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LA TUBERCULOSIS VISTA CON EL LENTE DE APROXIMACION DE LA BIOLOGIA MOLECULAR
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Resumen La secuenciación del genoma de Mycobacterium  tuberculosis posibilitó un proceso de investigación
sistemática y el progreso en el conocimiento de la biología del bacilo, aunque el origen de su virulen-

cia y patogenicidad permanece todavía un tanto críptico. La ingeniería genética no ha logrado aún diseñar armas
más efectivas o convenientes que las ya conocidas para el control de la tuberculosis. Ni las variedades del bacilo
creadas por recombinación o mutación, ni sus antígenos o ADN, resultaron inmunógenos significativamente mejo-
res que la vacuna BCG. Por el momento tampoco es productiva la búsqueda de nuevos blancos vulnerables del
microorganismo ni de antibióticos más activos, apenas se está avanzando en el camino de mejorar la fórmula o vía
de administración de las drogas convencionales. En cambio sí se han desarrollado herramientas ingeniosas y po-
derosas para optimizar el rastreo epidemiológico y el diagnóstico de la enfermedad. El hallazgo de marcadores
moleculares de cepas del bacilo consolidó la investigación de la diseminación del microorganismo, y permitió des-
cubrir que algunos de sus linajes se expanden y prevalecen en determinados nichos ecológicos. Los métodos
moleculares resultaron certeros para caracterizar en forma inmediata bacilos detectados por baciloscopia o por
cultivo y le dieron mayor alcance y precisión al diagnóstico rápido, determinante en el caso de pacientes inmu-
nosuprimidos y con tuberculosis multirresistente. Para que tengan significado lógico y cierto, los resultados de los
estudios moleculares deben ser respaldados por la microbiología, patología clínica y epidemiología tradicionales.

Abstract Tuberculosis focused through the molecular biology zoom.  The sequence of Mycobacterium tu-
berculosis genome set up a process of systematic research and improved the understanding of the

microorganism biology, albeit the clues of its virulence and pathogenicity still remain rather cryptic. Genetic
engineering did not succeed in designing more effective or convenient tools to accomplish the control of tuberculo-
sis. Neither the bacillus variants created by mutagenesis and recombination nor the microorganism subunits (antigens,
DNA) proved to be significantly better than the BCG vaccine as immunogens. Likewise, the search for novel bacterial
targets and more active antibiotics has been unfruitful thus far, even though some advance in drugs formula or delivery
systems is in progress. Conversely, new and ingenious instruments have been developed to optimize the
epidemiological tracing and diagnosis of the disease. The finding of strain molecular markers consolidated the
investigation of tuberculosis spread and revealed the expansion and prevalence of certain lineages of the bacillus
in some ecological niches. Molecular methods are specific to immediately characterize the bacilli detected by
microscopy or culture which resulted in rapid diagnosis build-up. This improvement is decisive for immunodepressed
patients and those affected by multidrug-resistant tuberculosis. To be meaningful and precise the results produced
by molecular investigations must be properly backed up by conventional microbiology, pathology and epidemiology.
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sión de cada gen en base a lo conocido de secuencias
similares y construyen proteomas, e identifican las se-
cuencias propias de cada genoma. Las bases de datos
genéticos, públicas o accesibles por suscripción, y el soft-
ware especialmente diseñado para la búsqueda y análi-
sis de esos datos, catalizan la vertiginosa producción de
conocimiento. Seguramente los resultados de este aná-
lisis teórico tienen escaso error, pero necesitan ser con-
firmados con experimentación biológica en el ambiente
natural del microorganismo4.

Muy extenso, el cromosoma del bacilo está integrado
por cerca de 4.4 millones de bases y 4.000 genes, con
alto contenido de citosina-guanina (lo que se traduce en
una composición peculiar de aminoácidos), rico en ADN
repetitivo (particularmente en secuencias de inserción)
y joven en términos de evolución o inusualmente inerte

Conocimiento básico

La sinergia entre genética y bioinformática llevó a inte-
grar y completar la secuencia de todo el genoma de una
cepa de laboratorio (H37RV)1 y de un aislamiento clínico
de Mycobacterium tuberculosis2, 3. Al ser uno de los pri-
meros veinte genomas de microorganismos conocidos,
integró el hito que marcó el inicio de una nueva forma de
investigación. Código en mano, los traductores e
intépretes contemporáneos, organizados en consorcios
internacionales, hacen análisis comparativos, relacionan
las secuencias en familias, predicen la función y expre-
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(quizás por contar con un sistema muy fidedigno de
replicación de ADN)2. Lo decodificado hasta el momento
está de acuerdo con lo que se conocía del bacilo. El
hallazgo de que una proporción relativamente alta de
genes se transcribe con polaridad distinta a la de la
replicación contribuye a explicar la lenta replicación del
germen. La predominancia y diversidad de enzimas que
actúan en la biosíntesis y biodegradación de todos los
lípidos conocidos pone en evidencia la maquinaria que
posibilita la síntesis y mantenimiento de la pared, que
protege y distingue al microorganismo. Una gran ductili-
dad en el metabolismo y una gran capacidad para sinte-
tizar proteínas dedicadas a la óxido-reducción, al trans-
porte de oxígeno y al almacenamiento, justifican la re-
sistencia del bacilo en el granuloma, en microaerobiosis,
frente al stress oxidativo generado por células fagocíticas
o ante la limitación de nutrientes1.

Las moléculas semánticas, particularmente el ARN
ribosomal, parecen evidenciar que el bacilo de la tuber-
culosis tuvo ancestros de vida libre, y que su progenitor
directo fue el bacilo que causa tuberculosis en el gana-
do bovino, del cual derivó cuando el hombre comenzó a
convivir con el ganado y domesticarlo5. Adquirió carac-
terísticas que lo adaptaron como parásito y patógeno
del hombre. ¿Dónde y cómo guardó la información in-
corporada durante este aprendizaje? Siguiendo una co-
rriente de investigación microbiológica, últimamente se
ha puesto mucho interés en la identificación de las ba-
ses moleculares de la virulencia y latencia del bacilo.
Esenciales para la patogenia y sobrevivencia del micro-
organismo, son investigadas con el afán de encontrar
inmunógenos efectivos, reactivos inmunodiagnósticos y
blancos para nuevos antibióticos. Para este fin se ha
intentado modificar sus genes y examinar los efectos
que esos cambios generan. Pero esta estrategia no re-
sultó fácil: así como en el ambiente natural el bacilo es
hermético y no intercambia material genético con otros
microorganismos, en el experimental es refractario a ser
manipulado genéticamente. Quizás se logren mayores
avances con métodos no invasivos del germen. Por ejem-
plo, utilizando "chips" con una enorme cantidad de son-
das (segmentos seleccionados de ADN) para capturar e
identificar el ARN que el bacilo produce, y por lo tanto
los genes que expresa durante los procesos patogénicos
o en el pasaje al estado durmiente.

Se han identificado tres genes asociados a la virulen-
cia: el sigA que al mutar atenúa al bacilo, el mce que le
permite invadir a los macrófagos, y el katG que codifica
una enzima capaz de desintegrar moléculas oxidativas
producidas por el fagocito. Presumiblemente la pared
tiene un rol decisivo en la patogénesis, pero al ser tan
compleja no resulta sencillo identificar los genes críticos
entre los que gobiernan su síntesis1. Probablemente la
capacidad que tiene el bacilo de degradar gran variedad
de lípidos le permite no sólo mantener su pared sino,

también, desintegrar membranas o vacuolas celulares
de los fagocitos de su hospedador. Pareciera que la vi-
rulencia es multifactorial más que dependiente de una
única instrucción genética.

Estos estudios se limitan a bacilos que pueden ser
aislados a partir de muestras de pacientes con tubercu-
losis. Nada se sabe acerca de los que causan sólo in-
fección o tuberculosis contenida, no recuperables por
cultivo. Quizás tengan diferencias que marquen distin-
tos grados de virulencia en la especie.

Parece ser mucho y sustancial lo que resta develar
del proceso patogénico que desencadena el bacilo. Muy
pocas piezas han sido descubiertas después de que la
inmunoquímica identificara la mayor parte de los
antígenos del bacilo y de los mediadores, moduladores
y efectores de la respuesta inmune. Aunque sí se están
diferenciando subsets de esas piezas, detallando sus
estructuras, armando el cronograma de reconocimiento
e inmunodominancia de cada una de ellas y precisando
los procesos de los que son responsables. Probable-
mente el progreso más notable se esté dando en el cam-
po de la "sociología" celular. Se están conociendo los
mediadores de la unión del microorganismo con las cé-
lulas del hombre, el maravilloso sistema "táctil" de co-
municación y reconocimiento intercelular, y las molécu-
las cuya expresión está estimulada por la interacción.
Además se están describiendo los mecanismos por los
que pueden llegar a morir el microbio y las células del
hospedador enfrentadas6. Y se está avanzando en el
conocimiento de las secuencias genéticas que dan ori-
gen a esas moléculas.

Quedan por identificar los factores genéticos del hom-
bre que lo hacen naturalmente susceptible o resistente a
la enfermedad. A diferencia de lo que sucede en el mode-
lo murino, donde un gen parece gobernar la resistencia,
en el hombre todo es más difuso. Ninguno de los genes
investigados resultaron ser determinantes categóricos7.

Epidemiología

La bacteriología no puede demostrar con certeza si dos
o más aislamientos clínicos del bacilo descienden de un
mismo progenitor. La biología molecular avanzó decidi-
damente sobre esta cuestión al descubrir que el número
y ubicación en el cromosoma de ciertas secuencias de
ADN, móviles y repetitivas, pueden conformar una "hue-
lla digital" propia de cada cepa8. Se discute todavía la
cantidad y tipo de información genética que debe inte-
grar esa huella para que sea un documento de identi-
dad, pero se están produciendo definiciones claves. El
hallazgo modificó totalmente la forma de rastrear la di-
seminación del bacilo y descubrió un velo que impedía
ver cómo distintos linajes se movilizan y logran prevale-
cer en determinados nichos ecológicos.
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Los elementos repetitivos del ADN parecen brindar
plasticidad genética al microorganismo y serían, por lo
tanto, valiosa fuente de información filogenética. Muchos
están agrupados, lo que sugiere que prefieren determi-
nadas zonas del cromosoma para insertarse. Se pole-
miza acerca de la dinámica con la que se transponen,
multiplican o escinden9. Pero la disposición general que
presentan en un determinado momento de la evolución
parece mantenerse en sincronía con la escala de tiem-
po de los sucesos epidemiológicos que requieren ser
investigados en el campo de la salud pública.

Entre esos elementos repetitivos está la denominada
IS6110, secuencia de inserción que no tiene expresión
o función conocida. Se encuentra en casi todos los ais-
lamientos de M. tuberculosis y al parecer ya estaba pre-
sente cuando se originó la especie. Su distribución en el
cromosoma resultó ser uno de los mejores marcadores
hasta ahora conocidos para distinguir cepas del bacilo.
Se ha estandarizado un protocolo de fingerprinting que
revela la presencia y disposición de la IS6110 en el
cromosoma, de manera que resulten comparables los
resultados obtenidos internacionalmente. Excepcional-
mente, se encuentran cepas con muy poca movilidad
de esta secuencia y, por lo tanto con pocas repeticiones
de ella. En estas circunstancias es necesario recurrir a
marcadores secundarios, independientes. Aun así y aun
cuando se están buscando alternativas más sencillas y
rápidas, el fingerprinting de IS6110 se ha establecido
como el método de referencia y es el más utilizado en
investigaciones aplicadas para certificar la transmisión
del bacilo entre convivientes o contactos. Las conclusio-
nes fueron, en ocasiones, un tanto obvias y podrían ha-
ber surgido de la simple observación, deducción y apli-
cación de la epidemiología y microbiología convencio-
nales. Pero en estos desafíos se estableció el valor
epidemiológico del método.

Un ejemplo sobresaliente fue la demostración de cómo
la emergencia de multirresistencia a drogas antituber-
culosas de esta década ha sido producto de la interven-
ción del hombre. Para facilitar el manejo clínico de pa-
cientes con tuberculosis multirresistente, se generalizó
la práctica de internarlos en hospitales especializados
de referencia, a veces sin condiciones adecuadas de
contención de infección respiratoria. Comúnmente ubi-
cados en grandes urbes donde prevalece la infección
por el HIV, estos nosocomios concentran también la aten-
ción de pacientes afectados por el virus. Allí, los enfer-
mos tuberculosos son involuntarios transmisores de ba-
cilos multirresistentes y los receptores que enferman son,
principalmente, los pacientes con SIDA que conviven en
el mismo predio. Algunas cepas multirresistentes encon-
traron así un nicho ideal para diseminarse rápidamente
y originaron dramáticos brotes10 de los que nuestro país
no está exento11, 12, 13. En estos hospitales, el finger-
printing, proveyó la prueba final de la transmisión

nosocomial e identificó los casos involucrados. Pero el
fenómeno había sido expuesto y explicado mucho an-
tes, fundamentalmente por el patrón de sensibilidad de
los aislamientos del bacilo que se sucedían en cada ins-
titución.

Aunque menos impactante, es mayor la utilidad del
fingerprinting cuando es aplicado para investigar la trans-
misión de bacilos sin particularidades fenotípicas,
indistinguibles por métodos microbiológicos. Puede ser
un ejemplo la investigación de fuentes y rutas de conta-
minaciones, normalmente producidas por el uso común
de equipos o soluciones en las prácticas médicas o de
laboratorio. La incongruencia entre los resultados del
laboratorio y la evolución clínica de algún paciente pue-
de hacer conjeturar que existió una contaminación aun-
que, sorprendentemente, detrás de un episodio pueden
quedar expuestos varios más no sospechados. Así se
ha conocido que el sobrediagnóstico por este error es
más frecuente que lo esperado, y se ha resaltado la im-
portancia de analizar críticamente los resultados del cul-
tivo que es considerado el método de diagnóstico de
máxima precisión14, 15.

El fingerprinting también permitió investigar vías de
transmisión en comunidades abiertas. Las cepas que
afectan personas que se mantienen relacionadas por
compartir un background étnico-cultural16, 17, 18 o
generacional19 tienen mayor grado de similitud que las
de grupos no relacionados. Tal observación no hace más
que corroborar que la tuberculosis se transmite más entre
contactos. La escasa interrelación entre nativos e
inmigrantes puede explicar por qué en San Francisco,
Estados Unidos, se evidenció que es más probable que
un inmigrante se contagie de un nativo que a la inver-
sa17, invalidando el preconcepto de que, en países de-
sarrollados, son los inmigrantes de países con alta pre-
valencia de tuberculosis la principal fuente de infección
para toda la población. Parece no ser así, al menos cuan-
do existe un buen programa de control.

Los genotipos de las cepas de bacilos son también
más homogéneos en poblaciones humanas con alta pre-
valencia de la enfermedad, lo que sería evidencia de
que se están transmitiendo activamente. Por el contra-
rio, donde la situación está más controlada, la diversi-
dad es mayor, lo que expondría que se están produ-
ciendo reactivaciones endógenas de infecciones causa-
das en el pasado por distintas cepas20, 21.

Las imágenes de las "huellas digitales" estandari-
zadas están siendo archivadas en bases de datos inter-
nacionales. Y a partir de ellas, la epidemiología molecular
está comenzando a delinear vías y dinámica de disper-
sión del bacilo locales, regionales y globales20. En el mis-
mo contexto, algunas cepas o familias de cepas preva-
lecieron por sobre otras con similares características.
Así parece haber sucedido en brotes de corta duración
o durante la propagación, extendida en el tiempo, en



MEDICINA - Volumen 60 - Nº 1, 200020

comunidades con alta incidencia de tuberculosis. Qui-
zás la asociación entre los geno y fenotipos epide-
miológicos puede contribuir a la comprensión de las ven-
tajas adaptativas que contribuyeron a la expansión y
predominancia de algunos linajes del bacilo21, 22. Se ha
aventurado que la vacunación con BCG podría haber
sido un factor de selección23.

La tuberculosis fue modelo sobre el que se funda-
mentó la epidemiología convencional y hoy también es
paradigma sobre el que está creciendo la epidemiología
molecular. Este conocimiento puede contribuir a mejo-
rar el control de la tuberculosis focalizando los proble-
mas, pero las soluciones siguen dependiendo de las
mismas armas tradicionales.

Control

Sin armas para impedir la infección por el bacilo, o la
evolución de esa infección a enfermedad, ni para esteri-
lizar inmediatamente las lesiones que el bacilo origina,
el control de la tuberculosis no puede ser alcanzado
mediante el empeño intermitente de "campañas". De-
pende del esfuerzo sostenido que implica identificar y
curar a los enfermos, asegurando la administración re-
gular de una terapia prolongada a cada caso que se
encuentre. Por la cronicidad de la enfermedad, ese es-
fuerzo debe ser mantenido por varias generaciones,
hasta eliminar las fuentes a partir de las cuales se trans-
mite el microorganismo en la comunidad. Un programa
de esta naturaleza requiere no sólo de la asignación de
recursos apropiada, sino también de organización y te-
nacidad comunitarias. Estas actitudes no están común-
mente instaladas en los países no desarrollados, donde
se concentra la población más susceptible por desvali-
da. Y allí la tuberculosis persiste y prevalece. Estas
falencias sociales también parecen ser crónicas y por
eso existe la demanda de alguna nueva táctica de con-
trol más realista. Los ojos se dirigen expectantes hacia
las promesas de cada avance tecnológico, ayer el de la
inmunología, hoy el de la biología molecular: nuevas
vacunas, nuevos reactivos de diagnóstico, nuevos
antibióticos...

Vacuna

Se puede llegar a la idea de que la prevención por vacu-
nación sería la única intervención que lograría el control
global de la tuberculosis. Pero no se cuenta con una
vacuna útil para este fin. La BCG, capaz de evitar dise-
minación del bacilo a partir del pulmón, no previene efi-
cazmente la tuberculosis pulmonar24, 25.

Para superar a la BCG no se pudo recurrir al uso de
bacilos muertos porque no despiertan suficiente inmuni-
dad celular: los antígenos secretados por el microorga-

nismo vivo son el blanco preferido de las células T. Por
otra parte, ha sido difícil avanzar por la vía de obtener
gérmenes atenuados dado el pobre conocimiento que
se tiene de los factores que le otorgan o pueden quitarle
virulencia al bacilo de la tuberculosis. Al comparar su
genoma con el de su pariente muy semejante, BCG, se
evidenciaron algunas deleciones que podrían contribuir
a dilucidar el proceso de atenuación logrado durante el
desarrollo de la vacuna26.

El avance técnico aplicado a la producción de molécu-
las, como la recombinación de segmentos codificantes
en un huésped bacteriano, y el progreso en la evaluación
de la función biológica e inmunológica de esas molécu-
las, alentaron la puesta en práctica de nuevas estrategias
para el desarrollo de un mejor inmunógeno27, 28.

La aplicación de subunidades proteicas del agente
etiológico purificadas y suplidas con adyuvantes, táctica
que resultó exitosa para despertar respuesta humoral
protectora contra varias infecciones bacterianas y virales,
no fue efectiva para la tuberculosis.

La ingeniería genética se planteó el desafío de agre-
gar o sobreexpresar información genética que codifica
la producción de algunos antígenos seleccionados, aun
cuando no están identificados con precisión los respon-
sables de estimular la respuesta protectora. Así se
recombinó o mutó a la BCG, y a otras micobacterias no
virulentas, para que expresen genes auxótrofos de M.
tuberculosis o de otras especies del género. Más aún,
cuando se identificó la propiedad adyuvante del ADN, y
en particular la potencialidad que tiene para disparar la
producción de interleuquinas que estimulan actividad
bactericida y citotóxica, se construyeron e inyectaron
plásmidos portadores de genes que codifican antígenos
citoplasmáticos del bacilo reconocidos tempranamente
(como el antígeno 85) o los de proteínas de stress reco-
nocidas más tardíamente (como el de 65kDa, 36 kDa o
el ESAT-6).

Lo cierto es que, hasta ahora, ni las variedades del
bacilo recientemente creadas por el hombre (atenuados,
recombinados o mutados), ni las subunidades purifica-
das (proteicas o ADN) han resultado inmunógenos
significativamente mejores que BCG. El fracaso en el
diseño de una vacuna que provea resistencia a la infec-
ción por el bacilo puede ser considerado como una de
las mayores frustraciones de la investigación microbio-
lógica.

Diagnóstico

Es muy difícil detectar bacilos contenidos en una lesión
cuando son escasos y más aún cuando están encerra-
dos. Muy raramente pueden ser vistos en el examen
microscópico de una muestra de esa lesión, y no siem-
pre pueden ser aislados por cultivo, para lo que es ne-
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cesario implementar una rutina especial y laboriosa dado
que estos microorganismos tienen requerimientos dife-
rentes de los de las bacterias comunes. Aun cuando el
cultivo resulte fructífero, se tarda mucho para detectar
los bacilos, identificarlos y determinar su sensibilidad a
los antibióticos, porque son longevos y de lenta multipli-
cación. Demasiado tiempo frente a la urgencia para ins-
taurar o modificar la quimioterapia. Resolver estas limi-
taciones del diagnóstico bacteriológico fue uno de los
primeros objetivos del desarrollo de las técnicas
moleculares.

Ciertos segmentos de ADN y ARN, como la mencio-
nada IS6110, son exclusivos del complejo M. tuberculo-
sis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M. microtti).
Aun con diferentes fenotipos, resulta difícil encontrar un
marcador característico de cada una de estas especies
con gran similitud genética29, 30, 31. Se intentó amplificar
segmentos propios del complejo desde que fue posible
multiplicar material genético en un tubo de ensayo. Se
aplicaron distintos métodos (identificados por las siglas
de sus nombres en inglés que aluden a las enzimas o
sistemas que utilizan: PCR, RT-PCR, TMA, LCR, QβRA,
SDA). Varios laboratorios desarrollaron sus propios pro-
tocolos, utilizaron una gran variedad de primers (iniciado-
res de la replicación) y técnicas de extracción de los áci-
dos nucleicos contenidos en muestras clínicas, de ampli-
ficación y detección de material genético multiplicado.
Sometidos a evaluación internacional, estos protocolos
resultaron absolutamente insatisfactorios. La industria
compró luego las patentes, invirtió en el perfeccionamiento
técnico y logró mejorar la precisión diagnóstica, aunque
aún no resolvió todos los problemas.

Amplificando segmentos propios del complejo M. tu-
berculosis, se esperaban resultados positivos sólo si
había algún bacilo de este tipo en la muestra. Pero en la
práctica se produjeron falsos resultados positivos por la
contaminación con amplicones (segmentos multiplica-
dos). Fácilmente pueden salir de un vial cuando éste es
abierto, permanecen en el ambiente del laboratorio, pue-
den introducirse en otro vial conteniendo una nueva
muestra y originar en ella una señal positiva aun cuando
no contenga bacilos. El porcentaje de falsos resultados
positivos llega a niveles inaceptables en algunos casos,
y con las mejores condiciones (utilizando costosos sis-
temas de decontaminación y protección de aerosoles,
material descartable y áreas de trabajo separadas) es
del 2-3%. Además, los ácidos nucleicos de los bacilos
son amplificados aun cuando estén muertos, por ejem-
plo los expectorados por un paciente en proceso de cu-
ración o ya curado. Por otra parte, métodos tan sensi-
bles prometían detectar hasta un único bacilo. Sin em-
bargo, en la práctica, la pérdida de material genético
que puede ocurrir cuando se lo extrae de una muestra y
los inhibidores de la amplificación que pueden estar pre-
sentes en el material biológico desbarataron la expecta-

tiva. Se obtienen resultados positivos en casi la totalidad
de las muestras ricas en bacilos, con baciloscopia posi-
tiva. Pero en muestras con pocos microorganismos,
detectables sólo por cultivo, la sensibilidad disminuye a
la mitad, al menos con sistemas de amplificación de pri-
mera generación.

En ese estado de cosas, un resultado discordante de
la amplificación de ácidos nucleicos no debería modifi-
car la conducta médica frente al paciente con baciloscopia
negativa. Con alta sospecha clínica de tuberculosis, no
se puede dejar de administrar tratamiento antituberculoso
por una prueba de amplificación negativa, sabiendo que
la sensibilidad es limitada para detectar estos casos. Si
la sospecha clínica de tuberculosis es mínima, se duda-
rá en instituir tratamiento basado en un resultado positi-
vo de la prueba, considerando que en ese grupo de pa-
cientes la probabilidad de tuberculosis es baja y próxima
a la de un falso resultado positivo.

Pero la amplificación resultó, desde un inicio, muy útil
para identificar una micobacteria en el mismo momento
en que es detectada por algún método bacteriológico.
Desde antes era posible hacerlo capturando sus ácidos
nucleicos con sondas (segmentos específicos de ADN
con una marca que las pone de manifiesto), pero sólo si
se contaba con un cultivo abundante, porque son nece-
sarios muchos bacilos para que la hibridación sea evi-
dente. La amplificación de ácidos nucleicos específicos
permite identificar menor cantidad de gérmenes. Así, es
posible determinar si los bacilos vistos en el microscopio
o puestos de manifiesto precozmente por algún sensor
introducido en un medio de cultivo pertenecen, por ejem-
plo, al complejo M. tuberculosis o al complejo M. avium-
intracellulare (oportunista frecuente en inmunosu-
primidos). Y así orientar, en el mismo día en que se de-
tecta el microorganismo, la terapéutica específica y de-
terminar si es necesario tomar medidas de control de
transmisión y de contactos. Esta aplicación es particu-
larmente útil para pacientes con SIDA entre quienes es
más probable que ocurra una micobacteriosis diferente
a tuberculosis, no tanto para inmunocompetentes entre
quienes la presencia de una micobacteria ambiental es
una rareza.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, cuatro
años atrás la Food and Drug Administration de Estados
Unidos, aprobó el uso de un par de equipos de origen
comercial que amplifican ácidos nucleicos, para identifi-
car M. tuberculosis sólo en muestras respiratorias de
pacientes vírgenes de tratamiento con baciloscopia po-
sitiva, y para ser utilizados en conjunto con el cultivo32, 33,

34. Muchos esfuerzos técnicos se han hecho desde en-
tonces. Algunos sistemas lograron incrementar su sen-
sibilidad, varios incorporaron estrategias para detectar y
eliminar inhibidores de la amplificación, y para esterilizar
y disminuir la diseminación de amplicones. Se están
perfeccionando métodos que realizan toda la reacción
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en un único contenedor totalmente cerrado, y se están
automatizando los procesos. A la vez se proponen reco-
mendaciones como la de repetir toda prueba positiva y
la de realizar la determinación en más de una muestra
del paciente toda vez que sea posible, para identificar
falsos positivos y a la vez incrementar la detección. Se
pretende así superar problemas técnicos, optimizar la
precisión y lograr la aprobación también para muestras
extrapulmonares y con baciloscopia negativa.

Uno de los primeros intentos para acelerar la detec-
ción de M. tuberculosis y el estudio de su sensibilidad a
los antibióticos se hizo utilizando micobacteriófagos. Son
virus que pueden sobrevivir y reproducirse sólo si infec-
tan micobacterias en multiplicación. Una forma de reve-
lar rápidamente si han encontrado un hospedador en un
cultivo, es transformando al sistema biológico en una
especie de luciérnaga. Se le introduce al virus el gen de
luciferasa y si éste encuentra bacilos donde expresar el
gen, se sintetiza la enzima. Pocas horas después de la
infección, la enzima actúa en una reacción que produce
luz si se le suministra el sustrato correspondiente. Así,
la luz permite inferir que hay bacilos vivos en el medio
mucho antes de que puedan ser detectados visualmente.
Y si la luz es emitida en presencia de un antibiótico se
deduce que el bacilo resiste a él35. La estrategia resultó
útil para explorar la actividad de nuevos antibióticos con
cepas de laboratorio de M. tuberculosis, y está siendo
utilizada por la industria, pero no pudo ser generalizada
a una gran variedad de aislamientos de origen clínico.
No parece sencillo vencer la renuencia del bacilo a in-
corporar y expresar "cassettes" con información gené-
tica36. Otra alternativa, por la que últimamente se ha re-
novado el interés, obvia esta dificultad. Pocas horas des-
pués de agregados los fagos a un cultivo, se inactivan
químicamente los que quedaron sueltos, mientras que
sobreviven los que encontraron e infectaron bacilos via-
bles. Transferidos sobre un agar sembrado con una
micobacteria que se multiplica muy rápidamente, M.
smegmatis, los virus persistentes pueden infectar a esta
otra micobacteria y terminan lisándola por lo que apare-
cen, en uno o dos días, placas sin desarrollo sobre una
napa de bacterias. En este caso es la aparición de pla-
cas lo que permite inferir que el cultivo inicial contenía
bacilos vivos37, 38.

A diferencia de otras bacterias que pueden adquirir
determinantes de resistencia a antibióticos por intercam-
bio de material genético móvil, no hay evidencia de que
algo semejante ocurra con el bacilo de la tuberculosis.
De hecho, todas las mutaciones que se han caracteriza-
do como determinantes de resistencias son espontáneas,
seleccionadas y fijadas por los antibióticos en el
cromosoma, generación tras generación del microorga-
nismo. Se conocen las alteraciones más frecuentes que
hacen que el germen resista frente a cada una de las
drogas antituberculosas de primera, segunda y tercera

línea39. Es posible detectarlas secuenciando y caracteri-
zando los genes involucrados, pero la metodología ne-
cesaria para esto pocas veces está disponible en un la-
boratorio de diagnóstico microbiológico.

Entre la resistencia a los antibióticos la más crucial,
porque condiciona el éxito del tratamiento, es la simultá-
nea a rifampicina e isoniacida, es decir la multirre-
sistencia. Es importante detectarla rápidamente para tra-
tar de reorientar la terapia y prevenir estrictamente la
transmisión. El 90-95% de los aislamientos resistentes
a rifampicina portan mutaciones puntuales en una pe-
queña región del gen rpoβ (codifica una subunidad de la
ARN polimerasa) y se conocen las más frecuentes. Fren-
te a este fenómeno, fue posible desarrollar una estrate-
gia simple y práctica para detectarlas. Se pueden orde-
nar sobre un soporte sólido los segmentos que integran
la región del gen tal como están en el germen sensible
y, por otra parte, tal como se presentan más frecuente-
mente en los resistentes. Se puede luego amplificar la
misma región de ese gen a partir de un aislamiento clíni-
co, para depositar los amplicones sobre las secuencias
inmovilizadas. Si se unen a los segmentos mutados es
posible anticipar que ese aislamiento es resistente a la
rifampicina. Algunos equipos así diseñados están en
evaluación38. Dado que se conoce la mayoría pero no la
totalidad de las mutaciones asociadas a resistencia, y
que los sistemas han sido pensados para detectar las
más frecuentes, es posible, aunque poco probable, que
un aislamiento sea resistente aun cuando no se eviden-
cie alteración alguna. Por lo tanto, es necesaria la prue-
ba de sensibilidad convencional para confirmar que un
aislamiento es sensible. La detección rápida de resis-
tencia a rifampicina es muy útil para el manejo clínico de
un caso. Por sí misma suele comprometer el éxito del
tratamiento estandarizado y, más aún, normalmente está
asociada a la resistencia a isoniacida y es, por lo tanto,
un marcador bastante preciso de multirresistencia. Cier-
tas mutaciones parecen conferir resistencia cruzada a
otras rifamicinas40 por lo que su detección podría prede-
cir la inutilidad terapéutica de drogas análogas. Por aho-
ra, no es igualmente sencillo detectar la resistencia a
isoniacida porque el bacilo ha desarrollado una variedad
de mecanismos para resistirla. Puede aparecer la alte-
ración de alguno de tres genes: el involucrado en la ac-
tivación de la isoniacida (kat G), el que puede detoxificarla
(inhA) o el que gobierna la producción de una enzima
esencial para la elongación de los ácidos grasos de la
pared (ahpC) y que es blanco de la droga activada. Se-
guramente restan por identificar otros mecanismos. La
alteración del primero de los genes es más frecuente,
pero ocurre sólo en aproximadamente la mitad de los
casos.

Más allá de la aplicación diagnóstica, es posible que
el estudio de las mutaciones que graban la resistencia
en la memoria del bacilo podría contribuir a caracterizar
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la dinámica poblacional de M. tuberculosis, en especial
en respuesta a la presión selectiva de las drogas.

De manera que, las pruebas moleculares están sien-
do perfeccionadas para informar si los bacilos están pre-
sentes o ausentes en la muestra de la lesión del pacien-
te. No se puede afirmar que hayan ocupado el lugar de
referencia para confirmar o, menos aún, descartar el diag-
nóstico de tuberculosis. En cambio, resultaron certeras
para caracterizar rápidamente bacilos detectados por
baciloscopia o por cultivo, aportando mayor alcance y
precisión al diagnóstico rápido, determinante en el caso
de pacientes inmunosuprimidos y con tuberculosis
multirresistente. Complementan pero no reemplazan a
los estudios bacteriológicos. Como resultado de ello está
creciendo la asociación entre empresas dedicadas al
desarrollo de equipos automatizados para lectura de
cultivos y para determinaciones moleculares, que apun-
ta a potenciar ambas estrategias combinándolas.

Terapia

Como casi todos los antibióticos, las drogas antituber-
culosas fueron descubiertas bastante azarosamente.
Primero se conoció su acción letal sobre el bacilo. Más
tarde fueron identificadas las funciones vitales que blo-
queaban y las moléculas cuya biosíntesis impedían (bá-
sicamente los componentes de la pared, ácidos nucleicos
y proteínas). Y, recientemente, se conocieron los blan-
cos moleculares que atacan. Algunas tienen amplio es-
pectro porque interactúan con enzimas presentes en
varios gérmenes. Otras, son específicas porque inter-
fieren enzimas propias del bacilo (principalmente las
involucradas en la síntesis de la pared), o porque son
transformadas en antibióticos por enzimas propias del
bacilo, o por una combinación de ambos mecanismos41.

No bastó con descubrir los antibióticos. Para lograr la
cura fueron necesarios más de veinte años de aprendi-
zaje acerca de cómo administrarlos. Se combinaron, para
atacar simultáneamente varias funciones vitales del ger-
men y poblaciones del bacilo con distinto grado de acti-
vidad biológica. Se prolongó la acción, para aniquilar
microorganismos que, en las condiciones letales gene-
radas por la respuesta inmune del hospedador y la qui-
mioterapia, pueden persistir quiescentes minimizando así
la exposición de los blancos atacables. Sólo así se con-
formó un esquema terapéutico específico y efectivo que
reduce al mínimo posible el tiempo durante el cual el
paciente permanece infeccioso, las recaídas y la resis-
tencia a los antibióticos.

Por complejo, pero sobre todo por prolongado, el es-
quema resulta de difícil cumplimiento. Y cuando los tra-
tamientos se hacen irregularmente no sólo fracasan en
la eliminación de las fuentes de transmisión del bacilo
sino que, además, crean una presión selectiva que hace

emerger gérmenes resistentes a los pocos antibióticos
efectivos conocidos.

Esta realidad creó la demanda de nuevas drogas que
simplifiquen la terapéutica y que sean activas contra los
bacilos multirresistentes. No se encontraron. Frecuen-
temente se argumenta que no las buscaron con sufi-
ciente interés los países que tienen medios para hacer-
lo, porque no están afectados seriamente por tuberculo-
sis. Es una verdad a medias, donde se ha invertido re-
cursos el resultado ha sido magro. Con excepción de las
oxazolidinonas, todas las "nuevas" drogas con actividad
antituberculosa no son más que viejos antibióticos lige-
ramente modificados en su estructura química. Tal el
caso de los nitroimidazoles y las nuevas rifamicinas, in-
cluyendo la rifapentina recientemente aprobada como
alternativa de la rifampicina. Otras ni siquiera son tan
activas como las de primera línea, tal el caso de las
quinolonas fluoradas. A la vez, se experimenta con
liposomas y miocroesferas de biopolímeros que encie-
rran y luego liberan los antibióticos continuamente du-
rante un tiempo prolongado, con el fin de espaciar y dis-
minuir el número de ingestas y de reducir la toxicidad42,

43. Se sigue apuntando, en definitiva, a los mismos blan-
cos del bacilo, en el mejor de los casos con ventajas
farmacocinéticas por optimización de la fórmula o vía de
administración de las drogas convencionales. La intro-
ducción de análogos de las drogas en uso no soluciona
el problema de la resistencia o sólo lo hace tempora-
riamente, porque los mecanismos que desarrolló el ger-
men para evitar la actividad de un antibiótico son tam-
bién útiles o se adaptan rápidamente para resistir a sus
derivados. Este estancamiento en el descubrimiento de
antimicrobianos, quizás más importante pero no restrin-
gido al campo de las drogas antituberculosas, ha lleva-
do a augurar el fin de la era antibiótica44.

Alternativamente, se intentó coadyuvar la quimiote-
rapia con moléculas moduladoras de la respuesta inmu-
ne. Limitados ensayos clínicos en los que se administra-
ron citoquinas amplificadoras, particularmente interferón
γ, interleuquina 2 y GM-CSF42, dejan la idea de que la
inmunoterapia es todavía una aspiración que presenta
más dilemas que soluciones. Es difícil controlar y dirigir
un fenómeno tan complejo. Una respuesta deficiente lleva
a la enfermedad, pero la exacerbada puede causar des-
trucción tisular irreversible. Al conflicto de la elección de
la molécula moduladora, se suma el de la dosis que sea
capaz de desencadenar la cascada de respuestas apro-
piadas con la intensidad apropiada.

Al finalizar la centuria, la búsqueda de nuevos "talo-
nes de Aquiles" del bacilo puede encararse por un cami-
no más racional y dirigido, gracias a la potencialidad de
la biología molecular3. Se trata de identificar genes que
codifiquen funciones esenciales, potenciales blancos de
nuevos antibióticos. Es especial el interés por interferir
factores críticos para la infección, la patogénesis, y la
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transformación hacia la quiescencia que le permite per-
sistir al bacilo. El análisis comparativo de los genomas
permite inferir si esos blancos están presentes sólo en
una especie de microorganismos o en varias, y si están
en el hombre. Se orienta así el desarrollo de antibióticos
de limitado o amplio espectro que sean, a la vez, no
tóxicos. Los recientes avances en el reemplazo y muta-
ción de genes y en la detección de ARN transcripto, pro-
veen estrategias para validar la expresión y la condición
de esencial del blanco seleccionado. Una vez diseñados
y sintetizados los quimioterápicos, es posible evaluarlos
preliminarmente en forma rápida recurriendo al uso de
micobacteriófagos, tal como ya fue descripto.

Por otra parte, la terapia génica promete estimular la
producción de moduladores de la respuesta inmune en el
hospedador, sin necesidad de administrarlos. Y también
impedir la expresión de algunos genes o interrumpir pro-
cesos vitales del bacilo y hasta introducirle genes suici-
das45. Queda por demostrar si esto es posible y efectivo.

Conclusión

La biología molecular parece estar en el proceso de con-
firmar, explicar, detallar y precisar fenómenos percibidos
o conocidos por el hombre desde hace mucho tiempo,
cuando aún no contaba con métodos de tanta precisión
y alcance. También ha estimulado la generación de co-
nocimiento, fundamentalmente en base a predicciones
que surgen del análisis de información contenida en ba-
ses de datos. Estas predicciones, que necesitan ser va-
lidadas con experimentación, parecen plantear
interrogantes más que responderlos con lo que resultan
un interesante estímulo del pensamiento.

Aun cuando no se puede menos que admirar las po-
tencialidades de la ingeniería y manipulación genética,
se debe reconocer que todavía no han logrado diseñar
ninguna vacuna o antibiótico más efectivos o convenien-
tes para el control de la tuberculosis. En cambio sí han
provisto herramientas ingeniosas y poderosas para
optimizar el diagnóstico rápido y el rastreo epide-
miológico.

No parece razonable ni posible reemplazar los méto-
dos convencionales por los moleculares ni para la pro-
ducción de conocimiento básico, ni para el diagnóstico,
ni para el estudio epidemiológico. La microbiología, la
patología clínica y la epidemiología tradicionales deben
respaldar los resultados de la biología molecular para
que adquieran significado lógico y certero.
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- - - -
Así como despaciosas son las horas de la infancia, cuando uno se va haciendo viejo, las horas se achican,

como un astro que girara cada vez en órbitas más pequeñas, y a mayor velocidad, de modo que los regalos
de cumpleaños no se han llegado a gozar cuando ya viene, emboscado, un nuevo aniversario.

Ernesto Sábato
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