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CAPITULO |

RESUMEN

La Tuberculosis sigue siendo la infeccibn mas prevalente en el mundo
afectando a un tercio del planeta. Debido a la baja sensibilidad diagnéstica de la
baciloscopia, otras alternativas como la serologia han sido retomadas
incorporando en su aplicacién nuevas tecnologias que la provean de una buena

sensibilidad y especificidad.

Objetivo: Validar un nuevo inmunoensayo para la deteccion de anticuerpos
contra los antigenos ESAT-6 y CFP-10 y su comparacién con los métodos
convencionales usados en el diagnéstico de tuberculosis pulmonar (TBP) tales

como la baciloscopia, el cultivo, el PPD, y el QuantiFERON.

Material y Métodos: Se usaron microesferas cubiertas con ESAT-6 y CFP-
10 para facilitar la deteccion de anticuerpos por citometria de flujo empleando

anti-anticuerpos conjugados con fluorocromos.



Se estudiaron pacientes sintomaticos respiratorios con y sin TBP activa. Se
determinaron la sensibilidad y especificidad, asi como los valores predictivos
negativos y positivos de cada prueba. Se determiné ademas la concordancia

entre las pruebas con el indice de kappa.

Resultados: se incluyeron 106 pacientes, 53 con TB y 53 controles. La
mejor sensibilidad, 58.5%, se obtuvo al combinar la deteccion de cualquiera de
las dos inmunoglobulinas contra cualquiera de los antigenos (58.5%). La mejor
especificidad fué para la deteccion individual de vidual de IgM contra CFP-10,
94.3%. la cual tuvo un VPP de 87%. La mejor concordancia se observd entre el

cultivo y los anticuerpos IgM (kappa 0.321).

Conclusiones: El inmunoensayo no mostré ser superior al cultivo pero se
observé un VPP alto que puede ser (til en la toma de decisiones terapéuticas.
La poca concordancia con la baciloscopia y el cultivo sefialan que esta prueba

debe ser complementaria en el estudio de pacientes con sospecha de TB.



CAPITULO I

INTRODUCCION

Antecedentes

La tuberculosis (TB) es considerada como un problema de salud mundial
debido a su alta prevalencia e indices de morbi-mortalidad.'® La OMS calculé
que en el 2011 hubo 8,7 millones de casos nuevos (un 13% coinfectados por el
VIH) y que 1,4 millones de personas murieron por esta causa. En los 90°s fue
estimado que aproximadamente 2,000 millones de personas (una tercera parte
de la poblacion mundial) se encontraban infectados con M. tuberculosis. En
América Latina se presentan entre 250-300 mil nuevos casos y 20-25 mil
muertes por ano, lo anterior coloca a esta region en el tercer lugar de incidencia
por debajo de Africa y Asia, siendo Brasil, México y Perl los paises mas

afectados.



La infeccién inicia con la inhalacién del bacilo tuberculoso y su depésito en
los alvéolos pulmonares.® El desarrollo de enfermedad dependera de la
virulencia del bacilo y de la respuesta inmune del huésped. La fase inicial de la
infeccion habitualmente es autolimitada. Después de la primoinfeccion el 90%
de los enfermos pasan a una fase de latencia. Solo el 10% de los casos
latentes pasaran posteriormente a la fase de reactivacion. Es en esta ultima
etapa se presentan las manifestaciones clinicas caracteristicas de la TB y en
donde se hace el diagndstico. Es también en esta etapa donde los pacientes
transmiten la infeccién a otras personas siendo el grupo con mayor riesgo de
contagio, los contactos cercanos (30%). El diagnéstico rapido es necesario para

poder iniciar un tratamiento que evite la diseminacion de la enfermedad.

El diagnédstico tradicional incluye la evaluacion clinica y radioldgica apoyada
en la busqueda microscépica de la micobacteria en muestras de esputo,
procedimiento conocido como baciloscopia.>® La sospecha clinica y radiolégica
es muy Uutil para iniciar la deteccion de casos pero los datos pueden ser
inespecificos y se requiere un entrenamiento intencionado para la interpretacion
correcta de los hallazgos. Por lo tanto, la baciloscopia ha sido tradicionalmente
el método mas usado para el diagnéstico y es la principal recomendacién de la
OMS. Desafortunadamente solo 45% de los casos esperados se diagnostican
de esta manera. La baciloscopia es simple y barata pero su sensibilidad no es
la ideal ya que varia de 40 a 80% siendo peor en los paises de bajos recursos.
Su especificidad varia de 50 a 90% siendo mejor en las zonas mas endémicas.

De la manera como se usa en la actualidad, la baciloscopia esta diagnosticando



los casos mas avanzados lo cual contribuye a la propagacion de la TB. La
baciloscopia en muestras broncoscépicas tiene una sensibilidad mayor al 90%
pero con el inconveniente de ser un procedimiento invasivo ademas de

costoso.

Debido a las limitaciones de la baciloscopia se han intentado utilizar otros
métodos diagndsticos.®® El cultivo se considera como el estandar dorado para
el diagnostico de la TB (especificidad del 99%), sin embargo, la sensibilidad es
de un 80%. Su principal inconveniente es que se requiere un laboratorio
especializado, lo que incrementa el costo, y que los resultados toman tiempo en
reportarse, alrededor de 8 semanas si se utiliza el tradicional medio de
Lowenstein-denssen (L-J) que es el mas econémico. Se cuenta con medios de
cultivo liquido como el BACTEC que pueden dar resultados mas rapidos, en 2

semanas, pero son mas caros y requieren mas apoyo tecnologico.

La intradermorreaccién con PPD también ha sido usada por muchos afos en
el estudio de pacientes con TB." Su principal utilidad en la actualidad es en el
estudio de contactos y en la deteccidn de casos latentes. Su papel en los casos
activos es muy controversial, la misma TB puede ocasionar una prueba
negativa por anergia y una prueba positiva no necesariamente indica infeccién
activa. En los paises en los que se aplica la BCG, su interpretacién se ve adn
mas afectada por la reaccién inmune que genera la vacuna que pudiera dar una

prueba falsa positiva.



Los métodos serolégicos prometian ser un procedimiento diagndéstico muy
util cuando se empezaron a utilizar hace mas de 100 anos. Los antigenos
utilizados eran obtenidos por métodos fisicoquimicos y los resultados fueron
desalentadores. La serologia evoluciond y aparecieron las pruebas de ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima o ELISA (del inglés, Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay) en 1976,'" la cual emplea antigenos altamente
purificados. En la actualidad, se han analizado una serie de antigenos con
mejores resultados, como las proteinas de 38 kDa, Ag-60, 30kDa, complejo
45/47kDa, Kp90 y el mas reciente ESAT-6.""'® Los resultados de la serologia
pueden variar en relacion a la naturaleza del antigeno, la pureza del mismo, la
técnica usada (ELISA directa o indirecta), el sistema de deteccidn, el estadio de
la TB y si el paciente es bacilifero o no. La sensibilidad usando los antigenos
individuales varia entre un 60-80% con especificidades de 84-100%. La
combinacién de antigenos en la misma prueba puede aumentar la sensibilidad,
pero disminuye la especificidad.”'® Aunque se dispone de paquetes
comerciales de uso sencillo, la deteccion de anticuerpos no ha podido

posicionarse como una prueba rutinaria de diagnostico.

Los métodos basados en la identificacibn de acidos nucleicos de la
micobacteria en esputo se han visto que funcionan muy bien en ensayos in
vitro®® donde se puede tener un limite de deteccién de hasta 1-10 bacterias y
pueden diferenciar micobacterias tuberculosas de las no tuberculosas. Su uso

clinico tiene ciertas limitantes: su utilidad en aquellos casos no baciliferos es



afectada por la presencia de inhibidores en el esputo, la pérdida de ADN al
tratar de eliminar los inhibidores, amplificacion de ADN de bacterias muertas y
costos elevados. Su uso actual se recomienda principalmente para la
diferenciacion de micobacterias tuberculosas de no tuberculosas en pacientes

con baciloscopia positiva.

En la era de nuevos desarrollos tecnoldgicos, recientemente se introdujeron
al mercado dos pruebas inmunoldgicas que inicialmente se promovieron para el
diagnéstico de TB latente pero que ahora se estudian para su posible uso en el
estudio de casos activos; el QuantiFERON (QFT) ?' y el ELISpot®?®. Ambas
pruebas se basan en la produccion de IFN-y antigeno especifico por células T
en respuesta a los antigenos ESAT-6 y CFP-10 de M. tuberculosis ?**°Esto solo
ocurre cuando los linfocitos T tienen memoria inmunolégica generada por la
infeccion previa con M. tuberculosis. EI QFT es un meétodo actualmente
aprobado por la FDA de Estados Unidos de América para el diagnéstico de la
TB latente. Su sensibilidad y especificidad son del 89 y 99%, respectivamente.
El ELISpot tiene una sensibilidad del 98.8% y una especificidad del 100%. Estas
pruebas tienen la ventaja de requerir solo una muestra sanguinea y tenerse el
reporte en 1 a 2 dias. Para el QFT vya existen paquetes comerciales muy
simples de usar. La lectura de la reaccién, produccién de IFN-y, se hace
mediante ELISA. Los procedimientos empleados en el ELISpot, aunque usan el
mismo principio, son mas laboriosos. Se requiere la extraccion de células para

cultivarlas con los antigenos. El costo alto es el principal inconveniente de estas



2 pruebas. Su principal ventaja es que discriminan muy bien a aquellos sujetos
que tienen vacunaciéon con BCG, problema comun en nuestro medio. Mientras
que el resultado cualitativo no discrimina entre infeccidn latente o activa, el
resultado cuantitativo tedricamente pudiera detectar enfermedad (infeccidn
activa). Esto ultimo no se ha podido validar clinicamente y la FDA solo ha

aprobado el uso del QFT para la deteccién de casos latentes .3

La tecnologia de las microesferas se ha diversificado en los Gltimos afos.®®
> Las microesferas han sido empleadas en el desarrollo de ensayos multiplex
que pueden ayudar a la deteccidbn de antigenos o anticuerpos usando una
cantidad de muestra minima. El uso de microesferas ha sido estandarizado y
validado por diferentes grupos y comparnias para la deteccion multiplex de
citocinas empleando citometria de flujo con microesferas de diversos tamarnos.
En un estudio, se compararon el método de ELISA y el método de microesferas
por citometria de flujo (MCF), este ultimo fue mas rapido, sensible y de mas
bajo costo.*® La técnica de MCF también se ha usado para determinar
anticuerpos anti-peroxidasa tiroidea y anti-tiroglobulina. No hubo diferencias al
compararla con los paquetes comerciales.”® La técnica de MCF se ha
investigado en diversas enfermedades infecciosas tales como hepatitis C*',

VIH*, papiloma® y malaria** con buenos resultados de rapidez y sensibilidad.

En TB, las microesferas han sido empleadas para evaluar el reconocimiento

de moléculas del bacilo por receptores celulares expresados en la membrana



de los macréfagos y células dendriticas que favorecen el proceso de la
fagocitosis. 3¢ 384°%¢ En el campo de nuevas terapias para TB, las microesferas
se han usado como acarreadoras de drogas aumentado su biodisponibilidad y
regulando su liberacion. Las microesferas también se han utilizado como
acarreadoras de antigenos o secuencias de ADN con la finalidad de desarrollar
nuevas vacunas para TB. Se ha evidenciado que el uso de las microesferas
coadyuva al incremento de la respuesta inmune protectora contra M.

tuberculosis.

Los antigenos ESAT-6 y CFP-10 son dos proteinas de bajo peso molecular
presentes en 3 de las principales micobacterias patégenas responsables de la
TB: M. tuberculosis, M. bovis y M. africanum y ausentes en el bacilo de
Calmette-Gierin utilizado en la vacuna BCG. '® 2% 274748 GFP_10 y ESAT-6 son
considerados los antigenos mas especificos de TB. La homologia entre CFP-10
y ESAT-6 es del 40% y son secretadas como heterodimeros por micobacterias
patogénicas de alli que se piense que ambas proteinas son factores de
virulencia. Ambas proteinas son capaces de inducir una inmunidad que le
confiere al hospedero resistencia a la infeccién por M. tuberculosis. Su uso
diagnéstico ha sido enfocado a pruebas donde se estimula la respuesta celular,
sin embargo estas técnicas no han sido utiles para la confirmacion de casos
activos. Existe evidencia de la induccion de la respuesta inmune humoral por

CFP-10 y ESAT-6 pero esta ha sido poco explorada®>?

. La respuesta de
anticuerpos para CFP-10 y ESAT-6 ha sido evaluada en cobayos, primates no

humanos y en humanos. Otro estudio confirmdé demostrd la participacién de



ESAT-6 y CFP-10 en la induccién de la respuesta inmune celular, pero también
de una fuerte respuesta de anticuerpos detectada por ELISA 2. En estos
estudios se ha buscado basicamente la presencia de los anticuerpos y su
comportamiento en diferentes etapas de enfermedad experimental en animales
o enfermedad natural en humanos.’®*® En un estudio con macacos infectados
experimentalmente, 5 de 5 desarrollaron anticuerpos contra ESAT-6 y 1 de 5
contra CFP-10°°. En otro estudio con pacientes con coinfecciéon de TB-VIH,
estos tuvieron anticuerpos contra ESAT-6 y CFP-10 ®'. En un estudio con
cobayos y humanos infectados con M. tuberculosis, el 100% de los animales y
el 75% de los pacientes desarrollaron anticuerpos contra ambos antigenos®2.
Otro trabajo con 20 primates no humanos reporté anticuerpos en el 90% de los
animales con evidencia de TB por necropsia®. Un estudio con 9 pacientes con
TB y 9 controles mexicanos sugiere que ESAT-6 induce respuesta de IgG
desde etapas tempranas de la infeccién. ** En otro trabajo se buscé correlacién
entre la presencia de anticuerpos (usando una mezcla de antigenos entre los
que estaba CFP-10) y la baciloscopia encontrandose anticuerpos en >80% de
los casos BAAR (+) y en >60% de los casos BAAR (-) con una especificidad de
98%.> En Tanzania, el 91% de 184 pacientes con TB tenian anticuerpos contra
una proteina fusionada de ESAT-6/CFP-10%. A pesar de todo lo anterior, a la
fecha no existen estudios prospectivos en humanos en los que se determine la

sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de casos activos.
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Importancia

Todo lo mencionado previamente evidencia nuestras limitaciones en obtener
un diagnéstico temprano de la TB, lo cual ha afectado en gran medida su
control en todo el mundo, pero principalmente en los paises en vias de
desarrollo como México. La OMS lanzé una alerta mundial sobre el
resurgimiento de la TB, considerandola como un problema de salud mundial. La
aparicién de cepas de M. tuberculosis drogoresistente y la coexistencia con
VIH, han contribuido al incremento de casos. Los individuos con TB activa
pueden contagiar hasta un tercio de sus contactos cercanos. La mejor manera
de disminuir el riesgo de contagio es hacer diagndsticos tempranos e iniciar un
tratamiento adecuado. La misma OMS ha reconocido que existe una necesidad
urgente de desarrollar nuevas pruebas diagndsticas que sean eficientes,
rapidas y simples. De hecho, ya existe un programa afiliado a la OMS vy
financiado por la Fundacién Bill y Melinda Gates. Este programa llamado
Foundation for Innovative New Diagnostics, lanzé un programa de apoyo a nivel
mundial para el desarrollo de nuevas pruebas que puedan ser usados en paises
de bajos recursos. Actualmente, sabemos del uso potencial de las microesferas
para el desarrollo de nuevas pruebas de diagnéstico y del poder discriminatorio

de las proteinas ESAT-6 y CFP10. Con la combinacién del uso de microesferas

11



con los 2 antigenos mas especificos de TB y la deteccion de anticuerpos
usando citometria de flujo es posible aumentar la sensibilidad de una prueba
serolégica sin perder especificidad. Por lo tanto, la validacién clinica prospectiva
del inmunoensayo basado en microesferas cubiertas con las principales
proteinas que puedan diferenciar entre micobacterias patdégenas y no

patdgenas ofrecera una nueva alternativa de diagndstico rapido de la TB.

Originalidad

La prueba que intentamos validar es totalmente nueva. La originalidad del
proyecto se basé en el uso de microesferas cubiertas de antigenos que
funcionaron como una matriz para facilitar la deteccion de anticuerpos
especificos para las proteinas de M. tuberculosis por citometria de flujo. La
validacion en humanos se realizd detectando anticuerpos IgM e IgG especificos

para ESAT-6 y CFP-10 en sueros de pacientes con TBP.

12



Justificacion

La OMS ha reconocido la necesidad urgente de desarrollar nuevas pruebas
diagnésticas que sean eficientes, rapidas y simples. Los métodos diagndsticos
convencionales como la baciloscopia tienen una mala sensibilidad y detectan
los casos tardiamente. Los métodos diagndsticos que usan tecnologia
avanzada aun no encuentran un lugar especifico en el abordaje diagnéstico de
los casos sospechosos y son altamente costosos. Los métodos serologicos son
econdmicos pero su principal inconveniente ha sido su baja sensibilidad. El uso
de los antigenos ESAT-6 y CPF-6, altamente especificos de M. tuberculosis,
combinados con la tecnologia de MCF, ofrece la posibilidad de aumentar la
sensibilidad sin perder especificidad. Este método aportaria una prueba
diagnéstica eficiente, facil de realizar, econémica y con un corto tiempo de
entrega de resultados. Estas cualidades permitirian detectar mayor numero de

casos en menos tiempo, acortando asi la cadena de transmision.
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CAPITULO Il

HIPOTESIS

El inmunoensayo para el diagnostico de la TBP activa usando microesferas
cubiertas con ESAT-6 y CFP10 de M. tuberculosis es igual de sensible y

especifico que el cultivo (Estandar dorado).
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

Objetivo general

Validar clinicamente el diagnostico serolégico de TBP activa mediante un

inmunoensayo basado en microesferas cubiertas con los antigenos ESAT-6 y

CFP-10.
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Objetivos especificos

1.- Realizar los examenes para el diagndstico convencional de TBP: PPD,

baciloscopia, y cultivo en los pacientes con sospecha de esta infeccion.

2.- Realizar el ensayo de Quantiferon in tube (QFIT) en los pacientes con

sospecha de TBP.

3.- Determinar la presencia de anticuerpos anti-ESAT6 y anti-CFP10 empleando

microesferas cubierta con los antigenos.

4.- Determinar la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de las pruebas de

laboratorios empleadas para el diagnostico de TBP.

5.- Determinar los indices de concordancia entre cada uno de las pruebas de

laboratorio.
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CAPITULO V

MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio

Se incluyeron pacientes con los criterios de inclusion mencionados
posteriormente en 4 instituciones medicas: Servicios Médicos UANL, Servicios
Médicos del Municipio de Monterrey, Servicios Médicos de la Secc. 50 de los

Trabajadores de la Educacién y en el Hospital Universitario de la UANL.
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Recursos biolégicos

1.- Proteinas recombinantes ESAT-6 y CFP-10 de M. tuberculosis.

2.- Derivado proteico purificado (PPD).

3.- Anticuerpos anti-IgM y anti-lgG humanos conjugados con FITC o PE.
5.- Anticuerpos como controles de isétopo para citometria de flujo.

6.- Muestra de sangre venosa periférica.

7.- Esputo o lavado bronquial para baciloscopia y cultivo.

8.- QFIT

Recursos materiales

a) Lugar de Trabajo:
1) Servicio de Inmunologia: Laboratorio de Inmunologia Molecular

2) Servicio de Neumologia: Laboratorio de Micobacteriologia del CIPTIR
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b) Equipos:

1. - FACS Sort (BD, San Jose, California)

2.- Campana de Bioseguridad nivel Il (Nuaire)

3.- MGIT 960 (BACTEC)

4.- Microscopio de luz (CarlsZeiss)

5.- Incubadora de CO2 de 37 grados Celsius (Sanyo)
6.- Incubadora de 37 grados Celsius (Precision)

7.- Lector de microplacas (Biorad)

8.- Micropipetas (BioPette, Labnet)

9.- Ultracongelador -80 grados Celsius (Sanyo)

10.- Centrifuga refrigerada (Eppendorff)

11.- Vortex (Thermoline)

12.- Balanza analitica (Scientific)

13.- Hematocitémetro (Gibco)

14.- Computadora HP con Office XP 2000

15.- Software CellQuest (Andlisis de muestras de citometria).

16.- Software GraphPrism (andlisis Estadisticos).

c) Consumibles:

1.- Kits de QuantiFERON= TB Gold In-Tube (Cellestis)
2.- Tubos vacutainers con y sin heparina (BD)

3.- Aguja para vacutainer (BD)
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4.- Puntillas para micropipetas de 10, 20, 200 y 1000 microlitros (Eppendorff)
5.- Caja para crioviales (Corning)

6.- Crioviales de 1.5 ml (Corning)

7.- Tubos eppendorff 1.5 ml (Eppendorf)

8.- Tubos para citometria de flujo (BD, Bioscience)

9.- FACS Flow (BD, Bioscience)

10.- Microesferas (Polyscience)

11.- Kit conjugacién de microesferas (Polyscience)

12.- Placas de cultivo pata micobacterias (Middlebrook 7H9, 7H10 Difco)
13.- Frascos de cultivo liquido con fluorescencia (BACTEC)

14.- Medio de cultivo L-J (Difco)

15.- Tubos cdnicos 15y 50 ml (Corning)

Recursos financieros

El costo aproximado de los consumibles y bioldgicos fue de $267,310.00 y

fue costeado por fondos obtenidos en el Proyecto aprobado por SSA-ISSSTE-

IMSS CONACYT con el nimero 68733 titulado “DESARROLLO Y VALIDACION

DE UNA PRUEBA DE DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS PULMONAR

EMPLEANDO LOS ANTIGENOS ESAT-6 Y CFP-10 DE MYCOBACTERIUM
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TUBERCULOSIS UNIDOS A MICROESFERAS” asi como con fondos del

CIPTIR.

Recursos metodoldgicos

Disefio experimental

Se realiz6 un estudio transversal para evaluar la utilidad clinica de una
nueva prueba diagnostica para TB. Para el célculo del tamafo de muestra se
considerd una prueba de dos colas con un valor de alfa de 0.05 y un poder de
0.9. El tamafo de muestra obtenido fue de 124 sujetos entre los que se incluyen

los casos y los controles.

Se incluyeron de manera prospectiva todos los pacientes consecutivos
evaluados por la sospecha clinica de TB durante un periodo de 12 meses. Se
hizo la valoracién clinica rutinaria completa y ademas se les extrajo en una sola
ocasion una toma de sangre para los estudios propios de este protocolo. Las

muestras de sangre de cada paciente se dividieron en 4 sets para su
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procesamiento correspondiente para cada una de las pruebas diagnosticas
inmunoldgicas. Las muestras de secreciones respiratorias se cultivaron para
micobacterias y se revisé el resultado a las 8 semanas. Los pacientes fueron
seguidos en la Clinica de TB para poder definir de manera clara el diagnéstico
final de TBP activa. Se obtuvieron muestras de sujetos sanos PPD (+) y PPD (-)
para ser usadas como controles en la estandarizacion del inmunoensayo. Se
hizo el analisis estadistico comparativo de resultados y de concordancia solo en
aquellos pacientes que tuvieron el diagnéstico de TB activa confirmado de

manera categorica por un cultivo positivo para M. tuberculosis.

Seleccion de pacientes

Evaluacion clinica al inicio del estudio: A todos los casos se les realizd una
historia clinica y una exploracién fisica completas. Se indicaron los estudios
radiograficos pertinentes, incluyendo por lo menos una tele radiografia de térax.
Se hizo énfasis en determinar que el cuadro actual del paciente fuera un evento
nuevo para descartar casos correspondientes a recaidas o fracasos
terapéuticos. También se documentd la presencia o ausencia de cicatriz de
BCG. Si después de esta valoracion se consideré la posibilidad de TB activa, el

paciente fue revalorado en el CIPTIR para su inclusion en el estudio. Se
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realizaron baciloscopias de esputo las cuales fueron cultivadas para
micobacterias. Si el paciente requiridé una broncoscopia durante su evaluacién
preliminar, la muestra de lavado bronquioalveolar se procesd de la misma

manera que el esputo.

Enrolamiento

Los pacientes con sospecha clinica de TB identificados en cualquiera de las
areas de atencién del Hospital Universitario o de los servicios médicos
previamente mencionados fueron referidos al CIPTIR para valorar su
enrolamiento. La valoracion se hizo por el Jefe de la Clinica de TB (Dr. Adrian
Renddn), quién tiene amplia experiencia en la atencidén de esta enfermedad. Si
el paciente reunio los criterios de Inclusidon mencionados posteriormente, se le
explico el estudio y se le invito a participar en él. Si el paciente aceptd participar,
se le proporciond y explico la Carta de Consentimiento informado.
Posteriormente, se le aplic6 el PPD y se tomaron 2 muestras sanguineas, una
de ellas se proceso en el CIPTIR para QFIT y el resto se envié al Laboratorio de
Inmunologia. Se verific6 que las muestras respiratorias previas de cada
paciente se estuvieran procesando en el laboratorio de Micobacteriologia del

CIPTIR. De no ser asi se tomaron nuevas muestras para baciloscopia y cultivo.
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Criterios de inclusion

1.- Pacientes de cualquier raza o sexo ambulatorios u hospitalizados.

2.- Mayores de 18 afos.

3.- Sospecha de TBP:
3.1 Sintomas sugestivos de TBP: Tos por lo menos durante 2 semanas o
hemoptisis o pérdida de peso sin otra causa obvia o diaforesis nocturna o
fiebre,
3.2 Hallazgos radiolégicos compatibles con TB (con o sin sintomas):
Afeccidn de Iébulos superiores, cavitaciones, infiltrado fibrocavitario,

nodulos.

Criterios de Exclusion

1.- Diagnéstico previo de TB (confirmado o presuntivo).

2.- Una semana o mas de tratamiento antifimico.
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3.- Sospecha o diagnéstico confirmado de infeccién con VIH.
4.- Infeccidon por micobacterias no tuberculosas.

5.- Uso de inmunosupresores.

Clasificacion de pacientes:

Se hizo una segunda evaluacién clinica de cada paciente a los dos meses
posteriores al enrolamiento. Durante esta se definié el diagndstico final de cada
uno en base a los resultados de cultivos, respuesta terapéutica y evolucion

clinica. Los pacientes se clasificaron como:

e TBP activa: cultivo (+)
¢ No TBP: otro diagndstico o mejor6 sin tratamiento para TB

e Sin diagnéstico final: informacién insuficiente

Para propésitos de este estudio los casos son aquellos con diagndstico

definitivo de TBP y el resto con otro diagnostico se consideraron controles. Se

excluyeron los casos con duda diagndstica.
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Procedimientos durante el estudio

PPD

Fue aplicado por una enfermera experta en la técnica de Mantoux:
Intradermorreacciéon en el antebrazo derecho, con lectura a las 72 horas
posteriores a la aplicacién. Se usé PPD-TUBERSOL administrando 10Ul
(0.1ml). Se consideré un PPD (+) cuando se midié una induracién >10 mm de
diametro. La medida se hizo con la técnica del boligrafo. En los sujetos con
PPD (-) se repiti6 la aplicacion al mes de tratamiento para descartar la

posibilidad de anergia inducida por la misma TB.
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Baciloscopia y Cultivo para micobacterias:

Las muestras respiratorias fueron procesadas siguiendo los procedimientos
convencionales usados en el Laboratorio de Micobacteriologia del CIPTIR. Este
laboratorio tiene un nivel Il y capacidad para identificar los diferentes tipos de
micobacterias. Se siguieron las recomendaciones publicadas por la
Organizacion Panamericana de la Salud y del Center for Disease Control. Cada
muestra fue digerida, descontaminada y concentrada. Se hizo una extension
para ser tefida con la coloracion de Ziehl-Nielssen. Los resultados se
expresaron en cruces de acuerdo a la cantidad de micobacterias observadas.
Del mismo concentrado de la muestra se usé una porcidn para cultivo
convencional en medio de L-J. Otra porcién se sembr6é en medios liquidos de
BACTEC. La lectura del cultivo de L-J se hizo al mes y a los 2 meses. La lectura
(+) se reportd en el momento de tenerse. La lectura (-) se realizd hasta después
de haber pasado 2 meses. Los cultivos en BACTEC se leyeron cada 24 horas y
se dié un resultado positivo tan pronto se tuvo. El resultado (-) se di6 hasta

después de un mes de lecturas negativas.
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QuantiFERON TB Gold In-Tube (Cellestis)

El sistema de QuantiFERON®-TB Gold IT emplea tubos especializados para
la recoleccion de muestras por puncién venosa que contienen antigenos de M.
tuberculosis [ESAT-6, CFP-10 y TB7.7 (p4)] o controles. Una vez extraida la
muestra sanguinea se vertié directamente dentro de los tubos y se agit6. La
sangre fue incubada en los tubos por 16 a 24 horas. Posteriormente, los tubos
se centrifugaron. El plasma se recuperd y almacend a -20°C hasta su uso. 50
microlitros de plasma de cada tubo fueron transferidos a microplacas
precubiertas con anticuerpos anti-IFNy y se adicionaron 50 microlitros del
conjugado a cada pocillo. Se incluyeron estandares de diferentes
concentraciones de IFN-y para realizar la curva estandar y calcular la
concentracion en nuestras muestras. Las placas se colocaron en un agitador
automatico y se incubaron a temperatura ambiente. A continuacién se lavaron
las placas antes de agregarles 100 microlitros de sustrato e incubarlas
nuevamente. Se adiciond una solucién para detener la reaccién y en seguida se
uso un lector de ELISA para determinar la absorbancia a 450nm. Los resultados
se cuantificaron usando el programa computarizado de Excel para obtener la
curva estandar. Los valores de nuestros pacientes fueron extrapolados en dicha

curva para obtener resultados cualitativos: positivo, negativo e indeterminado.
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El personal encargado de realizar esta prueba recibié entrenamiento en las

instalaciones del fabricante en Los Angeles EUA.

Inmunoensayo con microesferas y ESAT-6/CFP-10 leido con citometria de

flujo

Las proteinas recombinantes ESAT-6 y CFP-10 de M. tuberculosis fueron
producidas en el Servicio de Inmunologia de esta Facultad usando la cepa
BL21 de E. Coli. Se us6 una cola de Histidina para facilitar su purificacién
mediante columnas de niquel. Una vez recuperadas las proteinas
recombinantes, se llevd un control de calidad de expresion y reactividad a
sueros mediante geles de poliacrilamida y Western blot. Después de este
proceso, las proteinas recombinantes se conjugan con las microesferas con
grupos COOH libre por el método de la carbodiimida. El método fue
estandarizado para la deteccidon de anticuerpos en sueros humanos en el
Servicio de Inmunologia. A continuacion se describen los detalles del presente
trabajo de tesis que pretende validar dicha prueba y compararla con las

anteriormente mencionadas.
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Validacion del inmuno ensayo con sueros de sujetos sanos PPD (+) y (-),

asi como sueros de pacientes con TB cultivo (+):

Los ensayos se realizaron empleando las microesferas cubiertas con los
antigenos de M. tuberculosis y sueros de pacientes conocidos con Tuberculosis
pulmonar cultivo (+) y controles sanos. Para estos se emplearon el siguiente
panel Microesferas-ESAT-6, y Microesferas-CFP-10. Lo anterior se realizd para
la deteccion de anticuerpos IgG de pacientes y sujetos sanos PPD-
positivos/negativos. En este caso, se empled un anticuerpo secundario anti- IgG
humano conjugado con PE (ficoeretrina). Se realizaron lavados para eliminar el
anticuerpo no unido y se resuspendieron. Las muestras se analizaron en un
citbmetro de flujo FASC Sort (San Jose, California) y utilizando el software
CellQuest. Se encontraron las diluciones a usar en nuestro estudio (1000c para
ESAT-6 y 100c para CFP-10) y los puntos de corte para los valores de
positividad en base a la intensidad media de fluorescencia: 50 para ESAT-6 y

200 para CFP-10.
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Lo anterior se muestra en los siguientes histogramas (Fig. 1) (Fig.2 véase

pagina siguiente.):
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Figura 1 Deteccidn de anticuerpos IgG humanos
anti CFP10 usando microesferas
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Figura 2 Deteccién de anticuerpos IgG humanos anti ESAT-6
usando microesferas

A diferencia de este ensayo preliminar, realizado retrospectivamente,
nuestro estudio se hizo prospectivamente en pacientes con sospecha de
tuberculosis pulmonar activa con el objeto de validar la utilidad clinica del

ensayo.
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Analisis de datos.

Se integré una base de datos computarizada. Los datos fueron analizados
usando el programa estadistico SPSS y GraphPad. Se compararon los
resultados del inmunoensayo de microesferas en 2 grupos: TB activa y No TB
activa. Se calcularon la sensibilidad, especificidad y valores predictivo para
cada prueba individual y en comparacidén de cada una de ellas contra la técnica
de microesferas. Los resultados de concordancia de las pruebas cualitativas se
determinaron por el indice de kappa y la significancia de la discordancia de las
pruebas pareadas se hizo con la prueba de chi cuadrada de McNemar. Se usé
el modelo paramétrico de Knottnerus para determinar si la combinacién del
inmunoensayo de microesferas con los otros métodos genera un valor

diagnéstico adicional.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

Se incluyeron 106 pacientes, 53 casos (50%) y 53 controles (50%) tomando
como gold standard el cultivo para micobacterias. Hubo 55 hombres (51.9%) y

51 mujeres (48.1%) con una edad media de 46.7 afos (+20.1) (Tabla 1).

Tabla 1

Datos demograficos

Casos Controles
(n=53) (n=53) i
Sexo Masculino 31 24
Femenino 22 29 0.243
Edad media 40.4 52.98 0.001
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Se analizaron las co-morbilidades presentes en cada uno de los grupos, no
encontrandose diferencia estadisticamente significativa a excepcion de los

casos con diabetes mellitus. (Tabla 2)

Tabla 2

Comorbilidades: Casos vs controles

Co-morbilidad Casos Controles

(n=53) (n=53) :
OH 15 (28.3%) 13 (24.5%) 0.826
Drogas 2 (3.77%) 3(5.66%) 0.538

Riesgo VIH 4 (7.5%) 3(5.66%) 0.094
HTA 5 (9.4%) 6 (11.3%) 1
Trasplante 0 0

Malnutricién 1(1.8%) 1(1.8%) 1
ERC 2 (38.77%) 2 (3.77%) 1

DM 13 (24.5%) 2 (3.77%) 0.004
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Los diagnosticos de los controles (N=53) fueron los siguientes (Tabla 3)

Tabla 3.

Diagnésticos identificados en los casos sin TB (N=53)

Cancer Pulmonar 28.3% (15)
Neumonia 11.3% (6)
IVRS 11.3% (6)
Asma 9.4% (5)
Bronquitis 9.4% (5)
Empiema 7.5% (4)
EPOC 7.5% (4)
Fibrosis Intersticial 3.7 % (2)
Neumoconiosis 3.7% (2)
Coccidioidomicosis 3.7% (2)
Atelectasia 1.8% (1)
Micobacteria no TB 1.8% (1)
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Se analiz6 el riesgo de TBP en base a la historia de exposicién: casos 19.6%

vs controles 8.8%, OR 22.694, p 0.047.

A todos los pacientes se les realizaron baciloscopia y PPD. Los resultados

en los casos fueron (Tabla 4):

Tabla 4

Resultados de Baciloscopia y PPD entre los casos con TBP

Baciloscopia PPD
Sensibilidad 69.8% 88.2%
Especificidad 98.1% 88.7%
Valor predictivo positivo 97.4% 88.2%
Valor predictivo negativo 76.5% 88.7%

Todos los controles tuvieron baciloscopias negativas con excepcion de un
caso positivo que resulté ser una micobacteria no tuberculosa identificada en el

cultivo. ElI PPD fue negativo en 50 (94.3%) de 53 de los controles.
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El QFIT fue positivo en el 83.1% (sensibilidad) de los casos y en el 32.2% de
los controles, con una especificidad de 75.6%, un VPP de73.9% y un VPN de

84.2%.

Se realiz6 serologia en todos los pacientes utilizando microesferas cubiertas
de los antigenos CFP-10 y ESAT-6. Primero se determiné la presencia de
anticuerpos IgG o IgM contra los antigenos individuales y posteriormente se
hicieron todas las combinaciones posibles (lgG y/o IgM, CFP-10 y/o ESAT-6)
buscando la mejor sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos y

negativos (Tabla 5) (Figura 3, 4, 5, 6 véase paginas siguientes).

Tabla 5

Resultado de la deteccidén de anticuerpos contra ESAT-6 y CFP-10:
Sensibilidad, Especificidad, VPP y VPN

CFP10lgG  ESATBIgG ~ ComblgG CFP10igM  ESAT6IgM  CombigM  ComblgG/igM
Sensibilidad 18.9% 41.5% 49.1% 37.7% 20.8% 41.5% 58.5%
Especificidad 77.4% 79.2% 64.2% 94.3% 925% 90.6% 54.7%
VPP 45.5% 66.7% 57.8% 87% 73.3% 81.5% 56.4%

VPN 48.8% 57.5% 55.7% 60.2% 53.8% 60.8% 56.9%
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Se comparé la diferencia entre los anticuerpos IgG o IgM para cada uno de
los antigenos mediante el LR+ (razon de verosimilitud) (Tablas 6) (Tabla 7

véase siguiente pagina).

Tabla 6

Comparativo de IgG e IgM contra CFP-10

CFP-10 IgG CFP-10 IgM
Sensibilidad 18.9% 37.7%
Especificidad 77.4% 94.3%
VPP 45.5% 87%
VPN 48.8% 60.2%
LR+ 0.8362 6.614
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Tabla 7

Comparativo de IgG e IgM contra ESAT-6

ESAT-6 IgG ESAT-6 IgM
Sensibilidad 41.5% 20.8%
Especificidad 79.2% 92.5%
VPP 66.7% 73.3%
VPN 57.5% 53.8%
LR+ 1.99 2.77

Se hizo el mismo analisis combinando los dos antigenos para cada uno de

los anticuerpos IgG o IgM (Tabla 8).

Tabla 8

Comparativo de IgG contra ESAT-6 o CFP-10
y de IgM Contra ESAT-6 o CFR-10

lgG vs ESAT-6 y/o IgM ESAT-6 y/o CPF-

CPF-10 10
Sensibilidad 49.1% 41.5%
Especificidad 64.2% 90.6%
VPP 57.8% 81.5%
VPN 55.7% 60.8%
LR+ 1.3715 4.414
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Se analiz6 la concordancia entre cada una de las pruebas mediante el indice

de kappa

Tabla 9

Valores de concordancia para cada una de las pruebas diagndésticas realizadas

Pruebas Indice kappa

PPD VS BAAR 0.575

PPD Vs CFP10IgG -0.108

PPD Vs ESAT6IgG 0.148

PPD VS CFP10IgM 0.184

PPD VS ESAT6IgM 0.064

BAAR Vs CFP10IgG -0.085

BAAR Vs ESAT6IgG 0.218

BAAR VS CFP10IgM 0.348

BAAR VS ESAT6IgM 0.077

lgG vs ESAT-6 y/o VS BAAR 0.074
CPF-10

lgG vs ESAT-6 y/o VS PPD 0.036
CPF-10

IgM vs ESAT-6y/0 Vs BAAR 0.321
CPF-10

IgM vs ESAT-6y/0  vs PPD 0.185
CPF-10

IgG/IgM vs ESAT-6  vs BAAR 0.123

y/o CPF-10
IgG/IgM vs ESAT-6  vs PPD 0.040
y/o CPF-10
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La concordancia del QFTB con los anticuerpos fue: CFP-10 1gG, 0.210,

CFP-10 IgM, 0.032, ESAT-6 IgG, 0.081, ESAT-6 IgM, 0.012.
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CAPITULO VII

DISCUSION

La OMS estd promoviendo extensas campafas alrededor del mundo con la
finalidad de revertir la epidemia creciente de TB. Los esfuerzos no han sido
suficientes ya que el retraso en el diagnéstico sigue siendo un serio problema.
En el 2011, solo el 66% de los casos nuevos en el mundo fue notificado y
alrededor de un tercio de ellos no tuvo confirmacién bacterioldgica. ° Si bien el
retraso en el diagnéstico es multifactorial, uno de los principales problemas es
la falta de eficiencia de los procedimientos diagndsticos actuales como la
baciloscopia y el cultivo.®” El desarrollo de nuevas pruebas diagnésticas se ha
vuelto una prioridad para la OMS®® pero la falta de fondos ha limitado su

desarrollo.®

El cultivo de micobacterias sigue siendo el estdndar dorado para el
diagnéstico con serios inconvenientes, retraso de semanas a meses en el
reporte del resultado y alto costo, lo cual lo hace inaccesible en los lugares de
mayor endemia que tristemente son también los de menores recursos. La

baciloscopia, simple y barata, tiene una alta especificidad en las zonas
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endémicas de TB pero adolece de una sensibilidad adecuada lo cual ocasiona

que se pierdan casi la mitad de los nuevos casos.>®

Las pruebas con acido nucleicos siguen evolucionando pero aun no definen
su lugar en el algoritmo diagnostico y acarrean también el inconveniente de un

alto costo.®°

El diagnédstico seroldgico de la TB ha sido explorado por afos ya que ofrece
la posibilidad de tener una prueba eficiente y costo efectivo que pueda ser
realizada en una muestra sanguinea unica. Cada vez es mejor comprendido el
papel que juega la respuesta inmune humoral en la TB y su papel facilitador en
el desarrollo de la respuesta de hiperreactividad celular tardia. Uno de los
principales problemas en el desarrollo de una prueba seroldgica es que existen
multiples antigenos de la micobacteria que generan produccidén de anticuerpos,
y que el patron en el que se manifiesta este fendmeno es variable en cada una
de las etapas fisiopatogénicas de la TB y ademas también es muy variable de

paciente a paciente.®’

La lista de antigenos conocidos a la fecha es larga lo mismo que las
técnicas para identificarlos.®® Existen diversos paquetes comerciales para el
diagndstico serolégico de la TB los cuales son basados principalmente en
ensayos de flujo lateral o en ELISA cuyo uso se volvié popular a pesar de no
tenerse recomendaciones claras para su uso.”” Desafortunadamente, los

resultados de una revisién en la que se incluyeron 254 estudios en los que se
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evaluaron 51 antigenos de manera individual, asi como 30 antigenos en
combinaciones diversas, concluyen que ninguna de las pruebas seroldgicas
disponibles es suficientemente sensible para sustituir a la baciloscopia.®® La
OMS hizo una evaluacion semejante de 19 pruebas serolégicas comerciales y
llegd a la misma conclusion.®® Otro estudio independiente mas reciente,
también tuvo los mismos hallazgos de la OMS. Los problemas observados en
los estudios previos incluyen falta de estandarizacion de las técnicas, uso de
diferentes antigenos, pacientes en diversas etapas de la TB y con
enfermedades coexistentes y falta de controles entre los que se incluyan
pacientes sintométicos respiratorios sin TB.%* A pesar de que no se tiene una
buena prueba serolégica aun, la OMS no descart6 la posible utilidad de estas

pruebas y ha incentivado a los investigadores a tratar de mejorarlas.®®

Dentro del proceso de desarrollo de una prueba serolégica es clave
seleccionar dentro de los antigenos conocidos, los mas especificos y buscar
una técnica para detectarlos con una alta sensibilidad. > Recientemente ESAT-
6 y CFP-10 han sido usados ampliamente para retar la respuesta inmune
celular debido a su alta especificidad y a que no tienen reaccion cruzada con
BCG. Lo interesante es que estas dos proteinas son antigénicas y capaces de
provocar respuesta humoral, con la formacién de anticuerpos que pueden ser
detectados en el suero. >*°°
La técnica tradicional de ELISA puede ser superada en su sensibilidad

mediante el uso de microlechos que facilitan la deteccion de varios antigenos

de forma simultdnea. Las microesferas cubiertas con antigenos pueden servir
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para el mismo obijetivo. La citometria de flujo es un procedimiento util para la
deteccion de diversas particulas. Estas particulas pueden ser microesferas
portadoras de diferentes proteinas antigénicas, las cuales al ser marcadas,
pueden ser detectadas y medidas, convirtiendo el procedimiento en un

inmunoensayo.®**°

A diferencia de los inmunoensayos previamente descritos, nosotros
estudiamos un ensayo novedoso que incorporé el uso de dos de los antigenos
mas especificos conocidos de M. tuberculosis, ESAT-6 y CFP-10 los cuales
fueron acoplados a microesferas con la finalidad de facilitar la deteccion de
anticuerpos contra ellos mediante citometria de flujo. El propésito fué aumentar
la sensibilidad del ensayo sin sacrificar su especificidad. Nuestra hipotesis fue
que la deteccion de anticuerpos contra ESAT-6 y CFP-10 acoplados a

microesferas era un inmunoensayo igual de sensible y especifico que el cultivo.

Decidimos usar como controles pacientes con sintomas respiratorios que
pudieran ser confundidos con TB y como casos usamos a pacientes con
diagnoéstico definitivo de TB confirmado por cultivo. Las caracteristicas de
nuestros dos grupos de estudio fueron semejantes en cuanto a género y la
mayoria de las comorbilidades. Si hubo diferencia en la edad media siendo los
casos mas joévenes que los controles (40 anos vs 53, p 0.0001). También la
presencia de DM fue mayor en el grupo de los casos que en los controles
(24.5% vs 3.8%, p 0.0004). Como era de esperarse, la baciloscopia y el PPD

tuvieron una alta sensibilidad (69.8% y 88.2% respectivamente) y especificidad
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(98.1 y 88.7% respectivamente). Para le deteccion de anticuerpos usamos
varias estrategias que incluyeron todas las combinaciones posibles: la
busqueda de anticuerpos anti IgG o IgM contra los antigenos individuales, la
busqueda simultanea de los dos anticuerpos contra los dos antigenos. De esta
manera tuvimos un panel de 7 posibles resultados, a cada uno de los cuales se
le determiné la sensibilidad y especificidad asi como los valores predictivos
positivo y negativo, con el objetivo de poder determinar su posible utilidad
clinica. La sensibilidad para encontrar anticuerpos IgG o IgM contra ESAT-6 fue
41.5% y 20.8% respectivamente. La sensibilidad para encontrar anticuerpos 1gG
o IgM contra el antigeno CFP-10 fue 18.9% y 37.7% respectivamente. La mejor
sensibilidad se obtuvo al encontrar anticuerpos 1gG o IgM contra cualquiera de
los dos antigenos, 58.5%. Estos resultados por si solos no son alentadores.
Nuestra prueba mostr6 el mismo problema reportado previamente con otros
antigenos, la falta de sensibilidad.®®® Esto pudiera ser debido a que la
respuesta inmune humoral no muestra su maxima manifestacion en la etapa
inmediata previa al diagnéstico, etapa en la que estudiamos a nuestros
pacientes, lo cual puede condicionar que los niveles de anticuerpos sean bajos
y por lo tanto no detectables. Debe considerarse ademas que los antigenos que
usamos no sean realmente muy inmunogénicos y generadores de titulos altos
de anticuerpos. Otra explicacién también muy pertinente, pudiera ser un defecto
inherente a la técnica que empleamos para la identificacién de los anticuerpos.

Un estudio reciente que uso una proteina fusionada ESAT 6-CFP10 reporté una
mejor sensibilidad usando ELISA indirecta pero el tipo de pacientes estudiado

fue diferente al nuestro.®® Si bien la sensibilidad que observamos no fue con
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mucho la que anticipabamos, probablemente lo mas importante que
encontramos en nuestro estudio fue lo relacionado a la especificidad. Al buscar
anticuerpos IgG ya sea contra ESAT-6 o contra CPF-10, la especificidad de una
prueba positiva fue de 64.2 y 77.4% respectivamente, nUmeros aun no muy
espectaculares. Pero al ver los resultados de la deteccion de IgM contra
cualquiera de los antigenos, lo que observamos fue una especificidad excelente
de 92.5 y 94.3% (ESAT-6 y CPF-10) con valores predictivos positivos de 73.3 y
87% respectivamente. Los valores de alta especificidad en un inmunoensayo
usando ESAT 6 y CFP 10 ha sido reportado recientemente en otros estudios. ®”
% En el contexto de la evaluacién de un paciente con sintomas respiratorios en
el que se esta tratando de llegar a un diagndstico que incluye TB en el
diferencial, una prueba diagndstica con una alta especificidad puede ser de
mucha utilidad para el clinico, sobre todo en el caso de los pacientes con
diagnéstico dificil mientras se espera el resultado de los cultivos, o cuando se
carece de ellos. El tener una prueba de anticuerpos de este tipo negativa no
descartaria el diagnéstico de TB. Por otro lado, el tener anticuerpos IgM
positivos contra cualquiera de los antigenos haria mucho mas probable que
nuestro paciente estuviera sufriendo de TB. El otro aspecto que nosotros
quisimos estudiar fue la concordancia de la determinacién de anticuerpos contra
los otros estudios diagnésticos, principalmente la baciloscopia y el cultivo.
Utilizando nuevamente diferentes combinaciones posibles de antigenos y
anticuerpos, ya sea que se compararan aisladamente o en combinaciones, no
encontramos en ninguna comparacién una concordancia que fuera por lo

menos buena; la mejor fue entre los anticuerpos IgM contra CFP-10 y la
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baciloscopia (indice de kappa de 0.348). Esta discordancia era esperada y se
explica porque las pruebas que usamos miden actividades diferentes que se
desarrollan durante la infeccion tuberculosa. Los anticuerpos miden inmunidad
humoral, el PPD mide inmunidad celular, la baciloscopia y el cultivo miden
carga bacilar. Esta falta de concordancia debe entenderse en el contexto clinico
de los enfermos y deben considerarse como pruebas complementarias y/o
secuenciales en el abordaje diagndstico. La negatividad de una prueba no

descarta la positividad de las otras.

En nuestro estudio tuvimos la fortaleza de incluir casos con diagndstico
confirmado de TB en base a tener el estandar dorado, un cultivo positivo para
M. Tuberculosis y ademas controles sintomaticos en los que se tenia la
sospecha de TB, lo cual refleja mas el dilema al que se enfrenta un clinico en la
vida diaria. Por motivos de disefio no incluimos pacientes con TB y cultivo
negativo, grupo de pacientes que no son tan inusuales en la practica habitual y
en el que no podemos transpolar nuestros resultados directamente. Otro factor
a considerar como influyente en nuestros resultados es la diferencia en edad en
ambos grupos y el predominio de diabéticos en el grupo de los casos con TB. El
como la edad pueda influenciar la respuesta humoral en TB se desconoce pero

la DM claramente se ha relacionado con alteraciones inmunolégicas.

Nuestros resultados confirman que la técnica de las microesferas puede ser
util para la deteccién de anticuerpos. Ademas de aportar una nueva técnica

diagndéstica en TB, también aportamos resultados que pudieran ser de mucha
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utilidad clinica. La demostracion de esto Ultimo ameritaria un estudio con un

diseno diferente.
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CAPITULO VIII

CONCLUSION

La deteccidn por citometria de flujo de IgG o IgM contra ESAT-6 y/o CFP-10
en microesferas cubiertas con estos antigenos, tiene una mayor sensibilidad y
especificidad cuando se hace combinada que cuando se hace contra los
antigenos individuales. Una prueba positiva para IgM contra los dos antigenos
combinados tiene una especificidad y un valor predictivo positivo muy alto.
Debido a que la concordancia de nuestro inmunoensayo (combinado) con el
BAAR o el cultivo no es buena, estas pruebas pueden considerarse como
complementarias pero el cultivo debe seguir siendo considerado como el

estandar dorado.

Las recomendaciones para el clinico que pudiéramos hacer en base a
nuestros resultados son que usando la deteccion combinada de IgG e IgM
contra la combinacion de antigenos ESAT-6 y CFP-10 se tiene una herramienta
diagndéstica que nos ofrece una buena sensibilidad y una alta especificidad con

un valor predictivo positivo alto que puede tener mucho valor en los pacientes
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con sospecha de TB que son BAAR (-) ya que ahorraria el tiempo de espera

que requiere el cultivo.
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CAPITULO IX

ANEXOS

Cuestionarios

A continuacién se anexan los formatos (véase siguientes paginas).

55



DESARROLLO Y VALIDACION DE UNA PRUEBA DIGNIf}STICA
DELA TUBERCULOSIS PULMONAR EMPLEANDO LOS ANTIGENOS
ESAT-6Y CFP-10 DE M. TUBERCULOSIS UNIDOS A MICROESFERAS

Evalmador Facha Mo,

I-Seccion Ik

DIAGNOATICO FINAL (. Sinard of D Fuomidia)

TE pulmonar actma — coltivo positiro

TE pulmonar acrtr — coltivo aegetivo, (BAAR X v umfomas, respuest 2 antifimicos)
TE martrra (oo TE)

TE hiente (2sintomatipo FFD+)
Th extapulmaonzr

Mo TE — s hizo oo dognostico
Mo se logra hacer no dizendstico con cemez

I B W s Ll ba =
oo diE

b) CLASIFICACION FARA EL FROTOCOLO [T S o finel
Cazo (TE pulmonar presente, de recaén diapnostica) BECG
Sozpecha de TB BLG

I1 — Seccion 2 debesi sex completads pan todos los Casos 7iodos Jos Controles

1) DEMOGRAFICOA

I ombre
Blegiszn (Zén=ro Ao de npcimisnto Edad
Direceion

Teldfono
Faiz de Macimiento
Cimdades en que ha mvido v fechas:

Ascendencia
1. Cateporiz Emica: ] Hizpiniea [ Mo Hispinica
2. Categora Rarcial: (una o mas)
O Amerindio / MNatro de Alasks O Blameo
(] Asidtieo O Megro
(] Mativo de Haomii o Tslas del Pacifico
1 Indigena racional O Messizo

3. Ascendencn de los padres

Comentarios
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b} HIITORLA 30CIAL
2500 de alechol por semana 32 meses?
:Conznmo de drogas dicits en los dhimos 2 afos?
:Riesgo de VIH?
:Contacto con almuien epfermo de mberculosis®
<Historia de toberoulosis en b famika®
:Historia persomal de TB?
S ez az, Fecha
7. :5e ha pealizado we FEDR

O 5 pesmltado (+) (-1 Xozmbe  ONXNeo 0O Desconoeido
B. Comorbdbdades

M
| =H

O Me O Desconocdo
O Mo O Desconocdo
O Me O Desconocido
O o 0O Descomocido
O Me O Desconocido
O Mo O Desconocido

M
| =H

M
| =H

ooooo o
g

N

B W o G b =

O Diiabers: Melims O Inznficiencia remal O CA cnello / Ca pulmén
O Tmnsphinze O Lencemia / Linfoma O Silieosiz
O Pobre outricida 0O Dropn inomnosmpresom (1 5ms de predosona /dia 1+ mes)
0O VI O Alechalizmo O Cirrosis
O Dirogadiceson
O Crros:
9. BOG  O5 OXNo O Desconocido [T sx ambe Sk & gty

Afp de TRenmcon:

ITI - Seccidn 3: CLASIFICACION (Salo parz los CASOS: pacientes con TE o con sospecha de TE

actival.

1. :Casode TE pulmonar?
0O ¥ {pase 2 la siguiente seccion)
0 = O Artivo Edad 2l dugnéstico

2. Coaofirmacicn de dizgnosticn poc

Cultiva (+)

BAAR (+) mis rmadro clindpo-madsalogicn

Cultiro 7 BAAR (-] , Coadro dinico- radioldgico, respuesta temapéntica

BAAR (espmtm , lawado . biopzia 1
Cultivo

AY - nl ant compatile con TH otro d=
Comentanos

IV- Seccion 4 HISTORIA CLINICA (Solo pan lo: CONTROLES ASINTOMATICOS - no han
tenido TB) INVESTIGAR 5T ESTO SIXEDIO EN EL PALADG

l. :Ha padecida TB2 O 5& Coando O Xo O Desconpesdo

2. Alpuma vez, ;ios por mas de dos semamas? 05 OXe O Desconocido
3. ;Fisbre por mds de dos sepuanas? O35 OXeo O Desconoeido
4. Sndores? (Mojar las sibanas 13 veces/ samana) O s OXe O Desconpeido
5. ;Pérdsda de peso mas de 5 kg sm camsa? Os O Dresconoeado
§i. ;Hempprisis? O s OXo O Desconpedo

. ¢ Terapia por ti=smpo prolonprdo (meses) que podien sar anafimisgs?
Afrmaties 2 cnalquiery: dogndstics gue e hizo
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¥V — Seccion 5 HISTORIA C]’..t“wr.[lfrl"'.-'.-u'.n pama los gue no s zabe gue tengan TH 7 goe fengan minsoomas
acmzimente — CONTROLES SINTOMATICOS)

1. :Tos pormis de dos semanas? [ 5 ONo [0 Desconpeido

ies asi sdesde cmindod O 7 dias O B-13 diax O 14-20 dias O 21 diiax
2. ;Fishre? O = OXNeo 0O Desconpeido
S1es asi, sdesde cmando? O .7 dias O B-13 dias 0 14-2D dias 121 dizs
3. Smdores? (Moja las sibanas 13 veces,/semana) Oz OXa O Desconpeido
51 g5 asi, sdesde cmindo? O .7 dias O B-13 diax O 14-20 dia= 0O 21 dias
4. ;Pérdsda de peac? Oz O%eo O Desconocide
51 e asi, semdnto? O kg O 2-5kg O 610z O w10k
51 azi cen gué penodo? O 11 enes 013 meze: O 3-8 meze: O 1 mezes
5. ;Hempprisis? 0= OXNeo O Desconpeido
Sies msi sdesde cmando? O 7 dias O8-13ds O 14-20 dias 00421 dias

fi. Ortro diapmostico que ao sea TH:
O Menmoniz
OEFOC
O Cinper pulman
O Azema
O Coceiddinidomirosis
O Crear

VI - Seccidn 6: SEGUILIENTO A 2 MESES (Fan pacientes sintomaticos sin diagnéstieo imieial)

1. Basado en &l sepmmmaento, €] paciente exti:
O Sano O Avn enferms

2. Duzgnostico de sepnamsento (Marinr s

O TE pulmona sctiva Caltivo (+) BAAR {+] CCyREX
O o TE - = hizo otro dugnésseo
0O TE imactiva

O TE lazenze

O Th extrapulmorar

VII - Seccion T: Resultado de Pooebas Diagnosticas para M Tuberoulosis

Bacilozcopia Culziro FFD» Cmamtiferon Serologiz Afscroesferas
IpM Iplx

Emiadoc
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Carta de consentimiento

SUB-DIRECCION DF INVESTIGACION
DE POST-GRADG

CARTA DE CONSENTIMIENTO

Ya

L ~ S8 Me ha ivilsdo 2 pacipar
G0 el entudio de hvestigacon titulade® Dessriclc § waiianion oe usa fRueha S5
Gigndetico & 3 tuterculosis puimona empieando fas anlipenas ECAT-6 v CFP.
'S do Muctbedenum bercuoss unices a micicesterass”. Durante los estudics
reiRcionaxics U8 maned mtrana, SE fea¥zan lomas 6o musstrss de sangre. Sa
me ha infeniado que sk me realzam ura tome de musstes op aange para ki 2
OLIGNCION 06 Zueras y celifas que sadn empledos pera 19 opimoaion de i
prueba y =2 s determinara mi positvidad 8 la preeba do PPD 3 vavée da wia
InTalermaiescoion. Se ine fa romenitado que 2 para de 4ichis mussiras a0
wizardn sara 13 malzacion de ectudics 4o Ivestigacion en e ue 56 buscard &
pesEncia d8 ANCUREOS COrSa I0¢ Solaenos de Mycubaclennn uLacEsis
Shipdune U @ uberculomis S ms na AChG Que 3 30601 artiopar o1 ¢

PIayecto oo i=esdgacien loe rmuuladon GDIRNIECE AN MINEAGCS On forine
uvoenaal, cle en NINgon WomEno B8 Vislad pRvaciisl. | ya que jas
fGBEIES wa teman durgnile oS WeCemMENIos A¢ rtna Moeadss en of Gswdo
CENZ convenoonal. Endendo 1ambisn que 2 aindiisis de mis muestist dussnle
Hie estudio N0 Inlickd ainollg coelo axits D@0 il y que i3 gastes saran
FTIUTCos nov 35 Inventigadares,

Entienac cua estay 60 mi derecne da solicitar cusuler acaaain y obesner
Intorracion sotve la rwesbaacd quo Lolicte en cuakawer mornento del desanolio
Ca G miry. En cas0 O que tenza Cuglquier duda © prEgUNTA Me pusdd diigir al
Cr 2dridn Reedén o ol Dr. Adrian Resas al (ekfone 83 $5-57- 16,
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-
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