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Introduccion

Desde 1969 venimos dedicando una atencidn
preferente al estudio bacteriologico de la tubercu-
losis.

En nuestros trabajos hemos analizado el gran
descenso habido en las cifras de esta enfermedad
en nuestro pais entre los afios 1950 a 1970, pero
también hemos llamado la atencion del estanca-
miento de los Gltimos afios, con un ritmo de des-
censo muy lento, y la necesidad de introducir
nuevos elementos de tipo bacterioldgico en la lucha
antituberculosa, si queremos rebajar estas cifras.

Esto no se ha llevado a cabo hasta el momento
presente. No se ha utilizado a escala nacional, de
manera total y organizada, la bacteriologia de la
tuberculosis. Y no sélo tenemos poblacion tuber-
culosa vieja y croénica, sino que sigue habiendo
nuevos casos cada dia, como manifiestan nuestros
clinicos, que se muestran preocupados ante este
problema.

Este hecho nos hace insistir, una vez mas, a ex-
poner estas consideraciones acerca de la necesidad
de la introduccién, sin mas demora, de la bacte-
riologia en la lucha antituberculosa en Espaiia.

No queremos decir que pensemos se deba pres-
cindir de la radiofotografia, vacunacion, investiga-
cion tuberculinica, etc., sino solamente que cree-
mos que en ¢l momento actual debe tenerse en
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cuenta la bacteriologia, completada o como com-
plemento, segln las normas generales que se acuer-
den de lucha antituberculosa a escala nacional con
todos los demas aspectos antes citados, en mayor o
menor medida.

Estamos convencidos de que hoy dia el laborato-
rio de bacteriologia es el arma definitiva para
«confirmar» a un enfermo sospechoso de tubercu-
losis. Y no solo eso, sino que como intentaremos
exponer a continuacién es factor fundamental a
tener en cuenta en la actual estrategia para llevar a
cabo una lucha cientifica contra la tuberculosis que
ahn existe en nuestro pais.

Hoy dia, ya por nadie es discutida la importan-
cia que la bacteriologia tiene en la lucha antituber-
culosa. Y ello gracias a los esfuerzos de dos organi-
zaciones que han contribuido decisivamente a esa
mentalizacion. La Union Internacional Contra la
Tuberculosis (UICT) por un lado con los trabajos
de sus miembros que han aportado hechos convin-
centes, y la Organizacion Mundial para la Salud
(OMS) por otro con sus Comités de Expertos y sus
recomendaciones.

Voy a tratar de exponer los hechos basicos sobre
la bacteriologia de la tuberculosis, y todo ello con
un enfoque eminentemente clinico, no microbiold-
gico, para los lectores de la revista, no deteniéndo-
me en los detalles técnicos bacteriologicos, que el
lector interesado puede encontrarlo en otras publi-
caciones especificas!'. :

Desde el punto de vista conceptual y como intro-
duccion al tema, hemos de recordar que la tubercu-
losis humana esta ocasionada por unas especies del
género Mycobacterium que pueden ser Mycobacte-
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rium tuberculosis la mas frecuente, y Mycobac-
terium bovis o Mycobacterium africanum en me-
nor orden de frecuencia, en nuestro pais.

El género Mycobacterium lo constituyen un to-
tal de 49 especies validas hoy aceptadas?? (tabla I).

Hoy dia las micobacterias de interés en patologia
humana, bien porque puedan ser patogenas o bien
porque puedan aislarse de productos patologicos y
provocaremos confusiones, si no pensamos en su
existencia, pueden clasificarse en seis grupos desde
el punto de vista bacteriologico*’ (tabla II).

A su vez de todas ellas hay solo algunas que
suelen ser patogenas, otras pueden ser patogenas
oportunistas y otras que suelen ser saprofitas y
puedan encontrarse en productos humanos® (ta-
bla IIl); cada una de ellas produce un tipo de
patologia predominante’ (tabla 1V).

Utilidad actual de la bacteriologia
de la tuberculosis

Hoy dia la bacteriologia de la tuberculosis (y
otras micobacteriosis)' tiene una gran importancia
a la hora del diagnostico, tratamiento y prevencion
de la enfermedad y ello desde el punto de vista bien
individual del enfermo aislado o bien desde el pun-
to de vista colectivo de la comunidad?.

Asi desde el punto de vista individual y en rela-
cion al diagnostico de la enfermedad nos va a ser

de gran utilidad para «confirmar» cualquier caso
en el que se haya hecho un diagnostico previo
clinico, anatomopatolégico o inmunoloégico, ya
que sabemos que estos tres aspectos son muy co-
munes para cualquier tipo de micobacteriosis sin
diferencias claras en cada caso e incluso pueden ser
confusos en algunos casos de otras enfermedades
infecciosas (hongos, etc.) para personal sanitario
no muy experto. Caso este que cada vez ocurrira
mas ya que la tuberculosis hoy se diagnostica por
primera vez por personal no especializado, al
contrario de lo que ocurria hace algunos afios don-
de los tisidlogos eran casi exclusivamente los que
diagnosticaban y trataban esta enfermedad. Este
hecho se ve agravado por la falta de conciencia sa-
nitaria que existe actualmente en nuestro pais
sobre esta enfermedad, que ha dado lugar a la idea
«falsa» de que la tuberculosis es una enfermedad
que ya «no se ve» si junto a esto afiadimos, la poca
atencion que se le suele prestar en las facultades de
Medicina en comparacién con otras entidades inte-
resantes por su novedad pero de insignificante inci-
dencia, asi como la falta de politica sanitaria de
nuestro Ministerio en este sentido desde que desa-
parecio el antiguo Patronato Antituberculoso, lle-
garemos a comprender como es muy recomendable
que hoy cualquier médico que sospeche pueda es-
tar ante un caso de tuberculosis utilice una ayuda
facil y asequible como es la bacteriologia que sera

TABLA 1

Especies de micobacterias que han sido aceptadas como validas hasta enero de 1983 (Wayne, 1983)

A. Especies patogenas para el hombre

1. M. africanum
2. M. bovis

3. M. leprae

‘4. M. tuberculosis

A. Especies asociadas a enfermedades humanas

8. M. asiaticum 15. M. scrofulaceum
9. M. avium 16. M. shimoidei
10. M. haemophilum 17. M. simiae

11. M. intracellulare 18. M. szulgai

12. M. kansasii 19. M. ulcerans

13. M. malmoense 20. M. xenopi

14. M. marinum

A. Especies asociadas B.
a enfermedades humanas

27. M. chelonei 29. M. agri

28. M. fortuitum 30. M. aichiense
31. M. aurum
32. M. chitae
33. M. chubuense
34. M. duvalii

35. M. flavescens

1. MICOBACTERIAS CUYO RESERVORIO SON LOS MAMIFEROS INFECTADOS

II. MICOBACTERIAS DE CRECIMIENTO LENTO CUYO RESERVORIO PRINCIPAL ES EL. MEDIO AMBIENTE

IIl. MICOBACTERIAS DE CRECIMIENTO RAPIDO CUYO RESERVORIO PROBABLE ES EL MEDIO AMBIENTE

Especies que nunca o raramente se asocian a enfermedades humanas

B. Especies patodgenas para otros animales

S. M. lepraemurium
6. M. microti
7. M. paratuberculosis

B. Especies que nunca o raramente se asocian
a enfermedades humanas

21. M. farcinogenes

22. M. gastri

23. M. gordonae

24. M. nonchromogenicum
25. M. terrae

26. M. triviale

36. M. gadium 43. M. rhodesiae

37. M. gilvum 44. M. senegalense

38. M. komossense 45. M. smegmatis

39. M. neoaurum 46. M. sphagni

40. M. obuense 47. M. thermoresistibile
41. M. parafortuitum 48. M. tokaiense

42. M. phlei 49. M. vaccae
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TABLA 11

Clasificacion bacteriologica de las micobacterias
de importancia en patologia humana (Casal)

Correspondencia
con grupos de
Rubyon

Grupos y

Especies de micobacterias
subgrupos

I I M. kansasii (M. licopinogenes)
M.

. asiaticum

1 11
a)
b)

lactis (1)

scrofulaceum (M. marianum)
gordonae (M. aquae)
Sflavescens

szulgai

ulcerans

xenopi

simiae (M. habana)

0

111 111 tuberculosis

bovis (M. bovis BCG)
africanum

avium
intracellulare
shimoidei

gastri
nonchromogenicum
terrae (M. novum)
triviale

malmoense
haemophilum

X XXXXYTIXIXRRX XXXXRXRZ

v v marinum (M. bainei)

a)
b)

engbackii (2)
acapulcense (3)
aurum
obuense
rhodesiae
gilvum

duvalii
neoaurum
chubuense
aichiense
tokaiense
gadium

) phlei

smegmatis
vaccae
parafortuitum
thermorresistibile
M. diernhoferi (4)

RXRXXX XXIXXRXRRRRX

Vi \%! M. fortuitum (M. peregrinum)
M. chelonei

M. chitae

TABLA 111
Clasificacion clinica de las mycobacterias (Casal)
Grupos Patogenas  Op. mayores Op. menores Saprofitas
1 M. kansasii
1I M. scrofu- M. gordo- M. flaves-
laceum nae cens
M. szulgai M. lactis
M. xenopi
M. ulcerans
111 M. tuber- M. avium M. bovis M. gastri
culosis M. intra- BCG M. terrae
M. africa- cellulare M. nom-
canum M. shimoi- chromoge-
M. bovis  dei nicum
M. simiae M. triviale
M. mai-
moense
M. haemo-
philum
v M. marinum
\% M. acapul-
cense
M. aichiense
M. aurum
M. chu-
buense
M. duvalii
M. eng-
baecki
M. gadium
M. gilvum
M. obuense
M. phlei
M. rhode-
siae
M. smeg-
matis
M. to-
kaiense
VI M. fortui-
tum
M. chelonei

M. agri

(1) (2): Especies con pigmentacion rosada, se incluyen en el «complejo
terrae». (3): Se considera semejante el M. flavescens con crecimiento méas
rapido. No se incluye en esta clasificacion el M. leprae por no cultivarse
en medios ordinarios de laboratorio. Tampoco se incluyen M. microti,
M. farcinogenes, M. senegalense, M. lepraemurium, M. paratuberculo-
sis, M. sphagni y M. komosense, por no aislarse normalmente de produc-
tos patologicos humanos. Los grupos 1, 11 y III corresponden a los I, II
y HI de Runyon de crecimiento lento, fotocromogenos, escotocromoge-
nos y no cromoégenos. Los grupos IV, Vy VI, corresponden al 1V de Run-
yon subdividido seglin se trate de gérmenes, fotocromégenos, escotrocro-
moégenos o no cromogenos, todos ellos de crecimiento rapido. Los
subgrupos a), b) y ¢) son subdivisiones dentro de los escotocromogenos
segin sea la pigmentacion, rosa-roja, amarilla-anaranjada o irregular.
(4): Considerado semejante al M. parafortuitum.
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A excepcion de M. leprae, que no se aisla en medios ordinarios. Las
saprofitas no causan patologia humana pero pueden aislarse de produc-
tos patologicos y causar confusion (ejemplo: M. gastri en jugo gastrico,
M. gadium en esputos, M. smegmatis en orina).

la Gnica que puede «confirmarle» su diagnostico
clinico previo mediante la confirmacion de la pre-
sencia de Mycobacterium tuberculosis, M. bovis o
M. africanum causantes de tuberculosis humana®.

También a veces si se utiliza de manera sistema-
tica puede proporcionarnos un «primer diagnoOsti-
co» de tuberculosis que no habria sido realizado
anteriormente por otros métodos. Caso éste de en-
fermos etiquetados clinicamente de cuadros varios
(bronconeumonias, derrame pleural de etiologia
desconocida, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, etc.) o bien aquellos supuestamente sanos
en los que en el curso de una revision que incluya la
bacteriologia nos aparecen presentes algunas de las
tres citadas antes micobacterias patogenas para el
hombre.
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TABLA 1V

Patologia humana atribuida a micobacterias*

Grupos de micobacterias Patologia
I. Fotocromogenos
crecimiento lento.
M. kansasii. .. ..... Pulmonar, ganglionar,
meninges, generalizada,

osteoarticular, urogenital.

I1. Escotocromoégenos
crecimiento lento.
M. scrofulaceum. .. Ganglionar,

osteoarticular.

pulmonar,

M. xenopi......... Pulmonar, urogenital.

M. ulcerans. ....... Cutanea.

M. szulgai......... Pulmonar, ganglionar,
articular.

M. gordonae. ... ... Pulmonar (?).

III. No cromoégenos
crecimiento lento.

M. tuberculosis. . . . . Pulmonar, renal, osteoar-
ticular, meningea, intesti-
nal, ganglionar, cutanea,
etc.

M. bovis.......... Idem.

M. africanum. ... .. Pulmonar.

M. bovis BCG...... Cutanea, ganglionar, ge-
neralizada.

M. avium.......... Ganglionar, pulmonar,
osteoarticular, generali-

. zada.

M. intracellulare. . . . Idem.

M. simige. ....... L. Pulmonar.

M. shimoidei. . .. ... Pulmonar.

M. malmoense. .. .. Pulmonar,

M. haemophilum. . . Cutanea.

IV. Fotocromégenos
crecimiento rapido.
M. marinum....... Cutanea, articular.
V. Escotocromoégenos
crecimiento rapido.
No atribuida ninguna
patologia.

VI. No cromogenos cre-
cimiento rapido.

M. fortuitum. . . .. .. Cutanea, pulmonar, os-
teoarticular, ocular, etc.
Cutanea, pulmonar, os-
teoarticular, meningea,
etc.

M. Cl{elonei ........

* A excepcion de M. leprae. SOlo se reseia la patologia mas frecuente.

En cualquiera de estas dos situaciones, de las
que sin duda la primera es la frecuente y la segunda
mas rara el diagndstico de la tuberculosis podria
hacerse hoy técnicamente por métodos directos o
indirectos.

Métodos de diagnéstico

Métodos directos de diagndstico bacterioldgico
de la tuberculosis

1. Meétodos clasicos.
2. Meétodos modernos.
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1. Métodos clasicos de diagnostico
Estos métodos son los de todos conocidos sobra-

. damente pero que lamentablemente en Espaiia en

pocos laboratorios se llevan a cabo de manera ruti-
naria y bien estandarizada, lo que hace que no to-
dos los clinicos puedan tener a su alcance la ayuda
de la bacteriologia de la tuberculosis con lo que se
establece el circulo vicioso de 1a no puesta a punto
y no utilizacién de este tipo de bacteriologia.

‘Hecho éste que constituye un grave problema de

Salud Publica en nuestro pais y al que nuestras
autoridades sanitarias, a pesar de dictar normas sa-
nitarias al respecto y publicarlas en el BOE, aun
no han conseguido hacer rutinario y de utilidad
publica. '

Estos métodos consisten en: @) toma de muestra,
b) visualizacion, ¢) cultivo y aislamiento, y d) iden-
tificacion y clasificacion! 9.

En gran cantidad de casos el diagnostico se reali-
za clinicamente y ayudado de 1a reaccion de la tu-
berculina con las posibilidades de error que todos
sabemos ellos conlleva. Si se quiere confirmar, lo
mas que se realiza en la mayoria de los casos es una
baciloscopia.

Pensamos que hoy no basta la utilizacion de la
radiologia, la prueba de la tuberculina y la simple
baciloscopia. Ya que la radiologia no es definitiva,
la prueba de tuberculina tampoco, y diremos aun
mas, y es que la baciloscopia, atin siendo de los tres
el mejor, tiene sus detalles a tener en cuenta.

El principal de ellos es que hay muchos casos de
baciloscopias que se informan como «negativas» y
el enfermo es tuberculoso. Es fundamental, pues,
aparte de la correcta utilizacion de la técnica y la
buena preparacion del personal, el realizar, a ser
posible, un cultivo de las muestras, pues de hecho
hay un porcentaje no desestimable en nuestra si-
tuacion actual de baciloscopias «negativas» que
dan cultivos positivos si realizamos una «correcta»
siembra con todos los pasos que para ello se re-
quieren, bien tenidos en cuenta y eligiendo los me-
dios adecuados para ello. Asi en nuestra casuistica
un 10 % de esputos con baciloscopia negativa re-
sultan positivos en el cultivo.

También queremos resaltar aqui un hecho cual
es que la baciloscopia «positiva» s6lo nos indica
que estamos en presencia de una bacteria del géne-
ro mycobacterium, pero no nos diagnostica jamas
que estamos ante una tuberculosis, pues sabemos
cOmo cualquier micobacteria, bien sea el M. fuber-
culosis, una micobacteria patdgena o una micobac-
teria saprofita, va a tener las mismas propiedades
tintoriales caracteristicas del género y, por lo tan-
to, van a ser acido-alcohol resistentes a la vision
microscopica. Es, pues, éste otro hecho que refuer-
za nuestra teoria de que para llevar a cabo un diag-
nostico exacto de tuberculosis hemos de recurrir
sin género de dudas al cultivo de los productos pa-
tologicos, que nos aclarara si estamos ante una tu-
berculosis, una probable micobacteriosis 0 s6lo an-
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te una micobacteria saprofita contaminante de
dicha muestra, con las consiguientes repercusiones
muy distintas, que es obvio sefialar va a tener cada
tipo de diagnostico.

Los cultivos, a su vez, deberan ser perfectamente
identificados, como luego comentaremos, y lo que
es también importante resaltar, se debera excluir
en ellos la posibilidad de que exista una mezcla de
micobacterias que nos pueda interferir los resulta-
dos diagnosticos de tipificacion de la micobacteria
0, lo que es mas importante, las pruebas de resis-
tencia, dandonos un espectro equivocado, con las
perjudiciales consecuencias que esto acarrearia.
Hecho éste que apoya el que estos diagnosticos
exactos y las pruebas de resistencia se realicen solo
en centros de marcada especializacidbn que obvien
todos estos posibles errores.

Asimismo es fundamental la repeticion de los
cultivos, pues el no hacerlo también puede ser mo-
tivo de error diagnoéstico'©,

2. Meétodos modernos de diagnostico

Estos métodos tratan de utilizar una tecnologia
que posibilite el diagnostico mas rapidamente que
los métodos clasicos de cultivo que son muy lentos
para las necesidades clinicas que requieren un in-
forme lo mas rapido posible, ya que por los siste-
mas clasicos se requieren unos 15-20 dias para el
cultivo y algunas semanas mas para una identifica-
cion exacta.

Todos ellos no son todavia aplicables de manera
rutinaria y sOlo son lineas de investigacion realiza-
das en centros especializados en la materia pero
puede ser que de alguno de ellos o sus variantes se
consiga alguna metddica que sea aplicable a gran
escala de manera rutinaria por laboratorios cli-
nicos.

Una de las ideas basicas que se han intentado lle-
var a cabo desde hace tiempo, y ha sido la base
para los modernos métodos de diagnostico que se
ensayan, es buscar métodos de cultivo mas rapidos
que los tradicionales con medios de cultivo a base
de huevo (Lowenstein, Ogawa, etc.). En este senti-
do el principal problema existente consiste en la
lenta velocidad de replicacién del Mycobacterium
tuberculosis, que si bien en un E. coli puede ser de
15-20 minutos en M. tuberculosis puede necesi-
tar 15-20 horas para empezar su replicacion, que
parece estar genéticamente controlada por una
RNA polimerasa DNA dependiente.

Sobre esta idea se buscan medios de cultivo que
permitan la deteccion e identificacion de M. tuber-
culosis después de pocos ciclos de replicacion. Asi
los medios solidos transparentes a base de agar
proporcionan mejores resultados ya que las pe-
queias colonias en crecimiento pueden ser recono-
cidas microscOpicamente de manera diferencial.
Un efecto similar puede obtenerse mediante cultivo
sobre portaobjetos o en papel de filtro en medio
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solido, detectandose rapidamente las microcolo-
nias en pocos dias. No obstante, cualquiera de es-
tos sistemas (que no son nuevos sino ya conocidos,
pero que se hicieron en la linea de la idea en que se
basan los modernos y por ello los recordamos
aqui) necesita una identificacion posterior definiti-
va de la especie de micobacteria 1o que requiere
una mayor cantidad de masa de microorganismos
que la obtenida en tan breve tiempo, para realizar
los numerosos test de identificacion que hoy po-
seemos a nuestro alcance y que lamentablemente
no estan adaptados para poder ser llevados a cabo
con pocos bacilos.

Con estas premisas actualmente y basandose en
la moderna tecnologia hoy a nuestro alcance, se
pretende reconocer pequefias cantidades de com-
ponentes que sean especificos de M. tuberculosis
en el curso de su crecimiento en las primeras fases
antes de que tengamos ni siquiera las primeras co-
lonias iniciales. En este sentido se investiga la po-
sible utilidad de la aplicacion de pirolisis de muy
pequeiia cantidad de bacilos (microgramos) se-
guida de espectrometria de masas que nos daria un
patron que analizado mediante computadoras nos
podria identificar la especie en cuestion. Este pro-
ceder esta actualmente en desarrollo investigando-
se sobre todo el M. tuberculosis complex, es decir,
M. tuberculosis, M. bovis y M. africanum.

También se ha intentado detectar en cultivos en
medio liquido de una semana de crecimiento una
«tuberculoproteina» que se encontrd mediante ra-
dioinmunoensayo en aquellos casos que eran fuer-
temente positivos a la baciloscopia y que pos-
teriormente daban cultivos positivos en medios
tradicionales. Esta técnica presenta de momento
los inconvenientes de que no es totalmente selecti-
va para los miembros del «complejo tuberculoso»
y que ademas en aquellos casos débilmente positi-
vos a la baciloscopia no se ha conseguido detectar
esta proteina.

También se esta ensayando la utilizacion de me-
tanolisis y cromatografia de gases seguida de
espectrometria de masas para detectar componen-
tes que puedan ser diferenciales. En este sentido se
ha podido detectar en el esputo de pacientes o en
cultivos de menos de una semana de incubacion el
acido tuberculo-estearico que tiene el inconvenien-
te de que no es exclusivo del M. tuberculosis sino
que puede encontrarse en otras micobacterias e
incluso nocardias. Por ello se intenta actualmente
por el mismo sistema buscar otros compuestos mas
especificos como el metil-micocerosato que si seria
exclusivo de M. tuberculosis y M. bovis aunque el
principal problema con que se encuentra esta in-
vestigacion es el bajo peso molecular de este com-
puesto que haria dificil su deteccion por este sis-
tema.

También se estan utilizando métodos radiomeé-
tricos que detectan rapidamente en 6 a 10 dias el
crecimiento micobacteriano a partir de un cultivo
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en medio liquido de una muestra clinica como
puede ser un esputo previamente descontaminado
para que solo crezcan micobacterias, lo que se con-
firma al detectarse el crecimiento mediante visuali-
zacion microscoOpica. Este sistema tiene la ventaja
de la rapidez y de que es un sistema automatizado
que también nos sirve para estudios de resistencia a
las drogas como luego veremos. Tiene el inconve-
niente de que en la visualizacién no podemos afir-
mar que aquello sea un M. tuberculosis y no una
M. atipica. De todos modos esto se comprueba con
un cultivo que se realiza en paralelo en medio soli-
do clasico. Hasta ese momento hemos de servirnos
de la orientacion clinica y epidemiologica segiin la
zona donde estemos trabajando y la incidencia de
M. atipicas que alli suela haber.

No obstante, los inconvenientes citados pensa-
mos que de los sistemas actualmente en desarrollo
dada la experiencia ya existente y la automatiza-
cion y comercializacion ya conseguida en este mé-
todo pensamos que es el mas valido de los moder-
nos en el momento presente.

Como vemos aun nada definitivo pero si intere-
santes lineas de investigacion de las que puede salir
en el futuro una ayuda diagnostica que nos permita
ser mas rapidos en esta importante confirmacién
diagnostica al clinico.

Métodos indirectos de diagndstico bacteriolégico

En este apartado so6lo podemos resefiar que ted-
ricamente la serologia seria el método ideal de
diagnostico, pero hasta el momento a pesar de los
numerosos intentos realizados en este aspecto no se
ha conseguido poner a punto una técnica lo sufi-
cientemente sensible y especifica como para conse-
guir un diagnostico serologico de la tuberculosis
como podemos tener de la fiebre tifoidea o bru-
cellosis.

Se han ensayado una gran cantidad de reac-
ciones inmunologicas del tipo de la aglutinacion,
de la inmunoprecipitacion en gel y Gltimamente se
han estudiado los nuevos procedimientos de utili-
zacion de anticuerpos marcados con iodo 131, ra-
dioinmunoensayo o técnicas de Elisa con los que
parece podra llegar a conseguirse una aceptable
sensibilidad en la técnica si bien el problema que
resta aun por solucionar es el conseguir antigenos
purificados que sean especificos como para que la
reaccion sea valida, en cuanto a sensibilidad y es-
pecificidad. Ultimamente también se estan ensa-
yando reacciones que usarian anticuerpos mo-
noclonales, que se han conseguido muy especi-
ficos. En este sistema se usaria un Ag purificado
inserto en una matriz inerte que se haria reaccionar
con ¢l suero del paciente, que si lleva anticuerpos
especificos contra estos antigenos bloquearan los
sitios de reaccion y al afiadir a la reaccion in vitro
los anticuerpos monoclonales no podrian reac-
cionar. Si esta técnica llega a estandarizarse podria
ser la clave futura en serologia de la tuberculosis
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para tener un eficaz método indirecto de diagnos-
tico.

Otro método indirecto de diagnostico consistira
en el uso de tuberculinas o sensitinas de diferentes
micobacterias.

La tuberculina

La tuberculina antigua de Koch es un filtrado
concentrado de bacilos tuberculosos que crecian en
medio liquido y fue inactivado por el calor para
perder su poder sensibilizante pero no su actividad
para revelar la hipersensibilidad cutanea (sin pro-
ducir la formacion de anticuerpos circulantes que
den hipersensibilidad de tipo inmediato).

Las tuberculinas mas usadas en el diagnodstico
indirecto en medicina o veterinaria son: la old tu-
berculin (tuberculina vieja de Koch), la PPD,
RT23 y IP48.

Las actuales tuberculinas son purificadas y cons-
tan de proteinas (PPD = purified protein deriva-
tes) extraidas de un cultivo de bacilos habiéndose
desechado lo que no son proteinas para que no de
reacciones no especificas e intentar aumentar su
actividad.

De todas maneras la tuberculina incluso purifi-
cada tiene una mezcla de antigenos micobacte-
rianos que son comunes a M. tuberculosis y las mi-
cobacterias atipicas.

La potencia de las tuberculinas se expresa en
unidades, entendiéndose por una unidad la que
produce la misma accion, que una unidad de PPD-S
(standard tuberculin) que contiene 0’00002 mg de
proteina y esta depositada en el Statens Serum Ins-
titut de Copenhague (Dinamarca).

Con esta tuberculina se puede realizar el test
intradérmico de Mantoux que realizado en buenas
condiciones nos puede dar una orientacion de diag-
nostico indirecto, sobre todo en nifios donde otro
tipo de diagnostico directo a veces es dificil.

Esta técnica, no obstante, tropieza con el mismo
problema de la falta de un antigeno especifico que
le ocurria a las técnicas serologicas por lo que no es
definitiva en el diagnoéstico exacto de tuberculosis.

En este sentido sabemos hoy que se esta ensa-
yando parece que con unos resultados prometedo-
res un antigeno denominado n.° 5 del citoplasma
de la cepa Hy;Ra de M. tuberculosis que podria ser
un antigeno validamente especifico contra esta en-
fermedad. En el futuro esta la respuesta, pero sin
duda éste puede ser el camino.

Al igual que la tuberculina tenemos también las
denominadas «sensitinas» que son productos es-
pecificos preparados a partir de cultivos de mico-
bacterias atipicas capaces de provocar una reac-
cion mediada por células igual que la de la tubercu-
lina; también en estos casos la especificidad no es
absoluta y puede haber cierto grado de reacciones
cruzadas entre ellas.

Estas sensitinas pueden usarse, pues para com-
probar la infeccion humana o animal por las dife-
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rentes micobacterias (o bien como ayuda para la
taxonomia micobacteriana dentro de los métodos
inmunologicos de diagnodstico de las micobacterias
ya tratados a la hora de la identificacion y clasifi-
cacién, que es lo que se denomina CRIS = com-
parative reciprocal intradermal sensitin) que no de-
tallamos por no ser objeto de esta publicacion y
también para descartar la infeccion por un bacilo
tuberculoso con las limitaciones que hemos comen-
tado de la inespecificidad.

De estas sensitinas o tuberculinas especificas
se han preparado una gran variedad de ellas que se
han usado en investigaciones en poblaciones hu-
manas de diferentes zonas geograficas, eda-
des... etc., para medir el diferente grado de reac-
cion. Cada una de ellas recibe el nombre derivado
de la especie que se elaboro, asi: kansasina, escro-
fulina, gordonina, flavescina, xenopina, ariumina,
chelonina, etc.

Desde el punto de vista individual y en relacion
al tratamiento de la enfermedad, pensamos que la
bacteriologia de la tuberculosis tiene hoy un papel
clave que desempefiar en cuanto a tres aspectos
concretos, a saber: a) Control bacteriologico de la
evolucion del tratamiento y de la curacién del pro-
ceso. b) Conocimiento del tipo de bacilos existen-
tes en cada tipo de lesion para saber con qué dro-
gas podemos combatirlo, y ¢} Conocimiento de la
sensibilidad o resistencia a las drogas antitubercu-
losas para orientacion del tratamiento.

En relacion al estudio de resistencias del M. fu-
berculosis que sin duda es el mas Gtil € interesante,
disponemos hoy de una serie de métodos clasicos y
otros métodos modernos.

En relacion a los métodos clasicos sobre medio
solido y de los maltiples métodos que se pueden
utilizar, los mas aceptados universalmente son:
a) el de las concentraciones absolutas de Meissner,
que es un método cualitativo; b) el de la relacion de
resistencias de Mitchison, que es semicuantitativo
y, ¢) el de Canetti, Rist y Grosset, que es cuantitati-
vo y, por lo tanto, es el mas exacto. De ellos existen
variantes multiples adaptadas a las necesidades de
cada pais.

Las drogas que se deben usar normalmente por
su utilidad y uso mas frecuente seran la estrepto-
micina, el PAS, la isoniacida, la rifampicina, el
ethambutol, reservandose para centros de referen-
cia y casos de multirresistencias a las anteriores
otras drogas, como la cicloserina, capreomicina,
kanamicina, viomicina, pirazinamida, tioacetazo-
na, tiocarbanilida, ethionamida.

De ellos solo el tercero seria el mas exacto y valo-
rable ya que mide la proporcion de mutantes resis-
tentes, que se ha visto que es el fendbmeno impor-
tante a la hora del tratamiento y que se descubrio
hace muchos aifios al ver como al tratar a los enfer-
mos con estreptomicina aunque al principio mejo-
raban a la larga podian empeorar por la aparicion
de mutantes resistentes.
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Estas mutantes resistentes no son medidas por
los otros dos procedimientos sefialados.

El problema de estos métodos es su lentitud ya
que necesitan 28-30 dias para su lectura normal-
mente después de otros tantos de incubacion hasta
tener un cultivo suficiente para poder realizarlo. Si
bien es cierto que en caso de esputos muy positivos
se puede hacer lo que se llama el antibiograma di-
recto sin necesidad de cultivo previo con lo que
ahorraremos la mitad del tiempo antes comentado.
Este problema del tiempo se agrava ain mas en el
caso de M. bovis o M. africanum que demorarian
esos 28-30 dias a casi el doble.

También hay que resefiar que aparte de este in-
conveniente existe otro para una droga como es la
pirazinamida que necesita un pH acido para actuar
y en estas condiciones el M. tuberculosis no va a
crecer bien por lo que el test no va a ser fiable.

También por sistemas clasicos se ha utilizado el
medio liquido con lo que conseguimos un creci-
miento mas rapido en 10-15 dias lo que seria intere-
sante, si bien hay que recordar que aqui tampoco
podemos llegar a medir los mutantes resistentes
por {o que el método tampoco seria el ideal.

Por todo ello las investigaciones actuales van di-
rigidas a obtener nuevos sistemas que conservando
su exactitud reduzcan el tiempo de lectura con lo
que se ha llegado a la etapa de los métodos moder-
nos de estudios de resistencias a las drogas antitu-
berculosas. Estos pueden ser los siguientes: a) Mé-
todos radiométricos, y b) Métodos nefelométricos.

a) Los métodos radiométricos utilizan un me-
dio liquido y obtienen los resultados en una sema-
na aproximadamente. Se han ensayado a su vez
dos tipos de indicadores de la accidén de las drogas
sobre M. tuberculosis, bien la inhibicion del cata-
bolismo de los carbohidratos marcado con Ci, y
sus productos intermediarios, midiendo la evolu-
cion del CO, marcado. Estos métodos tienen la
ventaja de estar comercializados, pero el inconve-
niente de que la interpretacion de los resultados da-
do el diferente modo de actuar cada droga puede
ser confusa ya que pueden existir vias metabolicas
secundarias que permitan la supervivencia o bien
aun deteniendo el crecimiento permitir siga exis-
tiendo cierto grado de metabolismo. En este senti-
do las drogas bacteriostaticas daran mas proble-
mas en su interpretacion. O bien viendo la inhibi-
cion de la sintesis de los acidos nucleicos midiendo
la captacion de uracilo marcado. En este sistema
habra que tener en cuenta que los trabajos realiza-
dos miden solo la sintesis del RNA, pero el uracilo
aparte de incorporarse al RNA puede convertirse
en timina e incorporarse al DNA.

-En los futuros métodos quiza fuese lo ideal in-
tentar la medicion del DNA, no sélo del RNA que
nos daria un sistema mas exacto para conocer la
inhibicion y muerte de la micobacterias. Ya que
la replicacion no podra llevarse a cabo en ausencia
de sintesis de acidos nucleicos.
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Estos métodos ofreceran, pues, una medida del
efecto de cada droga estudiada independientemen-
te del sistema enzimatico sobre el que actite cada
una.

b} Los métodos nefelomeétricos ensayados has-
ta el momento consisten en una variante del «auto-
bac» para sensibilidad de otros microorganismos
en el que se investiga el porcentaje de inhibicion de
los cultivos con drogas frente al crecimiento de los
cultivos patrones sin droga. También utiliza me-
dios liquidos como el radiométrico.

En general ambos sistemas aparte de no estar to-
talmente a punto no son utilizados con todas las
drogas antituberculosas, sino s6lo con las mas
usuales: isoniacidas, PAS, estreptomicina, rifam-
picina y ethambutol.

Como conclusion podemos decir que estos méto-
dos tienen la gran ventaja para el clinico de su rapi-
dez, pero por el contrario tienen las desventajas
de su elevado coste econdmico y la falta atn de
amplios estudios que los contrasten con la eficacia
clinica en grupos amplios de pacientes y con un
método tradicional valido como puede ser el de las
proporciones. El futuro proximo nos dara sin duda
la validez o no de estos métodos modernos que por
el bien de nuestros pacientes esperamos sea satis-
factoria.

Desde el punto de vista colectivo de la comuni-
dad el diagnostico bacterioldgico de la tuberculosis
nos puede ser til para: a) hacer un diagnostico de
masas; b) conocer las tasas de nuevos casos
baciliferos y la tasa de nuevos casos bacteriologica-
mente positivos; ¢) llegar a establecer un mapa epi-
demiologico de la incidencia de micobacterias
atipicas y de M. bovis o M. africanum y mediante
el uso de la reaccion tuberculinica conocerla;
d) prevalencia, y e) incidencia de la enfermedad o
tasa de infeccién anual.

Desde el punto de vista colectivo y en relacion al
tratamiento de la enfermedad, la bacteriologia nos
va a ser util para:

1. Mediante el ya comentado anteriormente en
otro apartado estudio de las resistencias primarias
a las drogas y desde el punto de vista de comunidad
podemos conocer si éstas son de mas de un 5 o
10 % a qué droga habra que realizar antibiograma
o cual no deberemos de utilizar en una programa-
cion a gran escala de tratamientos. Con lo que
podremos orientar la posibilidad de tratamientos.
Debe de existir un programa continuo de vigilancia
epidemiologica de esta farmacorresistencia.

2. Mediante el conocimiento de las resistencias
secundarias o adquiridas a las drogas podremos te-
ner un permanente sistema de control de calidad de
como se desarrolla la terapéutica de esta enferme-
dad en toda su amplitud en cada momento y con
las drogas en ese tiempo utilizadas. Igualmente
habra que establecer un programa continuo o cada
cierto tiempo de seguimiento de los valores que al-
canzan estas resistencias.
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3. Por Gltimo también recordar como gracias a
la bacteriologia tenemos un método de prevencién
de la enfermedad como es la vacuna BCG com-
puesta por bacilos tuberculosos bovinos que han
sido atenuados por numerosos pases.

No vamos a entrar aqui en discusiéon sobre su
eficacia mayor o menor o su recomendacién o
no sobre su aplicacién y tan sélo considerar como
actualmente desde el punto de vista epidemiologico
parece considerarse en paises desarrollados que pa-
ra la lucha antituberculosa debera aplicarse la de-
teccion exhaustiva de casos mediante un diagnosti-
co precoz clinico bacteriologico y la quimioterapia
correcta e individualizada, usando la vacunacion
BCG so6lo para la proteccidon personal en las si-
tuaciones particulares de riesgo. Pero bien es cierto
también que desde el punto de vista social habra
que seguir considerandola en paises subdesarrolla-
dos donde pueda evitar muertes en niiios, meningi-
tis o formas miliares graves por pocas que sean y
aunque su eficacia se sepa no va a ser total en el
cien por cien de los casos vacunados. En este mis-
mo sentido hay que considerar, pienso que con
bastante optimismo, los estudios que se vienen ha-
ciendo en el campo de la inmunologia en la bis-
queda de una Vacuna o Agentes Inmuno Farmaco-
l6gicos (IPA) nuevos que permitan bien proteger
de la enfermedad o bien colaborar en su tratamien-
to ante un caso, una quimioterapia no favorable o
una recaida. Sin duda los proximos afios nos depa-
raran interesantes logros en este campo que vendra
a completar lo ya conseguido en el campo de la
quimioterapia para intentar luchar contra esta en-
fermedad de la que se cumplen ahora los cien afios
del descubrimiento de su agente causal.

Conclusiones

Vemos, pues, como la bacteriologia de la tuber-
culosis ha sido y es sin duda de gran utilidad en la
lucha contra esta enfermedad.

Lo que si es importante es saber que existe:

a) Una bacteriologia basica que debe extender-
se al mayor nimero posible de laboratorios.

b) Otra reservada a centros especiales como la
tipificacion y estudios de resistencias.

¢) Y otra de investigaciones actuales que solo
realizan muy pocos centros en ¢l mundo y que es-
tan en vanguardia a la busqueda de nuevos proce-
dimientos. Esto debe ser bien entendido y no alte-
rar este orden en la incorporacion a los sistemas de
lucha antituberculosa para que asi sea verdadera-
mente eficaz. Por contra la incorporacién anar-
quica o individualista de esta bacteriologia no
‘aportara nada mas que errores contraproducentes
o en el mejor de los casos testimonios de buen ha-
cer que se pierden el vacio de la falta de sistemati-
zacion.
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Resumen

En cualquier plan de lucha antituberculosa en el
momento presente en Espana desde el punto de vis-
ta bacteriologico deben realizarse:

a) Elcorrecto diagndstico bacterioldgico.

b) Elestudio de resistencias a las drogas antitu-
berculosas, en casos indicados.

¢) El control bacteriologico de los tratamientos
antituberculosos.

Para llevar a cabo todo esto en nuestro pais, es
necesaria una organizacion de nuestros recursos en
el sentido de:

a) Organizacion de un sistema de laboratorios
para este tipo de bacteriologia.

b) Enseiianza de personal técnico a todos los
niveles.

¢) Puesta a punto y control permanente de
todo este sistema.

Todo ello deberia de ir incrustado en lo que debe
ser el sistema general de Lucha Antituberculosa
que comprende aspectos sanitarios, epidemiologi-
cos, clinicos, terapéuticos, asistenciales... etc. Para
sacar el maximo provecho de este «esqueleto base»
bacteriologico. Y, a su vez, todo ello dentro del sis-
tema global de Luchas y Campaiias Sanitarias de la
Direccion General de Sanidad del Ministerio y/o
de las respectivas Entidades Autébnomas, segian la
organizacion sanitaria actualmente existente.

Esto es hoy posible en Espana, dado el grado de
desarrollo tecnologico alcanzado en esta materia y
las cifras de tuberculosis que tenemos en estos mo-
mentos. '

Ello aparte de una trascendencia socioeconomi-
ca considerable nos permitiria estar a nivel interna-
cional en el estudio de esta enfermedad, prestigian-
do asi nuestro sistema de salud. A la vez que

29

serviria de ensefianza para todo nuestro personal
sanitario al que urge dar a conocer y a utilizar to-
dos estos datos y esta tecnologia para que puedan
luchar de una manera racional y mas eficaz contra
ese atin no menospreciable problema que tenemos
en Espafia de la «tuberculosis». El llevarlo a la
practica consideramos que es factible, y s6lo de no-
sotros depende; el programarlo es el reto de
nuestras autoridades sanitarias, que por otra parte
y entre otras misiones pensamos que para eso
estan.
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