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La tuberculosis (TB) continda siendo una de las enfermedades
infecciosas mas importantes que asolan a la humanidad’. Segtin la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en 2015 hubo en el mundo
10,4 millones de casos nuevos de TB activa y 1,8 millones de perso-
nas fallecieron por esta enfermedad’. Ademas se estimé que, en ese
afio, 480.000 personas desarrollaron una tuberculosis multirresis-
tente (TB-MDR; resistencia al menos a la rifampicina e isoniazida) y
alrededor de 100.000 personas mas tuvieron una TB resistente a la
rifampicina. Aunque la TB incide fundamentalmente en los paises
con escasos recursos econémicos, los grandes movimientos migra-
torios estan afectando a los paises mas ricos del planeta. El retraso
diagnoéstico, tanto el de enfermedad como el de TB resistente a
multiples farmacos, supone uno de los mayores obstaculos para
su control a nivel mundial’.

Desde un principio, el diagndstico microbiolégico de la TB se
ha fundamentado en métodos convencionales como la microsco-
pia, el cultivo y la subsiguiente identificacién fenotipica. El método
mas rapido, sencillo y econémico disponible es la baciloscopia, que
se basa en la observacién directa de bacilos acido-alcohol resis-
tentes mediante diversas tinciones (Ziehl-Neelsen o auramina)?>.
Sin embargo su escasa sensibilidad global (22-80% de los cultivos
positivos) ha restringido su capacidad diagnéstica, sobre todo en
las areas geograficas donde la incidencia de la TB es baja y en
las formas extrapulmonares (paucibacilares) de esta®>*. Ademas,
aunque la baciloscopia se utiliza como un marcador de la capa-
cidad de contagio del enfermo tuberculoso, hasta un 17% de la
transmisién se ha observado que se debe a pacientes con bacilo-
scopia negativa y cultivo positivo®. Por otro lado, a pesar de ser una
prueba con una buena especificidad (> 90%) en las areas de mayor
incidencia de aislamientos clinicos de micobacterias no tuberculo-
sas (MNT), la baciloscopia tiene un valor predictivo positivo bajo
(< 70%)>*. Por todo ello, en Espafia la baciloscopia tiene una uti-
lidad limitada, ya que actualmente se encuentra entre los paises
de baja incidencia tuberculosa (10,8 casos por 100.000 habitantes
y aflo) y, en cambio, con un aumento creciente de infecciones por
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MNT®7, A diferencia de la microscopia, el cultivo contintia siendo el
método de referencia por su buena sensibilidad y permitir el diag-
néstico de la mayoria de las 185 especies del género Mycobacterium
descritas en la actualidad, asi como acceder a estudios posteriores
con el aislado micobacteriano (identificacion, sensibilidad y tipi-
ficacién epidemiolégica)?*. No obstante, el mayor inconveniente
del cultivo es la lentitud de crecimiento del bacilo tuberculoso,
que retrasa el diagnéstico de la enfermedad. Si bien el cultivo ha
tenido un gran desarrollo en las dos tltimas décadas, mediante
nuevos mediosg sistemas automatizados no radiométricos como e®l
MB Bact ALERT  (bioMérieux, Marcy-I'Etolie, Francia), MGIT 960

(Becton Dickinson Diagnostics, Sparks, MD, EE.UU.) y VersaTREK”
(Trek Diagnostic System, Westlake, EE. UU.), adn se requieren varias
semanas para alcanzar la confirmacién microbiol6gica definitiva, y
mas aiin con los procedimientos de identificacién fenotipicos?®.
Por ello, en los tltimos afios se han planteado diversas estrategias
para lograr un diagnéstico rapido de la TB activa. Estas son muy
variadas y se fundamentan en la mejora de las técnicas convencio-
nales o la utilizacién de métodos genotipicos, proteémicos o incluso
basados en micobacteri6fagos. Por otro lado, es fundamental dife-
renciar el nivel de aplicacién, ya sea a partir de un microorganismo
crecido en un cultivo o bien directamente en muestras clinicas. En
el primer apartado el diagnéstico es algo mas tardio pero con una
mayor variedad metodolégica, asi como una mejor sensibilidad glo-
bal. Una de estas posibilidades, incorporada en los Gltimos afios,
es la detecci6on inmunocromatografica de la produccién del anti-
geno MPT64 por parte del microorganismo. Se trata de una técnica
sencillay muyrapida, sin apenas manipulacién, que se aplica en cul-
tivos crecidos tanto liquidos como sélidos para la identificacién del
complejo Mycobacterium tuberculosis®'0. Existen diversos produc-
tos comerciales (SD BIOLINE TB Ag MPT64 Rapid Test® kit, Standard
Diagnostics Inc., Yongin, Corea; Capilia TB®, TAUNS Laboratories
Inc., Numazu, Japén; BD MGIT TBc identification test®, Becton Dic-
kinson Diagnostics) que tienen una especificidad superior al 99,5%
y una sensibilidad cercana al 98,5%, determinada porque algunas
cepas del complejo (como se ha visto en algin Mycobacterium
bovis BCG) no logran producir esta proteina debido a mutacio-
nes, deleciones o inserciones en el gen que codifica el antigeno
MPT64° 10, La otra gran posibilidad técnica a partir de cultivos creci-
dos son los métodos moleculares. Ya en los afios noventa del siglo
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pasado se desarrollaron las sondas de ADN quimioluminiscentes
que identifican, por hibridacién con el ARN ribosémico micobac-
teriano y sin amplificacién previa, el complejo M. tuberculosis y
algunas otras especies relevantes de forma rapida y especifica®®.
Sin embargo, las sondas no estan disponibles para todas las espe-
cies patégenas, requieren una orientacion inicial para la eleccién
de la sonda adecuada, no detectan los cultivos mixtos y en algunos
casos hay pequeilos problemas de especificidad, como los descritos
en M. tuberculosis con Mycobacterium terrae y Mycobacterium cela-
tum. Con todo, estas sondas han sido durante mucho tiempo un
método de referencia en combinacién con los sistemas de cultivo
automatizados, logrando una sensibilidad y una especificidad supe-
riores al 99% para el complejo M. tuberculosis®®. En la actualidad los
métodos mads utilizados se basan en la amplificacién de secuencias
de ADN especificas y un posterior analisis postamplificacion que
puede consistir fundamentalmente en: a)la secuenciacién de los
genes hsp65, rpoB, gyrB y/o 16S rDNA y que se suele reservar como
método de referencia para la identificacién de MNT cuando otros
métodos rutinarios no han sido resolutivos, y b)la hibridacién en
fase sélida, de la que existen mltiples formatos comerciales (pla-
cas con micropocillos, tiras de nitrocelulosa y chips/arrays de ADN).
De estos, los mas ampliamente utilizados son los productos comer-
ciales que se fundamentan en la amplificacién de una zona genética
concreta del espacio intergenético 16S-23S (INNO—LiPA®, Innoge-
netics NV, Gante, Bélgica; Speed—Oligo®, Vircell, Granada, Espafia)
y el 23S rDNA (GenoType®, Hain Lifescience, Nehren, Alemania) y
posterior hibridacién del producto amplificado sobre las diferentes
sondas inmovilizadas en una tira de nitrocelulosa, que son de facil
lectura e interpretacién. En multiples estudios se ha observado que
estos sistemas tienen una buena sensibilidad y especificidad a partir
de cultivos tanto liquidos como sélidos, obteniéndose los resulta-
dos en una jornada laboral?>® !, Al hibridar con miltiples zonas
simultineamente, estos métodos permiten la deteccién de posibles
coinfecciones por diversas especies en una misma muestra. Ade-
mas se han desarrollado una amplia variedad de tiras, existiendo
la posibilidad de identificar las diferentes especies del complejo
M. tuberculosis. Esto es de gran utilidad epidemioldgica y, sobre
todo, terapéutica, ya que no todas las especies de este complejo
tienen la misma sensibilidad a los antituberculosos, como en el
caso de Mycobacterium bovis, que es resistente de forma natural
a la pirazinamida. Por otro lado, son destacables los pacientes con
cancer de vejiga superficial, donde se realizan tratamientos endo-
cavitarios mediante instilaciones con M. bovis-BCG para disminuir
el nimero de recurrencias y mejorar el intervalo libre de enferme-
dad. En estos casos es necesario monitorizar la presencia de esta
especie micobacteriana en la orina.

Dentro del diagndstico de la tuberculosis a partir de un cultivo
positivo, recientemente existe la opciéon de hacer un estudio pro-
teémico mediante el MALDI-TOF MS. Si bien este sistema identifica
el complejo M. tuberculosis, no es capaz aun de discernir entre las
diferentes especies que lo componen y requiere un cultivo muy
bien crecido, sobre todo cuando se trata de un medio liquido. Ello
ha hecho que suinterés se haya focalizado en la identificacién de las
MNT, aunque no se descarta que en un futuro muy préximo pueda
llegar a ser un método rapido, sencillo y econémico para el diag-
néstico de la tuberculosis a partir de cultivos, incluso liquidos'2.

En general, el aspecto mas relevante en el control de la enferme-
dad tuberculosa es larapidez diagnéstica, para conseguir asi romper
la cadena de transmisién (mediante el aislamiento, tratamiento
y estudio de contactos) y evitar multiples pruebas diagnésticas
infructuosas e incluso prolongadas estancias hospitalarias en deter-
minados casos. Para ello es imprescindible trabajar directamente
en la muestra clinica sin tener que esperar al cultivo. Una posi-
bilidad es la aplicacién de bacteriéfagos con afinidad especifica
por las micobacterias. Aunque son técnicas sencillas, rapidas (48 h)
y que requieren poco entrenamiento y equipamiento técnico, no

han demostrado una suficiente sensibilidad en la mayoria de los
estudios realizados para su implementacién en los laboratorios de
microbiologia clinica®!!. En la actualidad la mejor alternativa para
conseguir la deteccién e identificacion del complejo M. tuberculosis
directamente en la muestra clinica son los métodos moleculares
basados en la amplificacién de acidos nucleicos (AAN). En las dos
Gltimas décadas se han desarrollado muchas técnicas moleculares,
siendo las comerciales las mas aceptadas y recomendadas, sobre
todo por cuestiones de estandarizacion y control de calidad. Ade-
mas, se aconseja que estas pruebas se realicen siguiendo de forma
estrictalas instrucciones del fabricante, asi como la extracciéon auto-
matizada de los acidos nucleicos para, entre otras cosas, prevenir
las contaminaciones cruzadas. Todas estas técnicas se fundamentan
en la amplificaciéon de secuencias genéticas (ADN o ARN) espe-
cificas del complejo M. tuberculosis y su posterior deteccién por
hibridacién, lo cual no implica necesariamente la viabilidad de la
micobacteria. A pesar de la gran cantidad de evaluaciones reali-
zadas, ha sido dificil obtener en estos afios una evidencia cientifica
séliday concluyente sobre el tema, debido a la gran heterogeneidad
de los estudios y la ausencia de un buen método de referencia (gold
standard) microbiolégico, ya que sigue siendo el cultivo, cuya sen-
sibilidad tedrica es inferior a los métodos de AAN. No obstante, se
sabe que estos métodos son muy rapidos, cada vez son mas sencillos
y tienen un valor predictivo positivo (VPP) mayor que la microsco-
pia (>95%), y muy especialmente en las areas geograficas donde
hay un importante niimero de aislamientos de MNT'!3. Aunque
existen una amplia variedad y calidad de técnicas, las recomenda-
ciones actuales se circunscriben a muy pocos métodos comerciales.
De hecho, los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) y la
Food and Dru§ Administration (FDA) estadounidense recomenda-
ron el AMTD  (Amplified M. tuberculosis Direct Test; Gen-Probe
Inc., San Diego, CA, EE.UU.) y el Amplicor M. tuberculosis test”
(Roche Diagnostic Sytem Inc., Basilea, Suiza) en 1995 y 1996, res-
pectivamente, para el diagnéstico rapido de la tuberculosis'!"13. El
AMTD® es un método isotérmico (42°C)basado en la amplificacién
del 16S rRNA y una posterior transcripcién inversa e hibridacién,
mientras que el Amplicor se fundamenta en una PCR convencional
de un fragmento especifico del 16S rRNA y posterior hibridacién.
A pesar de que han ido desarrollandose otros buenos métodos,
como el BD Probe Tec ET Direct TB System® (Becton Dickinson
Diagnostic), el TB-LAMP® (Eiken Chemical Company Ltd.,®]ap6r1),
el GenoQuick MTB® (Hain Lifescience), el Fluorotype MTB~ (Hain
Lifescience), el Abbott Real Time MTB® (Abbott, IL., EE.UU.) o el
Anyplex plus MTB/NTM/DR—TB® (Seegene Inc., Sedl, Corea), entre
otros, fue en 2010 cuando se present6 el GeneXpert MTB/RIF® (Cep-
heid, Sunnyvale, CA, EE.UU., y FIND Diagnostics, Ginebra, Suiza),
que se ha convertido en el método mas utilizado y recomendado
en la actualidad por diversos organismos internacionales'-16, Se
trata de una nested semicuantitativa de PCR a tiempo real donde la
extraccién del ADN, la amplificacién de una zona concreta del gen
rpoB y la simultanea hibridacién con sondas fluorogénicas se rea-
lizan de forma automatizada e integrada en un cartucho. Es una
técnica rapida que en menos de 2h y con escasa manipulacién
detecta la presencia del complejo M. tuberculosis y las mutacio-
nes mas frecuentes relacionadas con la resistencia a la rifampicina
en este microorganismo (ver mas adelante)!*16, Desde la apari-
cién de todos estos métodos de AAN para el diagndstico de la
TB, las indicaciones para su utilizacién han ido evolucionado y
ampliandose. En la actualidad se recomienda utilizarlas (con baja
calidad de evidencia) en, al menos, una muestra respiratoria (pre-
feriblemente la primera) de pacientes con signos y sintomas de
TB pulmonar pero sin diagndstico definitivo, y cuando el resultado
de la prueba pueda influir en el tratamiento y acciones necesarias
para el control de la TB*!3-16, Cuando la baciloscopia es positiva
y la prueba de AAN es negativa, el diagnéstico de TB pulmo-
nar es poco probable*!3, Sin embargo, cuando la baciloscopia es
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negativa y la sospecha clinica es alta o intermedia, una prueba de
AAN positiva sugiere de forma presuntiva el diagnéstico de TB pul-
monar en espera del cultivo®!>. En el caso de la TB extrapulmonar
se recomienda utilizar las técnicas de AAN (con muy baja calidad
de evidencia), teniendo en cuenta que si estas son positivas existe
una elevada probabilidad de padecer una TB extrapulmonar, ya que
apenas existen falsos positivos®*. Por otro lado, las indicaciones de
estas técnicas se han hecho extensibles a la poblacién pediatrica
y para la deteccién de resistencia a la rifampicina y, por tanto,
de la TB-MDR*14.16_En general, cuando estas pruebas moleculares
son negativas no se puede descartar la enfermedad tuberculosa®!3.
Por ello, de forma clasica, en las diferentes guias y trabajos se ha
remarcado que estas técnicas no deberian utilizarse rutinariamente
cuando la sospecha clinica de TB es baja, ya que el VPP es inferior
al 50%*13, Al tratarse de una metodologia que no sustituye otras
pruebas diagnésticas, sino que es complementaria (con un impor-
tante valor afladido) a la metodologia habitual, el coste intrinseco
de las técnicas de AAN ha sido un tema de gran debate y contro-
versia. Sin embargo, en los Gltimos afios se ha ido observando que
la aplicacién rutinaria en pacientes con sospecha de TB permite
de forma global un ahorro potencial significativo. Ello ha sido bas-
tante patente en dreas con una elevada incidencia de TB e incluso
de TB-MDR'”. En este sentido, el trabajo de Herraez et al.'® publi-
cado en este nimero de ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y MICROBIOLOGIA
CLiNICA aborda un interesante estudio de coste-efectividad en el
diagnéstico de la TB mediante el sistema GenXpert MTB/RIF®. En
él se analiza el impacto econémico y sanitario de tres estrategias
de diagnéstico microbiolégico de la TB, comparando el método
habitual clasico del centro en donde se llevé a cabo, con dos situa-
ciones alternativas en las que la baciloscopia fue negativa pero en
una se seleccionaron los pacientes con una elevada sospecha cli-
nica de padecer TB y en la otra se incluyé a todos los casos. Se
observé que la introduccion del GeneXpert era mas coste-efectiva
que el procedimiento convencional, siendo especialmente renta-
ble la segunda alternativa de aplicacién en todos los casos con una
reducciéon del 70% de las estancias hospitalarias y del 75% en los dias
sin tratamiento especifico, aparte de un ahorro econémico teérico
de 1,8 millones de euros anuales, siempre y cuando a los pacien-
tes de TB se les realicen ingresos hospitalarios en la practica clinica
habitual, de 2 a 3 semanas segtn los casos. La importancia de este
trabajo radica en que se ha realizado en un area de baja inciden-
cia de TB, al igual que un estudio previo en nuestro pais, donde se
observé que la introduccién del GeneXpert en pacientes con sos-
pecha clinica de TB y baciloscopia negativa puede reducir costes
derivados de la hospitalizacién y pruebas diagndsticas posterio-
res, asi como el tiempo transcurrido hasta el inicio del tratamiento
antituberculoso'®. Igualmente en Alemania, con baja prevalencia
de TB, en un estudio reciente se observé que la introduccién rutina-
ria del GeneXpert, complementando o sustituyendo la baciloscopia,
podia reducir significativamente los gastos derivados del diagnés-
tico de la TB20,

Otras posibilidades de diagnéstico rapido de la TB pasaria por
la utilizacién de biomarcadores junto al paciente (point of care).
Este es un campo atn en desarrollo donde el marcador de acti-
vacién de células T (TAM-TB), compuestos volatiles organicos o el
lipoarabinomamano (LAM) parecen ser los de mayor interés®. Este
altimo ya se ha comercializado para la deteccién en orina del LAM
(LF-LAM, Alere DetermineTM TB LAM Ag®, Alere Inc., Waltham,
MA., EE. UU.), aunque de momento su sensibilidad es algo baja para
una implementacién general.

Uno de los aspectos mas relevantes y especificos en el diag-
néstico rapido de esa enfermedad es la TB resistente a los
antimicrobianos, y muy especialmente la TB-MDR por sus graves
implicaciones clinicas y epidemiolégicas. Los métodos moleculares
se basan en la deteccién de las mutaciones en las dianas cro-
mosémicas mas frecuentemente relacionadas con la resistencia

fenotipica a mdltiples firmacos'!?!. Actualmente existen diversos
productos comerciales basados en una PCR e hibridacién en tiras
de nitrocelulosa, como el INNO-LiPA® (Innogenetics) y GenoType®
(Hain Lifescience), que pueden detectar la multirresistencia a
partir del cultivo y muestra clinica, con excelente sensibilidad
y especificidad!!?!. Ademas, el sistema GenoType® (Hain Lifes-
cience) ha desarrollado otras tiras para el estudio genotipico de
la resistencia a otros farmacos, como inyectables de segunda linea,
fluoroquinolonas y etambutol. Aunque no existe un consenso total-
mente unanime, la OMS ha respaldado desde 2008 la utilizacién de
estos sistemas comerciales moleculares en las muestras de esputo
con baciloscopia positiva o aislamientos de cultivo en pacientes con
un elevado riesgo de padecer una TB-MDR o TB-XDR?!, si bien, estos
métodos no sustituyen la realizacion de las pruebas de sensibilidad
fenotipicas a los antituberculosos.

En resumen, las técnicas de biologia molecular se han cons-
tituido en una metodologia fundamental en el diagndstico
rapido de la TB activa pulmonary extrapulmonar, y de los casos gra-
ves de multirresistencia, con un coste-efectividad excelente incluso
en areas geograficas con una baja prevalencia de la enfermedad.
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