrico. Este ensayo
se encuentra aprobado solo para muestras respiratorias.
(67,68)

SISTEMA LCX (ABOTT)

Consiste en la amplificacién de un producto génico por
reaccién en cadena de la ligasa (LCR), el cual amplifica
un segmento del gen B, del cual s6lo hay una copia en
el genoma. Es especifico para miembros del complejo
Micobacteria y tiene una sensibilidad del 97-99% y una
especificidad del 90 al 100%. (69).

CONCLUSIONES

En los tltimos afios se ha producido un vertiginoso avance
en las técnicas diagnésticas de la tuberculosis. La aparicion
del virus de la inmunodeficiencia humana ha despertado
mds el interés en ellas, dado que contribuye a incrementar
la incidencia de la tuberculosis en el mundo. Es asi como
el diagnostico se convierte en la piedra angular dentro de la
lucha contra la tuberculosis, aunque se ha demostrado que
en el periodo comprendido entre la consulta y el diagndstico
se pierden alrededor del 40% de los casos.

De otra parte los avances tecnoldgicos v la variabilidad de
las pruebas de diagnéstico, se encueniran en los paises desa-
rrollados en contraste con los paises en vias de desarrollo

0 subdesarrollados, donde se concentra el mayor porcentaje
de enfermos que no pueden acceder a dicha tecnologia. Por
consiguiente, se hace indispensable implementar nuevos
métodos, en los laboratorios de micobacteriologia que
garanticen precision, bajo costo oportunidad de acceso a
toda la poblacién, sin que los costos sean muy altos.
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