ARTICULOS ESPECIALES

REV CUBANA MED TROP 2007;59(2):82-9

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS “DR. CARLOS G. MALBRAN”,

BUENOS AIRES

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL “PEDRO KOURI”

Consideraciones sobre la implementacion de nuevas
herramientas diagndsticas en las redes de laboratorios
de tuberculosis de Latinoameérica

Lic. Lucia Barrera! y Dr. Ernesto Montoro?

RESUMEN

Se analiz6 la factibilidad de utilizar métodos de diagnésticos rapidos que sean sustentables en Latinoamérica, los cuales brindan
resultados oportunos y Utiles para orientar el control clinico de pacientes con tuberculosis. La introduccién de estos métodos en
los laboratorios de los paises en vias de desarrollo requiere una politica racional que guie la incorporacién y aplicacion de esta
tecnologia. En los Gltimos afios, se han reportado sistemas automatizados para los cultivos y métodos moleculares para el
diagnéstico de tuberculosis que han aportado precision y rapidez. Sin embargo, su implementacién esta limitada porque dependen
de costosos recursos, equipos e infraestructura de laboratorio. Recién se han desarrollado diferentes técnicas que han demostrado
ser econdmicamente factibles de aplicar en laboratorios de escasos recursos. La deteccién de la enzima adenosina-desaminasa
(ADA) en liquido pleural tiene un bajo costo y permite realizar el diagnéstico de tuberculosis. Por su parte, la deteccién
microscopica de Mycobacterium tuberculosis mediante el método de agar en placa delgada tiene un costo moderado y constituye
un método alternativo. EI método de nitrato reductasa para la deteccién de resistencia a las drogas antituberculosas, acelera la
obtencién de resultados en los laboratorios que utilizan técnicas convencionales para el diagndstico de tuberculosis.
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En general, Latinoamérica tiene una situacion
intermedia entre la de regiones muy desarrolladas,
con alta disponibilidad de recursos y baja inciden-
cia de tuberculosis (TB), y la de aquellas que, con
severa escasez de recursos, deben afrontar alta
incidencia y carga de TB.

Es extensa la experiencia de la Region en la
utilizacion de los métodos bacteriolégicos conven-
cionales un poco méas complejos que la bacilos-
copia. Muchos paises han demostrado que pueden
afrontar el costo del cultivo convencional. La alta

disponibilidad de cultivo y las pruebas de sensibili-
dad, han posibilitado que el continente sea el de
mayor cobertura con estudios que han evaluado el
nivel de resistencia a drogas antituberculosas de
primera linea.

Existen en el continente escenarios donde es
altamente recomendable el progreso en la utiliza-
cion de los métodos de laboratorio. En varios pai-
ses con baja o mediana incidencia de casos, se
presenta el desafio de extender la confirmacion
del diagnostico de tuberculosis. En otros con alta

1 Licenciada en Biologia. Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas ANLIS “Dr Carlos G. Malbran”, Buenos Aires, Argentina.
2 Doctor en Ciencias Médicas. Especialista de Il Grado en Microbiologia. Investigador Titular. Instituto de Medicina Tropical “Pedro

Kouri”.



prevalencia o carga de TB multirresistente, la
agilizacion del diagnostico microbiol6gico seria muy
conveniente para posibilitar la certeray rapida iden-
tificacion de los casos que requieren esquemas
terapéuticos reformulados.

Varios laboratorios de la Region tienen mucha
potencialidad técnica y, como en todas partes del
mundo, enfrentan la demanda natural de resultados
oportunos y Utiles para orientar el manejo clinico
de pacientes que pueden estar afectados por TB
incipiente, severa o complicada. En algunos &mbi-
tos, es fuerte la promocion de productos de uso
diagndstico de la industria frente a una débil regu-
lacion para su aprobacion y controles de calidad
insuficientes o aln inexistentes. Son condiciones
favorables para que se consienta el uso en la clinica
de nuevos métodos, aun para aplicaciones que no
han sido aprobadas en paises industrializados.

En esta situacion, se han introducido métodos
de diagndstico rapido de TB, en general, por deci-
siones espontaneas tomadas en los niveles inter-
medios de los sistemas de salud o, en ocasiones,
inducidas por proyectos de investigacion subsidiados
con fondos de distinto origen. En algunos casos, la
incorporacion de métodos ha sido prudente, orga-
nizada, y ha producido buenos resultados. Pero en
otros no se ha asegurado calidad, permanencia o
utilizacién equitativa de tecnologia que es
sofisticada y cara en comparacion con la con-
vencional (o la utilizacion inmediata de resultados
producidos con premura en el laboratorio). En la
experiencia cotidiana se ofrecen ejemplos de que
el esfuerzo financiero y técnico no siempre ha
resultado en disminucion de los tiempos en los
cuales se toman decisiones clinicas o en la mayor
precision del diagndstico.

Los equipos que conducen los programas de
control de TB se han mostrado, en cierta medida,
refractarios para considerar la insercion de métodos
diferentes a la baciloscopia y para delinear y pro-
mover estrategias sobre el particular. Esta actitud,
muchas veces, los ha separado de los especialistas
avidos de adelantos que pueden tener mucha
influencia en el sistema de salud. Para fortalecer
el liderazgo de los programas y, a la vez promover
el mejor manejo de la TB en pacientes seropositivos
al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), o
que estan afectados por bacilos resistentes a
las drogas o tienen localizacion extrapulmonar de
la enfermedad, se presenta el desafio de que el
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nivel de referencia nacional de la red de laborato-
rios encabece, oriente, y encauce decididamente
el proceso de satisfaccion de la demanda del
diagnostico rapido, donde sea posible hacerlo con
eficacia. El andlisis de la evidencia producidaen la
Region puede contribuir a prevenir procesos
anarquicos, mejorar la utilizacion de herramientas
yaintroducidas y guiar la racional incorporacion y
aplicacion de nuevos métodos.

ANALISIS DE LA SITUACION,
IDENTIFICACION DE LAS NECESIDADES
Y RECURSOS DISPONIBLES

En primer lugar, es necesario considerar si es
oportuno innovar. Ninguno de los métodos rapidos
de diagndstico desarrollados hasta el momento ha
logrado reemplazar a los convencionales sino que
los complementan. Méas adn, la baciloscopia, el
cultivo y las pruebas de sensibilidad convenciona-
les contintian siendo los métodos de referencia con
los que se deben evaluar y validar los nuevos. De
manera que es premisa fundamental asegurar
coberturay calidad con los métodos bacterioldgicos
convencionales antes de introducir nuevas herra-
mientas en la red de laboratorios.

En cada escenario, la seleccion de métodos de-
beria estar guiada por la situacion epidemiolégicay la
identificacion de los grupos de pacientes prevalentes
0 numerosos para los que es técnicamente posible
agilizar o mejorar el diagnéstico de laboratorio.

Luego, la seleccion estd condicionada por los
recursos disponibles o posibles de obtener, en
forma regulary continua, para cubrir las prioridades
en las que es aconsejable aplicar una nueva herra-
mienta diagnostica. Como se ha mencionado, en
Latinoamérica ha sido posible mantener continui-
dad en la utilizacién de métodos bacterioldgicos
convencionales, pero ha sido dificil sostener mé-
todos que dependen de infraestructura especial,
equipos relativamente sofisticados, importacion
frecuente de reactivos y repuestos, y altos costos
recurrentes. La experiencia aconseja enfocar la
seleccion a métodos que utilizan equipos simples
y reactivos que pueden ser preparados en los
laboratorios. Se ha difundido el concepto de que
estos metodos no alcanzan la calidad de los elabo-
rados y estandarizados por la industria. Contradi-
ciendo este argumento, se ha demostrado que es
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posible alcanzar alta eficiencia con un método tan
artesanal como el de las proporciones, en labora-
torios que aplican procedimientos estandarizados.
Tanto es asi que se mantiene como método de re-
ferencia para determinar la resistencia a farmacos
antituberculosos y es todavia el méas utilizado en la
Red Supranacional de Laboratorios de la Organi-
zacion Mundial de la Salud.

Si se evalUa oportuna, conveniente y factible
la incorporacion de un nuevo método, la innova-
cion deberia ser inducida en laboratorios que
hayan demostrado competencia para ejecutar los
métodos bacteriol6gicos convencionales, aun los
mas complejos, y experiencia para interpretar
resultados. Pero ademas, deben ser accesibles al
sistema de salud, concentrar la investigacion de
los pacientes cuya asistencia se pretende mejorar,
y tener asegurada la comunicacion rapida con los
médicos de asistencia que tratan a esos pacientes.

Se hace necesario definir un algoritmo para la
aplicacion e interpretacion de resultados de cada
método que se incorpore. Un examen costoso no
deberia ser solicitado si su resultado no va a ser
tomado en cuenta para sostener o cambiar la con-
ducta médica. Asi, por ejemplo, si el cuadro clinico
lleva a la administracion de tratamiento, no tiene
sentido realizar una prueba cara de laboratorio Un
resultado negativo no habilitara a retirar el trata-
miento y uno positivo serd intrascendente frente a
la decision ya tomada.

Sobre la base de la evidencia producida por
los laboratorios de Latinoamérica en su rutina de
trabajo, publicada o evidenciada en terreno, se
considera a continuacion la contribucion potencial
y la factibilidad de utilizar algunos métodos selec-
cionados entre los que han demostrado que aportan
mayor precision para el diagnostico de TB, en for-
ma mas réapida que los métodos convencionales.

METODOS TECNICAMENTE
COMPLEJOS Y DE ALTO COSTO

Amplificacion de &cidos nucleicos

El desarrollo y perfeccionamiento de la reac-
cion en cadena de la polimerasa (polymerase
chain reaction [PCR]) ha ido seguida del disefio
de nuevos sistemas de amplificacion genética de
segunda generacion: strand displacement
amplification (SDA), reaccion en cadena de la ligasa

(ligase chain reaction [LCR]), Q-beta replicasa
(QRRA), amplificacion mediada por transcripcion
(transcription mediated by amplification [TMA]) y
PCR en tiempo real (RT-PCR).

Se ha demostrado ampliamente que, aplicando
procedimientos estrictos, laamplificacion de acidos
nucleicos (AAN) puede ser utilizada para diag-
nosticar casos de TB a partir de muestras respira-
torias (esputos, aspirados traqueales, lavados
bronquioalveolares) de pacientes sintométicos,
sin antecedentes de TB. Produce resultados tan
rapidos como una baciloscopia pero con mayor sen-
sibilidad, de manera que permite detectar casos
con baciloscopia negativa.

La probabilidad de detectar el bacilo por AAN
depende de la cantidad de bacilos presentes en la
muestra y no estd muy afectada por las condicio-
nes de su transporte. Es util para confirmar o
descartar muy rapido la presencia del bacilo de la
TB en muestras en las que se observan micros-
copicamente bacilos acido resistente que pueden
ser micobacterias ambientales. Esto puede su-
ceder, por ejemplo, en esputos de pacientes in-
fectados por VIH con inmunosupresion avanzada
gue pueden estar padeciendo una micobacteriosis.
La AAN puede resultar negativa en muestras con
baciloscopia negativa y cultivo positivo, y en
muestras de pacientes con diagndstico clinico de
tuberculosis. Por lo tanto, como sucede con todas
las técnicas de laboratorio disponibles, no puede
ser utilizada para descartar el diagndstico de TB.

Es mucho mas incierto el valor que tiene el
método para diagnosticar TB pulmonar a partir de
lavados géstricos. Segun la evidencia creciente, la
AAN alcanza a detectar un porcentaje menor de
casos con TB extrapulmonar que pulmonar. Los
organismos de regulacion de paises industrializados
aun no han aprobado la aplicacién de sistemas
diagnosticos que amplifican &cidos nucleicos para
investigar TB extrapulmonar.

El costo en equipamiento es moderado. La
precision del método es decididamente inacepta-
ble si no se cuenta con personal muy entrenado,
material descartable, equipamiento y estructuras
adecuadas de los laboratorios. Para minimizar el
riesgo de resultados falsos positivos, se requiere
preparar los reactivos y amplificar el ADN en 3
areas separadas, en lo posible independientes del
laboratorio donde se procesan muestras para la
investigacion bacterioldgica de TB, y respetar el



flujo unidireccional de trabajo. Ademas se debe
utilizar solo material descartable protegido contra
aerosoles. Aun con una técnica muy cuidadosa, el
riesgo de producir resultados falsos positivos se
incrementa cuando el laboratorio ha realizado nu-
merosas amplificaciones del segmento de ADN
que esté investigando y cuando manipula muchas
muestras que contienen bacilos. En las mejores
condiciones de trabajo, se ha evidenciado que 2 a
5 % de los resultados positivos pueden ser falsos
positivos. Por eso se ha recomendado confirmar
estos mediante el procesamiento en otro dia de
una nueva muestra del paciente.’

La AAN para detectar el bacilo de la TB puede
ser realizada con sistemas preparados en los labo-
ratorios que hacen diagndstico o elaborados por la
industria (Amplicor, MTD). Se comercializan tam-
bién sistemas que aplican la AAN para identificar
rapidamente, a partir de un cultivo positivo, las
mutaciones méas frecuentes del bacilo de la TB
que lo hacen resistente a rifampicina, y para iden-
tificar otras micobacterias de interés clinico ade-
mas de Mycobacterium tuberculosis (LIPA).

No parecen estar dadas las condiciones en la
Region para difundir la aplicacion de estos métodos
moleculares al diagnostico de TB, tal como fuera
puesto en evidencia por algunos estudios multicén-
tricos realizados.>* Muy excepcionalmente se en-
cuentran laboratorios de referencia de TB con
estructura adecuada para realizar PCR con cali-
dad. No se ha establecido el control externo de
calidad de los métodos moleculares. No es acon-
sejable confiar el diagnostico a laboratorios dedi-
cados de manera exclusiva a la biologia molecular
gue, aun con buenas condiciones para la AAN, no
tengan muy solida conexion con el laboratorio de
referencia para la bacteriologia de la TB. Es este
laboratorio de referencia el que debe guiar el algorit-
mo de trabajo y de interpretacion de los resultados y
la complementacion y validacion de resultados con
examenes bacteriol6gicos. Por ultimo, apenas se pue-
de afrontar con continuidad el costo recurrente que
impone la AAN con equipos de origen comercial.

Hibridacion con sondas para la identificacion
de micobacterias

Se comercializan equipos que permiten identi-
ficar a partir de un cultivo, segmentos especificos
de micobacterias de interés clinico, mediante la
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hibridacion con sondas (GenProbe) con mucha
precision, en un par de horas. Para obtener un re-
sultado confiable, debe existir en el cultivo una can-
tidad abundante de micobacterias. No siempre es
posible realizar la prueba a partir de frascos con
cultivos positivos recién detectados por un equipo
de lectura automatizada. Agiliza de manera signifi-
cativa la identificacion de algunas micobacterias
ambientales que pueden estar causando enferme-
dad, por ejemplo en pacientes inmunocomprome-
tidos por VIH, como las pertenecientes al complejo
M. avium intracellulare. No es econdmicamente
conveniente para la identificacion de bacilos de la
TB abundantes en un cultivo porque esto puede
ser hecho, en pocas horas, mediante pruebas
biogquimicas de bajo costo.

El procedimiento es sencillo, no tiene el riesgo
de contaminacion mencionado para la AAN.
Entre los inconvenientes que presenta se encuen-
tra la muy deficiente asistencia técnica con la que
se cuenta en Latinoamérica para calibrar o reparar
desperfectos del luminémetro, equipo necesario
para revelar la prueba. Existen problemas de
comercializacion de los reactivos como son la fal-
ta de stock e importacion de reactivos al borde del
vencimiento. Estos problemas son mas notorios
cuando la importacion es requerida por uno o0 unos
pocos laboratorios del pais y para un nimero muy
limitado de determinaciones. Son altos los costos
recurrentes cuando se le utiliza intensivamente.

Lectura automatizada de cultivos

En comparacion con el método convencional,
los sistemas que monitorean de forma automética
botellas o tubos en donde se cultivan muestras de
los pacientes, permiten disminuir a lamitad el tiempo
necesario para detectar el desarrollo del bacilo.
Estos medios de cultivo liquidos contienen algin
sensor que cambia de color o emite fluorescencia
cuando el bacilo consume O, o libera CO,. Elabo-
rados por la industria, son mucho mas caros que
los convencionales. Los sistemas mas ofrecidos
hoy dia en Latinoamérica son el BACTEC 960, el
MB/BacT Deteccion de Mycobacteria y el
MycoBact/Alert. El primero utiliza el medio de
cultivo MGIT (Tubo Indicador de Crecimiento de
Mycobacteria) que también puede ser monitoreado
de forma visual utilizando una lampara de luz
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ultravioleta. Por otro lado, el equipo BACTEC 460
que utiliza medios de cultivo con una fuente de
carbono marcada radiactivamente, aun cuando ha
demostrado ser de mucha utilidad, esta en proceso
de reemplazo por los inconvenientes que origina el
empleo y desecho del material radioactivo.

Una vez mostrado el desarrollo del bacilo, los
equipos BACTEC permiten detectar con precision
la resistencia a drogas antituberculosas, en la mayor
parte de los casos, en el transcurso de una semana.

En algunos laboratorios de Latinoamérica ha
sido posible instalar capacidad técnica para insertar
estos equipos. Pero, a la vez, se han presentado
desafios econémicos y operativos no siempre
resueltos. El incremento considerable del costo del
cultivo en relacion con el convencional, restriccio-
nes presupuestarias no previstas y la comercia-
lizacion ineficiente de insumos, han determinado la
discontinuidad del uso de estos sistemas en varias
instituciones. El problema de la comercializacion
se agrava en plazas que no son atractivas porque
solo tienen uno o unos pocos equipos funcionando.

METODOS MAS SENCILLOS
Y DE MENOR COSTO

Deteccion de adenosina-desaminasa (ADA)
en el derrame pleural

La deteccion de ADA en el liquido pleural
refleja la presencia, principalmente, de linfocitos T
activados que producen la enzima. Un alto por-
centaje de pacientes con TB pleural tiene niveles
detectables de esta enzima.

Un valor elevado de ADA en una muestra de
liquido pleural claro, con predominio de linfocitos,
puede contribuir al diagndstico de TB, si es posible
descartar por los signos e imagen radiol6gica al-
gunas otras enfermedades que también pueden
estimular la produccion de esta enzima como
linfoma, enfermedad reumatoide y neoplasmas.
Dado que la prueba no detecta ninglin componente
especifico ni del bacilo ni de la respuesta inmune
en TB, no puede ser utilizada sino como un com-
plemento de los resultados de otros examenes
clinicosy bacteriolégicos.>”’

Es posible detectar ADA en un par de horas
con una técnica sencillay econémica desarrollada
en 1965. Es necesario cuidar las condiciones de

toma, transporte y conservacion de la muestra. La
misma muestra utilizada para detectar la enzima
puede ser cultivada. El valor de corte entre resul-
tados positivos y negativos para ser aplicado al
diagnostico de TB puede variar entre 30 y 80 UI/mL
y depende del método empleado para valorar la
actividad enzimatica, y la prevalencia relativa
de TB entre otras enfermedades pleurales. De
manera que debe ser establecido con un estudio
previo donde la prueba vaya a ser utilizada.

Examen microscopico de cultivos en agar
en capa delgada

Los métodos de descontaminacion de las mues-
tras menos agresivos para el bacilo de la TB, la
mayor fuerza de centrifugacion y la comple-
mentacion de los medios sobre la base de huevos
con otros sintéticos como los desarrollados por
Middlebrook, permiten incrementar la confirma-
cion bacteriologica del diagnostico de TB por cul-
tivo. Esta estrategia ha sido muy utilizada en los
paises desarrollados de América durante varias
décadas. Recién fue demostrado en varios labora-
torios de Latinoamérica que el agregado de placas
que contenia una capa delgada de agar Middle-
brook 7H11 examinadas con microscopio de ma-
nera periddica (2 veces/semana, durante 1 mes),
permite reducir a la mitad el tiempo para detectar
los cultivos positivos en relacion con el que se de-
mora con medio Lowenstein Jensen.®1° Este mé-
todo queda, entonces, en posicién competitiva con
la lectura automatizada de cultivos, en lo que a
tiempo se refiere, con menor costo. Sin embargo,
el medio Middlebrook 7H11 es més caro que el
Lowenstein Jensen, especialmente por los suple-
mentos de antibioticos y el enriquecimiento que
requiere, por eso se propone utilizarlo en una capa
delgada. Ademas, es mas probable que se conta-
mine y el examen de placas es laborioso, sobre
todo, si se aplica para investigar un alto nimero de
muestras. Debe ser combinado con el Léwenstein
Jensen para incrementar la probabilidad de obte-
ner cultivos positivos. Aun asi, el agregado de la
placa con medio 7H11, para sembrar en forma
selectiva muestras de pacientes criticos, es una
opcién que merece ser considerada en los labora-
torios de los paises en desarrollo, sin recursos sufi-
cientes para incorporar equipos de lectura
automatizada. En la tabla 1 se muestran los resul-
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TABLA 1. Resultados obtenidos en Latinoamérica mediante el método de cultivos de agar en capa delgada

Tiempo requerido para
detectar colonias

Muestras Muestras con Sensibilidad % (*) dias media + DE
Autor, afio investigadas  cultivo positivo  Middlebrook ~ LOwenstein  Middlebrook  Ldwenstein
n n TH11 Jensen 7H11 Jensen
Mejia G et al, 1999 761 84 @ 86,9 95,2 10,1+ 8 20 £5,7
Robledo J et al, 2004 1 809 170 ® 74,1 91,2 11 4,9 26,5+ 8,6
Robledo J et al, 2006 1118 190 © 92,6 84,7 9,3 - 15 26,9 - 39@

*: se toma como 100 % al total de cultivos positivos obtenidos con el medio Middlebrook 7H11 y el Lowenstein Jensen
combinados; @: todos identificados como Mycobacterium tuberculosis; ®: 86,4 % Mycobacterium tuberculosis, 13,6 %
micobacterias ambientales; ©: 98,4 % Mycobacterium tuberculosis, 1,1 % micobacterias ambientales y 0,5 % M. boris;

@: IC 95 %.

tados obtenidos con la utilizacién del método de
agar en capa delgada en Colombiay en un estudio
multicéntrico realizado en Latinoamérica.

Indicadores de la viabilidad del bacilo para
evaluar in vitro la actividad de isoniacida
y rifampicina

En los dltimos afios se han disefiado técnicas
relativamente rapidas, sencillas y de bajo costo que
detectan la viabilidad del bacilo de la TB en un
medio de cultivo que contiene antibidticos, sin ne-
cesidad de equipos especiales. Evaluados con el
método de referencia, han demostrado que produ-
cen resultados muy precisos para evaluar in vitro
la actividad de isoniacida y rifampicina, partiendo
de un cultivo positivo. Como son mas inciertos y
menos reproducibles los resultados que se obtie-
nen con etambutol y estreptomicina, con cualquier
método que se considere, no es aconsejable abor-
dar innovaciones hasta que no se produzca evi-
dencia que identifique el método més preciso para
evaluar la actividad de estos 2 antibidticos.

Indicadores cromogenos: resazurina 0 MTT
(bromuro de difeniltetrazolio)

El método permite determinar en 10 d la con-
centracion inhibitoria minima de cada antibidtico fren-
te al aislamiento del bacilo obtenido a partir de una
muestra del paciente. Se incorpora al medio de culti-
vo un indicador que es reducido por el bacilo si se ha
mantenido vivo y cambia de color. Asi, el desarrollo
de bacilos resistentes, frente a cada concentracion
de antibidtico, es detectado por el cambio de color
evidente a simple vista. Los indicadores més accesi-
bles son resazurinay MTT.*14 Este método utiliza

medios de cultivo liquidos (Middlebrook 7H9), més
caros que el Léwenstein Jensen y cuya manipula-
cion eleva el riesgo bioldgico por produccion de
aerosoles. Se realizan diluciones en microplacas,
con lo que también se incrementa el riesgo de erro-
res de laboratorio por transferencia de bacilos en-
tre distintos pocillos.

Fagos

Se ha demostrado que el empleo de fagos es
muy Util para evaluar la actividad de rifampicina
en la rutina de trabajo de un laboratorio de refe-
rencia.’>!® Puede ser realizado con un equipo pro-
ducido por la industria 0 de manera simple con
reactivos preparados en el laboratorio con muy bajo
costo. Los bacilos aislados a partir de la muestra
del paciente son expuestos a la accion de los
antibidticos y luego a la de un virus bacteriéfago.
Solo los bacilos viables, resistentes a las drogas,
permiten la infeccién por el virus y su replicacion.
La replicacion del virus es detectada visualmente,
en un segundo paso, cuando produce lisis sobre
una superficie de crecimiento de micobacterias.
El método produce resultados en 48 h'y agiliza de
manera sensible la identificacion de pacientes con
alto riesgo de falla de tratamiento con el esquema
de primera linea.

Estos son métodos que usan indicadores
cromdgenos y fagos, son muy diferentes del méto-
do estandar de las proporciones utilizado por los
laboratorios de Latinoamérica. Para implemen-
tarlos se requiere entrenamiento especial.

Actividad de la nitrato reductasa

La nitrato reductasa es una enzima que esta
presente en muchos microorganismos, entre los que



88

se encuentran el Mycobacterium tuberculosis.
Su actividad es investigada de rutina como prueba
de identificacion de especies de micobacterias.
Estudios recientes, realizados en Latino-
américa®>#17-20 confirmaron experiencias de otras
partes del mundo,?2* las cuales han demostrado
que puede ser utilizada para detectar la viabilidad
del bacilo de la TB expuesto a los farmacos
antituberculosos y determinar, asi, si es sensible o
resistente a esas drogas.

Reiteradamente el método ha evidenciado muy
alta precision, igual a la del método de referencia,
para investigar la actividad de isoniacida y
rifampicina. Produce resultados en el término de
10 d a partir de un cultivo positivo, y en 14 d a
partir de una muestra de esputo con baciloscopia
positiva, en la mayor parte de los casos investiga-
dos. Se ubica, por lo tanto, en posicion competitiva
en relacion con la lectura automatizada de cultivos
con algunas ventajas que facilitan su incorpora-
cion en los laboratorios de Latinoamérica. Requie-
re reactivos y equipos habitualmente disponibles
en los laboratorios de referencia de TB, emplea
casi el mismo método que se utiliza para la prueba
de sensibilidad por el método de las proporciones y
utiliza medio sélido de Lowenstein Jensen que,

ademas de ser econémico, no origina mayor ries-
go de produccion de aerosoles como los medios
liquidos. Es, por lo tanto, una muy buena alternati-
va para acelerar la deteccion de multi-rresistencia
en laboratorios con experiencia en la ejecucion del
método de las proporciones en Léwenstein Jensen.
En la tabla 2 se muestran las evaluaciones realiza-
das en Latinoamérica de la prueba de nitrato
reductasa para investigar la sensibilidad de
Mycobacterium tuberculosis a drogas antitu-
berculosas.

CONCLUSION

Es necesario definir politicas que encaucen la
aplicacion de los recursos sofisticados existentes,
guien la inversion en nuevas herramientas
diagnosticas y prevengan procesos anarquicos, no
atiles o insostenibles en el tiempo en los servicios
de laboratorio que son esenciales para el control
de la tuberculosis. El anélisis de la situacion
epidemioldgicay de los recursos disponibles per-
mite definir la oportunidad de introducir innovacio-
nes y acotar las opciones dentro de un menu de
pruebas que han demostrado ser precisas y cierta-
mente Utiles para acelerar el diagnostico.

TABLA 2. Evaluaciones realizadas en Latinoamérica de la prueba de nitrato reductasa para investigar la sensibilidad de Mycobacterium

tuberculosis a drogas antituberculosas

Autor, afio  Aislamientos Precision del método de la nitrato reductasa

0 muestras de en comparacion con el de las proporciones

esputo investigadas

Total  Resistentes a Rifampicina Isoniacida

R H Sensibilidad  Especificidad Concordancia  Sensibilidad Especificidad Concordancia
(%) (%) total de los (%) (%) total de los
resultados (%) resultados (%)

Lemus D
et al., 2004 20 10 NE 100 100 100 NE NE NE
Montoro E
et al.,, 2005 100 37 45 100 100 100 95,5 100 98,0
Lemus D
et al.,, 2006 320 49 60 93,8 100 99,0 91,6 100 98,4
Martin A
et al., 2005
Estudio
multicéntrico
en 5
laboratorios 30 15 12 86,6-100 100 98,0 91,7-100 94,4-100 96,6
Musa H
et al., 2005 121 11 13 100 100 100 92,3 100 99,1
Solis LA
et al.,, 2005 192 108 114 93,5 100 96,4 99,1 100 99,5

R: rifampicina, H: isoniacida, NE: no evaluado.



New diagnosis tools for tuberculosis laboratory
network in Latin America

SUMMARY

Feasibility of rapid and sustainable diagnostic methods that
provide useful and timely results to guide the clinical control of
tuberculosis patients was analyzed. However, policies guiding
the insertion of new diagnostics in the laboratory services that
support the tuberculosis control are lacking in developing
countries. The introduction of these methods in developing
countries laboratories requires rational policies guiding the
application of these technologies. In the last few years, some
automated systems for culture and molecular testing in laboratory
services for tuberculosis diagnosis, which offered accuracy and
speed, have been reported. However, their implementation is
restricted because of costly resources, logistics and infrastructure.
Recently, various economically feasible tests have demonstrated
to be applicable in poor-resource labs. The detection of adenosine
desaminase (ADA) in pleural fluid is a valuable low-cost approach
to the diagnosis of tuberculosis. On the other hand, the
microscopic detection of Mycobacterium tuberculosis using thin
layer agar is a moderate cost alternative method. Drug
susceptibility testing to antituberculous drugs can be expedited
by the nitrate reduction assay in tuberculosis laboratories using
routine procedures for tuberculosis diagnosis.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, diagnosis, resistance,
Latin America.
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