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Resumen

La tuberculosis ha sido declarada por la
Organizacién Mundial de la salud como una
emergencia mundial, el numero de casos
nuevos y de muertes atribuidas a esta infeccién
viene aumentando considerablemente por afio.
El diagndstico es una de las estrategias
fundamentales para el control, y la rapidez en
proporcionar resultados incide en el manejo
inicial del paciente y en el control de la cadena
de transmision. Implementar, desarrollar o
evaluar nuevas tecnologias es una actividad
importante en un laboratorio de referencia de
tuberculosis como medio para realizar
diagnésticos rapidos y precisos. La actualidad

Introduccion

La tuberculosis continGia siendo un problema
de salud publica, la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) estima que hay ocho millones
de casos nuevos y tres millones de muertes
atribuidas a esta enfermedad infecciosa cada
afio, siendo los paises en desarrollo los mas
afectados (1). La resistencia a medicamentos
antituberculosos es un fenémeno en crecimien-
to que acomparnia el cuadro general de la tu-
berculosis en el mundo y que plantea mayores
dificultades para su futuro control (2). En Co-
lombia se calculan aproximadamente 10.000
casos nuevos de tuberculosis por afio (3) y la
resistencia inicial global es de 13% (2).

El diagnostico de tuberculosis es esencialmente
microbioldgico y es uno de los pilares en el
control, en conjunto con la busqueda activa de
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del diagnostico de tuberculosis por el
laboratorio se presenta en forma de revisién
de tema, haciendo énfasis en los métodos
diagnosticos actualmente utilizados o en los
cuales se ha tenido experiencia en el
laboratorio de la Unidad de Bacteriologia y
Micobacterias en la Corporacién para
Investigaciones Bioldgicas. El reto en la
situacion actual consiste en que el laboratorio
utilice los mejores métodos disponibles sin que
los costos comprometan su viabilidad.
Palabras clave: tuberculosis, diagnéstico,
nuevos métodos de diagndéstico. b
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casos y el tratamiento directamente supervi-
sado (4). El laboratorio de micobacteriologia
realiza, por lo tanto, labores cruciales e indis-
pensables para el control de la tuberculosis y
necesita proporcionar resultados tan rapidos y
precisos como sea posible.

Dos retos se plantean para un laboratorio de
micobacteriologia actual, de un lado, el de
proporcionar resultados rapidos y precisos,
balanceando el uso de la tecnologia con los
costos, y de otro, muy importante también, el
de proporcionar la suficiente seguridad para el
personal, garantizando un nivel 3 de seguridad
(BSL-3) que incluya acceso restringido, presion
negativa con flujo de aire direccionado y el uso
de guantes y ropa especial de laboratorio (5,7).
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El desarrollo de nuevas técnicas para el aisla-
miento e identificacion de micobacterias per-
mite reducir de una manera importante el tiem-
po para el reporte de los resultados, y concomi-
tantemente mejora de manera apreciable la
sensibilidad. Es asi como en paises con eco-
nomias sdlidas los métodos recomendados por
su sensibilidad y/o rapidez incluyen el directo
con tincion de auramina rodamina, el cultivo
en caldo con métodos radiométricos o simila-
res para la deteccién de crecimiento, la identi-
ficacion con sondas de ADN o HPLC y prue-
bas de sensibilidad con métodos radiométricos,
de tal manera que los tiempos de reporte de
resultados sean minimos (5-7).

En contraste, en paises con economias débi-
les que dedican pocos recursos a la salud, la
norma establece el uso de métodos mas tradi-
cionales. Estos, aungque son poco costosos y
cumplen una funcién importante en el diagnos-
tico de la tuberculosis, deberian ser comple-
mentados con métodos mas rapidos y sensi-
bles disponibles con nuevas tecnologias, tal
como lo ha enfatizado la OMS (8) y mas re-
cientemente en su programa de iniciativa para
el diagnéstico de tuberculosis (TB Diagnostics
Initiative —TBDI). Una comparacién entre los
tiempos promedios necesarios para reporte de
resultados utilizando los métodos tradiciona-
les de diagndstico y los métodos recomenda-
dos por el CDC se muestra en la tabla 1.

La Unidad de Bacteriologia y Micobacterias de
la CIB ha desarrollado un laboratorio de refe-
rencia en diagnéstico de infecciones causadas
por micobacterias, que a la vez que presta ser-
vicio de diagndstico con estandares internacio-
nales, desarrolla actividades de investigacion
para evaluar, adaptar o desarrollar nuevas tec-
nologias diagnoésticas, que puedan aplicarse a
las condiciones del pais y de la regién. La si-
guiente revision presenta la experiencia de
varios afos de trabajo en el desarrollo y eva-
luacién de diversas técnicas diagnosticas para
tuberculosis.

Coloracion de auramina-
rodamina para deteccion de
bacilos acido-alcohol resisten-

tes (BAAR)

La auramina-O y la rodamina son colorantes
inespecificos, fluorescentes bajo luz ultravio-
leta, que se unen a los &cidos micdlicos de las
micobacterias reteniéndolos luego de la deco-
loracién con un alcohol-acido. Esta coloracién
es equivalente a las coloraciones convencio-
nales que utilizan fucsina, pero con la ventaja
sobre éstas de que pueden ser observadas con
menor aumento 200X y 400X, permitiendo la
observacion de la muestra en menos tiempo y
con mejor sensibilidad en muestras pauci-
bacilares (9,10). Debido a esta ventaja com-
parativa se ha recomendado su implemen-
tacién de rutina en los laboratorios que hacen
diagnéstico de tuberculosis (6,7).

En una experiencia en nuestro laboratorio con
120 muestras utilizando auramina-rodamina,
comparativamente con una coloracion conven-
cional para deteccion de bacilos acido-alcohol
resistentes, como es Kinyoun, se observé una
sensibilidad del 95.6%, una especificidad del
98%, un VPP de 95.5% y un VPN de 98.9%
(observacioén no publicada). La ventaja real se
observo en el tiempo necesario para la lectu-
ra, ya que con la coloracién de Kinyoun se de-
mora un promedio de 15 minutos por placa de
extendido, mientras que con auramina-rodamina,
el tiempo es de tres minutos. La diferencia en
tiempos de lectura tiene un impacto, no sélo
en la oportunidad del resultado cuando el la-
boratorio tiene un volumen importante de
muestras, sino también en los costos de la prue-
ba, los cuales a largo plazo se hacen equipa-
rables a los de las coloraciones convenciona-
les, a pesar de necesitar un equipo costoso
como el microscopio de fluorescencia. La ta-
bla 2 muestra una comparacidn de los tiempos
necesarios para lectura de exadmenes directos
con tincién de auramina-rodamina y una colo-
racion con fucsina como el Kinyoun.
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TABLA 1

Tiempo promedio parareporte de resultados en diagndstico de tuberculosis
utilizando métodos tradicionales y métodos recomendados por el CDC

Tiempo promedio parareporte de resultados

desde el diaen que se procesalamuestra

Procedimiento Métodos Tradicionales* Métodos Recomendados CDC**

Examen directo 24 horas 24 horas
Deteccion de crecimiento 20-25 dias 15dias
Identificacion de especie 50-55 dias 18 dias
Pruebas de sensibilidad 60 dias 30dias

*  Examen directo por coloracion de Kinyoun o Ziehl-Neelsen, cultivo en medio de Lowenstein-Jensen u Ogawa-Kudoh, iden-
tificacion por pruebas bioquimicas tradicionales y pruebas de sensibilidad por método de las proporciones.

**  Examen directo por auramina/rodamina, cultivo en caldo por BACTEC o similares, identificacion por sondas de ADN o
HPLC y pruebas de sensibilidad por BACTEC.

TABLA 2

Comparacion entre los tiempos requeridos para observar extendidos negativos coloreados
con unacoloracién convencional para bacilos acido-alcohol resistentes y Auramina-Rodamina

Condicion Auramina-Rodamina Fuscina
Aumento 400X 1000X
Maximo de campos observados 30 300
Tiempo total para observar un extendido 3 minutos 15 minutos

Tiempo total para 50 extendidos 2 horas con 5 minutos 12 horas con 50 minutos

El método de cultivo en capa
delgada permite la deteccion
rapida de crecimiento y la
identificacion inicial de
Mycobacterium tuberculosis

El medio de cultivo utilizado para el método
de agar en capa delgada (MCD) es el
Middlebrook 7H11 suplementado con OADC
(4cido oléico, albumina, dextrosa y catalasa) y
antibiéticos (8,9). Cuando se usa como capa
delgada, por ser un agar transparente, permite
visualizar tempranamente, utilizando un mi-
croscopio convencional, microcolonias cuya
morfologia puede sugerir la especie de mico-
bacteria que esta creciendo (10,11).

Para evaluar el desempefio del MCD al
compararlo con un método de cultivo tradicional

como el Lowenstein-Jensen, se procesaron 761
muestras clinicas (12). El 62% de las muestras
positivas para Mycobacterium tuberculosis, lo
fueron en MCD a los siete dias, en contraste con
el Lowenstein-Jensen (LJ), en el cual todas las
muestras fueron negativas en este mismo periodo
de tiempo. A las dos semanas, méas del 80% de
las muestras multibacilares fueron detectadas
como positivas por MCD y el 10% por LJ.
Microcolonias caracteristicas se observaron tan
temprano como tres dias después de sembrada
la muestra en MCD. Mas alla de dos semanas
de observacioén la deteccion fue igual para los
dos medios comparados. Se observaron
diferencias en muestras pauciba-cilares con
relacion a la sensibilidad, ya que el MCD detect6
sbloel 2.18%y LJ el 4.57%, diferencia que puede
explicarse por el mayor periodo de observacion
de LJ frente a MCD (ocho semanas vs cuatro
semanas). Un hallazgo importante fue el
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encontrar 11 aislamientos en LJ que no
crecieron en MCD y cuatro que lo hicieron en
ACD ynoen LJ (12).

Los resultados mostrados soportan la utilidad
del MCD en el diagnéstico rutinario de
tuberculosis por la rapidez con que puede
proporcionar un resultado, la morfologia de las
microcolonias, de acuerdo a la experiencia del
laboratorio, puede sugerir el crecimiento de M.
tuberculosis. La combinacion de este método
de cultivo con medios tradicionales como el LJ
garantizan una mayor sensibilidad.

Evaluacion del sistema MGIT
para el diagndéstico
de tuberculosis

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 po-
see una resina en el fondo del tubo, que tiene
la capacidad de fluorescer bajo luz ultravioleta
(365nm) cuando disminuye la tensién de oxi-
geno en el medio, al ser consumido por creci-
miento bacteriano (13). Este sistema tiene un
promedio para deteccién de crecimiento de
micobacterias de 13 dias, no utiliza elementos
radioactivos como lo hace El BACTEC 460
(Becton Dickinson and Company, Sparks MA,
USA), y puede utilizarse en un formato ma-
nual o un formato automatizado cuando los
laboratorios tienen mayor volumen de mues-
tras (13 -15).

En una experiencia publicada en este nUmero
(16), se evalué comparativamente el MGIT con
ACD vy el cultivo en Ogawa-Kudoh (OK), se
procesaron 218 muestras de pacientes sinto-
maticos respiratorios, que no habian recibido
tratamiento previo para tuberculosis. Los prin-
cipales resultados fueron una sensibilidad simi-
lar para MGIT y OK, mayor que para ACD (24.3%,
24.7% y 15.1% respectivamente). EI ACD de-
tectd el 56.2% de los positivos en los primeros
15 dias, frente al 38.8% con MGIT y el 7.2% con
OK, para el mismo periodo de tiempo.
Particularmente importante fue observar una
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mayor sensibilidad del MGIT para muestras
paucibacilares (15.5%, 4.6% y 5.6% para MGIT,
ACD y OK respectivamente), lo cual enfatiza
la utilidad de adicionar un medio liquido en la
rutina del laboratorio que realiza diagndstico
de tuberculosis. La frecuencia de contamina-
cion observada para MGIT, 22.9%, asi como
el promedio de deteccion en dias, 26.9, fueron
problemas evidenciados en este estudio, direc-
tamente relacionados con el proceso de las
muestras por dos laboratorios diferentes y la
falta de experiencia en el manejo de medios
liguidos de cultivo en el diagnostico de tuber-
culosis (16).

Experiencias recientes soportan la efectividad
del MGIT para detectar rapidamente crecimien-
to de micobacterias, con tiempos de deteccion
similares a los de otros métodos rapidos, parti-
cularmente cuando se usa en su forma de de-
tecciébn automatizada y combinado con siste-
mas rapidos de identificacion (13-15,17). En la
experiencia actual de nuestro laboratorio, utili-
zando el MGIT con monitoreo continuo (Bactec
MGIT 960, Becton Dickinson) de rutina, la con-
taminacién es de 7.5% y el promedio para de-
tectar cultivos positivos es de 9.8 dias (datos
no publicados).

Amplificacién gendmica,
PCR en el diagnéstico
de tuberculosis

Técnicas basadas en amplificacién gendmica
como es la reaccion de polimerasa en cadena
(PCR), se utilizan para realizar diagnostico ra-
pido de tuberculosis. Se han descrito muchas
variaciones de estas técnicas incluyendo mé-
todos comerciales y métodos preparados en el
laboratorio (“in house”), cuyas evaluaciones
han reportado resultados importantes para con-
siderar el uso de estas pruebas en el diagnés-
tico (18-22).

Particular importancia se le ha dado a la utilidad
de estas pruebas, por su sensibilidad, en el
diagndstico de tuberculosis paucibacilares y
extrapulmonares (18, 19). Con el objetivo de



evaluar el desempefio de la PCR en tuber-
culosis paucibacilares y extrapulmonares, se
utilizé una técnica con iniciadores descritos
previamente por el Grupo de Inmunologia del
Hospital San Juan de Dios (22). Los resultados
de la PCR se compararon con los resultados
obtenidos por métodos estandar de diagndstico
en muestras de 147 pacientes, la mayoria de ellas
extrapulmonares. Los valores obtenidos para la
PCR de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo
fueron en su orden: 100%, 95.3%, 93.8% Yy 100%
(23). Estos resultados validan el uso potencial
de esta tecnologia en el diagnéstico de
tuberculosis, sin embargo la experiencia con
este estudio demostrd que la PCR es técnica-
mente demandante y requiere condiciones
especiales del laboratorio que la quiera imple-
mentar.

De acuerdo con lo anterior, se han hecho eva-
luaciones en la reproducibilidad interlaboratorio
de los resultados de PCR utilizando métodos
comerciales o métodos preparados en el labo-
ratorio, con resultados controversiales (24,25).
Una de estas evaluaciones se realiz6 en labo-
ratorios de seis paises latinoamericanos parti-
cipantes de RELACTB (Red Latinoamericana
y del Caribe de investigacion en tuberculosis).
Cada laboratorio recibié 30 muestras, pero sin
conocer la presencia o no de M. tuberculosis
en ellas, para ser procesadas por el método de
amplificacion preparado en el laboratorio que
estuviera usando de rutina. Los resultados
mostraron gran variabilidad en la sensibilidad
y especificidad de acuerdo al laboratorio, la
sensibilidad y especificidad general obtenida
fue 55% y 71.6% (25). El estudio concluye que
con los resultados obtenidos no es posible uti-
lizar la PCR preparada en el laboratorio como
Unico método diagnostico para tuberculosis y
enfatiza la necesidad de utilizar los suficientes
controles positivos y negativos para interpre-
tar adecuadamente los resultados.

Una aplicacion diferente de la PCR es su utili-
zacion en la identificacion rapida de los aisla-
mientos obtenidos por cultivo, mediante el uso
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de amplificacién y la restriccién enzimatica de
lo amplificado, el patrén de fragmentos resul-
tante permite diferenciar las distintas especies
de micobacterias (26-28). Actualmente se esta
participando en una evaluacion de esta técni-
ca en diferentes laboratorios latinoamericanos,
con el fin de definir su reproducibilidad y
aplicabilidad en la rutina del diagnéstico.

Técnicas recientes
en la deteccion directa
de M. tuberculosis

En 1947 fue descrito el primer bacteriéfago que
infectaba micobacterias y a partir de este
momento se han descrito aproximadamente
250 micobacteriéfagos. Inicialmente se utiliza-
ron en la tipificacion de Mycobacterium tubercu-
losis como un apoyo al estudio epidemioldgico,
pero la utilizacion mas reciente de técnicas
moleculares para tipificacion hizo que se aban-
donaran los fagos para este tipo de aplicacién.
Ma4s recientemente se ha publicado el uso del
micobacteriéfago D29 para el diagnéstico y
pruebas de sensibilidad en tuberculosis. Este
es un virus litico que infecta un amplio rango
de micobacterias incluyendo Mycobacterium
tuberculosis y micobacterias de crecimiento
rapido (29,30). El método consiste en poner
en contacto la muestra del paciente, con el
fago, luego de ser tratada con NaOH+NAC e
incubada con 7H9 + OADC por una noche a
37°C, si en la muestra se encuentran micobac-
terias, el fago las infecta después de un perio-
do de incubacion, que es solo de una horay al
adicionar una micobacteria de crecimiento ra-
pido (en 24 horas), las placas de lisis indican
presencia de M. tuberculosis en la muestra ini-
cial. En nuestro laboratorio utilizando un estu-
che comercial con este método (PhageTek MB,
Biotec, Bélgica), las experiencias preliminares
dan una sensibilidad superior a la del examen
directo, con resultados disponibles a las 48
horas después de procesada la muestra (da-
tos no publicados). Evaluaciones mas exten-
sas permitiran definir la utilidad de este inge-
nioso método para el diagnéstico de la tuber-
culosis.
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Nuevas técnicas para pruebas
de sensibilidad a medicamen-
tos antituberculosos

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
con MCD en la deteccion temprana de
Mycobacterium tuberculosis, se adapt6 este
método al de las proporciones mdaltiples (MP)
estandar para determinar sensibilidad a rifam-
picina, isoniazida, etambutol y estreptomicina.
Se comparé con el método estandar utilizando
las mismas concentra-ciones recomendadas de
los medicamentos (31). La formacion de
microcolonias se observo desde la primera
semana en los controles y en las cepas
resistentes en MCD pudiéndose tener datos
definitivos a los siete dias en el 56% de los
aislamientos y en el 100% a los 14 dias. Con
el MP tradicional los resultados definitivos se
obtuvieron después de los 20 dias en el 100%
de los aislamientos probados, la concordancia
observada para los dos métodos fue de 100%.
El MCD demostro ser facilmente adaptable en
cualquier laboratorio que haga pruebas de
sensibilidad a medicamentos antituberculosos,
con la ventaja de obtener resultados mas
tempranamente (32).

Otras técnicas nuevas se han utilizado para
proporcionar resultados rapidos de sensibilidad
a medicamentos antituberculosos, con buena
concordancia cuando se comparan con los
métodos mas tradicionales. Entre ellas estan
la utilizacion del sistema MGIT (33,34), méto-
dos moleculares o genéticos (37) y métodos
colorimétricos con Alamar Azuly MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipehnyltetrazolium
bromide) (35,36). Estas Ultimas sustancias
cambian de color cuando existen condiciones
de reduccién en el medio como las que se ob-
tienen cuando hay crecimiento bacteriano, pro-
piedad que es util cuando se pone a crecer M.
tuberculosis en un caldo con concentraciones
dadas de un medicamento antituberculoso, el
cambio o no cambio de color obtenido indica
la resistencia o sensibilidad (37).

Una evaluacion hecha en nuestro laboratorio
en 40 aislamientos de M. tuberculosis para

Asociacion Colombiana de Infectologia

comparar el desempefio de Alamar-Azul com-
parativamente con el MP, mostrd una concor-
dancia mayor del 90% en los resultados de
sensibilidad para rifampicina y estreptomicina
y entre 75% y 80% para isoniazida y etambutol.
Los resultados definitivos se obtuvieron entre
seis y ocho dias comparativamente con los 20
dias necesarios para el MP (datos no publica-
dos). Estos resultados sugieren que los méto-
dos colorimétricos pueden ser una buena al-
ternativa para realizar pruebas de sensibilidad
a medicamentos antituberculosos.

Conclusion

En esta revision se presento la experiencia de
la Unidad de Bacteriologia y Micobacterias de
la CIB en el desarrollo, evaluacion y adapta-
cién de nuevas tecnologias diagndsticas para
tuberculosis e infecciones causadas por mico-
bacterias.

Esta experiencia ha permitido no solo validar
técnicas, sino también incorporarlas a la rutina
del diagnéstico, de tal manera que el reporte
de resultados se haga de una manera oportu-
na. El proceso actual de las muestras incluye
el examen directo con Auramina-rodamina, el
cultivo inicial en MGIT (automatizado, con
monitoreo continuo) y Lowenstein-Jensen, el
subcultivo en capa delgada de los cultivos po-
sitivos en MGIT, teniendo asi informacion pre-
liminar de identificacion si es M. tuberculosis y
las pruebas de sensibilidad con método de
proporciones adaptado a capa delgada. Se tiene
en proceso de incorporacion a la rutina la identi-
ficacion de especie con PCR. Esta secuencia en
el proceso ha permitido una mejor eficiencia en
el reporte de resultados, con tiempos de reporte
similares a los recomendados, (tabla 3).

La importancia actual de la tuberculosis indica
la necesidad de encontrar nuevas herramientas
que permitan un diagnéstico mas rapido, sin
comprometer la eficiencia, como una medida
con impacto en el control de la tuberculosis.
Esto plantea la necesidad de laboratorios de
micobacteriologia necesariamente especializa-
dos que puedan responder a la demanda
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TABLA 3

Técnicas aplicadas en la Unidad de Bacteriologiay Micobacterias de la CIB y tiempos
promedio de reporte de resultados.

Procedimiento Método o Tiempo en Total tiempo
tecnologia proporcionar (acumulado)
resultados
Examen directo Auramina-rodamina 24 horas 0 menos ldia
Cultivo inicial MGIT Cultivos positivos 11 dias
9.8 dias

Lowenstein-Jensen 24.5dias 26 dias
Subcultivo del MGIT Agar de capa delgada 4-5 dias 16 dias
eidentificacion preliminar
de M. tuberculosis
Identificacion definitiva Pruebas bioquimicas 15dias 3ldias

convencionales

Pruebas de sensibilidad Adaptacion del método 15dias 3ldias

de las proporciones
a capa delgada

técnica de los nuevos métodos, garantizando
precision y oportunidad en los resultados. El
reto adicional en nuestro medio es ofrecer
tecnologia o nuevos desarrollos en el diagnds-
tico, sin que los costos comprometan la
viabilidad del laboratorio. b

Abstract

The World Health Organization has declared
tuberculosis a world emergency, the number
of new cases and deaths per year, due to this
infection, have been increasing considerably.
Diagnosis is one of the main strategies aimed
at its control, the initial treatment for the patient
and the control of the transmision chain, are
modified sharply by the rapidity with which fi-
nal results are obtained. To be able to give
accurate and fast diagnosis, tuberculosis
reference laboratories have to develop, to
evaluate and to implement new technologies.
The update on diagnosis of tuberculosis by the
laboratory is presented as a review of the
subject, emphasizing the methods that are
being used at the moment, or those on which
the Unidad de Bacteriologia y Micobacterias
of the Corporacion para Investigaciones Biol6-

gicas has had any experience. The actual
situation of tuberculosis requires laboratories
that are prepared to make adequate diagnosis.
New technologies and developments lead to
better standard diagnostic methods, the
challenge of laboratories consists of being able
to use new available methods without
compromising its own viability. Key words: tu-
berculosis, diagnosis, new methods for diag-
nosis.
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