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Biomarkers in tuberculosis

The classical laboratory diagnostic methods for tuberculosis have a low sensitivity or take a long
time to know their results. New methods are underway. Biomarkers are a good option to improve our
diagnostic approach to this disease. They have good performance, low cost and accessibility. They
identify a patients inflammatory or metabolic response to Mycobacterium Tuberculosis or identifies
molecules that are typical of the pathogen. In this paper we sum up the biomarkers with a good diag-
nostic performance described in well design investigations. Early diagnosis with these new techniques
should contribute to the elimination of the disease.
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Resumen

Los métodos diagnosticos clasicos para la tuberculosis son de baja sensibilidad o son muy lentos
en la obtencion de resultados (baciloscopia, cultivo de Koch). De ahi nace la necesidad de nuevos mé-
todos diagnosticos para esta enfermedad. Los biomarcadores surgen como una opcion a esta problemd-
tica, con un buen rendimiento diagnostico, costo y accesibilidad. Ellos permiten identificar la respuesta
inflamatoria y/o metabolica del huésped, extrapolando la presencia de Mycobacterium tuberculosis;
o identifican moléculas propias del patogeno. En la presente revision se describen biomarcadores que
presentan un buen rendimiento diagnostico basados en metodologias de investigacion de alto nivel
(estudio de cohortes, prospectivos, muestreo consecutivo o aleatorizado, comparacion de rendimiento
diagnostico frente a cultivo). Es necesario el desarrollo de estas nuevas técnicas con el fin de realizar
el diagnostico precoz de la enfermedad y lograr asi su tan ansiada eliminacion.
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Introduccion

Los métodos diagndsticos clasicos para la
tuberculosis tienen una baja sensibilidad o son
muy lentos. Asi, la baciloscopia positiva, que
requiere de 5 mil a 10 mil bacilos por mililitro
de muestra', presenta una baja sensibilidad (50-
80%)>. El aislamiento del M. tuberculosis me-
diante cultivo en medio de Lowenstein, que es
el gold standard, requiere sélo de 10 bacilos por
mililitro, pero es muy lento, ya que demora entre
treinta y sesenta dias’. El cultivo en medios liqui-
dos es mas rapido, pero de igual forma requiere
de varios dias de procesamiento. De ahi surge la

necesidad de disponer de nuevas técnicas rapidas
y accesibles para el diagnostico de tuberculosis.
Recientemente han surgido técnicas de biologia
molecular, Xpert MTB-RIF y Xpert Ultra MTB-
RIF, que mejoran sustancialmente el rendimiento
diagnostico, pero son costosas y no siempre el
acceso a ellas es facil. El Xpert MTB-RIF es una
prueba automatizada de reaccion de polimerasa
en cadena, que permite en menos de dos horas
extraer, amplificar y detectar el material genético
micobacteriano. Esta prueba logra detectar al
Mycobacterium tuberculosis con s6lo 131 bacilos
por mililitro de muestra y tiene una especificidad
<99%. Ademas, identifica el gen rpoB, que co-
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difica para la resistencia a Rifampicina®, lo cual
es muy importante, considerando que el 90% de
los pacientes con resistencia a Rifampicina lo son
también a Isoniazida®. El Xpert Ultra MTB-RIF,
que es la técnica que disponemos actualmente,
mejora la sensibilidad de la prueba anterior, lo-
grando identificar la micobacteria con 16 bacilos
por mililitro de muestra, incorporando la amplifi-
cacion de los genes IS6110 e IS1081°.

En la actualidad, como una forma de mejorar
el rendimiento diagndstico, para asi lograr un me-
jor control de la enfermedad, se estan estudiando
una serie de biomarcadores. Estos se definen
como caracteristicas biologicas, bioquimicas,
antropométricas, fisiologicas, etc., objetivamen-
te mensurables, capaces de identificar procesos
fisiologicos o patologicos’.

Recientemente MacLean et al.’, realizaron
una revision sistematica actualizada (2010-2017)
de las publicaciones referentes a biomarcadores
para la deteccion de tuberculosis activa. Identi-
ficaron aquellos estudios con el mejor nivel de
metodologia (estudio de cohortes, prospectivos,
muestreo consecutivo o aleatorizado, compara-
cion de rendimiento diagnostico frente a cultivo).
Considerando que es importante la difusion de
estos resultados, a continuacion, presentamos una
revision resumida de los métodos diagnosticos
evaluados.

Respuesta del huésped

Anticuerpos contra antigeno micobacteriano

A60

- Ben-Selma et al.? evaluaron la utilidad clinica
de la deteccion de inmunoglobulina A, Gy M
en sangre en contra del antigeno micobacteria-
no A60 para el diagnodstico y discriminacion
de tuberculosis activa de otro tipo de enfer-
medad pulmonar. La sensibilidad reportada
fue desde un 31,3% (IgA) hasta un 94% (IgG)
en tuberculosis pulmonar y para tuberculosis
extrapulmonar desde un 21% (IgA) hasta un
84% (IgG). La especificidad de la prueba fue
de un 92% para IgG hasta un 84% para IgA en
el grupo de enfermedad pulmonar no tubercu-
losa. La combinacion de IgG con IgA y/o IgM
no mejoro la sensibilidad. El uso de la IgG anti
antigeno A60 permite hacer un diagnoéstico
rapido y discriminar entre tuberculosis activa y
otro tipo de enfermedad pulmonar. Esta prueba
podria aumentar el rendimiento diagnostico,
especialmente en aquellos casos donde la
baciloscopia es negativa, con la ventaja de lo
simple de su metodologia.
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BIOMARCADORES EN TUBERCULOSIS

Panel de deteccion de miuiltiples anticuerpos
Algunos investigadores han evaluado la res-

puesta inmune a multiples antigenos micobacte-

rianos con la intencidén de mejorar el rendimiento
de la prueba diagnoéstica. Las experiencias clini-
cas reportadas se resumen a continuacion.

- Shete et al.!” evaluaron la respuesta de anti-
cuerpos a multiples antigenos de Mycobacte-
rium tuberculosis. Estudiaron 8 anticuerpos
anti antigenos especificos de la micobacteria
(Ag85B, Ag85A, Ag85C, Rv0934-P38,
Rv3881, BfrB, Rv3873 y Rv2878c), que per-
mitian diferenciar a pacientes con tuberculosis
activa versus aquellos sin esta enfermedad.
Este panel tiene una sensibilidad de 90,6% y
una especificidad de 88,6%.

- Rekha et al.!! validaron el panel de anticuerpos
ALS, que identifica los anticuerpos frente a
7 antigenos micobacterianos (BCG, LAM,
TB15.3, TB51A, CFP10-ESAT6-A, CFP,
CW). La sensibilidad obtenida fue de un 91%
y la especificidad de un 88%.

Deteccion de citoquinas/quimioquinas,

proteinas y actividad metabolica
La deteccion de mediadores inflamatorios y

metabolicos han permitido extrapolar la presencia
del agente micobacteriano en nuestro organismo,

y estas son algunas de las experiencias:

- Panel de 8 biomarcadores en saliva: Jacobs et
al.!? evaluaron una serie de biomarcadores del
huésped, determinando el panel constituido
por granzima A, factor 15 (GDF15), amiloide
sérico A (SAA), IL-21, CXCLS, IL-12(p40),
IL-13 y PAI-1, como un método diagnostico
util de enfermedad tuberculosa activa. Esta
metodologia tiene un 100% de sensibilidad y
un 95% de especificidad en ausencia de coin-
feccion con VIH.

- Panel de 7 biomarcadores en suero: Chegou et
al.!® evaluaron el rendimiento diagnostico de
un panel compuesto por 7 biomarcadores en
suero (proteina C reactiva, transtiretina, [FN-y
(interferén gama), factor H del complemento,
apolipoproteina Al, proteina inducible 10 y
amiloide sérico A). Esta metodologia reportd
una sensibilidad de 93,8%, y una especifici-
dad de 73,3%, un valor predictivo positivo
de 60,6% y un valor predictivo negativo de
96,4%, independiente de la condicion de VIH.

- Panel de 6 biomarcadores en plasma: Jacobs
et al." evaluaron la utilidad de 6 biomarca-
dores (molécula de adhesion celular neural,
amiloide sérico P, ferritina, factor H del com-
plemento y proteina 1 de matriz extracelular).
Reportaron una sensibilidad de 100% y una es-
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pecificidad de 89,3%, independiente del estado
serologico de VIH; presentando un rendimien-
to diagnostico de 100% en la ausencia de VIH.
Ademas, 11 de las proteinas incorporadas en
el estudio presentaron modificaciones de sus
niveles en la evolucion de la enfermedad, las
cuales podrian utilizarse en la monitorizacion
de la respuesta a la terapia.

Proteina quimiotactica de monocito 1 en
sangre: Liang et al."® exploraron la utilidad
diagnostica de la proteina quimiotactica de
monocito 1 en sangre para el diagnodstico de
tuberculosis pulmonar activa. Esta metodolo-
gia mostr6 una sensibilidad de 90,3%, y una
especificidad de 97%, con un valor predictivo
positivo de 96,8%, y un valor predictivo nega-
tivo de 90,8%.

Liquido pleural:

Kalantri et al.'® evaluaron el rendimiento del
interferébn gama, la reaccion de polimerasa
en cadena (PCR) en tiempo real, la adenosina
deaminasa y la inmunoglobulina A en liquido
pleural para el diagndstico de pleuresia tuber-
culosa. El interferon gama mostrd la mayor
sensibilidad para el diagnostico de pleuresia
tuberculosa con un 98%, seguida por la adeno-
sina deaminasa con un 92%. La determinacion
de PCR tuvo una sensibilidad de un 80%. La
combinacion de determinacion de PCR e inter-
feron gama presentd la mejor sensibilidad con
un 100%. La suma de la deteccion de la res-
puesta inflamatoria local a la deteccion bacilar
por biologia molecular aumenta notablemente
el rendimiento diagnostico en caso de pleure-
sia tuberculosa, esto se explica probablemente
por la condicién paucibacilar de este tipo de
infeccion pleural.

Sutherland et al.'” realizaron el analisis de
multiples citoquinas en pleura demostrando
la utilidad preliminar del interferéon gama, el
factor de necrosis tumoral alfa y la proteina
10 inducida por interferéon gama (IP 10) en
liquido pleural. El rendimiento diagnostico del
analisis conjunto de estos tres biomarcadores
entrega una sensibilidad de un 92% y una es-
pecificidad de un 91%.

Deteccion de dacido ribonucleico del huésped

(4
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ARN en sangre: Laux da Costa et al.'® evalua-
ron la expresion génica del huésped mediante
PCR en tiempo real para distinguir tubercu-
losis de otro tipo de enfermedad pulmonar.
Estudiaron la expresion mediante ARN de
los genes de granzima A (GZMA), proteina
de unidn a guanilato 5 (GBPS) y receptor Fc

6

gama Al (CD64). La combinacion de los ni-
veles de expresion de estos tres genes permitio
distinguir tuberculosis de otra enfermedad
pulmonar, con una sensibilidad de 93% y una
especificidad de 95%.

Deteccion del patéogeno

Deteccion de Lipoarabinomanano (LAM)
en orina en pacientes VIH sin terapia anti-
retroviral: El lipoarabinomanano es un lipo-
polisacéarido presente en la pared celular del
Mycobacterium tuberculosis. Esta molécula
puede ser detectada en orina mediante la téc-
nica de ensayo por inmuno-absorcion ligado
a enzimas (ELISA). Lawn et al."” evaluaron
el rendimiento diagnostico de esta técnica
en pacientes VIH sin terapia antiretroviral.
La mayor sensibilidad fue en pacientes con
recuento de linfocitos CD4 bajo 50 células
con un 66,7%. La especificidad en todos los
estratos de linfocitos CD4 fue sobre el 98%.
Cuando se combino la baciloscopia en esputo
con LAM en orina en pacientes con linfocitos
CD4 bajo 50 células, la sensibilidad fue de un
72,2%. Esta metodologia se caracteriza por su
bajo costo.

Deteccion de LAM en orina en pacientes
VIH negativos: Broger et al.*® evaluaron el
rendimiento diagnoéstico de tres kits de LAM
en orina (AlerelLAM, FujiLAM y EclLAM)
para el diagnostico de tuberculosis pulmonar.
La mayor sensibilidad fue en FujiLAM y
EclLAM, con un 53,2% y un 66,7%, respecti-
vamente; y el valor predictivo positivo fue de
95,2% y 93,7%. Su negatividad no descarta la
enfermedad, dado lo bajo de sus valores pre-
dictivos negativos (83,2% y 87,4%).
Deteccion completa de Mycobacterium Tuber-
culosis: Mourdo et al.?! mediante la técnica de
cromatografia de extraccion de gas/espectro-
metria de masa identificaron 5 biomarcadores
lipidicos en esputo; estos son derivados del
acido hexacosanoico y acido octacosanoico,
los cuales tienen una relacion masa/carga
(m/z) especifica. La sensibilidad y especifici-
dad fue de 80% y de 98%, en comparacion al
cultivo. La metodologia es compleja de imple-
mentar; sin embargo, es facil de operar dada la
automatizacion de sus procesos.

Deteccion de acido micolico: El acido mico-
lico es una molécula que se encuentra en las
paredes celulares de micobacterias y de mi-
croorganismos acido-resistentes. Szewczyk et
al.? mediante la técnica de ionizacion por elec-
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Tabla 1. Sensibilidad y especificidad de diversos biomarcadores utilizados en el diagndstico de tuberculosis

BIOMARCADORES EN TUBERCULOSIS

segin muestra y tipo de tuberculosis 82

Biomarcador Muestra Tipo Sensibilidad Especificidad
tuberculosis (%) (%)
IgG anti-antigeno micobacteriano A60 Plasma Pulmonar 94 92
IgG anti-antigeno micobacteriano A60 Plasma Extrapulmonar 84 92
Panel 8 anticuerpos Plasma Pulmonar 90,6 88,6
Panel 7 anticuerpos Plasma Pulmonar 91 88
Panel 8 biomarcadores* Saliva Pulmonar 100 95
Panel 7 biomarcadores Suero Pulmonar 93,8 73,3
Panel 6 biomarcadores Plasma Pulmonar 100 89.3
Proteina quimiotactica de monocito 1 Sangre total Pulmonar 90,3 97
Interferon y Liquido pleural Pleural 98 96
Adenosina deaminasa Liquido pleural Pleural 92 92
PCR en tiempo real Liquido pleural Pleural 80 98
Interferon y + TNFa + IP10 Liquido pleural Pleural 92 91
ARN GZMA/GBP5/CD64 Sangre total Pulmonar 93 95
LAM Orina Pulmonar 66,7 98
FujiLAM Orina Pulmonar 53,2 95,2
EclLAM Orina Pulmonar 66,7 93,7
Deteccion completa M. tuberculosis Esputo Pulmonar 80 98
Deteccion de acido micolico (Inmediata) Esputo Pulmonar 69 N/E
Deteccion de acido micolico (10° dia cultivo) Esputo Pulmonar 94 N/E
Cultivo en medio de Lowenstein (gold standard) Esputo Pulmonar 50-80 >99

IgG: Inmunoglobulina G; PCR: reaccion de polimerasa en cadena; IP 10: proteina 10 inducida por interferon v;
LAM: Lipoarabinomanano; GZMA: granzima A; GBPS5: proteina de union a guanilato 5; CD64: receptor Fc gama Al;
*Sensibilidad y especificidad en ausencia de VIH, N/E: No especificado.

trospray identificaron el perfil de conformacion
de acido micdlico de diferentes micobacterias.
Esta técnica se utilizd en muestras de esputo
para el diagndstico rapido de tuberculosis. La
sensibilidad en muestra de esputo directa fue de
un 69%; sin embargo, la sensibilidad aumentd
significativamente al realizarlo al décimo dia
de incubacioén del cultivo (Tabla 1).

Discusion

A pesar de décadas de investigacion de can-
didatos de biomarcadores para el diagnostico de
tuberculosis activa, ain no existe una técnica sen-
cilla, rapida, accesible y de bajo costo. Las me-
todologias diagnosticas sin ADN y con un buen
rendimiento son una prioridad para dar respuestas
a estas problematicas, tal como se presentaron en
nuestra revision.
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Actualmente se dispone de la base de datos
FIND? (The global alliance for diagnostics),
que conecta paises y comunidades con agentes
de investigacion y clinicos para impulsar la in-
novacion en métodos diagndsticos, teniendo la
finalidad de integrar este espiritu colaborativo en
sistemas de salud sostenibles y resilientes. Esta
base de datos simplificara el intercambio de datos
y conocimientos, coordinara el esfuerzo y asig-
nacion de recursos para permitir la verificacion y
validacion de candidatos de biomarcadores, para
ultima instancia traducir estas herramientas en
elementos clinicamente utiles.

Los estudios de nuevos biomarcadores a me-
nudo tienen un disefio metodolégico pobre, y
sus hallazgos con poca frecuencia se confirman
en estudios independientes. Se necesitan de
metodologias de validacion rigurosas, con el fin
de garantizar el rendimiento diagndstico de esta
herramienta diagndstica.
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Estas innovaciones diagndsticas en tuberculo-
sis son fundamentales para alcanzar los objetivos
de la “estrategia para el fin de la tuberculosis”.

Conclusion

Se espera que los biomarcadores constituyan
una alternativa diagnoéstica para la tuberculosis.
Estos podrian ser una solucion a las proble-
maticas de rendimiento diagndstico, costo y
accesibilidad. A estos biomarcadores se les debe
exigir una rigurosa metodologia de investigacion
y validacién, con el fin de garantizar su utilidad
clinica y asi ser una herramienta que permita el
control y eliminacién de esta enfermedad.
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