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Molecular methods in the diagnosis of tuberculosis / Métodos 
diagnósticos moleculares em tuberculoses
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RESUMEN
La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas más prevalentes en el mundo y 
una de las principales causas de mortalidad por infección. La Organización Mundial de 
la Salud (OMS) estimó en el año 2011, 8.7 millones de casos de tuberculosis, de éstos 
el 13% presentaba coinfección por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH). Dos 
billones de personas presentan infección tuberculosa latente, lo que correspondería a 
un tercio de la población mundial, lo que se convierte en un serio problema de salud 
pública, por ello la OMS la declaró como emergencia mundial. Tradicionalmente, el 
diagnóstico de la tuberculosis en pediatría requiere la presencia de varios criterios que 
incluyen el epidemiológico, clínico, radiológico, tuberculínico y microbiológico, este 
último consta de métodos convencionales como el cultivo, que es el estándar de oro 
y métodos de biología molecular para la amplificación de ácidos nucleicos, que tienen 
mayor auge por la posibilidad de un diagnóstico preciso y más rápido, ya que el bacilo 
tuberculoso es un microorganismo de crecimiento lento y requiere un número mínimo 
de 104 bacilos en la muestra para ser cultivado, esto dificulta su aislamiento en pacientes 
paucibacilares e impide el diagnóstico precoz. Las nuevas técnicas de biología molecular 
se han convertido en una buena opción para el diagnóstico y tratamiento de las infec-
ciones producidas por el complejo de micobacterias tuberculosas y no tuberculosas, 
dada la rapidez en los resultados, su alta sensibilidad y especificidad y la capacidad para 
detectar la resistencia a fármacos antituberculosos.
Palabras clave: tuberculosis; técnicas y procedimientos diagnósticos; biología molecular.

ABSTRACT
Tuberculosis is one of the most prevalent infectious diseases worldwide and is one 
of the main causes of mortality by infection. In 2011, the World Health Organization 
(WHO) estimated 8.7 million cases of tuberculosis, 13% of which were co-infected with 
the Human Immunodeficiency Virus (HIV). Two billion people present latent tuberculous 
infection, which corresponds to one-third of the world population. Thus, it constitutes 
a serious public health problem, which is why the WHO has declared it to be a global 
emergency. Traditionally, childhood tuberculosis diagnosis requires the presence of 
various criteria including epidemiological, clinical, radiological, tuberculinic, and micro-
biological criteria, the latter of which consists of conventional methods, such as culture, 
which is the gold standard, and nucleic acid amplification techniques, which are more 
common as they offer faster and a more accurate diagnosis; this is because the tubercle 
bacillus is a slow-growing microorganism and requires a minimum of 104 bacilli in the 
culture sample, which makes it difficult to isolate in paucibacillary patients and impedes 
early diagnosis. The new methods of molecular biology have become a good option 
for diagnosis and treatment of infections produced by the Mycobacterium tuberculosis 
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INTRODUCCIÓN

La tuberculosis es una de las enfer-
medades infecciosas más prevalentes en 
el mundo y una de las más importantes 
causas de muerte dentro de todas las en-
fermedades infecciosas1. La OMS estimó 
en el año 2011, 8.7 millones de casos de 
tuberculosis, de éstos el 13% tenía Virus 
de Inmunodeficiencia Humana (VIH).

Se estima que cerca de dos billones de 
personas están infectadas por tuberculosis, 
lo que correspondería a un tercio de la 
población mundial y se ha convertido en 
un serio problema de salud pública, por lo 
cual la OMS la declaró como emergencia 
mundial1,2. Menos del 10% de las personas 
infectadas desarrollará enfermedad activa 
a lo largo de su vida, esto dependerá de 
las condiciones genéticas, del estado nu-
tricional e inmune de cada individuo, de la 
cepa de M. tuberculosis con las que se tiene 
contacto, entre otros factores de riesgo1.

La tuberculosis es una enfermedad que 
sigue siendo una causa importante de 
muerte en el mundo y, aunque es curable 

y prevenible, la duración prolongada del 
tratamiento, las cepas resistentes a múl-
tiples fármacos y una mortal asociación 
con el VIH hacen que su control sea un 
desafío para los países en vía de desarrollo. 
Debido a esto las tasas de incidencia no 
han disminuido lo suficiente para alcanzar 
los objetivos globales3.

La dificultad diagnóstica y la baja noti-
ficación de casos de tuberculosis dificultan 
una estimación adecuada de la morbilidad. 
Entre los nuevos casos reportados en el 
2010 por 22 países con la mayor incidencia 
de la enfermedad, sólo el 3.5% se encon-
traba en niños, las mejores estimaciones 
sugieren que los niños, definidos como 
menores de 15 años de edad, representan 
el 11% de los casos, inclusive, algunos 
reportes aumentan hasta el 20%. Lo que 
sugiere un subregistro importante en 
cuanto a la población1,4-9.

En Medellín, la Alcaldía reportó una 
tasa de incidencia en el 2011 de 70 por 
100.000 habitantes, que comparándola 
con años anteriores ha ido en ascenso, 
lo que sugiere una mayor búsqueda , un 

complex and nontuberculous mycobacteria, given the speed of results, its high sensitivity 
and specificity, and the ability to detect resistance to anti-tuberculosis drugs.
Key words: tuberculosis; diagnostic techniques and procedures; molecular biology.

RESUMO
A tuberculose é uma das doenças infecciosas mais prevalentes no mundo e uma das 
principais causas de mortalidade por infecção. A Organização Mundial da Saúde (OMS) 
estimou no ano 2011, 8.7 milhões de casos de tuberculoses, destes o 13% apresentava 
co-infecção pelo Vírus de Imunodeficiência Humana (HIV). Dois bilhões de pessoas apre-
sentam infecção tuberculosa latente, o que corresponderia a um terço da população mun-
dial, o que se converte num sério problema de saúde pública, por isso a OMS a declarou 
como emergência mundial. Tradicionalmente, o diagnóstico da tuberculose em pediatria 
requer a presença de vários critérios que incluem o epidemiológico, clínico, radiológico, 
tuberculínico e microbiológico, este último consta de métodos convencionais como o 
cultivo, que é o padrão de ouro e métodos de biologia molecular para a amplificação 
de ácidos nucleicos, que têm maior auge pela possibilidade de um diagnóstico preciso 
e mais rápido, já que o bacilo tuberculoso é um microrganismo de crescimento lento 
e requer um número mínimo de 104 bacilos na mostra para ser cultivado, isto dificulta 
seu isolamento em pacientes paucibacilares e impede o diagnóstico precoce. As novas 
técnicas de biologia molecular se converteram numa boa opção para o diagnóstico e 
tratamento das infecções produzidas pelo complexo de microbactérias tuberculosas e 
não tuberculosas, dada a rapidez nos resultados, sua alta sensibilidade e especificidade 
e a capacidade para detectar a resistência a fármacos antituberculosos.
Palavras chave: tuberculose; técnicas e procedimentos diagnósticos; biologia molecular. 
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mejor registro y una mejora en la notificación de la 
enfermedad además de la aparición de nuevos casos10.

La mayoría de las personas inmunocompetentes, elimi-
na el bacilo o queda en estado de tuberculosis latente, que 
se puede reactivar en cualquier momento de la vida, esto 
dependerá igualmente de las condiciones de base de cada 
individuo como el estado inmune o enfermedades como 
la diabetes, VIH, problemas hepáticos y desnutrición1,11.

Una prueba ideal, sería aquella que haga diagnóstico 
de enfermedad activa en pacientes VIH negativos y po-
sitivos, tuberculosis latente, tuberculosis extrapulmonar 
y tuberculosis en la edad pediátrica, además de ser capaz 
de detectar resistencias a medicamentos de primera lí-
nea, que sea lo suficientemente sensible, específica y que 
brinde un resultado oportuno1,12.

La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas 
que carece de un diagnóstico rápido, dado que el están-
dar de oro es el cultivo y éste puede tardar semanas o 
incluso meses en crecer y brindar un resultado. Se han 
desarrollado nuevas pruebas para detectar infección 
activa, reactivación, latencia y resistencia a los medica-
mentos1,2,11,13. Cada uno de los métodos de diagnóstico 
descritos en la literatura tiene limitaciones; sin embargo, 
cuando la combinación de hallazgos epidemiológicos, 
clínicos, radiológicos, de laboratorio e histopatológicos, 
son consistentes en tuberculosis el diagnóstico preciso 
es posible en la mayoría de casos6,8.

Tradicionalmente, el diagnóstico de la tuberculosis 
consta de varios criterios que incluyen el epidemiológico, 
clínico, radiológico, tuberculínico y microbiológico, este 
último se puede realizar mediante métodos convencio-
nales en los cuales se incluye el cultivo, que es el estándar 
de oro y métodos de biología molecular para la amplifica-
ción de ácidos nucleicos, que están teniendo mayor auge 
debido a la posibilidad de un diagnóstico preciso y más 
rápido, ya que el bacilo tuberculoso es un microorganismo 
de crecimiento lento, además que requiere de un número 
mínimo de 104 bacilos en la muestra para ser cultivado, 
esto dificulta su aislamiento en pacientes paucibacilares 
e impide su diagnóstico precoz1.

Después del conocimiento celular y de las proteínas 
de los años 70 y 80, en los últimos 10 años del siglo XX 
hubo un aumento exponencial en el conocimiento de 
las técnicas de biología molecular, que han evolucionado 
con rapidez14. Las nuevas técnicas se han convertido en 
una piedra angular para el diagnóstico y terapéutica del 
complejo de micobacterias tuberculosas y no tuberculosas 
por la rapidez en el diagnóstico, su alta sensibilidad y la 
capacidad para reportar la resistencia a fármacos8,9,15. Estas 
pruebas han sido evaluadas, durante casi dos décadas16,17, 
y son un complemento de los métodos convencionales18.

Las pruebas de amplificación de ácidos nucleicos para 
la detección de micobacterias usan ADN o ARN y tienen 
cada vez mayor uso clínico7.

Numerosas técnicas moleculares están disponibles 
para el diagnóstico con ventajas como la rapidez, alta 
sensibilidad y especificidad en muestras con bacilosco-
pias positivas (BK+), determinación de genes implicados 
en resistencias y estudios de epidemiología molecular. 
Algunas desventajas que se han descrito son la baja 
sensibilidad y especificidad en muestras BK negativas 
y formas extrapulmonares19 además de la posibilidad 
de contaminación cruzada en la extracción de ácidos 
nucleicos8,9,20,21.

Estas pruebas son muy sensibles, capaces de detectar 
muy bajo número de copias de ácidos nucleicos de la 
secuencia blanco. Las secuencias más analizadas y am-
plificadas para tuberculosis son la subunidad ribosómica 
IS6110, 16 rDNA, rpoB que codifica para la subunidad S 
ARN, recAgen, Gen hsp65, región intergenética 16-23 
s ribosomal17,20,22-26.

Varios métodos comerciales han sido evaluados en 
adultos con BK positiva que muestran alta especifici-
dad 85%-98% y alta sensibilidad para una estimación 
combinada del 96%, pero cuando los pacientes son BK 
negativo, la sensibilidad es más baja, con una estimación 
combinada del 66%11,17. Las estimaciones de sensibilidad 
son bajas en la tuberculosis paucibacilar puesto que re-
presenta la mayor parte de casos de tuberculosis infantil, 
y extrapulmonar10. 

El rendimiento de las pruebas moleculares para la de-
tección de tuberculosis en los niños no se ha evaluado a 
fondo, sin embargo, pocos estudios realizados hasta la fe-
cha sugieren que el rendimiento en los niños es probable 
que sea similar a la prueba molecular con la baciloscopia 
negativa en adultos por su naturaleza paucibacilar8,9,11,13.

Por otra parte, el 20% de los pacientes con tuberculosis 
cursa con una tuberculosis extrapulmonar y esta cifra 
puede alcanzar hasta un 50% en pacientes VIH positivos, 
y, por su naturaleza paucibacilar, se convierte en un reto 
médico y es aquí donde las pruebas de biología molecular 
tienen gran importancia28-31.

La aparición de la tuberculosis multi drogo resistente 
y más recientemente tuberculosis extensamente drogo 
resistente, se considera como una grave amenaza para 
el control mundial de la tuberculosis12. La OMS estima 
aproximadamente 500.000 casos nuevos cada año de 
tuberculosis resistente lo que genera una importante 
amenaza de salud pública28,33, por esto la importancia 
del uso de la biología molecular para la detección rápida 
de la resistencia a rifampicina directamente de muestras 
de esputo33.

La resistencia a los medicamentos antituberculosos 
se presenta por mutaciones cromosómicas espontáneas, 
en diferentes genes. Esta resistencia puede ser por la 
transmisión directa de genes resistentes a fármacos o 
resistencia de novo8. Los genes más frecuentemente 
estudiados y amplificados para resistencia son: rpoB gen 
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100%) para muestras respiratorias Bk positivas, aunque 
en muestras BK negativas la sensibilidad puede ser tan 
variable como del 65%-93% y en muestras extrapulmo-
nares (63%-100%). La desventaja más importante es la 
falta de control interno de amplificación y, en muchas 
ocasiones, sin posibilidad de automatización9.

Amplificación convencional del DNA por PCR. 
Amplicor Micobacterium tuberculosis test (Roche). Es 
una de las técnicas convencionales más antiguas, basada 
en ADN, amplifica un segmento específico del gen 16S 
ARNr, seguida de hibridación y detección colorimétrica. 
Este método puede ser automatizado y fue aprobado en 
1996 por la FDA (Food and Drug Administration) para 
el uso en las muestras respiratorias con una sensibilidad 
en esputo BK positivo (87%-100%) y especificidad 
esputo BK positivo (91-100%), sensibilidad en esputo 
BK negativo (40%-73%), sensibilidad muestras extra-
pulmonares (27%-98%)9; sin embargo, la sensibilidad 
en muestras extrapulmonares depende del método de 
extracción usado.

Amplificación de desplazamiento de la hebra (sigla 
en inglés SDA). El BD ProbeTec ET Direct Sistem de 
TB (DTB, Becton Dickinson) fue introducido en 1998 
como una técnica semi automatizada para la detección 
rápida del complejo M. tuberculosis en muestras respirato-
rias. Es un proceso de amplificación enzimática e isotér-
mica, para la generación de múltiples copias de secuencias 
del gen IS6110 y el gen 16S rRNA, cuyo producto de 
amplificación es detectado por el método fluorescente. 
Tiene una sensibilidad del 90%-100% en muestras con 
BK positivas y el 30%-85% en BK negativas9.

Ensayos en base sólida de hibridización. Disponibles 
en el mercado como Rif INNO-Lipa. Kit TB (Innoge-
netics, Gent, Bélgica), el MTBDR plus genotype y el 
genotype Mycobacterium Direct (MD) assays (Hain Life-
science, Nehren, Alemania). Los dos primeros sistemas 
pueden detectar e identificar complejo de M. tuberculosis, 
su uso más importante es la detección de resistencias de 
la rifampicina e isoniazida (por Mtbdrplus único geno-
tipo). Esta técnica es específica para la detección directa 
de ARN de M. tuberculosis complex y micobacterias no 
tuberculosas como Mycobacterium avium, Mycobacterium 
intracellulare, Mycobacterium kansasii y Mycobacterium 
malmoense, con una buena sensibilidad y especificidad 
en muestras respiratorias9,30,31.

PCR en tiempo real (sigla en inglés RT PCR). Esta 
técnica se basa en amplificación de diferentes dianas de 
ADN y detección fluorimétrica por sondas marcadas 
como TaqMan, o biosondas FRET, entre otros. Estos 

81pb que explican el 95% de resistencia a la rifampicina 
(34) gen katG 315, 60-70% resistencia a la isoniazida, 
mabA – inh A 8-20% resistencia etionamida e isoniazi-
da, rrs-rpsl-tlyA, resistencia a la amikacina, kanamicina, 
estreptomicina y los genes girA (85%) y gyr B 10, resis-
tencia a las fluoroquinolonas8,10,17,22.

La determinación de la resistencia a medicamentos 
antituberculosos puede ser fenotípica basada en cultivos 
o genotípica basada en la amplificación de ácidos nu-
cleicos9,28,32,33 lo que permite determinar de una manera 
precoz la presencia de multidrogo resistencia (resistencia 
a la isoniazida y a la rifampicina) y la presencia de tu-
berculosis extensamente drogo resistente (resistencia a 
isoniazida, rifampicina, fluoroquinolonas, y medicamen-
tos inyectables como aminoglicosidos)9.

La reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real, 
es un método cada vez más disponible para la utilización 
clínica con la ventaja de una menor contaminación 
cruzada y con capacidad de identificar la resistencia a la 
rifampicina por detección del gen rpoB que representa 
aproximadamente el 95% de resistencia a la rifampicina, 
el cual suele ir acompañado de resistencia a la isoniazida 
puesto que la mono resistencia es rara. Esta prueba se utili-
za como un marcador para tuberculosis multiresistente9,32.

La detección de ácidos nucleicos, es recomendada 
por Center for Disease Control and Prevention (CDC) 
desde el año 2000, además de las pruebas tradicionales. 
Estas pruebas moleculares disminuyen el tiempo de 
diagnóstico de 28 días a 48 horas. En diciembre de 
2010, la OMS aprobó esta prueba para su uso en países 
con TB endémica y la declaró un hito importante para 
diagnóstico de TB global9,22,28. La detección rápida de 
cepas resistentes facilita el acceso a la terapia adecuada, 
reduce las tasas de transmisión y mejora los resultados del 
tratamiento9,34. Por el contrario, un retraso en el diagnós-
tico de la tuberculosis multidrogoresistente asociada con 
medicamentos estándar contribuye al fracaso terapéutico 
y a la adquisición de resistencia a fármacos de segunda 
línea, así como a la difusión de fármaco resistencia de 
cepas a través de la transmisión de persona a persona8.

Los métodos moleculares más comunes que reporta 
la literatura son:

Amplificación mediada por transcripción (sigla en 
inglés TMA). Amplified M. Tuberculosis Direct test 
(AMTD, Gen probe). Método rápido e isotérmico 
basado en la amplificación de rRNA 16S. La transcrip-
tasa inversa se utiliza para copiar rRNA a un híbrido 
de ADNc-ARN y posterior método de quimiolumi-
niscencia que detecta el complejo M. tuberculosis por 
las sondas de ADN específicas. El TMA fue la primera 
prueba aprobada por la FDA en 1995 y muestra alta 
especificidad (95%-100%) y alta sensibilidad (91%-
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se considera un diagnóstico presuntivo de tuberculosis, si 
la muestra es BK negativa y la sospecha es mínima, no se 
recomienda realizar pruebas moleculares. Los pacientes 
en quienes estas pruebas tienen más utilidad son los pe-
diátricos, inmunosuprimidos, pacientes con tuberculosis 
extrapulmonar, paucibacilares y contacto con pacientes 
con resistencia confirmada y grupos de riesgo28,40,44-51. 
Una de las limitaciones de las pruebas moleculares es 
que no diferencia bacilos muertos de vivos, lo que podría 
llevar a un falso positivo; sin embargo, las pruebas que 
detectan mARN de M. tuberculosis sólo son positivas 
cuando la micobacteria está viva, por lo que se utiliza para 
monitorear la respuesta al tratamiento antituberculoso49.

CONCLUSIÓN

En los últimos años los avances en la biología mole-
cular abrieron nuevas posibilidades para el diagnóstico 
de enfermedades infecciosas, entre ellas la tuberculosis, 
lo que ha permitido la detección y la caracterización de 
este microorganismo al igual que resistencia a los antimi-
crobianos de primera y segunda línea, lo que ha generado 
un importante avance en el diagnóstico, tratamiento y 
seguimiento de la enfermedad. Adicionalmente, se deben 
incluir las pruebas moleculares para complementar el 
diagnóstico clínico, de una manera rápida y sensible, sin 
reemplazar los métodos convencionales y el estándar de 
oro. Los pacientes pediátricos, inmunosuprimidos, con 
tuberculosis extrapulmonar, paucibacilares, contacto con 
pacientes con resistencia confirmada y grupos de riesgo, 
se han considerado los pacientes en que estas pruebas 
tienen más utilidad. 
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ensayos tienen ventajas importantes, especialmente su 
rapidez y menos problemas de contaminación cruzada. 
En los últimos años numerosas técnicas comerciales, tales 
como Cobas Taqman, MTB test (Roche), GeneXpert 
MTB/Rif (Cepheid Diagnostics, Ginebra, Suiza) y Light 
Cycler PCR (Roche) han demostrado alta sensibilidad 
y especificidad global, especialmente en muestras res-
piratorias BK positivas9,36-42, De acuerdo con los pocos 
estudios en pediatría el Xpert MTB / RIF es una prueba 
confiable para el diagnóstico rápido de tuberculosis en los 
niños cuando se usa en el esputo inducido, la realización 
de dos muestras aumenta sustancialmente el rendimiento 
diagnóstico de tuberculosis con baciloscopia negativa43.

Nuevos métodos. LAMP (The loop mediate isother-
mal amplification) (Eiken Chemical Co. Japón y FIND 
Diagnostics, Ginebra, Suiza). Es una prueba relativa-
mente nueva que implementa técnicas isotérmicas para 
la amplificación del ADN y que usa varios pares de ce-
badores de la región blanco. El ensayo de LAMP puede 
sintetizar un gran número de dianas de ADN (gryrB 
o IS6110) y la amplificación del producto puede ser 
detectado por métodos colorimétricos y fluorimétricos. 
En el momento existen pruebas limitadas en el contexto 
de tuberculosis, aunque los primeros datos son promete-
dores. Tiene como principales ventajas la amplificación 
del ADN a gran escala, rapidez (2 horas) y relativamente 
bajo costo comparado con otras técnicas, además, cuenta 
con sensibilidad variable 85% (36%-100%) al igual que 
la especificidad 94% (54%- 100%)6,9,42.

GenoQuick MTB prueba (Hain Lifescience). Sirve 
para el diagnóstico rápido de la tuberculosis en muestras 
respiratorias. Esta técnica se basa en amplificación por 
PCR y posterior hibridación. El complejo obtenido se 
une selectivamente a un medidor y posteriormente es 
detectado por métodos colorimétricos, no hay estudios 
publicados por el momento pero los datos preliminares 
son prometedores9.

Los CDC, recomienda realizar pruebas moleculares a 
los extendidos de esputo BK positivos de tal manera que 
si el esputo es positivo y la prueba molecular es positiva, 
se considera un diagnóstico confirmado, si el BK es po-
sitivo y la prueba molecular es negativa se recomienda 
buscar inhibidores y si la prueba molecular sigue siendo 
negativa, se recomienda realizar la prueba en una nueva 
muestra. Si la muestra es BK negativa, pero si la sospecha 
clínica es alta o medianamente sospechosa de TB, se debe 
realizar la prueba molecular y si el resultado es positivo 
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