Articulo de Revision | /® universioap

UNIVERSIDAD __ A~
L=\ NUESTRA SENORA DE LA PAZ

LOS PROS Y CONTRAS DE LOS METODOS DE DIAGNOSTICO
MICROBIOLOGICO DE TUBERCULOSIS

Javier Delgadillo’, Carolina Padilha’, Katherine Rodriguez Ortiz”™

* Estudiantes de medicina UNSLP
** Docente de Microbiologia UNSLP

RESUMEN

La tuberculosis es uno de los padecimientos con mayor incidencia mundial. La
infeccion se presenta cuando el Mycobacterium tuberculosis ingresa al organismo,
y la enfermedad surge cuando se altera el estado inmunoldgico, nutricional y de
vacunaciéon. Uno de los factores de su incidencia se debe a la complejidad de los
métodos de diagndstico, basado en eso el propésito de esa revision es
béasicamente hacer una comparacion entre las ventajas y desventajas de los
métodos de diagnostico microbiolégico para la Tuberculosis, ya que un
diagnéstico efectivo permite realizar un tratamiento de mayor eficacia.
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INTRODUCCION

La tuberculosis esta producida por el
bacilo Mycobacterium tuberculosis y
se trasmite, mayormente por via
aérea, a través de las gotitas de
pfligge de pacientes con enfermedad
activa a un individuo sano.

Una vez que los bacilos, dependendo
del potencial de infectividad llegan al
organismo, y fundamentalmente al
alvéolo, se produce una respuesta
inflamatoria constituida por
macrofagos que fagocitan los bacilos;
se liberan citocinas que atraen
neutroéfilos, macréfagos y linfocitos T,

que a su vez segregan factor de
necrosis tumoral alfa e interferén-
gamma. Esta situacion de respuesta
inmunitaria al bacilo constituye la
infeccion tuberculosa (1).

Posteriormente el bacilo puede
permanecer latente en los
macrofagos sin producir sintomas
(infeccion tuberculosa latente), o
progresar a  enfermedad. El
diagnéstico de tuberculosis es
esencialmente microbiolégico y es
uno de los pilares en el control
epidemioldgico de la enfermedad (2).
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En la presente revision se compara
los métodos diagndsticos de la
tuberculina vy el interferén-y
incluyendo caracteristicas de otros
métodos como la baciloscopia, cultivo
y la reaccion en cadena de
polimerasa (PCR), enfatizando Ila
sensibilidad que es la probabilidad de
clasificar ~ correctamente a un
individuo enfermo, y la especificidad
que es la probabilidad de clasificar
correctamente a un individuo sano

(3).
DESARROLLO
Tuberculina

La prueba de la tuberculina es la
técnica mas utilizada y conocida para
la deteccibn de una infeccion
tuberculosa, a partir de la PPD
(Derivado Proteico Purificado).

Valoracién de la reaccién

Es importante que la reaccién se
valore entre las 48-72 horas de la
inyeccion, una reaccion positiva de
Tuberculina se define como una
induracion plana irregular y
ligeramente elevada con un didmetro
de 6 mm como minimo, rodeada por
una zona de enrojecimiento mas o
menos definida. Una reaccion
positiva indica una respuesta del
sistema inmunitario causada por uno
o varios de los siguientes factores:

* Infeccibn con complejo de
Mycobacterium tuberculosis.

* Infeccibn con micobacterias no
tuberculosas.

« Vacuna BCG anterior (las c.
personas vacunadas con BCG
normalmente muestran reaccion
positiva a la tuberculina después
de 4-8 semanas).

Se obtiene una reacciéon positiva dos
a diez semanas después de la
primoinfeccion tuberculosa; hasta
95% de los pacientes que se han
expuesto a esa micobacteria
desarrollardn una induracion mayor
de 10 mm, por esto, un resultado
positivo indica infeccidon tuberculosa,
activa o inactiva. Aunque existen dos
preparados: tuberculina antigua y
derivado proteinico purificado (PPD),
el primero esta en desuso, ya que
tiene menor especificidad (2).

Falsos positivos de la prueba de la
tuberculina:

* Individuos vacunados con BCG
(cepas atenuadas de M. bovis).

* Infeccion por MAO (Mycobacterias
ambientales oportunistas).

* Individuos no sensibilizados a M.
tuberculosis que reciben
trasfusiones sanguineas de
sensibilizados.

* Rotura de vaso o infeccion en la
zona de inyeccion (4).
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Falsos negativos de la prueba de
la tuberculina:

Relacionado con el individuo al que
se le realiza la PT:

* Infecciones viricas: VIH, varicela,
sarampion, parotiditis.

* Infecciones bacterianas: fiebre
tifoidea, brucelosis, lepra,
tosferina, tuberculosis pleural y
diseminada.

* Infecciones

blastomicosis.
*Vacunaciones con Virus Vivos:
sarampion, parotiditis, varicela.

* Alteraciones metabdlicas:
insuficiencia renal cronica.

* Alteraciones del estado proteico:
deplecion proteica severa,
afibrinogenemia.

* Enfermedades de los oOrganos
linfoides: linfomas, leucemia
linfocitica crénica, sarcoidosis.

* Farmacos: corticoides y otros
inmunosupresores.

» Edad: recién nacidos y ancianos.

* Situaciones de estrés: cirugia,
gquemados, enfermedad mental,
reaccion injerto contra huésped

(4).

fungicas:

Con respecto a la Tuberculina

A través de los afios se han ido
desarrollando nuevos métodos de
diagnéstico de tuberculosis, entre
tanto se sigue optando a la prueba de
la tuberculina como mejor opcion

siendo empleada en los paises de
bajos recursos; por su capacidad de
detectar una primoinfeccion y una
infeccion activa en alrededor de 48 a
72 horas, por la facil interpretacion de
los resultados. Por otra parte la PT
posee grandes posibilidades de
mostrar un falso diagnéstico, ya que
al no poseer antigenos especificos
puede resultar en una reaccion
cruzada.

La técnica in vitro de Interferon
Gamma (IFN-y)

El fundamento de esta prueba es la
deteccion de interferon-y tras la
estimulacion in vitro de las células T
sensibilizadas presentes en sangre
con antigenos especificos de
Mycobacterium  tuberculosis, se
utilizan los mismos porque no estan
presentes en la vacuna contra la
tuberculosis (BCG) y se puede
identificar a pacientes que han sido
infectados por Mycobacterium
tuberculosis 0 a los que tienen una
infeccion activa (2).

Estos métodos, denominados
genéricamente en la bibliografia
anglosajona con el acrénimo de
IGRA (Interferon-Gamma-Release
Assays) detectan la liberacion de
interferébn-gamma en respuesta a
antigenos tuberculosos especificos.
El interferon-gamma es una molécula
imprescindible en la respuesta
inmune protectora frente a dicho
microorganismo. Esta  citoquina,
producida por los linfocitos T CD4+,
CD8+ y NK, activa a los macrofagos
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infectados con la consiguiente
liberacion de IL-1 y TNF-alfa, que
limitan el crecimiento y multiplicacion
de las micobacterias (5).

El proceso IGRA:

La sangre es recogida por un
proveedor de atencibn médica y
enviada a un laboratorio para el
procesamiento. El laboratorio debe
comenzar la transformacion de la
sangre en 8 y 16 horas después de la
coleccion (dependiendo de qué
prueba se utiliza). Los resultados de
la prueba estdn generalmente
disponibles en 24 horas.

Los resultados de la prueba posible
son:

. Positivo: Ha habido una
respuesta inmunitaria que indica la
presencia de bacterias de la TB.

. Negativo: No ha sido una
respuesta inmunitaria que indica la
presencia de bacterias de la TB.

. Indeterminado: Resultados
claros. Posible error o los resultados
de Frontera (s6lo para T-SPOT®.TB):
resultados en una frontera de zona y
no puede decir si realmente positivo
0 negativo. (7)

Ventaja de las técnicas de
determinacion de IGRA sobre la
prueba de la tuberculina

Estas técnicas ofrecen importantes
ventajas sobre la PT:

1) No presentan interferencias con la
vacuna BCG.

2) incorporan un control positivo que
proporciona valiosa informacién a la
hora de interpretar una prueba,
aparentemente  negativa, = como
verdadera negativa o indeterminada
(errores técnicos o inmunosupresion).

Otras Caracteristicas de las IGRAs

En un estudio de metanalisis se ha
demostrado que la sensibilidad del
QuiantiFERON fue del 76% vy la
especificidad del 97%.

Los IGRAs son muy utiles para
diagnosticar la tuberculosis por que
se detectan células de IFN-y frente a
antigenos del Mycobacterium
tuberculosis; el valor predictivo (5).

Con respecto al Interferon-y

Los resultados en cuanto a su
especificidad y sensibilidad vienen
establecidas por el fabricante de la
prueba y no dependen del dintel o la
inoculacién y tampoco genera un
efecto booster, su valor predictivo es
mas alto, no presenta interferencias
con BCG vya que contiene los
antigenos del Mycobacterium
tuberculosis. También se debe
advertir que la prueba sigue sin ser
tan popular y su costo es muy alto
por eso se recomienda usarla como
una prueba complementaria a la
tuberculina.
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Amplificacion gendémica, PCR en el
diagndstico de tuberculosis

Es una técnica basada en la
amplificacion gendémica como es la
reaccion de polimerasa en cadena
(PCR), se utilizan para realizar
diagnoéstico rapido de tuberculosis.
Se han descrito muchas variaciones

de estas técnicas, cuyas
evaluaciones han reportado
resultados importantes para

considerar el uso de estas pruebas
en el diagnéstico.

Particular importancia se le ha dado a
la utilidad de estas pruebas, por su
sensibilidad, en el diagnostico de
tuberculosis paucibacilares y
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% y 100% (4), estos
resultados validan el uso potencial de
esta tecnologia en el diagnéstico de
tuberculosis (6).

Con respecto ala prueba del PCR

Detecta y amplia una secuencia
gendmica de ADN o RNA, permite
identificar al complejo Mycobacterium
tuberculosis y otras micobacteria,
posee una gran sensibilidad ya que
puede detectar muestras con baja
carga bacilar, también es

considerada especifica pues
reconoce genero especie en unas
cuantas horas, aunque el PCR sea
una herramienta valiosa para la
deteccion de tuberculosis no es
considerado un método de
diagnostico definitivo ya que pueden
haber problemas de contaminacion
ambiental con fragmentos libres de
ADN o ARN llevando a falsos
positivos.

Baciloscopia directa

A pesar de los mudltiples avances
efectuados en los ultimos afios en el
diagnéstico de la TB, la baciloscopia
mediante la técnica de Ziehl-Neelsen
continia siendo la base del
diagndstico y seguimiento de la TB
por su sencillez, rapidez,
reproducibilidad en todos los d&mbitos
y bajo coste, y porque detecta los
casos contagiosos de la comunidad,
lo que constituye la base del
diagnéstico y seguimiento de la TB.
La tincion de los bacilos va ligada a
los acidos micélicos de la pared
micobacteriana, y éstos estan
presentes en el resto de las
micobacterias y no se pierden
cuando el bacilo muere. Por lo tanto,
una baciloscopia positiva puede
corresponderse con M. tuberculosis
vivo 0 muerto (lo que puede dificultar
su interpretacién en el seguimiento
de los enfermos en tratamiento), o
con otra micobacteria.
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Su principal inconveniente es su
moderada sensibilidad, que esta
condicionada por la localizacion y el
grado de afectacion de la
enfermedad, la calidad de la muestra
y el tiempo que dedica el observador
para determinar que una baciloscopia
es negativa. La sensibilidad puede
incrementarse mediante la
concentracion de la muestra. Sin
embargo, su especificidad es muy
elevada, superior al 95%, tan solo
limitada por los falsos positivos que
pueden aportar otras micobacterias
ambientales o por otras causas
técnicas muy infrecuentes. Por
consiguiente, una baciloscopia
negativa no descarta la TB, pero una
baciloscopia positiva practicamente la
confirma en mas del 95% de los
casos y es indicacion de iniciar
tratamiento. La baciloscopia
mediante técnica de fluorescencia
tiene la ventaja de un ahorro
importante de tiempo en la lectura de
la extensién, por lo que puede estar
indicada como cribado en los centros
que procesan muchas muestras
diarias. De todas formas, Ila
baciloscopia positiva por
fluorescencia debe confirmarse con
la técnica de Ziehl-Neelsen (7).

Cultivo de las micobacterias

La otra técnica basica en el
diagnoéstico de la TB es el cultivo,
anico meétodo que puede asegurar
con certeza la existencia de TB si se

acompafa de identificacion, y el
anico que es completamente valido
para evaluar el seguimiento del
paciente y garantizar su curacion.
Ademas, el cultivo es necesario para
realizar las otras 2 técnicas
microbiolégicas convencionales: la
identificacion y el antibiograma.

Tiene, ademas, la importante ventaja
de una mayor sensibilidad que la
baciloscopia. El inconveniente de la
larga espera necesaria para obtener
el resultado y el complejo
procesamiento de la muestra limitan
su utilidad para la decision clinica.
Con demasiada frecuencia el cultivo
s6lo confirma diagndsticos, no los
realiza como base de la decision
clinica, que suele tomarse basandose
en técnicas mucho mas rapidas como
la baciloscopia y la radiografia.
Basicamente, hay 2 posibilidades de
realizar los cultivos: en medio soélido y
en medio liquido. ElI mas utilizado y
mas barato es el medio sélido, sobre
todo los preparados a base de huevo
(Loéwenstein-Jensen). Sin embargo,
debido a las ventajas de una menor
demora en obtener los resultados, la
mayor sensibilidad y la posibilidad de
automatizacion, poco a poco se han
ido generalizando los medios
liquidos, cuyo inconveniente es que
tienen mayores tasas de
contaminacion. En cualquier caso, su
demora sigue siendo excesiva para la
toma de decisiones clinicas (5y 1).
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Con respecto a la Baciloscopia y el
Cultivo

La ventaja del método de la
baciloscopia es que puede ser
efectuada en casi cualquier lugar y
que el hallazgo de bacilos acido
alcohol resistente en areas de alta
prevalencia es practicamente
confirmatorio de la presencia de la
enfermedad. Mdltiples estudios han
demostrado el incremento de la
sensibilidad, manteniendo la
especificidad, si se efectian
baciloscopias  seriadas, o0 se
concentra y sedimenta la muestra de
esputo, asi como con el uso de
microscopio fluorescente. La falla en

establecer correctamente el
diagnéstico de tuberculosis expone al
paciente a un régimen

medicamentoso equivocado y
retrasar el tratamiento apropiado.
Limitaciones de la baciloscopia

Sin embargo es bien conocido el
hecho de que existen limitaciones de
sensibilidad y especificidad de la
prueba de Ziehl Neelsen, de tal
manera que para mejorar su valor
predictivo positivo deben efectuarse
al menos tres baciloscopias seriadas,
( la segunda baciloscopia capta de
un 7 a un 13% mas de pacientes, la
tercera, alrededor de 4% mas de
pacientes con tuberculosis)
lograndose con esto hasta un 85%
de deteccion del paciente tuberculoso

bacilifero en localidades de
moderada o alta prevalencia.

Uno de los problemas para el manejo
individual es que la enfermedad debe
haber avanzado sustancialmente,
para que permita que la persona
tenga concentraciones suficientes
para que la tincibn sea positiva
bacilos por cm. En este sentido el
cultivo es mas sensible por cuanto
requiere concentraciones menores
con la limitante que el cultivo por
medios solidos requiere de varias
semanas para brindar el resultado.

Sin embargo existen pacientes con
tuberculosis activa cuyas
baciloscopias seriadas son
negativas. La radiografia de torax,
altamente sensible, es sin embargo
inespecifica y el diagnostico de
tuberculosis no debe ser establecido
solo por este método. Los estudios
revelan los dos extremos cuando se
hace diagnostico en base a los
hallazgos radiolégicos, por un lado
exceso de diagnostico de la
enfermedad (falsos positivos) vy
también exceso de falsos negativos.

En un estudio de la India de 2229
pacientes examinados
fluoroscopicamente, 227 fueron
clasificados como con tuberculosis,
de ellos 81 pacientes tuvo cultivo
negativo (36%) y se encontraron 31
(1.5%) con estudio considerado
normal pero con cultivos positivos.
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Por otro lado la tuberculosis puede
afectar cualquier otro o6rgano del
cuerpo. En Honduras del 10 al 15%
de las tuberculosis son
extrapulmonares. El diagnostico de la
enfermedad se basa, en estos casos,
en la obtencion de liquidos o tejido
para baciloscopia, cultivo y estudio
histolégico (8). La baciloscopia en
tuberculosis extrapulmonar, suele ser
muy insensible por cuanto
generalmente son muestras
paucibacilares. El cultivo tiene
mayores probabilidades de confirmar
el diagnostico, con la desventaja de
los costos, complejidad de técnica y
la posibilidad de un retraso en el
tratamiento debido a la tardanza en
obtener resultados. En estos casos
pueden ser de utilidad los nuevos
métodos de diagndstico.

CONCLUSIONES

En resumen las diferencias mas
notables entre los métodos
convencionales y los nuevos radican
en la técnica, el costo operativo y la
especificidad pudiendo concluir que
los métodos nuevos y
convencionales deben fusionarse
para un mejor y mas efectivo
diagnéstico de la infeccion
tuberculosa.

La tuberculina es el método mas
usado por su bajo costo y su facilidad
en la ejecucion del procedimiento en
paises de bajos recursos, pero la

desventaja radica en la alta
probabilidad de diagnosticar falsos
positivos.

La prueba del interferon-gamma es
mas rapida y no se confunde con los
antigenos de la vacuna BCG, su
impopularidad hace que no sea el
primer método a utlizar para el
diagnoéstico de la tuberculosis pero
sigue siendo una prueba bastante
aceptable.

Los valores de sensibilidad en PCR
son importantes a la hora de decidir
gue método se quisiera utilizar pero
esta tecnologia es compleja vy
requiere un  personal  técnico
especializado ya que puede haber
contaminacion a la hora de realizar
dicha prueba

La técnica de baciloscopia es de facil
aplicaciéon y rapidos resultados pero
su baja sensibilidad se debe al grado
de inoculaciéon de la muestra o el
estadio de la enfermedad

El cultivo de micobacterias es la
Unica manera de evaluar la evolucion
del paciente pero el tiempo de espera
de los resultados hace de este
método no ser el favorito pero
también sirve para realizar el
antibiograma.
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