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RESUMEN

La magnitud del problema mundial de la tuberculosis y su potencial de incremento han
conducido a la necesidad de mejorar los métodos de diagnóstico como una de las estrate-
gias conducentes al control de la enfermedad. Los nuevos métodos incluyen pruebas
moleculares para la detección directa, medios de cultivo rápido y novedosos procedimien-
tos de identificación. Para la detección directa de micobacterias se dispone hoy de pruebas
basadas en la amplificación de los ácidos nucleicos, cuya sensibilidad supera a la de la
baciloscopia y es cercana a la de los cultivos, pero con mayores costos que los procedimien-
tos tradicionales.

La automatización para detectar el crecimiento en medios de cultivo produjo un cambio
radical en la micobacteriología, pues con ella se logró disminuir considerablemente el
tiempo requerido para aislar el M. tuberculosis (MTB); la combinación de métodos de detec-
ción rápida permite en la actualidad mejores tasas de aislamiento y la demostración más
precoz del crecimiento. Las nuevas alternativas han logrado aumentar tanto la sensibilidad
como la especificidad y la rapidez diagnósticas; sin embargo, es necesario mejorar aún más
los métodos de diagnóstico de esta enfermedad de modo que se combinen el mejor desem-
peño y la simplicidad de los procedimientos con la disminución de los costos.
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culosis, Identificación de micobacterias



322
IATREIA / VOL 21/No. 3/ SEPTIEMBRE / 2008

Summary

New methods for the diagnosis of tuberculosis

The magnitude of the global tuberculosis problem
and its potential for increase have led to efforts to
improve the diagnostic methods as one of the leading
control strategies. New diagnostic tools have been
developed, including direct detection tests, rapid
culture media and identification methods. For the
direct detection of mycobacteria, tests based on
nucleic acid amplification have been implemented,
with higher sensitivity than the direct smear, close to
that of the cultures; however, they are still expensive
methods. Availability of the automated cultures
resulted in a radical change in mycobacteriology,
reducing the time required for the isolation of
Mycobacterium tuberculosis. The combination of
rapid methods has increased the rates of isolation
and decreased the time required for the detection of
growth. Different tools for identifying mycobacteria
have also been developed, aimed at improving the
performance of traditional biochemical methods and
achieving species identification in a few hours. The
new diagnostic alternatives have succeeded in
improving the sensitivity, specificity and speed in the
diagnosis of tuberculosis; however, the challenge
remains to reduce their cost and to make them more
accessible in countries where the problem with this
disease is still serious.

Key words

Diagnosis of tuberculosis, Direct detection of
mycobacteria, Identification of mycobacteria,
Mycobacterial cultures

INTRODUCCIÓN

El problema de la tuberculosis (TB), lejos de tener
una solución, ha continuado creciendo alrededor
del planeta; la Organización Mundial de la Salud
estimó en 8,8 millones los casos de TB para el año

2003;1 se calcula que la enfermedad produce 2 mi-
llones de muertes anuales y que entre 19 y 43% de la
población mundial está infectada por Mycobac-
terium tuberculosis (MTB).2,3

Tradicionalmente el diagnóstico de TB se ha basado
en el examen clínico, las radiografías de tórax y el
examen directo del esputo, el cual detecta solo
el 50- 80% de los casos de TB con cultivos positivos.4

El fenómeno creciente del complejo M. avium-
intracellulare en muchas regiones ha producido una
disminución en la especificidad del examen directo
para la detección de tuberculosis.5 Además, pacien-
tes con baciloscopias negativas transmiten el 17% de
los casos de TB.6

Los cultivos del microorganismo en medios tradi-
cionales, como Lowenstein-Jensen, Ogawa y Mi-
ddlebrook, son necesarios para detectar los casos
negativos para bacilos ácido-alcohol resistentes
(BAAR), identificar el microorganismo y hacer las
pruebas de sensibilidad; sin embargo, el crecimiento
del MTB en estos medios puede tardar hasta ocho
semanas. Se ha descrito que hasta 10-20% de las
muestras clínicas no se pueden cultivar satisfac-
toriamente.7

El retardo en el diagnóstico (mayor de 7 días) se ha
asociado con aumento de la tasa de mortalidad en
todos los grupos de edad, tanto en pacientes VIH
positivos como negativos, así como con el ingreso
tardío (mayor de 7 días) a la unidad de cuidados
intensivos en pacientes hospitalizados. El diagnósti-
co tardío de TB se relaciona con la ausencia de tos y
expectoración, el estado VIH positivo, la ausencia de
cavernas en las radiografías de tórax, la edad avan-
zada y los exámenes directos o baciloscopias negati-
vas.8 El retraso en el inicio del tratamiento mayor de
un mes luego de tomada la muestra se relacionó con
la muerte de 11 de 13 pacientes VIH positivos en la
ciudad de Nueva York.9 El desarrollo de TB multirre-
sistente también se ha asociado con el retardo en el
diagnóstico.10

De acuerdo con lo anterior, los Centros para el Con-
trol y la Prevención de Enfermedades (CDC, del
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inglés Centers for Disease Control and Prevention)
han recomendado el uso de cultivos en medios lí-
quidos y sólidos asociados a un método rápido de
identificación para obtener un informe definitivo en
menos de 21 días.11 Esto ha generado un estímulo al
desarrollo de nuevas técnicas para el diagnóstico de
TB, muchas de las cuales buscan disminuir el tiempo
necesario para el aislamiento e identificación de las
micobacterias con mejoría en la sensibilidad y la es-
pecificidad. Se presenta seguidamente una revisión
de estos nuevos métodos.

DETECCIÓN DIRECTA DE MICOBACTERIAS

El desarrollo de las técnicas de amplificación de áci-
dos nucleicos ha revolucionado el diagnóstico mi-
crobiológico del MTB, permitiendo detectar en me-
nos de ocho horas secuencias específicas de ADN o
ARN, con una sonda de secuencias complementa-
rias, usando un microscopio de luz o métodos colo-
rimétricos.12 La mayoría de estas pruebas se basan en
técnicas de reacción en cadena de la polimerasa
(PCR) y las puede desarrollar el mismo laboratorio
que hace el diagnóstico o adquirirlas comercial-
mente.

La FDA (Food and Drug Administration) ha aproba-
do dos pruebas comerciales de este tipo para la de-
tección directa del MTB en muestras respiratorias
positivas para BAAR: el Amplified® Mycobacterium
tuberculosis Direct test (MTD) y el AMPLICOR®.
Mycobacterium tuberculosis test. El MTD ha sido tam-
bién aprobado para la detección de Mycobacterium
tuberculosis en muestras respiratorias negativas o
paucibacilares de pacientes con sospecha clínica de
TB.13

Como era de esperar, la tasa de sensibilidad del MTD
en pacientes con baciloscopia positiva (BK positivo)
ha sido en general más alta que en quienes tienen
baciloscopia negativa (90,9-98,4% frente a 83-85%),
mientras que la de especificidad ha sido semejante
independientemente del resultado de la baciloscopia

(98-100% frente a 99%)10,13-15 El valor predictivo posi-
tivo (VPP) del MTD fue más alto que el de la bacilos-
copia en las muestras de pacientes con probabilidad
baja o intermedia de tener TB, mientras que el valor
predictivo negativo (VPN) lo fue en las muestras de
pacientes cuya probabilidad era intermedia o alta.16

La sensibilidad del Amplicor® es menor y su VPP más
bajo en comparación con los del MTD en pacientes
con baciloscopia positiva (Tabla n.º 1).10,13,15,17 Debido
a su alta especificidad y a su moderada sensibilidad,
se recomienda no usar esta prueba en pacientes con
baja sospecha clínica ni en muestras con alta proba-
bilidad de ser positivas en la baciloscopia; el criterio
clínico debe guiar el uso e interpretación de la prue-
ba para lograr su máximo desempeño.18 Además, con
el Amplicor®  se puede detectar el MTB en muestras
de pacientes en quienes se ha iniciado el tratamien-
to y cuyos cultivos son negativos, así como en las
muestras con micobacterias de crecimiento rápido
que impiden detectar el MTB en los cultivos.19 La sen-
sibilidad del Amplicor® no varía entre poblaciones
con endemicidad alta o baja para TB, y es indepen-
diente de la infección con VIH.20

Se han desarrollado otros métodos, entre ellos los
siguientes: el BD Probe Tec ET system® que amplifica
las secuencias de inserción IS6110 y 16S del ARN, y
genera simultáneamente una reacción química que
produce fluorescencia la cual permite detectar el
MTB. Estudios preliminares13,21 han demostrado sen-
sibilidad de 93,8%, especificidad de 99,8%, VPP de
93,8% y VPN de 99,8% (Tabla n.º 1)

El Automated Q-Beta Replicase Amplification Assay®

amplifica la subunidad 23 del ARN ribosómico

Tabla n.º 1. Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de tres métodos
de detección de ácidos nucleicos, en pacientes BK positivos

               % Amplicor MTD BDProbe Tec ET system

Sensibilidad 68-92 91-98 93,8

Especificidad 97-100 98-100 99,8

VPP 52-96 83-99 93,8

VPN 98-99 98-99 99,8
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de las micobacterias del complejo MTB; la sensibili-
dad ha sido del 84% y la especificidad, del 97%; per-
mite obtener resultados en un máximo de 6,5 horas.
Sin embargo, su rendimiento es mucho más bajo en
las muestras con pocos bacilos y se han informado
falsos positivos con micobacterias no TB.22

En general, los métodos de amplificación de ácidos
nucleicos tienen menor sensibilidad en las muestras
provenientes de pacientes con procesos clínica y
radiológicamente menos graves,23 así como en las
muestras extrapulmonares24,25 y paucibacilares,26,27

aunque algunos estudios demuestran que la sensibi-
lidad y especificidad son semejantes a las de las téc-
nicas tradicionales.28

En la TB meníngea las pruebas de amplificación de
ácidos nucleicos comerciales tienen alta la especifi-
cidad (98%) pero baja la sensibilidad (56%), explica-
ble esta última por la escasez de bacilos en el sistema
nervioso central, el uso de cantidades insuficientes
de líquido cefalorraquídeo y la presencia de inhibi-
dores; por lo anterior se las puede emplear para con-
firmar el diagnóstico pero no para descartarlo ni
para decidir la suspensión del tratamiento.29 Al me-
nos en un estudio el examen directo del LCR tuvo la
misma sensibilidad que el MTD para detectar la TB
meníngea antes de iniciar el tratamiento, pero el MTD
fue mejor cuando la prueba se llevó a cabo 2 a 5 días
después de iniciado.30

Estas pruebas presentan un comportamiento similar
cuando se utiliza la PCR en muestras de líquido
pleural, en las que se ha demostrado especificidad
del 98% y sensibilidad del 62%,31 en comparación con
la sensibilidad del examen directo (20%), el cultivo
(33%), la biopsia pleural (64,2%), el interferón γ (INF-γ)
(77,6%) y la adenosina deaminasa (ADA) (86,9%); la
sensibilidad mejoró al emplear combinaciones de
INF-γ, ADA y PCR.32,33

Por el contrario, el uso de PCR junto con la tinción
de Ziehl Nielsen en muestras de esputo o lavado
broncoalveolar (LBA) de pacientes con TB pulmonar
permitió hacer un diagnóstico rápido en el 90% de

los casos.34 Un metanálisis de los estudios de PCR en
muestras del tracto respiratorio (esputo, LBA, aspira-
do de moco en jugo gástrico, aspirado traqueal), con
examen directo negativo, encontró sensibilidad de
76%, especificidad de 97%, VPP de 96% y VPN de solo
80%; la seguridad diagnóstica fue mayor en las prue-
bas hechas en muestras de secreciones bronquiales y
menor en las de jugo gástrico; sin embargo, se en-
contraron amplias variaciones entre los diferentes
estudios analizados. Los autores de este estudio re-
comendaron no utilizar las pruebas de PCR como
método único de diagnóstico en pacientes con TB
pulmonar y baciloscopia negativa.35

En algunos casos ha sido baja la reproducibilidad de
los resultados de las pruebas de amplificación desa-
rrolladas por los laboratorios diagnósticos, al com-
pararlas con las comercialmente disponibles; esto
puede explicarse por las variaciones en los proto-
colos de laboratorio. Los valores de sensibilidad y
especificidad han sido muy diferentes de uno a otro
estudio.29,31,36

La certeza total de los métodos de amplificación de
ácidos nucleicos [(Verdaderos positivos + Verdade-
ros negativos)/Total de muestras] es mucho más alta
que la de la baciloscopia y se acerca a la de los culti-
vos. Si la pregunta es: ¿tiene mi paciente TB activa?,
con la utilización de estos métodos la respuesta será
correcta entre 92 y 95% de las veces.5

Las técnicas de amplificación de ácidos nucleicos
pueden dar resultados falsos positivos para infección
activa en pacientes con infección latente por MTB
(prueba de tuberculina positiva), o por contamina-
ción cruzada durante la manipulación de las mues-
tras en el laboratorio. Los resultados falsos negativos
se pueden deber a la presencia de inhibidores en la
muestra, a la ausencia de las secuencias de ácidos
nucleicos que se amplificarán (por ejemplo: IS6110)
y a problemas en la obtención de la muestra o del
ADN. El principal inconveniente para usar los méto-
dos moleculares en el diagnóstico directo es su cos-
to, que se calcula aproximadamente en US$25-50
por muestra para las pruebas comerciales y en US$15
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para las desarrolladas por cada laboratorio. Aparen-
temente la principal ventaja de estos métodos es la
aplicación en los pacientes muy sospechosos de te-
ner TB pero cuyos exámenes de esputo son negati-
vos, en quienes se puede iniciar más oportunamente
el tratamiento y evitar exámenes invasivos.

Más recientemente se han desarrollado técnicas de
PCR en tiempo real que permiten detectar el genoma
del MTB en muestras clínicas utilizando amplifica-
ción con marcadores fluorescentes. Para esta técni-
ca se deben utilizar equipos que detecten una señal
específica generada a medida que se vaya dando la
amplificación del segmento de ADN correspon-
diente. Esta técnica permite detectar y cuantificar
temprana y rápidamente la amplificación. Algunos
estudios con la técnica de PCR en tiempo real han
demostrado que la sensibilidad es variable pero si-
milar a la de los cultivos de muestras respiratorias
con baciloscopias positivas. En muestras con baci-
loscopias negativas la sensibilidad ha sido menor.37

En un estudio, la PCR en tiempo real demostró sensi-
bilidad mayor que la de las pruebas convencionales
de amplificación y los cultivos.38 No existen suficien-
tes estudios que hayan evaluado la PCR en tiempo
real para definir su utilidad en el diagnóstico de la
tuberculosis; sin embargo, por sus características, es
un método que evita los inconvenientes de las técni-
cas usuales de amplificación y que puede llegar a
reemplazarlas.

A diferencia de los métodos anteriores, basados en
técnicas moleculares, el llamado FASTPlaqueTB® es
un nuevo método, no molecular, que tarda entre 24
y 48 horas en detectar la presencia de micobacterias
en muestras de pacientes; se basa en las técnicas de
infección por fagos empleadas para detectar la resis-
tencia a medicamentos antituberculosos. Su sensibi-
lidad en muestras de esputo está entre 64 y 87,5% y la
especificidad, entre 93 y 96,9%; el VPP es de 67,5% y
el VPN, de 99,1%.39,40 Su costo es mucho menor que el
de las pruebas de detección de ácidos nucleicos
(US$13). Su interpretación puede ser difícil si el nú-
mero de placas detectadas se aproxima al punto de

corte; además, se pueden presentar falsos positivos
por errores de procesamiento y falsos negativos por
retardo en el mismo, por un bajo número de mico-
bacterias vivas en la muestra, o por la presencia de
sustancias inhibidoras que afecten la interacción
de las micobacterias con los fagos.39

En un estudio sudafricano de costo-beneficio sobre
el uso del FASTPlaqueTB® en cuatro algoritmos dife-
rentes para el diagnóstico de TB se encontró una dis-
minución en el costo y en el número de consultas
necesarias para hacer el diagnóstico de TB en los
algoritmos que utilizaron esta prueba; en menos de
48 horas se logró hacer el diagnóstico en más del
50% de los pacientes con baciloscopias negativas y
se detectaron 28% más de casos al utilizarla simultá-
neamente con cultivos.41

MEDIOS DE CULTIVO RÁPIDO

Tradicionalmente se han utilizado tres tipos distin-
tos de medios de cultivo, a saber: los basados en hue-
vo (Lowenstein-Jensen y Ogawa), los basados en agar
(Middlebrook 7H10 y 7H11) y los líquidos (Middle-
brook 7H9 y 7H12). El crecimiento de MTB en los
medios basados en agar es más rápido que en
los basados en huevo, pero estos últimos tienden a
ser más sensibles. El crecimiento en los medios líqui-
dos es más rápido que en los sólidos. El uso de una
capa delgada del agar Middlebrook 7H11(CD7H11)
permite la detección más temprana del crecimiento
de las micobacterias.42 La especificidad y la sensibili-
dad informadas para el Lowenstein-Jensen (L-J) han
sido de 98% y 80-86%, respectivamente. Un estudio
local informó sensibilidad del 73,5% y especificidad
del 99,2% para CD7H11.43

En un estudio multicéntrico latinoamericano se
compararon los medio de cultivo de Lowenstein-
Jensen y CD7H11; se encontró que la sensibilidad era
más alta para este último (92,6%) que para el L-J
(84,7%), mientras que la tasa de contaminación era
mayor para el primero (5,1%) que para el segundo
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(3,0%). La mediana del tiempo necesario para detec-
tar un cultivo positivo fue de 11,5 días para el CD7H11
y de 30,5 días para el L-J.44

En la década de los años 80 se dio un cambio radical
en la micobacteriología con el desarrollo del BAC-
TEC TB-460®, que permitió detectar el MTB en unos
pocos días en lugar de semanas. Este método utiliza-
ba un medio 7H12 con 14C-palmitato como única
fuente de carbono, el cual, al ser metabolizado por
el microorganismo, originaba 14CO2 detectable
por el equipo. Sin embargo, el costo del aparato y la
necesidad de usar radioisótopos restringieron su uso
y llevaron a su descontinuación,13 a pesar de sus ven-
tajas sobre los demás medios líquidos, como eran la
rapidez, la sensibilidad para detectar micobacterias,
especialmente micobacterias no tuberculosas, y la
precisión con que identificaba el MTB.45,46 Más recien-
temente, el nuevo BACTEC 9000 MB® utiliza Middle-
brook 7H9 y un sistema de fluorescencia que detecta
el consumo de oxígeno debido a la actividad y cre-
cimiento de los microorganismos.47

El Mycobacterial Growth Indicator Tube® (MGIT) es
un método comercial totalmente automatizado que
utiliza un tubo con Middlebrook 7H9 y un sensor de
fluorescencia que detecta la reducción de oxígeno
causada por las bacterias aerobias en crecimiento.
Existe también una versión con capacidad para pro-
cesar gran cantidad de muestras clínicas, el MGIT
960, que combinado con un medio sólido da resulta-
dos comparables a los del BACTEC 460 para detectar
el complejo MTB.48

Otro medio de detección rápida es el MB-Redox®,
un sistema de cultivo no radiactivo que utiliza un
tubo con medio de Kirchner y, como indicador, una
sal incolora de tetrazolio que es reducida a formazán
al crecer las micobacterias, dando gránulos de color
rosa o violeta. Es fácil de manipular, detecta direc-
tamente el crecimiento sin necesidad de ningún
instrumento, es rápido y sensible y no requiere revi-
siones diarias; sin embargo, aunque detecta el creci-
miento de micobacterias, no permite distinguir el
complejo MTB de otras micobacterias, por lo que se

ha utilizado junto con un sistema de PCR para lograr
la identificación de las especies patógenas.49 En un
estudio se demostró que este método puede ser más
rápido que el MGIT para detectar micobacterias en
muestras con baciloscopia negativa (15,5 frente a 19,1
días).50

El MGIT y el MB Redox son sistemas rápidos, sen-
sibles y de fácil manipulación y no requieren ins-
trumentación costosa adicional. Sus tasas de conta-
minación son aceptables y no plantean mayores
dificultades en la detección.50 En muestras con di-
rectos positivos el tiempo de detección del creci-
miento es de 6,9 días con el MB Redox® y de 7,2 días
con el MGIT; para muestras con directos negativos se
han informado tiempos de crecimiento de 15,5 y 19,5
días, respectivamente.46

El sistema MB/BacT ®, basado en la detección colori-
métrica continua de la producción de CO2 en me-
dios líquidos, tiene varias ventajas: ser un sistema
cerrado sin riesgo de contaminación, no generar ra-
diactividad y permitir la obtención rápida de la ma-
yoría de los aislamientos. Es una alternativa valiosa
en los laboratorios donde no está permitido el ma-
nejo de desechos radiactivos.45

El ESP (Extra Sensing Power) culture system II® es
otro sistema automatizado, con monitorización con-
tinua, que se basa en detectar los cambios de presión
sobre el medio de cultivo en un recipiente sellado;
este sistema permite el crecimiento y la identifica-
ción de microorganismos, incluyendo las mico-
bacterias.13,51

Se ha demostrado que la tasa de sensibilidad del ESP
II es similar a la del BACTEC TB y superior a la del
agar 7H11 para el aislamiento de MTB y micobacterias
no tuberculosas (MNT); en cuanto al aislamiento de
M. avium, es mayor la sensibilidad del ESP II. A pesar
de sus ventajas, ni en el BACTEC TB ni en el ESP II se
logra aislar todas las micobacterias, por lo que de-
ben asociarse a un medio sólido. El ESP II tiene las
ventajas de no requerir una gran carga laboral y no
utilizar sustancias radiactivas.51,52
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Heifets reportó el análisis de 243 aislamientos de MTB
obtenidos entre los años 1994-1996 a partir de mues-
tras inoculadas en tres medios de cultivo diferentes
(agar 7H11, L-J y BACTEC 12B); solo la mitad de los
aislamientos creció en los tres medios usados y el
14% lo hizo en el medio líquido BACTEC 12B, espe-
cialmente en las muestras provenientes de pacien-
tes paucibacilares.46 En la actualidad es obligatorio
en Estados Unidos asociar un medio líquido con uno
sólido en los intentos de aislar micobacterias.12

En las tablas n.º 2 y 3 se presentan en forma compa-
rativa los datos referentes al tiempo de crecimiento
promedio y a las tasas de aislamiento en los medios
de cultivo de uso actual.

Tabla n.º 3. Tiempo de detección (en días) de M. tuberculosis
en los diferentes medios de cultivo

Método Tiempo de Tiempo de Promedio
detección detección del  tiempo

de MT de MNT detección

BAAR + BAAR -

L-J 20,4 25,8 24,3 24,6

CD7H11 7,0 11,0 9,6 11,5

BACTEC 460 11,6 18,0 12,0 15,0

BACTEC 9000 12,8 18,1 15,1 15,9

MGIT 960 7,2 16,5 16,3 12,9

MB REDOX 6,9 15,5 16,0 14,7

MB/BacT 11,5 19,9 19,6 17,5

ESP II 14,5 18,9 _ 13,1

Tabla n.º 2. Tasas de detección en los diferentes medios de cultivo

Tasa de Tasa de Tasa de
detección detección detección

general de MTB de MNT

L-J 64,2-87,0 76,0-95,0 37,8-64,0

CD7H11                                  74,1 78,2- 92,6

BACTEC 460 75,0-95,0 90,0-97,8 50,0-100

BACTEC 9000 75,0-91,6 83,5-96,7 58,7-79,5

MGIT 960 63,9-96,5 63,6-96,4 61,2-100

MB REDOX                            84,0 72,3-95,0

MB/BacT 78,8-86,3 91,3-93,6 16,6-51,6

ESP II 71,2-79,0 73,8-85,3 68,0-70,0

La combinación de los métodos de detección rápida
con los medios de cultivo sólidos permite aumentar
las tasas de aislamiento, disminuir el tiempo necesa-
rio para que crezcan las micobacterias, hacer prue-
bas de identificación adecuadas e incubar prolon-
gadamente.53 En la actualidad, la combinación de L-
J y MGIT ha demostrado ser la mejor alternativa para
el diagnóstico microbiológico de la TB.54

MÉTODOS DE IDENTIFICACIÓN

La identificación tradicional del MBT se logra me-
diante pruebas fenotípicas bioquímicas, cuyos resul-
tados requieren varios días y pueden ser ambiguos
en el caso de otras especies de micobacterias, por la
variabilidad de las reacciones. Ello ha estimulado el
desarrollo de nuevos métodos de identificación más
rápidos y precisos que los tradicionales.13

La presencia de secuencias polimórficas en el ADN
de las diferentes especies de micobacterias es una de
las bases para identificarlas empleando métodos
moleculares. Se ha demostrado que la hibridación
de la secuencia de inserción IS6110 con técnicas de
RFLP (Restriction fragment length polymorphism)
es específica para identificar el complejo MTB.55 La
amplificación de segmentos genéticos (16s del rARN
y HSP de 65-kDa) con técnicas de PCR y su identifi-
cación con RFLP fluorescente, en gel de agarosa o
con electroforesis capilar fluorescente, puede di-
ferenciar hasta 22 especies de micobacterias. Estas
técnicas son menos costosas que los métodos co-
merciales y tardan solo 1-2 días en identificar las
especies.36,56,57

Uno de estos métodos de identificación es el PRA
(PCR restriction enzyme analysis), que se basa en la
amplificación por PCR de un fragmento de 441 pa-
res de bases del gen hsp65 y la restricción posterior
con dos enzimas BstEII y HaeIII; el número y el tama-
ño de las bandas generadas por la restricción y obser-
vadas en un gel de agarosa después de electroforesis
permiten identificar las especies.58 Un estudio

47,8

75,0
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multicéntrico reciente, hecho por varios laborato-
rios latinoamericanos para evaluar el PRA en aisla-
mientos codificados, demostró que, con este méto-
do, más de la mitad de los laboratorios podían iden-
tificar el 70% o más de las especies. La falta de preci-
sión del método se asoció a falta de experiencia en
la lectura y a errores en el procedimiento; el estudio
concluyó que el PRA es un buen método para iden-
tificar especies de micobacterias cuando los labora-
torios adquieren la suficiente experiencia y cuando
los resultados           se asocian con algunas caracterís-
ticas fenotípicas   básicas.59

Se han desarrollado varios métodos comerciales
para identificar micobacterias en cultivos; el prime-
ro de ellos fue el llamado Accuprobe®, basado en la
detección del rRNA de la micobacteria utilizando
una sonda de ADN, que puede identificar las especies
del complejo MTB, M. intracellulare, el complejo de
M. avium,  M. gordonae y M. kansaii. Los resultados
se obtienen en 1-2 horas con una certeza mayor del
90% para las especies descritas.53

LiPA (del inglés Line probe assay) es un método basa-
do en técnicas de PCR que utiliza iniciadores especí-
ficos de género para amplificar el ADN e identificar
las especies por comparación con las secuencias de
referencia. Tiene especificidad del 99% y sensibili-
dad del 100%, pero su costo lo hace inasequible para
el uso diario.13,53

Otro sistema comercial es TB PNA FISH® (del inglés
Fluorescence in situ Hybridization Assay Using
Peptide Nucleic Acid), basado en la hibridación de
regiones del 16 rRNA con sondas de ácidos nucleicos
y detectado por microscopía de fluorescencia.60 El
sistema FISH es capaz de identificar correctamente
el 100% de los aislamientos del complejo MTB y el
81,5% de las micobacterias no tuberculosas; sin em-
bargo, no puede detectar M. marinum, M. xenopi, M.
flavescens y M. fortuitum porque las sondas no son
complementarias del rRNA de estas especies. El sis-
tema no puede distinguir entre las diferentes espe-
cies de cada complejo. Otra limitación es que las

sondas pueden reaccionar con el rRNA de Actino-
myces spp. y Rickettsia spp. El problema más frecuen-
te ha sido la debilidad de la fluorescencia, principal-
mente cuando se evalúan micobacterias no
tuberculosas.61

Se ha empleado el sistema COBAS-Amplicor, que es
la forma automatizada de Amplicor, para la identifi-
cación de MTB y M. avium en cultivos positivos en
BACTEC 12B, lo que permite disminuir a 3-4,5 días el
tiempo necesario para el aislamiento y la identifica-
ción. Sorprendentemente este sistema ha mostrado
tasas más altas de inhibición de la amplificación
cuando se lo utiliza en muestras provenientes de
BACTEC 12B que en especímenes clínicos (19% fren-
te a 4,7%).62

La cromatografía líquida de alto desempeño (High
performance liquid chromatography, HPLC) identi-
fica las especies de micobacterias por el patrón de
ácidos micólicos de la pared; en pocas horas puede
diferenciar más de 50 especies a partir de cultivos
puros. El costo inicial del equipo limita su disponibi-
lidad como método de identificación.12

El uso de estos métodos rápidos de identificación
asociado a los medios de cultivo rápido permite la
identificación precisa de una micobacteria en me-
nos de 2 semanas en las muestras con directo positi-
vo, y aproximadamente en 3 semanas en aquellas
con directo negativo.5

CONCLUSIONES

La magnitud mundial del problema de la tuberculo-
sis y su potencial de incremento futuro, han impul-
sado el mejoramiento de las técnicas de diagnóstico
como una de las estrategias necesarias para el
control.

Se ha calculado que para lograr una disminución
del 22% en la mortalidad por TB se requieren prue-
bas diagnósticas rápidas con tasas de sensibilidad por
encima del 85%, tanto para muestras positivas como
para las negativas en la baciloscopia, asociadas a  tasas
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de especificidad mayores del 97% y a una fácil
asequibilidad;63 aunque las nuevas técnicas de diag-
nóstico microbiológico han representado grandes
avances en la detección de la TB, están lejos de lo-
grar estas metas, especialmente la de su disponibili-
dad en los países en vías de desarrollo, donde se pre-
sentan más del 80% de los casos mundiales de TB.

Aunque se han logrado avances en las técnicas de
diagnóstico, todavía no existen pruebas con mejor
sensibilidad que la baciloscopia y que tengan, ade-
más, su simplicidad y bajo costo. Para disminuir el
impacto de la enfermedad en las poblaciones más
afectadas se requiere una prueba rápida (resultados
disponibles en una hora), de bajo costo, con altas
sensibilidad y especificidad, incluso para pacientes
con baciloscopia negativa, y que no requiera electri-
cidad, refrigeración ni agua limpia.

Además de los métodos tradicionales para el diag-
nóstico de la tuberculosis (baciloscopia y cultivo en
L-J) están disponibles en Colombia algunas de estas
otras pruebas. Algunas instituciones hospitalarias
emplean pruebas basadas en PCR, adecuadamente
validadas, para amplificar el ADN de las micobacte-
rias, especialmente para el diagnóstico de la tubercu-
losis meníngea. Nuestro laboratorio viene emplean-
do de rutina el cultivo en capa delgada y en MGIT
para el estudio de todas las muestras en las que se
sospeche que pueda aislarse el MTB; también se in-
tenta constantemente la difusión del método de capa
delgada como una técnica de bajo costo, rápida y
sensible que puede utilizarse de rutina, incluso en
instituciones de menor complejidad.
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