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Introduccion

La tuberculosis (TB), la enfermedad que mayor ni-
mero de muertes ha ocasionado en toda la historia de la
humanidad, continda causando estragos, a pesar de en-
contrarnos muy proximos al afio 2000. En la actualidad,
sigue siendo la enfermedad infecciosa mas importante.
Se calcula que en el mundo estdn infectados por Myco-
bacterium tuberculosis unos 1.700 millones de habitan-
tes, lo que representa la tercera parte de la poblacién
mundial. Este reservorio condiciona que se produzcan
anualmente entre 8 y 10 millones de casos nuevos de
enfermedad, con una prevalencia aproximada de 16-20
millones de enfermos. Ademads, debido a que la tasa de
disminucidn de los casos nuevos de TB es mas baja que
la tasa de aumento de la poblacién, es probable que, ac-
tualmente, existan mds tuberculosos que en 1882, afio
en el que Robert Koch descubri6 el bacilo!. Estos datos
son aln més alarmantes si se¢ tiene en cuenta que cada
afio mueren en el mundo de TB mas de 3 millones de
personas. Ademas, un nuevo aliado, el virus de la inmu-
nodeficiencia humana (VIH), va a dificultar ain mas su
erradicacion. Este nuevo patgeno ha interferido el cur-
so que desde hace mas de 100 afios habia tomado la TB
hacia su autoeliminacién y va a magnificar y hacer pa-
gar los errores cometidos por los distintos paises, sobre
todo los del tercer mundo, que apenas han disminuido
sus tasas de infeccién en los tltimos 50 afios.

Aunque otras micobacterias diferentes de M. tuber-
culosis fueron ya reconocidas muy poco tiempo des-
pués de que se descubriera el bacilo tuberculoso?, hasta
la década de los cincuenta no fueron reconocidas como
causantes de enfermedad. En la actualidad, con el adve-
nimiento de la epidemia del sida, su importancia como
patégenos oportunistas se ha incrementado considera-
blemente. La mayoria de estas micobacterias se encuen-
tran en el medio ambiente y tienen escasa capacidad pa-
tégena, hecho por el cual han encontrado un excelente
aliado en el VIH®.
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En Espafia no existen cifras oficiales fiables sobre el
estado de la enfermedad y de la infeccién tuberculosa,
pero datos aproximativos indican que la prevalencia de
la infeccién a los 6 aiios es cercana al 1%, cifra que se
eleva al 3,5-4% a los 14 afos de edad. La tasa anual de
casos nuevos de enfermedad debe de ser cercana a 40
por cada 100.000 habitantes*>. Es obvio que, en nuestro
pafs, también va a tener un efecto considerable la infec-
cién por el VIH, efecto que ya es evidente en el incre-
mento real del nimero total de enfermos.

Si tuviéramos que extraer 3 grandes conclusiones de
la situacién actual de la TB, la primera de ellas seria ne-
gativa y tendria que hacer relacién a los aspectos epide-
mioldgicos que hemos mencionado. La segunda estaria
en relacién con los importantes logros terapéuticos con-
seguidos en los ultimos 50 afios, que la ha llevado a ser
una enfermedad prevenible y curable. Sin embargo, la
tercera conclusién vuelve a ser pesimista, al analizar los
escasos avances conseguidos en el campo del diagndsti-
co de esta enfermedad en el presente siglo.

Al analizar el diagnéstico de la TB debe tenerse en
cuenta que es tan importante diagnosticar la infeccién
como la enfermedad, ya que ambas s6lo son dos pasos
sucesivos de la agresion que M. tuberculosis efectiia al
organismo humano e implican, por tanto, actitudes tera-
péuticas que, bien en forma de profilaxis o de trata-
miento, deben ser valoradas por igual. )

Por todo lo expuesto previamente, el Area Cien-
tifica de “Tuberculosis e Infecciones Respiratorias”
(TIR) de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Ciru-
gia Tordcica (SEPAR) consider6 necesario revisar todos
los métodos diagnésticos existentes en la actualidad en
TB (tanto los convencionales como las nuevas técnicas),
asi como realizar unas recomendaciones sobre los que
se deben utilizar en cada situacién y su auténtica va-
lidez.

Transmision y patogenia

La transmisién de M. tuberculosis es un claro ejem-
plo de infeccién adquirida por via aer6gena. En casi to-
dos los casos la infeccidn tuberculosa se adquiere por la
inhalacion de bacilos tuberculosos contenidos en peque-
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fas particulas aerégenas (1-5 |) capaces de alcanzar el
alveolo®. Para considerar a un paciente infeccioso por
via aerégena, éste debe padecer TB pulmonar y aeroso-
lizar particulas que contengan bacilos en su interior.
Una vez que las secreciones respiratorias se expelen
desde la nariz o la boca, su contenido acuoso se evapora
muy rapidamente, dejando tan sélo un pequeiio residuo
de material sélido, el nicleo goticular, en cuyo interior
existen muy pocos miroorganismos infectantes. Estos
nucleos goticulares pueden mantenerse y transportarse
por el aire durante un largo periodo de tiempo.

Un tnico bacilo en un diminuto nidcleo goticular es
mads peligroso que un gran nimero de bacilos en una
particula aer6gena de mayor tamafio, porque esas gran-
des particulas no permanecen aerosolizadas y, si se in-
halan, se depositan en las paredes de la traquea y del
resto de la via aérea superior. Alli son atrapadas en la
capa de moco y eliminadas hacia la orofaringe, desde
donde bien son deglutidas, o bien expectoradas®. Los
microorganismos depositados en la piel o las mucosas
intactas no invaden los tejidos y, por tanto, no son infec-
tantes’.

El potencial de infectividad de un paciente con TB
depende, fundamentalmente, de 4 factores: /) severidad
y frecuencia de la tos®; 2) cardcter y volumen de las se-
creciones’; 3) numero de bacilos de la fuente de infec-
cion (los pacientes con baciloscopia positiva son los
mads infectantes)’, y 4) uso de la quimioterapia (después
de 2 semanas de tratamiento, se produce una reduccién
en el nimero de bacilos cercana al 99%!°). Ademads,
existen otros factores que pueden influir en la transmi-
si6n, como son los factores ambientales (ventilacién de
la habitacién del enfermo, uso de mascarillas por el pa-
ciente, etc.)’, y los condicionantes de la exposicién (cer-
canfa al enfermo y tiempo)''.

Ademas de la via aerdgena, existen otros infrecuen-
tes mecanismos de transmisién, como son la via digesti-
va (fundamentalmente en la enfermedad por Mycobac-
terium bovis y Mycobacterium avium-intracellulare'?),
la via urogenital, la via cutanecomucosa y la rara via
transplacentaria.

Cuando una persona se infecta por M. tuberculosis,
desencadena en su organismo una respuesta inmunita-
ria, mediada por células, que se desarrolla en un tiempo
que oscila entre 2 y 10 semanas y se revela por la apari-
cién de una reaccién tuberculinica positiva. Los macré-
fagos en primera instancia y los linfocitos T después
consiguen, en la mayoria de los casos, detener la multi-
plicacién de los bacilos, aunque, en un pequefio porcen-
taje de infectados (5%), esta inmunidad serd insuficien-
te para impedir el desarrollo de la enfermedad y se
producird la denominada TB primaria. Ademds, aun en
el caso de que se consiga controlar la infeccién inicial,
no todos los bacilos de la poblacién inicial son destrui-
dos, sino que algunos de ellos son capaces de persistir
intracelularmente en estado de latencia y, por ello, en
otro 5% de los infectados, tras el paso de meses o afios,
se producira la enfermedad por reactivacién enddgena o
TB posprimaria.

No todas las personas corren el mismo riesgo de de-
sarrollar enfermedad tuberculosa. A la cabeza de los
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factores de riesgo se sitda la infeccién por el VIH, aun-
que también hay que mencionar por su importancia la
silicosis, la diabetes mellitus, las enfermedades y far-
macos inmunosupresores, la terapéutica prolongada con
corticoides, la gastrectomia y los estados de desnutri-
cion. La susceptibilidad también estd incrementada en
los cinco primeros afios de vida, en la pubertad y ado-
lescencia y en la edad avanzada’.

Hasta el advenimiento de la epidemia del sida, algu-
nos aspectos de la epidemiologia y patogenia de la en-
fermedad producida por micobacterias ambientales
oportunistas (MAO) eran desconocidos, pero estas en-
fermedades no se consideraban contagiosas de persona
a persona'’. Hoy parece aceptado que la puerta de entra-
da de M. avium-intracellulare, en los pacientes infecta-
dos por el VIH, es el tracto gastrointestinal, por el ele-
vado nimero de estas micobacterias encontradas en
heces y la frecuente afeccion intestinal hallada en los
enfermos de sida y con esta infeccién oportunista'”. Sin
embargo, a pesar de que con la llegada de la epidemia
del sida se ha incrementado notoriamente el nimero de
enfermos afectados de estas micobacteriosis, ain que-
dan muchos hechos que determinar en cuanto al curso
de la infeccidn, el modo de transmisién y la patogenia
de estas enfermedades'>"?,

Diagnéstico de la infeceién tuberculosa

El diagnostico de la infeccién tuberculosa se basa en
el resultado de la prueba de la tuberculina (PT). Esta
pone de manifiesto un estado de hipersensibilidad del
organismo frente a las proteinas del bacilo tuberculoso,
que se adquiere, la mayoria de las veces, después de
una infeccién producida por M. tuberculosis, aunque
también puede ser ocasionado por vacunaciéon BCG o
por infeccién por MAO'*'5, Con la PT se pone de mani-
fiesto una respuesta inmunoldgica mediada por células,
que da lugar a una reaccién inflamatoria con una impor-
tante infiltracién celular en la dermis, lugar donde es
depositada la tuberculina. Esta respuesta se puede de-
tectar mediante una induracion visible y palpable de la
zona cutdnea donde se practicé la prueba. Se puede
acompaiiar de edema, eritema y a veces vesiculacion,
necrosis y linfadenitis regional*'>.

Para la realizaciéon de la PT deben utilizarse 2 uni-
dades de tuberculina PPD RT-23 o 5 unidades de PPD
CT-68'%'%, ambas dosis bioequivalentes a 5 unidades
de PPD-S, tuberculina que fue preparada en 1939 por
Seibert y que en 1951 fue aceptada como estandar inter-
nacional'. Cualquier otro tipo de tuberculina o dosis
debe desaconsejarse. La PT esta indicada en todas las
situaciones en que interese confirmar o descartar la in-
feccion tuberculosa (tabla 1), y no existen contraindica-
ciones para la misma. Debe practicarse, por su reprodu-
cibilidad y precision, segun la técnica de Mantoux, que
consiste en la administracién de la tuberculina por via
intradérmica en la cara anterior del antebrazo (aunque
también se puede aplicar en la cara posterior) lejos de
las venas y en piel libre de lesiones. Se utilizara una je-
ringuilla graduada en décimas de cc, con una aguja cor-
ta y biselada (27 G). Para tener la seguridad de que la
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TABLAI
Indicaciones de la prueba de la tuberculina

Convivientes y contactos intimos de enfermos tuberculosos
Personas cuya radiogratia de torax presente imagenes
compatibles con tuberculosis no evolutiva
Personas con sospecha clinica y/o radiolégica de padecer
enfermedad tuberculosa
Personas que st estdn infectadas tienen un especial riesgo para
el desarollo de enfermedad tuberculosa, destacando las
siguientes situaciones:
Infeccién por VIH
Adictos a drogas por via parenteral
Silicosis
Diabetes mellitus insulinodependiente
Enfermedades inmunodepresoras: leucosis, linfoma y otras
neoplasias
Terapia inmunosupresora prolongada
Desnutricién: sindromes de malabsorcidn, gastrectomia,
derivacion intestinal
Alcoholismo
Insuficiencia renal crénica. Hemodidlisis
Personas que si estan infectadas son de riesgo social y
epidemioldgico si desarrollan una TB activa:
Cuidadores de guarderias infantiles
Profesores de nifios y jévenes
Personal sanitario (tocologia, pediatria, ancianos,
inmunodeprimidos)
Personal de prisiones
Otras profesiones o actividades con riesgo social
Marginados sociales
Estudios epidemioldgicos y control de programas
antituberculosos

dosis ha sido administrada intracutdneamente, debera
aparecer un ampolla palida que persista algtin tiempo
después de la inyeccion'*!3.

La lectura se realizard a las 72 horas, midiendo en
milimetros la induracién que se obtenga en la zona de la
inyeccién y haciendo la medicion segin el didmetro
transversal al eje longitudinal del antebrazo. S6lo hay
que medir los limites de la induracién vy, si s6lo hay eri-
tema sin induracién, el resultado se registrard como 0
mm'*, En el caso de que la lectura no se pueda reali-
zar a las 72 horas, también sera vdlida si se efectda an-
tes de los 7 dias.

Se considerara que una PT es positiva cuando presen-
te una induracidén = 5 mm, limite aceptado actualmente
para nuestro pais'®!’. En los pacientes que hayan sido
vacunados con BCG (existen en Espafia mas de 14 mi-
llones™), este antecedente debe ser tenido en cuenta. En
tal caso, no se puede discernir con seguridad absoluta si
la reaccion es debida a infeccion por M. tuberculosis o
es un recuerdo de la vacuna®!.

En todos los vacunados habrd que tener en cuenta la
prevalencia de infeccion del colectivo al que pertenezca
la persona investigada'>?. Asi, si el vacunado es un
conviviente o contacto frecuente de un enfermo bacili-
fero, la probabilidad de que su respuesta a la PT con in-
duraciones de didametro > 5 mm signifique infeccién tu-
berculosa natural es de hasta el 70% (valor predictivo
positivo)®'. De esta forma, se acepta que en vacunados
la respuesta a la PT con induraciones = 5 mm debe ser
significativa de infeccién por M. tuberculosis en convi-
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vientes y contactos frecuentes de enfermos tuberculosos
baciliferos, en personas cuya radiogratia de térax ofrez-
ca imdgenes compatibles con TB no evolutiva, en infec-
tados por el VIH (o con factores de riesgo para in-
feccién por el VIH) y en silicoticos. Si el vacunado no
se encuentra en ninguna de estas circunstancias, se va-
lorard individualmente cada caso, teniendo en cuenta
(sin que nunca se pueda descartar que se deba a la
BCG) que a mayor didmetro de la induracién obtenida,
mds probabilidad de que la causa de la respuesta a la
PT sea la infeccién tuberculosa natural, en especial si la
induracién supera los 15 mm de didmetro®'?2. Igual-
mente, la vesiculacion y la necrosis tienen que valorarse
como indicativas de que el origen de Ia respuesta a la
PT es la infeccidn tuberculosa. Aparte de la vacunacion
BCG vy de la posible infeccién por MAO, puede haber
otras causas excepcionales de falsos positivos en la PT,
como son las transfusiones sanguineas de donantes con
hipersensibilidad tuberculinica a receptores no sensibi-
lizados, la rotura de alguna pequefia vénula al practicar
la PT con el consiguiente hematoma y la contaminacion
de la puncién con microorganismos de la piel y acceso
de los mismos a la dermis con posterior desarrollo de
reaccion inflamatoria®. Por su parte, los resultados fal-
sos negativos se pueden deber a las circunstancias se-
naladas en la tabla II. Ademads, es necesario recordar
que tras la infeccién por M. tuberculosis han de transcu-
rrir de 2 a 12 semanas para que los linfocitos T sensibi-
lizados hayan pasado al torrente circulatorio y puedan
reconocer la tuberculina depositada en la dermis. Du-
rante este tiempo, aunque exista infeccion, no se obtie-
ne respuesta a la PT'*!3. En el recién nacido no se puede
detectar la positividad de una PT hasta las 8-12 sema-
nas de vida en algunos casos y hasta los 6 meses en la
totalidad®. También hay que destacar que la capaci-
dad de respuesta a la tuberculina no permanece invaria-
ble durante toda la vida, ya que, aunque no llega a desa-
parecer, se puede debilitar con el tiempo. Asi, la PT
puede llegar a dar un resultado imperceptible en pacien-
tes de edad avanzada que se infectaron en su juven-
tud'*'>2* ¢ en vacunados no infectados por M. tuber-
culosis, teniendo en cuenta que en este (ltimo supuesto
la respuesta se debilita mds rapidamente. En estos ca-
sos, para detectar el denominado efecto booster (empu-
je) se volverd a practicar una nueva prueba 7-10 dias
después, y serd el resultado de esta segunda PT el que
indique si la persona investigada ha presentado o no reac-
Ciénl4'15'24.

El efecto booster consiste en la estimulacién de una
sensibilidad tuberculinica debilitada (no ausente) por la
tuberculina empleada en la PT cuyo resultado es apa-
rentemente negativo. Tras esta PT, la capacidad de res-
puesta de la tuberculina estimulada se pone de mani-
fiesto al cabo de una semana y puede persistir 2 o mds
afios, por lo que una nueva PT realizada en este tiempo
puede dar lugar a una falsa conversién.

La conversion tuberculinica consiste en la deteccion
de un resultado de la PT > 5 mm en una persona que
previamente no habia presentado respuesta a la tubercu-
lina. Este hecho supone la adquisicién de la infeccién
tuberculosa si previamente se ha descartado el citado
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efecto booster'*>. En un paciente no infectado, la
préctica repetida de la PT no induce sensibilidad tuber-
culinica.

Actitud a adoptar ante una prueba de la tuberculina
negativa

Sin antecedentes de vacunacién con BCG: aj en me-
nores de 55-635 afios se aceptard el resultado como nega-
tivo y al sujeto como no infectado, y ») en mayores de
55/65 afios se repetira la PT 7-10 dias después de la pri-
mera y el resultado serd el que se acepte.

Con antecedentes de vacunacion con BCG: a) sin te-
ner en cuenta la edad se repetird 7-10 dias después la
PT aceptando el resultado de esta segunda prueba.

Diagnéstico de la enfermedad tuberculosa

Para el diagnéstico de certeza de enfermedad tuber-
culosa es absolutamente necesaria la obtencién de un
cultivo que demuestre el crecimiento de colonias de M.
tuberculosis. Por ello, se deben realizar todos los es-
fuerzos posibles para obtener las muestras oportunas y
absolutamente todas ellas deben ser procesadas para ba-
ciloscopia y cultivo.

Sin embargo, a pesar de todos los esfuerzos, en oca-
siones no es posible conseguir la confirmacién bacterio-
16gica del diagnéstico de enfermedad tuberculosa®?.
En estos casos, el juicio diagndstico que va a avalar una
conducta terapéutica especifica se ha de fundamentar en
el conjunto de datos clinicos, radiolégicos y de labora-
torio que concurran en el enfermo. Los patrones de de-
cisién ante una sospecha de TB pulmonar quedan reco-
gidos en la figura 1.

Valoracion clinica

Las manifestaciones clinicas de la TB no permiten
diferenciarla con precision de otras enfermedades bron-
copulmonares. El comienzo es, la mayoria de las oca-
siones, insidioso y poco alarmante, por lo que pueden
pasar varios meses hasta que se llegue al diagnéstico de
certeza. De ahi la importancia de que el médico ponga
en marcha las exploraciones complementarias ante la
mdés minima sospecha, a veces icluso en sujetos asinto-
méticos (contactos, inmunodeprimidos, etc.).

La primoinfeccién acostumbra ser subclinica o dar
sintomas inespecificos (tos, febricula, etc.). La persis-
tencia de sintomas respiratorios en el nifio durante mds
de diez o quince dfas hace aconsejable practicar radio-
grafia de tdrax, en especial si se acompaiian de manifes-
taciones sistémicas o extrapulmonares (anorexia, pérdi-
da de peso, eritema nudoso).

La TB del adulto tiene también con frecuencia un co-
mienzo solapado en forma de tos, expectoracién muco-
purulenta, sudacién nocturna, cansancio fécil, etc., aun-
que en algunas ocasiones el inicio es agudo, con fiebre
alta, escalofrios, expectoracién hemoptoica o hemopti-
sis franca. En tales casos, el diagndstico suele ser mds
temprano, pero no existe una correlacion entre la exten-
sién y gravedad de las lesiones y la magnitud o aparato-
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TABLA I
Falsos negativos de la prueba de la tuberculina

1. Causas relacionadas con la persona a quien se le practica la
prueba de la tuberculina
Infecciones:
Virales: VIH, sarampi6n, parotiditis, varicela
Bacterianas: fiebre tifoidea, brucelosis, tos ferina, lepra,
tuberculosis masiva o diseminada, pleuritis tuberculosa
Fingicas: blastomicosis
Vacunaciones con virus vivos: sarampion, parotiditis,
varicela
Alteraciones metabdlicas: insuficiencia renal crénica
Factores nutricionales: deplecion proteica severa
Enfermedades de los 6rganos linféticos: linfomas, leucemia
linfocitica
Sarcoidosis
Corticoterapia y otros tratamientos farmacolégicos
inmunosupresores
Edad: recién nacidos y ancianos con sensibilidad
disminuida
Situaciones de estrés: cirugia, quemados, enfermedad
mental, etc.
2. Causas relacionadas con la técnica de la prueba
Tuberculina empleada: almacenamiento inadecuado
(exposicién a la luz y calor); diluciones inapropiadas;
desnaturalizacién quimica (pasadas de fecha de
caducidad); adsorcién (parcial control con Tween 80)
Método de administracion: inyeccién de cantidad
insuficiente; administracién tardia una vez extraida del
vial con permanencia prolongada en la jeringa; inyeccién
demasiado profunda de manera que no resulte
intradérmica; inyeccién muy superficial con formacién de
una vesicula de paredes delgadas y facil rotura con la
consiguiente pérdida del liquido administrado; inyeccién
préxima a drea inflamada y vascularizada por la que
puede difundir la tuberculina y no quedar localizada en el
sitio donde se administré
Lectura del resultado: inexperiencia; error en la lectura o
en su registro

sidad de los sintomas?’. Una forma especial de comien-
zo es la neumonia tuberculosa, ya que puede aparentar
el sindrome clinico-radiogri.ico de la neumonifa bacte-
riana.

La TB miliar plantea a veces el problema de diagnds-
tico diferencial con la fiebre de origen desconocido,
pues en el periodo inicial hay casos en los que no es vi-
sible el patrén radigrafico de afectacion intersticial. Las
diseminaciones pulmonares extensas cursan con disnea
progresiva e insuficiencia respiratoria, que puede abocar
en los casos graves, al distrés respiratorio del adulto.

Un aspecto especial a considerar es el de los sujetos
infectados a la vez por M. tuberculosis y por VIH. En la
TB de los enfermos portadores de anticuerpos frente al
VIH, sin inmunodeficiencia desarrollada, los sintomas
suelen ser similares a los observados en los demas pa-
cientes, pero en el enfermo inmunodeprimido por sida
el cuadro clinico inicial acostumbra a ser inespecifico,
con predominio de sintomas generales (fiebre nocturna,
astenia, pérdida de peso, adenopatias periféricas, etc.)*.
En un elevado porcentaje de casos, la reaccién a la tu-
berculina es negativa (en los sujetos VIH positivos sin
sida, el porcentaje oscila del 30 al 50% de los casos)®.
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Fig. 1. Patrones de decisién ante una sospecha
clinica de tuberculosis pulmonar.

Otra caracteristica diferencial es la rapida diseminacién
de la enfermedad y la elevada tasa de localizaciones ex-
trapulmonares, que llega en algunas series hasta el 60%.

La exploracién fisica no acostumbra a ser de gran
ayuda en el diagndstico etiolégico, ya que muchas ve-
ces es en apariencia normal. No obstante, debe realizar-
se siempre de manera sistematica y buscar algunos sig-
nos de valor orientativos*®. En ocasiones es posible
auscultar crepitantes en el espacio infraclavicular o en
la zona interescapulovertebral, en relacion con lesiones
exudativas y cavitarias. En las diseminaciones bronco-
genas se oyen estertores bronquiales (roncus, subcrepi-
tantes, etc.) uni o bilaterales como en otras afecciones
broncopulmonares no especificas.

Cuando hay afectacién pleural, la semiologia es la ti-
pica del derrame: matidez a la percusidn, ausencia de
vibraciones vocales, disminucién o aboliciéon del mur-
mullo vesicular, soplo pleural, etc.

Se ha de explorar con especial atencién la posible
existencia de signos y localizaciones extratordcicas®,
tales como eritema nudoso, adenopatias y fistulas cervi-
cales y submaxilares, fistulas de ano, afectacién osteo-
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de cultivos |-

articular, etc. Cuando el enfermo presenta disfonia, con-
viene practicar laringoscopia indirecta y, si se sospecha
diseminacion hematdgena, exploracién del sistema ner-
vioso (en particular los signos meningeos) y examen del
fondo de ojo. La hematuria sin dolor célico y la piuria
con orina “estéril” hacen aconsejable investigar una po-
sible TB renal.

El estudio analitico habitual tampoco ofrece datos ca-
racterfsticos*. Es frecuente observar una moderada ane-
mia e hipoproteinemia, sobre todo si la evolucién es
prolongada, como en cualquier otra enfermedad con-
suntiva. A consecuencia de ello, la velocidad de sedi-
mentacién acostumbra a estar acelerada pero, en gene-
ral, no suele exceder los 50-60 mm a la primera hora.

En las formas agudas y febriles puede haber leucoci-
tosis mds o menos intensas con neutrofilia, aunque es
mas frecuente la linfocitosis, en especial en las formas
subagudas y cronicas.

En bastantes casos se observa al inicio (antes de em-
pezar el tratamiento) un discreto trastorno de la funcién
hepética (elevacion de transaminasas y/o GGT), que la
mayorfa de las veces no se debe a infiltracion del higa-
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do, sino al sindrome téxico o a la frecuente asociacién
de la TB con el alcoholismo.

Las concentraciones séricas de urato estin elevadas
en el 80-90% de los enfermos en tratamiento con pirazi-
namida, por interferencia del formaco en el mecanismo
de secrecidén tubular del 4cido urico. Algunos casos de
TB diseminadas graves pueden cursar con hiponatremia
¢ hipocloremia por sindrome de secrecion inadecuada
de hormona antidiurética.

Técnicas de imagen

La TB, tanto la pulmonar como la extrapulmonar,
no presenta ningun signo radiolégico patognomonico.
Asi, aunque existan lesiones radiol6gicas altamente
sugestivas de TB (cavitaciones de 16bulos superiores)
y se acompaiien de una situacién epidemoldgica favo-
rable, nunca se debe admitir el diagndstico de esta
enfermedad con un simple estudio radiolégico, y éste
s6lo indicard que se deben realizar estudios microbiol6-
gicos.

Tampoco el prondstico y la respuesta al tratamiento
se pueden valorar decisivamente por la evolucidn radio-
l6gica, puesto que la regresion de las lesiones puede
producirse en un periodo de entre 3 y 9 meses, y puede
haber un incremento paraddjico de las lesiones en el
primer mes del tratamiento, sin que ello suponga un fra-
caso de la medicacién. Por ello, a todo paciente con TB
s6lo estard indicado realizarle dos estudios radiografi-
cos, uno de ellos al inicio y el otro al finalizar la tera-
péutica. No deben solicitarse radiografias en cada una
de las revisiones.

Sin embargo, a pesar de lo expuesto, hay que recono-
cer que en la TB pulmonar la principal sospecha diag-
nostica se fundamenta en una radiologia sugestiva, al
ser ésta una técnica que, en esta localizacién, tiene po-
cos falsos negativos. Es, por tanto, una técnica sensible
pero inespecifica. Tan s6lo en algunas formas de TB
primaria, y a menudo en infectados por el VIH severa-
mente inmunodeprimidos, se pueden encontrar radio-
grafias de térax normales.

La tuberculosis primaria, cuando se manifiesta radio-
graficamente, suele ser como infiltrado alveolar, con o
sin adenopatias hiliares o mediastinicas, o bien como
afectacién ganglionar sin lesién parenquimatosa. Ade-
mas, también se pueden encontrar radiografia de tdrax
normal, consolidacién pulmonar, adenopatias (general-
mente unilaterales), cavitacion (rara y de forma aislada),
derrame pleural (mds frecuente en jévenes y adolescen-
tes) e, incluso, atelectasia de determinados 1ébulos por
compresion de adenopatias mediastinicas (mds frecuen-
te en nifios y adolescentes)*.

En el caso de la tuberculosis posprimaria o de reacti-
vacion®, la afectacién parenquimatosa pulmonar es un
hallazgo constante en esta fase de la enfermedad y se
localiza, con mayor frecuencia, en los segmentos apical
y posterior de los l6bulos superiores o en el apical del
inferior. También pueden encontrarse tuberculomas (no-
dulos de diferente tamafio) con variaciones en su mor-
fologia y de localizacién preferente en los 16bulos supe-
riores. La cavitacion es frecuente (45-60%) asi como la
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diseminacion broncdgena a otras dreas del pulmén. El
derrame pleural también es frecuente.

Es necesario tener en cuenta que en ocasiones la ra-
diografia puede poner de manifiesto una consolidacién
parenquimatosa indistinguible de una neumonia de otra
etiologia, hecho que puede conllevar un retraso diag-
néstico, sobre todo si la presentacion clinica es abrupta
y no larvada.

A veces es necesario realizar radiografia de térax en
hiperlordosis para visualizar mejor pequefias lesiones
en ambos vértices pulmonares.

La tuberculosis miliar puede ser una manifestacion,
tanto de enfermedad primaria como posprimaria. Ei pa-
trén radiografico tipico lo constituyen multiples nédu-
los finos, de tamafio inferior a 3 mm, generalmente mas
profusos en 16bulos inferiores y para cuya visualizacién
es de gran utilidad la identificacion del espacio retrocar-
diaco en la radiografia lateral®. Es necesario conocer
que estos nédulos finos pueden persistir en el tiempo,
incluso después de haber curado la enfermedad.

Las manifestaciones radiograficas pulmonares de la
MAQO son muy parecidas a las de la TB cuando afectan
a huéspedes inmunocompetentes. La unica diferencia
que parece encontrarse es la ausencia de lesiones suges-
tivas de TB primaria y que algunas de estas infecciones
por MAO pueden presentarse como nédulos pulmona-
res solitarios™.

Por lo que se refiere a la radiologia de la TB en los
infectados por el VIH, la expresién de las distintas ima-
genes va a depender del grado de inmunodepresién que
padezca el enfermo. Si é€sta no es severa y el enfermo
habia sido infectado en el pasado, lo més normal es que
ocurra una reactivacion enddgena de estos bacilos y se
produciran las lesiones tipicas de la TB posprimaria. Si,
por el contrario, la inmunodepresion es severa, cual-
quier exposicién a una fuente de contagio, e incluso,
una reactivacion enddgena, no encontrard apenas oposi-
cién por parte de las defensas del organismo y se produ-
cirdn, predominantemente, las lesiones tipicas de la TB
primaria, con frecuente afeccién linfitica y disemina-
ciones hematdgenas. En este dltimo caso son frecuentes
las radiografias de térax normales y la participacién ex-
trapulmonar.

Para una valoracién mds correcta del mediastino es
de gran utilidad la tomografia computarizada que, ade-
mas, serd util para localizar los territorios afectados ac-
cesibles a puncion diagndstica en los casos dudosos.
Salvo en casos muy excepcionales, no estd indicado
realizar tomografia computarizada en el diagnéstico de
la TB.

Prueba de la tuberculina

Ante la sospecha de enfermedad tuberculosa que no
ha podido ser confirmada bacteriol6gicamente, la PT
puede ser de gran ayuda, sobre todo en determinadas si-
tuaciones. Asi, el mayor valor de esta prueba en el diag-
néstico de TB activa se obtiene en los nifios, entre los
que la prevalencia de infectados es baja, de manera que
un paciente con una PT positiva y clinica sospechosa
tiene muchas probabilidades de padecer la enfermedad
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tuberculosa. También puede resultar de gran ayuda en
los pacientes infectados que pertenecen a los colectivos
de alto riesgo de padecer TB (infectados por el VIH, si-
licéticos, diabéticos, usuarios de drogas por via parente-
ral, personas con enfermedades inmunosupresoras, con
desnutricion, sometidas a terapia inmunosupresora pro-
longada, etc.). Estos dos grupos son los que aportan a la
PT el mayor valor predictivo positivo en el diagndstico
de enfermedad (probabilidad de que un sujeto con Man-
toux positivo padezca una TB activa)¥>7.

El hecho de encontrarnos con un resultado negativo
en la PT no tiene por qué excluir el diagndstico de en-
fermedad tuberculosa, ya que el paciente puede encon-
trarse en alguna de las situaciones que pueden deprimir
la respuesta a la tuberculina (tabla II), entre las que se
incluyen la TB diseminada y la TB pleural. También
debe tenerse en cuenta que, a excepcion de los infecta-
dos por el VIH, es en los pacientes de edad avanzada en
los que es mas frecuente que la PT sea negativa.

Diagnéstico microbiologico

Toma de muestras®*°. La normativa que debe seguir-
se para la recogida de muestras se resume en las si-
guientes recomendaciones:

1. Las muestras deben recogerse siempre que sea po-
sible, antes de iniciar la quimioterapia.

2. El enfermo ha de ser instruido sobre la forma mas
adecuada de recoger el esputo y sobre la importan-
cia de que el material no sea saliva ni secreciones
rinofaringeas. Si tiene dificultad para expectorar, se
puede intentar obtener esputo inducido mediante
clapping y/o aerosol con suelo fisiolégico.

3. Se informard al paciente supuestamente bacilifero
sobre la conveniencia de recoger las muestras en
espacios abiertos o en habitaciones bien ventiladas,
lo mas alejado posible de otras personas.

4. Los esputos y la orina deben enviarse en frascos
limpios de vidrio o plastico de boca ancha y tapén a
rosca hermético.

5. Es aconsejable realizar un estudio seriado para ob-
tener mayor rentabilidad (como minimo tres espu-
tos u orinas obtenidos en dias sucesivos).

6. Una vez recogida la muestra, la enfermera identifi-
card el envase con los datos personales del paciente
antes de su envio al laboratorio.

7. Las muestras se remitiran inmediatamente después
de su obtencién al laboratorio. Si por alguna causa
el traslado se demora, han de guardarse en el frigo-
rifico.

8. Cuando la muestra se obtiene mediante manipula-
cién directa (puncidn de abscesos, LCR, biopsias,
etc.), es preciso observar la mds rigurosa asepsia en
la técnica y colocar el material en un envase estéril.

9. Siempre que se practique una biopsia de cualquier
organo por sospecha de TB, deberd remitirse un
fragmento al laboratorio de microbiologia y otro al
de anatomia patoldgica. L.a muestra destinada a es-
tudios microbiolégicos debe enviarse sin fijar, con
unas gotas de agua destilada para evitar su deseca-
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cién y con arreglo a las normas sefialadas en los
puntos 7y 8.

10. Cuando el enfermo no expectora, la broncofibros-
copia es la técnica de eleccidén, ya que permite rea-
lizar broncoaspirados selectivos, lavado broncoal-
veolar y biopsia de las lesiones bronquiales, siendo
su rentabilidad superior a la del aspirado gdstrico
en ayunas. Estas muestras deben remitirse y ser
procesadas en el laboratorio inmediatamente. El
anestésico local presente en las mismas, general-
mente lidocaina, tiene un efecto inhibidor sobre las
micobacterias en pocas horas y puede ser causa de
cultivos falsamente negativos si se difiere su proce-
samiento.

11. Si se trata de pacientes VIH positivos con sospecha
de tuberculosis pueden remitirse al laboratorio gran
nimero de muestras (heces, esputos, broncoaspira-
dos, lavados broncoalveolares, ganglios linféticos,
biopsias de tejidos, LCR, muestras de orina, etc.).
Para la toma y envio de estas muestras al laborato-
rio se atenderd a las recomendaciones sefialadas an-
tes. En caso de sindrome febril persistente y sospe-
cha de infeccién diseminada por micobacterias, no
debe renunciarse nunca a la practica de 1 o 2 hemo-
cultivos (véase el subapartado Nuevos métodos de
cultivo). La sangre se obtendrd, previa desinfeccion
adecuada de la piel, por puncién venosa estéril y se
inocularan 5-10 ml en un frasco de hemocultivo es-
pecial para micobacterias o en un tubo estéril que
contenga un anticoagulante y saponina para lisis-
centrifugacion.

Técnicas de diagndstico microbioldgico directo™*.
Para el diagndstico de la enfermedad tuberculosa no
basta con la utilizacién de la radiologia, la prueba de la
tuberculina o la observacién de bacilos 4cido-alcohol
resistentes mediante examen microscépico directo. Esta
dltima técnica, aun siendo de las tres la mejor, posee
importantes limitaciones.

El diagnéstico microbiolégico de la tuberculina se
basa en tres etapas sucesivas:

1) Demostracién de bacilos dcido-alcohol resistentes
(BAAR) en preparaciones teflidas mediante la técnica
de Ziehl-Neelsen o la variante de tincion con fluorocro-
mos.

2) El aislamiento de M. tuberculosis y otras mico-
bacterias en cultivo puro y la posterior identificacion de
especie o patogrupo.

3) En determinados casos, éste se completa con el
estudio de sensibilidad in vitro a los formacos antituber-
culosos (antibiograma).

Las técnicas disponibles para el diagnéstico de la TB
por métodos directos se exponen en la figura 2, donde
ademds se detallan las que se deben utilizar dependien-
do del nivel del laboratorio.

Niveles de los servicios de laboratorio para el estu-
dio de las enfermedades producidas por micobacte-
rias*¥*. De acuerdo con las necesidades sefialadas ante-
riormente, los laboratorios de microbiologia pueden
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I Sospechaclinica de tuberculosis I Sospecha de sepsis 0

micobacteremia. por
M. tuberculosis © M. avium

Con flora'comensal
(esputos; orinas; etc.)

Sin flora comensal
(LCR, liguido pleural,
biopsias érganos interngs; etc.)

Pacientes con sida
y <100/CD4/uL.

v

Estensién para.ZN o
auramina®

Deteccion A de Hemocultivo™*
material genético'de

M. tuberculosis por PCR || (Extraccion de 15-20 m
de sangre por puncion

Cultivo en LJ yfo 7TH10~7H11
de Middlebrook™*

venosa arterial)

- Lisis-centrifugacion
- ylo 7TH13 (BACTEC®)

Cultive 7H12 (sistema BACTEC®)

:g@

ldentificacion

=Bioguimica™

¥
— Cromatografia
—Sondas genéticas **

Estudio de sensibilidad

in vitro (antibiograma)**

= Convencional™*

= Radiométrico (BACTEC®)

Fig. 2. Técnicas disponibles para el diagndstico
de la tuberculosis por métodos directos. CD4:
subpoblacion linfocitaria T CD4; 2N: bacilosco-
pia directa por el método de Ziehl-Neelsen; LJ:
cultivo de la muestra en medio de Lowenstein-
Jensen; PCR: reaccién en cadena de la polime-
rasa. *Técnicas exigibles a laboratorios nivel I.
**Técnicas exigibles a laboratorios nivel II. Sélo
es necesario que asuman la identificacién bio-
guimica o genética de M. tuberculosis. Las técni-
cas no seiialadas con asterisco son exigibles ex-
clusivamente a laboratorios de nivel 1. ***Ex-
clusivamente cuando esta indicado.

ofrecer tres categorias principales de servicios en rela-
cién con las micobacterias, a saber:

Nivel I. Recogida y transporte de muestras.

Examen microscépico de frotis en busca de BAAR.

Nivel II. Los mismos del nivel I, mas el aislamiento e
identificacién de M. tuberculosis.

Nivel III. Todas las de niveles inferiores mas la iden-
tificacion de todas las MAO.

Los estudios de sensibilidad in vitro pueden efectuar-
se en el nivel Il y son inexcusables en el nivel III.

A los laboratorios de nivel III deben asignarseles,
ademads, funciones docentes de control de calidad y de-
ben estar en condiciones de poder asumir y evaluar las
nuevas técnicas de diagnéstico microbiolédgico.

Tincion y examen microscépico®. El hallazgo de ba-
cilos dcido-alcohol resistentes en extensiones tefiidas y
examinadas al microscopio es la primera evidencia de la
presencia de micobacterias en una muestra clinica. Es el
procedimiento més facil y rapido que se puede efectuar,
y aporta al clinico una confirmacién preliminar del
diagnéstico.
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La técnica clasica de Ziehl-Neelsen o sus variantes y
la tincién con fluorocromos (auramina) son igualmente
eficaces y se basan en el mismo principio. La ventaja de
la fluorescencia es su mayor rapidez (en ella la observa-
cidn se realiza sin inmersion y con un campo de obser-
vacién mds amplio con lo que se gana tiempo); por esta
razon, estd justificada en aquellos laboratorios que rea-
lizan més de diez exdmenes microscopicos cada dia.

Para la correcta realizacién e interpretacién de los re-
sultados de un examen microscépico directo deben te-
nerse en cuenta los siguientes hechos: a) La acido-alco-
hol resistencia es una propiedad comin a todas las
especies del género Micobacterium y no sélo de M. tu-
berculosis. b) La no observacion de BAAR en una
muestra clinica no descarta el diagndstico de TB, ya
que es una técnica de sensibilidad limitada. Se estima
que la concentracion mds baja de microorganismos que
se puede detectar mediante examen microscopico es de
10%/ml de muestra. ¢) Al informar los resultados del
examen microscépico, el microbidlogo debe proporcio-
nar al clinico una estimacién aproximada del nimero de
BAAR detectados. La reduccién del nimero de bacilos
emitidos por el enfermo orienta sobre la eficacia del tra-
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tamiento siempre que se acompafie de una mejoria de
sus sintomas clinicos. d) Cuando los pacientes bacilife-
ros son tratados con regimenes de primera eleccion sue-
len negativizar sus esputos a partir de las 2-3 semanas
de tratamiento. No obstante, en algunos pacientes se ne-
gativizan antes los cultivos que las baciloscopias, esto
es debido a que los bacilos que se siguen eliminando es-
tdn lo suficientemente lesionados por el tratamiento
para que no sean capaces de desarrollarse en los culti-
vos. Esto da lugar a lo que se llaman “falsos positivos”
de la baciloscopia (examen microscépico positivo con
cultivo negativo o “bacilos inviables”). A pesar de la
“positividad” de la baciloscopia, estos pacientes no sue-
len tener capacidad contagiante.

Cultivo de las micobacterias®®*'. Todas las muestras
clinicas sospechosas de contener micobacterias se de-
ben sembrar (tras su adecuada digestién y descontami-
nacion, si fueran necesarias) en medios de cultivo ade-
cuados por las siguientes razones: /. Los cultivos son
mucho mas sensibles que los exdmenes microscépicos,
al punto que pueden detectar una cantidad tan pequefa
como 10 bacterias por ml de muestra clinica digerida y
concentrada. 2. El aislamiento en cultivo puro es nece-
sario para poder identificar la especie de las cepas aisla-
das. 3. Si la baciloscopia es un indice de la eficacia del
tratamiento, el cultivo permite asegurar la negativiza-
cién y curacion del paciente.

Digestion y descontaminacion de muestras®. Es un
paso previo al cultivo del que dependen en gran medida
los resultados de éste.

La mayor parte de las muestras clinicas contienen
gran cantidad de microorganismos de la flora comensal
que crecen con mayor rapidez que M. tuberculosis, que
tiene un tiempo de generacién de 18-24 h. Es necesario
eliminar de la muestra estos microorganismos contami-
nantes que impedirian el desarrollo de las micobacte-
rias. También es importante conseguir la licuefaccién de
los restos organicos (tejidos, moco, suero y otros mate-
riales proteindceos) que rodean a los microorganismos,
para que los agentes descontaminantes puedan destruir
las bacterias no deseadas. Asi, sobrevivirdan las mico-
bacterias y podran tener acceso a los nutrientes del me-
dio. Las micobacterias son mds resistentes a los dcidos
y bases fuertes que otros microorganismos, lo que per-
mite utilizar con éxito estas técnicas de digestion-des-
contaminacién. Pero si éstas no se utilizan adecuada-
mente pueden afectar también la viabilidad de las
micobacterias presentes en la muestra y dar lugar a fal-
sos cultivos negativos (por exceso de descontamina-
cién) o a un nimero elevado de contaminaciones (por
defecto de descontaminacion).

Medios de cultivo y condiciones de incubacion. Dis-
ponemos de diferentes tipos de medios adecuados para
el aislamiento de micobacterias a partir de muestras cli-
nicas. L.os mds utilizados son los que tienen como base
el huevo (Lowenstein-Jensen, Colestos, etc.) y los semi-
sintéticos con agar (7H10 y 7H11 de Middlebrook).

Algunas micobacterias, muchas de ellas relacionadas
con el sida, tales como M. haemophilum, M. malmoen-
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se, M. genavense y M. avium subsp. paratuberculosis,
exigen suplementar los medios de cultivo con factores
de crecimiento especiales (hemina, sangre, micobactina
o citrato amoénico férrico, etc.)¥.

La incubacién de los medios sembrados en una at-
mosfera enriquecida con un 5-10% de CO, favorece el
crecimiento de M. ruberculosis. Cualquiera que sea el
medio de cultivo utilizado, el tiempo transcurrido entre
la recepcién de la muestra y la emision del resultado
suele ser de 3 a 6 semanas.

El ndmero de colonias obtenidas por cultivo se debe
cuantificar de alguna manera en el momento de emitir
el informe al clinico.

Nuevos métodos de cultivo®®****. La bisqueda de téc-
nicas mas rapidas y sensibles de cultivo ha permitido
introducir en los laboratorios clinicos: /) los métodos
radiométricos (sistema BACTEC®); 2) medios de culii-
vo bifésicos (MB-Septi-Check®), y 3) técnicas adecua-
das para aislar micobacterias de la sangre (hemoculti-
Vo).

1) Métodos radiométricos (sistema BACTEC®)*0%,
Detectan automdticamente el crecimiento micobacteria-
no midiendo la cantidad de *CO, producido por la me-
tabolizacién de sustratos (4cidos grasos) marcados con
4C. Se utilizan viales que contienen 4 ml de medio
7H12 de Middlebrook que admiten indculos de hasta
0,4 ml.

En relacién a los sistemas tradicionales de cuitivo el
sistema BACTEC® tiene las siguientes ventajas:

a) Abhorro de tiempo (15-20 dias) en la deteccién del
crecimiento.

b) Mayor sensibilidad, tanto para el aislamiento de
M. tuberculosis como de otras micobacterias.

¢) Posibilidad de identificar M. tuberculosis en 4-5
dias y de realizar antibiogramas a los fadrmacos de pri-
mera eleccién (incluyendo la pirazinamida) en tiempos
medios de 3-6 dias, en lugar de los 21-42 dias que exi-
gen los métodos convencionales.

El principal inconveniente del sistema BACTEC® re-
side en tener que trabajar con C, lo que requiere dispo-
ner de los permisos necesarios para la manipulacién y
almacenamiento de este compuesto.

Para laboratorios de nivel 11 y III el sistema BACTEC®
es hoy dia, sin duda, el avance diagndstico mds contras-
tado y util en micobacteriologia clinica.

Para tratar de eliminar el uso de '*C se trabaja actual-
mente en técnicas que permiten detectar el crecimiento
micobacteriano mediante fluorimetria. Los medios que
se estan probando llevan incorporado un compuesto de
rutenio que emite fluorescencia detectable a medida que
disminuye la tension parcial de O, del medio como con-
secuencia del metabolismo microbioano. Esta medicion
del crecimiento por fluorimetria sustituird en un proxi-
mo futuro a los métodos radiométricos.

2) Medios de cultivo bifdsicos no radiométricos
(MB-Septi-Check®)*445 Hace unos afios se introdujo
en el mercado un sistema bifasico para el cultivo de mi-
cobacterias (MB-Septi-Check®), con el que se pretendia
obtener una rapidez y sensibilidad similares a las del
BACTEC® sin necesidad de utilizar is6topos radiacti-
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vos. Se trata de frascos que contienen 20 ml de caldo
7H]12 a los que puede anexionarse a la parte superior un
dispositivo que contiene diferentes medios solidos. Este
sistema presenta algunas ventajas sobre el BACTEC®,
ya que, al permitir utilizar in6culos de siembra mayo-
res, posee una sensibilidad algo superior a la de aquél.
Ademas, ofrece la posibilidad de disponer de un creci-
miento sobre la fase sélida que puede utilizarse para
practicar pruebas de identificacién sin necesidad de rea-
lizar resiembras adicionales, lo que facilita ademds la
deteccion de cultivos mixtos. Los principales inconve-
nientes del MB-Septi-Check® son los siguientes: la de-
teccion del crecimiento es mas lenta que con el BAC-
TEC®, no permite realizar estudios de sensibilidad in
vitro y falla con frecuencia el sistema de identificacién
presuntiva de tuberculosis que lleva incorporado en su
fase solida. A pesar de esto, merece ser considerado
como sistema alternativo al BACTEC® en los laborato-
rios de nivel 1I o III que no posean instalacién radiactiva.

3) Técnicas de hemocultivo para micobacterias*™*.
El notable incremento de las infecciones diseminadas
por M. avium-intracellulare y M. tuberculosis en pa-
cientes con sida ha estimulado la introduccion de técni-
cas que permiten la deteccién de micobacterias en san-
gre. De entre estas técnicas las mas eficaces son las de
lisis-centrifugacién y las radiométricas.

Ambas tienen una sensibilidad similar. La principal
ventaja de la lisis-centrifugacion es que permite cuanti-
ficar el nimero de bacterias por mililitro de sangre y
controlar seriadamente la eficacia del tratamiento admi-
nistrado. Por el contrario, la siembra directa de la san-
gre en medio [3A y el control posterior por el sistema
radiométrico evitan muchas manipulaciones peligrosas,
que son obligadas en la técnica de lisis-centrifugacion.

Su uso estd indicado en pacientes con sida con linfo-
citos CD4 por debajo de 50 y fiebre de origen descono-
cido.

Identificacion de las micobacterias. Técnicas bioqui-
micas®*!. La identificacion de M. tuberculosis puede
realizarse mediante pruebas bioquimicas sencillas. Las
cepas de M. tuberculosis son niacinas positivas, reducen
nitratos a nitritos y poseen una catalasa termolabil. Por
lo demds, cualquier estrategia de identificacién que pre-
tenda ir mds alla de la simple separacién de M. tubercu-
losis del resto de micobacterias exige la practica de
pruecbas de identificacién que sean capaces de aportar
un minimo de 10-20 rasgos diferenciales, lo que no estd
al alcance de muchos laboratorios.

Las evidentes limitaciones de las técnicas de identifi-
cacion bioguimica estandar (complejidad, lentitud y fal-
ta de reproducibilidad) han estimulado el desarrollo de
técnicas de identificacion rapidas alternativas: técnicas
de identificacion cromatografica y sondas genéticas.

Cromatografia®. Las micobacterias se caracterizan
por poseer una pared celular extraordinariamente rica
en lipidos. Algunos de estos lipidos (como los dcidos
micolicos) son caracteristicos de este género, encon-
trandose ademads diferencias cuantitativas y cualitativas
en la composicion lipidica de las diferentes especies.

Entre los lipidos micobacterianos mas estudiados por
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su valor taxonémico destacan los &cidos micdlicos y
otros 4cidos grasos de la pared celular. Los 4cidos mi-
célicos pueden separarse con relativa facilidad en su
forma de ésteres metilicos por cromatografia en capa
fina (CCF) en gel de silice. El estudio de los acidos mi-
colicos por CCF separa las micobacterias en grupos y la
identificacién definitiva se lleva a cabo por cromatogra-
fia de gases (CG).

Estas técnicas se pueden utilizar en laboratorios de
nivel III con experiencia en las mismas.

Sondas genéticas****3!. Una sonda es un reactivo bio-
16gico constituido por un fragmento de ADN que posee
una secuencia de bases complementaria a la del genoma
de un microorganismo. Las sondas estdn marcadas con
diversos indicadores ficiles de detectar: isétopos radiac-
tivos (sondas calientes) o sustratos cromoégenos (sondas
frias).

Cuando se libera el acido nucleico de un microorga-
nismo y después se desnaturaliza el ADN liberado (se
separan las dos hebras que forman la molécula de ADN
por procedimientos fisicos -[-T* 90 a 140 °C-]-), la son-
da es capaz de fijarse (hibridarse) con su fragmento ho-
mdlogo, si existe. La hibridacién de la sonda a su frag-
mento homodlogo se detecta facilmente gracias al
marcador que se ha incorporado. Actualmente dispone-
mos de sondas frias (Gen-Probe®, Syngene®) para iden-
tificacion de M. tuberculosis, M. avium, M. intracellula-
re, M. kansasii y M. gordonae. No existen sondas
comercializadas para el resto de especies de micobacte-
rias.

Entre las principales ventajas de las sondas genéticas
hay que destacar la sencillez de su manipulacién, que
permite su adaptacién a cualquier laboratorio. El princi-
pal inconveniente es su coste. Es una tecnologia muy
utilizada en la actualidad en laboratorios de nivel I1.

Estudios de sensibilidad in vitro*. Los estudios de
sensibilidad in vitro de M. tuberculosis pueden realizar-
se directamente a partir de la muestra recibida en el la-
boratorio, cuando en ella se observan abundantes baci-
los en el examen microscépico (método directo) o a
partir de un cultivo en fase exponencial de crecimiento
(método indirecto).

Los métodos estandarizados para el estudio de sensi-
bilidad in vitro de M. tuberculosis son: el de las propor-
ciones y diluciones muiltiples de Canetti, el de la con-
centracién absoluta de Meissner y el del nivel de
resistencias de Mitchison; todos ellos en medio de L6-
wenstein-Jensen. Los Center for Diseases Control de
Atlanta (EE.UU.) recomiendan el método de las propor-
ciones, pero en medio semisintético 7H10 de Middle-
brook.

Actualmente pueden realizarse estudios de sensibili-
dad por técnica radiométrica (BACTEC®) utilizando
una variante simplificada y adaptada del método de las
proporciones de Canetti.

El laboratorio debe informar al clinico acerca de la
cuantia del crecimiento que se ha producido en los me-
dios con farmacos antituberculosos en comparacién con
los medios sin firmaco. En un antibiograma realizado
adecuadamente, el control tendra colonias contables, y
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el recuento de colonias en el medio con farmaco y en el
control permitira calcular la proporcién de bacilos resis-
tentes en la poblacién total y expresada como porcenta-
je. En general, cuando el 1% o mds de la poblacién ba-
cilar se hace resistente a la concentracion critica de un
farmaco, entonces el agente no es, o pronto no sera, ttil
para continuar el tratamiento porque la poblacidn resis-
tente serd predominante en poco tiempo.

El tiempo de lectura de un antibiograma en medio de
Lowenstein-Jensen es de 4-5 semanas, en medios semi-
sintéticos (7TH10 o 7HI1 de Middlebrook) de 2-4 sema-
nas y en el BACTEC® de 5-8 dias.

Diagnéstico serolégico®>’. Diversos factores han
contribuido a que en los ltimos afios se haya avanzado
extraordinariamente en el diagndstico serologico de la
TB, sobre todo porque se ha trabajado con técnicas mas
sensibles y con antigenos purificados més especificos.
Desde el punto de vista de la técnica, el enzimoinmuno-
andlisis (ELISA) parece ser el que ofrece mejores pers-
pectivas en la actualidad, al ser una técnica rdpida, auto-
matizable, que proporciona resultados reproducibles y
con la que se trabaja con sensibilidades éptimas.

Por su parte, los antigenos purificados que mejor se
conocen y con los que mas se ha trabajado en los ulti-
mos afos son los de naturaleza proteica y lipidica.

Los datos disponibles en el momento actual indican
que para el diagndstico de la enfermedad en la practica
clinica, utilizando técnica de ELISA con los mejores
antigenos disponibles, se necesita una especificidad
préxima al 100% que garantice buenos valores predicti-
vos de la prueba. Para ello es necesario adoptar puntos
de corte iguales a la media de los obtenidos en sueros
de personas normales mds tres desviaciones estandares,
caso en el que la sensibilidad no suele ser superior al
50%. En el momento actual, pese a los indudables pro-
gresos realizados en este campo, desconocemos atin la
dindmica de aparicién y vida media de las inmunoglo-
bulinas en el curso de la TB, asi como también qué anti-
genos pueden ser de mayor utilidad. Tampoco conoce-
mos por qué algunos pacientes con TB activa no tienen
concentraciones detectables de anticuerpos en el mo-
mento de diagnosticarse la enfermedad. Hasta que estas
cuestiones no estén completamente aclaradas, el diag-
néstico serolégico de la TB no puede recomendarse
para uso general.

Nuevas técnicas de diagnostico microbiolégico. Am-
pliacion enzimdtica del ADN mediante PCR*%. Desde
su introduccién en 1985, la reaccién en cadena de la po-
limerasa (PCR), que permite sintetizar por via enzimati-
ca millones de copias de un fragmento especifico de
ADN, se vislumbré como una técnica que podia revolu-
cionar por su rapidez y sensibilidad el diagnéstico de
las enfermedades infecciosas.

La extraordinaria sensibilidad de esta técnica es a la
vez su principal atractivo e inconveniente ya que la con-
taminacion de la muestra con una sola copia de la se-
cuencia a ampliar es suficiente para dar lugar a un falso
positivo. Por otro lado, la presencia de inhibidores enzi-
maticos en determinadas muestras clinicas, asi como su
laboriosidad y costes en espacio y equipos, ha impedido
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durante algunos afios, a pesar de los excelentes resulta-
dos obtenidos en estudios de investigacion preliminares,
su introduccidn en la préctica clinica para el diagnéstico
de la tuberculosis. Ha sido necesario que las grandes
compaiifas multinacionales del mundo de los reactivos
de laboratorio introdujeran en el mercado equipos mas
o menos sofisticados y reactivos de gran calidad que
stmplifican, facilitan o automatizan las reacciones de
amplificacion, para que esta tecnologfa pueda ser apli-
cada con las debidas garantias en el diagnéstico de la
tuberculosis.

El sistema Amplicor TB® (Roche Diagnostic Sys-
tems) se ha introducido recientemente en el mercado y
ya estd preparado para su presentacion en su version to-
talmente automatizada (Cobas Amplicor®). En este sis-
tema se amplifica por PCR un fragmento del gen que
codifica para el ARN ribosémico 16S, posteriormente
se hibrida el producto amplificado a una sonda marcada
enzimaticamente y la deteccién del producto amplifica-
do se realiza mediante una reaccién colorimétrica. Eva-
luada en dos estudios recientes en su version no auto-
matizada, esta prueba ha resultado tener una sensi-
bilidad del 66-82% vy especificidades del 99-100%
en muestras respiratorias. Los valores predictivos positi-
vos y negativos oscilan entre 91-100% y 97-98%, res-
pectivamente. En estudios preliminares de evaluacién
en muestras clinicas diferentes a las respiratorias, el sis-
tema Amplicor TB® tiene una eficacia mucho menor.
Los inhibidores de la ADN polimerasa presentes en al-
gunas muestras clinicas pueden ser causa de falsos ne-
gativos.

Dentro de lo que se han dado en llamar técnicas de
amplificacién de segunda generacion, el sistema Gen-
Probe Amplified MTD® (Gen-Probe, Inc., USA), dise-
flado inicialmente también para trabajar con muestras
respiratorias, se ha adaptado recientemente para ser uti-
lizado en liquidos estériles, aspirados gastricos, orinas,
sangre y otras muestras clinicas. De los sistemas actual-
mente comercializados, es el que ha sido mas evaluado
y del que se dispone de mayor experiencia clinica. En el
sistema Gen-Probe Amplified MTD® se amplifica
ARNr 23S mediante la sintesis de cADN y ARN, uti-
lizando una mezcla enzimdtica compuesta principal-
mente por transcriptasa inversa y ARN polimerasa. La
utilizaciéon de una diana de amplificaciéon particular-
mente abundante como es el TARN aumenta el rendi-
miento del proceso de amplificacién de los dcidos nu-
cleicos y los hace resistentes a la amplificacién de
errores de transcripcién que pueden tener lugar en los
primeros ciclos de amplificacion. La utilizacién de
ARN, mucho més labil que el ADN, y un unico tubo de
reaccion para cada muestra durante todo el proceso,
previene el riesgo de contaminacién por amplicones.
Este proceso de amplificacion isotérmico y autocataliti-
co permite amplificaciones del orden de millones de ve-
ces en una incubacion de 2h a 42 °C. La deteccidn de
las secuencias diana en los amplicones tiene lugar me-
diante una sonda especifica de ADN marcada con éster
de acridina quimioluminiscente. Un proceso quimico
selectivo, Prueba de Proteccién de la Hibridacion
(HPA), permite distinguir las sondas hibridadas sin uti-
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lizar complejos métodos fisicos de separacion. El resul-
tado final es una prueba de sensibilidad superior al cul-
tivo y exquisita especificidad, que no requiere instala-
ciones o instrumentacién sofisticada y que puede
lievarse a cabo en la rutina de la mayoria de laborato-
rios clinicos, permitiendo la realizacién de 50 muestras
clinicas en menos de 5 horas. Debido a que la presencia
de rARN en las células se cuenta por miles de copias, la
probabilidad de iniciar una amplificacién correcta es
mucho mas elevada que en aquellas pruebas en las que
se utiliza como diana una o escasas copias de ADN. En
la practica, los principales inconvenientes de esta téc-
nica son la posibilidad real de contaminacién por am-
plicones por defectos de manipulacién y que ain no
disponemos de ellas en su versién completamente auto-
matizada.

Los progresos en este campo han sido espectaculares
en los Gltimos afios y estdn a punto de introducirse en el
mercado nuevos sistemas de amplificacion de segunda
generacion: QP replicasa (Galileo-Probe Amplification®,
Gene-Trak), Nasba® Amplification System (Organon
Teknika N.Y.), Strand Displacement Amplification®
(Becton Dickinson Diagnostic Instrument Systems),
etc. Todos estos nuevos sistemas, y otros que segura-
mente se irdn introduciendo en los préximos afios, pue-
den incluso superar la eficacia diagnéstica de los siste-
mas actualmente comercializados.

En nuestra opinion, el futuro inmediato en este cam-
po va a depender de que las grandes compaififas mundia-
les lideres del sector, que disponen de excelentes equi-
pos de investigacidn, sean capaces de poner en nuestras
manos una técnica de amplificacién automatizada de
alto rendimiento, totalmente automatizada, que sea ca-
paz de detectar simultdneamente M. tuberculosis y los
principales patogenos respiratorios en la misma muestra
clinica y que pueda ofrecerse a un coste relativamente
moderado.

Técnicas microbiolégicas como ayuda en la epide-
miologia de la tuberculosis®' 2. Tradicionalmente el es-
tudio de la epidemiologia de la tuberculosis se ha visto
dificultado por la ausencia de marcadores de cepa ade-
cuados. Asi, el unico marcador utilizado hasta fechas
recientes, el estudio de la susceptibilidad a micobacte-
ri6fagos, presenta limitaciones importantes derivadas de
su bajo poder discriminativo. En la actualidad, la aplica-
ci6n a la epidemiologia de las técnicas moleculares per-
mite establecer con precision las cepas circulantes en
una poblacién. Se han utilizado la macrorrestriccién ge-
némica seguida de electroforesis con alternancia de
campos, los patrones de restriccién-hibridacién con
sondas complementarias de secuencias repetidas en el
genoma de M. tuberculosis o el polimorfismo de ampli-
ficados por PCR.

De todos estos marcadores el mds utilizado, por su
gran poder discriminativo, ha sido el estudio del poli-
morfismo de restriccién-hibridacién utilizando la se-
cuencia de insercién IS6110. Existe un protocolo estan-
darizado que permite comparar los resultados entre
distintos laboratorios y establecer bancos de datos a
gran escala. Este marcador puede utilizarse para: a) Co-
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nocer el patrén epidemiolégico general en una pobla-
cién; b) en el control de epidemias; c¢) en la diferencia-
cion de las recidivas de las reinfecciones exdgenas, y d)
en el estudio de contaminaciones cruzadas en el labora-
torio.

El genoma de M. tuberculosis contiene, en general,
un elevado nimero de copias de IS6110, entre 5 y 20,
localizadas en posiciones variables a lo largo del cro-
mosoma debido a su capacidad de transposicion. Por
ello, las cepas no relacionadas epidemioldgicamente
presentan patrones de restriccién-hibridacion propios vy,
por lo tanto, un elevado grado de polimorfismo. Contra-
riamente, las cepas relacionadas muestran patrones
idénticos, pudiendo establecerse facilmente una rela-
cién de clonalidad. No ocurre lo mismo en el caso de
cepas sin ninguna copia de IS6110 en su cromosoma o
con un nimero muy reducido de copias integradas, nor-
malmente, en posiciones constantes. En estos casos es
necesario diferenciar las cepas no relacionadas epide-
miol6égicamente mediante otros marcadores molecula-
res que ofrezcan un mayor grado de polimorfismo.

Diagnéstico anatomopatolégico

En algunas ocasiones la TB se diagnostica por la
existencia de granulomas tuberculosos en especimenes
obtenidos mediante diversas técnicas de biopsia de 6r-
ganos (bronquial, pulmonar transbronquial, pulmonar
por toracotomia, hepdtica, ganglionar, de médula 6sea,
etc.). En general se trata de casos de dificil interpreta-
cion con bacteriologia repetidamente negativa (disemi-
naciones hematégenas, localizaciones extrapulmona-
res), o ante la sospecha de enfermedad neoplasica, de
manera que el diagndstico puede ser una sorpresa para
el clinico; por ejemplo, un nédulo pulmonar solitario
que resulta ser un tuberculoma®’.

El diagnéstico se basa en la observacion de granulo-
mas caseificantes. Sin embargo, conviene tener en cuen-
ta que otras enfermedades pueden producir granulomas
muy similares y que en los enfermos con sida es muy
raro que se forme la lesién citogranulomatosa tipica por
el profundo trastorno inmunitario®. Por regla general, el
anatomopatdlogo practica tinciones para identificar ba-
cilos &cido-alcohol resistentes (tinciéon de Kinyoun)
cuando observa granulomas en el examen histolégico,
pero, como no es un método de absoluta fiabilidad,
stempre que se sospeche TB debera enviarse una mues-
tra de la biopsia al laboratorio de microbiologia para
realizar técnicas de cultivo.

Otras técnicas diagndsticas

Por su importancia hay que destacar los estudios lle-
vados a cabo sobre el liquido pieural y demas serosas
de los pacientes afectados de TB de estas localizacio-
nes. Muchas de estas determinaciones son s6lo orienta-
tivas, por lo que, a no ser que tengamos una bacilosco-
pia positiva del esputo o del liquido pleural, para llegar
al diagnéstico de TB pleural se necesitard recurrir a la
realizacién de biopsia pleural. Las muestras obtenidas
por esta técnica siempre deben ser procesadas para ba-
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Fig. 3. Patrones de decisién ante una sospecha
clinica de tuberculosis pleural.

ciloscopia, cultivo y estudio anatomopatolégico. Los
patrones de decisidn ante una sospecha clinica de TB
pleural se detallan en la figura 3.

El liquido de la afeccion de las serosas por la TB es
un exudado con concentracién elevada de protefnas y
con una glucosa generalmente supgrior a 60 mg/dl (3,3
mmol/l). Las concentraciones bajas de glucosa se aso-
cian a empiema concomitante, retraso en el diagnéstico
o enfermedad avanzada con fibrosis pleural y paqui-
pleuritis. El pH es generalmente 4dcido y el recuento to-
tal de leucocitos suele ser inferior a 5.000/1, siendo tipi-
co que mas del 50% de éstos sean linfocitos maduros,
aunque los polimorfonucleares pueden predominar en la
primera fase de esta afeccién. Por su parte, las células
mesoteliales son escasas y generalmente hay menos de
10 por cada 1.000 leucocitos. Esta ausencia de células
mesoteliales se ha atribuido a la capa fibrinosa que cu-
bre la superficie pleural y que impide que estas células
se descamen®.
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La determinacién en liquido pleural y demds serosas
de la adenosina desaminasa (ADA) se ha mostrado muy
eficaz en el diagndstico de la TB pleural en los dltimos
afios. Esta enzima, que interviene en el catabolismo de
las purinas y cuya principal actividad fisiolégica ocurre
en el tejido linfoide, ha aportado una elevada sensibili-
dad y especificidad®%’, con algunos falsos positivos en
derrames metaneumaénicos, empiemas, artritis reumatoi-
de, lupus eritematoso, linfomas y mesoteliomas.

Otra prueba que se ha mostrado iitil en el estudio de
la TB pleural ha sido la determinacién de lisozima (mu-
ramidasa) en el liquido, y sobre todo, el cociente de éste
con el valor de la lisozima en suero. Asi, un cociente su-
perior a 1,2 posee también una excelente sensibilidad y
especificidad, con algunos falsos positivos en el caso de
empiemas y artritis reunatoide®°,

Como en el liquido pleural tuberculoso, la propor-
cién y el nimero absoluto de los linfocitos T estan nota-
blemente aumentados con respecto a los que existen en
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sangre; las linfocinas que éstos son capaces de producir
también estdn incrementadas. Una de estas linfocinas,
el interferén, se ha mostrado también como un parame-
tro dtil en el diagnéstico de la TB pleural.

Por ultimo, se ha demostrado que algunos marcado-

res tumorales como el IAP (immunosuppressive acidic
protein) y el AGP (alpha,-acid glycoprotein) han dado
concentraciones significativamente superiores en el li-
quido pleural tuberculoso que en las pleuresias neopla-
sicas’".
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