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Nuevas técnicas diagndsticas para una vieja
enfermedad

A diferencia de lo conseguido en quimioterapia, en
el diagnéstico de la tuberculosis no se han producido
cambios de relativa importancia hasta la ultima déca-
da. Las técnicas de diagndstico directo de uso tradi-
cional en micobacteriologia han tenido, desde siem-
pre, importantes limitaciones. Por un lado, la escasa
sensibilidad de las técnicas de examen microscépico
(Ziehl-Neelsen o su variante de tincién por fluorocro-
mos) y por otro, el obligado tiempo de espera (a veces
varios meses) que exige el cultivo en medios conven-
cionales (Lowenstein-Jensen o semisintéticos con agar
tipo 7H10 de Middlebrook).

El retraso en el desarrollo de técnicas mas rdpidas y
sensibles que las traidicionales se ha debido probable-
mente, no solo a razones de tipo técnico mds o menos
insuperables hasta fechas recientes, sino también a
que la tuberculosis, como en otras enfermedades in-
fecciosas de marcado cardcter social, lz; prioridades
no han sido las mismas en los paises técnicamente
avanzados que en los paises en vias de desarrollo!. En
los primeros, al ser la tuberculosis una enfermedad en
franco declive no ha existido una presion excesiva
para desarrollar técnicas de diagnéstico mds eficaces
que las tradicionales; se ha considerado que el numero
de enfermos que podrian beneficiarse de ellas seria
relativamente escaso. En los segundos, aparte de care-
cer de la tecnologia adecuada para el desarrollo de
estas técnicas alternativas, la falta de recursos econo-
micos ha determinado el establecimiento.de otras
prioridades, fundamentalmente la busqueda y detec-
cién de nuevos casos mediante técnicas de examen
microscopico y el establecimiento de tratamientos
controlados bajo la supervisién de diferentes organis-
mos internacionales?3,

A pesar de esto, el impacto actual de las nuevas
tecnologias, la aparicion del sindrome de inmunodefi-
ciencia adquirida (SIDA), en el cual la tuberculosis es
una de las infecciones asociadas mds importantes* y
otros factores, han determinado que en los ultimos
afios se haya hecho un considerable esfuerzo de inves-
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tigacidn en la busqueda de técnicas alternativas de
diagndstico microbiolégico®. En este sentido, la intro-
duccién en la rutina diagnostica de los sistemas radio-
métricos ha supuesto un avance importante?; con ellos
se han venido a satisfacer algunas de las tradicionales
demandas de la clinica. En estos sistemas se utiliza un
medio de cultivo liquido semisintético que contiene
sustratos (acidos grasos) marcados con C!* y el creci-
miento bacteriano se detecta midiendo automatica-
mente el '*CO, producido por el catabolismo de los
mismos. La experiencia acumulada, durante los diez
afios en los que estos han estado introducidos en la
rutina diagndstica de algunos laboratorios clinicos,
nos permite hoy poder precisar con bastante exactitud
que su principal ventaja reside en la mayor sensibili-
dad y rapidez para detectar el crecimiento micobac
teriano en relacién a los medios de cultivo tradicio-
nales’.

Otra ventaja de los mismos, a nuestra juicio muy
importante, es la posibilidad de realizar estudios de
sensibilidad in vitro a los firmacos antituberculosos
cuyos resultados pueden obtenerse en tiempos medios
de 3-6 dias y tienen una excelente correlaciéon con los
obtenidos por métodos estdndar®. Un avance reciente
del sistema ha sido la incorporacién de un medio
liquido especificamente disefiado para el aislamiento
de micobacterias de la sangre®.

En nuestra experiencia, la sensibilidad de esta técni-
ca de hemocultivo es similar a la obtenida con la de
lisis-centrifugacién, pero se evitan con ella muchas
manipulaciones peligrosas e innecesarias por parte del
personal técnico.

Junto a los sistemas radiométricos, las dos lineas de
investigacién con las que se han obtenido resultados
mas esperanzadores de cara a un préximo futuro son:
1) la deteccidon directa de marcadores en nuestras
clinicas y, 2) la detecciéon de una respuesta inmune
especifica mediante serologia. Ambas lineas de inves-
tigacidn se han ido desarrollando de forma paralela
aunque, como puede apreciarse en la tabla I y tendre-
mos ocasion de precisar mds adelante, la serologia
cubre objetivos algo distintos a los de las otras técni-
cas.
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TABLA 1
Métodos rdapidos de diagndstico de la tuberculosis. Importancia e indicaciones actuales o previsibles*.

Indicaciones ¢ importancia relativa

Métodos Técnicas . . . .
Diag. precoz Diagnéstico Tratamiento
reactivacion enfermedad y control

Cultivo Radiométricas NA +++ ++

Deteccion directa de marcadores Adenosina desaminasa (ADA) NA +** NA

en muestras clinicas Sondas genéticas NA +++ NA

Inmunoldgicas NA ++ NA
(Deteccion de antigenos)

Cromatografia de gases y NA ++ NA
espectrometria de masas (CG-EM)

Serologia Inmunoldgicas +++ ++ +

(Deteccién de anticuerpos)

* Modificado de David H.L. Symposium on mycobacteria and methods for rapid diagnosis. Niza, Abril 1989.
** En determinadas formas de enfermedad tuberculosa (Ver texto).
NA: No aplicable.

Dentro de los métodos destinados a la deteccién de
marcadores en nuestras clinicas, se han desarrollado
dos tipos diferentes de técnicas de diagnostico directo.
En uno de ellos se utilizan técnicas sencillas que per-
miten establecer un diagndstico presuntivo de deter-
minadas formas de tuberculosis mediante determina-
cion cuantitativa de adenosina desaminasa (ADA),
una enzima derivada del metabolismo de las purinas,
que estd aumentada en los liquidos con abundantes
linfocitos de la pleuritis, pericarditis, peritonitis y me-
ningitis tuberculosas'®!!. En el otro, se trata de obte-
ner un diagnoéstico rapido y definitivo de enfermedad
tuberculosa detectando antigenos especificos de M.
tuberculosis mediante técnicas inmunoldgicas'?, lipi-
dos parietales género o especie-especificos mediante
cromatografia de gases asociada a espectrometria de
masas (CG-EM)'3!4 o fragmentos especificos de
¢DNA por hibridacién (sondas géneticas)'®. Todas es-
tas técnicas constituyen campos de gran actividad
investigadora en la actualidad y, aunque no existe una
introduccion decisiva de ninguna de ellas en la rutina
diagnostica, poseen tedricamente un gran potencial y,
a corto o medio plazo, podrian ser de gran ayuda en el
diagndstico rdpido de la tuberculosis.

Desde el descubrimiento del bacilo de la tuberculo-
sis, hace ahora mds de un siglo, han habido centenares
de intentos de desarrollar pruebas diagnésticas basa-
das en la deteccidn de respuestas inmunes (anticuer-
pos) especificas. En la mayoria de casos, técnicas que
parecian prometedoras en estudios preliminares se
mostraron decepcionantes en la practica clinica!é, Sin
embargo, en los Wltimos afios se ha progresado ex-
traordinariamente en el conocimiento de la compleja
estructura antigénica de M. tuberculosis y en la prepa-
racién de antigenos purificados especificos!”8. Con la
utilizaciéon de estos antigenos en técnicas de enzi-
moinmunoandlisis (ELISA) se ha conseguido discri-
minar mejor entre pacientes y controles sanos tuber-
culin positivos, constituyendo esta la linea que parece
mads esperanzadora dentro de la investigacion de una
prueba inmunoldgica util para el diagnostico de la
tuberculosis activa!é.
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Condiciones y exigencias de la serologia en el
diagnéstico de la tuberculosis'®!®

El objetivo principal de la serologia en la tuberculo-
sis es diagnosticar la enfermedad durante el periodo
de tiempo que va desde el inicio del proceso de reacti-
vacion hasta la aparicion de los sintomas clinicos. Asi,
si dispusieramos de una prueba seroldgica lo suficien-
temente sensible y especifica para ser aplicada en el
diagnostico de rutina de la tuberculosis, nos ofreceria
las siguientes ventajas: por un lado, seria la tunica
prueba diagnéstica entre las existentes con la que se
podria realizar una busqueda indiscriminada de ca-
sos, ya que su positividad seria independiente de la
presencia o no de bacilos en las muestras y permitiria
también un diagnostico de la tuberculosis pulmonar
en sus fases iniciales (tabla I). Por otro lado, podria
ser til en el diagndstico de las formas de tuberculosis
con examen microscopico negativo, principalmente
en las formas de tuberculosis extrapulmonar. Final-
mente, podria utilizarse como técnica de diagndstico
rapido en todas las formas de enfermedad tuberculo-
sa. No cabe duda que una prueba diagnostica de tal
naturaleza seria de extraordinario interés clinico y
epidemioldgico. No obstante, dado que un resultado
positivo de la misma condicionaria un tratamiento
especifico de varios meses de duracidn, el valor pre-
dictivo positivo (VPP) de esta deberia ser muy alto y
esto exigiria una elevada especificidad para cualquier
prueba positiva'2,

Cuando se evalua una prueba seroldgica para el
diagnoéstico de una enfermedad como la tuberculosis,
los valores predictivos de la misma tienen gran impor-
tancia y estos varian con la prevalencia de la enferme-
dad en la poblacién estudiada. Para determinada sen-
sibilidad y especificidad de la prueba, una prevalencia
baja determina pocos resultados falsos negativos y asi
se obtienen buenos valores predictivos negativos
(VPN). De igual forma, una prevalencia elevada de-
termina mds resultados positivos verdaderos y por
tanto, un mejor VPP, Cuando la prevalencia de la
enfermedad es baja, el VPP estd muy influenciado por
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la especificidad de la prueba. Si la especificidad es
muy alta, se reduce el nimero de falsos positivos y
mejora el VPP!3, Dicho en otras palabras, incluso con
especificidades “aceptables”, en poblaciones con baja
prevalencia el nimero de reacciones falsamente posi-
tivas puede superar incluso las verdaderas reacciones
positivas.

Esto es particularmente importante en aquellas
pruebas en las que como el ELISA no existe una clara
separacidn entre resultados positivos y negativos, sino
que estos se dan dentro de una amplia gama de valo-
res numeéricos. Por el contrario, en esta misma situa-
cién el VPN no estd muy influenciado por la especifi-
cidad de la prueba'®. Esto es asi, porque los resultados
falsos negativos serdn solo una fraccién muy pequeiia
del total de los negativos obtenidos.

Las consideraciones y valoraciones que hacemos a
continuacion referidas a progresos y expectativas det
diagnostico serologico de la tuberculosis las haremos
tomando en consideracion todas estas premisas.

Importancia de la técnica
y de los antigenos utilizados

En el diagndstico seroldgico de una enfermedad
infecciosa, y esto es también vdlido para la tuberculo-
sis, la técnica utilizada tiene gran influencia en la
sensibilidad de la prueba y el tipo de antigeno en la es-
pecificidad.

El primer estudio sobre diagnostico seroldgico de la-

tuberculosis fue publicado por Arloing y Courmant en
1898, solo 16 afios después del descubrimiento del
bacilo de la tuberculosis por Robert Koch. En este
estudio inicial y mediante técnica de aglutinacion, un
57 % de los pacientes con tuberculosis pulmonar y un
11 % de los controles sanos o con otras enfermedades
dieron resultados positivos. Desde entonces, han sido
evaluadas numerosas técnicas serologicas (hemagluti-
nacion, fijacion de copmlemento, inmunodifusion, in-
munofluorescencia, radioinmunoandlisis, etc.). Por
diversas razones, no siempre exclusivamente relacio-
nadas con la técnica sino también con el tipo de
antigenos utilizados, los indices la falsa positividad o
negatividad eran excesivos para que estas técnicas
pudieran utilizarse en el diagndstico de rutina. En
1976, Nassau et al? utilizaron una prueba de enzi-
moinmunoandlisis (ELISA) para detectar anticuerpos
especificos frente a un antigeno crudo de M. tubercu-
losis y posteriormente Zeiss et al?!, Kalish et al?? y
otros 2324, continuaron los estudios utilizando como
antigeno PPD. Desde entonces, esta técnica ha sido
utilizada por numerosos investigadores que, emplean-
do una gran variedad de antigenos, han obtenido re-
sultados de considerable interés. Daniel y Debanne!®
han revisado y analizado recientemente de forma cri-
tica los principales trabajos publicados que han utili-
zado esta técnica. Por las razones que a continuacién
sefialamos, el ELISA parece ser la técnica seroldgica
que ofrece mejores perspectivas. Se trata de una técni-
ca rapida, sencilla, automatizable y que proporciona
resultados reproductibles. Con ella se trabaja con sen-
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sibilidades Optimas, similares a las del RIA, sin la
hipoteca del costoso instrumental e instalacién que
exige esta ultima. No obstante, a diferencia de otras
pruebas serolégicas cuyos resultados son positivos o
negativos a determinadas diluciones de suero y su
interpretacion no plantea dificultades, en las pruebas
de ELISA en las que los resultados vienen dados por
un valor numérico, es necesario elegir un punto limite
para separar positivos de negativos y esto plantea, con
frecuencia, bastantes dificultades!s.

Utilizando esta técnica y trabajando con antigenos
proteicos para la determinacion de anticuerpos de la
clase IgG, se obtienen sensibilidades entre 0,5-0,6 en
dreas con baja prevalencia de tuberculosis y de 0,7-0,8
en paises de alta prevalencia'>?’. Estas diferencias de
sensibilidad estdn relacionadas probablemente con la
extension y cronicidad de la enfermedad en el mo-
mento de realizar el diagndstico?®. Diversos autores
han coincidido en sefialar que la deteccién de anti-
cuerpos de la clase IgM e IgA es mucho menos util,
fundamentalmente por razones de baja sensibilidad?’.

Por desgracia, la respuesta inmune humoral durante
las infecciones bacterianas determina un aumento del
titulo de anticuerpos frente a muy diversos determi-
nantes antigénicos del organismo responsable. Los an-
ticuerpos variardn en cuanto a especificidad desde los
que son especificos de especie bacteriana hasta los que
son compartidos con bacterias totalmente distintas.
Ademads, la respuesta de cada individuo frente a los
diferentes componentes antigénicos del microorganis-
mo puede ser variable debido a factores tales como el
control genético, la cantidad del antigeno y, funda-
mentalmente las infecciones previas por microorga-
nismos del medio ambiente.

Como ya hemos sefialado en otro lugar, el diagnos-
tico serologico de las enfermedades micobacterianas,
y de la tuberculosis de forma particular, la especificidad
es de extraordinaria importancia. La estructura antigé-
nica de M. tuberculosis es enormemente compleja'’?’
y la mayoria de reacciones inespecificas a los antige-
nos micobacterianos se debe a que estos microorganis-
mos contienen antigenos comunes a otras especies y
géneros bacterianos. El hombre y los animales tienen
contactos repetidos con micobacterias ambientales, y
es mds que probable que de estos resulten respuestas
inmunoldgicas a diferentes determinantes antigénicos
y niveles bajos de anticuerpos frente a los mismos. Si
se quiere desarrollar una prueba serolégica que sea
realmente 1til en el diagndstico de rutina de la tu-
berculosis, en el sentido que se ha sefialado anterior-
mente, debe conseguirse que las preparaciones antigé-
nicas utilizadas sean especie-especificas y lo mds
purificadas posible; es decir, que estas no contengan o
no permitan el reconocimiento de epitopos comparti-
dos por microorganismos ambientales.

En serologia de tuberculosis se han utilizado multi-
ples tipos de preparaciones antigénicas, desde extrac-
tos celulares complejos hasta reactivos altamente pu-
rificados. Los antigenos que mejor se conocen y con
los que mads se ha trabajado en los tltimos afios son
los de naturaleza protéica. Una observacion interesan-
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te es que la especificidad de los mismos parece estar
asociada a proteinas de bajo peso molecular, estables
al calor y de elevada movilidad electroforética. Estas
pequeiias proteinas estdn presentes en los preparados
de PPD y como han sugerido Moulton et al?® y Nagai
et al?® pueden ser responsables de la especificidad en
las pruebas cutdneas de hipersensibilidad retardada.
Varios autores han logrado purificar proteinas especi-
ficas de M. tuberculosis, la mayoria de ellas con activi-
dad tuberculinica3®3, Recientemente se ha podido
determinar la secuencia de aminodcidos de alguna de
ellas33%, e incluso se han obtenido de forma sintéti-
ca*’. La mayoria de estas investigaciones han estado
orientadas a la obtencién de proteinas purificadas
para pruebas cutdneas que pudieran reemplazar al
PPD y la utilidad potencial de muchos de estos antige-
nos en pruebas seroldgicas no ha sido estudiada o esta
no ha sido tan satisfactoria como se esperaba!®.

Los antigenos proteicos mas evaluados como reacti-
vos en pruebas seroldgicas son los antigenos 5 y 6,
purificados por cromatografia de afinidad en un pro-
ceso extraordinariamente laborioso por el grupo de
Daniel et al®8, La utilizacién de estos antigenos en
técnicas de ELISA ha proporcionado resultados fran-
camente interesantes en formas de tuberculosis extra-
pulmonar®* y en el diagndstico de la tuberculosis
pulmonar en 4reas de alta prevalencia de enfermedad
tuberculosa?’#142, Asi, en Argentina, Ballestrino et al?*
utilizando antigeno 5 consiguieron sensibilidades de
0,64 y especificidades de 1,0, trabajando con dilucio-
nes de suero de 1:80. Sin embargo, no se han logrado
resultados éptimos que permitan utilizarlos, como se-
ria deseable, en zonas de baja prevalencia de tubercu-
losis en pruebas serologicas de escrining o en pacien-
tes con lesiones pulmonares minimas!®42, Este hecho,
unido a la laboriosidad de su obtencién, ha sido abso-
lutamente determinante de que no se decidiera su
obtencion a gran escala con fines de comercializacion.
En poblaciones con prevalencia similar, utilizando la
misma técnica y PPD como antigeno, la sensibilidad
obtenida oscila alrededor de 0,72 y'la especificidad no
es nunca superior a 0,84 en grandes series'>%19, Esta
baja sensibilidad del PPD suele proporcionar, en de-
terminados grupos de poblacidn, valores predictivos
muy desfavorables.

Los antigenos de naturaleza polisacdrida y lipidica
de la pared celular de M. tuberculosis también han
sido muy investigados en los ltimos afios. Los prime-
ros (arabinogalactanos y arabinomananos) estdn pre-
sentes también en las tuberculinas OT y PPD y aun-
que son capaces de inducir una respuesta inmune
humoral, su estructura quimica es comun a muchos
actinomicetos aerobios, particularmente las cadenas
laterales de arabinosa del arabinomanano que son los
mayores determinantes antigénicos. Esto comporta
problemas de especificidad y limita su utilidad en el
diagnostico serologico'>'8,

Reggiardo et al***’ utilizando tres antigenos glicoli-
pidicos diferentes, en técnicas seroldgicas de hemaglu-
tinacién pasiva y ELISA, lograron discriminar acepta-
blemente los individuos infectados de los grupos de
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control. Pero ha sido realmente durante los ultimos
cinco afios cuando se ha trabajado activamente en la
caracterizacion y purificacién de antigenos lipidicos
especie-especificos en M. leprae, M. Kansasii y M.
tuberculosis*®*°. Estos antigenos estan situados en la
superficie celular y son muy inmundgenos*’; estructu-
ralmente poseen una parte lipidica que estd unida por
un residuo fendlico a un trisacdrido*. De la cepa
Canetti de M. tuberculosis se han extraido seis fraccio-
nes glicolipidicas diferentes; dos de estas son glicolipi-
dicos fendlicos®®. El componente mayoritario es un
triglicosil-fenotiocerol-dimicocerosato (PGL-Tbl) y
el segundo un monoglicosil-diacil-fenotiocerol, idénti-
co al micdsido B de M. bovis. Al igual que ha sucedido
en el caso de la lepra*®*’, trabajando con PGL-Tb1 en
técnica de ELISA para deteccién de anticuerpos de la
clase IgG, se han obtenido resultados preliminares de
extraordinaria sensibilidad y especificidad®*®2. Es ne-
cesario aun confirmar estos resultados en series con
grupos de control amplios y bien seleccionados, asi
como también en poblaciones con alta y baja preva-
lencia de tuberculosis. Igualmente es necesario eva-
luar comparativamente otros antigenos lipidicos, tales
como los sulfolipidos I y IV, que han sido purificados
y han empezado a utilizarse recientemente como anti-
genos en el diagnéstico de esta enfermedad.

Evaluacion critica de las pruebas comercializadas

Recientemente se ha comercializado un ELISA (An-
da-tb, Anda Biologicals, Strasbourg, Francia) para de-
tectar en suero anticuerpos antimicobacterias de la
clase IgG>3. En esta prueba se utiliza el denominado
antigeno A60, que representa el componente termoes-
table mds importante de la tuberculina vieja de Koch
(OT) y del derivado proteico purificado (PPD). Esta
localizado en el citoplasma y la membrana celular y es
de naturaleza lipopolisacdrida y lipoprotéica®. Ha
sido purificado por cromatografia de afinidad y es
facilmente extraible a gran escala, lo que sin duda ha
facilitado su explotacion a nivel industrial. Se trata de
un antigeno comuin a diferentes especies del género
Mpycobacterium. El andlisis critico de los primeros
resultados obtenidos’#*3 con la utilizacion de este an-
tigeno no pueden considerarse excesivamente opti-
mistas. Incluso con niveles de especificidad algo supe-
riores a los que suelen obtenerse con la utilizacién de
antigenos crudos y PPD, los niveles de sensibilidad y
valores predictivos de la prueba no permiten reco-
mendarla con niveles de seguridad diagnostica acepta-
bles en las formas de tuberculosis mds dificiles de
diagnosticar por otros métodos, ni tampoco como
técnica de escrining en la poblacion general, especial-
mente en dreas de baja prevalencia. Limitaciones es-
tas que son también comunes, como ya ha sido sefiala-
do, a otros antigenos de naturaleza protéica.

Consideraciones finales. Resumen y conclusiones

Diversos factores han contribuido a que en los ulti-
mos afios se haya avanzado extraordinariamente en el
diagnostico serologico de la tuberculosis. Lo que pare-
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cia muy dificil de conseguir hace tan solo una década,
es un objetivo realmente alcanzable a corto plazo.
Una prueba seroldgica que tenga que asumir de forma
positiva las deficiencias de las técnicas de diagnostico
tradicionales y ser aceptada universalmente debe per-
mitir diagnosticar la tuberculosis de reactivacién en
sus fases iniciales, las tuberculosis pulmonares con
baciloscopia negativa, las formas de tuberculosis ex-
trapulmonar y la tuberculosis infantil. Dado que la
tuberculosis es una enfermedad que suele presentarse
precozmente en el curso del SIDA, es 16gico suponer
que el diagnodstico seroldgico también puede ser util
en estos enfermos.

De las multiples técnicas evaluadas, el enzimoin-
munoanalisis cumple los principales requisitos (senci-
llez, sensibilidad, reproductibilidad y bajo coste) exi-
gibles a una prueba diagndstica que tiene que utilizar-
se a gran escala, especialmente en paises en vias de
desarrollo donde se concentra el mayor contingente de
enfermos tuberculosos.

Como se ha sefalado repetidamente a lo largo de
esta exposicion, en serologia de tuberculosis la especi-
ficidad de la prueba es esencial para obtener buenos
valores predictivos y aquella depende del tipo de anti-
genos utilizados. Aunque los mejores resultados en
grandes series se han obtenido cuando se han utiliza-
do antigenos proteicos purificados, hay diferencias
notables entre poblaciones con baja y alta prevalencia
de tuberculosis. En el primer caso, los resultados obte-
nidos no pueden considerarse optimos. Este hecho,
unido a las dificultades técnicas de su obtencion a
gran escala, han sido determinantes de la busqueda de
antigenos alternativos. La unica prueba comercializa-
da hasta el momento actual (Anda-tbR), en la que se
utiliza un antigeno de naturaleza lipopolisacdrida y
lipoproteica, no parece mejorar los resultados obteni-
dos utilizando antigenos proteicos purificados (antige-
nos 5 y 6). La purificacién de antigenos lipidicos,
especialmente glicolipidos fendlicos especie-especifi-
cos (PGL-Tbl), ha supuesto un avance reciente muy
importante. En pruebas de ELISA utilizando estos
antigenos se han obtenido resultados francamente op-
timistas, aunque estos exigen confirmacion en series
mucho mds amplias en las que los grupos control
estén perfectamente definidos; estos deben incluir
inexcusablemente y como minimo, vacunados con
BCG vy tuberculin positivos sin enfermedad activa.
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