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RESUMEN

Con el paso del tiempo, desde su descubrimiento hasta nuestros dias, la tuberculosis no sélo no ha sido erradicada sino que afecta
aproximadamente a un tercio de la poblacién mundial. La aparicién del Virus de Inmunodeficiencia Humana ha contribuido al
recrudecimiento vy diseminacion de ésta, modificando tos patrones convencionales de tratamiento utilizados. La propagacién més facil
entre determinados grupos de poblacién, como aquellos que presentan escaso nivel econdémico o deficientes medidas higiénico-sanitarias
favorecen la diseminacién a la poblacién general. Las medidas de control de la enfermedad, ademds de la mejora en dichos aspectos
carenciales, obtienen en €l diagndstico rapido y preciso una herramienta esencial. En este articulo los autores quieren revisar las distintas
técnicas que confirman, a nivel del laboratorio, el diagnéstico clinico de infeccién por Mycobacterium tuberculosis.

PALABRAS CLAVE: Tuberculosis - Diagnéstico.

“Es muy probable, y no puede pensarse en esto sin
emocion, que en esa lista figure entre los caidos, un
dia no muy remoto, la pesadilla de tantas genera-
ciones de seres humanos, la tuberculosis.”

GREGORIO MARANON, 1948,

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB), enfermedad infecciosa que se considerd
susceptible de erradicacién a mediados de este siglo, mantiene hoy
en dia, en los inicios del siglo XXI, unas cifras de infeccién muy
elevadas: se calculan unos 1.700 millones de infectados por Myco-
bacterium tuberculosis en todo el mundo, lo que supone la tercera
parte de la poblacién mundial (1).

La distribucién geogréfica de 1a enfermedad va a afectar prin-
cipalmente y de modo mds severo a los paises en vias de desa-
rrollo, donde la mortalidad debida a la TB es alta. La situacién
sociopolitica, las deficiencias sanitarias, el escaso nivel econé-
mico, el hacinamiento, las migraciones, la infeccién por el Virus
de Inmunodeficiencia Humana (VIH), etc. hacen de la poblacién
residente en dichos paises un caldo de cultivé idéneo para la pro-
liferacién y diseminacién tuberculosa. En los paises desarro-
llados, dénde cabria esperar bajas cifras de infeccién, sorprende
apreciar que, lejos de desaparecer, la tuberculosis mantiene vnos
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niveles preocupantes. Este recrudecimiento se ha visto favorecido
por la aparicidn de la gran plaga de este siglo, ¢l Sindrome de In-
munodeficiencia Adquirida (SIDA), siendo la TB en muchos
casos una manifestacién ¢linica mas dentro del cuadro general de
SIDA desarrollado (2).

En nuestro pais, la tasa de incidencia en el afio 1999 de TB res-
piratoria y meningea fue de 21,05 casos de cada 100.000 habi-
tantes, ocupando el segundo lugar dentro de la Unién Europea de-
trds de Portugal. Ademds, los dates procedentes del Proyecto
Multicéntrico de Investigaciones sobre Tuberculosis (PMIT), coor-
dinado por el Instituto de Salud Carlos I, ponen de manifiesto una
tasa de incidencia de 38,5 casos/100.000 habitantes en el periodo
comprendido entre Mayo de 1996 y Abril de 1997, observando una
marcada interaccion entre TB y VIH en Espaiia, puesto gue ¢l 18%
de los pacientes estudiados presentaban infeccién por VIH es decir,
casi la mitad de la tasa de incidencia (3). La tabla 1 refleja las tasas
de incidencia de casos de SIDA con tuberculosis desde el aito 1994
a 1998.

Junto a estos datos no debemos olvidar el aumento creciente de
cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes al menos a un fir-
maco del tratamiento antituberculoso convencional (4-8). La posi-
bilidad de diseminacién de dichas cepas entre la poblacién general
complicaria atin més la situacidn actual, si bien es cierto que dichas
cepas resistentes al tratamiento afectan predominantemente a sub-
grupos poblacionales con marcadas caracteristicas como son los es-
tados de descenso de la inmunidad. (9-12).

Tabla 1. Registro Nacional de casos de Sida.

Casos de SIDA con tuberculosis
Afio  CasosdeSIDA  N° % Tﬁiiltaog'ttgu intg‘fncjgls %)
1994 7199 2977 41,8 7.6 -
1995 6870 2.610 384 6,7 12,3
1996 6449 2.115 35,9 59 19,0
1997 4648 1.621 35,1 472 23,4
1998 3945 1.344 34,2 34 17,1




Métodos de diagndstico en la infeccion tuberculosa

Por dltimo resaltar en cuanto a nuestro pafs se refiere el fe-
némeno de la inmigracién, en aumento dfa a dia. Estos movi-
mientos poblacionales pueden favorecer la importacién de cepas
de M. tuberculosis “extrafias”, con variaciones patogénicas y
modificaciones en su comportamiento clinico y respuesta tera-
péutica (13).

La revisién de este tema estd especialmente dirigida a las
Fuerzas Armadas como una muestra representativa de la poblacion
general que se desplaza geogrificamente a zonas catastréficas ¢ en
conflicto bélico, donde las condiciones higiénico-sanitarias pueden
no ser las deseables, permaneciendo sus miembros en convivencia
cerrada durante perfodos de tiempo prolengados.

CONCEPTOS GENERALES

El género Mycobacterium engloba mas de 100 especies clasifi-
cadas en seis grupos desde el punto de vista bacteriolégico. Con
fines didécticos, se dividen en tres apartados: complejo tubercu-
losis, complejo lepra y otras Micobacterias.

Mycobacterium tuberculosis pertenece al grupo “Complejo tu-
berculosis”, junto con Mycobacterium bovis y Mycobacterium afri-
canum, todas ellas productoras de TB. En cuanto a sus caracteris-
ticas, M. ruberculosis es un bacilo 4cido alcohol resistente
(BAAR), que se tifie de color rojo brillante sobre fondo azul con la
tincién de Ziehi-Neelsen. Presenta forma recta o ligeramente cur-
vada, en ocasiones ramificado; es inmévil v no formador de es-
poras. De crecimiento lento o muy lento, sus colonias tardan en vi-
sualizarse entre 2 v 60 dfas a una temperatura Gptima, mostrando
coloracién variable desde amarillo claro al rosa, de superficie ru-
gosa, excrecentes, mates, con aspecto de “coliflor o de “miga de
pan”. Es muy resistente a la desecacién y a la desinfeccién por lo
que se distribuye ampliamente en suelo y agna (12-14).

Se transmite por via aérea, al inhalar pequefias gotas en aerosol
capaces de alcanzar €l alvéolo pulmonar que contienen en su inte-
rior los bacilos. Estos pequefios niicleos, tras su emisidn en las se-
creciones de un paciente infectado de TB pueden permanecer en el
ambiente durante perfodos de tiempo prolongados.

Cuando se produce la colonizacidn, se activa la respuesta in-
mune celular en la que intervienen macréfagos y linfocitos T, dete-
niéndose la multiplicacién bacilar. En un bajo porcentaje de casos,
esta reaccién inmune no va a resultar eficaz, desarrolldndose la in-
feccidn tuberculosa. Ademds, algunos de los bacilos pueden per-
manecer acantonados intracelularmente de forma latente, desarro-
llando la enfermedad tras un largo periodo de tiempo por
reactivacion endégena (1).

MANIFESTACIONES CLINICAS

La localizacién mas frecuente de tuberculosis es la pulmonar,
que cursa con un comienzo insidioso, poco especifico, de larga du-
racién (10-15 dias), presentando febricula o fiebre no muy elevada
persistente, malestar general, astenia y tos productiva con emisién
de esputos mucopurulentos que en fases avanzadas pueden ser he-
moptoicos. Radiol6gicamente la imagen mds tipica es €l infiltrado
pulmonar, a veces cavitado, de predominio en Iébulos superiores
con o sin derrame pleural asociado. En ocasiones la TB puede

afectar otros érganos vitales como rifién, ganglios linféticos, sistema
nervioso central, huesos o higado, siendo esta forma de tuberculosis
diseminada més tipica de los estados inmunodepresivos (1).

Ante un cuadro clinico sugestivo de TB, deberd realizarse el test
de Mantoux ¢ prueba de la tuberculina. Esta prueba va a evidenciar
la activacién de la respuesta inmune del supuesto infectado frente
a M. tuberculosis, aunque también puede ser positiva en el caso de
vacunacién antituberculosa (BCG).

La prueba consiste en la administracién intradérmica en la cara
anterior del antebrazo de 2 unidades de tuberculina PPD RT-23, ex-
tracto proteico del bacilo tuberculoso. La lectura se hard a las 72
horas, midiendo en milimetros la induracién si la hubiera en el
punto de inoculacién. La reaceién eritematosa sin induracién se re-
gistrard como 0 milimetros.

Se considera Mantoux positivo con una induracién = 5 mm.
Cada caso deberd valorarse individualmente, especialmente si el in-
dividuo a estudio ha sido vacunado con anterioridad. En este caso,
se considerardn igualmente como limite de positividad los 5 mm,
debiendo hacer una encuesta epidemiolégica exhaustiva para deter-
minar los posibles contactos y valoracion meticulosa de las pruebas
clinicas complementarias con el fin descartar que no se trate de una
reaccion secundaria a la vacunacién.

En la interpretacién de una prueba tuberculinica negativa, se va-
loraré:

a) No antecedentes de vacunacién BCG:

- < 65 aftos: Se acepta como resultado negativo

— > 65 afios, repetir la prueba a los 7-10 dias de la primera
b) Sf antecedentes de vacunacién, repetir 7-10 dias después de

la primera sin considerar la edad (1).

DIAGNOSTICO

Los laboratorios de microbiologia, segiin el servicio que
ofrecen en relacién con las micobacterias, se clasifican en tres ca-
tegorias:

Nivel I: Recogida y transporte de muestras y eéxamen microsco-
pico de éstas en busca de BAAR (baciloscopia). Es el laboratorio
elemental.

Nivel II: Los mismos del nivel [ y ademds aislamiento e identi-
ficacién de M. tuberculosis y posibilidad de estudios de sensibi-
lidad in vitro. Es el laboratorio de especialidad.

Nivel III: Los anteriores més la identificacién de todas las mi-
cobacterias y estudios de sensibilidad obligados. Es el laboratorio
de referencia (17).

Las muestras que se pueden procesar para ¢l aislamiento del ba-
cilo tuberculoso son variadas, en dependencia del lugar donde se
localice la infeccién: esputo, orina, heces, LCR, liquidos de dre-
naje, biopsias, etc. De todas ellas, dada la mayor incidencia de TB
respiratoria, la que con més frecuencia se procesa es el esputo, Para
obtener el maximo rendimiento en esta muestra, se recomienda la
siguiente pauta de recogida: dentro de los 5 dias previos a su reco-
gida, el paciente deberd permanecer sin tratamiento antibi6tico al-
guno, ya que éste puede interferir en la viabilidad de las micobac-
terias. Se tomardn al menos tres muestras del mismo paciente en
dias consecutivos, puesto que la emisién de bacilos puede ser fluc-
tuante. Tras la recogida, se transportardn a la mayor brevedad po-
sible, en envase herméticamente cerrado y refrigeradas al labora-
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torio de microbiologia de referencia. Hasta el momento del envio,
se conservardn en nevera refrigerada a 4° C de temperatura, con ¢l
fin de asegurar las condiciones de las muestras (15).

La confirmacién diagnédstica de tuberculosis se realizard me-
diante las técnicas microbiolégicas que, segin su complejidad, las
agruparemos en tres apartados: tincién y microscopia, cultivo en
medios sélidos/liquidos més reacciones bioquimicas y pruebas mo-
leculares.

1. TINCION Y OBSERVACION MICROSCOPICA:

No podemos olvidar que la no observacién de bacilos dcido-al-
cohol resistentes en las diferentes tinciones de las muestras a estu-
diar, no implica la no existencia de dichos microorganismos en las
mismas, Hay que tener en cuenta la distinta sensibilidad de los di-
ferentes medios de observacién microscopica para este microorga-
nismo.

La tincidn recomendada universalmente para la visualizacién de
las micobacterias es la de Ziehl-Neelsen o su modificada (tincién
de Kinyoun). En ambas técnicas los bacilos aparecen tefiidos de
rojo sobre fondo azul (Ziehi-Neelsen) o fondo verde azulado (Kin-
youn). En el caso de que el volumen de muestras sea elevado (su-
perior a diez), la técnica preferida por su mayor rapidez en cuanto
a interpretacién es la de fluorescencia con auramina, recurriendo en
caso de alteraciones de la morfologia bacilar al Ziehl cldsico como
técnica de confirmacién (16-18).

Las preparaciones tefiidas con las dos primeras técnicas se es-
tudiardn con el microscopio éptico con aceite de inmersidn a x100
aumentos mientras que en el caso de la técnica de auramina la ob-
servacion de Ia muestra se llevard a cabo con el microscopio de in-
munofluorescencia sin aceite de inmersién Los resultados del
examen microscépico se expresardn en niimero aproximado de ba-
cilos visualizados (bacilos por largo). La sensibilidad de esta téc-
nica es variable (desde un 20 a un 80%) dependiendo de algunos
factores como la calidad y origen de la muestra y una correcta pre-
paracién y observacién (16-18).

2. CULTIVO Y PRUEBAS BIOQUIMICAS:

Antes de realizar el cultivo de la muestra, tanto si la siembra se
realiza en medio sdlido como en medio liquido, se le deberd so-
meter a procesos de digestién y descontaminacién, variables segin
¢l tipo y el origen de la muestra, siguiendo los métodos estdndar
publicados en la bibliograffa internacional (19,20).

Todas las muestras sospechosas de contener micobacterias se
deben sembrar en los medios apropiados puesto que:

1. Los cultivos poseen una alta sensibilidad respecto al estudio

microscépico, pudiendo detectar la presencia de pequefias
cantidades de bacilos.

Tabla 1. ldentificacidn aproximativa de especie.

Necesidad de los aislamientos en cultivo puro para la pos-
terior identificacién de la especie.

3. EI cultivo permite un seguimiento de los tratamientos ya
instaurados (16).

1. IDENTIFICACION:

Se pueden diferenciar dos tipos de medios de cultivo: sélidos y
liquidos.

1.1. Medios sélidos: Los més utilizados son los que contienen
base de huevo, como el Lowenstein-Jensen y Coletsos,
pero también se utilizan los semisintéticos con agar, como
el 7H10 y 7H11 de Middlebrook (21).

Tras la siembra, los tubos de cultivo se someten a incu-
bacién prolongada, en posicién horizontal, en estufa en-
riquecida con un 5-10% de CO: y a una temperatura de
36°Cx 1.

La velocidad de crecimiento para la aparicién de colonias
visibles en el medio de cultivo va a variar segiin la especie,
siendo superior a 7 dfas para el grupo de micobacterias de
crecimiento lento entre fas que se encuentra M. tubercu-
losis, (tiempo medio de crecimiento entre 15 y 30 dfas) (1).
Una vez que se ha obtenido crecimiento, en dependencia
de las caracteristicas de éste (temperatura y tiempo), mor-
fologia de las colonias y comportamiento frente a una serie
de pruebas bioquimicas se puede llegar a una identifica-
cién aproximativa de especie. Asi, los resultados obtenidos
se recogen en la tabla 2 (17).

Medios liguidos: Aportan un crecimiento mejor y més ré-
pido de las micobacterias que los medios sélidos. Los me-
dios liquidos, a su vez, se clasifican en medios de lectura
manual, de lectura semiautomdtica y medios de lectura au-
tomatizada (21,22)

Los de lectura manual presentan respecto a los segundos el
inconveniente de la lentitud en la deteccién del creci-
miento, que no permiten realizar los test de sensibilidad in
vitro y que el sistema de identificacidn presenta en oca-
siones falsos positivos.

Los medios de lectura semiautomadticos (sistema
BACTEC), utilizan el medio de cultivo liquido Middle-
brook 7H12, con un sustrato marcado con Cuis. Durante el
crecimiento se libera C*Oz, que es detectado por ¢l sistema
y lo traduce en indice de crecimiento. Sus inconvenientes
son la wtilizacién de reactivos radiactivos y el requerir ma-
nipulacién de los viales a lo large de todo el proceso; sus
ventajas, deteccién rédpida de crecimiento (15-20 dias) y
una mayor sensibilidad en cuanto a la identificacién de M.
tuberculosis.

1.2.

Crecimiento Coloracién Test Niacina  Reduccitn de Nitratos  Catalasa a 68° ¢ Pirazinamida
M. tuberculosis 15-30 dias Crema + + - Sensible
M. bovis > 30 dias No - - - Resistente
M. kansasii 15-30 dias Fotoinducible - ++ +
M. marinum I semana (a 30° C) Fotoinducible - -
M. avium 15-30 dias (a 42° C) Naranja - - + Resistente
M. scrofulaceum 15-30 dias Naranja - - +

24 Med Mil (Esp) 2002; 58 (3)



Métodos de diagndstico en la infeccién tuberculosa

Los medios liquidos de lectura automatizada son dos: el
sistema ESP (23), que utiliza el medio liquide 7H9 modi-
ficado con un suplemento de enriquecimiento y se basa en
la deteccién de crecimiento mediante medida monométrica
de aumentos de presién debidas al consumo de oxigeno; y
el sistema MB/BacT que incorpora el medio liquido
Middlbrook 7H9 modificado, que usande un sensor colori-
métrico detecta la presencia de CO: como indicativo de
crecimiento bacteriano. Estos sistemas automatizados su-
ponen como ventaja respecto a los anteriores que la lectura
de pardmetros es automdtica, evitando asi ninguna mani-
pulacién a lo largo de todo el proceso (16,21).

2. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD:

2.1. Métodos de referencia: Determinados por la OMS entre
1961 y 1969, permiten la reproducibilidad y comparacién
de los resultados. Son bdsicamente tres: método del co-
ciente de resistencias de Michison (24), el método de con-
centraciones absolutas de Meissner (25) y por Ultimo el
mds utilizado, el de proporciones y diluciones miltiples de
Canetti {26) Son en general técnicas lentas dado que se in-
corpora el formacc a probar en el medio sélido de Lo-
wenstein-Jensen y requiere para la lectura la visualizacién
de las colonias, con 1o que no se obtienen resultados hasta
pasadas 3 6 4 semanas. Algunas variantes, como el uso del
medio Middlebrook 7H11, acortan algo el tiempo de lec-
tura pero aun con estas modificaciones continda siendo
largo.

2.2. Sisternas radiométricos: Detecta el crecimiento bacteriano
mediante un isétopo marcado incorporado al medio liquido
junto con los fdrmacos. Los resultados se obtienen entre 5
y 10 dias (16,21,27).

3. PRUEBAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR:

Se utilizan tanto para la identificaci6n de las distintas especies
de micobacterias como para las prucbas de sensibilidad al trata-
miento médico (28-30).

3.1. IDENTIFICACION:

Permiten la identificacién del microorganismo a partir de cul-

tivo sélido o liguido, reduciendo el tiempo de diagndstico.

3.1.1. Sondas de 4cidos nucleicos: Es una técnica de alta sensi-
bilidad, pero en ocasiones plantea dificultades a la hora
de diferenciar las distintas especies pertenecientes al
complejo tuberculosis. Consiste en la utilizacién de frag-
mentos de ADN marcados con sustancias luminiscentes
(sondas), que son complementarias a porciones de ARN
ribosomal (r-ARN) especificas de la micobacteria a es-
tudio. De este modo se consiguen identificar algunas mi-
cobacterias como tuberculosis complex, avium complex o
kansasii entre otras.

3.1.2. Secuenciacién de dcidos nucleicos: Es la téenica de sen-
sibilidad y especificidad mdés altas, aunque es utilizada
por su especializacién y alto coste en laboratorios de re-
ferencia. Amplificacién y posterior secuenciacién de un
fragmento de 1-ARN conocido comin a todas las mico-

bacterias, el cual presenta unas regiones constantes y
otras variables segiin el género y la especie de la mico-
bacteria.

3.1.3. Polimorfismo de Fragmentos de Restriecién: Amplifica-
cién y posterior digestién por enzimas de restriccién de
un fragmento cromosémico de las micobacterias. Los pa-
trones de restriceién que se obtienen son especificos de
cada especie de micobacteria. Presenta como inconve-
nientes que requiere personal laboral altamente cualifi-
cado y su coste elevado, por lo que, al igual que la ante-
rior, se utiliza en laboratorios de referencia.

3.1.4. Tipado de cepas de M, tuberculosis. Consiste en la ex-
traccién del ADN de cepas de M. tuberculosis, fragmen-
tacién mediante una enzima de restriccién, electroforesis
en gel de agarosa, transferencia a una membrana de nylon
y deteccién de una determinada secuencia de insercién
presente en las cepas mediante la hibridacién con una
sonda homodloga marcada con un reactivo luminiscente
que impresionard posteriormente una placa radiogréfica.
Esta técnica es de gran utilidad en la deteccidén de brotes
de tuberculosis ocasionados en la comunidad por una
misma cepa as{ como en la diferenciacién de las recidivas
de las reinfecciones exdgenas y en el estudio de contami-
naciones cruzadas dentro del propio laboratorio (31,32).

3.2. SENSIBILIDAD:

2.1. Deteccién de genes de resistencia: Se basa en la deteccidn
mediante técnicas moleculares de genes bacteriancs iden-
tificados como determinantes de resistencia a algunos fr-
macos antituberculosos. Son pruebas muy laboriosas, diri-
gidas a estudios epidemiolégicos y propias de laboratorios
de referencia (33).
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