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Resumen

La tuberculosis continua como una de las enfermedades transmisibles con
més morbilidad y mortalidad. La meta propuesta por las Naciones Unidas en
sus Objetivos de Desarrollo Sostenible de terminar la pandemia de varias
de las enfermedades infecciosas, incluyendo la tuberculosis, para el 2030,
probablemente no se cumpla. En la cadena de atencion de un paciente con
tuberculosis, el diagndstico es el eslabdn méas débil, puesto que no se diag-
nostican todos los pacientes que se deben diagnosticar para poder recibir
un tratamiento. Ha sido por lo tanto una necesidad el disefio, desarrollo y
evaluacion de nuevos métodos diagndsticos con el fin de mejorar el diag-
néstico y disminuir la brecha que existe en la atencion del paciente con
tuberculosis. Desde el inicio de los métodos diagnosticos para tuberculo-
sis con la publicacion de Koch, este diagndstico ha evolucionado desde la
microscopia, pasando por diversos tipos de cultivos, hasta los métodos de
biologia molecular que marcaron un hito en el diagnoéstico la enfermedad.
Mas reciente la aplicacion de la secuenciacion gendmica de nueva gene-
racion ha permitido mejorar no solo el diagndstico sino la deteccion de la
resistencia a medicamentos. En esta revision se presenta la evolucion del
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diagnéstico de la tuberculosis desde la trayectoria
de investigacion y publicaciones de la Unidad de
Bacteriologia y Micobacterias de la CIB, un grupo
de investigacion que ha tenido como uno de sus
objetivos de investigacion contribuir a mejorar el
diagnéstico de la enfermedad.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, diag-
néstico de tuberculosis, evolucion del diagnéstico.

Tuberculosis remains one of the most transmissi-
ble diseases with significant morbidity and morta-
lity. The United Nations’ Sustainable Development
Goals aim to end the pandemic of several infec-
tious diseases, including tuberculosis, by 2030, but
this target is unlikely to be met. In the care chain
of a tuberculosis patient, diagnosis is the weakest
link, as not all patients who need to be diagnosed
receive a diagnosis and, consequently, treatment.
Therefore, it has been essential to design, develop,
and evaluate new diagnostic methods to improve
diagnosis and reduce the gap in tuberculosis patient
care. Since the inception of tuberculosis diagnos-
tic methods with Koch’s publication, these methods
have evolved from microscopy through various
types of cultures to molecular biology methods,
which marked a milestone in disease diagnosis.
More recently, the application of next-generation
genomic sequencing has improved not only diag-
nosis but also the detection of drug resistance. This
review presents the evolution of tuberculosis diag-
nosis through the research and publications of the
Bacteriology and Mycobacteria Unit of the CIB, a
research group that has aimed to contribute to the
improvement of disease diagnosis.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, tuberculo-
sis diagnosis, evolution of diagnosis.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
en 2022 se estimaron 10.6 millones de casos
nuevos, lo que supone 133 casos por cada 100.000
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habitantes. Esta incidencia represento un incre-
mento 1.9% mayor a lareportada en el 2020y 2021.
El nimero de muertes, 1.13 millones en pacien-
tes sin VIH y 167.000 en pacientes co-infectados
VIH-TB, estuvo cerca de las cifras reportadas para
el 2019 (1). Las cifras de incidencia y mortalidad
estan muy por debajo de las metas planteadas por
la OMS en su estrategia Fin de la Tuberculosis, las
cuales establecieron una reduccién en el nimero de
casos del 50% y 75% en las muertes en el periodo
2015-2025 (2).

El retroceso en el control de la enfermedad obser-
vado para el 2022, en parte es explicado por la pan-
demia de Covid-19, en donde se afectaron todos
los servicios de salud disminuyendo en el caso de
tuberculosis, la busqueda, diagndstico y tratamiento
de muchos casos (1). De hecho, en el 2021 de un
estimado de 10.6 millones de casos de tuberculo-
sis solamente se reportaron como diagnosticados
6.4 millones (3).

Colombia para el 2022 y en el contexto de las
Ameéricas se ubica como un pais de incidencia
media con un estimado de casos de 25000 y una
incidencia de 47 por 100.000 habitantes, de estos
fueron notificados el 78.7% de los casos. Desde
2019, los datos del pais evidencian una brecha cre-
ciente en el diagnadstico (diferencia entre los datos
estimados y los notificados), o que significa que
entre un 15% y 20 % de los casos no se diagnos-
tican y tratan (Fuente: Registro de TB sensible y
resistente, SIVIGILA, 2023).

Es evidente que no se diagnostican todos los casos
de tuberculosis y mientras esta situacion subsista
estaremos lejos de cumplir la eliminacion de la tuber-
culosis para el afio 2030 como lo establece en uno
de sus apartes la declaracion de las Naciones Unidas
para los Objetivos de Desarrollo Sostenible (4).

El diagndstico es un eslabon crucial en la cascada
de atencién del paciente con tuberculosis y es
el eslabon mas débil en las acciones necesarias
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para controlar la tuberculosis, de acuerdo con esto
y expresado en una publicacion reciente “Si no
podemos identificar pacientes con tuberculosis, no
podemos tratarlos y si no los tratamos no podremos
controlar la tuberculosis” (5).

Mejorar el diagnostico desde el punto de vista de
desempefio de los métodos, pero también de su
rapidez para generar un resultado y su accesibilidad,
ha sido un proposito impulsado por la Organizacién
Mundial de la Salud desde hace varias décadas.

El diagnostico microbioldgico basado en la identi-
ficacion de bacilos acido-alcohol resistentes en el
esputo del paciente, fue un elemento crucial de la
estrategia DOTS (directly observed short course
therapy) recomendada por la OMS, la cual incluye
la deteccidn pasiva de casos mediante la micros-
copiay la terapia de corta duracién con una obser-
vacion directa de su administracion acompafadas
de la medicion de los desenlaces del tratamiento
y la garantia de suministro de medicamentos (6).
La implementacion de esta estrategia significo el
rapido control de la tuberculosis en la mayoria de
los paises desarrollados en la segunda década del
siglo XX (7). Estrategias posteriores como “Stop
TB”y “End of TB” han contribuido a disminuir progre-
sivamente la incidencia de la enfermedad, aunque
probablemente sin lograr las metas establecidas por
esta Ultima para el 2030, de eliminar la enferme-
dad, menos de 1 caso por millon de habitantes (8).

La deteccion de casos mediante el diagnoés-
tico microbioldgico es esencial para identificar el
paciente e iniciar un tratamiento, como para definir
gué tipo de tratamiento recibe. Esto ultimo es impor-
tante en pacientes con tuberculosis resistente a
algun medicamento, como en las formas de tuber-
culosis multirresistente (MDR-TB) y extensamente
resistente (XDR-TB).

La microscopia el origen del diagnéstico microbio-
|6gico de la tuberculosis
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Robert Koch identificé en 1882 el bacilo causante
de la tuberculosis, ademéas mejor6 el método de
tefiirlo para hacerlo evidente por microscopia y
disefi6 un medio de cultivo para aislarlo en el labo-
ratorio (9).

El poder identificar los bacilos acido alcohol-re-
sistentes en las secreciones respiratorias de los
pacientes tiene aproximadamente 142 afos de
haber sido desarrollado y todavia sigue vigente
como método diagndstico inicial simple, rapido
en proporcionar resultados y de bajo costo. Sin
embargo, tiene su mejor utilidad para identificar
pacientes con tuberculosis pulmonar bacilifera, los
cuales son los casos mas infecciosos pues su limite
de deteccidén es 5000 a 10000 bacilos por mL de
esputo; su sensibilidad en pacientes con formas
paucibacilares como nifios, pacientes que convi-
ven con VIH y pacientes con enfermedad extrapul-
monar es reducida (10) y su especificidad se dis-
minuye de acuerdo a la prevalencia de enfermedad
por micobacterias no tuberculosas; su bajo costo
gue permite su Uuso en sitios con pPocos recursos,
se asocia a desventajas como la reducida sensibi-
lidad en los casos mencionados, ademas necesita
un sistema de control de calidad que garantice su
buen desempefio y es dependiente de la experti-
cia del microscopista y de la buena calidad de las
muestras (11).

Poco ha evolucionado la microscopia desde la
época de Koch, con excepcién de mejoras en el
microscopio y las técnicas de tincién. Una mejora
relativamente reciente y que se convirtié en estan-
dar actual, es la coloracion de los extendidos con
auramina-rodamina, dos colorantes fluorescentes
que tifien los bacilos y los vuelve mas evidentes con
lo gue se observan con menor magnificacion y por
lo tanto se examina el extendido en menor tiempo,
ademas mejora la sensibilidad de la microscopia
hasta en un 10% y permite reducir costos de man-
tenimiento con el uso de lamparas tipo LED, menos
costosas que las de vapor de mercurio tradicional-
mente usadas (12).

Aunque la microscopia ha sido y es la base del
diagndstico en muchos lugares debido a su bajo
costo, en su mas reciente publicacion de su manual
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operacional en tuberculosis, la OMS recomienda
a los programas nacionales de control de la tuber-
culosis hacer la transicion de reemplazo del uso de
la microscopia por otras metodologias basadas en
métodos moleculares que tienen un mejor desem-
pefio y precision (13).

A hoy el cultivo es el método estandar para la con-
firmacion bacterioldgica de tuberculosis utilizando
medios liquidos (13). El medio de cultivo inicial desa-
rrollado por Robert Koch fue esencial en la demos-
tracion del bacilo tuberculoso como el agente etiol6-
gico de enfermedad. Poco después de las demos-
traciones de Koch, Dorset desarrollé6 un medio de
cultivo cuya base era el huevo (14) y posteriormente
Lowenstein desarrollo un medio a base de huevo
con verde de malaquita como inhibidor de contami-
nantes, con la ventaja de ser de facil fabricacion y
poco costoso (15). En 1947 Dubos y Middlebrook
(16), publicaron dos medios de cultivo denominados
7H10y 7H11 y disefiados con base en agar suple-
mentado con OADC (a. oleico, albumina, dextrosa
y catalasa), la posterior adicion de una mezcla de
antibiéticos que inhibian el crecimiento de microor-
ganismos contaminantes facilitd su uso (17). Estos
medios de cultivo ademas de ser definidos en sus
componentes tienen la ventaja sobre el Lowestein-
Jensen (LJ), que permiten detectar el crecimiento
mas temprano y observar mejor la morfologia de
las colonias; sin embargo, tienen como desventaja
el que tienen componentes como la albumina que
los hacen mas costosos y necesitan incubacion en
atmosfera de CO2 (18).

El agar de capa delgada (ACD): En el laboratorio
de bacteriologia y micobacterias de la Corporacion
para Investigaciones Biologicas se comenzaron a
evaluar medios de cultivo para Mycobacterium.
tuberculosis (M. tuberculosis) con el objetivo de
disminuir el tiempo de reporte de resultados, una
de las principales desventajas del medio de cultivo
como método diagndstico. En un primer estudio
se utilizaron 761 muestras clinicas de pacientes
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con sospecha de tuberculosis y se cultivaron en
paralelo en LJy 7H11 con el fin de determinar si la
observacion microscopica en un medio translucido
como es el 7H11 servido en una caja de Petri con
una delgada capa de agar (agar de capa delgada
-ACD-) permitia reportar crecimiento de M. tuber-
culosis mas rapido al observar el crecimiento de
microcolonias por medio de un microscopio. En el
ACD se detect6 crecimiento del 60% de las mues-
tras positivas en los primeros 10 dias con ninguna
deteccion en el LJ, a las dos semanas, el 80% de
las muestras positivas se detecté en ACD y el 10%
en LJ. Estos hallazgos demostraron que la obser-
vacion microscopica de microcolonias caracteristi-
cas de M. tuberculosis en ACD, permiten reportar
resultados mas rapidos en muestras clinicas culti-
vadas (19) (figura 1).

Figura 1: microcolonias de M. tuberculosis cre-
cimiento a los 8 dias de incubacion en agar de
capa delgada y observado a través de microsco-
pio con objetivo de 10X. ACD: agar control de cre-
cimiento; ACD+PNB: agar mas acido paranitroben-
zoico; ACD+INH: agar mas concentracion critica
de isoniazida; ACD+RIF: agar mas concentracion
critica de rifampicina (microfotografia del Grupo de
Bacteriologia y Micobacterias CIB-UPB)

Posteriormente se publico la evaluacion de 1801
muestras clinicas sembradas en ambos medios
de cultivo, confirmando los hallazgos iniciales de
un resultado mas rapido obtenido por ACD, con
un promedio de 11 dias comparado con el LJ que
fue de 26.5 dias (20). Con base en estos hallazgos
se desarroll6 un proyecto multicéntrico con labo-
ratorios de diagnostico de tuberculosis de varios
paises de Latinoamérica que hacian parte de la
Red Latinoamericana de Tuberculosis, RELACTB.
Los resultados obtenidos fueron similares con res-
pecto a la rapidez en obtener positividad en ACD,
11.5 dias para el cultivo de ACD y 30.5 dias para
el LJ (Robledo et al, 2006).

Estas publicaciones demostraron la utilidad del
cultivo en ACD para el reporte de resultados més
temprano, ademas de la facilidad para observar
microcolonias caracteristicas de M. tuberculosis
gue permiten diferenciarlas de microcolonias de
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especies de micobacterias no tuberculosas; sin
embargo, también demostraron algunas de sus
limitaciones, como una menor sensibilidad frente
al estandar LJ, una mayor frecuencia de contami-
nacion y el requerir mas tiempo del profesional para
observar el medio de cultivo a través del microsco-
pio. De acuerdo con esto, se recomendo utilizar la
siembra de las muestras clinicas en ambos medios
de cultivo para aprovechar la rapidez en obtener
resultados de ACD con una mayor sensibilidad del
estandar LJ y mejorar la sensibilidad de deteccion
de cultivos positivos al utilizar concomitantemente
los dos medios de cultivo (Mejia et al., 1999; Mejia
et al., 2004; Robledo et al., 2006).

El obtener un diagnostico mas rapido por cultivos
era posible utilizando el agar de capa delgada, pero
de acuerdo con el aumento de resistencia a medica-
mentos antituberculosos comenzo a ser una necesi-
dad obtener también resultados oportunos de sensi-
bilidad a los medicamentos de primera linea, rifam-
picina (RF) e isoniacida (IN), para establecer un
tratamiento adecuado y rapido. Con este prop6-
sito se desarrollé y se evalio un medio de cultivo
basado en la experiencia previa con ACD que al
mismo tiempo permitiera definir la sensibilidad a
RF/IN. El medio desarrollado utiliza una caja de
Petri dividida en cuadrantes, en un cuadrante esta
el medio de ACD (Middlebrook 7H11), otro cua-
drante con el mismo medio y un inhibidor especi-
fico de especies del complejo Mycobacterium tuber-
culosis (acido paranitrobenzoico), el tercer y cuarto
cuadrante con una concentracion critica de IN y
de RF respectivamente. Al sembrar la muestra del
paciente después de descontaminarla, si el cultivo
es positivo, define si es M. tuberculosis o si es una
especie de micobacteria no tuberculosa de acuerdo
al no crecimiento o crecimiento en el cuadrante con
el inhibidor e igualmente el crecimiento o no creci-
miento en los cuadrantes con RF e IN determinan la
sensibilidad o resistencia a estos antibiéticos (23).
Los resultados fueron comparables con métodos
estandar de susceptibilidad a medicamentos anti-
tuberculosos y se obtuvieron entre 11 y 11,5 dias
después de cultivadas las muestras clinicas, lo cual
representa un resultado 10 dias mas rapido que los
métodos estandar de referencia (23). En conclu-
sion, el ACD con determinacion de susceptibilidad
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a medicamentos de primera linea representd un
avance importante en la disminucion de tiempo para
reportar resultados y generar un tratamiento tem-
prano y efectivo para la tuberculosis.

Ademas de generar un diagnostico mas opor-
tuno, el diagnostico de tuberculosis necesita ser
costo-efectivo para considerar su implementacion
en un sistema de salud. El ACD con pruebas de
susceptibilidad a RF e IN, demostré ser mas cos-
to-efectivo que los métodos estandar de pruebas
de susceptibilidad basados en cultivo LJ combinado
con alta sensibilidad y especificidad para detectar la
resistencia a estos dos antibioticos que son la base
del tratamiento para tuberculosis (24).

Los medios de cultivo liquidos, el estandar en el
cultivo y diagnostico de tuberculosis: El medio de
cultivo liquido es recomendado por la OMS como
el estandar para el diagndstico de tuberculosis y
las pruebas de susceptibilidad a antibidticos (13).
En 1997 aparecieron las primeras publicaciones
evaluando el desempeiio de un sistema comer-
cial en medio liquido, el tubo indicador de creci-
miento, denominado MGIT sigla de “mycobacte-
rial growth indicator tube” (Becton Dickinson B-D
Bactec MGIT). Este sistema de cultivo utiliza un
indicador fluorescente cuando ocurre crecimiento
de micobacterias combinado con un sistema auto-
matizado de deteccion (25,26). En 2007 la OMS
recomendo el uso del sistema MGIT como método
de cultivo diagnostico para tuberculosis por su
deteccion rapida de crecimiento, buena sensibilidad
y especificidad, facilidad para realizar pruebas de
susceptibilidad a medicamentos y facil implemen-
tacion en paises de ingresos medios y bajos (27).

En el 2001 se realiz6 la primera evaluacion del sistema
MGIT en la Unidad de Bacteriologia y Micobacterias
de la Corporacion para Investigaciones Bioldgicas.
En ese estudio se evalué el sistema MGIT compa-
rado con ACD y el medio de Ogawa-Kudoh como
método de referencia. El sistema MGIT mostré
resultados comparables con ACD y Ogawa-Kudoh
desde el punto de vista de especificidad, pero con
una mayor sensibilidad en muestras paucibacila-
res y comparable en oportunidad de resultados al
ACD (28).
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De acuerdo con estas experiencias y publicacio-
nes, se configurd en el laboratorio diagndstico de
micobacterias de la CIB, una estrategia que per-
mitia generar diagndsticos rapidos utilizando los
métodos de microscopia y cultivo desarrollados y
evaluados asi: la muestra inicial del paciente si es
de origen respiratorio se descontaminay luego se
le realiza la microscopia utilizando la coloracién
de auramina-rodamina y se inocula en el medio
liquido MGIT y si es una muestra de sitios nor-
malmente estériles se inocula directamente en el
medio liquido. Posteriormente, si los cultivos son
positivos en el medio liquido se inoculan en ACD
con RIF/INH, garantizando asi un promedio de
tiempo de 11 dias para informar cultivos positivos
y en dos semanas para susceptibilidad a RIF/INH.
Los resultados obtenidos representaron un acer-
camiento significativo al diagndostico oportuno de
la enfermedad y la susceptibilidad a medicamen-
tos claves en el tratamiento.

En 1986 la publicacion de Kary Mullis y colegas
demostré que el ADN era posible amplificarlo
in vitro con métodos enzimaticos, lo que ahora
se conoce como la reaccion de amplificacion en
cadena por polimerasa o PCR (29). Poco después
comenzaron a aparecer publicaciones de la apli-
cacién de este método en mdltiples areas de la
biologia incluyendo aplicaciones al diagndstico
de las enfermedades infecciosas. A principios de
la década del 90, se publicaron los primeros estu-
dios relacionadas con PCR y su aplicacion en el
diagndstico de tuberculosis (30-32). En 1991 Del
Portillo y colaboradores en Colombia reportaron
un método de PCR que identificaba pocas canti-
dades de ADN de M. tuberculosis con iniciadores
basados en la secuencia mtp40, con resultados
en corto tiempo y utilizando varios tipos de mues-
tras clinicas (33).

La primera experiencia de la Unidad de
Bacteriologia y Micobacterias de la CIB con téc-
nicas de PCR para el diagnostico de tuberculosis
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se publicé en 1995. El método de PCR se realizo
con iniciadores de la secuencia mtp40 de acuerdo
con Del Portillo et al. El estudio utilizO muestras
clinicas para determinar la sensibilidad y especi-
ficidad de la PCR comparado con el cultivo con-
vencional en LJ. La PCR demostré desempefio
similar al diagnéstico convencional, pero con resul-
tados mas rapidos (34). Posteriormente el grupo
participd en un estudio multicéntrico que incluyo
6 laboratorios en Latinoamérica para evaluar la
reproducibilidad de la PCR para detectar e iden-
tificar M. tuberculosis en muestras normalizadas
con una cantidad predeterminada del microorga-
nismo. Los resultados mostraron amplias diferen-
cias en sensibilidad y especificidad, concluyendo
gue los métodos de PCR “in house” necesitaban
mas estandarizacion para poder utilizarlos como
un método de diagndstico Unico para tuberculo-
sis (35).

Las pruebas moleculares para el diagnéstico de
tuberculosis a pesar de sus ventajas todavia nece-
sitaron facilitar su implementacién en el laboratorio
diagnostico al mejorar aspectos como la estandari-
zacion de reactivos y procesamiento de muestras,
disminuir la contaminacion cruzada y la facilidad de
uso en diagnéstico de rutina.

En 2010 comenzaron a ser publicadas las prime-
ras evaluaciones de una prueba molecular comer-
cial que garantizaba la estandarizacién del proce-
dimiento, al utilizar un cartucho cerrado en el cual
ocurre toda la reaccion de amplificacion después de
colocado en un equipo (Cepheid, Sunnyvale, CA).
Este método denominado Gene Xpert® cambié el
paradigma del diagndstico de tuberculosis pues
permite detectar ADN del complejo M. tuberculosis
con una capacidad de detectar hasta 131 bacilos
por mL y la resistencia a rifampicina identificando
las mutaciones mas comunes asociadas a esta,
en un tiempo de dos horas (36,37). El uso de
esta tecnologia demostré la utilidad de usar las
pruebas moleculares mejorando el desempeiio y
la rapidez en generar resultados comparada con
los métodos tradicionales y resolviendo los pro-
blemas de los métodos “in house” anteriormente
usados. En consecuencia, en 2011 la OMS publico
una politica para el uso de esta tecnologia para el
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diagnadstico de tuberculosis, basada en la evalua-
cion de 6673 pacientes incluidos prospectivamente
y recomendando el uso de Xpert MTB/RIif como
diagnostico inicial para tuberculosis en pacien-
tes con sospecha de tuberculosis multirresistente
(MDR-TB resistente a rifampicina e isoniazida) y
con coinfeccién

con VIH, y su uso como método diagndéstico después
de una baciloscopia negativa en pacientes con sos-
pecha de la enfermedad (38).

En 2013 el laboratorio diagndstico de la Unidad
de Bacteriologia y Micobacterias de la CIB incor-
poro el sistema GeneXpert MTB/RIf en su estrate-
gia para mejorar el proceso diagndstico en rapidez
para reportar resultados al incorporar la prueba
molecular, adicionando el cultivo en medio liquido
para aumentar la sensibilidad, el ACD para definir
la sensibilidad a isoniazida ademas de la rifampi-
cina y teniendo el cultivo positivo, poder realizar
pruebas de susceptibilidad a medicamentos anti-
tuberculosos adicionales como los de segunda
linea.

La experiencia de incluir el GeneXpert MTB/RIF
en el diagndstico se publicé en 2022 con el ana-
lisis de 1574 muestras clinicas y comparando su
desempefio y su costo efectividad con los culti-
vos (39). Los resultados mostraron sensibilidad,
especificidad y concordancia del Xpert similares
al cultivo como comparador. Sin embargo, al cal-
cular la razén de costo-efectividad incremental
(RICE), esta tecnologia demostré ser mas efec-
tiva y menos costosa que el cultivo (RICE Xpert
$1.017.94; RICE cultivo $1.039.383). No obs-
tante, adicionar el cultivo mejora la sensibilidad
del proceso, permite detectar e identificar micobac-
terias no tuberculosas y realizar pruebas de sus-
ceptibilidad a medicamentos antituberculosos adi-
cionales incluyendo la isoniazida (40). Actualmente
esta version de GeneXpert MTB/RIF se ha reem-
plazado por Xpert® MTB/RIF Ultra el cual mejora
la sensibilidad de la version anterior (113 unidades
formadoras de colonias-UFC/mL) al detectar 15
UFC/mL, haciéndola mas sensible para el diag-
nostico de tuberculosis paucibacilar y comparable
con la sensibilidad del cultivo (41,42).
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Tuberculosis resistente a medicamentos perma-
nece como una crisis de salud publica a nivel global,
aproximadamente 450.000 individuos fueron afec-
tados en el 2021, solamente 2 de cada 5 pacientes
tuvieron acceso a tratamiento y 191 000 muertes
ocurrieron en el mismo periodo por esta causa
(3). El tratamiento para la tuberculosis MDR-TB y
XDR-TB (resistente a fluoroquinolonas y a beda-
quilina y o linezolid, ademas de resistente a Rif e
INH (43)), plantea desafios importantes para los
pacientes y los sistemas de salud tales como: (i)
el tiempo de tratamiento es mas prolongado que
en las formas susceptibles a medicamentos; (ii)
los medicamentos son mas costosos siendo mas
dificil asegurar la disponibilidad para un tratamiento
completo; (iii) tienen mayores efectos secundarios
y el tratamiento es menos efectivo, lo que incide
directamente en la adherencia al tratamiento por
los pacientes, con impacto en la morbilidad y mor-
talidad de la enfermedad y finalmente en los costos
y recursos necesarios para el sostenimiento de los
programas de salud (44).

Las pruebas de susceptibilidad a medicamentos son
indispensables para detectar resistencias y para
establecer un tratamiento adecuado y se recomien-
dan para todo paciente con un diagndéstico inicial de
tuberculosis (45). En particular la OMS recomienda
en sus estandares la utilizacion de pruebas rapidas
para la deteccion de M. tuberculosis y de resisten-
cia a medicamentos y asi garantizar un resultado y
tratamiento oportunos, la mayoria de ellas basadas
en métodos moleculares (45).

El uso de estas pruebas por el laboratorio diagnés-
tico de la Unidad de Bacteriologia y micobacterias
de la CIB comenzé poco después de estar dispo-
nibles en el pais. En 2015 se evalu6é una prueba
basada en la deteccién de mutaciones que confie-
ren resistencia a RIF e INH (GenoType MTBDRplus
1.0® (Hain Lifescience, Nehren, Germany) compa-
rada con la secuenciacion de los genes de resis-
tencia en los mismos aislamientos. Los resultados
mostraron que esta prueba fue comparable con la
secuenciacion para detectar las mutaciones en el
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gen katG asociadas a alta resistencia, asi como
las mutaciones en el gen inhA asociadas a niveles
bajos de resistencia (46). La posterior identifica-
cion de mutaciones en genes relacionadas con
resistencia a INH y etionamida usando secuencia-
cion, permitié definir la frecuencia de resistencia
cruzada entre estos dos antibioticos en aislamien-
tos MDR-TB e identificar mutaciones no reportadas
y asociadas a la resistencia (47). Poco después
se evalué una prueba de la misma compafia que
detecta la resistencia a medicamentos de segunda
linea Hain GenoType MTBDRsI. En esta evaluacion
se demostro que existian algunas mutaciones siné-
nimas y no sinénimas asociadas a falsa resistencia
a quinolonas cuando se utilizaba esta prueba (48).

Varios proyectos permitieron entender aspectos
moleculares y genéticos de la resistencia a medica-
mentos antituberculosos. Particularmente la resis-
tencia a quinolonas y la forma como el antibiético
interactta con su sitio blanco (49) y la secuencia-
cién y posterior publicacion de varios genomas de
M. tuberculosis con resistencia extendida (TB-XDR)
(50,51).

En 2018 se participé en un estudio con un grupo
internacional en el analisis amplio de asociacion de
genomas (GWAS genome wide association studies)
en aislamientos de M. tuberculosis MDR-TB y
XDR-TB de 30 paises. Los hallazgos confirmaron la
asociacion de mutaciones con niveles de resisten-
cia ya descritas, pero también nuevas mutaciones
asociadas a resistencia, ademas de la participacion
de otros mecanismos en la resistencia como inser-
ciones, deleciones y bombas de expulsion (52). El
GWAS como analisis bioinformatico ha demostrado
ser una herramienta muy util para valorar los datos
gendmicos de mutaciones asociados a datos fenoti-
picos de resistencia a medicamentos, no solamente
en M. tuberculosis pero también en otras bacterias
como lo demuestra una revision sisteméatica publi-
cada recientemente (53).

La generacidon de datos de resistencia a medica-
mentos a partir de secuenciacion de genomas, pero
corroborada y comparada con datos de pruebas
de susceptibilidad en cultivo como la concentra-
cion inhibitoria minima, permite entender mejor cual
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es la relacién entre los datos fenotipicos de sus-
ceptibilidad y el aporte de las diversas mutaciones
con la resistencia a los diferentes medicamentos.
Con los datos de secuenciacion de genomas de
M. tuberculosis obtenidos por el grupo de investi-
gacion, se participé en colaboraciones internacio-
nales para determinar las limitaciones de los datos
de resistencia generados a partir de analisis geno-
tipicos y fenotipicos de acuerdo con los diferen-
tes tipos de errores analiticos (Koser CU, Robledo
J, Shublaze N. Schon T. Dolinger DL, Salfinger M,
2021). La colaboracion con grupos internacionales
como el “Antimycobacterial Susceptibility Testing
Group” permitié publicar la actualizacion de los
estandares para definir susceptibilidad o resistencia
para medicamentos antituberculosos (55) y partici-
par aportando datos en el catadlogo de mutaciones
complejas asociadas a resistencia a medicamentos
en M. tuberculosis publicado por la OMS (56,57).
Este catalogo por primera vez presenta un estan-
dar global para la interpretacion de la resistencia a
medicamentos basada en pruebas moleculares y
es una guia para el desarrollo de nuevas pruebas
moleculares para deteccion de resistencia inclu-
yendo las basadas en secuenciacion genomica.

La necesidad de nuevas pruebas diagndsticas para
tuberculosis es todavia una necesidad y un reto,
considerando que en 2022 el 30% de los pacien-
tes no fueron diagnosticados (1). Las pruebas tipo
POC son necesarias en la tamizacion inicial de los
pacientes, deben ser mas accesibles, tener un bajo
costo y proporcionar resultados mas rapidos permi-
tiendo un diagndstico y una decision de tratamiento
en el primer contacto con el paciente (5).

En la Unidad de Bacteriologia y Micobacterias de la
CIB se han realizado estudios dirigidos al desarrollo
de pruebas POC en colaboracién con otros grupos
de investigacién. Dos de ellos basados en novedo-
sos meétodos de deteccion de antigenos. El primero
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de ellos en colaboracion con la Universidad EIA,
se desarrollé un sensor piezo-eléctrico que utiliza
cristales de cuarzo que cambian su oscilacién emi-
tiendo una sefal al ocurrir la unién del anticuerpo
fijado a un antigeno presente en muestras respira-
torias; el prototipo estéa en desarrollo pendiente de
posteriores evaluaciones (Jaramillo et al., 2014;
Marin PA, et al, 2015).

El segundo estudio realizado en colaboracion con
un consorcio de grupos de investigacion del pais
y de Espafia, desarrollo y evalué un prototipo de
nanobiosensor basado en resonancia plasmoénica
sin necesidad de utilizar marcadores para la detec-
cion del antigeno HspX de M. tuberculosis. Se uti-
lizaron muestras clinicas con niveles predefinidos
de deteccidon muy bajos a altos de pacientes con
tuberculosis y no detectables en muestras de indi-
viduos sin la enfermedad. El antigeno fue detec-
tado directamente en las muestras con recuentos
muy bajos de bacilos y no fue detectado en mues-
tras de pacientes sin tuberculosis (60).

El panorama de nuevas pruebas diagndésticas para
tuberculosis es prometedor y muestra muchas
pruebas en diversas fases de desarrollo para el
tamizaje, el diagndstico, monitoreo del tratamiento
y la progresiéon de la enfermedad (61). Pruebas
basadas en la deteccion del bacilo o sus componen-
tes, una vez cumplan los requisitos de evaluacion
por la OMS, probablemente cumplan en el futuro las
necesidades para el diagnéstico de la enfermedad.
Sin embargo, el diagnostico de la enfermedad debe
realizar transiciones a futuro que le permitan subsa-
nar las falencias actuales, entre ellas reemplazar la
microscopia por pruebas moleculares, desarrollar

pruebas tipo POC y de deteccion de acidos nuclei-
cos y acercar los servicios de salud a las comunida-
des e individuos con busqueda activa de casos (5).

Los avances en la tecnologia aplicada al diagnds-
tico de tuberculosis son notables en las ultimas 3
décadas, el reto actual para los servicios de salud
es hacer que esta tecnologia esté disponible para
todos los pacientes que la necesiten, de esta
manera no deberian existir pacientes sin diagnés-
tico y se habra dado un paso importante para que
esta enfermedad deje de tener el costo social, de
morbilidad y mortalidad que actualmente ostenta.

A Angela Restrepo PhD, que fue mi mentora en
investigacion cuando fui estudiante de Medicina y
posteriormente mi referente cuando fui investiga-
dor en la CIB.

A Hugo Trujillo MD, que me alberg6 en su grupo de
investigacion de infecciosas en mis inicios en la CIB
y me invito a participar en sus proyectos de inves-
tigacion clinica e infectologia pediétrica.

Atodos los profesionales bacteridlogas, microbiélo-
gos y médicos que pertenecieron y pertenecen a la
Unidad de Bacteriologia y Micobacterias de la CIB,
y que han participado activamente en los proyec-
tos de investigacion referenciados en esta revision.

Alos estudiantes de postgrado y pregrado que han
hecho parte del grupo de investigacion y que han
aportado de una u otra manera a la actividad del
grupo de investigacion. [H|
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