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New methods for the diagnosis of tuberculosis

Until 2007, the diagnosis of tuberculosis was only based on smear and culture. Since then multiple
diagnostic tests based on molecular technologies have emerged, with the objective of get faster and
more sensitive diagnoses, and also to measure the resistance profile of the patients. The World Health
Organization has recommended some of these tests for programmatic use. This article describes the
methods currently implemented in the Institute of Public Health of Chile and those that are being eva-
luated and recently recommended by the World Health Organization.
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Resumen

Hasta antes de 2007, el diagndstico de la tuberculosis se basaba en la baciloscopia y el cultivo.
Desde entonces, y ante la necesidad de contar con diagnosticos mds rapidos y mas sensibles y que per-
mitan conocer el perfil de resistencia de los enfermos, han surgido multiples test diagnosticos basados
en pruebas moleculares que ya estan siendo recomendados para su uso programatico por la Organi-
zacion Mundial de la Salud. En este articulo se describen los métodos actualmente implementados en
el Instituto de Salud Publica y aquellos que estan siendo evaluados y recomendados recientemente por

la Organizacion Mundial de la Salud.

Palabras clave: Tuberculosis, pruebas diagnosticas; Salud publica,; Chile; Organizacion Mundial

de la Salud.

El afio 2015 la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) estim6 en 10,4 millones el nimero
de personas que enfermaron de tuberculosis (TB),
de las cuales s6lo se detectaron y notificaron 6,1
millones, existiendo una brecha de 4,3 millones
de enfermos no notificados o no diagnosticados.
Para ese mismo afio se produjeron 1,8 millones
de muertes por la enfermedad, de las cuales
400.000 corresponden a personas co-infectadas
con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH)'.

Por otra parte, la tuberculosis multidrogo-
rresistente (TB-MDR), es decir aquella TB
resistente al menos a isoniacida y rifampicina,
sigue siendo un gran problema de salud publica
a nivel mundial. Se estiman en 480.000 los casos
de TB-MDR y en 100.000 los de TB resistente

solo a rifampicina (TB-RR); de los primeros s6lo
125.000 iniciaron tratamiento en el 2015,

Durante los ultimos afios se ha evidenciado
una mejora en el diagnostico de la tuberculosis
drogorresistente (TB-DR), avances que se han
atribuido a la introduccion de métodos rapidos
de diagnostico molecular. En 2015 a un 30% de
los 3,4 millones de casos nuevos y previamente
tratados con bacteriologia positiva a nivel global
se les realiz6 una prueba de susceptibilidad a
farmacos antituberculosos, logrando una cober-
tura de 24% en casos nuevos y de 53% en casos
previamente tratados!.

La Estrategia Mundial contra la TB de la OMS
incluye el diagnoéstico precoz de la enfermedad y
el empleo de pruebas universales de susceptibili-
dad a los farmacos, destacando el papel critico de
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los laboratorios en la era post-2015 para detectar
rapida y precisamente la TB y la resistencia a
farmacos®. Para lograr estos objetivos la OMS
inicialmente ha identificado el desarrollo y la eva-
luaciéon de nuevas herramientas de diagnostico,
como parte esencial de los futuros esfuerzos en el
control de la TB y, posteriormente, ha publicado
una serie de directrices para facilitar la introduc-
cion de estos nuevos métodos, incluida la prueba
de susceptibilidad universal, en los Programas
Nacionales de Control de la Tuberculosis.

Antes del afio 2007 las recomendaciones para
el diagnoéstico de TB se basaban en la realizacion
de la baciloscopia (BK) del esputo por tincién de
Zielh Neelsen (ZN) o fluorescencia convencional
y el cultivo en medio solido de Lowestein-Jensen
(LJ). La BK es la prueba mas cominmente uti-
lizada en la mayoria de los entornos con recur-
sos limitados para el diagndstico de la TB; sin
embargo, tiene varias limitaciones: demuestra
bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR), pero
no diferencia el M. tuberculosis de otras micobac-
terias no tuberculosas (MNT), su sensibilidad es
limitada, y no permite detectar la resistencia a los
farmacos. El cultivo en medio sélido es mucho
mas sensible que la BK; permite la identificacion
de las diferentes micobacterias y practicar los
estudios de susceptibilidad a farmacos antituber-
culosos?; sin embargo, tiene los inconvenientes de
su mayor costo y demora en sus resultados.

El proposito de este articulo es describir los
avances en los métodos diagnosticos para TB de
la ultima década, sus caracteristicas de sensibili-
dad y especificidad y las recomendaciones para
su uso, de modo de tener el panorama actual de
las posibilidades diagnosticas que pueden utili-
zarse en el Programa de Control y Eliminacion
de la Tuberculosis de Chile (PROCET).

Los nuevos métodos diagnosticos

En la Tabla 1 se muestran los nuevos métodos
recomendados por la OMS antes y después del
afio 2007, que van desde el cambio de medios
de cultivo so6lidos por medios liquidos para diag-
néstico y para el estudio de la susceptibilidad
a fdrmacos; el empleo de la microscopia LED
(light-emitting diode), y la utilizacion de las téc-
nicas moleculares de diagndstico.

De estas metodologias, las dos mas impor-
tantes corresponden al Xpert MTB/Rif y a los
ensayos con sondas en linea (LPA), las cuales se
describen a continuacion.

1. Xpert MTB/RIf.

El Xpert MTB/RIif es una prueba molecular
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
en tiempo real recomendada por la OMS desde
el afio 2010, que es capaz de detectar simulta-

Tabla 1. Directrices de la OMS para la introduccion de nuevos métodos diagndsticos

Afio de Técnica recomendada Tiempo de respuesta Sensibilidad
recomendacion
Antes BK por ZN 2 dias 50-80%
de 2007 Cultivo solido 30 a 60 dias 80-86%
2007 Cultivo liquido 4 a 42 dias Mas de 10% comparada a LJ
PSD* liquido 4 a 14 dias Mas de 10% comparado a LJ
Inmunocromatografia 2 dias 95%
2008 LPA* muestra directa 3 dias 95,7% R, 95,8% Hy 95,3 MDR
LPA en cultivo Dependiendo de las
condiciones operacionales 100% R, 97,5% H'y 96,9% MDR
2009 Microscopia Fluorescencia LED 1 dia Mas de 10 % comparada con ZN
2010 XPERT MTB/Rif <2h BK positiva 88%
BK negativa 68%
2015 LAM* 25 min En poblacion HIV+: 21-54%
Si el recuento de CD4 < 100: 56%
2016 LPA s/ 3 dias Indirecto FQ* 83,1%
Dependiendo de las Directo FQ 85,1%
condiciones operacionales Indirecto todas los AMG* 76,91%
Directo todas los AMG 94,4%
TB-XDR 75-80%

BK: baciloscopia. ZN: tincion de Ziehl-Neelsen. *PSD: Prueba de susceptibilidad directa; *LPA: Line Probe Assay;

*LAM: Lipoarabinomanano; *FQ: Fluoroquinolonas; * AMG: Aminoglucésidos.
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neamente la presencia de M. tuberculosis y la

resistencia a la rifampicina (TB-RR) en un plazo

de 2 h.

Esta prueba es mucho mas sensible que la BK
para el diagnéstico de TB, pero su sensibilidad
es menor que el cultivo, tanto en medio solido
como liquido. La sensibilidad del Xpert MTB/
Rif en muestras pulmonares de adultos es de 88%
para BK (+), 68% para BK (-) y 79% en pacientes
VIH (+), con una especificidad de 99%. Para la
deteccion de TB-RR su sensibilidad es de 95%,
con una especificidad del 98%. En muestras pul-
monares de nifos su sensibilidad es de 66%, con
la misma especificad de 98%*.

A pesar de la buena sensibilidad y especifici-
dad para detectar resistencia a rifampicina (R), se
han observado discrepancias entre los resultados
fenotipicos y moleculares, por lo que cuando se
detecta una resistencia a R por el Xpert MTB/RIif,
pero el método fenotipico sefiala sensibilidad,
s6lo la secuenciacion del gen rpoB efectuada en
laboratorios de referencia puede resolver la dis-
cordancia y confirmar o descartar una TB-RR*.

Se estima que cuando la prevalencia de la re-
sistencia a la R es menor al 2% en una poblacion,
un test positivo tiene 50% de posibilidades de
ser un error de laboratorio®. En la practica, en
los casos en que se detecta TB-RR con el Xpert
MTB/RIF, para garantizar que no se trata de un
falso positivo, por errores pre y post analiticos,
se recomienda repetir el Xpert MTB/Rif en una
segunda muestra distinta del paciente. Esto es es-
pecialmente necesario en pacientes que no estan
en grupos de riesgo de resistencia a rifampicina
y en paises con baja prevalencia de TB-RR como
Chile®.

Las siguientes son las recomendaciones de la
OMS para el uso de Xpert MTB/Rif en muestras
pulmonares*:

- Xpert MTB/Rif se debe utilizar en lugar de
BK, cultivo y PSD para el diagnostico inicial
de adultos con sospecha de TB-MDR o TB/
HIV.

- Xpert MTB/Rif puede ser utilizado en lugar
de BK y cultivo como prueba de diagndstico
inicial en adultos con sospecha de TB (de
acuerdo a los recursos disponibles).

- Xpert MTB/Rif puede ser utilizado a continua-
cion de la BK en adultos con sospecha de TB
sin riesgo de TB-MDR o TB-VIH, especial-
mente cuando tienen BK negativas.

Para las muestras extra pulmonares en adultos
la OMS recomienda:
- Xpert MTB/Rif deberia ser utilizado en lugar
de BK y cultivo como prueba de diagndstico
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inicial, en liquido céfalo-raquideo, en pacien-
tes sospechosos de meningitis tuberculosa.

- Xpert MTB/Rif puede ser utilizado en reem-
plazo de BK, cultivo y/o histopatologia para
muestras de ganglios linfaticos y otros tejidos
de pacientes en los que se sospeche una TB
extra pulmonar.

En el caso de los nifios, la OMS recomienda:

- Xpert MTB/Rif se puede utilizar en lugar de
BK, cultivo y PSD como prueba de diagnosti-
co inicial en nifos con sospecha de TB-MDR
o TB/HIV.

- Xpert MTB/Rif puede ser utilizado en lugar de
BK y cultivo como prueba de diagndstico ini-
cial en todos los nifios en los que se sospeche
TB pulmonar.

2. Ensayos con Sondas en Linea (LPA)

Los ensayos con sondas en linea o LPA (Line
Probe Assays) son pruebas moleculares que uti-
lizan tiras reactivas de nitrocelulosa (tecnologia
DNA Strip) que contienen regiones moleculares
parciales o sondas de los genes de resistencia en
estudio. Esta tecnologia se realiza extrayendo
el ADN de las muestras en estudio, para luego
realizar una amplificacion por PCR multiple de
punto final seguido de una hibridacion reversa del
ADN amplificado a las sondas de ADN especifico
unido a las tiras de nitrocelulosa y por tltimo se
realiza la evaluacion de las tiras para determinar
la identificacion de especie y si se detectan genes
que confieren resistencia.

En el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP)
se emplean varias pruebas LPA, las que se descri-
ben a continuacion:

Genotype®MDRTB plus (v 1.0y 2.0)

Esta prueba utiliza tiras reactivas que contie-
nen regiones moleculares parciales de los genes
rpoB, katG e inhA fijadas sobre ellas, detectando
asi mutaciones de resistencia a la rifampicina
(rpoB) y las principales mutaciones presentes en
la resistencia a isoniacida (katG e inhA).

Esta basada en una PCR multiple de punto
final que genera variados productos de amplifica-
cion los cuales, mediante una hibridacion reversa,
reconocen en forma de bandas sobre la tira las
mutaciones génicas mas frecuentemente asocia-
das a la resistencia a isoniacida y rifampicina.

Realizada a partir de muestra directa de esputo
tiene una sensibilidad de 95,7% para rifampicina,
95,8% para isoniacida y 95,3% para TB-MDR.
La misma prueba molecular a partir de cultivos
tiene una sensibilidad de 100% para detectar re-
sistencia a rifampicina, 97,5% para isoniacida y
96,9% para TB-MDR”.
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Genoscholar TB-NTM+MDR

Es un LPA, que no esta implementado atin en
el Instituto de Salud Publica, detecta resistencia
a rifampicina e isoniacida identificando no solo
al Complejo M. tuberculosis sino también a otras
micobacterias como M. avium, M. Intracellulare
y M. Kansasii. Se puede utilizar en muestras di-
rectas de esputo o en cultivos positivos, con una
sensibilidad de 98,9% para rifampicina y 61,6%
para isoniacida, y una especificidad de 97,3% y
100% respectivamente®.

Genotype MTBDR s/

Esta prueba es un LPA que utiliza la misma
tecnologia que Genotype® MDRTB plus con
la diferencia que detecta las mutaciones mas
frecuentemente asociadas a resistencia a amino-
glucosidos (AMG) y fluoroquinolonas (FQ), las
dos familias de farmacos de segunda linea cuya
resistencia determina la presencia de tuberculosis
extensamente resistente (TB-XDR). La sensibili-
dad global para detectar la TB-XDR es cercana
al 80% y se puede realizar desde muestra directa
y cultivo positivos.!'”

Las siguientes son las ultimas recomendacio-
nes de la OMS para el uso de LPA®!:

- Se recomienda el uso de los dos nuevos kits de
LPA comerciales (Genoscholar NMT+MDRTB
vy Genotype MTBDRplus v 2.0). Ambos fueron
comparados con Genotype MTBDRplus v 1.0,
recomendado ya en 2008. Los resultados fue-
ron equivalentes en los tres LPA disponibles en
el mercado para la deteccion de la tuberculosis
y la resistencia a la rifampicina e isoniacida.

- Estas pruebas diagnodsticas se recomiendan
como examenes de inicio para detectar resis-
tencia a rifampicina e isoniacida para muestras
BK positivas o en cultivos aislados de M. fu-
berculosis, pudiéndose utilizar cualquiera de
los tres LPA comerciales.

- Para pacientes con TB-RR o TB-MDR con-
firmada (pulmonar o extrapulmonar) LPA s/
puede ser empleado como prueba inicial, di-
recta (en muestras de esputo BK (+) o BK (-) o
indirecta (en cultivos de muestras pulmonares
o extrapulmonares) para detectar resistencia a
FQ e inyectables de segunda linea (AMG).

Otros métodos diagnosticos

1. Determinacion de LAM

Alere Determine™ TB LAM Ag ofrece detectar
el antigeno LAM (lipoarabinomanano) en mues-
tras de orina para ayudar al diagndstico de TB
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mas rapidamente que con los métodos tradiciona-
les en personas VIH(+). Su sensibilidad global en
poblacion VIH (+) es de 21 a 54%, pero aumenta
a 56% si el recuento de CD4 es < 100, con una
especificidad de 95%!!.

El afio 2015 la OMS publico las directrices
para la utilizacioén de esta metodologia, donde se
indica que LF-LAM no debe utilizarse para el
diagnostico de la tuberculosis, excepto en perso-
nas con infeccion por VIH con recuentos de CD4
bajos 0 que estén gravemente enfermos'?.

Tecnologias en evaluacion

Actualmente hay un gran desarrollo de nuevas
metodologias para el diagndstico rapido de TB y
TB-MDR que, aunque aiin no son recomendadas
por la OMS, estan siendo evaluadas por su po-
tencial utilidad clinica. Algunas de ellas ya estan
disponibles en el mercado.

1. LPA para pirazinamida

Es una técnica de LPA desde cultivos positi-
vos de M. tuberculosis, que detecta el gen pncA,
responsable de la resistencia a la pirazinamida.
Oftrece una sensibilidad de 89,7% y una especi-
ficidad de 96%.

2. LPA Genoscholar INH TB

Este LPA detecta la resistencia a isoniacida
desde muestras directas o cultivos positivos con
una sensibilidad del 90,6% y una especificidad
de 100%. La mayoria de las mutaciones mas fre-
cuentes se encuentran en genes katG y inhA, pero
muchas mutaciones son reportadas en otros ge-
nes. Esta metodologia cuenta con 43 sondas para
katG lo que permite detectar otras mutaciones
de este gen, ademas de la incorporacion del gen
mabA por lo que permite mejorar la sensibilidad
para demostrar resistencia a isoniacida'®.

3. GeneXpert Omni

Este test utiliza la tecnologia Xpert en un equi-
po portable para un solo cartucho, un dispositivo
movil y baterias recargables. Esta indicado para
ser empleado en lugares alejados, sin acceso a
hospitales y laboratorios, o en centros de salud.

4. XPERT ULTRA

Este test utiliza la tecnologia Xpert pero con
mayor sensibilidad para detectar TB en muestras
con BK negativa que el actualmente recomenda-
do. El Xpert MTB/RIF tiene un limite de detec-
cion de 130 ufc/mL, en cambio en el Xpert MTB/
RIF Ultra se han realizado ajustes para lograr
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bajar el limite de deteccion a 10 ufc/mL, un nivel
que es similar o mejor que el del cultivo liquido.
Se espera llegar a una sensibilidad mayor al 90%,
con una especificidad de 100% en pacientes BK
negativos con cultivos positivos.

5. XPERT XDR

Este test detecta genes de resistencia para
isoniacida, fluoroquinolonas y aminoglicosidos.
Estaria recomendado para pacientes que tengan
un resultado positivo de TB-RR con el Xpert
MTB/RIF o Xpert MTB/RIF ultra.

6. Secuenciacion del genoma completo (WGS)

Técnica que compara el genoma del bacilo
con bases de datos que contienen todos los
marcadores de resistencia conocidos. En teoria,
al identificar cualquier mutaciéon de resistencia
podria realizarse un tratamiento mas adecuado
del paciente.

El atractivo de WGS para M. tuberculosis (y
otros patogenos) radica en la cantidad de datos
proporcionados; con una prueba, un organismo
puede ser identificado, detectar mutaciones de re-
sistencia y la cepa se puede colocar en el contexto
de la epidemiologia local.

La sensibilidad de WGS para predecir la resis-
tencia es mas alta para isoniacida y rifampicina
en 92,8% y 96,2% respectivamente. En cambio,
la sensibilidad de WGS para la resistencia a pi-
razinamida es de solo 70,9%. La especificidad
del WGS es mayor para isoniacida y rifampicina
(100% y 98,1% respectivamente) pero para otras
drogas como el etambutol, es tan baja como
81,7%.

El mayor problema de esta técnica es que se
pierde la rapidez en el diagndstico si se aplica
desde el cultivo positivo, ya que a esas alturas el
paciente ya ha iniciado un tratamiento. Ademas
es complejo determinar qué pacientes realmente
se beneficiarian con su uso, por lo que es dificil
que en la actualidad WGS suplante ala BK o a la
amplificacion de acidos nucleicos'.

Conclusion

Existe un avance importante en los ultimos
diez afios en las tecnologias disponibles para el
diagnostico de la tuberculosis y en la evaluacion
de la resistencia. Los lineamientos ofrecidos por
la OMS permitiran a los programas nacionales
de tuberculosis incorporar los nuevos méto-
dos, dando mayor oportunidad de diagndstico
y tratamientos mds eficaces para combatir esta
enfermedad.
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