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Abstract. Until the end of the 19th century, the diagnosis of tuberculosis (TB)
rested solely on clinical approaches. Subsequently, Koch laid the foundations of
the microbiological diagnosis of TB: microscopy and culture of Mycobacterium
tuberculosis (Mtb). Today, these techniques remain as the basis for routine TB
diagnosis in many countries. In fact, culturing Mtb is the gold standard for
both diagnosis and TB treatment follow-up, either in solid (Lowenstein-Jensen,
Ogawa, 7H11) or liquid culture systems (MGIT960, Proskauer-Beck, 7H9,
among others). The advent of molecular methodologies led to the development
of GeneXpert MTB/RIF (amplification of rpoB to identify Mtb and resistance
to rifampicin, directly from sputum samples). Other molecular methods include
LAMP-TB: isothermal amplification of 1S6110 and gyrB, LPA: detection of
resistance to first- and second-line drugs using DNA probes in nitrocellulose
strips. The challenge imposed by the diagnosis of co-infected TB/HIV patients
led to the development of LAM-TB. The latter method is based on the detection
of Lipoarabinomannan in the urine of severely immunocompromised
individuals with HIV-AIDS. Currently, the search for biomarkers in serum
and urine represents a promising alternative. Metabolites, microRNAs and
proteins derived from both Mtb and the human host have been also sought.
In the last decades, the application of “omics” sciences has been decisive for the
search of new TB biomarkers for diagnosis and prognosis.
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Resumen. Hasta finales del siglo XIX la tinica alternativa para el diagndstico
de tuberculosis (TB) eran las aproximaciones clinicas. Posteriormente,
Koch sent6 las bases del diagnoéstico microbiolégico de TB: microscopia
y cultivo de Mycobacterium tuberculosis (Mtb), técnicas que siguen siendo
hoy la base del diagnéstico rutinario de TB en muchos paises. El cultivo de
Mtb es el estandar de oro de diagndstico y seguimiento al tratamiento de
TB, bien sea cultivo sélido (Lowenstein-Jensen, Ogawa o 7H11) o cultivo
liquido (MGIT960, Proskauer-Beck, 7H9, entre otros). El advenimiento
de metodologias moleculares llevé al desarrollo del GeneXpert MTB/RIF
(amplificacion de rpoB paraidentificar Mtb y resistenciaa rifampicina, directo
del esputo). Otros métodos moleculares incluyen: LAMP-TB: amplificacién
isotérmica de IS6110 y gyrB, LPA: deteccion de resistencia a medicamentos
de primera y segunda linea con sondas de ADN en tiras de nitrocelulosa. El
reto impuesto por el diagnostico de pacientes coinfectados TB/VIH llevé al
desarrollo de LAM-TB. Este ultimo detecta Lipoarabinomanano en la orina
de individuos severamente comprometidos con VIH-SIDA. Actualmente,
la busqueda de biomarcadores en suero y orina representa una alternativa
prometedora. Se vienen buscando metabolitos, microARNs y proteinas
derivadas tanto de Mtb como del huésped humano. La aplicacién de ciencias
“omicas” en las ultimas décadas ha sido determinante para la busqueda de
nuevos biomarcadores de diagnostico y prondstico.

Palabras clave: diagnostico, IGRA, biomarcadores, TB latente, exosomas.

Aspectos historicos del diagndstico clinico y microscopico de la
tuberculosis

El diagndstico de la tuberculosis (TB) estuvo por muchos siglos fundado
en observaciones clinicas. EL desconocimiento del mundo microscépico y
la falta de herramientas para detectar los microorganismos imposibilitaba
siquiera concebir, que estos pudieran actuar como agentes etiologicos
de enfermedades. Uno de los primeros informes en los que se describe
presuntivamente el diagnoéstico clinico de TB se encuentra en los aforismos
hipocraticos descritos alrededor del ano 400 a. C. (1). En estos reportes
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ancestrales se describe una patologia denominada tisis o consuncion, la cual
afectaba hombres y mujeres entre los 18 y los 35 afios y se caracterizaba por
una serie de sintomas pulmonares que incluian pleuritis con supuracién y
expectoracion de sangre y pus, que llevaba generalmente a la muerte del
individuo afectado (1). Otro ejemplo histdrico del diagndstico clinico de
la TB esta en los reportes de Galeno quien describié que los pacientes con
tisis constantemente presentaban fiebre, sudoraciéon y expectoraciones
sanguinolentas. Galeno fue pionero (alrededor del afio 170 de nuestra era)
en sugerir que la TB podria pasar de una persona a otra al advertir que se
debia evitar el contacto con las personas enfermas (2). Un giro histdrico
para el diagnéstico clinico de la TB se logré en 1816, cuando René Theophile
Hyacinthe Laénnec descubrié el estetoscopio. Laénnec estudio con detalle los
sonidos del corazén ylos pulmones ylos asoci6 a condiciones patoldgicas que
encontraba durante el estudio post mortem de los érganos de sus pacientes.
Las observaciones de Laénnec sobre los sonidos del cuerpo y su relacién
con afecciones pulmonares, mejoraron la precision del diagnéstico clinico
de pacientes con tisis (TB). Asimismo, Laénnec pudo definir la existencia de
dos formas clinicas de TB, la pulmonar y la extrapulmonar (3).

El avance histérico tal vez mas significativo en el diagndstico de la TB fue
posible gracias al encuentro de dos logros sorprendentes en la historia de
la ciencia humana: el desarrollo y perfeccionamiento del microscopio y la
confirmacion de la teoria del germen de la enfermedad (4). Sobre la base
de trabajos anteriores hechos por Galileo Galilei en 1609, se inventaron
dos tipos diferentes de microscopio durante las ultimas décadas del siglo
XVII. Sus inventores, Robert Hook y Antonj van Leeuwenhoek, trabajando
de forma independiente, pudieron describir y publicar las observaciones de
estructuras diminutas de corchos, semillas e insectos. Sin embargo, fueron
los trabajos de Leeuwenhoek, quien reporté de manera sistematica sus
observaciones de diminutos organismos los cuales denominé “animdlculos”,
los que abrieron las puertas de un nuevo universo, el de los microorganismos
(5). Poco después de las observaciones de Leeuwenhoek, Benjamin Marten,
tal vez inspirado por la confirmaciéon de la existencia de un universo
de organismos vivos a escala microscopica, publicé en 1720, la que él
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denomind: “La nueva teoria de las consunciones: mas especialmente de una
tisis o consuncién de los pulmones”. En dicha publicacién Marten asegura
que la causa de la “inexplicable enfermedad” es un animadlculo que infecta
los pulmones. Esta fue quizas la primera vez en la historia de la humanidad,
donde se propuso a un organismo vivo infectante como la posible causa de
la consuncién (TB) (6). Dicha hipétesis seria confirmada 163 afos después
por Robert Koch.

El 10 de abril de 1882 se publicé Die Atiologie der Tuberkulose, donde Koch
demostré de la manera mas refinada que el “bacilo de la tuberculosis”,
era el agente causal de la enfermedad que lleva su nombre (enfermedad
de Koch). Vale la pena mencionar que el termino tuberculosis habia sido
acuflado décadas antes (1839) por el naturista Johann Lukas Schonlein
(2). Koch habia presentado ese trabajo 17 dias antes, el 24 de marzo de
1882 (actualmente el dia internacional de la lucha contra la TB) ante
la Sociedad de Fisiologia de Berlin. En el desarrollo de sus tesis sobre el
origen de la TB, Koch describi6 la primera técnica para tefiir y visualizar
microscopicamente el agente etioldgico de la enfermedad, Mycobacterium
tuberculosis (7). La demostracion de que M. tuberculosis era visible por
microscopia dio lugar a que muchos cientificos trabajaran en el desarrollo
de diferentes métodos de tincidn para mejorar la visualizaciéon del bacilo.
De manera sobresaliente, Franz Ziehl y Friedrich Neelsen continuaron con
el trabajo de tincidon basado en la técnica desarrollada por Koch. Dicho
procedimiento combinaba la utilizacién de un mordiente, la aplicacion de
calor y el uso de un reactivo decolorante. Si bien al perfeccionamiento de esta
técnica de tincion se le conoce generalmente como “tincién Ziehl-Neelsen”,
es importante mencionar que este proceso de tincién fue el resultado de
esfuerzos independientes iniciados por Paul Ehrlich, Ziehl, y finalmente,
la combinacion de estos trabajos con los desarrollados posteriormente por
Neelsen (8). Los principios de coloracion para la detecciéon microscopica de
M. tuberculosis desarrollados entre 1882 y 1887, todavia se utilizan hoy dia
en muchos paises como método de rutina para el diagnéstico y seguimiento
dela TB.
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Aungque los principios de esta técnica de tincion han permanecido, se han
realizado varias modificaciones a los colorantes y reactivos utilizados. La
modificacién realizada por Joseph J. Kinyoun alrededor de 1896 (publicada
formalmente en 1914) (8,9), es actualmente la mas utilizada en preparaciones
derivadas de cultivo. El método de Kinyoun se diferencia del método de
Ziehl-Neelsen en que es un procedimiento de tincién en frio para bacilos
acido-alcohol resistentes. Mas tarde, en 1938, Hagemann desarrollé un
método fluorescente para detectar M. tuberculosis mediante la tincidén con
auramina (10). Después de varias mejoras realizadas al método original de
Hagemann, Truant desarroll6, en 1962, uno de los métodos alternativos
mas importantes para el diagnostico de la TB: la tincién fluorescente de
auramina y rodamina. Esta tincion fluorescente de M. tuberculosis sigue
los mismos principios de la tincién acida, pero reemplaza la fucsina con
los fluorocromos auramina O y rodamina B (11). El examen microscdpico
de muestras de esputo de pacientes con TB, denominado baciloscopia,
ha constituido una de las principales herramientas para el diagndstico de
esta enfermedad especialmente en paises de bajos y medianos ingresos. La
baciloscopia presenta ventajas notables para el diagndstico de TB: bajo costo,
modestos requisitos de infraestructura y resultados relativamente rapidos.
Sin embargo, tiene también multiples desventajas, entre las que se cuenta
su baja sensibilidad (detecta entre 1.000 y 10.000 Unidades Formadoras de
Colonia (UFC)/mL de esputo) especialmente en pacientes coinfectados con
el Virus de la Inmunodeficiencia Humana VIH (que va del 20% al 60%)
quienes usualmente presentan bajas cargas de bacilos a nivel pulmonar
(TB paucibacilar), inhabilidad para diferenciar especies de micobacterias
acido alcohol resistentes y la necesidad de personal altamente entrenado
para obtener resultados satisfactorios (12, 13). Se ha demostrado que el
uso de microscopia fluorescente (actualmente la OMS recomienda el uso
de fluorescencia tipo LED-ligh emmiting diode) es estadisticamente mas
sensible (6% mas sensible) que la baciloscopia por microscopia tradicional
sin pérdida de la especificidad (14).
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Métodos diagnosticos basados en cultivo

La estrategia experimental desarrollada por Robert Koch para identificar
el agente etiologico de la TB, lo llevo a establecer las bases para el cultivo
microbiolégico de M. tuberculosis (7). Antes de Koch otros habian
contemplado la idea de una posible causa infecciosa de la TB (Marten,
por ejemplo), sin embargo, ante la imposibilidad de demostracién por los
métodos microbioldgicos de la época (segunda mitad del siglo XIX) todos sin
excepcion habian renunciado a esta idea. Para el cultivo de M. tuberculosis,
Koch inicialmente utilizé un medio sélido muy simple, hecho de suero de
vaca o de oveja y técnicas tradicionales de la época, el tinico componente
especial del protocolo de Koch fue su inquebrantable paciencia. Decidié
mantener los cultivos en incubacidon por encima de diez dias, tiempo en
el cual las micobacterias empezaron a formar diminutas colonias visibles
macroscopicamente (7). Varias modificaciones al medio original utilizado
por Koch se han desarrollado desde entonces. Inicialmente, M. tuberculosis
se cultivo en diferentes medios sdlidos a base de agar y huevo (15). Una de las
multiples preparaciones a base de huevo fue desarrollada originalmente por
Wessely y Lowenstein en 1931, y posteriormente modificada por Jensen en
1932, dando lugar al Lowenstein-Jensen (L]), uno de los medios de cultivo
para M. tuberculosis mas utilizados en el mundo (16). El medio L] obtiene
su color caracteristico gracias al verde de malaquita; este es adicionado para
inhibir el crecimiento de microorganismos contaminantes, lo que hace que
este medio sea muy util para la evaluacion de muestras de esputo en entornos
clinicos. Dos modificaciones de los medios L] se utilizan comunmente
en los paises de bajos y medianos ingresos. El primero, desarrollado por
Ogawa en 1950 (Medio de Ogawa) y el segundo, una versién modificada
de Ogawa (Ogawa-Kudoh) desarrollada por Kudoh y Kudoh en 1974. En
estas versiones modificadas, se omite la adiciéon del aminodcido asparagina,
haciendo la preparacién menos costosa, pero también menos sensible dado
que no se concentra la muestra (17). Simultaneamente al desarrollo de
medios de cultivo solido para M. tuberculosis, se empezaron a desarrollar
alternativas de cultivo liquido. Proskauer y Beck en 1894, establecieron
las bases para el desarrollo de un medio liquido sintético (medio PB) que
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contenia asparagina como unica fuente de nitrégeno y glicerol como la tinica
fuente de carbono. El medio PB todavia se utiliza, principalmente como un
medio minimo (o simple) para experimentos en los que la albimina y el
Tween 80 pudieran generar interferencias en aplicaciones posteriores (18).

Finalmente, una de las contribuciones mas significativas para el
mejoramiento del cultivo de M. tuberculosis, es el trabajo realizado por
Rene Jules Dubos y Gardner Middlebrook durante la década de 1940.
Estos cientificos desarrollaron la formulacion para el medio a base de agar
Middlebrook 7H11 y el medio liquido Middlebrook 7H9 (19, 20). Ambos
medios son ampliamente utilizados en la investigacién y entornos clinicos
en la actualidad. El desarrollo de un medio liquido para el crecimiento de
M. tuberculosis permitio el disefio de varias metodologias semi y totalmente
automatizadas para diagnosticar TB. A continuacidn, se presentan algunos
ejemplos emblematicos. El sistema de cultivo de micobacterias SEPTI-
CHEK™ AFB se desarroll a fines de la década de 1990. Este sistema combiné
el medio 7H9 y tres medios sélidos: 7H11, un medio a base de huevo y
un medio agar-chocolate, este tltimo para detectar contaminaciones, en
un sistema cerrado (21). Mas tarde, Becton-Dickinson lanzé un sistema
radiométrico semiautomatico, Bactec 460. En este sistema, el crecimiento
de M. tuberculosis se determinaba cuantificando el “CO, liberado después
del metabolismo de un sustrato marcado con "C en el medio (22). Al igual
que el Bactec 460, se han desarrollado tres sistemas adicionales basados
en cultivos que utilizan diferentes sensores para detectar el crecimiento de
micobacterias. Primero, el Versa TREK (Trek Diagnostic Systems), que es un
sistema semiautomatico en el que se evalua el crecimiento de M. tuberculosis
mediante la deteccion de cambios en la presion dentro del tubo de cultivo
(13). En segundo lugar, el BacT/ALERT MB (bioMérieux) que contiene un
sensor de gas que cambia de color a medida que el CO, es producido por
microorganismos en crecimiento (23).

Finalmente, el tubo indicador de crecimiento de micobacterias BACTEC-

MGIT-960, que es un sistema totalmente automatizado que utiliza el sensor
fluorescente, pentahidrato de rutenio, este emite fluorescencia en presencia
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de bacterias con metabolismo aerébico, cuando el oxigeno es consumido y
reemplazado por didxido de carbono (24). Los sistemas automatizados se
utilizanampliamente en entornoshospitalariosysehanadaptado pararealizar
pruebas de susceptibilidad a los medicamentos. El uso de cultivo mejoro
notablemente el diagndstico de TB. El cultivo sélido es aproximadamente
100 veces mas sensible que la baciloscopia, detectando de 10 a 100 UFC/mL
de espécimen (13), mientras que el cultivo liquido puede detectar desde 1 a
50 UFC/mL (25). Una de las grandes desventajas del cultivo esta relacionada
con el lento crecimiento de M. tuberculosis; cuando se utiliza cultivo solido
los tiempos de espera que pueden ser hasta de doce semanas. Sin embargo, la
introduccién de medio liquido en la rutina diagnéstica de TB ha permitido
mejorar notablemente los tiempos de espera que pueden ser tan bajos
como diez dias con el BACTEC-MGIT-960 (13). Otra desventaja para el
uso de cultivo es la necesidad de infraestructura relativamente compleja. No
obstante, el cultivo de M. tuberculosis sigue siendo el estandar de oro para
el diagnodstico de la TB y la evaluacidn de la respuesta al tratamiento (14).

El uso de herramientas de biologia molecular en el diagnéstico de TB

A finales de la década de 1980’s se empez6 a generalizar el uso de diferentes
metodologias para la deteccién de acidos nucleicos de M. tuberculosis con
fines diagnodsticos. Los primeros ensayos desarrollados utilizaron pruebas
radio-marcadas que identificaban secuencias especificas del genoma
bacteriano (26). La mayor limitacion de este tipo de ensayos era la necesidad
de una gran cantidad de material genético bacteriano, haciéndolos en
la mayoria de casos dependiente del cultivo (27). Alternativamente, y
con el potencial de superar la necesidad de cultivo, surgieron las pruebas
basadas en la Amplificacién de Acidos Nucleicos (NAAT, del inglés Nucleic
Acid Amplification Tests) mediante PCR (27). Los NAAT representan una
alternativa prometedora para la deteccion rapida y especifica de la infeccién
por M. tuberculosis y como tal han sido la base para el desarrollo de una
enorme variedad de ensayos y dispositivos con potencial diagndstico.
Una lista de las mas recientes herramientas diagnosticas para TB en sus
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diferentes etapas de desarrollo se presenta en la Tabla 1. Dentro de los
métodos moleculares el Gene Xpert MTB/RIF es el que mayor impacto y
aceptacion ha tenido. En este método se procesan muestras de esputo en
un sistema de cartucho cerrado amplificando mediante PCR el gen rpoB
de M. tuberculosis. La ventaja mas evidente de este método es que permite
resultados confiables en dos horas, ademas de que es altamente sensible. La
version inicial tenia una capacidad de deteccion de 131 UFC/mL de esputo,
mientras que la nueva versién Xpert Ultra es mucho mas sensible (detecta
hasta 15.6 UFC/mL), esta mayor sensibilidad se logra al amplificar regiones
de insercion las cuales se encuentran en multiples copias en el genoma de la
micobacteria (IS6110 e IS1810) (28).

Un enfoque molecular completamente diferente es la implementacién de
espectrometria de masas de desorcién/ionizacion laser asistida por una
matriz por tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) para detectar un patrén
espectrométrico de proteinas especifico para M. tuberculosis. En el ensayo
MALDI-TOF MS, se utilizan cultivos puros de M. tuberculosis para generar
bibliotecas espectrales. Luego, la muestra desconocida se procesa y los
espectros se comparan con la biblioteca para su identificacion (29). Esta
tecnologia podria tener gran impacto en la identificacion de especies para
discriminar M. tuberculosis de otras micobacterias no tuberculosis; se ha
evidenciado capacidad para discriminar género en 85% de los casos y especie
en 71% de casos, comparado con métodos de referencia moleculares (30).
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Tabla 1. Pruebas moleculares actualmente reportadas por la Organizacién
Mundial de la Salud para diagndstico de tuberculosis y/o deteccion de
resistencia a farmacos. Tabla adaptada del Reporte Global de Tuberculosis
de la OMS de 2019 (14)

Prueba Principio

Tecnologias avaladas por la OMS

Utiliza muestras de esputo. Proceso automatizado en
un cartucho cerrado. La deteccion de M. tuberculosis
es mediada por la amplificacion de una region del
gen rpoB. La resistencia a rifampicina es detectada
por mutaciones en una subregion del fragmento
amplificado de rpoB, utilizando PCR en tiempo real y
sondas de horquilla. En el Caso de Xpert Ultra, el test
esta dirigido a los genes de multiples copias IS6110 /
IS1810

Utiliza muestras de esputo con baciloscopia y/o cultivo
positivo. Amplificaciéon mediante PCR multiple de
fragmentos de genes asociados a resistencia a firmacos
de primera linea: rifampicina (rpoB) e isoniacida
(inhA y katG) y de segunda linea: aminoglucdsidos

y fluoroquinolonas. Los fragmentos amplificados
reaccionan con tiras reactivas de nitrocelulosa que
contienen regiones complementarias.

Xpert MTB/RIF and Xpert
Ultra

Ensayos con sondas en linea
(line probe assays-LPA),
FL-LPA Hain Lifescience,
Germany and Nipro, Japan
SL-LPA), Hain Lifescience,
Germany

Utiliza muestras de esputo. El DNA genémico de M.
tuberculosis es amplificado por métodos isotérmicos
y los genes blanco son IS6110y gyrB. La OMS ha
sugerido que esta prueba podria reemplazar a la
evaluacion microscdpica en personas con signos y
sintomas compatibles con TB.

Metodologias agendadas para ser evaluadas Por la OMS en 2019-2020

TB LAMP, Eiken, Japan

Utiliza muestras de esputo y cultivo. El diagndstico de
TB se da mediante la amplificaciéon de rpoB usando
LATE-PCR. Detecta resistencia a firmacos de primera
linea rifampicina (rpoB) e isoniacida (inhA y katG). Se
pueden procesar 96 muestras al tiempo.

FluoroType MTBDR, Hain
Lifescience, Germany

Utiliza muestras de esputo. El diagnéstico de TB

se da mediante la amplificacion de IS6110y el gen
m2000 RealTime MTB Sys- pab. Detecta resistencia a farmacos de primera
tem, Abbott, USA linea rifampicina (rpoB) e isoniacida (inhA y katG).
Se pueden procesar 96 muestras al tiempo. La
amplificacion es mediante PCR en tiempo real.
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Utiliza muestras de esputo. El diagndstico de TB se da
mediante la amplificacién de IS6110 e IS1081. Detecta
BD Max MDR-TB, Becton resistencia a firmacos de primera linea rifampicina
Dickinson, USA (rpoB) e isoniacida (inhA y katG). Se pueden procesar
24 muestras al tiempo. La amplificacion es mediante
PCR en tiempo real.

Utiliza muestras de esputo. El diagndstico de TB se da
mediante la amplificacién de 165 ARNr y cinco genes

ESEEZ ;;Z;;;:ﬁl;f ;y;StZF ’ del complejo esx. Detecta resistencia a farmacos de

Switzerland E CHN’ ’ primera linea rifampicina (rpoB) e isoniacida (inhA y
katG). Se pueden procesar 96 muestras al tiempo. La
amplificaciéon es mediante PCR en tiempo real.
Deteccion asistida por computador. Analisis

Radiologfa computacional de imdgenes digitales de rayos X

de térax. No hay evidencia hasta el momento de
recomendacion por parte de la OMS.

Fuente: Elaboracion propia

El problema con este enfoque es la necesidad de cultivar la muestra antes
del analisis. En general, el alto costo y la necesidad de una infraestructura
compleja (con excepcion de LAMP TB) son los obstaculos que actualmente
se afrontan para la implementaciéon de estos enfoques de diagnodstico
molecular de TB, especialmente en paises de bajos y medianos ingresos.

Diagnostico de TB en personas coinfectadas con el VIH

El diagnoéstico de TB en personas coinfectadas con el VIH enfrenta un reto
adicional debido a que los pacientes con TB/VIH a menudo desarrollan
formas diseminadas de la enfermedad. En consecuencia, las herramientas
diagnosticas tradicionales que dependen de muestras de esputo presentan
muy baja sensibilidad y especificidad (31). En este grupo de pacientes
coinfectados TB/VIH, se ha encontrado una molécula distintiva de la
micobacteria: el lipoarabinomanan (LAM) en la orina de los individuos,
especialmente en aquellos con infeccion diseminada. LAM es un
lipopolisacarido (o lipoglicano) presente en gran abundancia en la pared
celular de M. tuberculosis y se considera un analogo del lipopolisacarido de
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las bacterias Gram negativas por su potencial endotéxico y sus composicion
bioquimica. La sensibilidad de la prueba depende del estado de la infeccion
por VIH de los pacientes y su recuento de linfocitos CD4+ (31). Basados en
la deteccion de LAM se han desarrollado varios tipos de ensayos. Clearview
TB, es un ensayo inmuno-absorbente ligado a enzima (ELISA) que permite
una deteccion cuantitativa de LAM en orina; se ha demostrado que esta
prueba incrementa su sensibilidad cuando la orina se concentra 100 o mas
veces (32). Alternativamente, una version simplificada de inmunoensayo
de deteccion de LAM es la prueba Alere Determine™ TB-LAM-Ag. Este es
un ensayo de flujo lateral de facil ejecucidn, que se puede usar en puntos
de atencién médica con infraestructura minima (point of care assay) y que
proporciona resultados rapidos (31, 33). La sensibilidad de las pruebas de
LAM es baja en pacientes VIH negativos (10% a 20%), pero aumenta en
pacientes VIH positivos con un promedio de 56% (33). La sensibilidad
de la prueba LAM es aun mayor (66.7%) en pacientes VIH positivos con
recuentos de células T CD4 + muy bajos (50 células/pl) (34, 35). En el afo
2015, la OMS publicé una politica guia donde se recomienda el uso de TB-
LAM exclusivamente en pacientes con estados avanzados de HIV (36).

Métodos diagnosticos para detectar la infeccion tuberculosa latente
(ITBL)

La OMS ha definido la ITBL como un estado de respuesta inmunoldgica
constante a la estimulacién por antigenos y moléculas de la micobacteria,
caracterizado por ausencia de signos y sintomas de la enfermedad activa
(37). Para diagnosticar esta forma de TB, en lugar de buscar directamente
el microorganismo, la infeccion o la exposicion a M. tuberculosis se
evalia mediante la respuesta inmune del huésped. Una de las pruebas
representativas que se fundamenta en la respuesta inmune del paciente, es
la prueba intradérmica de tuberculina (también conocida como método de
Mantoux o prueba cutdnea de PPD). Actualmente, esta prueba representa
la mejor herramienta para identificar la infeccién latente. Curiosamente
las bases experimentales para el desarrollo de este test también fueron
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establecidas por Koch en 1890 (38). Inicialmente, Koch considerd que la
inyeccion de un preparado (inactivado) del cultivo de M. tuberculosis
(posteriormente denominado tuberculina) podria ser un tratamiento para
la TB a modo de “vacuna”. Poco después, se demostr6 que era ineficaz para
prevenir la enfermedad, sin embargo, la tuberculina generaba en algunas
de las personas inoculadas una reaccién cutanea, circunstancia que seria
aprovechada posteriormente como estrategia diagnostica (38). Los hallazgos
de la exposicién a la tuberculina fueron estudiados mas a fondo por Von
Pirquet quien en 1907 desarrollo la primera prueba cutanea para identificar
exposicion a M. tuberculosis (39). Con base en los estudios de Von Pirquet,
Charles Mantoux propuso la inyeccién intradérmica de tuberculina (38).
Posteriormente, Florence Seibert, en 1934, realizé varios estudios tratando de
definir una composicion estandarizada de tuberculina, actualmente conocida
como derivado de proteina purificada (PPD, nombre con el que también
se le conoce a la prueba de tuberculina) (38, 40). La prueba cutanea de la
tuberculina (TST, por sus siglas en inglés tuberculin skin test) se fundamenta
en una reaccion de hipersensibilidad de tipo IV en la que los linfocitos T
CD4+, previamente expuestos a antigenos micobacterianos, migran al sitio
de inyecciéon de PPD (41). La PPD es actualmente la principal herramienta
para identificar individuos con infecciéon latente, desafortunadamente,
la vacuna con el Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) y/o la infeccién con
micobacterias no tuberculosas (MNT) pueden llevar a resultados falsos
positivos. Entre otras limitaciones de la PPD, estd la incapacidad para
discriminar entre TB latente y TB activa, y la baja sensibilidad en pacientes
con algun nivel de inmunosupresion. En el caso especifico de pacientes
con coinfeccion TB/VIH la lectura del test se ve fuertemente afectada por
la reduccion en la induracion caracteristica de un test positivo (40, 42).
Alternativamente, los ensayos de liberacion de interferén gamma (IGRA,
por sus siglas en inglés Interferon-Gamma Release Assays), son especificos
para M. tuberculosis y presentan una mayor sensibilidad, siendo la
alternativa al PPD para identificar individuos con ITBL coinfectados con
VIH (aunque se debe resaltar que con el progreso de la infeccién por VIH
decrece la sensibilidad), nifios y mujeres embarazadas. Dos IGRA se utilizan
ampliamente en entornos clinicos: la prueba QuantiFERON-TB Gold In-
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Tube (QFT-GIT) y la prueba T-SPOT TB (T-Spot). QTF-GIT utiliza una
combinacidn de antigenos de las proteinas micobacterianas ESAT-6, CFP10
y TB7.7. Estos antigenos no estan presentes en el BCG ni en la mayoria de las
MNT. Para la prueba, la sangre de un individuo se mezcla con los antigenos,
en caso de exposicion previa a M. tuberculosis se determina con base en
la concentracion de interferon gamma liberado (43, 44). Por otro lado, la
prueba del T-Spot determina la infeccion por M. tuberculosis en funcion del
numero de células que producen interferén gamma utilizando un ensayo de
inmunotransferencia ligado a enzimas. T-Spot utiliza los antigenos ESAT-6
y CFP10, por separado (45).

Ademas de los IGRA, se han desarrollado varias pruebas seroldgicas para
una variedad de proteinas de M. tuberculosis: el antigeno de 38 KDa, HspX,
ESAT-6, Ag85 entre otras (46, 47), en este caso dirigidas a la identificacién
de pacientes con TB activa. Sin embargo, la mayoria de estas pruebas han
mostradounrendimientodeficienteen el diagnosticode TB consensibilidades
que van del 0,97% al 59% comparado con el cultivo. Consecuentemente, en
2011,1a OMS declaré que los datos asociados con la evaluacion de las pruebas
serologicas para TB eran de baja calidad y que la cantidad de resultados
falsos positivos y falsos negativos estaba impactando adversamente al
paciente. Razon por la cual, la OMS recomendé que los clinicos no utilicen
este tipo pruebas en la rutina de diagndstico de TB, entretanto no se genere
nueva evidencia (48). En general, aparte de IGRA, la mayoria de las pruebas
de diagnostico desarrolladas para probar muestras diferentes al esputo (por
ejemplo: suero u orina) se han centrado en la deteccion de biomoléculas
de la micobacteria incluyendo proteinas, lipoglicanos y/o, como ya se
menciond antes, acidos nucleicos. La evaluacion combinada de marcadores
derivados del huésped con los derivados de la bacteria podria aumentar la
capacidad para el diagndstico de TB y la identificacion de diferentes etapas
de evolucién de TB entre infeccion y enfermedad activa.
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TB en cifras y retos diagndsticos actuales

Segtin la OMS, alrededor de 7 millones de casos de TB pulmonar fueron
notificados en 2018 por los programas nacionales de TB en todo el mundo,
sobre un total de 10 millones de casos estimados. Se evidencia una brecha
de notificacién del 30% (14). Una brecha adicional del 45% fue observada
entre los casos notificados y los que se confirmaron microbioldgicamente
(14). Es importante resaltar que la brecha entre los casos estimados y el
numero de casos notificados se ha mantenido constante desde el primer
reporte de TB de la OMS en 1997. Dos razones principalmente podrian
explicar esta brecha: 1) la falta de sistemas de informacién eficientes,
especialmente en los paises con mayor carga de TB; y 2) la falta de
herramientas de diagnostico mds accesibles (limitaciones para acceder a
los sistemas de salud), sensibles y precisas. La microscopia y el cultivo de
muestras de esputo siguen siendo las dos herramientas mas importantes
para la confirmacion bacterioldgica de TB pulmonar, de hecho, la mayoria
delos 3 millones de casos de TB que se confirmaron en 2018 fue inicamente
con microscopia (14).

Otro componente importante que contribuye a la epidemia de TB es la
gran proporcion de casos de ITBL. Una reciente reevaluacion del estimado
de personas con ITBL en el mundo, mostré que aproximadamente el 25%
de la poblacién global tiene infeccién latente y se estima que del 5% al
10% desarrollara enfermedad activa en el transcurso de su vida (49, 50). El
riesgo de progreso de ITBL a infeccion TB activa incrementa 10% cada afio
en personas que se coinfectan con el VIH (51). Desafortunadamente, las
dos estrategias disponibles para la identificaciéon de ITBL, TST e IGRA, son
ensayos inmunologicos dependientes de células T y la inmunosupresion
afecta gravemente su sensibilidad; lo que hace que sean insuficientes o
poco efectivas para detectar la ITBL en pacientes con estados avanzados
de infecciéon por VIH. De hecho, a medida que disminuye el recuento de
células CD4 +, disminuye la efectividad de IGRA (52). Dos grandes retos
diagndsticos permanecen como prioridad para mejorar el control de la
TB a nivel mundial: 1) No existe ninguna prueba que permita discriminar
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la TB activa de ITBL; y 2) no hay ninguna prueba que permita identificar
personas con infeccion latente que se encuentren en proceso de desarrollar
enfermedad activa.

Biomarcadores de TB de muestras diferentes al esputo: la clave para
nuevos desarrollos diagndsticos

Como se ha mencionado hasta ahora la mayoria de los enfoques para el
diagndstico de TB, depende de la visualizaciéon microscopica, el cultivo o la
deteccion de acidos nucleicos de M. tuberculosis. Ademas, la mayoria de las
pruebas emplean muestras de esputo, donde usualmente se concentran las
bacterias, particularmente en aquellos casos donde la presentacion clinica
es pulmonar (presentacion clinica mas frecuente de TB). Sin embargo, es
importante tener en cuenta que depender de muestras de esputo para el
diagnostico tiene desventajas. Entre las mads relevantes se sabe que obtener
muestras de esputo de niflos menores de cinco afios es practicamente
imposible (53). Asimismo, los pacientes con TB coinfectados con el VIH
normalmente tienen una carga bacteriana muy baja en su esputo (TB
paucibacilar) (54).

Ladeteccion de moléculas de M. tuberculosis (proteina, lipido, acido nucleico)
enunamuestrabioldgica derivadade paciente conindicios clinicos de padecer
TB, es el punto de inicio para diagnosticar la enfermedad en el laboratorio.
De la misma manera, los marcadores inmunoldgicos inequivocamente
vinculados a la infeccion por M. tuberculosis también se pueden utilizar para
fines de diagnostico. En conjunto, los marcadores biologicos que permiten
identificar a los pacientes que se encuentran en un proceso patologico
se denominan biomarcadores de diagnostico (55). En el caso de TB la
identificacion de biomarcadores diagnosticos debe considerar los multiples
procesos asociados a la infeccion. Una aproximacion simplista del “ciclo de
vida” de M. tuberculosis, sugiere que la infeccion inicial se establece mediante
la inhalaciéon de aerosoles cargados con bacterias generados por pacientes
con TB pulmonar activa al expectorar o toser (56). Se plantea la hipdtesis
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de que existe un nimero muy reducido de personas que pueden eliminar
la micobacteria via respuesta inmune innata, en cuyo caso las TST e IGRA
seran negativas. Otro grupo de individuos controla la infeccién y elimina la
micobacteria mediante la respuesta inmune adaptativa lo que resulta en TST
que puede ser negativo o positivo e IGRA positivo (56,57). En un tercer grupo
de individuos M. tuberculosis invade los macroéfagos alveolares usualmente
en la parte inferior del pulmdn, estableciendo una infeccion intracelular
que al ser completamente contenida (pero no eliminada) por la respuesta
inmune (90% a 95% de los pacientes) conduce a la ITBL. El individuo puede
mantener el estado latente de infeccion durante décadas. Sin embargo, una
persona con ITBL puede progresar a TB activa con el potencial de propagar
las micobacterias, mediante la generacion de aerosoles al toser y/o expectorar
(56, 57). Una cuarta posibilidad ocurre cuando, después del establecimiento
de la infeccion intracelular, el sistema inmunitario del paciente no puede
controlar la bacteria y el paciente desarrolla TB activa (5% al 10%). Después
de recibir tratamiento, los pacientes con TB activa pueden convertirse en
casos de ITBL u obtener una esterilizacion completa (58). Ninguno de los
estados durante la infeccién por M. tuberculosis encaja en una clasificacion
dicotémica perfecta. Por el contrario, la transicion de I'TBL a enfermedad
activa y de TB activa a curacion definitiva o ITBL nuevamente (después del
tratamiento), es un continuo de etapas (58). Para mejorar el control de la TB,
es importante descubrir biomarcadores de diagndstico para cada una de las
diferentes etapas del continuo de la infeccién con la micobacteria (Figura 1).
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Figura 1. Biomarcadores para diagndstico de tuberculosis. Para controlar
efectivamente la TB, es necesario el descubrimiento de nuevos biomarca-
dores de diagnéstico no solo para la enfermedad activa, sino también para
la identificacion de la infeccion de TB latente y reactivacion. Fuentes: (14),
1 (49).

Fuente: Elaboracién propia

Identificacion de biomarcadores para TB activa y latente

En el contexto de las enfermedades infecciosas, los biomarcadores pueden
ser derivados de patdgenos, asi como, derivados del huésped. Ademas de
los biomarcadores ya mencionados que han jugado un papel importante en
la deteccion de la infeccion por M. tuberculosis (el ADN micobacteriano
encontrado en cualquier cavidad infectada y LAM en la orina), varios estu-
dios han probado las biomoléculas micobacterianas como marcadores po-
tenciales de enfermedad activa o infeccién latente. Las micoliltransferasas
de unién a fibronectina cominmente conocida como antigeno 85 (Ag85) se
han encontrado formando complejos inmunes con inmunoglobulinas y fi-
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bronectina en plasma de pacientes con TB (59). Sorprendentemente, no hay
estudios recientes que prueben la presencia de Ag85 en la sangre de pacien-
tes con TB activa, excepto en un estudio reciente realizado por Kruh-Garcia
y colaboradores (60) abriendo una luz para una posible prueba diagnéstica
no dependiente de esputo. Desde el lado del huésped, Sartain y colabora-
dores, propusieron una versién mejorada de un ensayo seroldgico para dis-
criminar diferentes etapas de la TB activa. En su estudio Sartain desarrolld
un ensayo de micro matrices de proteinas para la deteccion simultanea de
reactividad seroldgica frente a varias proteinas de M. tuberculosis. En esta
estrategia, generaron una biblioteca de 960 fracciones simples de citosol y
proteinas secretadas de M. tuberculosis, que se analizaron con muestras de
sueros de cinco grupos heterogéneos de pacientes: pacientes sin signos y
sintomas de TB activa con PPD positiva (como casos de ITBL), TB cavitaria
(una forma avanzada de TB activa caracterizada por la presencia de uno
o mas granulomas abiertos del que se expulsé el centro necrético a través
del arbol bronquial (61)), TB no cavitaria, coinfecciéon VIH/TB y pacien-
tes VIH+/TB negativos. Se encontraron cuatro antigenos micobacterianos
asociados exclusivamente con la TB cavitaria (Psts1, HspX, Mpt64 y TrxC)
y once antigenos (incluidos SodC y BfrB) que generaron la respuesta mas
fuerte en la TB cavitaria y no cavitaria (62); estos estudios experimenta-
les sugieren una posible aplicacién de la deteccion de anticuerpos frente a
multiples antigenos de M. tuberculosis, en el diagnostico de TB que debe ser
confirmada en estudios subsecuentes.

Un enfoque diferente basado en el suero para identificar TB activa o ITBL
se basa en la caracterizacién de microARNs humanos circulantes (63, 64).
Un estudio, mostrd que 59 microARNSs (incluidos miR93 * y miR29a) esta-
ban sobre expresados en pacientes con TB activa. Una evaluacién adicional
demostré que miR29a presentaba un alto potencial diagndstico que deberia
ser validado con estudios complementarios (65).

En el contexto de los biomarcadores de diagndstico derivados del huésped,

se encontrd que la proteina amiloide A y la trastirretina (prealbumina) en
suero, mostraron una precision diagnoéstica para TB activa que oscil6 entre
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el 78% y el 90%, utilizando ensayos complejos que acoplaban tecnologia
de microarrays, un tipo especial de espectrometria de masas (absorcion/
ionizacion laser en superficie con espectrometria de masas (SELDI-MS)) e
inmunoensayos (66). Otro estudio comparé pacientes con TB tanto VIH+
como VIH- con individuos con ITBL y con pacientes que presentaban
otras enfermedades respiratorias (OER) y voluntarios sin TB. Inicialmente,
a través de ensayos de protedmica identificaron 165 proteinas expresadas
diferencialmente en pacientes con TB (VIH-) en comparaciéon con ITBL.
Con el fin de disminuir la interferencia generada por las proteinas que se
aumentan en fase aguda eliminaron del analisis aquellas que se sabe que
forman parte de la respuesta de fase aguda en diversas enfermedades
infecciosas. El analisis final mostré que diez proteinas podian discriminar
TB/VIH- y de OER, mientras que ocho proteinas discriminaban TB/HIV +
de OER. CD14 y la glicoproteina extracelular SEPP1 fueron comunes en
ambos grupos (67).

«r

Uso de ciencias “0micas” en el descubrimiento de biomarcadores de TB

Uno de los campos mas recientes para el descubrimiento de nuevos
biomarcadores es la identificacion y cuantificacion de moléculas pequeias
(<1.5 KDa) involucradas en todas las etapas de la funcién celular, en una
aproximacion experimental y metodolégica conocido como metabolémica
(68). Los metabolitos del patdgeno y del huésped se han estudiado como
biomarcadores potenciales de TB. Con respecto a los metabolitos de
M. tuberculosis, varios autores han utilizado el cultivo in vitro para la
identificacion inicial de candidatos teniendo en cuenta las dificultades
asociadas con la interferencia de la matriz del huésped (suero o plasma).
Un metabolito con gran potencial es el acido tuberculostearico (TBSA), el
cual se ha identificado en diferentes muestras de pacientes con TB activa
(69). Desafortunadamente, TBSA mostré una sensibilidad y especificidad
bajas (54% y 80%, respectivamente) y un alto costo para su deteccion (69,
70). Finalmente, los lipidos de la pared celular (especificamente los acidos
micoélicos) estan bajo intensa investigacion en este campo. La presencia /

36



Estudios de la tuberculosis desde la Sucursal del Cielo

ausencia de diferentes clases de acidos micdlicos ha demostrado potencial
para discriminar entre M. tuberculosis y otro grupo importante de MNT
clinicamente relevantes (Sistema de Identificacién de Micobacterias MYCO-
LCS) (68, 71). Con respecto a los metabolitos derivados del huésped,
los metabolitos del plasma mostraron una capacidad prometedora para
discriminar a los pacientes con TB activa de pacientes con neumonia y de
voluntarios sanos. Especificamente, la presencia de ceramida mostré una
sensibilidad y especificidad superiores al 85% para el diagndstico de TB
(72). Un estudio compard los metabolitos séricos de pacientes con TB y los
controles sanos, mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN), encontrando que trece metabolitos aumentaron significativamente
y cuatro disminuyeron en el grupo de pacientes con TB. Segtin este arreglo de
metabolitos, el proceso mas afectado durante la infeccion por M. tuberculosis
fue la biosintesis de proteinas (73). Otro método con el cual se consiguié
un alto grado de caracterizacion para detectar metabolitos potencialmente
biomarcadores de diagnéstico de TB, consistio en el desarrollo de una “nariz
electrénica” capaz de distinguir las especies de micobacterias en entornos
de laboratorio; sin embargo, la prueba mostré una sensibilidad (75%) y
especificidad (67%) bajas en entornos clinicos (68). Uno de los principales
desafios de los estudios de metabolémica en el campo del diagnoéstico de
la TB es su aplicacion en campo debido al uso de tecnologias complejas y
costosas.

Diversos enfoques proteomicos se han utilizado para encontrar
biomarcadores de TB en suero/plasma y otras muestras alternativas al
esputo (74). La concentracion de proteinas en diferentes fluidos corporales
puede reflejar procesos patoldgicos. Varias proteinas se usan actualmente
como marcadores de condiciones normales o de enfermedad en entornos
clinicos de rutina: albumina, hemoglobina, transaminasas hepaticas, entre
otras. Estas proteinas normalmente estdn presentes en gran abundancia en
el plasma humano, lo que ha permitido el desarrollo de ensayos de deteccion
simples, de bajo costo y alto rendimiento (ELISA, reacciones colorimétricas,
de quimica seca, etc.) (79). Muchas proteinas involucradas en los procesos
celulares pueden circular en el torrente sanguineo, por lo tanto, el estudio del
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proteoma plasmatico (o del suero) puede reflejar condiciones de enfermedad
clinicamente relevantes (75). La espectrometria de masas representa una
herramienta robusta para el andlisis del proteoma plasmatico, generando
“firmas bioldgicas” (matrices de proteinas/péptidos) asociadas a un estado
particular de enfermedad. Lamentablemente, debido al rango dinamico
extremadamente amplio de concentraciéon de proteinas en el plasma (o
suero) humano (> 10 érdenes de magnitud) la identificacién de proteinas
poco abundantes es un desafio importante (76). En 2014, Kruh-Garcia y
colaboradores, utilizando una aproximacién proteémica identificaron
varias proteinas micobacterianas en suero de pacientes con TB (con y sin
coinfecciéon por VIH): Ag85b, Ag85¢c, Mpt32 (Apa), BfrB, GlcB, HspX, KatG
y Mpt64. En estos experimentos, la identificacion de las proteinas de M.
tuberculosis en suero no se vio afectada significativamente por el estatus
VIH del paciente. En dicho estudio, se utiliz6 inicialmente proteémica
tipo shotgun para seleccionar 76 péptidos correspondientes a 33 proteinas
candidatas. Posteriormente, se identificaron 29 péptidos correspondientes
a 17 proteinas mediante el ensayo de Monitoreo de Reaccion Multiple
(MRM) en pacientes con TB positivo (60). Posteriormente, el mismo
grupo de investigadores utilizando metodologias similares, identificaron
35/40 pacientes con TB activa, segun la presencia de al menos un péptido
micobacteriano. Al comparar muestras de pacientes con TB activa positivo
con aquellas provenientes de individuos sanos, cuatro péptidos de las
proteinas, Cfp2, Mpt32, Mpt64 y BfrB de M. tuberculosis se asociaron
significativamente con los pacientes con TB (77). Los dos tltimos estudios
utilizaron una fraccidn tnica de muestras de sueros enriquecidas con nano
vesiculas secretadas por las células humanas conocidas como exosomas.
El uso de exosomas no solo ayudé con la eliminacién de la mayoria de las
proteinas séricas humanas, sino que también facilité la concentracion de las
proteinas bacterianas (60, 77).

38



Estudios de la tuberculosis desde la Sucursal del Cielo

Conclusiones

El diagndstico de TB ha sido un reto para la humanidad que ha inspirado el
desarrollo de herramientas empleadas en el drea clinica y la microbiologia. A
pesar de que hoy dia la microscopia sigue jugando un papel muy importante
en el diagnoéstico de TB (BK), especialmente en los paises de bajos ingresos,
los avances en los métodos de cultivo y biologia molecular han permitido
en desarrollo de nuevas tecnologias de uso cada vez mas generalizado. Se ha
logrado evolucionar en la deteccién dela M. tuberculosis de 10.000 UFC/ml de
esputo usando microscopia, a detectar <50 UFC/ml de esputo amplificando
acidos nucleicos de la micobacteria via PCR en tiempo real. De igual manera
se ha podido acortar el tiempo para el diagndstico confirmatorio de varias
semanas usando cultivo solido, a diez dias usando sistemas con cultivo
liquido. En este sentido los métodos moleculares también han logrado
acortar de manera importante el tiempo de espera para el diagndstico de TB
con sistemas como el Gene-Xpert MTB-RIF que genera resultados en dos
horas. Tomando en cuenta las fortalezas de las pruebas moleculares la nueva
resolucion colombiana para manejo de la TB (Resoluciéon 227 del 2020)
incorpora en los algoritmos de diagndstico el uso de pruebas moleculares
tales como el Gene Xpert MTB-RIE.

Las muestras empleadas para el diagnostico de TB han sido principalmente
de origen pulmonar (como esputo, lavado bronco alveolar, etc.), debido a la
alta frecuencia de esta presentacion clinica de la enfermedad. Sin embargo, la
evolucion de los métodos diagndsticos esta dirigida a encontrar herramientas
que permitan ser mas versatiles, especialmente incluyendo como fuentes
diagnosticas otros bio-fluidos que minimicen el riesgo de distribuir la
enfermedad (por la generacion de aerosoles) y que sean de facil obtencion
para toda la poblacion, garantizando resultados confiables. El diagnoéstico de
TB continda siendo un problema en el siglo XXI, sumando a la necesidad de
pruebas diagndsticas confiables y de facil aplicacion, la imperativa necesidad
por metodologias que permitan identificar personas con infeccion latente y
dentro de este grupo aquellos en estado de progresion a TB activa.
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