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Resumen: la tuberculosis es un problema de salud piblica que afecta a millones de personas, siendo
la cuarta causa de muerte por enfermedad infecciosa en el mundo. En su mas reciente reporte, la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) menciona que la infeccién tuberculosa es curable con un
tratamiento adecuado; sin embargo, es una necesidad la deteccién precoz de casos y la mejora del
diagnéstico como medida de control. En esta revisién se presenta una recopilacién de los métodos de
deteccion de tuberculosis desde los tradicionales hasta las nuevas alternativas en desarrollo. Como
métodos convencionales de diagnéstico para la deteccién de la tuberculosis se han usado el examen
directo con coloracién de esputo y el cultivo para determinar la presencia de la micobacteria; estos
métodos presentan desventajas importantes que afectan la sensibilidad y tiempo para el diagnésti-
co. Recientes avances en pruebas rapidas incluyen el desarrollo de técnicas moleculares e inmunoen-
sayos que pueden detectar micobacterias resistentes a antibiéticos y anticuerpos de la respuesta
inmune del hospedero. Sin embargo, esta enfermedad no cuenta con una prueba de diagnéstico
precisa que permita la deteccioén y el diagnéstico rapido con la mihima pérdida de pacientes. Frente
a estos retos, en la actualidad se encuentran en desarrollo nuevas pruebas basadas en biosensores
mediante el uso de biomarcadores adecuados de la enfermedad.
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Abstract: Tuberculosis is a public health problem that affects millions of people, being the fourth
common cause of death due infectious disease in the world. In a recent report, the World Health
Organization (WHO) argues that tuberculosis infection is curable with proper treatment; however its
early detection and improved diagnosis tools are necessary for tuberculosis control. In this review, a
compilation of methods for detecting tuberculosis from traditional to new developing alternatives are
presented. As conventional diagnostic methods for detecting tuberculosis have been used direct spu-
tum smear and cell culture to establish the presence of mycobacteria; however, these methods have
significant disadvantages which include sensitivity and time for diagnosis. Among recent advances
in rapid tests are the development of molecular techniques and immunoassays to detect antibiotics
mycobacteria resistance and antibodies from the host immune response. However, this disease does
not have an accuracy diagnostic test that allows rapid detection and diagnosis with minimal loss of
patients. Currently, to deal with these challenges, new tests based on biosensors are developing, using
appropriate biomarkers of disease.
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a tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo Mycobacterium tubercu-
L/osis, que afecta frecuentemente a los seres humanos y representa altas tasas de morbi-
mortalidad, por lo que es considerada un problema de salud piblica en el mundo [1]. Algunos
estudios han mostrado que la tuberculosis aumenta el riesgo de padecer cancer de pulmon [2],
el cual representa, a su vez, la causa de muerte mas comin entre las enfermedades no trans-
misibles, aportando 1.824.701 muertes en el 2012 [3]. En los Ultimos ahos, algunos factores de
riesgo tales como la desnutricion, el tabaquismo, la inmunosupresion por la infeccion con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), la diabetes, el alcoholismo y el bajo nivel socioeco-
nomico han influido en el aumento del nimero de infectados con tuberculosis [4].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) report6 para el ano 2014 alrededor de 9.600.000
casos nuevos y 1.500.000 de muertes, siendo este nimero inaceptable dado que la mayoria
de casos son prevenibles con un diagnoéstico rapido vy el comienzo de un tratamiento oportu-
no y adecuado. A principios de los noventa, la Organizacion Mundial de la Salud estableci6 la
estrategia «Alto a la Tuberculosis», basada en el enfoque DOTS (del inglés, Direct Observed
Treatment Short-Course) para abordar los principales problemas que plantea la enfermedad y
controlar la diseminacion. Con la implementacion de esta estrategia para el 2014, la tasa de
mortalidad y prevalencia de la tuberculosis disminuyo en un 47% y 42%, respectivamente, en
relacion a 1990 [1]. No obstante, el progreso no fue suficiente para cumplir con las metas
propuestas en los Objetivos de Desarrollo del Milenio de la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU) para el aho 2015 y 2050, donde se esperaba una reduccion de la prevalencia
y la mortalidad por tuberculosis en un 50% en el ano 2015 con respecto a 1990 y un indice
de prevalencia significativamente bajo para el aho 2050 (menos de un caso por cada millon de
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personas por aho) [5]. Para alcanzar el cumplimiento de esta Gltima meta, la tasa de incidencia
de tuberculosis debe disminuir en promedio un 16% por aho en los proximos 40 afos [6]; sin
embargo, el promedio de reduccion fue de 1,5% por afio entre 2000 y 2014 [1].

Con el fin de acelerar el progreso en la lucha contra la epidemia global de tuberculosis, la Asam-
blea de la Organizacion Mundial de la Salud adopté en mayo de 2014 la estrategia «Fin a la TB»,
la cual establece una reduccion del 80% en la tasa de incidencia y una disminucion del 90% en el
ndmero de muertes por tuberculosis para el afo 2030, con respecto a los valores presentados
en 2015. Esta estrategia se basa en tres pilares de accion: la atencion y prevencion integrada
centrada en el paciente, la definicion de politicas y sistemas que permitan la prevencion y la
atencion de la enfermedad vy la intensificacion en la investigacion e innovacion orientada al des-
cubrimiento y desarrollo de nuevas herramientas diagnosticas, intervenciones vy estrategias [7].

Los avances en el diagnostico de la tuberculosis estan relacionados con el desarrollo de técnicas
basadas en la biologia molecular, las cuales suministran resultados en horas y, comparados con
los métodos tradicionales de diagnostico, tienen ventajas notables [8]. No obstante, la imple-
mentacion de estos métodos a gran escala se ve limitada por su alto costo vy la exigencia del
uso de equipos sofisticados que necesitan calibracion y mantenimiento constante, suministro
eléctrico estable y continuo, aire acondicionado, entre otros. Muchos de estos requerimientos
no estan disponibles en las regiones geograficas aisladas y de dificil acceso, donde el diagnostico
de la enfermedad continla siendo mediante la coloracion de esputo y el cultivo; técnicas usadas
tradicionalmente y por décadas, cuyos resultados demoran dias y su confirmacion semanas o
meses. Por lo tanto, se ha generado la necesidad de buscar nuevas alternativas de deteccion y
el desarrollo de nuevos sistemas de diagnostico que sean eficientes, de facil manejo, asequibles
y aplicables en zonas endémicas que no cuentan con laboratorios especializados [9].

Una de las alternativas para el posible mejoramiento, respecto a los métodos tradicionales, de
algunas de las caracteristicas requeridas para el diagnostico de la tuberculosis como la porta-
bilidad, el tiempo de respuesta, la especificidad, la sensibilidad y la relacion costo-beneficio, ha
sido el desarrollo de biosensores [10]. La presente revision describe, en términos generales, la
patogénesis de la tuberculosis y resume los principales métodos de deteccion desde los mas
tradicionales, como la baciloscopia y el cultivo, hasta los mas actuales, como las técnicas mole-
culares, conduciendo a la necesidad de encontrar biomarcadores especificos de la enfermedad
y el planteamiento de técnicas novedosas para el diagndstico como los biosensores. Final-
mente, se presenta una vision general de los avances en el desarrollo vy las perspectivas de las
técnicas de deteccion y se resalta la necesidad de financiar la investigacion de nuevos métodos
de diagnostico para la tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis:
agente patogeno causante de la enfermedad

El género Mycobacterium esta integrado por cerca de 150 especies de bacilos que tienen
varios grados de patogenicidad vy virulencia en los humanos [ |7, los cuales se caracterizan
por tener una pared celular rica en lipidos que retiene el colorante carbol fucsina, incluso
en la presencia de alcohol acido. La tuberculosis es causada por diferentes especies de mi-
cobacterias que forman parte de un complejo denominadas colectivamente como bacilos
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tuberculosos. A este complejo pertenecen: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium africanum y Mycobacterium microti. La tuberculosis producida por Mycobac-
terium tuberculosis es la mas importante desde el punto de vista sanitario por ser el agente
mas significativo y frecuente de la enfermedad en los humanos [12].

Mycobacterium tuberculosis, conocido como bacilo de Koch, es una bacteria aerobia estricta
y de lenta multiplicacion. La envoltura celular de esta micobacteria se caracteriza por la
presencia de una variedad de lipidos complejos que constituyen el 60% de su peso total, lo
cual le confiere una baja permeabilidad, lo que contribuye a la dificultad para combatir las
enfermedades micobacterianas, dotando al organismo con resistencia innata a los agentes
terapéuticos vy a las defensas del hospedero [|3]. La tuberculosis se puede desarrollar como
una infeccion latente o una enfermedad activa; la forma latente implica un estado reversi-
ble de la bacteria en el cual las células pueden permanecer largo tiempo sin dividirse [14],
mientras que la enfermedad activa corresponde a la forma sintomatica en la que los bacilos
tuberculosos se replican causando dahos en los tejidos. La enfermedad se puede contraer
cuando un individuo inhala los nlcleos goticulares dispersos en el aire, los cuales contienen
los bacilos, provenientes de un paciente con tuberculosis pulmonar activa, expulsados al
toser, estornudar, hablar o escupir [15].

Los datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud indican que aproximadamen-
te tres mil millones de personas en el mundo tienen la infeccion latente de tuberculosis y
solo una pequeha proporcion (5% al 15%) desarrollard la forma activa de la enfermedad
durante el transcurso de su vida. Sin embargo, la probabilidad de desarrollar tuberculosis
es mucho mas alta para las personas infectadas por el VIH por el compromiso de su siste-
ma inmunitario [1]. De acuerdo a las condiciones ambientales y genéticas del hospedero
como la inmunosupresion [16,17], las variaciones en la hemaglutinina de unién a la heparina
(HBHA; del inglés, Heparin-binding hemagglutinin) de la micobacteria [18] v el genotipo de
ciertas cepas como el Beijing [19], se puede dar la diseminacion de los bacilos de Mycobac-
terium tuberculosis a los pulmones (tuberculosis pulmonar) o a otros sitios del organismo del
hospedero (tuberculosis extrapulmonar) [20], tales como los ganglios linfaticos, la pleura, el
tejido cutaneo, el abdomen, el sistema gastrointestinal y los huesos [21]. En 2013, la Orga-
nizacion Mundial de la Salud report6 4.600.000 casos de tuberculosis pulmonar y 800.000
de tuberculosis extrapulmonar, respecto a los 5.400.000 de pacientes que presentaron la
enfermedad por primera vez [22].

Metodos de diagnostico para la tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa que en la actualidad carece de un método de
diagnostico rapido y preciso, lo que obstaculiza el comienzo oportuno del tratamiento. Se
han identificado varias dificultades que interfieren con la deteccion rapida y efectiva de la tu-
berculosis, entre las que se incluyen: a) la falta de una prueba para diagnosticar tuberculosis
latente que la diferencie de la enfermedad activa, b) la falta de validacion accesible y rapida
para potenciales biomarcadores de la enfermedad, ¢) la falta de una prueba exacta y rapida
de diagndstico que de paso rapidamente a un tratamiento adecuado de la enfermedad, d)
la falta de ensayos que valoren la resistencia a los medicamentos durante el tratamiento de
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la tuberculosis y e) la falta de financiamiento de proyectos para el desarrollo de pruebas
rapidas de diagnostico clinico [23].

Las pruebas existentes para el diagnostico de la tuberculosis varfan en sensibilidad, espe-
cificidad, velocidad en la entrega de resultados y costo. A continuacion se describen, de
manera general, las técnicas de deteccion tradicionales como la prueba de la tuberculing, la
baciloscopia vy el cultivo, y los desarrollos mas recientes como los métodos moleculares y
los serodiagnosticos.

Prueba de intradermoreaccion a la tuberculina (PPD)

La prueba cutanea PPD (del inglés, Purified
Protein Derivative) se basa en una reac-
cion de hipersensibilidad como respuesta
al contacto con una mezcla de antigenos
del complejo de bacilos tuberculosos. La
presencia de una induracion en la zona
de aplicacion de mas de 10 mm después
de 48 a 72 horas de la inyeccion con PPD
sugiere que los pacientes son propensos a
desarrollar tuberculosis en el futuro mien-
tras que una reaccion de mas de 20 mm se
interpreta como enfermedad activa (véase
figura I). Sin embargo, la alta reactividad Figura |. Prueba de intradermoreaccion a la tuberculina
cruzada de la tuberculina confunde la in- (PPD). Fotografia tomada de la Biblioteca de Iméagenes de
terpretaci(')n de la positividad de la prueba Sa\uc.irP(Jinca (PHIL) de los Centt/’os para er Confcro\ )./,Pre-
) vencion de Enfermedades, con nimero de identificacion #
cutdnea de las personas que tienen ante-  ¢gog (Greg Knobloch).
cedentes de vacunacion con BCG (Bacillus
de Calmette y Guérin) y de las personas que viven o son originarias de las areas geograficas
donde existe una elevada carga ambiental de micobacterias no tuberculosas. En este senti-

do se encuentran en desarrollo estudios con proteinas recombinantes purificadas que han
demostrado mayor discriminacion de las especies de micobacterias en la prueba cutanea
[24-26].

La PPD es una prueba relativamente facil de implementar; ademas, requiere escasa tecno-
logia, es asequible vy facil de interpretar. Esta prueba es Gtil para identificar a individuos con
alto riesgo de enfermarse con tuberculosis, como aquellos con infeccion por el VIH o perso-
nas que estan en contacto con pacientes con tuberculosis activa. No obstante, esta prueba
no es (til para el diagnostico preciso de la enfermedad y a menudo es engaihosa debido
a que presenta resultados falsos negativos y falsos positivos. Al momento del diagnostico
la prueba es falsa negativa entre el 10% vy el 47% de los pacientes con enfermedad activa.
La probabilidad de reacciones falsas negativas aumenta con el grado de la enfermedad y la
edad del individuo, incluso mas del 95% de los pacientes a los que se les efectla la prueba
después de un mes o méas de tratamiento presentan un resultado positivo. En casos de coin-
feccion por VIH, un porcentaje mucho mayor de pacientes con enfermedad activa tendra
un resultado de la prueba falsa negativa [27].
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Baciloscopia y cultivo

La baciloscopia es la prueba méas ampliamente usada en el mundo para el diagnostico de la
tuberculosis, la cual se caracteriza por ser sencilla y rapida para detectar la presencia del bacilo
mediante valoracidbn microscopica de una muestra de la lesion. La muestra mas examinada es
el esputo, por corresponder a una lesion pulmonar que se relaciona con el tipo tuberculosis
pulmonar, que es la mas frecuente. Dado que la enfermedad se puede manifestar en cualquier
organo, con menor frecuencia puede requerirse la valoracion de muestras muy variadas tales
como: oring, liquido cefalorraquideo, pleural o ascitico, sangre, pus de cavidades abiertas y
biopsias. Estas muestras de lesiones extrapulmonares deben ser procesadas siempre de manera
adicional por cultivo [28]. No obstante, la baciloscopia de esputo no es una prueba especifica
para Mycobacterium tuberculosis debido a que todas las micobacterias son bacilos acido-alcohol
resistentes (BAAR), es decir, que tienen la propiedad de captar en su pared la fucsina fenicada
(color fucsia) o auramina (color amarillo fluorescente) y retenerla alin con la accion de decolo-
rantes como la mezcla de acido y alcohol (véase figura 2) [29].

Figura 2. Baciloscopia de esputo tehida con Ziehl-Neelsen (A) positiva (+++) y (B) negativa para bacilos 4cido alcohol
resistentes (BAAR). Cortesia de la Escuela de Microbiologia, Universidad de Antioquia. Medellin, Colombia.

La coloracion de Ziehl-Neelsen en extendido o frotis de la muestra es la técnica mas apropiada
para ser utilizada en todos los laboratorios de los paises de América Latina, recomendada por
la Organizacion Mundial de la Salud y la Union Internacional Contra la Tuberculosis y Enferme-
dades Respiratorias por ser la que asegura resultados reproducibles con un entrenamiento re-
lativamente simple y con un bajo costo para su implementacion [30]. Entre los inconvenientes
de la baciloscopia se encuentra que tiene baja sensibilidad y la deteccion requiere un minimo
de carga bacilar por muestra de 5.000 a 10.000 bacilos/mL para arrojar un diagnostico positivo.
La sensibilidad informada de un frotis Unico de esputo es del 22% al 43%, presentando un au-
mento de la tasa de deteccion cuando se analizan dos o tres frotis en dos dfas, por lo que s6lo
alrededor del 50% al 70% de los pacientes con tuberculosis pulmonar activa tienen extendidos
positivos [31]. Para que la baciloscopia sea una buena herramienta de diagnostico y control
de la enfermedad, ademas de la calidad técnica es necesaria la calidad de los registros, de los
informes del laboratorio y el anélisis de la informacion que produce el laboratorio [32,33].
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Por su parte, el cultivo de micobacterias es en la actualidad la prueba estandar de referen-
cia para el diagnostico de la infeccion por ser una prueba sencilla en su implementacion y
econdbmica. La técnica consiste en cultivar la muestra de los pacientes en medios de cultivo
especificos como el Lowenstein-Jensen en el que, en caso de ser positiva, se debe observar
el crecimiento de colonias de color blanco a crema, secas, rugosas, opacas, polimorfas y de
dimensiones variables cuando el medio es sblido (véase figura 3) o turbidez si es liquido,
seguido de la confirmacion morfolbgica por microscopia a partir del cultivo. Una desventaja
de esta prueba radica en el crecimiento lento de Mycobacterium tuberculosis, ya que puede
transcurrir mucho tiempo desde el momento en que se obtiene la muestra hasta el que
se observa alglin crecimiento (cultivo liquido de cinco a 10 dias, sélido de cuatro a ocho
semanas), favoreciendo la diseminacion de la bacteria en el caso de pacientes activos sin
tratamiento [34]. Por otra parte, los medios de cultivo son susceptibles a la contaminacion,
ocasionando alin mas retraso en el diagnostico. Otro requerimiento importante para la
realizacion de cultivos es la infraestructura sofisticada de los laboratorios de bioseguridad,

generalmente de nivel Ill [35,36].

(B

Figura 3. Cultivo de esputo en medio de Lowenstein-Jensen. Colonias de (A) Mycobacterium tuberculosis y (B) Myco-
bacterium no-tuberculosis. Cortesia de la Escuela de Microbiologia, Universidad de Antioquia. Medellin, Colombia.

Ante estas desventajas se han planteado nuevas alternativas para sustituir los cultivos tradi-
cionales con sistemas de radiocultivo liquido automatizado, en los cuales se emplea como
Unica fuente de carbono el Palmitato-C'*. Estos sistemas funcionan detectando los desechos
metabblicos gaseosos radioactivos, que se generan entre 10y |5 dias de cultivo, indicando
el crecimiento de la bacteria [37]. Este método posibilita una deteccion mas rapida, pues
puede detectar crecimiento del bacilo en una semana en pacientes con frotis positivo y en
dos semanas en aquellos con frotis negativo; ademas, es un método mas sensible que el
cultivo convencional (70% a 95% frente a 60% a 80%). Sin embargo, el empleo de estos
sistemas se ha visto limitado por las dificultades asociadas con la disposicion final de los
radioisétopos generados [38].

En respuesta a estos inconvenientes se han generado sistemas no radiométricos tales como
el sistema automatizado BacT/ALERT® MB (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia) y el tubo
indicador de crecimiento micobacteriano, los cuales presentan niveles de eficiencia dife-
rentes y funcionan midiendo cambios en la presion de gases, el consumo de oxigeno vy la
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produccion de CO,, ya sea de forma fluorimétrica o colorimétrica. De forma general, estos
sistemas permiten detectar micobacterias en |4 dias y en la mayoria de las muestras hasta
en 21| dias. La desventaja sigue siendo el largo tiempo para establecer el diagnostico vy los
altos costos, que limitan su uso en los paises de mayor prevalencia de la enfermedad pero
de escasos recursos [39].

La técnica de cultivo de micobacterias es muy sensible, permitiendo identificar muy pocas mi-
cobacterias por muestra [39] y el Iimite de deteccion es de unos 100 micobacterias/mL, mucho
mas sensible que la baciloscopia. Ademas, posibilita la identificacion de especies micobacteria-
nas por medio de ciertas caracteristicas como las propiedades bioquimicas. La baciloscopia, por
su parte, no puede diferenciar en forma confiable entre las diferentes micobacterias patogenas
y no patdgenas, que son todas BAAR y de morfologia similar. Es por esto que para el diagnosti-
co de la tuberculosis, tanto la sensibilidad como la especificidad de los métodos de cultivos son
mucho mejores comparados con la baciloscopia [40].

Tecnicas moleculares

Las técnicas moleculares se constituyen
en los avances mas recientes y validados
para el diagnostico de la tuberculosis.
Estas pruebas permiten incluso la tipifi-
cacion de las micobacterias en aquellas
muestras donde los métodos de cultivo
y otras técnicas convencionales de de-
teccion son negativas. Todas las pruebas
moleculares tienen tres etapas generales
para su desarrollo: a) extraccion de aci-
dos nucleicos, que debe realizarse en un
laboratorio nivel Il de bioseguridad (du-
racion 24 a 48 horas), b) amplificacion,

donde los acidos nucleicos de la muestra  Figura 4. Identificacion de especies de micobacterias utilizando

. . .y la técnica de PRA-hsp65. La amplificacion del gen de la protei-
son amplificados mediante la reaccion en L oo D
na de choque térmico hspé5 y su posterior digestion con dos

cadena de la polimerasa PCR (de| inglés,  enzimas de restriccion (BstEll y Haelll') generan fragmentos de
Polymerase Chain React/'on) de forma que ADN cuyo nimero y tamaho son caracteristicos de las especies

d detectada (d i6n de t de micobacterias mas comunes. Carriles |: Mycobacterium kan-
pueda ser detectada ( uracion de tres a sasii; carriles 2. Mycobacterium gordonae; carriles 3: Mycobacte-

cuatro horas) y c) deteccion, que incluye  rium confluentis; carriles 4 y 8: Mycobacterium abscessus; carriles
el uso de las técnicas de electroforesis, 2 6 7+ Mycobacterium fortuitum.

ensayos de hibridacion empleando son-

das vy la deteccion en tiempo real (duracion cuatro horas) [41]. Ademas, se pueden utilizar en
la identificacion de especies mediante la técnica de andlisis de restriccion de productos de PCR
(PRA; del inglés, PCR-restriction enzyme analysis)-hsp65 (véase figura 4) [42].
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El descubrimiento de secuencias especificas de las micobacterias ha hecho posible mejorar
la especificidad de las técnicas moleculares y emplear sondas o sistemas de amplificacion de
diferentes segmentos de ADN, muchas de las cuales se encuentran disponibles en el mercado.
Ademas, se ha implementado el uso de sondas que tienen como blanco el ARN ribosomal,
las cuales son entre 10y 100 veces mas sensibles que las que utilizan el ADN; por lo tanto, se
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pueden utilizar directamente para la deteccion [43]. Utilizando una técnica molecular con la
reaccion en cadena de la polimerasa se puede obtener una sensibilidad del 95% y una especi-
ficidad del 98% para muestras de frotis positivo y una sensibilidad del 48% al 53% en las mues-
tras de esputo con frotis negativos, lo que significa que la tasa de resultados falsos positivos y
negativos puede ser muy baja [44]. La mayor ventaja de este tipo de pruebas es su rapidez,
ya que se obtienen resultados en un lapso de tres dias comparadas con el cultivo que puede
tardar semanas [45].

La desventaja de las técnicas moleculares radica en la necesidad de equipos robustos y com-
plejos, asi como de personal altamente capacitado para realizar las pruebas, lo que dificulta su
uso en sitios de baja y mediana infraestructura; ademas, las muestras generalmente deben ser
sometidas a un proceso de amplificacion antes de la hibridacion para aumentar su sensibilidad,
incrementando la probabilidad de contaminacion. Por Ultimo, este método no diferencia entre
los bacilos vivos y los muertos, por lo que no es un método apto para hacer seguimiento en
pacientes en tratamiento [46,47]. Por otra parte, la innovacion en este tipo de tecnologia basa-
da en la reaccion en cadena de la polimerasa ha transformado el diagnostico del VIH vy se esta
aplicando, cada vez mas, para el diagnostico de la tuberculosis.

En términos de costos, el precio de una prueba tipo reaccion en cadena de la polimerasa para
VIH ha disminuido desde que sali6 al mercado por primera vez. En el 2005, el precio medio
mihimo era de US$3| y para el 2012 fue de US$2I. Esta disminucion en costos permite
que el desarrollo de las técnicas moleculares para la tuberculosis sea cada vez méas probable
[48,49]. En general, las técnicas moleculares han presentado grandes avances en el diagnostico
de la tuberculosis en los Ultimos ahos; en el 2010, la Organizacion Mundial de la Salud aval6 la
primera prueba molecular rapida que puede ser usada simultaneamente para la deteccion de
tuberculosis pulmonar y tuberculosis resistente al antibi6tico rifampicina, conocida como Xpert
MTB/RIf® (Cepheid, California, Estados Unidos). La sensibilidad de esta prueba es mucho mejor
que la baciloscopia de esputo y comparable a la del cultivo en medio solido. Para el 2015 se
esperan resultados de estudios realizados con esta prueba especifica, con la posibilidad de ser
usada para el diagnostico de la tuberculosis pulmonar, extrapulmonar y pediatrica [50].

Métodos serologicos

Desde hace varias décadas se han realizado esfuerzos para lograr desarrollar una prueba diag-
nostica para la tuberculosis activa basada en la deteccion de anticuerpos, aunque ninguna prue-
ba ha alcanzado una adecuada sensibilidad y especificidad. La técnica de ELISA (del inglés, En-
zyme Linked Immuno Sorbent Assay) se ha utilizado para detectar anticuerpos frente a diversos
antigenos purificados tales como CFP-10 (del inglés, 10-kDa Culture Filtrate Protein), ESAT-6
(del inglés, 6-kDa Early Secreted Antigenic Target), MTB81 vy 38kDa, o complejos de antigenos
crudos de Mycobacterium tuberculosis como la PPD [51,52], pero el poco conocimiento en
cuanto a la dinamica de aparicion de los anticuerpos, su duracion y permanencia después de
haber sido curada la enfermedad, las reacciones cruzadas v la ausencia de informacion relacio-
nada con la regulacion y expresion genética de Mycobacterium tuberculosis en diferentes esta-
dios de la enfermedad, hacen dificil la interpretacion de los resultados. La sensibilidad de estas
pruebas puede variar de acuerdo al antigeno del patogeno utilizado y el nivel de prevalencia
de la enfermedad.
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En la figura 5 se esquematizan las etapas en el desarrollo de una ELISA para la deteccion sero-
lbgica de la tuberculosis. Los mayores valores de sensibilidad para estas pruebas se han logrado
usando muestras de tuberculosis pulmonar con frotis positivo (20% al 60%), lo que dificulta el
manejo clinico; ademas, la sensibilidad disminuye alin mas cuando las muestras corresponden a
frotis negativos (véase tabla |) o con tuberculosis extrapulmonar, que son los casos donde se
requiere apoyo diagnostico de otro tipo [53,54]

J
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Figura 5. Produccion de anticuerpos monoclonales para su uso en ELISA competitiva. A. Produccion de anticuerpos
monoclonales frente a un antigeno de Mycrobacterium tuberculosis y B. Formato de ELISA competitiva para deteccion
de antigenos de Mycobacterium tuberculosis usando anticuerpos monoclonales. Cortesia de la Linea de biomarcadores,
Grupo de Investigacion en Ingenieria Biomédica EIA-CES (GIBEC), Medellin, Colombia.

Frotis positivo Frotis negativo
Antigeno
Especificidad (%) Sensibilidad (%) Especificidad (%) Sensibilidad (%)
CFP-10 >95 28 >95 25
38kDa >95 47 >95 24
ESAT-6 >95 27 >95 12
Ag27 (antigeno 27) >95 60 >95 57

Biomarcadores para la deteccion
de Mycobacterium tuberculosis

Durante los Gltimos ahos se han iniciado una serie de estudios a gran escala en la bisqueda de
nuevos marcadores biologicos tanto para detectar la infeccion por Mycobacterium tuberculosis
como para valorar el estado de la enfermedad; no obstante, alin no existe un biomarcador para
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tuberculosis validado. Un biomarcador hace referencia a aquella caracteristica encontrada en
los sistemas biolbdgicos, que puede ser medida de forma objetiva y evaluada como un indicador
de procesos fisiologicos normales, cambios patologicos o respuestas farmacologicas a una inter-
vencion terapéutica (véase figura 6) [55,56]. Un biomarcador puede proporcionar informacion
sobre el estado de salud actual y futuro del paciente, asi como del conocimiento anticipado de
la patogénesis; ademas, potencialmente, en el contexto de la tuberculosis podrian ser utilizados
para predecir el riesgo de reactivacion, la erradicacion de la forma latente y la eficiencia en el
uso de vacunas, al igual que establecer criterios de valoracion para los ensayos clinicos o en las
pruebas diagnosticas [57].
Cinética enzimatica
Degradacién
Interconversién
Transporte
Secresion . - |
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Edicion ARN

Estabilidad ARN .=
Estructura ARN

Epigenética
Inserciones/delecciones
Variantes alélicas
Pseudogenes

Complejidad

Figura 6. Clasificacion de los principales biomarcadores encontrados en sistemas biologicos y las 6micas involucradas
para el estudio de los mecanismos reguladores de estas biomoléculas implicados durante los procesos fisiologicos o
patologicos.

En 2012, la Fundacion Bill & Melinda Gates (BMGF) invirtio US$7.700.000 en 10 donaciones
centradas en el descubrimiento de biomarcadores para el diagnostico de tuberculosis, con po-
tencial para ser usados en una prueba simple para la deteccion de la tuberculosis comparable
con la prueba de embarazo comercial; sin embargo, se necesitan de esfuerzos adicionales para
acelerar este progreso [58,59]. Actualmente, existen mas de 40 estuches comerciales disponi-
bles para detectar biomarcadores para tuberculosis, los cuales usan una variedad de antigenos
tales como LAM (lipoarabinomanano), ESAT-6, CFP-10, 38kDa, |6kDa, 6kDa, entre otros.
Entre las pruebas inmunodiagnosticas mas conocidas se encuentran MycoDot™ (Mossman As-
sociates Inc., Massachusetts, Estados Unidos), con una sensibilidad del 93% y una especificidad
del 95% para la deteccion de LAM, Rapid Test TB (Quorum Diagnostics Inc., Ontario, Canada)
(véase figura /), con una sensibilidad del 25% y una especificidad del 87% para el antigeno
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38kDa, y anti-A60 IgG (Anda Biologicals, Strasbourg, Francia) con una sensibilidad del 81% y
una especificidad del 88%, que utiliza un complejo antigénico. Estos ensayos han presentado
inconvenientes cuando existe coinfeccion con el VIH, encontrandose que su sensibilidad decae
mas o menos a la mitad en la presencia del virus. Ademas, las infecciones por micobacterias
no tuberculosas pueden causar reacciones cruzadas y con ello una consecuente pérdida de la
especificidad, lo que lleva a un incremento en la cantidad de falsos negativos en areas de alta
prevalencia [60].

‘ ‘ ‘ { ] .: ."|_-‘L : Anticuerpo de captura (unido)

J ] Antigeno marcado
Q X \ \ st Antigeno (unido)
L 5

™, ‘T Anticuerpo humano (analito)

’ Sl ]

[ 1

E "__ '\\
< “ \\ \'\
Almohadilla Aimohadilla linea de linea de\. , ,
parala parael prueba control "\\_
muestra conjugado b %,

Figura 7. Esquema del funcionamiento de la prueba rapida para tuberculosis (Rapid Test TB, Quorum Diagnostics Inc.,
Ontario, Canada).

Alternativas novedosas en el diagnostico
de tuberculosis: el caso de los biosensores

Dadas las necesidades actuales en el sistema de diagnostico de la tuberculosis han sido
desarrollados nuevos biosensores para responder a los retos propuestos. Estos dispositivos
presentan dos cualidades importantes requeridas para el diagnostico como: a) la rapidez de
la prueba, ya que se pueden obtener resultados en un tiempo inferior a una hora, lo que
implica, en el caso méas favorable, que ninglin paciente se pierde durante el diagnoéstico v el
seguimiento, y b) la portabilidad y relativa simplicidad operativa, haciéndolos muy accesibles
al sistema de salud en regiones endémicas vulnerables; que si lograran sensibilidades en el
diagnostico de muestras con frotis negativo del 85% y especificidades del 97%, podrian salvar
alrededor de 392.000 vidas anuales [22].
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Un biosensor puede ser definido como un dispositivo analitico que utiliza reacciones bioquimi-
cas especificas mediadas por biomoléculas (bioreceptores), tejidos, organelas o células enteras
acoplados o inmovilizados a un transductor capaz de transformar una interaccion bioquimica
en una sefhal mediable y cuantificable [61,62]. Existen diversos tipos de transductores y su uso
depende de la aplicacion y los parametros que se quieran medir; los transductores potencio-
métricos detectan los cambios del potencial ante corrientes constantes, los amperométricos
detectan cambios en la corriente bajo potenciales constantes, los opticos detectan cambios en
la transmision de la luz, los térmicos detectan cambios de temperatura y los piezoeléctricos,
como las microbalanzas de cuarzo (QCM; del inglés, Quartz Crystal Microbalance), detectan
cambios de masa superficiales (véase figura 8). Cuando el componente biologico inmovilizado
sobre la superficie de un transductor es un inmunoreactivo, el biosensor se conoce como
inmunosensor [63,64].

Anticuerpos
anti-Mycobacterium BIOSENSOR RESPUESTA
tuberculosis _
—
— . SENAL
—
i RECEPTOR
-
Antigeno de
Mycobacterium QacMm

tuberculosis
<! <! | Interaccion <r
S lisas P S o/
s Equilibrio z . Disociacion
=1 > 3
g g i
£ g & [

' TIEMPO = . TIEMPO = TIEMPO
MA>, h=A>A
Antigeno de

Mycobacterium . gl W W
tuberculosis — = j— = = = respuesta inmune

Figura 8. Biosensores para el diagnostico de tuberculosis. QCM: microbalanzas de cuarzo.

Gracias a los grandes avances en el campo de la electronica, la nanotecnologia y la mi-
crofluidica, se han desarrollado una variedad de biosensores para la deteccion de Myco-
bacterium tuberculosis, uno de ellos es el inmunosensor piezoeléctrico desarrollado por
He y Zhang (2002) [65], en el cual la superficie de una microbalanza de cuarzo fue re-
cubierta con un copolimero de estireno-butadieno-estireno, para inmovilizar anticuerpos
anti- Mycobacterium tuberculosis en el transductor. Durante la incubacion con Mycobacte-
rium tuberculosis sobre el cristal inmovilizado fue observada la captura de micobacterias
en tiempo real mediante la variacion de frecuencia como resultado del cambio de masa
en la superficie del sensor. Esta tecnologia es sencilla, rapida y libre de etiquetas, pero su
precision se afecta por distintas variables de la muestra como la densidad, la viscosidad,
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la constante dieléctrica y la conductividad. Usando esta misma tecnologia, Hiatt y Cliffel
(2012) [66] lograron detectar el antigeno lipoarabinomanano (LAM) y el bacilo completo
a concentraciones de 8,7x10¢ células/mL con anti- LAM vy 8,7x10° células/mL con anti-
Mycobacterium tuberculosis.

En otro trabajo Ren y colaboradores (2008) [67] desarrollaron una plataforma de detec-
cion de Mycobacterium tuberculosis basada en la tecnologfa piezoeléctrica, utilizando un sis-
tema sensor con un cristal de cuarzo piezoeléctrico multicanal en serie (MSPQGC; del inglés,
Multi-Channel Series Piezoelectric Quartz Cristal). Este sistema consiste en una plataforma
de deteccidbn multimuestras, acoplado a un microprocesador con salida de datos, usando
un transductor oscilador recubierto con plata. Este sistema detectd productos volatiles
(NH, y CO,) liberados como resultado del crecimiento de la bacteria, los cuales fueron
absorbidos por el hidroxido de potasio (KOH), ocasionando una variacion de frecuencia.
Comparando los resultados obtenidos con este sistema y una prueba convencional como
BACTEC™, MGIT™y Lowenstein—Jensen, la tecnologia del cristal de cuarzo piezoeléctrico
multicanal en serie es mas economica (menos de US$ 1.000 para la configuracion y US$
4,2 por ensayo); sin embargo, requiere de dos a cuatro dias para el cultivo de Mycobacte-
rium tuberculosis, asi como del pretratamiento de las muestras para eliminar la contamina-
cion potencial con otras bacterias.

Otro tipo de biosensor para la deteccion de Mycobacterium tuberculosis es el analizador
de aliento fluorométrico o sistema de biosensores rapidos (RBS; del inglés, Rapid Biosensor
Systems). Este sistema consiste en un dispositivo portatil que cuenta con un tubo desecha-
ble sobre el cual el paciente tose. En el caso de una muestra positiva, el antigeno nativo de
Mycobacterium tuberculosis (Ag85B) desplaza a su analogo en el tubo y es detectado por
un instrumento que contiene un laser y un fotomultiplicador, haciendo que se obtenga un
cambio de sefal en un tiempo de 10 minutos. En pruebas de campo realizadas, el dispo-
sitivo del sistema de biosensores rapidos obtuvo una sensibilidad del 74% y una especifi-
cidad del 79%; pardmetros que deben ser considerablemente mejorados. Esta tecnologia
definitivamente no reemplaza la baciloscopia pero, una vez mejorada, podria ser utilizada
en pacientes a los que les es dificil suministrar una muestra de esputo, como los nihos y
los ancianos [68].

Otro desarrollo importante es el biosensor de resonancia magnética nuclear a base de chip
(NMR; del inglés, Chip-nuclear Magnetic Resonance) que puede detectar Mycobacterium
tuberculosis presente en muestras de esputo sin tratar en un tiempo de 30 minutos. Esta
tecnologfa utiliza particulas magnéticas recubiertas con anticuerpos especificos contra los
biomarcadores diana, requiere pequenos volimenes de muestra (5 yLa |0 pL) y presenta
tiempos de respuestas realmente cortos. En cuanto a costos se puede decir que el biosen-
sor de resonancia magnética nuclear cuesta menos de US$ 200 vy el microchip desechable
cuesta alrededor de US$ |, lo que convierte a esta tecnologia en una potencialmente
adecuada para ser implementada en regiones con pocos recursos [69,70].

Los inmunosensores enzimaticos son uno de los métodos mas comunes para el diagnosti-
co de la tuberculosis. En el trabajo de Diaz-Gonzalez y colaboradores (2005) [71] se uso
un dispositivo que trabajaba con el principio de ELISA en el formato sandwich para la de-

324

Volumen 21, Nimeros 7-8 2015. MebpIicINA & LABORATORIO




Diagnostico de tuberculosis: desde lo tradicional hasta el desarrollo actual -

teccion de un inmunocomplejo, el cual es capturado por un electrodo de carbono serigra-
fiado modificado con estreptavidiva (SPCE; del inglés, Screen-Printed Carbon Electrode). En
este ensayo se emplearon dos antigenos de Mycobacterium tuberculosis, el Ag 360 y el Ag
231, con sus respectivos anticuerpos monoclonales. El inmunocomplejo fue capturado por
anticuerpos anti- Mycobacterium tuberculosis inmovilizados sobre la superficie del sensor
mediante la interaccion biotina/estreptividina. La deteccion del inmunocomplejo se realiza
usando un anticuerpo genérico anti-lgG conjugado con una enzima fosfatasa alcalina. La
enzima reacciona con 3-indoxil fosfato (3-IP) permitiendo una deteccion voltamperomé-
trica. El Iimite de deteccion para este dispositivo fue de | ng/mL para el antigeno Ag23 1
con entrega de resultados en un tiempo significativo de 4 h [10,717.

Otro tipo de sensor electroquimico fue desarrollado para la deteccion de ADN genomico
de Mycobacterium tuberculosis basado en el doble etiquetado de nanoparticulas de oro con
fosfatasa alcalina y oligonucle6tidos de ADN especificos. Este método presentd un Iimite
de deteccion de 1,25 ng/mL para la deteccion de ADN de Mycobacterium tuberculosis
con una sensibilidad y especificidad comparables a la reaccion en cadena de la polimerasa
a partir de muestras de esputo. Los requisitos para el desarrollo de esta técnica siguen
siendo rigurosos, tales como los multiples lavados, el control de la temperatura y los largos
tiempos de incubacion [72].

En la tabla 2 se resumen y comparan los biosensores antes descritos encontrados hasta hoy
para la deteccion de Mycobacterium tuberculosis, mostrando el biomarcador o el analito selec-
cionado v el limite de deteccion reportado para cada uno de ellos [73]

Tecnologia Biomarcador Limite de Referencia
deteccion

Microbalanzas de cuarzo (QCM) Bacilo completo de Mycobacterium tuberculosis 10 UFC/mL [67]

Microbalanzas de cuarzo (QCM) Antigeno lipoarabinomanano 8,7x10° [66]
células/mL

Cristal de cuarzo piezoeléctrico Absorcion de NH, y CO, 10° UFC/mL [69]

multicanal en serie (MSPQC)

Analizador de aliento fluoroétrico  Ag85B 50-75 UFC/mL  [68]

(RBS)

Electrodo de carbono serigrafiado  Ag360 y Ag23| I'ng/mL [71]

Il (SPCEIl)

Biosensores basados Secuencias especfficas de ADN de 1,25 ng/mL [73]

en la hibridacion de ADN Mycobacterium tuberculosis

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

Finalmente, en la tabla 3 se resumen algunas caracteristicas de los diversos tipos de pruebas
diagnosticas conocidas para la deteccion de la tuberculosis, presentando las ventajas y desven-
tajas de cada ensayo.
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Método diagnostico
para tuberculosis

Prueba cutanea
con PPD

Baciloscopia

Cultivo

Serodiagnostico

Tiempo de entrega de
resultados

2 a3 dfas

| a2 dfas

Liquido: 5 a 10 dias
Sélido: 4 a 8 semanas

2 a 3 horas

Ventajas

No requiere preparacion de
la muestra ni alta tecnologfa.
Presenta un bajo costo y es
facil de aplicary leer

Es sencilla y rapida. Detecta la
presencia del bacilo

Es sencillo y econbmico

Son réapidos y no requieren
un laboratorio muy sofisticado

Desventajas

Alta reactividad cruzada con la
vacuna del BCG, por micobacterias
no tuberculosas y VIH

Muestra dificil de tomar, no es
una prueba especifica para Myco-
bacterium tuberculosis, tiene baja
sensibilidad y requiere para la
deteccion una alta carga bacilar
(5.000-10.000 bacilos/mL)

Es muy demorado para la entrega
de resultados

Necesita pretratamiento de la
muestra, hay dificultades en la

interpretacion de resultados por
desconocimiento en la dinamica
de aparicion de anticuerpos y su

duracion
Técnicas Extraccion deADN: 24 a Son pruebas de alta sensibili- Requiere instrumentacion costosa,
moleculares 48 horas dad y especificidad tiempo y no se recomienda para
PCR: 4 horas su uso rutinario en paises de bajos
Secuenciacion automatizada: recursos
4 horas
Biosensores | 'a 3 horas Son reutilizables y pueden Se deben miniaturizar para ser

ofrecer una deteccion rapida,
sensible y especifica

portables y bajar costos

Vision general de los avances en el desarrollo y
perspectivas en el diagnostico de la tuberculosis

Actualmente, mas de 50 empresas se encuentran desarrollando nuevas pruebas de diag-
nostico de tuberculosis, empleando diversas tecnologias de punta. Sin embargo, la mayorfa
de estas nuevas tecnologias requieren laboratorios sofisticados y todavia utilizan las mues-
tras de esputo para la deteccion. La tabla 4 resume algunas pruebas diagnosticas propues-
tas y su estado actual de desarrollo.

Teniendo en cuenta este panorama en rapida evolucion, la Organizacion Mundial de la
Salud ha establecido un proceso sistemético para la evaluacion oportuna de la evidencia y
la formulacion de politicas para las técnicas de diagnosticos de tuberculosis, las cuales se
pueden resumir en cinco fases: a) investigacion y desarrollo, b) evaluacion y demostracion,
) validacion, d) fase de captacion de evidencia y e) escalado y politicas de perfecciona-
miento [74-76].

En la tabla 5 se muestran los métodos vy tipos de pruebas de diagnostico asequibles en
el mercado, las cuales se agrupan por estado de validacion y aprobacion por parte de la
Organizacion Mundial de la Salud.
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Nombre de la prueba  Desarrollador/pais

Tecnologias moleculares

Alere Q

B-SMART

Genedrive MTB/
RIF ID

GeneXpert XDR

Truelab/Truenat
MTB

Estuche de diagnos-
tico NATeasy TB

LATE-PCR con
sondas Lights-On/
Lights-Off y tecnologia
PrimeSafe

Alere Inc., Estados
Unidos

Laboratory Corporation
of America Holdings
(LabCorp), Estados
Unidos

Epistem Ltd., Reino
Unido

Cepheid Inc,, Estados
Unidos

Molbio/Bigtec Diag-
nostics, India

Ustar Biotechnologies
Ltd., China

Stellenbosch University,
Sudéfrica

Desarrollado por Bran-
deis University, Estados
Unidos

Tecnologias no moleculares

Alere

TB Rapid Screen

TBDx

Alere Inc,, Estados
Unidos

Global BioDiagnostics
Corp, Estados Unidos,
con soporte de Founda-
tion for Innovative New
Diagnostics (FIND), Suiza

Signature Mapping
Medical Sciences Inc,,
Estados Unidos

Tecnologias basadas en cultivos

BNP Middlebrook

MDR-XDR TB
Color Test

Nano Logix Inc.,
Estados Unidos

Foundation for Innova-
tive New Diagnostics
(FIND), Suiza

Imperial College
London, Reino Unido

Tipo/muestra

Plataforma de diagnostico mole-
cular para escanear Mycobacte-
rium tuberculosis y su resistencia

Combina la amplificacion de éci-
dos nucleicos y la deteccion con
fenotipos de pruebas rapidas de
sensibilidad a los medicamentos
para detectar Mycobacterium
tuberculosis y determina la resis-
tencia a drogas anti-tuberculosis,
incluyendo pirazinamida

Reaccion en cadena de la polime-
rasa en tiempo real para tuber-
culosis y resistencia a rifampicina

Reaccion en cadena de la po-
limerasa en cartuchos para la
deteccion de tuberculosis extre-
madamente resistente (XDR) en
plataforma GeneXpert

Chip basado en algoritmo mo-
dificado para la amplificacion de
acidos nucleicos (NAAT) de
Mycobacterium tuberculosis. Fun-
ciona con un dispositivo portatil

Amplificacion de acidos nucleicos
isotérmica y deteccion en flujo
lateral

Reaccion en la cadena de la polime-
rasa para la deteccion simultanea
de Mycobacterium tuberculosis y
resistencia a inhibidores, rifampicina,
etambutol e inyectables

Prueba de orina de flujo lateral
que detecta la proteina LAM en
adultos con VIH

Indicadores enzimaticos de re-
ferencia para la deteccion de
B-lactamasa producida por las
bacterias vivas en muestras de
esputo

Sistema de carga automatizada
para lectura de la baciloscopia

Cultivo

Prueba colorimétrica rapida para
la susceptibilidad a farmacos
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Estado del desarrollo

En desarrollo
Respaldado por la Fundacion Bill
& Melinda Gates (BMGF)

En desarrollo
Sequella licencio la tecnologia
a LabCorp

Epistem fue galardonado con
acreditacion CE/IVD (acredita-
cion de la Union Europea para
productos sanitarios)

Licenciado

Disponible en el mercado de
India

Estudios independientes in-
completos

Disponible en el mercado
No aprobada porla OMS Solicitud
de registro en curso en China

En desarrollo. Se probara con
muestras clinicas en Africa

Disponible en el mercado, con
estudios de campo en curso

En desarrollo. Se espera que
utilice un lector de fluorescencia
simple, de bajo costo

En desarrollo, estudios de campo
en curso
En desarrollo

En desarrollo, con estudio de
viabilidad para comenzar
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TREK Sensititre
MYCOTB MIC plate

Trek Diagnostic
Systems Inc., Estados
Unidos

Thermo Fisher
Scientific Inc., Estados
Unidos

Componentes organicos volatiles

Breathlink

Prototype breathalyzer
device

Menssana Research
Inc., Estados Unidos

Next Dimensions Te-
chnology Inc., Estados
Unidos

Usa una placa de microdilucion
en seco que contiene antibidticos
liofilizados para la determinacion
de las concentraciones inhibitorias
mihimas para medicamentos anti-
tuberculosis

Componentes organicos volatiles

Para determinar la tuberculosis
activa vy la tuberculosis resistente
a medicamentos

En desarrollo, con estudios de
campo en andlisis

En desarrollo, con estudios de
factibilidad, pero ha recibido re-
gistro de conformidad Europea
(del inglés, European Conformity),
mandatorio para los productos
que van a ser vendidos en la
Union Europea

En desarrollo

Continda la financiacion por la
Fundacion Bill & Melinda Gates
(BMGF) para el mejoramiento

Meétodos evaluados por la Organizacion Mundial de la Salud pendientes de aprobacion por falta de evidencia

Tecnologias moleculares
. TB LAMP. Eiken Chemical Co. Ltd,, Japon
. Genotype MTBDRs!. Hain Lifescience GmbH, Alemania

Métodos que se encuentran en el mercado que no han sido evaluados por la Organizacion Mundial de la Salud

Tecnologias moleculares
. iCubate System. iCubate Inc., Estados Unidos
. TB drug resistance array. Capital Bio Corp., China
. EasyNAT TB. Ustar Biotechnologies Ltd., China
= Truelab/Truenat MTB. Molbio/Bigtec Diagnostics, India

Tecnologias no moleculares
- Alere Determine TB-LAM. Alere Inc., Estados Unidos

Teécnicas evaluadas por la por la Organizacion Mundial de la Salud, no recomendadas

. Serodiagnobsticos comerciales
" Ensayos de liberacion de interferon-gamma para la deteccion de tuberculosis activa

Tecnologias avaladas y recomendadas por la Organizacion Mundial de la Salud

Tecnologias moleculares
= Xpert MTB/RIF®. Cepheid Inc,, Estados Unidos
. INNO-LIPA®, Innogenetics N.V., Bélgica

Microscopia

= Ziehl-Neelsen y métodos de microscopia fluorescente

Tecnologia basadas en cultivos
. Sistemas comerciales de cultivos liquidos

. Métodos de ensayo de cultivo no comerciales y pruebas de susceptibilidad a farmacos

Financiamiento en la investigacion de nuevos
metodos de diagnostico para la tuberculosis

La Organizacion Mundial de la Salud, en su Ultimo informe sobre las tendencias de financia-
cion de la investigacion en tuberculosis (2005-2014), indico que la financiacion para el diag-

328

Volumen 21, Nimeros 7-8 2015. MebpIicINA & LABORATORIO




Diagnostico de tuberculosis: desde lo tradicional hasta el desarrollo actual -

nostico de la tuberculosis en 2014 fue de US$ 65.371.547 [77]. Sin embargo, el Plan Mundial
para Detener la Tuberculosis (The Global Plan to Stop TB), 201 1-2015, estim6 un valor de
presupuesto requerido para este tipo de investigaciones de US$3.700.000.000.000 anuales
[78], estableciendo una brecha econdmica que se refleja en la frecuencia e impacto de los
desarrollos en esta area. Actualmente, las entidades que financian la mayoria de las investi-
gaciones en el diagnostico de la tuberculosis son los Institutos Nacionales de la Salud (NIH)
de los Estados Unidos/Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades Infecciosas (NIAID),
la Fundacion Bill & Melinda Gates (BMGF), la empresa privada Otsuka Pharmaceutical y la
Comision Europea [77].

Conclusiones

La identificacion de los casos activos de tuberculosis es la clave para resolver el problema de
salud pUblica que representa hoy en dia esta enfermedad. Las técnicas tradicionales que se han
usado por décadas para la deteccion de la tuberculosis requieren ser actualizadas y mejoradas,
de manera que beneficien principalmente a la poblacion de regiones endémicas vulnerables.
Una de las principales dificultades para el control de la tuberculosis es la falta de un diagnostico
rapido, que se refleja con los altos indices de mortalidad ocasionados por esta enfermedad aln
con la existencia de tratamientos efectivos antituberculosos.

Un aporte importante a esta problematica proviene del desarrollo y aplicacion de la tecnologia
de los biosensores, la cual viene tomando fuerza en los Ultimos ahos, convirtiéndose en una
de las areas de investigacion emergentes mas prometedoras para la deteccion rapida de Myco-
bacterium tuberculosis. No obstante, esta tecnologia, como muchas otras mencionadas, debe
enfrentar numerosos desafios antes de ser constituida como un nuevo método de diagnostico
validado y recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud tales como la miniaturizacion,
la portabilidad y la disminucion de costos de los dispositivos, el aumento de la capacidad de
adaptacion v la flexibilidad para la deteccion multianalito (caso de la coinfeccion con el VIH), el
aumento de la sensibilidad y la especificidad, y la reduccion de reacciones cruzadas con matrices
biologicas, entre otros.

La obtencion de estas caracteristicas podrfa aumentar el rendimiento de estos biosensores con
la disminucion de costos en su desarrollo, lo que favoreceria su implementacion en regiones
endémicas vulnerables. En este sentido, es necesario el avance continuo de las areas del cono-
cimiento que envuelven el desarrollo de estos dispositivos para logar el disefo y validacion de
las pruebas, que marquen la diferencia definitiva en el diagnostico de la tuberculosis. Ademas,
se deben consolidar esfuerzos entre las entidades privadas y gubernamentales para financiar la
investigacion de centros y universidades con potencial de desarrollo de nuevos métodos de
diagnostico clinico de la tuberculosis.
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