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Lepra Tuberculoide

Media Aritmética_
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Riesgo Anual de Infeccién
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Rifampicina

Sociedad Espafiola de Patologia del Aparato Respiratorio
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SIDA:

STF:
TB:
TBR:
TIR:
UE:
VIH:
VPN:
VPP:
ZN:

Sindrome de inmunodeficiencia Adquirida

Suero de Ternera Fetal

Tuberculosis

Tuberculosis residual

Grupo de Trabajo de Tuberculosis e Infecciones Respiratorias
Unidades ELISA

Virus de la inmunodeficiencia humana

Valor predictivo negativo

Valor predictivo positivo

Ziehi-Neelsen
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INTRODUCCION

1.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS
1.1.1. LA TUBERCULOSIS COMO ENFERMEDAD EPIDEMICA

La epidemiologia es el estudio de la distribucién y dindmica de las
enfermedades en la poblacién'. Aunque la tuberculosis (TB) ha acompafiado
al hombre desde los tiempos prehistéricos y constituy6 durante la Edad Media
una enfermedad endémica, hoy se acepta que la Revolucién Industrial fue la
causa que provocl una exacerbacién epidémica que se inicid en Europa,
concretamente en Inglaterra, a finales del siglo XVIl, en Norteamérica en el

XIX y en Asia, Sudéfrica y entre los esquimales en el siglo XX.

El acmé de esta onda epidémica llegé a provocar unas tasas de
mortalidad de 700 a 1.000 por 100.000 habitantes. Aun, entre los afios
1.920 y 1.950, la mortalidad controlada en los esquimales alcanz6 tasas de
1.200 entre las mujeres de 20 a 29 ainos, falleciendo anualmente el 1% de la

poblacién como consecuencia de esta enfermedad.

El declive espontdneo de esta onda epidémica se inicié6 100 afios antes
de que se organizara una lucha antituberculosa y de conocerse su agente
causal. Cuando éste es finalmente identificado por Koch en 1.882, la
mortalidad por TB ya habia descendido a la mitad y, en 1.910, al inaugurarse
los primeros sanatorios, se habia reducido en 3% partes continuando su
disminucidén, de forma no influenciable por las diversas terapedticas, hasta el

comienzo de la moderna quimioterapia. Esta provoca una nueva inflexién y
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INTRODUCCION

acelera en 3-4 veces el declive previo existente, imprimiendo una nueva
orientacion epidemiolégica que llegé a hacer previsible una posible erradicacién

futura?.

Por lo tanto, el factor desencadenante en el declive de la TB fue la
mejora de las condiciones socioeconémicas de la poblacién. Ademas, el
descenso empezé antes en aquellos paises que iniciaron el despegue
econdémico y social. Asimismo, en aquellos paises en que la lucha ha sido
correctamente planificada y ejecutada y donde las condiciones econdmicas
son favorables (Canada, Estados Unidos, Holanda, Dinamarca, etc.), se ha
demostrado que es posible el control de la infeccibn y enfermedad
tuberculosa, e incluso ha llegado a especularse con la posibilidadd de erradicar

la enfermedad en los primeros afos del préximo siglo®.

La TB presenta, pues, un ritmo de autoeliminacién natural. Este se
estima en torno al 4% anual, porcentaje que se ver§ incrementado
dependiendo de lo acertado de las medidas de lucha contra esta enfermedad.
Asl, en palses subdesarrollados, con elevada incidencia de TB, si se adoptan

unas adecuadas medidas de control, este porcentaje puede llegar al 10-12%.

Sin embargo, si no existe un planteamiento correcto de lucha
antituberculosa, no se vsuperaré un 6-7% anual, a pesar de la existencia de
farmacos eficaces contra la enfermedad. En Espaia, donde no se han Seguido
programas adecuados para el control de la TB, el ritmo de eliminacién de la

enfermedad se estima que no debe superar el 6-7%.

2
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INTRODUCCION

1.1.2. PARAMETROS DE ANALISIS DE LA TUBERCULOSIS

Para cuantificar la magnitud y evolucién temporal de la TB en una
comunidad se suelen utilizar tres tipos de pardmetros: La mortalidad, la
morbilidad y la infeccién. Durante la etapa prequimioterapica y, teniendo en
cuenta que el 50% de los tuberculosos morian en el transcurso de los dos

primeros afnos del inicio de su enfermedad, se pudo establecer la siguente

relaciéon:

1 caso de muerte (MORTALIDAD)= 2 casos de enfermos nuaevos (INCIDENCIA)=

4 casos de enfermos existentes (PREVALENCIA)

Esta relacién permiti6 establecer estimaciones vélidas sobre la
morbilidad, actualmente superadas debido a la actividad terapedtica de los
farmacos antituberculosos modernos. Hoy dia, la morbilidad se debe

determinar mediante notificaciones y registros®.

Desde la aparici6bn de la quimioterapia moderna, la mortalidad no
constituye un indice representativo de la endemia tuberculosa ya que el
porcentaje de enfermos que fallecen es minimo y, en todo caso, inferior al 1%.
Sin embargo, es importante recordar como en 1.801, el 30% de todas las
muertes en Inglaterra eran atribuidas a la TB, o como, incluso en la segunda
mitad del siglo XVIIl la mortalidad ocasionada por la TB era de 1.000/100.000
habitantes, lo que significa que el 1% de la poblaci6n mon’a por TB.

Los datos sobre mortalidad en Espafia arrojan unas tasas en torno a
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INTRODUCCION

200/100.000 habitantes en las primeras décadas de este siglo. Estas tasas
disminuyeron progresivamente marcando una notable inflexién negativa a
partir de 1.950, fecha en la que se introdujeron en Espafa los primeros
farmacos con accién antituberculosa. El Instituto Nacional de Estadistica
seﬁala'una tasa de mortalidad en 1.960 de 25,7, cifra que descenci6 a 6 én

1.977%

En la actualidad, el enfermo que recibe quimioterapia muy pocas veces
muere a causa de su TB, sino con su TB y a consecuencia de otras
enfermedades que son una simple secuela de su enfermedad ya curada
(insuficiencia respiratoria, cor pulmonale crénico, amiloidosis, etc.), o bien
carecen de relacién directa con ella {(cancer, enfermedades cardiovasculares,

etc.).

Desde el inicio de la etapa quimioterépica, la enfermedad tuberculosa
s6lo puede ser cuantificada correctamente por los pardmetros de morbilidad,
es decir, la incidencia (nimero de tuberculosos que inician en un afio la
enfermedad) y la prevalencia {(ndmero total de enfermos en un momento

dado).

.1.3. ESTADO ACTUAL DE LA TUBERCULOSIS EN EL MUNDO

Cuando se analiza la prevalencia e incidencia de la TB en el mundo, éste

parece estar dividido en tres grandes grupos. El primero de ellos comprenderia

4
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los paises de Europa y America del Norte en los que la TB ha disminuido hasta
el punto de sér considerada, hoy en dia, un problema menor. El segundo grupo
estaria representado por paises como Singapur, Argentina, Malasia, Argelia,
Corea, etc., donde el problema de la TB es todavia importante pero en
regresion de afo en afo. El dltimo grupo engloba a todos los paises
subdesarrollados o en vias de desarrollo en los que la TB constituye un
problema de salud mayor, como es el caso de Indonesia donde se estima que

unas 150.000 personas mueren por TB cada afo®.

Segtin los célculos de Styblo y Rouillon®, la OMS’ estimaba, en 1.982,
que cada ano se producian en el mundo de 4 a 5 millones de nuevos casos de
TB altamente contagiosos, con frotis positivos, y un nimero igual de casos
activos, menos contagiosos, que incluyen los casos positivos solamente en el
cultivo. Estos valores se mantienen para 1.990 segin las estimaciones
realizadas por Murray et al® y de acuerdo a las cifras recientemente

comunicadas por la OMS?®,

Seglin esta Organizécién Internacional, una tercera parte de la poblacién
mundial se encuentra infectada por el Mycobacterium (M) tuberculosis, lo que
corresponderia a unos 1.700 millones de habitantes. De éstos, solamente
unos 380 millones corresponden al mundo desarrollado, mientras que los
restantes pertenecen a paises del Tercer Mundo. Es de sefalar que cerca de
1.000 millones de las personas infectadas se encuentran en Asia, el reservqrio
mundial m&s importante en la actuallidadg. Este impoktante nuimero de

infectados es el responsable de que se produzcan méis de 8 millones de
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nuevos casos cada ano en todo el mundo, con una mortalidad cercana a los

3 millones de fallecimientos.

Nuevamente, en los casos de enfermedad, existen diferencias
importantes entre el mundo desarrollado y los paises en vias de desarrollo.
Asi, en 1.990 se ha estimado que el nimero de casos que se han producido
en Europa y resto de paises desarrollados ha sido de 410.000, con 40.000
muertes por esta enfermedad. Esta situacién cambia radicalmente en Africa
(1.400.000 enfermos y 660.000 muertes) y, sobre todo, en Asia, continente
en el que se ha estimado que él ndmero de pacientes ha sido de 5.040.000

y el nimero de fallecimientos por TB de 1.830.000°.

Como se puede apreciar, la situacién epidemiolégica es completamente
distinta de unas zonas del mundo a otras, con resultados muy diferentes en
la lucha contra ésta enfermedad. Asi, mientras el nUmero de muertes por afio
en los paises desarrollados se sitia alrededor del 10% del ndmero de
enfermos, en Asia esta cifra se acerca al 33% y en Africa casi aicanza el

50%.

Por tahto, aunque el mayor reservorio de la enfermedad se encuentra
en el continente asiatico, la peor lucha contra esta enfermedad se est4
desarrollando en Africa, lugar donde sorprende el elevado ndrhero de enfermos
(1.400.000) en relacién a un nimero no tan alto de infectados (171 millones),

en comparacion con Asia.’
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En un nivel intermedio se situan los paises de |beroamérica con 117
millones de infectados, 560.000 nuevos casos de enfermedad en 1.990 y
220.000 muertes en ese aiio. En estos paises, al igual que sucede en algunas
regiones asiaticas y africanas (Argelia, Corea, etc.), en los que las tasas de
infectados y de enfermos contindan siendo muy elevadas, se produce una

disminucién aceptable afo a afio.

I.1.4. ESTADO ACTUAL DE LA TUBERCULOSIS EN ESPANA

A pesar de la importancia de los datos expuestos, Espafa, pais
econdémicamente situado en el mundo desarrollado, no ha sido capaz de
comunicar datos fiables a los Organismos Internacionales sobre el estado de
la TB en nuestro pafs. Asi, mientras en 1.976-77 se declaraba una incidencia
de la enfermedad de 8 casos por 100.000 habitantes'®, en 1.990 figura entre
los pocos paises de Europa que no aportan ningdn dato a la Unién
Internacional contra la Tuberculosis'", lo que probablemente sea debido a Ia
poca efectividad de los sistemas de declaracién obligatoria. Segln esta fuente,
la incidencia en 1.978 fué de 9,8 casos por 100.000 habitantes y, a partir de
ese ano, se produjo un paulatino incremento que llegé a hacer pensar en un
no probado aumento de la TB en nuestro pais. Sin embargo, este crecimiento,
atribuible a una mayor declaracién de casos, alcanzé su techo en 1.986, con
una tasa de 35,6 casos por 100.000 habitantes, y descendi6é en 1.988 hasta

una tasa oficial de 21 casos por 100.000 habitantes'?.
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Ante esta situacion, la incidencia de la TB en nuestro pais, ha tenido
que ser calculada por trabajos estimativos'® o basadndose en datos
proporcionados por regiones donde los programas de control han hecho
funcionar los sistemas de declaracién obligatoria'*'®'®, Quiz4s, el estudio que
més se aproxima a la realidad de la situacién de la enfermedad e infeccién
tuberculosa en nuestro pais, es el recientemente publicado por el Grupo de
Trabajo de Tuberculosis e Infecciones Respiratorias (TIR) de la Sociedad

Espafiola de Neumologia y Cirugia Tor4cica (SEPAR)"’.

1.1.4.1. Estado actual de la infeccién tuberculosa

La prevalencia estimada de infectados a los 6 afios de edad en Espana
en 1.988, era del 1%. A los 14 afios, esta cifra se elevaba al 3,91%'’. Este
1% a los 6 afos, indicaria que continuda el declive del riesgo anual de infeccién
en torno al 7% anual'*'®22, disminucién inferior a la que estan experimentando
el resto de los paises desarrollados y que sitia nuestros niveles de infeccién

en los Gltimos lugares de este grupo de paises’?"?2,

La prevalencia de la infeccién tuberculosa en Espafia, a la edad de 7
anos y en el bienio 1.965-66, era del 7,17%, porcentaje que descendié hasta
el 2,9% en 1.979-80 y situdndose actuaimente, en la ciudad de Barcelona, en
torno al 0,97%'". Lo quev si parece claro, es que existen diferencias
importantes entre las distintas regiones espafiolas, oscilando de zonas con

_ baja prevalencia (Murcia, Baleares o Jerez de la Frontera) a zonas que duplican

8

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



INTRODUCCION

e, incluso, triplican estas cifras (Bilbao, Galicia, La Linea de la Concepcién o

Cantabria)'’.

El 3,91% de prevalencia global de la infeccién a los 14 afios, situaria
a nuestro pais, segtn las tablas de Styblo y Sutherland?, con un Riesgo Anual

de Infeccion (RAI) de alrededor de 0,19-0,20.

1.1.4.2. Estado actual de la enfermedad tuberculosa .

La incidencia de enfermedad en Espafia en 1.988, estimada por el
Grupo TIR' sobre una poblacién de 15.262.772 habitantes, ha sido de 35,7

casos por 100.000 habitantes.

En los dltimos 4-5 afios, la tasa de TB en nuestro pais se ha estimado
cercana a los 60 casos por 100.000 habitantes'?. Esta cifra se aproxima a la
comunicada por Cayl4 para Barcelona capital en 1.988'°. Sin embargo, ambas
tasas se refieren a estudios realizados en una ciudad industrial con una
elevada poblacién. El nimero de habitantes de una ciudad y su caréacter
industrial o no, influyen de forma importante en la incidencia de TB. Asi, en
1.979 en Estados Unidos, esta tasa oscilaba de 23,1, en ciudades con una
poblacién superior a los 500.000 habitantes, a 9,6 cuando era inferior a los
100.000 ciudadanos’. La incidencia media, para ese afio y en aquel pais fue

de 12,6.
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No hay nada que haga suponer que la situacién en Espana sea diferente.
De este modo, Miret et al'® han evidenciado que, en el 4rea 7 de Catalufia, la
tasa en 1.988 ha oscilado de 52,19 en la poblacién industrial, a 25,89 en la
rural, con una media para el drea de 38,62. Como se comentara
posteriormente, en los estudios epidemioldgicos llevados a cabo en nuestra
isla, ocurre algo similar. Por todo ello, la incidencia mencionada de 35,7,
aunque posiblemente sea ligeramente inferior a la real, es una cifra
aproximativa que hay que considerar como un minimo en nuestra morbilidad

tuberculosa.

En Europa, nuestra tasa actual de 35,7 es similar a la comunicada,
también para 1.988, por ltalia (35,1) y Hungria (37,9). Espana se situaria en
un nivel medio entre paises con bajas tasas como Dinamarca (5,4), Holanda
(6,2), Noruega (6,2), Islandia (6,4), Suecia (6,5), Inglaterra y Gales (10,2} y
Escocia (10,7), y otros con elevada incidencia de la enfermedad como la
U.R.R.S. (45,8), Polonia (48,9), Rumania (56, 1), Yugoslavia {(59,4) y Portugal
(61,3)". Nuestra tasa contina siendo muy superior a la referida en Estados
Unidos para 1.9882425, e inferior a la comunicada y calculada para los paises

del tercer mundo®28,

1.1.5. ESTADO ACTUAL DE LA TUBERCULOSIS EN GRAN CANARIA

En la isla de Gran Canaria, se realiza todos los afos una minuciosa

busqueda de los casos de TB diagnosticados en cualquier_a de los centros
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sanitarios de la isla, tanto hospitales como consultas ambulatorias, ya sean de
cardacter publico o privado. Con cada uno de los casos recogidos, se rellena un
cuestionario que incluye datos de filiacién, epidemiolégicos, clinicos,

diagnésticos, terapedticos y de evolucion del enfermo.

En 1.988 se detectaron 214 casos de enfermedad tuberculosa, lo que
supuso una tasa de 32,26 por 100.000 habitantes'. En.1.989 el niimero de
casos descendi6 a 195, lo que corresponde a una tasa de 29,85 y supone un
descenso anual del 7,5%. La mayor tasa de enfermos se encontré en el area
del puerto de La Luz con 71,15, y la menor en el cuadrante suroeste de la isla

con 21,25.

La tasa encontrada para Gran Canaria es notablemente superior a la
notificada para el resto de Espaia por las Autoridades Sanitarias, en base a los
Sistemas de Declaracién Obligatoria. Por el contrario, nuestra tasa es muy
inferior a la de comunicada para los residentes de Barcelona capital en 1.988'S
y a la estimada para Espafia en algunos trabajos'®. Esta diferencia, ‘como ya
se ha comentado, puede estar condicionéda, al menos parcialmente, por la
poblacién y el caracter industrial de las zonas de estudio. Nuestros estudios

también apoyan esta teorfa.

La incidencia por grupos de edad para el aiio 1.989, expresado en cifras

absolutas y en tasas por 100.000 habitantes, se detalla en la figura 1.
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Figura 1. Incidencia de TB por grupos de edad en 1.989 en Gran Canaria.

Como se puede observar, se produce una curva distinta al valorar los
grupos etarios en cifras absolutas o expresados en tasas. Al analizarlos por
cifras absolutas, la curva representada es parecida a la estimada para 1.990
para los paises en vias de desarrolio®, con un predominio de la enfermedad en
las edades jovenes y medias de la vida. Este dato ha sido comunicado en otros
estudios sobre TB llevados a cabo en Espafia'*'®?”?®, y es discordante con lo
observado en los paises desarrollados. En éstos ultimos, la mayor incidencia

de TB se encuentra en las edades mas avanzadas'3%®,

Sin embargo, al expresar los grupos de edad de nuestros enfermos en

tasas especificas, se produce un desplazamiento de la curva hacia edades més
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avanzadas, algo méas parecido a lo que ocurre en el mundo desarrollado y
opuesto a lo objetivado en Barcelona capital y en el resto de Catalufia'®?? (Ver

figura 2).
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Figura 2. Incidencia de TB en distintos grupos etarios. Comparacién de porcentajes y

tasas por 100.000 habitantes, en Catalufia en los afios 1.982-89. Tasa global 30,53.

Este dato, quizés, sugiera que nuestra situacién epidemioldgica es mejor
que la de otras regiones espanolas. La edad media de nuestros enfermos fué
de 34,6 aios en 1.988, teniendo el 62,15% de los mismos una edad inferior
a los 40 afios'? En 1.989, la edad media fué de 37,51 y eran menores de 40

anos el 54,28%.

En cuanto a la distribucién por sexo, fué practicamente igual en los dos
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afnos, con un marcado predominio de los varones, que en 1.988 constituyeron
el 69,62% de la poblacién estudiada y en 1.989 el 69,95%. Considerando las
tasas, éstas eran de 45,62 y 19,9 para varones y hembras respectivarﬁente.
En la poblacién normal de Gran Canaria la relaciéon 3/? es de 1:1, mientras
que entre los enfermos tuberculosos fué de 2,29:1. Esta situacién ha querido
ser explicada en base a los, hoy todavia distintos, hébitoé sociales del

hombre'?,

La relacién 3/9 resulté inversa en la primera década de la vida (0,28:1),
para pasar, en la segunda década, a 1,28:1. En la tercera década fué de
2,56:1 .\ Al analizar conjuntamente la edad y el sexo, la situacién encontrada
es similar a la que ocurria en 1.978 entre los negros de Estados Unidos, con
un predominio de las mujeres hasta los 15 anos de edad, a partir de la cual,

comienzan a ser lentamente superadas por los varones®.

Seria, por tanto, una situacién intermedia entre poblaciones con baja
incidencia de TB, como los blancos americanos en quienes la distribucion de
sexo es homogénea hasta los 20 anos de edad en que comienza el predominio

de los varones®, y zonas con elevadas tasas de TB, donde existe predominio

de las mujeres desde el nacimiento hasta los 25 afios en que se invierte la

frecuencia3*®. Este dato, de acuerdo con los estudios de Styblo®®, corrobora
qgue Gran Canaria no es una zona con elevada incidencia de TB, ya que, si asi
fuera, la tasa de TB en mujeres de 15 a 25 anos de edad seria tan alta como

la de los hombres de la misma edad.
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1.2 EPIDEMIOLOGIA DE OTRAS MICOBACTERIOSIS

Aunque la TB es |la micobacteriosis mas extendida en el mundo, existen
otras micobacterias clapaces de producir enfermedad en el ser humano y en
los animales. A la cabeza de ellas se situa la lepra que, con una prevalencia
mundial estimada en 10 millones de casos®®, también constituye un auténtico

problema sanitario. En Espafia, el censo de esta enfermedad es de 3.100

enfermos?®’.

Ademas, en los L'Jltimos 100 afios, se han descrito gran nﬁmero de
micobacterias que, aunque en su mayoria saprofitas y con poca capacidad
patégena, pueden llegar a producir enfermedad en circustancias especiales,
casi siempre en relacién con una disminucién de los mecanismos de defensa
del huesped®®. Debido a la epidemia ocasionada por el Sindrome de la
Inmunodefﬁciencia Adquirida (SIDA), algunas de estas micobacterias han
adquirido gran relevancia, especialmente el complejo M. avium-intracellulare

y el M. kansasii.

Este grupo de microorganismos también son importantes patégenos en
los animales en los que, en otras épocas, llegaron a provocar auténticas
epidemias. La enfermedad de Johne, producida por el M. paratuberculosis, |a
TB producida por el M. bovis e incluso por M. tuberculosis y la infeccién por
M. avium-intracellulare, son los principales exponentes actuales de las

micobacteriosis animales.
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[.3. PROBLEMAS DIAGNOSTICOS DE LA TUBERCULQOSIS Y DE OTRAS

MICOBACTERIOSIS

Las enfermedades producidas por micobacterias plantean problemas
diagnésticos importantes. En la TB, estos problemas estdn motivados,
fundamentalmente, por el lento crecimiento del M. tuberculosis en los medios
de cultivo y por la dificultad de obtener muestfas vélidas para su estudio en
pacientes con enfermedad limitada o con localizacién extrapulmonar de la
misma y en ninos. En estos casos, para llegar a un diagnéstico de certeza, es

necesario, con frecuencia, recurrir a técnicas agresivas.

El diagndstico de la lepra se basa en una clinica cutédnea y neurolégica,
en distintas pruebas de laboratorio (de la histamina, del lapiz tinta y de la
lepromina), en estudios anatomopatolégicos y en la bacteriologia®®. Como
~ sucede en toda enfermedad infecciosa, el diagnéstico no queda confirmado
hasta que no se identifica el agente causal pero, en la lepra, por la dificultad
que a veces encierra su aislamiento en los casos iniciales, el diagnéstiéo podra
establecerse por «la pérdida de sensibilidad en las lesiones cutineas y el
engrosamiento de los nerv.ios»,‘ puesto que estos dos sintomas no se dan en

ninguna otra afeccién dermatoldgica.

Ademas, en la lepra, el frotis directo de la muestra sélo es positivo en
la forma lepromatosa de la enfermedad (LL), y el M. /eprae no crece en los
medios de cultivo habituales, necesitando su inoculacién en el armadillo para

la confirmacién diagndéstica.
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Con el resto de las micobacteriosis humanas ocurre algo similar a la TB,
ya que la mayoria de estas micobacterias son crecedoras lentas en los medios

de cultivo y, con frecuencia, la obtencién de especimenes vélidos es dificil.
Por dltimo, en las enfermedades animales producidas por estos

patégenos, es frecuente tener que recurrir a técnicas agresivas o, incluso, al

sacrificio del animal para la obtencién de muestras.
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|.4. METODOS DIAGNOSTICOS
1.4.1. FROTIS DIRECTO

El dnico método diagndstico radpido en las micobacteriosis continda
siendo la visualizacién directa de la muestra a través del microscopio. Los
procedimientos mas utilizados para realizar esta baciloscopia son,
fundamentalmente, la tincién de Ziehl-Neelsen (ZN) y el método de la
fluorescencia. También se ha descrito recientemente el método de la gota

gruesa fluorescente®°,

La tincién de ZN se basa en la resistencia de las micobacterias a la
decoloracién por los 4cidos y el alcohol una vez tendidos con la anilina.
Constituye un método réapido, sencillo de realizar y muy barato, cuya
sensibilidad depende estrechamente del grado de extensién de la enfermedad
{(son necesarias més de 10* micobacterias/ml para que sea positivo)*'*?y, por
supuesto, de la experiencia del microbiélogo que lo realiza*®. Asf, en la TB
pulmonar, la sensibilidad de esta técnica en el esputo oscila entre el 39% vy el
79% segun las distintas series*'*24%48, siendo del 20-40% en formas iniciales
no cavitarias, del 60-70% en estadios intermedios y alcanzando hasta el
90-95% en fases avanzadas de la enfermedad (lesiones cavitarias)*'*2, Esta
sensibilidad desciende de forma notable en las TB de localizacién
extrapulmonar, destacaﬁdo la baja rentabilidad de esta técnica en los

diferentes tipos de serositis*®-%°,
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La especificidad de este método para la TB es muy elevada, ya que sélo
se verd disminuida por la existencia de otros microrganismos que también sean
bacilos 4cido-alcohol resistentes. En este grupo se incluyen el resto de las
micobacterias, nocardias, hongos, etc., aunque estos ultimos no poseen forma
bacilar. Por las carasteristicas resefadas es el procedimiento diagnéstico mas

frecuentemente utilizado en todo el mundo.

El método de la fluorescencia, al igual que el de ZN, se basa en la
resistencia al acido y al alcohol de las rriicobacterias, que se tifen con un
fluorocromo como la auramina y se decoloran con alcohol-clorhidrico. Se
precisa un equipo similar al utilizado para la visualizacién por el método de ZN,
pero con un microscopio de luz ultravioleta y con frascos de auramina y
naranja de acridina en lugar de fucsina y azul de metileno. Tiene la ventaja de
una mayor rapidez en la lectura, por lo que se pueden procesar mads muestras
por dia que con el ZN convencional. La sensibilidad y especificidad son
similares a la baciloscopia convencional, aunque algunos trabajos le atribuyen

una mayor rentabilidad*.

El método de la gota gruesa fluorescente®', supone una modificacién de

la técnica convencional de fluorescencia, usando una muestra més
concentrada, en forma de gota gruesa (como en el paludismo). Los tiempos
de tincién y decoloracién también se modifiéan. El costo es el mismo que el
de técnica de fluorescencia y, aunque el tiempo requerido para su realizacién
es ligeramente superior (unos 30 minutos), se consigue una mayor rapidez de

lectura por la mayor concentracién de la muestra. Esta técnica se ha mostrado
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mucho més sensible que la de ZN y también discretamente més especifica*.

En la lepra, como ya se ha mencionado previamente, la baciloscopia
directa sélo es positiva en la LL. En este tipo de afeccién constituye, en la
mayoria de los i:asos, la Unica herramienta diagndstica disponible. El M. /eprae
se tine con la tincién de ZN, que es la que rutinariamente se utiliza, aunque
también pueden emplearse las variantes Fite 0 Wade-Fite, 0 bien auramina con

contraste con azul de Evans que eliminaria la fluorescencia parésita®®.

Las denominadas micobacterias atipicas son indistinguibles del M.
tuberculosis en la baciloscopia directa, aunque la sensibilidad de esta técnica
en este grupo de patdgenos es inferior***®, debido, fundamentalmente, a que

suelen ser formas menos baciliferas.

1.4.2. CULTIVOS CONVENCIONALES

En la actualidad, es el Unico método que puede proporcionar el
diagnéético de certeza en la TB y en las otras micobacteriosis, excepto la
lepra, ya que no se ha podido encontrar ningin medio en el que pueda crecer
el M. leprae. Ademés de ser el procedimiento 100% especifico, también es
mucho més sensible que la baciloscopia. Esta ultima necesita de 10*a 5 x
10* bacilos por ml de muestra para ser positiva, sin embargo, los medios de
cultivo pueden ser positivos con una cantidad de gérmenes 10 veces menor.

El dnico y gran inconveniente es que, a excepcién de las infrecuentes
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micobacterias de crecimiento répido (M. fortuitum vy M. chelonei
fundamentalmente), en las que la lectura pu'ede ser positiva al 5°-7° dia, en la
TB vy en el resto de las micobacteriosis (las m&s importantes desde el punto
de vista clinico), un resultédo positivo no se puede esperar en menos de 20
dias y, en la mayoria de los casos se precisan de 40 a 60 dias. Es evidente
gque no conviene esperar tanto tiempo para iniciar un tratamiento y, por ello,
se estd intentando encontrar un método diagnéstico que pueda salvar esta

dificultad.

El método de cultivo mas utilizado es el de Léwenstein-Jensen (LJ) que
utiliza fosfato monopdtésico, sulfato de magnesio, citrato magnésico,
asparagina, glicerol, fécula de patata, verde malaquita al 2%, agua destilada
y huevo. Sin embargo, han sido muitiples los medios utilizados en los que se
ha podido conseguir el crecimiento micobadteriano. Entre ellos destaca: Medio
de Dubos, de Middlebrook 7H-9, Middlebrook 7H-10 agar, Léwenstein con
piravico (favorece el crecimiento de M. bovis), Lowenstein con citrato de
hierro amoniacal (CFA) (favorece el crecimiento de M. haemaphi/um),

Coletsos, Stonebrink, Mlller-Hinton y otros muchos medios diferenciales®®.

1.4.3. CULTIVOS RADIOMETRICOS

La microbiologia clinica convencional de la TB y de las otras
micobacteriosis presenta el problema de su laboriosidad y de su lentitud.

Desde hace unos afos existe en el mercado un sistema radiométrico
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semiautomatizado, el BACTEC 460 TB® (Johnston Lab), que intenta solucionar

el problema de la demora en la obtencién de resultados.

Los primeros trabajos para determinar automéaticamente el metabolismo

bacteriano, midiendo la conversién de un substrato marcado con Carbono 14

(C-14) en CO2 marcado, corresponden a De Land y Wagner, si bien la-

aplicacién de estas técnicas en la deteccién del crecimiento de M. tuberculosis
fue hecha por Cummings y Middlebrook et al; Posteriormente McClatchy
estudié la sensibilidad a antimicrobianos. Aunque hay diferentes tipos de
métodos, el mas utilizado en la actualidad es el referido BACTEC 460 TB® que
esta especialmente calibrado para medir el indice de crecimiento del M.

tuberculosis®®.

La principal ventaja de este sistema es su rapidez. En menos de una
semana se puede disponer del 90% de los resultados tofales de cultivo y de
un estudio de resistencias, representando, en el peor de los casos, un ahorro
de 20 dias, en comparacion con el clasico de las Proporciones®5*%*.Como
incovenientes se podria rﬁencionar su elevado costo, la necesidad de una
instalacién adecuada para manejar is6topos radioactivos, tener que procesar

gran nimero de muestras para que sea rentable y los posibles problemas de

contaminacion que pueden retrasar el proceso. En relacién a su fiabilidad, este

sistema ha sido suficientemente contrastado y parece tener una sensibilidad

y una concordancia con los sistemas convencionales de cultivo del 97%%°.
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|.4.4. INOCULACION EN ANIMALES

En la actualidad, ante un producto sospechoso de micobacteriosis, la
inoculacién en cobayas con fines diagnésticos no resulta definitiva. Ademds
del M. tuberculosis y del M. bovis resistente a isoniacida (INH), hay otras
micobacterias atipicas que no producen enfermedad progresiva en el animal
y si cuadros patolégicos en el hombre (M. kansasii, M. avium, etc). No
obstante, en productos liquidos con pocos bacilos [liquido cefalorraquideo
(LCR), orina, etc.], constituye un procedimiento que completa el estudio

microbiolégico.

Su realizacién requiere varias etapas. El sedimento concentrado y
neutralizado de la muestra se suspende en 1 cm® de agua destilada estéril y
se inyecta, por via subcutédnea o por via parenteral, a dos cobayas que hayan
tenido negativo el test de la tuberculina. Los animales inoculados seréan
examinados semanalmente mediante drenaje de los ganglios linfaticos
regionales para ver si presentan hipertrofia. Hay que buscar también lesiones
profundas que, de presentarse (M. tuberculosis o M. bovis), indican una
enfermedad progresiva con aparicion de ganglios caseosos e infeccién de
bazo, higado y pulmones. A las cuatro semanas, uno de los cobayas sera

sometido a la prueba de la tuberculina.

En la mayoria de los casos, un animal afectado de TB, estard tan
sensibilizado que morird en un plazo de 1-2 dfas. Si la reaccién tuberculinica

resulta negativa, se dejaran transcurrir otras 4 semanas mas y se sacrificaré
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al animal para hacerle la autopsia. Seran examinados mediante ZN todos los
tejidos que muestren alteraciones patoldgicas (sobre todo ganglios linfaticos,

bazo, higado y pulmones)*®.

En el caso del M. /eprae, los animales que han sido inoculados con éxito
son el ratén (en la almohadilla plantar), el armadillo de nueve bandas y el
mono. No obstante, estos animales no se usan en el diagnéstico rutinario, sino

s6lo en centros de investigacién o para intentar preparar vacunas®.

1.4.5. TIPIFICACION DE MICOBACTERIAS

En primer lugar se tiene que proceder a la identificacién del género
Mycobacterium y a su diférenciacidn de los otros géneros. Para ello se utiliza:
La capacidad de mantener su propiedad de resistencia a la decoloracién tras
la tincion directa de los cultivos (las nocardias, como otras micobacterias de
crecimiento rapido, pierden parcial o totalmente esta propiedad), el cultivo de
la cepa sobre un medio (Sabouread agar o Dubos agar) para que crezcan
colonias asiladas y, finalmente, la reduccidén del paranitrofenol, prueba que, si
es positiva, sugiere la presencia de nocardias y si es negativa la de

micobacterias de crecimiento r4pido®°.

En segundo lugar hay que proceder a la identificacién de las distintas
especies de este género. Para ello, se pueden utilizar métodos bacteriolégicos

y métodos bioquimicos.
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Los métodos bacteriolégicos simples son:

- La emulsionalidad de las colonias de la cepa que se quiere identificar
(generalmente el M. tuberculosis es muy dificil que emulsione en agua,‘al
contrario de lo que sucede con las otras micobacterias).

- Morfologia y tincién de las micobacterias.

- Prueba de la termorresistencia (positiva el M. phlei y el M.
thermoresistibile).

- Formacién de cordones (se ha relacionado con las micobacterias de
mayor virulencia).

- Crecimiento en los diferentes medios de cultivo relacionados
previamente (el M. tuberculosis necesita medios muy enriquecidos, a
diferencia de otras micobacterias).

- Pigmentacién de las colonias. Seguin su capacidad para pigmentarse
se distinguen tres grandes grupos de micobacterias: Las fotocrorﬁégenas que,

tras su exposicién a la luz y posterior incubacién, adquieren una pigmentacién

amarilla o rosada (son fundamentalmente el M. kansasiiy el M. marinum), las-

escotocromégenas que se pigmentan en la oscuridad sin necesidad de
fotoinduccién (por ejemplo el M. scrofulaceum y M. vaccae), o las no
cromdégenas, que no se pigmentan (el M. tuberculosis, M. bovis y M. avium-
intracellulare, principaimente).

- La velocidad de crecimiento constituye un buen elemento para una
primera clasificacién orientativa de las micobacterias. De acuerdo con este
criterio se pueden dividir en: Las quevcrecen rapidamente, en menos de 7 dias
(M. fortuitum y M. chelonei) y las de crecimiento lento, que lo hacen en méas

de 7 dias. Dentro de estas ultimas, hay algunas micobacterias que crecen en
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un periodo de 7 a 10 dias (M. kansasii, M. avium, M. intracellulare, M.
scrofulaceum, M. xenopi, etc.), denominadas de crecimiento intermedio por
algunos autores, y otras como M. tuberculosis y M. bovis, que tardan mas de
15-20 dias e, incluso, varios meses.

- Temperatura éptima de crecimiento. La mayoria de las cepas crecen
bien a 37 °C, pero hay algunas que pueden hacerlo a otra temperatura y este
hecho puede servir para su diferenciacién.

- Apetencia de oxigeno. Por este método se podria diferenciar el M.

tuberculosis (aerobio) del M. bovis {(microaeréfilo) utilizando un cultivo

semisdlido complejo.

Los métodos giogufhicos utilizados para la tipificacién de las distintas
micobacterias son:

- Prueba de la niacina. Un resultado positivo es altamente sugestivo de
| M. tuberculosis, siendo esta prueba negativa para la gran mayoria de las
micobacterias, incluyendo M. bovis, M. avium-intracellulare y M. fortuitum.

- Prueba de la catalasa caliente. Se obtiene un resultado pos}tivo para
M. avium-intracellulare y M. fortuitum, y negativo para M. tuberculosis y M.
bovis. | |

- Pruebade la reduccién de los nitratos. Es positiva para M. tuberculosis
y negativa para la préctica totalidad de las otras micobacterias.

- Prueba de resitencia a la hidracida de &cido 2-tiofenocarboxilico (TCH).
Son sensibles el M. bovis y M. africanum, y resistentes las demas
micobacterias (incluida M. tuberculosis).

- Prueba de la arilsuifatasa. Es ligeramente positiva para el M. avium-
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intracellulare, M. fortuitum y algunas otras micobacterias de excepcional
presentacién, y negativa para el M. tuberculosis y M. bovis.
| - Crecimiento en medio de McConkey agar.
- Prueba de la hidrolisis de Tween 80.
- Prueba de la reduccién de telurito potésico.
- Sensibilidad al 4cido pipemidico.
- Crecimiento en medio de Sauton agar.

- Prueba de la sensibilidad al 4cido Paranitrobenzoico (PNB).

1.4.6. ESTUDIOS SEROLOGICOS

El intento por lograr un test diagnéstico rapido e incruento que
solucionase todos los problemas que plantean las distintas técnicas
mencionadas, ha motivado el desarrolio de los estudios serolégicos en la TB
y otras micobacteriosis. En 1.898, s6lo 16 ainos después de que Robert Koch
identificara el bacilo tuberculoso, Arloing®® desarrollé un test de aglutinacién
con resultados positivos en el 57% de los pacientes tuberculosos estudiados
y en el 11% de los que constituian su grupo control, formado por sujetos
sanos o con otro tipo de afeccién. Seis afios después, el mismo autor®’
publicé otro estudio y, en 1.918, Brown y Petrof®® utilizaron la técnica de
fijacion del complemento, con un filtrado de cultivo de micobacterias como
antigeno (Ag), en el primer intento a gran escala de diagnostico seroldgico de

la TB.
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Desde entonces, han sido multiples los trabajos realizados y las técnicas
empleadas, destacando, en este aspecto, la auténtica revolucién gque ha
supuesto la introduccién del enzimoinmunoensayo (ELISA), técnica descrita
en 1.962 por Engvall y Perimann®, y aplicada por primera vez en el
serodiagnéstico de la TB en 1.976 por Nassau et al*®. En la segunda parte de

esta tesis se estudiard en profundidad este tema.

1.4.7. METODOS BASADOS EN LOS ACIDOS NUCLEICOS PARA LA
DETECCION DE MICOBACTERIAS

El desarrollo observado en el campo de la biologia molecular ha
permitido la elaboracién de una nueva tecnologia con métodos que son
radicalmente diferentes de las técnicas convencionales microbiolégicas e
inmunolégicas. En los Ultimos anos se han evaluado diversos métodos basados
en la deteccidn especifica de los 4cidos nucleicos micobacterianos, y algunos
de ellos parecen encontrarse en buen camino de poder cumplir los requisitos

requeridos de rapidez, sensibilidad y especificidad.

El material genético o genoma de casi todos los microorganismos esta
compuesto por acido desoxirribonucleico o ADN. Este ADN codifica las
propiedades fisicas de los organismos y se compone de dos hebras, unidas
una alrededor de la otra en forma de doble hélice. En ambas hebras opuestas,
los nucleétidos se localizan unos frente a otros y se mantienen unidos

mediante enlaces electroquimicos débiles, que pueden disociarse bajo ciertas
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condiciones como temperatura elevada. La estabilidad se logra mediante un
apareamiento fijo, de tal forma que una molécula de adenina de una de las
hebras siempre se apareara con una molécula de timina presente en la otra
hebra, y viceversa. Cuando se conoce la secuencia de una hebra de ADN,
puede predecirse la secuencia complementaria de la otra, pudiendo utilizarse
esta prdpiedad para la deteccion e identificacién de los acidos nucleicos de
algiin microorganismo particular; en otras palabras, para fines diagndsticos.
Los dos test diagnésticos que se conocen en la actualidad son la reaccion de

hibridacién y la reaccién en cadena de la polimerasa (RCP).

La reaccién de hibridacién consiste en poder obtener cantidades
cuantificables de segmentos o secuencias puras de ADN de una determidada
micobacteria, para que puedan ser utilizados como sondas que detecten
especificamente el ADN de este microrganismo en.una mezcla de ADNs (ADN
humano, ADN proveniente de la flora sapréfita contaminante de la faringe,
etc.), extraida del esputo de un paciente tuberculoso. Bajo condiciones
experimentales apropiadas, la sonda de ADN puede asociarse con el ADN en
estudio, denomindndose a este proceso hibridacién, debido a que el nuevo
fragmento de doble hebra es un hibrido compuesto del ADN original y de la
sonda complementaria. <L'a identificacién del nuevo hibrido se consigue
mediante el marcaje previo de la sonda de ADN®'. El mayor problema que
presenta en la actualidad esta técnica de hibridacién es que necesita un
elevado nuimero de gérmenes en la muestra para que se produzca la
codificacion, por lo que su sensibilidad sobre las muestras directas es incluso

inferior a la del frotis directo. Por todo ello, actualmente sélo son validas para
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la identificaciéon de las distintas micobacterias en los medios de cultivo.

La RCP se basa en la utilizacién de las polimerasas, que son las enzimas
responsables de la sintesis de la hebra complementaria de una molécula de
ADN de hebra simple. Estas enzimas polimerizan los nucleétidos libres
generando secuencias complementarias. Por lo tanto, en la PCR se combina
de manera muy fructl’fe'ra» el fendmeno de la disociacién y reasociacién,
descrito previamente, con la amplificacion de una de las hebras del ADN
analizado. Sin embargo, para poder efectuar la RCP, ademés de la polimerasa,
necesitamos los precursores nugleétidos, que nos permitiran construir la hebra
complementaria, y los llamados iniciadores, es decir, secuencias cortas de
aproximadamente 20 nucleétidos cada una, que pueden asociarse con la hebra
simple del ADN estudiado y actuar como punto de iniciacién para la
polimerasa. Este proceso de multiplicacién se puede repetir en much‘a-s
ocasiones y, debido a la naturaleza geométrica de este proceso de replicacion,
al cabo de varias horas (y de 30 a 40 ciclos de algunos minutos de duracién
cada uno), se obtiene una amplificacién, de alrededor de un mill6n de veces,
de la secuencia de ADN estudiada. Después de este proceso de amplificacion
es facil poder detectar e identificar la micobacteria causante de la afeccion.
El Gnico problema que parece presentar este método diagndstico es su falta
de éspecificidad. Ademds, habrd que discernir si es capaz de diferenciar entre

infeccién y enfermedad tuberculosa®’.
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.5, INMUNOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR

MICOBACTERIAS

Lainmunidad de Ia TB estd mediada fundamentalmente por los linfocitos
T, los cuales, en respuesta a una estimulacién antigénica especifica, liberan
distintas linfoquinas que estimulan la fagocitosis y la lisis de las

micobacterias®283,

La inmunidad humoral, codificada por los linfocitos B, es menos
importante en la patogenia de la TB. Aunque se reconoce su existencia®*, su
papel no esté suficientemente aclarado y los estudios clinicos mue.stran
resultados contradictorios®®. La respuesta humoral primaria contra esta
enfermedad parece consistir en un incremento inicial de lainmunoglobulina (Ig)
M®¢87 seguido por un aumento persistente de anticuerpo (Ac)s de la clase
IgG®. También se ha descrito una elevacién de la IgA en pacientes con TB
activa y se ha sugerido dUe su nivel se correlaciona con la extensién de la
enfermedad, disminuyendo a medida que el tratamiento logra coﬁtrolar la
infeccion®-%8, Sin embargo, el papel de estos Acs en la inmunidad de la TB no
esta claro. Generalmente, los pacientes con enfermedad avanzada presentan
hipergammaglobulinemia policlonal®®, y parece existir una relacién por la cual,
un incremento de la actividad de los linfocitos B y de su capacidad de producir
Acs, va asociado a una menor actividad de los linfocitos T y, por tanto, a un
determinado grado de anergia®*®. Por ello, al estado de la inmunidad humoral
en la T8 se le ha cvoncedid'o importancia en el prondstico de la enfermedad®*7°,

Todo lo expuesto anteriormente, tal vez pueda explicar porqué los mejores
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resultados en el diagnéstico serolégico de la TB se han obtenido detectando
IgG, vy los peores con la cuantificacidn de IgM debido a que, generalimente,
cuando el paciente es diagnosticado, su enfermedad lleva varias semanas de
evolucién. Con los test serolégicos tratamos de detectar la respuesta humoral
a los Ags micobacterianos, reacciéon inmunutaria no conocida con exactitud

en la actualidad y que se presupone de escasa importancia en la TB.

Los estudios inmunolégicos sobre la lepra indican que cada una de las
formas de esta enfermedad presenta un espectro diferente. La LL se
caracteriza, tipicamente, por ser muy bacilifera y por una respuesta
inmunolégica mediada por linfocitos B que puede ser policlonal e inespecifica.
La lepra tuberculoide (LT), sin embargo, contiene pocos bacilos y la respuesta
inmunolégica estd mediada, fundamentalmente, por linfocitos T°%7'. Existen,
ademads, formas intermedias de la enfermedad. Todo ello podria explicar los

mejores resultados de los tests serolégicos en la LL.
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1.6. CARACTERlSTICAS DE LOS TESTS SEROLOGICQOS

La mayoria de los estudios sobre serologia en las micobacteriosis han
utilizado técnicas que son capaces de medir la cantidad de Acs que se ligan
a un Ag seleccionado previamente. Sin embargo, en otras ocasiones, se han
utilizado Acs para tratar de detectar un Ag micobacteriano, siendo ésta la
prueba que més se ha empleado sobre muestras biolégicas diferentes al suero,

I’578, ascitico’® e, incluso, sobre esputo’®. En

como LCR’?77, liquido pleura
cualquier caso, los resultados obtenidos van a depender de la técnica

empleada, del Ag seleccionado y de los Acs medidos.

La sensibilidad de las pruebas serol6gicas depende, fundamentalmente,
de la técnica empleada y la especificidad del Ag utilizado®®®°. Cuando se
realiza un test serolégico se van a obtener grupos de «positivos» y
«negativos» claros, en base a los niveles encontrados de Acs; pero, en la zona
intermedia, se situard todo un rango de valores con poca variacion. Es preciso,
por tanto, establecer un nivel discriminativo o punto de corte que permita la
separacién de «positivos» y «negativos». Este nivel de Acs discriminativo es
més elevado en regiones con endemia importante de TB®'"®3, por lo que cada
regién debe calcular su propio nivel. Asi, se ha podido demostrar que los
| pacientes bolivianos, incluidos en el estudio de TB de Benjamin y Daniel®,
tenian un titulo mas aito .de Acs que los procedentes de los Estados Unidos,

y que los sujetos sanos de ia India presentaban titulos cuatro veces superiores
a los del centro de Europa®. Por lo tanto, el célculo de este punto de corte

tiene gran importancia e influye directamente sobre la sensibilidad y la
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especificidad de la prueba®-8+®7,

Los estudios seroldgicos realizados en regiones del Tercer Mundo, con
una elevada prevalencia de TB, han sido mas sensibles que los realizados en

zonas donde la TB es infrecuente3®8384.88

. En el primero de los casos la
sensibilidad ha oscilado entre el 70% y el 80%, y en el segundo entre el 60%
y el 70%. Este hecho se ha relacionado con el grado mas avanzado y crénico
de la enfermedad en el momento del diagnéstico, en los paises en vias de

desarrollo.

El célculo del valor predictivo positivo (VPP) y del valor predictivo
negativo (VPN) de estas técnicas, aunque sé ha comunicado en muchos
trabajos, ofrece una informaciéh sesgada ya que, en la mayorfa de ellos, se ha
valorado sobre pacientes con TB probada o con sospecha de esta enfermedad
y con grupos control muy seleccionados. Desgraciadamente se han realizado

muy pocos estudios de rastreo sobre amplios grupos de poblacién*®8%89,
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1.7. TECNICAS INMUNOLOGICAS EMPLEADAS

El primer test seroldgico utilizado en el diagndstico de la TB fue la
aglutinacién directa®®. En los 90 afios transcurridos desde entonces, se han
empleado técnicas de aglutinacién, de precipitacién, de fijacion de

complemento y de inmunoanélisis con indicadores marcados.

1.7.1 TECNICAS DE AGLUTINACION

Dentro de este grupo, la técnica més empleada ha sido la

hemaglutinaciéon®®, aunque también se ha utilizado la aglutinacién

98,99 100

directa®®?’, la aglutinacién de 14tex®® %, caolin aglutinacién'® y los tests de

floculacién con bentonita'®' y de titulacién globulinica'®?.

En general, los trabajos realizados utilizando la hemaglutinacién como
test diagndstico, han mostrado un porcentaje elevado de falsos positivos entre
los contactos cercanos a los tuberculosos y entre los controles tuberculin

positivos®29*9598, Esto ocurria tanto si se usaban Ags no purificados®**° como

purificados®®, aunque, en éstos dltimos, el nimero de falsos positivos era

menor y, por tanto, mejoraba la especificidad del test. Con esta técnica, se
obtenian titulos mas elevados de Acs entre los controles sanos con
intradermorreaccién positiva a la tuberculina que entre los que presentaban
esta prueba negativa®**, no diferenciando correctamente entre enfermos e

infectados. Algunos autores han encontrado una buena correlacién entre la
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hemaglutinacién y el ELISA®®®', comunicando, algunos de ellos, resultados

excelentes®'.

En la mayoria de los trabajos, la sensibildad de esta técnica ha oscilado
entre el 47,4%% y el 70%°%. Reggiardo et al®® logran que esta sensibilidad
alcance el 82,5% al realizar la prueba con tres glicolipidos micobacterianos
como Ags. En este trabajo, el 21% de los sujetds en contacto estrecho con
pacientes tuberculosos fueron falsos positivos. Esta cifra es similar a la
obtenida por Hall y Manion®? en sus controles sanos tuberculin positivos, y se
eleva hasta el 84% en los contactos cercanos tuberculin negativos en la serie
de Mitchison et al®°. Nd obstante, en este Ultimo trabajo, la utilizacién de un

Ag bacilar crudo, puede haber influido en los resultados.

Con las restantes técnicas de'aglutinacién ocurre algo similar a lo
descrito para la hemaglutinacién®, si bien, Nichols®’ comunicé una sensibilidad
del 87% y una especificidad del 100% utilizando un test de aglutinacion

directa.

1.7.2 TECNICAS DE PRECIPITACION

Los test de precipitaci6on empleados en la serologia de las

micobacteriosis han sido maltiples: Inmunodifusién'©® 194,

microinmunodifusién'®®'%®, doble difusién en gel'®’, precipitacién en gel'® y

105,106
'

doble difusién en agar'®. La sensibilidad de estas técnicas es baja Yy
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aunque se ha descrito un incremento en los titulos de Acs en los pacientes
tuberculosos a lo largo del tratamiento'?*'°¢, no se han encontrado diferencias
entre los controles sanos tuberculin positivos y los negativos'®®'%’, Ademas,
a pesar de que en estos trabajos no se ha detectado influencia del estado
tuberculinico, si se ha ob]etivado titulos altos de Acs en un porcentaje
importénte de pacientes con sarcoidosis'®'%® y con lupus eritematoso
sistémico'®®. Kaplan y Chase'%, utillizando la microinmunodifusién,
comunicaron un 46% de «positivos» entre los pacientes con TB primaria y un
66% entre los que padecian una TB por reactivacién de lesiones antiguas.
Estos porcentajes se elevaban al 60% y 75% respectivamente con el
tratamiento antituberculoso. También en este lltimo trabajo, se obtenia un
test positivo en el 33% de los pacientes con lupus y en el 10% de los que

padecian sarcoidosis.

1.7.3. TECNICAS DE FiJACION DEL COMPLEMENTO

En 1.903 Bordet y‘ Gengou''® publicaron un estudio llevado a cabo en
animales y en el que utilizaron una reaccién de fijacién del complemento para
detectar Acs, usando como Ag bacilos tuberculosos enteros. Con
posterioridad, Brown y Petrof°® aplicaron la misma técnica en humanos con TB
pulmonar, empleando como Ag un filtrado de cultivo de micobacterias. Este
test se ha utilizado muy poco, a pesar de que con él se aislaron y purificaron

los fosfatidil-inositol manésidos''!, Ags semipurificicados empleados con éxito

en los Gltimos tiempos en el diagnéstico serolégico de la TB.
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I.7.4. TECNICAS DE INMUNOANALISIS CON INDICADORES MARCADOS

En este grupb se incluyen las dos técnicas mds utilizadas en el
serodiagnéstico de las micobacteriosis, el radioinmunoandlisis (RIA) y las
pruebas inmunoenziméticas. A este grupo también pertenecen el test del Ag
soluble fluorescente''>''® y dos pruebas que se sitian entre las técnicas de
precipitaciéon y las de is6topos radioactivos: la radioinmunodifusién''* y la

radioinmunoelectroforesis''*''®,

1.7.4.1. Radioinmunoanalisis

En la dltima década, el RIA se ha utilizado con frecuencia tanto en el
diagndstico serolégico de la TB''®''® como de la lepra'®®. Aunque la
sensibilidad de la técnica -es superior a la de las pruebas descritas
anteriormenté, se han comunicado gran nimero de falsos positivos entre los

controles tuberculin positivos''® y, sobre todo, en formas inactivas de la

118,119 8

enfermedad tuberculosa . Winters y Cox''® encontraron diferencias
significativas entre las TB activas y los controles tuberculin negativos y no las
comprobaron, por contra, entre las TB activas e inactivas. Carret et al''®
describieron positividadeis en el 67% de sus pacientes con TB activa vy,
también, en el 31% de los Sujetos con TB inactiva. Por lo tanto, en la TB, esta
técnica no es capaz de diferenciar con claridad entre formas activas 'e
inactivas de la enfermedad. S6lo Zeiss et al''®, aplicando esta misma técnica,

han objetivado claras diferencias entre TB y controles intradermorreaccion
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tuberculinica positiva.

1.7.4.2. Técnicas Inmunoenziméticas

En 1.972, Engvall y Perlmann®, describieron la técnica ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) caracterizada por ser altamente
sensible, facilmente reproductible, no requerir instrumentacién sofisticada y
utilizar reactivos baratos. El método directo detecta la unién del Ac al Ag que
se encuentra, normalmente, fijado a un absorbente en fase sélida. Desde su
descripcién, su uso se ha' generalizado en el diagnéstico serolégico de las

enfermedades infecciosas.

Esta técnica se utilizé por primera‘ vez en el diagnéstico de la TB en
1.976, revolucionando la historia de la serologia en la TB y demds
micobacteriosis®®. Al mejorar considerablemente la sensibilidad, se realizaron
gran nimero de estudios con Ags cada vez mas purificados, contribuyendo

con ello a una notable mejoria de la especificidad.

Los resultados de esta prueba pueden expresarse de distintas formas'?’.
Los valores pueden referirse como densidades 6pticas (DO) medidas segun el
color final emitido en la reaccién. Si estas DO se comparan con las obtenidas
a partir de unos sueros de referencia, el resultado final podré ser expresado en

indice de DO.
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Ademds del ELISA directo, ya comentado, también se ha utilizado el

ELISA de inhibicién competitiva’ y el ELISA sandwich?":7279122 b5ra detectar
Ags micobacterianos en suero'?* y otras muestras biol6gicas humanas’' 77

0 animales'?,

1.7.4.3. Otras técnicas de inmunoanélisis

La radioinmunodifusiény la radioinmunoelectroforesis tampoco hansido
capaces de diferenciar claramente entre TB activas e inactivas, aunque si

encuentran titulos més elevados en éstas que en los controles sanos''4.

En cuanto a la técnica del Ag soluble fluorescente, Chawla et al''® la
comparan con el ELISA en su estudio sobre TB intestinal y encuentran que,
aungue existia una buena correlacién entre las dos técnicas, el ELISA era més

discriminativo.
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[.8. ANTICUERPOS ESTUDIADOS

A excepcién de la lepra, en la TB y en el reéto de las micobacteriosis
humanas y animales, los valores més discriminativos para el diagnéstico de las
mismas, se han obtenido determinando la proporcién de IgG que se liga a un
Ag preseleccionado. Como se verd mas adelante, esta Ig es la que se ha
detectado en la mayoria de los trabajos publicados, aunque en algunos
estudios también se se ha determinado IgM e IgA. Curiosamente, en la lepra,

ha sido la IgM la Ig con la que se han obtenido mejores resultados.

1.8.1. INMUNOGLOBULINA A

En la TB los resultados obtenidos con esta Ig son peores que los
conseguidos con IgG®-8212#128 aunque son més discriminativos que los que
se obtienen con IgM®'-82, Al utilizar un ELISA, la IgA logra diferenciar entre
pacientes tuberculosos y sujetos control'?®2¢ g, incluso, aumenta el poder

discriminativo del test con respecto a la determinacién Unica de IgG8%108:128,

No obstante, hay que resefnar que, ademas de en la TB, también se han
encontrado titulos elevados de esta Ig en sarcoidosis®'19%1%¢ en
micobacteriosis humanas no tuberculosas'?®2® y, sobre todo, en pacientes
con enfermedad de Crohn®', donde los titulos han sido incluso superiores a los
obtenidos en la TB. Raja et al'?® también realizaron. el test en lavado

broncoalveolar, encontrando que, tanto la IgG como la IgA, se ligaban a Ags
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micobacterianos en niveles similares a como lo hacian en suero. Estos autores
concluyeron que la presencia de IgA en esta muestra podria sugerir que la

inmunidad local de la mucosa esta garantizada.

1.8.2. INMUNOGLOBULINA M

La deteccién de IgM especifica es la que peores resultados ofrece en el
serodiagnéstico de la TB®'82, Ademéas de que los titulos obtenidos son
similares a los controles®’, también se detectan valores altos en la

103,104

sarcoidosis y en la enfermedad de Crohn®' aunque, en esta ultima, los

titulos son inferiores a los alcanzados por la IgA.

Por el contrario, como se verd méas adelante, los mejores resultados en
la lepra se han obtenido detectando IgM frente a Ag glicolipido fenélico |
extraido del M. /eprae'?. Por ELISA, la deteccién de IgM especifica frente a
este Ag, ha dédo resultados excelentes'?®'*°, con sensibilidad superior al 85%
y especificidad del 100%'?® y, por supuesto, con titulos mayores a los
obtenidos con IgG e IgA'**'32, No obstante, Brett et al'33, utiiizando este Ag,
encontraron mejores resultados con IgG que con IgM. También ha dado
buenos resultados la deteccién de IgM frente a epitopos seleccionados de este
Ag, aunque inferiores a los obtenidos cuando se emplea glicolipido fendélico |
completo’?. Por dltimo, en algunos trabajos sobre lepra en los que se usaron

Ags no purificados del M. leprae, comunes por tanto a otras especies

micobacterianas'?*13413% |3 deteccién de 1gG se mostré Util, siendo, incluso,’
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su rentabilidad superior a la obtenida con IgM'%°,

1.8.3. INMUNOGLOBULINA G

Ha sido la Ig con'la que se han conseguido titulos més elevados y
discriminativos, tanto en los estudios sobre serologia de TB, como en otras
‘micobacteriosis humanas y animales, a excepcién de la lepra. Por ello, son
multiples los trabajos que han tratado de cuantificar esta IgG y se comentaran

cuando abordemos las distintas afecciones en las que se ha empleado.
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[.9. ANTIGENOS UTILIZADOS

Las distintas sustancias que se han empleado en el diaghéstico
serolégico de la TB contienen determinantes antigénicos comunes a otras
eSpecies micobacterianas e, incluso, a otros géneros de microorganismos tales
como nocardias, corinebacterias, etc.’**'*®. Como consecuencia de ello, se
producen reacciones cruzadas que dan lugar a una serie de falsos positivos
que disminuyen la especificidad del test*®®2, En este contexto hay que
destacar que, utilizando inmunoelectroforesis cruzada, se han identificado al
menos 20 determinantes antigénicos comunes en cada una de las siguientes

especies micobacterianas: M. tuberculosis'*®'%, M. bovis BCG'*"'%, m.

144 145 147,148

smegmatis'**, M.leprae-murium'*®, M.simiae'*® y M. leprae

También hay que tener en cuenta que, tanto humanos como animales
tienen contactos frecuentes con micobacterias ambientales no patégenas que,
sin embargo, poseen determinantes antigénicos comunes al resto de las
micobacterias y frente a los que se pueden producir bajos niveles de
sensibilizacién3%'*®, Por lo tanto, para poder obtener una especificidad del

100%, seria necesario aislar un Ag que sélo estuviera en la micobacteria que

produce la enfermedad estudiada®®.

En la TB, los sucesivos estudios efectuados han permitido seleccionar
Ags cada vez mas purificados y especificos. En principio se usaron Ags
bacilares crudos, destacando los numerosos trabajos del grupo de Grange y

Kardjito®'-82.1%0-1%1 ytilizando preparados del Bacillus Calmette-Guérin (BCG), y
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los de Nassau et al®® con filtrados de cultivo de M. tuberculosis. En los
mejores resultados de estos estudios, la especificidad oscilaba entre el 95%
y el 98%, porcentaje relativamente elevado si se tiene en cuenta que se han
llegado a identificar cerca de 30 componentes antigénicos distintos en la M.
bovis'®?. Con posterioridad se han realizado estudios con derivado proteico
purificado (PPD), més especifico, ya que los PPD usados no tienen mas de 6
0 7 determinantes antigénicos e incluso, la vieja tuberculina (old tuberculin)
s6lo tiene cinco'®2, A pesar de ello, la especificidad de estos tests ha oscilado

también alrededor del 95%.

Los grupos que mas han trabajado con PPD han sido el de Zeiss, Kalish

44.116.124.153.1%4  Cabe destacar en los Gltimos afios los esfuerzos

y Radin
encaminados a obtener Ags purificados y especificos. Los mejores resultados
en este sentido los han obtenido Daniel y Anderson'®® quienes han aislado el
Ag 5 que parece encontrarse, tan solo, en el M. tuberculosis y en el M.
- bovis®*. Sin embargo, su proceso de obtencién es laborioso y costoso, lo que

hace que sea practicamente imposible su uso rutinario y comercial. Estos

mismos autores, con posterioridad han aislado el denominado Ag 6'°, menos

especifico que el anterior, pero mas estable y sencillo de obtener. También se

han obtenido buenos resultados con los 3 glicolipidos micobacterianos (SAG
A,, SAG B, y SAG C) aislados del M. bovis BCG por Reggiardd y
Middlebrook'®’.

En los dltimos 3 afos se han publicado varios estudios serolégicos

utilizando el Ag 60, purificado a partir de M. bovis BCG por Cocito y Vanlinden
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en 1.986'". Este Ag se localiza en el citoplasma y en la membrana celular de
la micobacteria y, por fraccionamiento, en la porcién ribosomal''”-'%®, Posee
una estructura macromolecular termoestable y estd compuesto por lipidos,
lipopolisacéaridos y lipoproteinas''’'37.138.189.160  Tiane |a ventaja de ser un
poderoso inmunégeno, capaz de inducir reacciones de inmunidad humoral y

159181 'y la de ser extraible a gran escala®, hecho que facilita su

celular
explotacién comercial. Sin embargo, presenta el inconveniente de ser un Ag
comun a la préctica totalidad de las micobacterias, siendo el principal
determinante antigénico del BCG, del PPD y de la llamada «tuberculina
vieja»'%2'%%, Por lo tanto, no es un Ag especifico, presentando reaccién
cruzada con otras micobacterias, por lo que su especificidad oscila del 95%
al 98%, cuando los grupos control estan formados exclusivamente por sujetos
sanos'®®. Desde hace mas de dos afio se dispone en el mercado del Gnico test
serolégico para la deteccion de IgG especifica frente a Ag 60 por ELISA. La

sencillez de su realizacién ha suscitado un enorme interés y ha promovido la

investigacién en este campo de un gran nimero de grupos europeos.

En el diagndstico de la lepra también se han utilizado multiples Ags. De
todos ellos, el méas especifico es el glicolipido fendlico |, purificado del M.
leprae por Hunter et al'?’ y que aporta una especificidad cercana al
1009%°58128-162.183  También se han utilizado, aunque con peores resultados,
Ags aislados de cultivos de M. smegmatis, M. vaccae, M. scrofulaceum, M.
leprae, M. tuberculosis, M. bovis BCG, Corynebacterfum diphteriae vy
Corinebacterium xerosis‘é°"3"’64. Se han obtenido buenos resultados con los

Ags obtenidos de cultivos crudos de M. smegmatis'® y con el arabinmannan
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%, Todos ellos, al tratarse de Ags no purificados,

de esta micobacteria
disminuyen notablemente la especificidad del test, con falsos positivos entre
contactos sanos de leprosos'?, en pacientes afectos de TB'3*135 e, incluso,
en voluntarios que han sido vacunados con BCG meses antes '%%. Como se
vera mas adelante, la sensibilidad con cada uno de estos Ags varia

notablemente segun la forma de lepra que presenten los enfermos.

En el resto de las micobacterias humanas, a pesar de la importancia que
han adquirido en los Uitimos afos, los estudios de serologia son muy
escasos'*>"%, Sélo se dispone de resultados de estas enfermedades por haber
sido incluidas como grupo control en trabajos sobre TB*48481.125.153
lepra'?®12%133 Asji, en estudios en los que se han utilizado distintos Ags, tales
como cultivo filtrado de M. avium-intracellulare'®®, PPD**'%3, PPD preparado
de M. kansasii'®® e, incluso, Ags purificados o semipurificados de M.
tuberculosis como el Ag 5% o los glicolipidos SAG A,, SAG B, y SAG C*, no
se ha estudiado la especificidad por faita de grupos control'®® o ha estado muy
disminuida, sobre todo por los resultados positivos obtenidos en los pacientes
con TB¥91.193168 |91  afectos de otras micobacteriosis'®®. Se hacen
necesarios, por lo tanto, estudios que in.cluyan un mayor numero de enfermos
y de sujetos control y, a ser posible, la busqueda de Ags mas especificos para

cada especie micobacteriana estudiada.

También se han realizado estudios serolégicos sobre enfermedades
animales causadas por M. paratuberculosis, M.bovisy M. avium-intracellulare.

En la infeccién por M. paratuberculosis se han utilizado Ags bacilares crudos
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de esta micobacteria'®’'®®

e, incluso, un Ag purificado'®’, siendo la
especificidad mucho mayor con este ultimo. En la enfermedad producida por
el M.bovis, los mejores resultados han sido publicados con un Ag crudo de
esta micobacteria'’®, aunque también se ha usado PPD'?>'7172_pgr (jitimo, en
la afeccién producida en animales por M. avium-intracellulare se han utilizado
M. bovisy M. avium-intracellulare muertos por calor'’®, PPD preparado de esta

174,175

micobacteria y Ags crudosde M. bovis'’°, con resultados poco valorables

por el escaso niumero de casos incluidos en los estudios.
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1.10. VARIABLES QUE PUEDEN INFLUIR EN LOS RESULTADOS

.10.1. COMPLEJOS INMUNES

Para poder explicar por qué no se detectan Acs circulantes en algunos

enfermos con TB, habria que conocer a la perfeccion el mecanismo de

respuestainmunitaria humoral en esta enfermedad. Estos falsos negativos han

tratado de justificarse por varios mecanismos. De todos ellos, el m&s aceptado

es el de los complejos inmunes.

Distintos autores han' demostrado que los pacientes con TB, ademds de
Acs, tienen Ags micobacterianos circulantes que pueden unirse al Ac y formar
inmunocomplejos, quedando poco Ac libre para poderse ligar al Ag utilizado
en el test serolégico, disminuyendo asf la eficacia de la prueba'®®118.119.176
Estos complejos inmunes han sido descritos en mdiitiples trabajos, destacando
el de Carr et al''® que los detects en el 68% de los pacientes con TB activa
que incluyé en su estudio. Sin poder aclarar con certeza la importancia de
estos inmunocomplejos, parece que una mayor concentracién de ellos podria
asociarse con un peor prondstico de la enfermedad'’”” e, incluso, estar
relacionado con una mayor virulencia del M. tuberculosis'®'®', También

podrian utilizarse en el seguimiento de la respuesta a la quimioterapia'’®'%2,
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1.10.2. VACUNACION PREVIA CON BCG

En 1.959, Parlett y Youman'®?, utilizaron un test de doble difu
gel y observaron que la vacunacién BCG inducia Acs detectables ent
y la 16® semana después de esta vacunacién. Sin embargo, previe

Fusillo y Weiss'%?

no habian logrado detectar respuesta humoral
administracién de esta vacuna, aunque probablemente la deteccién de
hizo precozmente. Con posterioridad, algunos autores han estud
posibilidad de que esta vacunacién pudiera influir en los resultados de I
serolégicos en las micobacteriosis?’8287.101.135.183 | 3 gran mayoria
estudios sobre serologia, sin embargo, no han tenido en cuenta este
seleccionar los grupos control. Hay discrepancia, entre los distintos &
al analizar esta variable. Mientras existen trabajos que no enc

diferencias en los titulos de Acs de los pacientes vacunados®?®" %

107 ¢, incluso, en el trabajo de Miller et

detectan un leve incremento
pacientes leprosos y tuberculosos, encuentran que el test que realizaban
positivo en la cuarta parte de los voluntarios norteamericanos que habiar

vacunados con BCG 2 6 3 meses antes.

El estudio que mejor ha abordado este tema es el recient
publicado por Turneer et al®’. Estos autores determinan, por ELISA, Ig:
frente a PPD en el suero de 75 adultos (todos con intradermorr
tuberculinica negativa) antes y después de ser vacunados. Encuentr
tras la vacunacién, al menos una de las dos Igs teétadas experimen*

incremento estadisticamente significativo en el 89% de los ca
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incremento observado en la 1gG, aunque pequefio, se acercaba al que se
obtenia cuandb el test serolégico se realizaba al grupo de enfermos con TB y
frotis directo de esputo negativo. Por lo tanto, la vacunacion BCG interfiere los
resultados de la serologia precisamente en el grupo de pacientes que més se

puede beneficiar de estos procedimientos diagnésticos.

1.10.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTITUBERCULOSO

Kaplan y Chase publicaron, en 1.980, dos excelentes trabajos'%%'%% en
los que demostraron que con el tratamiento antituberculoso se producia un
incremento en los titulos de Acs que se ligaban a un filtrado puro de M.
tuberculosis. Este hecho ocurria desde los primeros dias de iniciada la
quimioterapia y objetivaron que parte de los enfermos con TB inicialmente
seronegativos, se positivizaban en el curso del tratamiento. Es probable que,
efectivamente, los titulos de Acs se incrementen con la quimioterapia y que,
en algunos pacientes, este aumento llegue a positivizar el test'®. Este
incremento, que posiblemente ocurre durante los tres primeros meses de
tratamiento®’, comienza a declinar a partir de los 3-6 meses'®* hasta los 3

afos'®s.

Con la lepra es probabie que ocurra algo similar, aunque los titulos de
IgG declinan lentamente a lo largo de los afos. Sin embargo, los titulos de IgM
parece que descienden bruscamente tras los dos primeros afos de

tratamiento. En el estudio de Bach et al'*®, después de méas de 10 afios de
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tratamiento, se encontraron titulos bajos de IgG e IgM frente a M. /eprae
integro, en el 75% vy en el 15% de los casos respectivamente . No obstante,

existian titulos de IgM frente al Ag glicolipido fendlico | en el 50% de ellos.

1.10.4. TUBERCULOSIS RESIDUAL

Los autores que han incluido en su estudio un grupo control de sujetos

con TB inactiva o residual®*114118.119.149.183.188 ' shtienen resultados dispares

seguln las técnicas empleadas. En aquellos trabajos en los que no se ha
utilizado el ELISA, no se han objetivado diferencias estadisticamente
significativas con los resultados encontrados en pacientes con TB

114,118,119

activa , aunque eran inferiores tanto los titulos de Acs como el

porcentaje de sujetos con enfermedad inactiva que daban el test positivo''®.

.Por el contrario, cuando se ha empleado la técnica inmunoenzimatica,
ha existido una perfecta diferenciacién entre la forma activa y la residual
inactiva de la enfermedad, aunque este grupo control es uno de los que mas
falsos positivos ha proporcionado en todos los estudios'**'%*'58_ En cualquier
caso, como ya se coméhté previamente, parece que los titulos de Acs
disminuyen con el tiempo de inactividad de la enfermedad'*®'®?, En este
contexto, Koshino et al'*® encontraban que en su estudio se detectaban 6
casos positivos de 7 casos que tenian una inactividad de su enfermedad
inferior a 6 meses y, tan solo 2 de los 12 que hacia més de 6 meses que

habfan curado su TB. Igualmente, en el trabajo de Kalish et al'®® sélo se
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comprobaba un test claramente negativo en 3 de los 7 casos con TB tratada
en los dltimos 10 afos y,' por el contrario, en 9 de los 13 con mas tiempo de

evolucién.

1.10.5. ESTADIO DE LA ENFERMEDAD Y BACILOSCOPIA NEGATIVA

Exceptuando el trabajo de Krambovitis®’, que no encuentra asociacién
entre el titulo de Acs y el grado de evolucién de la enfermedad, el resto de los
autores®®88-18%187 refieren una perfecta correlacion entre los resultados que
obtienen y la mayor o menor extensién de la TB, objetivando los titulos mas
elevados entre los portadores de lesiones exudativas y cavitarias. Por el
contrario, los titulos obteﬁidos en estos tests serolégicos son generalmente

inferiores en los enfermos con TB que presentan baciloscopia negativa'?® 18,

Es de destacar el articulo de Palenque y Pérez'®®

, en el que se refiere
que la sensibilidad de la prueba disminuia del 70,9% en las TB pulmonares
activas con microscopia directa de esputo positiya, al 29,4% cuando ésta era
negativa. Por otra parte, sélo en el 34% de los pacientes tuberculosos con
baciloscopia negativa estudiados por Zeiss'®®, se predijo la enfermedad con el
estudio serol6gico. Sin embargo, Daniel et al*® en un trabajo efectuado en
Bolivia encontraron que la rentabilidad del ELISA empleado no disminuia en los
pacientes que presentaban frotis directo de las muestras negativo. En

cualquier caso, los estudios que han valorado conjuntamente la rentabilidad

de la baciloscopia y de los tests serolégicos comunican que ambas técnicas
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se complementan®*4%1%,

De este modo, Zeiss et al** encontraron que, al combinar el primer
frotis de esputo y el test serolégico (por ELISA), la sensibilidad global era del
86%, mientras que la sensiblidad aislada de la baciloscopia fue del 57% vy la
del test serolégico del 67%. Por su parte, Daniel et al*®* comunicaron una
sensibilidad conjunta para ambas pruebas del 92%, siendo la sensibilidad por
separado del 79% y del 69% respectivamente. En ambos estudios la

especificidad fue superior con la técnica microbiol6gica.

1.10.6. INFLUENCIA DEL ESTADO TUBERCULINICO

Previamente nos hemas referido a la influencia del estado tuberculinico
cuando los tests serolégicos se realizan con técnicas de aglutinacion®%%®,
Esta influencia también se ha observado en algunos trabajos publicados con
RIA''®, En general, cuando se utiliza un ELISA, el titulo de Acs obtenido en los
controles sanos es similar, sea cual sea su estado
tuberculinico®®87-105.108.116.189.1%0 Gin embargo, en ocasiones, se ha descrito un
mayor nimero de falsos positivos entre los sanos con intradermorreaccion

tuberculinica positiva respecto a los que la tenian negativa®*®+%*'%!, si bien,

esta diferencia no ha sido estadisticamente significativa.

Los estudios sobre el estado tuberculinico en pacientes con TB

pulmonar activa, han mostrado que del 7% al 17% presentan una
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intradermorreaccién negativa'®%'9, Este porcentaje varia dependiendo de la
cantidad y tipo de tuberculina utilizada'®® y del estadio de la enfermedad,
encontrandose con mayor frecuencia en los pacientes con enfermedad
avanzada y lesiones cavitarias'®*'®3, Esta anergia puede resultar de la
redistribucién de subpoblaciones de linfocitos T circulantes periféricos'®*'%% o
puede ser debida a la presencia de monocitos supresores'®® o de factores
inhibitorios séricos'®’. Gupta et al'® encontraron un titulo de Acs més alto en
los tuberculosos tuberculin-positivos que en los que tenian esta prueba
negativa; sin embargo, eéta relacion no pudo confirmarse en los controles

sanos que ellos estudiaron.

.10.7. INFLUENCIA DE LA SELECCION DE LOS GRUPOS CONTROL

Se ha visto previamente que, cuando se utilizan técnicas diferentes del
ELISA, la especificidad disminuye por los falsos positivos observados en los

sanos tuberculin-positivos, los contactos cercanos con TB, etc.329395.98

Con el ELISA, la especificidad ha sido inferior en los estudios en los que
se han incluido, en los grupos control, enfermos de otras patologias, y no

solamente SUjetOS sanos44,45,84,88,125,153,158,188.189,198,199.

En este caso, la
especificidad ha oscilado entre el 79%* y el 96%'%%'®, siendo, en la mayor
parte de los estudios, inferior al 89%%-'%%1%8 Esta cifra se eleva hasta el
100% cuando sélo se incluyen personas sanas como control®'%8.18% Entre las

distintas patologias incluidas en estos estudios, las que han presentado titulos
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de Acs mas elevados son la LL?"'%3, el resto de micobacteriosis®*"'3, otras

81,84,103,104,125,200

granulomatosis no tuberculosas y, en menor medida, algunas

micosis e, incluso, pacientes hipergammaglobulinémicos®.

En los trabajos que sélo incluyen personas sanas en los grupos control,
la especificidad oscila entre el 93,2%°%-8288.87.91 y g| 1009 '34.149.190.201-203 gy
la mayoria de ellos. Por lo tanto, deben incluirse distintos grupos de enfermos

en los trabajos para que el anélisis de resultados sea fiable.

1.10.8. OTROS FACTORES

Daniel et al®® encontraron que los titulos de IgG que se ligaban a PPD
y Ag 5 eran més elevados en mayores de 45 afos, en los varones y en los que
tenian historia de tratam-iénto especifico en el pasado sin, por el contrario,
encontrar relaciéon alguna con la raza. Sin embargo, esta diferencia no era
estadisticamente significativa. La influencia de estas variables no'ha sido
investigada en el resto de los estudios, aunque no hay ninguna razén para
creer que puedan influir en el resultado de los tests serolégicos. Koshino et
al'*® incluyeron 7 muestras de cordén umbilical en su grupo control, tratando
de analizar la posible transferencia transplacentaria de Igs especificas frente
a Ags micobacterianos. Mediante un ELISA y usando PPD como antigeno,
encuentran DO muy bajas en todos ellos, dando a entender que esta
transferencia es improbable y que las reacciones inespecificas son por la

produccién propia de Acs.
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1.11. ESTUDIOS SEROLOGICOS EN LA TUBERCULOSIS
1.11.1. RENTABILIDAD SEGUN LA ELECCION DEL ANTIGENO

De los 3 factores que influyen en los resultados de un test serol6gico
(técnica, Ac y Ag), el que més ha variado en los distintos estudios ha sido el

Ag seleccionado.

1.11.1.1. Antigenos bacilares crudos

Los Ags bacilares fueron los mas utilizados en la primera época de los
estudios seroldgicos. Estos Ags se han empleado con todo tipo de técnicas:
De aglutinacién®-%-98% de precipitacién'®®'%?, de fijacién del complemento®®,

inmunoelectroforesis''®>, RIA'® vy, por supuesto,

EL! SA80,90,1 12,125.126,134.165,185,198,204

En el primer estudio conocido sobre serologia en TB se utilizd este tipo
de Ag y un test de aglutinacién directo®®. Nicholls®’, con esta misma técnica,

publicé unos resultados excelentes, mientras que Mitchison et al®

, con
hemaglutinacién, obtuvieron una buena sensibilidad (70%) aunque con baja
especificidad (36%). Kaplany Chase'°®, con microinmunodifusién, encontraron
una sensibilidad del 46% en las TB iniciales y del 66% en las que tenian
enfermedad activa por reactivacion de lesiones antiguas. Estos mismos

autores obtuvieron resultados positivos en 5 de los 15 pacientes estudiados
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con lupus eritematoso diseminado, en 3 de los 30 casos con sarcoidosis y en
ninguno de los controles sanas tuberculin-positivos.

Winters y Cox''®

utilizaron RIA para medir IgG frente a cinco preparados
antigénicos: Células enteras de M. tuberculosis y M. bovis, determinantes
antigénicos de paredes celulares de estas dos micobacterias y PPD preparado
de M. tuberculosis. Los resultados cuando se utilizaban células enteras de M.

tuberculosis y de M. bovis eran similares a los que se obtenian con PPD Y,

discretamente mejores que cuando se usaban Ags de pared celular.

Nassau et al® también utilizaron Ags bacilares crudos en el primer
trabajo sobre serodiagnéstico de la TB en el que se empled la técnica ELISA.
Encontraron que los resultados variaban segin las distintas diluciones
empleadas. Benjamin et al'®, utilizaron cuatro fracciones antigénicas distintas,
observando que la peor sensibilidad y especificidad se obtenia con la extraida
del cultivo filtrado de M. tuberculosis cepa H37Ra (sensibilidad del 55,6%;
especificidad del 84,4%). Los mejores resultados se lograron con el Ag 5,
seguido por el PPD preparado de M. Kansasii y, finalmente, con el Ag 6.
Baughman et al'?%, al comparar un cultivo filtrado de M. tuberculosis y Ag 5
observaron niveles mas discriminativos para éste L’Jltiho. Por contra, Kiran et
al''2 observaron que al utilizar un extracto salino crudo de M. tuberculosis la
sensibilidad era del 94% v la especificidad del 96,7%, mientras que con el

PPD ambas cifras descendian al 80% y 90% respectivamente.

Recientemente se han publicado dos trabajos'®®%°* aplicando una
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técnica ELISA y usando como Ag una fraccién absorbente de cultivo

micobacteriano. En el primero de ellos'®® se obtienen buenos resultados en TB
y. en el segundo®?, se ha tratado de diferenciar esta enfermedad de la
sarcoidosis, encontrando diferencias estadisticamente significativas entre

ambas

1.11.1.2. BCG

En la mayoria de los trabajos en que se ha empleado este Ag se ha
utilizado la técnica ELISA8182.134.150.151.205.208 F| arypo que mds ha trabajado

con BCG es el de Grange®'821%0.151

En el primero de sus estudios®
determinaron IgG, IgM e IgA en 153 pacientes con TB pulmonar activa del
este de Indonesia y en un amplio grupo control. Encontraron que la IgG era la
mas discriminativa para esta enfermedad y que, con IgM e IgA, sélo
detectaban cinco casos no diagnosticados con IgG. En un segundo estudio'®®
investigaron IgG frente a BCG y frente a fracciones de M. Kansasii y M.
smegmatis, encontrando como los niveles de absorbencia eran mas elevados

cuando se utilizaba BCG obteniendo una sensibilidad del 73% y una

especificidad del 96,7% .

En un trabajo posterior®’, observaron que los niveles de IgG frente a
}

BCG eran significativamente més altos en los sanos tuberculin-positivos que

en los negativos. La mayor diferencia entre controles y tuberculosos activos

ocurria cuando se detectaba IgG, y la menor con IgM. Tanto esta ultima como
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la igA no se afectaban por el estado tuberculinico, y ambas incrementaban el

poder discriminativo del test del 62% (s6lo con IgG) al 75%.

En 1.982, Grange y Kardjito'®' publicaron una recopilacién de sus
trabajos con BCG incluyendo resultados sobre 200 pacientes con TB y 50
controles. Obtuvieron una sensibilidad del 68% y una especificidad del 98%.
Otros autores, como Garcia y Gutierrez?°®, y Samuel y Adiba'** han empleado
la técnica ELISA con este Ag comunicando excelentes resultados. Por ultimo,
Garcfa-Carrefio et al?°®, han encontrado, también con BCG, una sensibilidad del

100% pero con una baja especificidad (80%).

.11.1.3 PPD

Esta tuberculina, al ser purificada, tiene un menor nimero de
determinantes antigénicos que los Ags estudiados previamente'®2. Aunque
hace mas de 20 anos que se empezo a utilizar en este campo, en técnicas de
hemaglutinacién®, la maydn’a de los estudios se han desarroliado en la Gitima
década con RIA''®"® y con ELISA-112116165 Go han utilizado multiples
preparados de PPD,_ encontrandose entre ellos diferencias en su actividad y en

los determinantes antigénicos que contienen '°2,

Destacan los trabajos
llevados a cabo por el grupo de Zeiss““'w""“"‘2“'“"3".54 que, si bien utiliza
grupos control amplios y bien seleccionados, el nimero de pacientes con TB
que se incluyen es escaso. La sensibilidad que obtienen oscila entre el

61,1%'%% y el 67%**'°®, y la especificidad entre el 79%**'% y el 96,6%"*°.
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Los mejores resultados los consiguen al determinar igG, aunque la IgA también

se correlaciona con el diagnéstico de TB'?.

Jagannath et al® utilizan la hemaglutinacién pasiva y el ELISA, y
encuentran coh ésta Ultima una baja sensibilidad (43%) y una especificidad del
88,5%. El grupo de Gupta'®® comunicé una especificidad del 96% y una
sensibilidad que oscilaba entre el 68,2% y el 74,2%. Daniel et al también han
utilizado PPD como material antigénico®*2%'%%, Al emplear PPD preparado de
M. Kansasii encontraron una sensibilidad del 59,2%, con una baja

especificidad por los falsos positivos debidos al resto de las micobacteriosis'®.

En dos estudios posteriores®¥2%, los resultados obtenidos fueron peores con
PPD que con Ag 5. Otros autores han trabajado con este Ag''>'%%187

destacando la elevada sensibilidad y especificidad conseguida por Koshino et

a|149.

En Espafia se ha comenzado a trabajar en el campo del diagndstico
serolégico de la TB hace muy pocos aios. En la actualidad, hay grupos que

est4n trabajando con PPD?07-209,
1.11.1.4 Antigenos purificados y semipurificados

De todos los Ags aislados, el més especifico del M. tuberculosis es el Ag
5 obtenido por Daniel y Anderson en 1.978'%. Este Ag es rico en &cido
aspértico lo que sugiere un origen citopldsmico y, tan solo, se ha podido

identificar en el M. tuberculosis y en el M. bovis*'°. Es posibie, no obstante,
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que contengan epitopos comunes a otras micobacterias®®. Al probar este Ag
en suero de 75 tuberculosos (de los cuales 50 eran de Bolivia y 25 de
Cleveland), encontraron una sensibilidad del 84% para los pacientes
norteamericanos y del 94% para los bolivianos. Obtuvieron, también titulos
méas elevados de Acs en este segUndo grupo, aunque sin significacién
estadistica. La especificidad global de los 150 sueros control fue baja (81,4%)
fundamentalmente por el grupo de micobacteriosis no tuberculosas y el de los
controles sanos con intradermorreaccién tuberculinica positiva. En un estudio
realizado en China®®, se lograron mejores resultados, alcanzando una
especificad del 100% entre los controles sanos. EI mismo grupo de
Cleveland?'' consigue una peor rentabilidad con el Ag 5 que con el Ag 6. Este
dltimo ha sido aislado, por el mismo equipo de investigadores, a partir de
filtrados de M. tuberculosis'®®. En 1.988 Daniel y Sanson?'? identificaron el
epitopo peptidico del Ag 6, reconocido como TB-C-21, que puede ser
especifico de especie al no encontrarlo en M. avium-intracellulare, M.
scrofulaceum, M. Kansasii y M. gordonae, a diferencia del epitopo R-2 que
reaccionaba con cultivos filtrados de todas las micobacterias. El Ag 6, aunque
no es altamente especifico, es facil de preparar y tiene gran estabilidad'®.
Con este Ag, Daniel et al*'', encuentran una baja sensibilidad (39,1%) con
una especificidad del 99,6%. Por el contrario, Stroebel et al?'® obtienen una
muvy buena sensibilidad (93,7%) con un 100% de especificidad en un estudio

sobre. 36 TB osteoarticulares.

Reggiardo y Middlebrook™®’ purificaron 3 glicolipidos micobacterianos

a partir del M. bovis BCG a los que llamaron SAG A, , SAG B, y SAG C. Estos
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autores han realizado varios estudios con estos Ags utilizando ELISA y
hemaglutinacién pasiva®?®?'*, En todos ellos obtienen unos resultados
excelentes con los tres Ags. Tan solo en uno de los estudios encuentran que
el 21% de los contactos tenian un test positivo, al menos a uno de los tres

Ags®.

Otros Ags semipurificados han sido menos empleados. Krambovitis®’
utilizé un Ag extraido de células micobacterianas, con el que obtuvo una
elevada sensibilidad (94%) y especificidad (96,8%). Daniel et al*® lograron
buenos resultados utilizando un Ag aislado cdn inmunoabsorbentes de
anticuerpos monoclonales TB-C-1. Verbo et al?'® utilizan las proteinas 16KD,
24KD y 12KD aisladas de cultivos de M. tuberculosis por cromatografia de gel
obteniendo una sensibilidad y una especificidad del 80%. Por dltimo, en
Espafia, Martin et al?'® han comunicado también muy buenos resultados al

detectar IgG frente a fenolglicolipido PGL-Tbl purificado de M. tuberculosis.

1.11.1.5 Antigeno 60

El Ag 60, purificado del M. bovis BCG por Cocito y Vanlinden en
1.986""7, posee la ventaja de ser facilmente extraible a gran escala y el
inconveniente de ser un Ag genérico de las micobacterias y no especifico del
M. tuberculosis'® %2, Algunos autores, como McFadden vy Houdayer*®,
también han trabajado con Ag 60 de M. paratuberculosis y de. M. avium,

encontrando con este ultimo una sensibilidad del 100% y demostrando el alto
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grado de reactividad cruzada de este Ag con las distintas micobacterias.
Homasson et al'®®, en un estudio en el que incluyen 200 TB (173 pulmonares
y 27 extrapulmonares), encuentran que la sensibilidad global con este Ag fue
del 80%, (92,5% en las TB extrapulmonares y 78% en las pulmonares). La

especificidad global fue del 93%.

En Espafia, algunos grupos estan trabajando en la actualidad con este
AQ'88190.199.202.210.218 Fny |og estudios publicados hasta la fecha, los controles
s6lo han sido personas sanas?'® y, en algunos de ellos, el nimero de TB ha
sido muy pequeio. La seﬁSibiIidad ha oscilado entre el 65%'® y el 100%2"7.
La especificidad ha variado entre el 83.3%%7 y el 100%'%. Nuestro
grupo'®®2'?, en Gran Canaria, ha comunicado unos resultados preliminares con
una sensibilidad entre el 65,5% y el 77,5% y una especificidad entre el
87,9% vy el 96,8%. En Madrid, Palenque et al'®® han comunicado una
sensibilidad del 61,1% para las TB pulmonares y del 40% para las

extrapulmonares, con una especificidad global del 96,2%.

1.11.2. RENTABILIDAD DE LOS ESTUDIOS SEROLOGICOS EN
TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR

1.11.2.1. Tuberculosis meningea

Plouffe et al?®, al estudiar pacientes con TB meningea, encontraron que

con PPD, se producia una mayor estimulacién y proliferacién de linfocitos en
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LCR que en suero. Este hecho sugeria una respuesta local especifica,
fundamentalmente linfocitaria, introduciendo el concepto de
compartimentalizacién inmunoldgica. Quizéds ello explique los buenos
resultados obtenidos con el ELISA al detectar Ags o Acs en LCR. La mayoria
de estudios llevados a cabo han utilizado esta técnica para detectar Ags
micobacterianos en LCR’%77, aunque hay otros trabajos en los que se detectan

Acs frente a Ags preseleccionados’’53221.222,

Sada et al’?, al detectar Ags micobacterianos en LCR, obtuvieron un
resuitado positivo en las cuatro TB meningeas probadas bacteriol6gicamente
vy en nueve de los doce casos con diagnéstico de presuncién de meningitis
tuberculosa. Los 16 controles utilizados fueron negativos. Bat et al’® utilizando
un ELISA de inhibicién, detectaron Ags micobacterianos en los LCR de las
siete TB meningeas confirmadas y en uno que no tenia diagnéstico de certeza.
De nuevo la especificidad fue del 100%. Kadival et al’* utilizan un ELISA
sandwich y detectan estos Ags en 25 de los 38 LCR de pacientes con TB

meningea (sensibilidad del 65,8%) y en ninguno de los 52 controles.

Ramkinsson et al’® realizaron su estudio sobre 10 TB meningeas, 10
meningitis bacterianas, 14 virales y 25 LCR controles. Estos autores
encontraron que existia una diferencia estadisticamente significativa entre los
niveles de Ags micobacterianos aislados en LCR procedente de los pacientes
con meningitis tuberculosas, y el resto de los controles. Asimismo, Wa et al’e,

por el mismo método, demostraron titulos méas elevados de Ags en los cinco

casos de meningitis tuberculosa no tratadas, en relacién a las seis que habian
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recibido tratamiento y, por supuesto, con respecto a los 134 pacientes

control. .

Por dtra parte, Coovadia et al??' trataron de detectar por ELISA 1gG
frente al Ag 5 en LCR y obtuvieron una muy baja sensibilidad (18,9%) con una
especificidad del 95,2%. Kalish et al'®® observaron que los tres LCRs de
pacientes con TB meningea tenian titulos elevados de IgG anti-PPD vy
Hernandez et al??, al cuantificar, 1gG e IgM frente a Ags micobacterianos en
LCR, obtuvieron un test positivo en las 20 meningitis tuberculosas estudiadas
y negativo en los 70 controles sin TB. Por Gltimo, Watt et al’”’ intentaron
detectar Ags y Acs en- el LCR de 29 TB meningeas y de 98 controles,
encontrando una sensibilidad del 52% y una especificidad del 96%,

disminuida por cuatro falsos positivos en meningitis bacteriana.

Estos datos apuntan la potencial utilidad de estas técnicas en el
diagnéstico répido de la TB meningea, aunque son necesarios mayor nimero

de estudios.

1.11.2.2 Tuberculosis pleural

Petterson et al*?® y Shimokata et al?** demostraron que en la TB pleural,
el nimero absoluto y el porcentaje de linfocitos T en liquido pleural es méas
elevado que en sangre periférica, ocurriendo lo contrario para los linfocitos B.

Esto conileva una menor concentracién de Igs en el liquido y, quizéds explique
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el que hayan sido muy pocos los estudios publicados?**??® sobre la deteccién
de Acs frente a Ags micobacterianos en liquido pleural. Por el contrario, si se
han realizado trabajos en los que se han tratado de demostrar Ags
micobacterianos en este exudado’’®. Ramkisson et al’® detectaron Ags
solubles del M. tuberculosis en 25 liquidos biol6gicos (pleurales o asciticos)
de etiologfa tuberculosa, consiguiendo una sensibilidad y especificidad del
100%. Sin embargo, recientemente, Daniel?*® sugiere que pueden existir

impedimentos técnicos para poder aplicar el ELISA al liquido pleural.

Otros autores*®'®® han incluido en sus estudios séricos, pacientes con
TB pleural. Asf, Homasson et al'®® en su trabajo con Ag 60 estudia los sueros

de 14 pacientes con TB pleural, en 13 de los cuales el test resulté positivo.

1.11.2.3. Oti'as localizaciones

Existen pocos trabajos que hagan referencia a la inclusién de formas TB

extrapulmonar en sus estudios'®® 198217,

Strobel et al?"? invéStigaron la existencia de IgG anti Ag 6 en suero de
36 pacientes con TB osteoarticular y en 21 controles con afeccion
osteoarticular no tuberculosa. De las 36 TB osteoarticulares, 16 estaban en
fase activa y en ellas la prueba fue positiva en 15. En ninguno de los 20
| |113

casos inactivos ni en los 21 controles la prueba fue positiva. Chawla et a

realizaron un trabajo con suero de 24 TB intestinales y de otras 24 afecciones
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intestinales no tuberculosas. Por ELISA y utilizando como Ag un extracto
salino crudo, encontraron que la sensibilidad era del 91,7% y la especificidad
del 87,5%. Homasson et al'®® han encontrado una sensibilidad global del
92,5% para las 27 formas extrapulmonares que incluian en su estudio y
Palengue et alm.han conseguido una elevada sensibilidad (77,7%) en TB
renales. En ambos casos, los trabajos se realizaron con Ag 60. La disparidad
de datos observados hace necesarios mas estudios de evaluacion de estas

técnicas.

1.11.3. RENTABILIDAD EN GRUPOS DE POBLACION ESPECIALES

La respuesta inmuné humoral tras estimulacién antigénica es mas baja
en pacientes infectados por el VIH incluso cuando se utilizan Ags selectivos,
debido a la disfuncién de los linfocitos, principalmente linfocitos T?*°. Por ello
se ha bensado que los estudios serolégicos en estos pacientes serian menos
rentables. Diversos autores han incluido en sus trabajos a portadores de Acs
frente al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o con
SIDA166.199.201.202.209 (44 todos ellos han referido malos resultados de los tests
serolégicos, aunque el escaso nimero de pacientes incluidos no permite sacar

conclusiones definitivas.

Por otra parte, uno._de los mayores problemas diagnésticos de la TB
sigue siendo la obtencién de muestras para estudio en pacientes pediétricos.

Estos han sido incluidos en pocas ocasiones en los estudios sobre serologia
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de esta enfermedad'®®'8%23, Alde et al?®® detectaron IgG anti-Ag 5 en 40
ninos, 21 de ellos con dialg'néstico de TB y 19 controles sanos. La sensibilidad
que obtuvieron fue del 86% y la especificidad del 100%, encontrando
diferencias estadisticamente significativas entre los titulos de Acs en las TB

con respecto a los controles.

1.11.4. DETECCION DE ANTIGENOS Y ANTICUERPOS EN OTRAS MUESTRAS
BIOLOGICAS

Aungue la mayoria de los estudios han sido realizados en suero, también
se han hecho trabajos con otras muestras biolégicas. Ya se ha revisado la
rentabilidad de estos tests en LCR y pleural, pero también se ha trabajado
sobre esputo’®, lavado bronquial'®® y lavado broncoalveolar'?'%, Asimismo

se han detectado Ags micobacterianos en distintos medios de cultivo®*2*12%,

Levy et al'®®, por ELISA, detectaron en suero y lavado bronquial la 1gG
que se ligaba a una fraccién absorbente de cultivo micobacteriano. La
sensibilidad y especificidad obtenida en lavado bronquial fué del 72,7% vy del
82,2% respectivamente. En suero, por el contrario, la sensibilidad fue del 70%
y la especificidad del 86,7%. El grupo de Daniel et al'*>'?%, detectd, en suero
y lavado broncoalveolar, 1gG e IgA frente a el Ag 5 y un cultivo filtrado de M.
tuberculosis. Para el lavado broncoalveolar encontraron que el test presentaba
una sensibilidad con el Ag 5 del 66,6% Yy, con el cultivo del filtrado del

88,9%. Las especificidades respectivas fueron 84,3% y 563,2%. Estos mismos
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autores observaron que en los pacientes con TB, los niveles e IGG e IgA frente

a Ags micobacterianos eran similares en las dos muestras estudiadas.

Friedman et al®? utilizaron un ELISA de inhibicién para detectar Ags
micobacterianos en botes de cultivos radiométricos (BACTEC®). En el décimo
dia de cultivo, cuando el indice de crecimiento micobacteriano era todavia
insignificante, encontraron estos Ags permitiendo, de esta manera, el
diagnéstico de TB en pacientes con baciloscopia negativa con una antelacion
de, al menos, 10 dias con respecto al sistema radiométrico convencional. Por
dltimo, Raja et al**?, con la misma técnica, lograban detectar Ag 5 a los 14
dias, en los cultivos radiométricos de M. tuberculosis y no en los de otras
micobacterias, por lo que la técnica se ha utilizado en la identificacién de esta

especie micobacteriana.
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1.12. ESTUDIOS SEROLOGICOS EN LA LEPRA

Esta enfermedad esté producida por el M. /eprae, micobacteria que no
puede ser cultivada «in vitro» y cuyo diagnéstico bacterioldgico se limita a la
baciloscopia directa en la LL. Este hecho, unido a su prevalencia mundial y a
la similitud clinica de alguna de las formas de lepra con otras enfermedades
dermatolégicas, confieren una especial importancia a los estudios sobre

diagnéstico seroldgico de esta enfermedad.

1.12.1. ANTIGENOS BACILARES CRUDOS

Existen distintas publicaciones'?®'3*23% en las que se ha investigado la
presencia de Acs especificos frente a distintos Ags micobacterianos en el
diagnéstico de la lepra. En general se han obtenido mejores resultados
utilizando 1gG, con mayor sensibilidad para las LL que para las LT. Respecto
a la especificidad, los dafds varian ostensiblemente segun las caracfen’sticas

del grupo control.

1.12.2. GLICOLIPIDO FENOLICO |

Los mejores resultados en el serodiagnéstico de la lepra se han obtenido
detectando la IgM que se liga al Ag glicolipido fendlico I, pur'iﬁcado de

M.leprae por Hunter et al'?’. En la literatura se recogen distintos trabajos’?®
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131133 con oscilaciones importantes en sus resultados. Los mejores valores

corresponden a un trabajo espafiol®®® en el que, utilizando el glicoconjugado
40-BSA, consiguen una sensibilidad y especificidad del 100%, incluyendo en

esta serie un porcentaje significativo de LT y controles tuberculosos.

.12.3. OTROS ANTIGENOS

Ha habido resultados contradictorios con los glicolipidos
micobacterianos SAG A,, SAG B, y SAG C°'2'*, Miller et al'®* detectaron IgG
utilizando como Ag el arabinomannan extraido del M. smegmatis, obteniendo
una sensibilidad del 73,1% en las LL y del 50% en las LT. La especificidad
disminufa considerablemente al incluir pacientes tuberculosos e incluso
voluntarios vacunados con BCG varios meses antes. Finalmente, se han

obtenido buenos resultados empleando Acs monoclonales®®.
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1.13. MICOBACTERIOSIS. HUMANAS NO TUBERCULOSAS

A pesar de la importancia que este grupo de enfermedades esta
adquiriendo en los Gltimos afios por su asociacién al SIDA y por los problemas
diagngsticos que presentan, se han realizado muy pocos estudios sobre
serologfa en estas micobacteriosis'®®'®. S6lo se encuentran resultados de
estas enfermedades, en la mayoria de casos, por haber sido incluidas como
grupo control en estudios de TB*8491.128153 g |gpra!28129.133 'Ng hay que
olvidar que en el SIDA, este grupo de patégenos produce enfermedad en una
fase tardia cuando, probablemente, la respuesta de Acs se encuentra ya
alterada. Esté hecho confiere mayor valor a la deteccién de Ags de estas
rhicobacterias en las distintas muestras, al ser pacientes que normalmente

tienen una notable poblacién bacilar??®.

Los resultados obtenidos son poco concluyentes e, incluso, Ags

supuestamente muy especificos presentan importante reactividad cruzada®*.
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.14. ENFERMEDADES ANIMALES PRODUCIDAS POR MICOBACTERIAS

En 1.903 Bordet y Gengou''® demostraron una reaccién de fijacién del
complemento en suero de animales usando bacilos enteros como Ags. Desde
entonces, han sido pocas las publicaciones en veterinaria sobre el tema que
nos ocupa, la mayoria de ellas con escaso nimero de sueros. La enfermedad
de Johne prodUcida por el M. paratuberculosis ha sido junto con las
producidas por el M. avium-intracellulare y por el M. bovis |las més estudiadas,

la mayoria de ellas mediante ELISA'87-189.171.174.175
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1.15.ENFERMEDADES GRANULOMATOSAS NO MICOBACTERIANAS

1.15.1. SARCOIDOSIS

Esta enfermedad, de etiologia desconocida, llegd a asociarse en décadas
pasadas, a formas inusuales de presentacién de la TB. El trabajo de Mitchell
y Rees (123)%*° logrando aislar M. tuberculosis de ratones inoculados con
tejido sarcoideo homogeneizado vy filtrado, otorgd un soporte experimental
a esta antigua, y actualmente desechada, teoria. Hace més de 20 afios, el

103,104

grupo de Chapman , encontré Acs de las clases IgA e IgM frente a Ags

micobacterianos en el suero de pacientes con esta enfermedad. Desde

entonces, la sarcoidosis ha sido objeto de estudios serolégicos®'-2%4

y ha sido
incluida como grupo control en otros®*'%%1251%3 En sy estudios sobre TB,
Kaplan y Chasé'®® encontraron Acs frente a un filtrado de cuitivo de M.
tuberculosis en 3 de 30 sarcoidosis. El grupo de Cleveland®* también encontré
IgG anti-Ag 5 en algunas de sus sarcoidosis, hallazgo que no se ha

confirmado en otras series de este mismo grupo'%.

1.15.2. ENFERMEDAD DE CROHN

Los trabajos realizados por Chiodini et al®*? lograron aislar y cultivar de
tejido afecto por enfermedad de Crohn, una micobacteria extremadamente
lenta en su crecimiento. Este microorganismo era similar en su cultivo y

propiedades bioquimicas al M. paratuberculosis. Su lentitud de crecimiento
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sugirié inicialmente que esta enfermedad podria ser producida por formas
defectuosas (fundamentalmente en su pared celular) de esta micobacteria.
M4s recientemente los trabajos de McFadden et al**® utilizando pruebas de
hibridacién de DNA han demostrado que la especie micobacteriana aislada de
tejidos afectos con enfermedad de Crohn es indistinguible de este M.
paratuberculosis y distinta de M. avium. Todo esto aporta un interés especial

a los estudios serolégicos de estas enfermedades.

Grange et al®' encontraron niveles elevados de IgA e IgM anti-BCG en
el suero de 40 pacientes con enfermedad de Crohn. Sin embargo, en
publicaciones posteriore‘s‘9"2°°, utilizando diferentes Ags no se han podido
reproducir estos resultados. La ausencia de incremento en los titulos de Acs
que se ligan a estos Ags, quizd ocurra porque las formas defectuosas
micobacterianas que pudieran producir esta enfermedad, no expresan estos
Ags, probablemente porque no los poseen. Otros autores?®*® han encontrado
una estrecha correlacién entre los titulos obtenidos por ELISA para el Ag
aislado de M. paratuberculosis y para un Ag similar preparado a par{ir de un
microorganismo semejante a esta micobacteria y aislado de especimenes

quirdrgicos de pacientes con enfermedad de Crohn.
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I1.1. OBJETIVOS

Como se ha visto, la respuesta inmune humoral en la TB ha sido
investigada en numerosos estudios. Sin embargo, los resultados han sido, a
menudo contradictorios y, en general, realizados en &reas con una prevalencia

de la enfermedad muy diferente a la nuestra.

Este trabajo fue planteado con el objeto de establecer la rentabilidad
diagnéstica de los nuevos métodos serolégicos en la TB de nuestra region. Los

objetivos concretos han sido:
1.- Estudiar, mediante técnicas de ELISA, y de forma prospectiva, la
respuesta IgG especifica frente al Ag 60 en distintos grupos de pacientes

tuberculosos y no tuberculosos.

2.- Evaluar la rentabilidad de técnicas inmunoenzimaticas en el

diagnostico seroldgico de la tuberculosis en 4reas de aita prevalencia.

3.- Valorar la rentabilidad de la determinacién de Acs en otras muestras

biol6gicas tales como el liquido pleural.

4.- Estudiar la interaccion de la respuesta inmune humoral en suero y

en liquido pleural.
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5.- Monitorizar la cinética de la respuesta inmune humoral durante las

diferentes etapas de la enfermedad tuberculosa.

6.- Evaluacion de la respuesta I1gG e IgM frente a un nuevo antigeno

micobacteriano recientemente purificado y potencialmente comercializable.

7.- Estudio del comportamiento de la IgG especifica frente a ambos Ags

en la tuberculosis residual (TBR).
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lll..1. SELECCION DE LA POBLACION

Durante el periodo ckomprendido entre Mayo de 1.988 y Abril de 1.991
se incluyeron en este estudio prospectivo 404 personas. Procedian, en su
mayor parte, de la consulta externa de la Seccién de Neumologia del Hospital
Universitario «Ntra. Sra. del Pino» de Las Palmas de Gran Canaria, aunque
también se incluyeron todos los pacientes tuberculosos o0 con sospecha de TB
que fueron ingresados en el Complejo Hospitalario durante ese periodo de

tiempo.
Estos sujetos fueron divididos en:
1. Pacientes con TB: 222. Fueron clasificados en:

A. 164 con TB pulmonar. El diagndstico de certeza se establecié
mediante cultivo en medio de LJ de las distintas muestras. Por su interés
clinico este grupo de pacientes se subclasific6 de la siguiente forma':

A.1 Atendiendo al resultado de la microscopia directa de la
muestra:

¢ 104 con microscopia directa positiva.

¢ 60 con microscopia direcfa negativa, pero con cultivo en

medio de LJ positivo.

A.2 Atendiendo a la agresividad diagnéstica empleada:

¢ 27 necesitaron realizacién de fibrobroncoscopia para liegar al

diagnéstico.
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¢ 137 fueron diagnosticados por estudio de esputo.

- A.3 Atendiendo a la infeccién por el VIH:
¢ 15 presentaban Acs frente al VIH, de entre los cuales 7
cumplian criterios de SIDA; 12 de estos pacientes tenian
baciloscopia positiva y 3 negativa.

¢ 149 no presentaban ningun déficit inmunolégico significativo.

B. 58 pacientes con TB extrapulmonar cuyo diagnéstico fue establecido
mediante cultivo, o por la demostracién de granulomas con necrosis caseosa
en el estudio anatomopatolégico de la muestra. Estos pacientes correspondian
a:

¢ TB pleurales: 28

¢ TB ganglionares periféricas: 15

¢ TB osteoarticulares: 5

¢ TB renales: 4

¢ Otras formas: 6 (2 meningeas, 1 laringea, 1 de oido medio, 1

peritoneal y 1 prostatica).

2. Grupo control integrado por 182 sujetos que se clasificaron en:

A. 20 sujetos sanos diagnosticados de TBR inactiva ante una historia
clinica previa sugestiva de TB, radiografia de térax compatible e
intradermorreacciéon tubefCuh’nica positiva.

B. 22 pacientes afectos de LL.

C. 31 pacientes con neumonias inespecificas de |6bulos superiores,
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radiolégicamente similares a la TB.
D. 30 pacientes con cafcinoma broncogénico.
E. 33 pacfentes con derrame pleural relacionado con distintas
enfermedades:
¢ Derrame pleural maligno secundario a distintas neoplasias: 19
¢ Derrame pleural paraneuménico: 5 (3 con criterios de
empiema).
+ Trasudado: 7 (3 por insuficiencia cardiaca congestiva, 3 por
cirrosis hepéatica y 1 por insuficiencia renal érénica).
¢ Embolismo pulmonar: 1
¢ Lupus eritematoso sistémico: 1.
F. 7 pacientes afectos del SIDA sin TB.
G. 16 pacientes con distintas neumopatias no tuberculosas (incluyendo
2 sarcoidosis). |
H. 3 pacientes con Enfermedad de Crohn.
I. 20 personas ‘sanas, la mitad de las cuales tenian la

intradermorreaccién tuberculinica positiva.

A todos los sujetos que se incluyeron en el estudio, se les extrajo una
muestra de 10 cm® de sangre venosa. Una vez centrifugada la muestra a
1.000 g, se separé el suero que fue alicuotado y congelado a - 30 °C hasta

su posterior utilizacién.

Ademads, en los 61 pacientes que presentaban derrame pleural, se

practicé, el mismo dia de la extraccién sanguinea, una toracocentesis con
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obtencién de 10 cm® de liquido pleural que también fue centrifugado,
alicuotandose y congeldndose el sobrenadante a - 30 °C. En este grupo

también se realizaron, en el liquido pleural, las siguientes determinaciones:

¢ Proteinas totales (y su relacién con las determinadas en suero)

* LDH (y la relacién con su contenido sérico)

¢ Glucosa

e pH

e Adenosindeaminasa (ADA)

¢ Lisozima (y su relacién con el contenido sérico)

¢ Recuento total y diferencial de células, valordndose la presencia de
células malignas.

¢ Tinciones y cultivos para investigar la presencia de bacterias, incluido

el M. tuberculosis.

En 35 casos fue necesario practicar una biopsia pleural transparietal
para conseguir un diagnéstico exacto. Basandose en el diagnéstico final, los

pacientes fueron divididos en dos grupos:

» 28 pacientes con derrame pleural tuberculoso, en los que tuvo que
practicarse, en todos los casos, una biopsia pleural ciega ya que la
tincion de ZN del liquido pleural resulté siempre negativa. El diagndstico
se confirmd, en todos los casos, por cultivo del liquido pleural o de la
biopsia o de ambos y/o por la existencia, én el espécimen de biopsia,

de granulomas con necrosis caseosa.
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» 33 pacientes cuyo derrame pleural era secundario a distintas causas

ya sefialadas anteriormente.

En un grupo de 72 pacientes, de los 222 con TB (51 con TB pulmonar
confirmada mediante cultivo de esputo en medio de LJ y todos ellos con
bacilosopia directa positiva; y 21 con TB extrapulmonar de distintas
localizaciones), se estudio la cinética de la respuesta inmune humoral en las

diferentes etapas de la enfermedad.

A todos estos pacientes se les instaurd una pauta de tratamiento con
INH y Rifampicina (RIF) durante 6 meses, afiadiendo Pirazinamida (PZ) durante
los dos primeros. Se realizé un seguimiento a lo largo del tratamiento en el que
se pudo comprobar la correcta toma de la medicacién prescrita. Una vez
concluida ésta, se les revisé periédicamente durante otros 18 meses, sin que
en ninguln caso se observara fracaso terapéutico o recidiva de la enfermedad.
En todos los sujetos se obtuvieron muestras séricas, ademas de al inicio del
estudio, en el segundo, cuarto y sexto mes de tratamiento; y, posteriormente,
-al 'duodécimo, decimoctavo y vigesimocuarto mes desde el inicio de la

terapéutica.
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In.2. MATERIAL
I1.2.1. ANTIGENO 60

Las micobacterias poseen varios componentes inmunolégicamente
activos. El Ag 60 es un miembro de la familia de Ags macromoleculares (10°-
107 daltons) y termoestables, siendo el principal componente de la llamada
«Tuberculina vieja» y del PPD. Es capaz de estimular una respuesta

inmunoldgica tanto de tipo humoral como celular.

Este Ag ha sido purificado del citoplasma del M. Bovis BCG por
cromatografia en gel''’. De forma esquematica, se destruyen las paredes
celulares de suspensiones de micobacterias y el citoplasma bacteriano, tras
tratamiento con nucleasas, se fracciona por cromatografia en columhas de
Sepharosa 6B® (Pharmacia). La fraccién excluida, que contiene el Ag 60, se
analiza por inmunoelectroforesis bidimesional, empleando antisuero anti-BCG®
{Dako). Finalmente, mediante determinacién espectrofotométrica se évalaa el
contenido proteico y polisacdrido. Puesto que la BCG es virtualmente
equivalente, desde el punto de vista antigénico, a las cepas virulentas de M.
tuberculosis®*®, el Ag 60 podria utilizarse para el diagnéstico de la TB en

humanos.

84

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



MATERIAL Y METODOS

11.2.2. ANTIGENO 6

Se trata de un Ag nativo del M. tuberculosis y con un peso molecular
aproximado de 30.000 daltons. Su preparacién es facil, mediante métodos
sencillos y baratos. Brevemente, este Ag se recupera a través de
cromatografia de intercambio idnico en dietilaminoetil-celulosa, a partir de la
filtracion de cultivos, no pretratados por calentamiento, de M. tuberculosis.
Por inmunoelectroforesis; el pico recuperado a una concentracién de fosfato
0.8 M, contiene un Unico componente identificado como Ag 6, de naturaleza
proteica y con especificidad de especie. Finalmente, es estable si se mantiene

adecuadamente refrigerado.
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h.3. METODO
1i1.3.1. ELISA PARA EL ANTIGENO 60

El ELISA IgG se llevé a cabo segin la metodologia descrita por
Cocito'®'. En resumen, se incubaron 100 uf de cada uno de los sueros
problema en placas microtiter con los pocillos recubiertos con Ag 60, por
duplicado y diluidos al 1/100 en Tampén Fosfato Salino pH 7,3 (PBS),
durante 60 minutos a 37 °C. Tras un ciclo de lavado con PBS, se aifiadi6 a
cada pocillo 100 yf de anti-lgG humana marcada con peroxidasa y se
procedi6 a una segunda incubacién a 37 °C durante 30 minutos.
Transcurrrido este tiempo, se efectué un segundo ciclo de lavado,
procediéndose, a continuacién, a afadir el substrato enzimatico suministrado
por la casa comercial (ortofenilendiamina pH 5,3). Finalmente, tras permanecer
las placas 30 minutos en oscuridad, se detuvo la reaccion colorimétrica con

SO,H, 4N.

Los resultados se interpretaron a partir de la medicién de las DO
alcanzadas con un fotémetro y a una longitud de onda de 492 nm. Con el
objeto de corregir las posibles variaciones interdia, los resultados obtenidos en
cada ensayo se correlacionaron con curvas control de calibracién elaboradas
a partir de sueros de réferencia negativos y positivos, lo que permitié la

transformacién de las DO en serounidades o unidades ELISA (UE)?*.

Puesto que el contenido proteico total en liquido pleural tenia un rango
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mucho mas amplio que en suero, cuando se realizaron ensayos con este
liquido biolégico, se analizaron las concentraciones proteicas de los
especimenes y, posteriormente, se diluyeron hasta alcanzar una conc_entracién
de 1 mg de proteina original por ml, con el objeto de poder comparar los

resultados entre si y con los obtenidos en suero.

Las placas microtiter (ANDA-TB®) fueron suministradas por BIO-SELL

S.A. (Madrid, Espana). |
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111.3.2. ELISA PARA ANTIGENO 6
111.3.2.1. Sensibilizacién de las placas

La deteccion de IgG e IgM especifica frente a Ag 6 se realiz6 por ELISA
indirecto optimizado, segtin procedimiento descrito anteriormente?*2, De forma
esquemdética, se sensibilizaron placas microtiter (Costar 3590%) con 0,1 ml por
pocillo de una dilucién al 1/100 de Ag 6 en PBS, por incubacién a 4°C. Tras
18 horas de incubacion, y con el objeto de lograr la maxima adsorcién del Ag
a las paredes de los pocillos, se procedi6 a eliminar el Ag sobrante (no pegado
a placa) mediante lavado de las placas con PBS 0,1% Tween 20 {PBS-Tw).
A continuacién se saturaron los pocillos con 200 uyf de PBS 0,1% de
Albumina Sérica Bovina, durante 15 minutos. Finalmente, se lavaron de nuevo

las placas con PBS-Tw, y se almacenaron a 4 °C hasta su posterior uso.

111.3.2.2. IgG especifica

Se utilizaron las placas sensibilizadas con Ag 6, segin método descrito
en el apartado anterior. Se incubaron, por pocillo y por duplicado, 0.1 mi de
céda uno de los sueros problema, diluidos al 1/1000 en PBS-Tw, 5% de Suero
de Ternera Fetal (STF), rﬁanteniéndolos durante una hora a temperatura
ambiente. Después se lavaron enérgicamente las placas cinco veces con PBS-
Tw y se procedié a afadir, por pocillo, 0,1 ml del conjugado, manteniendo las

placas durante una hora a temperatura ambiente. El conjugado utilizado fué
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anti-lgG humana de cabra, marcada con peroxidasa (Tago®), diluida al 1/4000
en PBS-T_w, 25% STF. Después de 30 minutos de incubacién y tras efectuar
los lavados correspondientes, se procedid6 a anadir el substrato,
Ortofenilendiamina (2 mg/ml) en tampén citrato pH 5, conteniendo 0,03% de
peréxido de hidrégeno. Por ultimo, se mantuvieron las placas durante 15
minutos a temperatura ambiente y se paré la reaccién por adicién de SOH,
4N. Las placas se leyeron con un lector de ELISA (Titertek Multiskan®) a una
longitud de onda de 492 nm. Se consideraron positivos aquellos valores que
superaron, en al menos 0,2 DO, los _valores alcanzados por los blancos que

corrieron en paralelo en todos los ensayos, efectuados en un mismo tiempo.
111.3.2.3. IgM especifica

Se realizé mediante el mismo procedimiento y utilizando idénticas
diluciones que para la IgG especifica. Como antisuero se empleé antilgM

humana de cabra marcada con peroxidasa (Tago®) diluido, en este caso, al

1/2000, en PBS-Tw-25% STF.

89

anaria. Biblioteca Digital, 2003

© Universidad de Las Palmas de Gran Ci



MATERIAL Y METODOS

I1l.4. METODO ESTADISTICO

Considerando los resultados del cultiQo en medio de LJ o, en su caso,
el hallazgo de granulomas caesificantes en las piezas de biopsia como método
de referencia, el valor diagnéstico de la técnica inmunoenzimatica se evalu6
en términos de sensibilidad, especificidad y valores predictivos. La sensibilidad
de un test diagnéstico es la proporciéon de los pacientes correctamente
identificados como portadores de la enfermedad por el test; la especificidad
es la proporcién de sujetos normales correctamente evaluados por el test; el
VPP representa la proporéién de pacientes en los cuales el test es positivo y,
el VPN seria la probabilidad de que la enfermedad no esté presente cuando el
test es negativo. Finaimente, la exactitud de la prueba indicaria el porcentaje

de todos los resultados que son resultados verdaderos?*®,

Desde el punto de vista descriptivo, las variables cuantitativas fueron
tratadas analizando los indices de centralizacién y dispersién: media aritmética
(m), desviacién tipica (o) y error estdndar de la media (S,,). Los datos en el
texto se expresaroncomo m * S,. La normalidad de la distribucién se estudio
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las variables cualitativas se
trataron analizando la frecuencia absoluta de la aparicién de cada una de las

categorias, asi como los porcentajes corrientes.

Desde el punto de vista analitico, cuando la distribucién de las variables
era no paramétrica, se realiz6 la comparacién de muestras de datos

«pareados» mediante el test de Wilcoxon, empleédndose el test de Friedman

90

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



MATERIAL Y METODOS

para la comparacién en bloque de un conjunto de muestras. La prueba de
Mann-Whitney se aplicé en la comparacién de muestras de datos
«independientes». Cuando las variables seguian una distribucién normal, la

comparacion de las mismas se realiz6 mediante el test de Student.

La comparacion de varias variables de distribucién normal se efectué
por el andlisis de la varianza. Las comparaciones muitiples se hicieron por el
método de Newman-Keuls. Si la distribucién no era paramétrica se utilizé el
test de Kruskall-Wallis. La determinacidon de la posible asociacién entre dos

variables cualitativas se realiz6 mediante la prueba del x*.

En todos los casos se tom6 como nivel aceptado de significacion el

correspondiente a un error Alfa (p) menor de 0,05.

Se analizé igualmehte el coeficiente de correlacién para cada par de
variables cuantitativas elegidas mediante la obtencién de matrices de
correlacién dos a dos. A partir de los coeficientes significativos, Se pasé a
determinar las ecuaciones de regresién mas ajustadas a cada par de variables,
presentando en cada caso, el ajuste que lograra mejor coeficiente de

correlacion.
Los célculos estadisticos para todas estas pruebas fueron realizados

utilizando el paquete bioestadistico SIGMA® (Horus Hardware, Madrid, Espafia)

en un ordenador personal.
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RESULTADOS

IV.1. HOMOGENEIDAD DE LA POBLACION

Se incluyeron en este estudio a 404 personas (263 hombres y 141
mujeres) (Figura 3), con edades comprendidas entre 1 y 90 anos (42,80 +
0,98). El grupo de pacientes tuberculosos y el grupo control fueron
comparados sobre la base de edad, sexo y tabaquismo, reproduciendo los
mismos pardmetros etarios, sexuales y de habitos toxicos que los encontrados

en estudios epidemiol6gicos previos en nuestra provincia'2.

DISTRIBUCION SEGUN SEXO

HEMBRA -
141 es

POBLACION TOTAL TUBERCULOSOS

Figura 3. Distribucién por sexo de la poblacién estudiada.

Se ha encontrado una relacién estadisticamente significativa (p <0,05)
entre el habito tabaquico y la existencia de TB, a pesar de estar incluidos en
el grupo control 30 pacientes con carcinoma broncogénico y otras

enfermedades asociadas cldsicamente al tabaquismo (Figura 4).

TABAQUISMO Y TUBERCULOSIS

FUMADORES

NO FUMADORES NO FUMADORES
40% 55%
TUBERCULOSOS NO TUBERCULOSOS

Figura 4. Asociacién entre TB y tabaguismo.
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Ademas, cuando se analizaron los niveles de 1gG especifica entre los
pacientes -tuberculosos,_ no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en funcién dé su grado de tabaquismo, no pudiendo relacionar,
como en otras afecciones?*?, alteraciones de la respuesta inmune humoral

asociada al tabaco y, por tanto, alteraciones en el resultado del test.
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IV.2. ESTUDIO DEL ANTIGENO 60. ANALISIS GENERAL

Como se puede apreciar en la figura 5, la m global obtenida en el grupo
de los 222 pacientes con TB (493,64 + 48,70 UE), es notablemente superior
a la encontrada en los 182 controles (142,57 + 11,73 UE), diferencia

estadisticamente significativa (p <0,001).

UE

600 1

500

400

300

200

100 1

B TueercuLosos M CONTROLES

Figura 5. Comparacién de m de IgG especffica anti-Ag 60 en tuberculosos y controles.

Esta significacién se mantenia cuando se comparaba el grupo de
tuberculosos con cada uno de los subgrupos control por separado, salvo en
el caso de las TBRs, que presentd un nivel de significacion menor, aunque
manteniendo una p<0,05, vy los pacientes portadores de lepra, con quienes

no présentaron diferencias estadisticamente significativas (Figura 6).
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UE
600

500 1

400

3800

200

|y TBRs B8 LEPRAS NEUMONIAS
B NeopLAsIAB (] oTRAs E3 sanos

Figura 6. Comparacién de la m de IgG especffica anti-Ag 60 obtenida en las TB respecto a

distintos controles.
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IV.3. PACIENTES TUBERCULOSOS. ESTUDIO CON ANTIGENO 60

IV.3.1. TUBERCULOSIS PULMONAR

Al separar las TB activas en pulmonares y extrapulmonares, se observo
que las primeras (164 pacientes) tenian un nivel medio de sensibilizacién
frente al Ag 60 de 562,76 + 60_,99 UE, lo que supone un aumento de la
diferencia respecto al nivel de los controles considerados en su conjunto
(p<0'.001). Ademds, cuando se compard este grupo de pacientes con cada
uno de los subgrupos controles por separado, se encontré una diferencia
estadisticamente significativa con todos ellos, incluidos los tuberculosos

residuales (p<0,01) y los leprosos (p<0,05). (Figura 7).

T L) ¥ T T

T
0 100 200 300 400 8§00 600 700

UE
Hl T8 PULMON TBRe HH LEPRAS NEUMONIAS

B NEOPLASIAB [ OTRAS E3 sanos

Figura 7. Comparacién entre los niveles de Acs especificos frente al Ag 60 obtenidos en

tuberculosos y distintos controles.
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IV.3.1.1. Relacién con la baciloscopia

Las 104 TB pulmonares con baciloscopia positiva presentaban un valor
medio de IgG especifica frente al Ag 60 de 697,48 = 87,45 UE, nivel muy
superior al que se encontré en aquellas con la tincién de ZN en el esputo
negativa (314,59 + 50,37 UE) (p<0,01). Sin embargo, incluso los pacientes
con frotis directo de esputo negativo, tenian diferencias significativas respecto
al grupo control considerado en su totalidad (p<0,001) (Tabla I). Esta
significacion desaparecia cuando se comparaban, por separado, los pacientes

con baciloscopia negativa y aquellos con TBR y lepra. El grupo de pacientes
| con baciloscopia positivé sf presentaba un nivel de significacién estadistico
importante respecto a estos dos subgrupos (p<0,001 y p<O0,01,
respectivamente) y, por supuesto, respecto al total de los controles

(p<0,001).

TABLA | MEDIA DE 1gG ESPECIFICA
ANTI-AG 60 SEGUN BACILOSCOPIA

MEDIA + Sm p
BACILOSCOPIA + 697,48 + 87,46] <0,001
BACILOSCOPIA - 314,59 + 50,37 0,001
CONTROLES 142,57 + 11,73

Los valores de p hacen referencia a la comparacién de m con respecto al grupo control.
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IV.3.1.2. Relacién con la agresividad del método diagndstico

Al analizar la agresividad en el diagndstico de las TB pulmonares, se
encontré que la media de 1gG especifica frente a Ag 60 de los 137 pacientes
que fueron diagnosticados mediante anélisis del esputo (692,47 + 69,42 UE),
fue ligeramente superior a la observada en los 27 enfermos que requirieron
una exploracién endoscépica para su diagnéstico (420,57 = 117,57 UE), sin

que esta diferencia fuera significativa (Figura 8).

-
- -

Figura 8. Comparacién de m de IgG anti-Ag 60 en tuberculosos segin hubieran precisado o no

fibrobroncoscopia (FB).

Si lo fué, por el contrario, la diferencia entre estos dos subgrupos v el

total de los controles (p <0,001 para ambos).
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IV.3.1.3. Relacién con infeccién por el VIH

A pesar de que la media de 1gG especifica frente al Ag 60 en los 149
tuberculosos no infectados por el VIH (584,47 + 69,42 UE), era netamente
superior a la que presentaban los 15 infectados por el virus (350 + 69,37
UE), entre ambas no existié significacién estadistica. Si se encontrd, sin
embargo, entre ambos grupos de tuberculosos y el grupo control (p<0,001
para ambos). Cuando se analizé el grupo de pacientes con SIDA establecido,
se observd una marcada diferencia entre los niveles de IgG especifica de los
pacientes con TB con respecto a los no tuberculosos, con medias de 362,51

+ 98,13 UE y 65,8 + 4,63 UE respectivamente (p <0,05) (Figura 9).

UE

700

600

600

400~

300

200

1 . _._

EltTenoviH EZtevin EHTeSIDA I SIDA N0 TB

Figura 9. Relacién entre los niveles de IgG anti-Ag 60 y la infeccién por el VIH.
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IV.3.2 TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR

No resultd estadisticamente significativa la diferencia entre las medias
de IgG especifica de los 58 pacientes con TB extrapulmonar (286,26 + 60,13
UE) vy el total de los controles (142,57 + 11,73 UE), aunque si se logré un
nivel de significacién estadistica (p<0,01) cuando del grupo control se

excluyeron las TBRs y las lepras (Figura 10).

AM;Mii i
T v T T T T
o] 80 100 150 200 2560 300 360
UE
Hl T EXTRAP. TBRe HHH LEPRAS NEUMONIAS
B NeoerLasias ] oTRas E3 sanos

Figura 10. Comparacién de m de lgG anti-Ag 60 en TB extrapulmonar y distintos controles.

Respecto a las distintas localizaciones de las TB extrapulmonares
incluidas en el estudio, el mayor nivel medio de 1gG frente al Ag 60 fué
observado en los 28 pacientes con TB pleural (459,83 + 133,56 UE), seguido
por los 15 enfermos con TB linfatica (273,87 + 118,9 UE). Todas las m de
IgG especn’fica,v en los distintos grupos de TB extrapulmonar, eran superiores
a la media del grupo control. Sin embargo, sélo la del grupo de TB pleural tenia

significacién estadistica (p <0,05) (Tabla Il).
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TABLA II. NIVELES DE IgG ESPECIFICA FRENTE
A AG 60 EN TB EXTRAPULMONARES.

MEDIA ¢+ Sm pee
TB PLEURAL 459.83 + 133.56 < 0,08
TB LINFATICA 273.87 »+ 118.90 NS
TB OSEA 176.71 + 43.64 NS
T8 RENAL 172.50 + 77.97 NS
OTRAS * 409.56 + 186.30 NS
CONTROLES 142.67 « 11.73

« Dos TB meningeas, 1 TB laringea, 1 TB de oiodo medio, 1 TB peritoneal y 1 TB prostética.

*% Comparacién con el grupo control.
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IV.4. ESTUDIO DEL ANTIGENO 60. ANALISIS DE LOS CONTROLES

Cuando se estudiaron por separado cada uno de los subgrupos que
constituyen el conjunto de los sujetos control, se pudo apreciar que sélo los
pacientes afectos de lepra tenian una m de sensibilizacién frente al Ag 60
estadisticamente méas elevada (p <0,001) que el resto de los controles, si de
éstos se exclufan los tuberculosos residuales. Este Ultimo subgrupo, tenia una
media de IgG especifica més elevada (211,65 + 47,08 UE) que el resto de los
controles -exceptuando la lepra- (111,34 + 9,89 UE), pero la diferencia no
resulté estadisticamente significativa.

La diferencia encontrada entre los sujetos sanos tuberculin positivos
(102 + 16,17 UE) y los negativos (85 + 55 UE) no fue significativa (Tabla
.

TABLA lll. NIVELES DE IgG ESPECIFICA FRENTE
AG 60 EN DISTINTOS GRUPOS CONTROL
MEDIA : Sm
CONTROLES 142,567 + 11,73
TBR 211,66 + 47,08
LEPRA 230 + 38,77
NEUMONIAS LL.SS. 96,21 + 18,92
CARCINOMA BRONCOGENICO 102,30 + 10,38
OTRAS NEUMOPATIAS 157,50 + 44,65
SIDA 65,80 + 4,63
ENFERMEDAD DE CROHN 94,70 + 15,70
SANOS PPD+ 102 + 18,17
SANOS PPD- 85 + 65
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IV.5. RENTABILIDAD DIAGNOSTICA DEL ANTIGENO 60

Se estableci6 el punto de corte para nuestra poblacién en 240 UE. Este
correspondia a la m de 1gG especifica frente a Ag 60 obtenida en el subgrupo
control formado por sujetos sanos, més 2 g. Con este nivel de discriminacién
se conseguia, ademas, la mejor relacion sensibilidad/especificidad para el

conjunto de los sujetos estudiados.

IV.5.1. SENSIBILIDAD DEL TEST

La sensibilidad global del test fue del 55%, siendo notablemente
superior en los 164 pacientes con TB pulmonar (59,14%), que para los 58
enfermos con formas extrapulmonares (43%) (Tabla 1V).

Dentro del grupo dg las TB pulmonares, la sensibilidad de la prueba fue
muy superior en los casos due presentaban frotis directo positivo (67,3%) con
respecto a los que lo tenfan negativo (45%). |

No encontramos diferencias en la sensibilidad del test cuando se
analizaron las TB pulmonares segun el grado de agresividad de la técnica
empleada. Fue del 59,25% para los pacientes que precisaron la realizacion de
una fibrobroncoscopia para establecer un diagnéstico de certeza, y del
59,12% para los diagnosticados por el anélisis de esputo. Similar sensibilidad
se encontré en pacientes con TB pulmonar infectados por el VIH (60%) vy el

resto de las TB pulmonares (59%).
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TABLA 1V. SENSIBILIDAD DEL TEST SEROLOGICO

' CON AG 60
SENSIBILIDAD GLOBAL 0.550
TB PULMONARES 0.591
ZN ESPUTO + 0.673
2N ESPUTO - 0.450
CON F8 0.592
SIN F8 0.591
VIH + 0.600
VIH - 0.590
T8 EXTRAPULMONARES 0.430
TB PLEURAL 0.535
TB LINFATICA 0.200
78 OSEA 0.400
TB RENAL 0.260
OTRAS » 0.666

+ Mencionadas en la Tabla Il y analizadas conjuntamente.

Dentro de las TB extrapulmonares se observaron marcadas diferencias
dentro de los distintos subgrupos. Asf, mientras para la TB linfatica se obtuvo

una sensibilidad del 20%, con la TB pleural se alcanzé un 53,57%.

IV.5.2. ESPECIFICIDAD DEL TEST

La especificidad total del estudio fue del 90%. Este relativamente bajo
nivel de la especificidad estuvo determinado, fundamentalmente, por los

subgrupos de tuberculosos inactivos residuales y los leprosos. En el primero
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~ de ellos se obtuvieron 7 casos falsos positivos de los 20 pacientes estudiados
_(especifig:i‘d_ad del 65%), mientras que de los 22 leprosos que formaban el
segundo subgrupo, 6 dieron un resultado falsamente positivo (especificidad
del 72,2%). Si, dadas sus peculiaridades clinicas, estos 42 pacientes fueran
excluidos del grupo de sujetos control, sélo se encontrarian 5 falsos positivos
entre los 140 restantes (2 pacientes con neumonias de I6bulos superiores, 2
casos de bronquiectasias bilaterales y 1 caso de artritis reumatoide con
afeccién pulmonar intersticial), lo que supondria una especificidad del 96,35%

(Tabla V).

TABLA V. ESPECIFICIDAD DEL TEST

SEROLOGICO CON AG 60.
ESPECIFICIDAD GLOBAL 0.900
TBR 0.660
LEPRA 0.727
NEUMONIAS LL.SS 0.935
CA. BRONCOGENICO 1.000
OTRAS NEUMOPATIAS 0.810

DERRAMES PLEURALES 1.000 | 0.963

SIDA 1.000
ENF. DE CROHN 1.000
SANOS 1.000

Esta especificidad fue del 100% para el grupo de los 30 carcinomas
broncogénicos, para los 7 pacientes con SIDA sin TB, en los 3 casos

estudiados de enfermedad de Crohn, en los 33 enfermos con derrame pleural
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de etiologia no tuberculosa y para los 20 sujetos sanos, independientemente
de su estado tuberculinico. Descendi6 al 93,54% en el grupo de las 31

neumonias de l6bulos superiores, similares radiogrédficamente a una TB.

IV.5.3. VALORES PREDICTIVOS Y EXACTITUD DEL TEST

Consideradoen su b'onjunto, el test presenté una exactitud del 71,28 %,
un valor predictivo positivo del 87,14% y un valor predictivo negativo del
62,12%. El VPP alcanzé el 96% cuando del grupo control se excluyeron las
TBRs y las lepras, y el VPN llegé hasta el 71% cuando sélo se consideraron

las TB pulmonares.
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IV.6. EMPLEQ DEL ANTIGENO 60 EN LA TUBERCULOSIS PLEURAL

En la tabla VI se muestra la sensibilidad y especificidad de los métodos

diagnésticos utilizados en los pacientes del estudio.

TABLA VI. DIAGNOSTICO DE TB PLEURAL.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

DE LOS DIFERENTES METODOS
DIAGNOSTICOS EMPLEADOS.

4 S E

ZN LIQUIDO PLEURAL 0.000 | 1.000
LJ LIQUIDO PLEURAL 0.277 | 1.000
ZN BIOPSIA PLEURAL 0.680 | +1.000
LJ BIOPSIA PLEURAL 0.444 | +1.000
ESTUDIO HISTOLOGICO 0.777 | +1.000
ADA LIQUIDO PLEURAL 1.000 | 0.934
RELACION LISOZIMA LIQUIDO/SUERO | 0.944 | 0.909
TEST SEROLOGICO AG €0 0.635 | 1.000
TEST AG 60 LIQUIDO PLEURAL 0.500 | 1.000

« Estimada razonablemente, puesto que no se hizo biopsia a todos los sujetos estudiados.
Se aislé el M. tuberculosis en liquido pleural y/o biopsia pleural, en 14

pacientes (50%). En los otros 14 pacientes con TB pleural, el diagnéstico se

-establecié por criterios histolégicos.
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IV.6.1. ANALISIS DEL LIQUIDO PLEURAL

En la figura 11 se muestran los valores de IgG especifica frente a Ag 60
en liquido pleural segun el diagnéstico final. El valor del punto de corte en
liquido pleural (150 UE) se estableci6é siguiendo los mismos criterios que en

suero, aunque, naturalmente, los controles no eran sujetos sanos.
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Figura 11. Niveles de IgG anti-Ag 60 en liquido pleural segin el diagndstico final.

De los 28 pacientes con derrame pleural tuberculoso, 14 tenian titulos
superiores a 140 UE, que fué el nivel més alto de Acs encontrado en liquido
pleural no tuberculoso. Por tanto, usando como valor del punto de corte 150
UE, la sensibilidad del test para identificar pacientes con TB pleural fué del

50% y su especificidad del 100% (Tabla VI). No se objetivaron diferencias
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significativas entre los distintos grupos de pacientes control.

IV.6.2. ANALISIS SERICO

Al analizar la presencia de Acs especificos de la clase IgG dirigidos
frente al Ag 60 en los sueros de los pacientes con TB pleural, se encontré que
15 de ellos presentaban un nivel superior a 240 UE, que fue el corte

establecido para considerar un test positivo.
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Figura 12. Niveles de 1gG anti-Ag 60 en suero segun el diagnéstico final.

Esto supone una sensibilidad, como ya qued?6 senalado, del 53,57% y

“una especificidad del 100% (Tabla VI}. Tampoco en suero se observaron
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diferencias significativas entre los distintos grupos control.

IV.6.3. ANALISIS CONJUNTO

De los 14 pacientes con reéultado positivo en liquido pleural, todos ellos
tenian un valor en suero por encima del punto de corte establecido. En los
pacientes tuberculosos los niveles de 1gG especifica eran mayores en suero
que en liquido pleural en todos los casos. La m de Acs en estos enfermos,
tanto en suero como en liquido pleural, era significativamente mayor que los
valores medios correspondientes del grupo control. En los pacientes
tuberculosos estos valores eran de 459,83 + 133,56 UE en sueroy 273,61
+ 72,58 en liquido pleufél, y en los pacientes del grupo control 107,43 +
8,35 UEy 42,6 + 4,93 UE, respectivamente. Esto supone unos niveles de
significacién de p<0,01 y p<0,001, cuando se comparan sueros y liquidos

pleurales de uno y otro grupo.

IV.6.4. RELACION ENTRE LOS NIVELES DE IGG ESPECIFICA EN SUERO Y
LIQUIDO PLEURAL

Con el objeto de estudiar la relacién existente entre los niveles de I1gG
especifica en suero y liquido pleural, se establecié una correlacion entre las
serounidades obtenidas en ambas muestras. A partir de los coeficientes de

correlacién significativos, se determinaron las ecuaciones de regresion de
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mejor ajuste, considerando a las unidades séricas como variable predictiva.
Evaluando a los controles y a los tuberculosos en su conjunto, el
andlisis proporcioné la siguiente ecuacién de regresién de primer orden: y =
0,64854 x - 23,4643 (r=0,97). Una ecuacién esencialmente idéntica (y =
0,65506 x - 28,9038; r=0,97) fue la que se obtuvo cuando se evaluaron los

pacientes con TB exclusivamente (Figura 13).
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Figura 13. Regresién lineal entre 1gG especifica en suero y liquido pleural en pacientes con TB.
Sin embargo, la correlacién entre Acs séricos y en liquido pleural fue

mé&s baja (r=0,71), siguiendo la forma cualitativa de una curva de tipo

potencial (y= 0,18443 + x"'*) y manteniendo la significacién estadistica.
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IV.7. SEGUIMIENTO DE LA RESPUESTA IGG ESPECIFICA A ANTIGENO 60

La my el S, de las serounidades de IgG anti-Ag 60 obtenidas en cada
una de las extracciones efectuadas a los 72 pacientes tuberculosos que

participaron en el estudio de seguimiento, se detallan en la tabla VII.

TABLA Vil. EVOLUCION DE LOS Acs IgG ANTI AG 60
EN PACIENTES TUBERCULOSOS.

TB (n=72) |TB PUL. (n*51)] TB EX. (n=21)
INICIAL 486 + 80.5 655.2 + 102.9 | 260.2 + 81.9
2® MES 707.7 ¢+ 171.9 | 820.1 + 219.56 | 350.1 + 134.7
4* MES 620.4 + 121.5 | 667.2 + 139.3 |364.3 + 208.7
6* MES 507.3 + 99.6 |638.6 + 134.8 | 247.1+ 756.7
12° MES 645.6 + 175.9] 696 + 192.2 |256.2 + 159.3
18® MES 308.6 + 54.9 | 350.1 + 141.9 | 237.8 + 96.3
24* MES 255.1 ¢+ 101.5 | 270.5 + 146.6 | 206.3 + 163.5

Datos expresados en m = S,

Se puede apreciar que la m de los b1 pacientes afectos de TB pulmonar
es notablemente superior a la de los 21 enfermos que padecian TB
extrapulmonar, existiendo diferencias estadisticamente significativas entre
ellas, al inicio del tratamiento, y a lo largo del primer ano (p<0,001). Las
determinaciones que se efectuaron a los 18 y 24 meses no presentaban
diferencias significativas entre los tuberculosos pulmonares vy
extrapulmonares.

Al analizar la evolucién de las m de las serounidades de los 72
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pacientes, se observé que, en el segundo mes de tratamiento, se produce un
incremento importante de los niveles de Acs especificos, encontrandose, en
este momento, los titulos méas elevados. Desde este cénit, se asiste a una
lenta disminucién de estos niveles, a lo largo de todo el periodo evolutivo
analizado, pero sin que los titulos de Acs se situen por debajo del nivel inicial
hasta que no han transcurrido 18 meses desde el comienzo de la terapedutica.
Es importante destacar como, a pesar de este descenso, los niveles de I1gG
anti-Ag 60 obtenidos a los dos afios, siguen por encima de las 240 UE,

calculadas como umbral de positividad para nuestra poblacién de Gran

Canaria?'®.
UE
1000 -
800
600 -
400
200 -
0 ; . ' . . ,
INICIAL 2* MES 4* MES 6* MES 12* MES 18* MES24* MES
Hl TB EXTRAPULMONAR TB PULMONAR

Figura 14. Evolucién de las m (UE) de igG anti-Ag 60 desde el inicio del tratamiento, en

tuberculosos.
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Al analizar separédamente los enfermos con TB pulmonar vy
extrapulmonar, ocurre algo similar a lo expuesto previamente aunque, en estos
altimos, los niveles se igualan a los iniciales a los 12 meses, y el valor medio
obtenido a los 18 meses ya se encuentra ligeramente por debajo del nivel de
positividad del test.

Con el corte de positividad, ya mencionado, de 240 UE, se valor6 el
ndmero de positivos obtenidos en cada una de las fases evolutivas testadas.
Estos resultados, detallados en totales, TB pulmonares y extrapulmonares, se

muestran en la tabla VIil.

TABLA VIil. PACIENTES TUBERCULOSOS CON
TEST SEROLOGICO DE AG 60 POSITIVO.
RELACION CON EL MOMENTO EVOLUTIVO
DE SU ENFERMEDAD.

TB (n=72) |TB PUL. (n=51)] TB EX. (n=21)

INICIAL 38 (52.7) 33 (64.7) 6 (23.8)
2* MES 51 (70.8) 44 (86.3) 7 (33.3)
4* MES 50 (69.4) 44 (86.3) 6 (28.6)
6® MES 46 (63.9) 40 (78.4) 6 (28.8)
12* MES 44 (61.1) 39 (76.5) 6 (23.8)
18* MES 29 (40.3) 26 (51) 3 (14.3)
24* MES 24 (33.3) 22 (43.1) 2 (9.5)

Los valores entre paréntesis indican el porcentaje respecto al nimero (n} de pacientes por grupo.

Treinta y ocho de ios 72 enfermos tuvieron un test positivo en la
extraccién inicial, lo que supondria una sensibilidad del 52,7%, aunque ésta
era significativamente mayor en las TB pulmonares (64,7%), que en las

extrapulmonares (23,8%). Sin embargo, como se puede apreciar en la tabla
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VIIl, la mayor sensibilidad se obtenia en el 2° mes de tratamiento, con muy
escasa diferencia a la obtenida en el 4° mes. Esta sensibilidad en este periodo
del tratamiento era, en Iés TB pulmonares, del 86,27%. Es preciso senalar
que, al afo de seguimiento, -seis meses después de haber finalizado el
tratamiento y haber considerado curada a la enfermedad-, el 61,1% del total
de enfermos, y el 76,5% de los afectos de TB pulmonar, mantenian su test
serolégico positivo. Estos valores positivos, aunque disminuian de forma
progresiva, continuaban siendo muy elevados a los dos afos, con un 33,3%
de los enfermos totales y un 43,13% de los que padecian TB pulmonar, con

titulos por encima del valor umbral.
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IV.8. ESTUDIO DEL ANTIGENO 6

En un grupo de 91 pacientes se estudi6é la presencia de 1gG e IgM
especificas frente al Ag 6. Estos pacientes se distribuyeronen 75 TBy 16

controles, con los subgrupos que se indican en la tabla IX.

TABLA IX. MEDIAS (DO) DE IgG E IgM

ANTI AG 6 EN TUBERCULOSOS Y

CONTROLES.

MEDIA + 8m 1gG | MEDIA ¢+ Sm IgM

TB (n=76) 0.626 + 0.037 | 0.602 s 0.028
TB PULMONAR (n+55) | 0.853 + 0.048 | 0.605 + 0.034
ZN ESPUTO + (n-32) 0.680 + 0.063 | 0.565 + 0.061
ZN ESPUTO - (n-23) 0.615 + 0.076 | 0.662 + 0.038
TB EXTRAPUL (n+20) | 0.660 + 0.037 | 0.694 + 0.033
CONTROLES (n=18) | 0.476 + 0.034 | 0.569 ¢ 0.048
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En una segunda fase, se evalud la presencia de IgG especifica frente al
mencionado Ag, en 51 pacientes con TBR (20 pertenecientes al grupo control,
ya mencionado, y el resto formado por pacientes que se incorporaron a esta
situacién a lo largo del seguimiento). Estos se distribuyeron segun los afnos de
evolucién en tres grupos: Menos de un afo (n=17), entre uno y cinco anos

(n=14) y con mas de cinco anos de evolucién (n=20).
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IV.8.1. MEDICIONES DE IGG ESPECIFICA

Lam = S, de Acs IgG frente a Ag 6 en pacientes con TB, expresados
en DO, fué de 0,626 + 0,037 DO, significativamente mayor (p<0,01) que
el valor obtenido en el grupo control (0,476 + 0,034 DO). Se obtuvo una
diferencia casi significativa (p <0, 1) cuando se compararon las m del grupo de
TB pulmonar (0,653 + 0,048 DO) respecto al grupo de TB extrapulmonares
(0,550 + 0,037 DO) (Figura 15).

DO

0,7 7

0.6 - ,
0,5 - /
0,4 /

0,3 1

0.2 1

0,1

B T8 PULMONAR T8 EXTRAPULMONAR [H CONTROLES

Figura 15. Medias de lgG frente a Ag 6 en distintas poblaciones.

Estableciéndose el punto de corte en 0,700 DO, segun se describio
anteriormente, la especificidad obtenida fue del 93,75%. Este nivel alcanzaba
el 100% si se excluian las lepras del grupo control. La sensibilidad, sin
embargo, era del 28% en. el anélisis general. Este valor oscilaba entre el 15%
en las TB extrapulmonares y el 37,5% en las TB pulmonares con baciloscopia
positiva. Para la TB pulmonar en su éonjunto, la sensibilidad fue del 32,7%,

y para aquellos pacientes con bacilosopia negativa, sélo del 23%.
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IV.8.2. MEDICIONES DE IGM ESPECIFICA

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre
tuberculosos y no tuberculosos, aun excluyendo los pacientes leprosos del
grupo control (p<0,1). Sin embargo, cuando comparamos las m de los
pacientes con TB pulmonar y baciloscopia negativa (0,662 + 0,038 DO)
respecto a los no tuberculosos (excluyendo los leprosos) (0,522 + 0,034
DO), la diferencia resulta estadisticamente significativa (p <0,05).

| Con idéntico punto de corte {0,700 DO) encontramos una sensibilidad
global del test para esta Ig del 36%, con especificidad del 81,25%, que se
incrementa hasta el 93,75% si excluimos las lepras del grupo control.

Es interesante senalar, la sensibilidad alcanzada por la IgM especifica
frente al Ag 6 entre las TB pulmonares con baciloscopia negativa, que fué del
47,8%, descendiendo notablemente (hasta un 31,25%) en los pacientes

baciliferos (Figura 16).

- /
Xl .

Figura 16. Comparacién de m de IgG e IgM anti Ag 6 segun resultado de baciloscopia en esputo.
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IV.8.3. ANALISIS CONJUNTO DE IGG E IGM

Combinando los resultados obtenidos con ambas Igs se alcanza una
sensibilidad global del 52%, con especificidad del 81,25% (hasta un 93,75%

si excluimos las lepras) y con VPP de 92,8% y 97,5%, en uno y otro caso

respectivamente.

La sensibilidad para la TB pulmonar fue del 54,5%, oscilando entre el
56,5% en los casos de baciloscopia negativa y el 53,1% en los casos de

tincién directa positiva. La sensibilidad para la TB extrapulmonar fue del 35%

(Tabla X).

TABLA X. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD
DEL TEST SEROLOGICO CON AG 6
UTILIZANDO IgG E IgM

SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD
ANALISIS GLOBAL 0.520 0.937
TB PULMONAR (n*55) 0.545
ZN ESPUTO * (n=32) 0.565
ZN ESPUTO - (ne28) 0.631
TB EXTRAPUL (n=20) 0.360

Para el célculo de la especificidad

se excluyeron las lepras del grupo control.
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IV.8.4. COMPORTAMIENTO EN LA TBR

IV.8.4.1. IgG frente a Antigeno 6

Las TBRs, una vez demostrada su inactividad clinica y bacteriol6gica,

fueron divididas en tres grupos segun su tiempo de evolucién. Se encontré un

valor medio de IgG frente a Ag 6 de 0,706 = 0,119 DO; 1,004 + 0,115 DO

y 1,100 + 0,076 DO, para los grupos de TBR de menos de un afo de
evolucién, de entre uno y cinco anos de evolucién y de més de cinco anos (m
de 25,94 + 3,44 afios; rango de 6 a 50 afios), respectivamente. La diferencia
entre el primero y Ultimo de los grupos resulté estadisticamente significativa
con p<0,05.

Cuando se compararon los niveles de IgG anti-Ag 6 y la existencia o no
de lesiones radiol6gicamente significativas (més de 2 cm? en la radiografia de
t6rax simple), se obtuvo una relacién estadisticamente significativa (p <0,001)
con niveles de 1,144 + 0,0_82 DO y 0,803 + 0,073 DO, respectivamente.

En términos de especificidad, -usando un punto de corte de 0,700 DO-,
ésta cae desde un 53,8% en el grupo de TBR de un afio de evolucién, hasta
un 8,3% vy 15,3% en los de entre uno y cinco y més de cinco afos

respectivamente.

IV.8.4.2. Comparacién con antigeno 60

El comportamiento de la IgG frente al Ag 60 es llamativamente diferente
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al comentado respecto al Ag 6 (Figura 17).

DO
-1.300

ei— 1,100

-0.900

-0.700

0 : I -0.500
<1 ARO 1-5 AROS > 6 AROS

TBR. AROS DE EVOLUCION

Figura 17. Comportamiento de la IgG frente a Ag 6 y Ag 60 en TBR.

En el grupo de pacientes estudiados, lo que se observa es una
disminucién paulatina de los niveles de IgG especifica frente a este Ag, a
medida que consideramos grupos de mayor tiempo de evolucién. Los vélores,
expresados en-UE como ya se menciond, fueron de 613,75 + 201,30 para
los casos de menos de un afo de evolucién, de 241,87 + 69,28 para
aquellos que se encontraban entre uno y cinco anos y de 159,16 + 32,26
para los de mas de cinco ainos de evolucién. Aunque la comparacién de grupos
no resulta estadisticamente significativa, la tendencia observada es clara, e
inversa a la objetivada para el Ag 6. Tampoco se encontré una relacién
significativa entre los niveles de IgG especifica y la intensidad de las lesiones

radiolégicas.
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En términos de rentabilidad diagnéstica, manteniendo el punto de corte
en 240 UE, se obtiene una proporcion de falsos positivos decreciente a
medida que transcurre mas tiempo de evolucién. Estos falsos positivos serian

de 58,3%, 37,5% y 16,6%, respectivamente.

IV.8.5. IGG FRENTE A ANTIGENO 6 EN LEPROSOS

Aunque brevemente, es importante sefalar que 15 de los 22 leprosos
estudiados (68,18%) presentaban niveles de IgG iguales o superiores a 0,700
DO. Ademas, la media de DO en estos sujetos era significativamente mayor
que la encontrada en los pacientes tuberculosos considerados en su conjunto.

Esta diferencia no se encontré cuando se estudié IgM especifica.
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DISCUSION

V.1. EVALUACION GENERAL DELASTECNICASINMUNOENZIMATICAS EN

EL DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS.

V.1.1. ASPECTOS GENERALES.

La TB continda presentando en la actualidad importantes problemas
diagnésticos debidos, fundamentalmente, al lento crecimiento del M.
tuberculosis en los medios de cultivo y a la dificultad que conileva la obtencion
de muestras validas para estudio en pacientes con enfermedad limitada, en
aquellos que presentan localizacién extrapulmonar de la misma 'y en la edad
pediatrica. En estos grupos de pacientes, con frecuencia, se tiene que recurrir

a técnicas agresivas para llegar a un diagnéstico de certeza.

Al aplicar nuevas técnicas al diagnostico de la TB, como con cualquier
otra enfermedad, es preciéo establecer un patrén de referencia, esto es, un
patrén independiente respecto al cual podamos evaluar la nuevé técnica
diagnéstica. En la TB, este patrén de referencia es, habitualmente, la
baciloscopia o el cultivo de esputo. Es preciso sefialar, no obstante, que este
patrén introduce un prejuicio contra métodos indirectos que reconocen y
dependen de las reacciones del huésped. Conviene recordar por ello, siempre
que se quiera comparar nuevos métodos diagndsticos con los tradicionales
exém}enes de esputo, cudl es la rentabilidad de la baciloscopia directa. La
baciloscopia directa tiene una sensibilidad en torno al 40%, estando su

especificidad alrededor del 99,8%. Asi pues, a cualquier nueva prueba
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diagndstica se le debera exigir un sensibilidad y especificidad semejante. Este
altimo pardmetro tiene especial importancia, ya que la utilidad diagndstica de
una técnica depende fundamentalmente de su especificidad, sobretodo cuando
el nimero de enfermos, en el conjunto de la poblacién estudiada, es pequefio.
El problema que puede ocasionar un falso negativo es minimo, porque el
médico va a continuar buscando un diagndstico de certeza con otros métodos.
Un resultado falso positivo, sin embargo, puede causar mucho dafio ya que
puede resultar en errores de tratamiento y, mas aln, en el cese de la

investigacién diagndstica.

Existen dos formas distintas de abordaje del diagnéstico de una
enfermedad infecciosa, ambas con base inmunolégica. Por un lado se pueden
examinar los productos del organismo patégeno, los Ags de las micobacterias
en nuestro caso utilizando enzimoinmunoensayos, 0 bien se puede intentar
determinar la reaccién del huésped, es decir la produccién de Acs especificos

a estos productos.

V.1.2. DETECCION DE ANTIGENOS MICOBACTERIANOS POR
ENZIMOINMUNOENSAYO. |

Para la mayoria de enfermedades transmisibles se han desarroliado
pruebas diagnésticas utilizando el reconocimiento de los Ags por ELISA. En el
caso de la TB, surgieron ya desde un principio varios problemas técnicos y por

ello, el progreso ha sido lento.
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El primer trabajo sobre la deteccién de Ags en la TB fue realizado en
Mexico por Sada et al’? en LCR, obteniendo 9 resultados positivos en 12
pacientes con meningitis tuberculosa y sélo un resultado positivo en 20
pacientes control. Otros. investigadores’>’* también obtuvieron buenos

resultados, aunque con algunos resultados falsos positivos.

Se han realizado pocos estudios sobre el reconocimiento de Ags en el
esputo. El procesamiento de esta muestra plantea diversos problemas técnicos
porque el esputo es un gel no homogéneo y, por lo tanto, resulta muy dificil
lograr que el Ag sea accesible al Ac. Strauss?®?, utilizando un RIA, encontré
12 resultados positivos en 12 pacientes y ningun falso positivo en los 9
controles. Yaiez’®, utilizando un ELISA de inhibicién, encontré 19 resultados

positivos en 33 pacientes con TB y 3 en sus 35 controles.

Dada la dificultad de trabajar con muestras de esputo, algunos autores
como Raja y Baughman'?, aplicaron un ELISA de inhibicién para examinar
liquidos de lavado broncoalveolar, utilizando placas cubiertas con filtrados
crudos de cultivos de M. tuberculosis. Obtuvieron 4 resultados fuertemente
positivos en 9 pacientes con TB, pero también encontraron algunos positivos
entre los controles. Utilizando un ensayo idéntico, pero con Ag 5233, los

resultados fueron més especificos, aunque a costa de perder sensibilidad.

En el laboratorio del Dr. Daniel, en Cleveland, se hizo un interesante

233

estudio con cultivo de esputos Estos cultivos se examinaron para

determinar la presencia de Ag, mediante ELISA de inhibicién, a las dos
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semanas de cultivo. Seis cultivos de esputo de pacientes con TB resultaron
positivos por ELISA. En 13 pacientes control, ningin cultivo dié un resultado
positivo. El principal incoveniente de este método es que demora el
diagndstico 2 semanas y.rio viene a ser sino una forma de cultivo rédpido que

no necesita radiois6topos.

V.1.3. RESPUESTA INMUNITARIA CELULAR: INTRADERMORREACCION
TUBERCULINICA

Es bien conocido que la prueba tuberculinica es una manifestacion de

una reaccién de hipersensibilidad retardada’®®

a los Ags micobacterianos
mediada por los linfocitos T. Esta prueba se utiliza, rutinariamente, para

identificar aquellas personas infectadas por el M. tuberculosis.

Si se efectuan pruebas tuberculinicas en la poblacién general se puede
diferenciar, sin dificultad, a las personas infectadas de las no infectadas. Sin
embargo y gracias a numerosas investigaciones se sabe que, en determinadas
zonas del mundo, esta diferenciacion no es tan sencilla pues se van a
distinguir tres tipos de sujetos: las personas infectadas, las no infectadas y
aquellas infectadas por micobacterias atipicas. _Estas otras micobacterias
comparten Ags similares a los del bacilo de Koch y son precisamente estos

Ags los que van a plantear problemas de inespecificidad.

La solucién a este problema consiste en aislar Ags que no sean

126

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



DISCUSION

compartidos entre varias micobacterias, es decir, preparar Ags especificos.
Esto no es fécil y un ejemplo de ello es el Ag 5'°%%'°, Este Ag es una proteina
del M. tuberculosis que ha sido purificada mediante inmunoabsorbentes'®®. En
estudios inmunoelectroforéticos realizados con Acs de cabras, se le pudo
identificar en las 10 cepas estudiadas del M. tuberculosis y del M. bovis y en
ninguna de las otras 30 cepas estudiadas de otras doce especies

micobacterianas?'°.

Ei Ag 5 es un Ag potente para pruebas cutdneas. En estudios
preliminares en animales, se ha encontrado que es diez veces mas especifico
que la PPD en la prueba cutédnea tuberculinica. Para evaluar la utilidad clinica
y epidemiolégica del Ag 5 en humanos, se han efectuado estudios en el
noreste de Argentina donde existe una zoné tropical en la que se producen
muchas reacciones cutdneas inespecificas al PPD. Daniel et al*** utilizaron
ambos Ags, PPD y Ag 5 en tests cutaneos encontrando un porcentaje similar
de reacciones inespecificas con los dos Ags, a pesar de ser el Ag 5 un Ag

purificado y de que existl’aA evidencia preliminar de su especificidad.

V.1.4. RESPUESTA INMUNITARIA HUMORAL: SEROLOGIA DE LA
TUBERCULOSIS.

Los linfocitos B son las células encargadas de la produccién de Acs.
Aunque se sabe que los Acs no juegan un papel prioritario en la patogenia de

la TB, pueden detectarse y cuantificarse Acs especificos en el suero de
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pacientes tuberculosos. La cuestidn es, jse podrian utilizar en el diagnéstico

~de la TB?. .

El primer estudio sobre serodiagnéstico en la TB fue el realizado por
Arloing en 1.898, tan solo 16 afios después del descubrimiento del bacilo por
Roberto Koch®®. Arloing empleé una prueba de aglutinacién y, aungue sus
résultados no fueron malos, hubo un 11% de falsos positivos en los sujetos
controles. La era moderna en este campo se inicié con el trabajo de Nassau®
que empled un ELISA con un 8% de falsos positivos. Se deduce, pues, que
hay otro aspecto en la especificidad que no depende del Ag sino de la

exactitud de la prueba.

Algunos autores han trabajado con diferentes Ags utilizando técnicas
de ELISA. Balestrino® ha empleado PPD y Ag 5 en pacientes tuberculosos y
en sujetos control, obteniendo resuitados mucho mejores con este Ultimo.
Estos mismos resultados, posteriormente, se han confirmado en Cleveland,
China, Bolivia y Buenos Aires. Desgraciadamente, la preparacién dei Ag b5 es
muy compleja y, ademas, presenta una gran inestabilidad una vez preparado.
Por estas razones, se hace necesario buscar otros Ags u otros métodos para

ser aplicados en el ELISA.
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V.1.5. OTRAS TECNICAS INMUNOENZIMATICAS.

En Inglaterra, lvany y Bothamley et al?*®24® ytilizaron Acs monoclonales
frente a Ags especificos. Mediante ensayos (RIA o ELISA) de inhibicién, estos
autores examinaron la reactividad de los sueros frente a esos Ags purificados.
Aunque un poco més complejas, estas pruebas de inhibicién proporcionan una

alternativa a la purificacion del Ag.

En la actualidad se piensa que la técnica ELISA con diferentes Agsy
distintos procedimientos, se podria aplicar al diagnéstico de la TB pulmonar.
Sin embargo, se siguen manteniendo una serie de interrogantes. ;Cual es el
valor del ELISA en la TB leve con baciloscopia negativa?. En un trabajo

recientemente publicado?®*’

, la sensibilidad obtenida fue baja, lo que hace
necesario mas investigaciones en este campo. Y, jcual es su valor en la TB
extrapulmonar?. Si nos basamos en datos preliminares es util*’, aunque
existen discrepancias entre los resultados obtenidos en nifos tuberculosos y
en pacientes con SIDA. ;Cuél es la utilidad de la técnica en otros liquidos
biolégicos diferentes del suero?. ;Podria utilizarse como pardmetro de

' seguimiento o respuesta al tratamiento?. La serologia de la TB es un campo

lleno de preguntas reclamando investigaciones y respuestas.
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V.2. EVALUACION GENERAL DE LOS RESULTADOS SEROLOGICOS CON

EL ANTIGENO 60.

Al analizar de forma_general nuestros resultados, podemos apreciar que
los titulos de Acs obtenidos guardan una estrecha relacién con la poblacién
bacilar de los distintos pacientes estudiados. Asi observamos que, en la TB
pulmonar, se encontraron niveles de IgG especifica estadisticamente maés
elevados que en la TB extrapulmonar; y dentro de aquellas, entre las que

presentaban baciloscopia positiva.

La relacion de los titulos de Acs con el grado avanzado de la
enfermedad ha sido referida por otros autores®®®'®7 aunque en algunos

trabajos**-%’

no se ha podido demostrar este aspecto e, incluso Daniel et al*®,
en un estudio efectuado en Bolivia, encontraron que la rentabilidad de la
técnica ELISA que ellos empleaban no disminuia en los pacientes con frotis

directo negativo.

Por otra parte, en nuestro estudio hemos podido establecer una
diferencia estadisticamente significativa entre los niveles de Acs especificos
en los pacientes tuberculosos con radiografia de térax cavitada (773,17 +
104,52 UE), respecto a los tuberculosos sin esta caracteristica radiolégica
(338,17 = 33,51 UE) (p<0,01_). La diferencia encontrada entre estos dos
tipos de TB presumiblemente sea debida, no sélo al diferente ndmero de
bacilos presentes en ambos grupos, sino también al hecho bien conocido de

que las respuestas secundarias a Ags duran mas que las respuestas
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inmunolégicas primarias; por tanto, las posibilidades de obtener un test
sérolégic_o positivo en el primer grupo de pacientes son més altas que en el
segundo. Asi pues, como- corolario de este andlisis podriamos deducir que
cuanto mas alta sea la relacién TB activa postprimaria/primaria entre los casos
estudiados con el test, mas bajo serd el numero de falsos positivos

encontrados.

El resultado de la baciloscopia y la localizacién extrapulmonar de la
enfermedad, por ténto, han influido en nuestros resultados. Ademas, estos
dos grupos de pacientes son uno de los mas interesantes desde el punto de
vista clinico, a la hora de evaluar la rentabilidad del test. No hay que olvidar

que el grupo de enfermos con TB pulmonar y baciloscopia positiva, aunque

con los titulos méas elevados de Acs especificos, habrian sido diagnosticados

utilizando una técnica sen'cilla, rapida y barata como es el frotis directo del
esputo. Sin embargo, el grupo de pacientes con TB pulmonar y baciloscopia
negativa, aunque con titulos més bajos, presentaban niveles de IgG especifica
estadisticamente mas elevados que los controles. Adema4s, con esta técnica
se habrian logrado diagnosticar casi la mitad (45%) de los casos con frotis

directo negativo.

Algo similar ocurria con las TB extrapulmonares ya que, aunque la
media de los niveles de Acs especificos no era significativamente més alta que
los controles en general, silo era cuando de estos se excluian los tuberculosos
pulmonares residuales y los leprosos, dos patologias que clinicamente no se

confunden con la TB extrapulmonar. Ademés, con este test se habria llegado
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al diagnéstico en una tercera parte de los enfermos (43%), pudiéndose evitar

técnicas agresivas en gran parte de ellos.
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V.3. ANALISIS DE LA RENTABILIDAD DIAGNOSTICA DE LA DETECCION DE

IGG ESPECIFICA FRENTE A AG 60 EN SUERO

V.3.1. SENSIBILIDAD DE LA TECNICA

La mejor sensibilidad de la técnica se encontré en la poblacién de
tuberculosos pulmonares con baciloscopia positiva (67,3%), descendiendo
notablemente en aquellos que presentaban baciloscopia negativa (45%) y en

las localizaciones extrapulmonares de a enfermedad (43%).

La sensibilidad global obtenida en este trabajo ha sido inferior a la

comunicada por otros autores®*87158

y similar, e incluso superior a la referida
por otros®*88% Es probable que en estos resultados haya influido el elevado
nimero de TB pleurales con frotis directo de esputo negativo y de TB
extrapulmonares incluidas en el estudio, hecho que ya hemos podido constatar

en experiencias previas?'®

en las que hemos comprobado una 'marcada
disminucidn de la sensibilidad al aumentar estos dos grupos de pacientes. Los
autores que han estudiado TB con baciloscopias negativas, comunican
sisteméticamente cifras bajas de sensibilidad de la técnica. Asi, Charpin et
al**® investigando la presencia de IgG especifica frente a Ag 60 en el suero de
este tipo de tuberculosos, ha comunicado una sensibilidad del 48% y Chan et
al**’ entre el 16 y el 22%, utilizando cu}atro tipos de Ags en su estudio. Sin

embargo, aunque el grupo de TB extrapulmonares ha sido poco estudiado,

algunos autores'®®''*2'3 han referido buenos resultados, a pesar de ser una
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forma de TB poco bacilifera.

Otro aspecto imporfante de la rentabilidad de la técnica que se quiso
valorar fue la capacidad que ésta tendria de evitar la realizacién de
fibrobroncoscopia en pacientes con TB bulmonar en los que la baciloscopia
inical de esputo era negativa. Nuestros resultados sugieren para esta técnica
una rentabilidad similar a la del esputo. Es decir, el 59,25% de los pacientes
con TB pulmonar a los que se les practicé una fibrobroncoscopia con
intenciones diagndésticas, hubieran podido ser diagnosticados por serologia sin
necesidad de recurrir a exploraciones més agresivas. Ademas, es importante
sefialar como de estos 27 enfermos, sélo en 8 la baciloscopia del
- broncoaspirado resultd diagndstica, lo que supone una sensibilidad del

29,62%, casi la mitad de la obtenida con técnicas serolégicas.

V.3.2. ESPECIFICAD DE LA TECNICA

En publicaciones previas?'®2', hemos mostrado nuestra preocupacion
por realizar una buena seleccién de los grupos control para que la técnica
empleada pueda ser evaluada correctamente. Es sorprendente observar, como
en muchos de los trabajos que han servido de referencia tradicional en este
campo, los controles los forman grupos de sujetos sanos y muy escaso

ndmero de enfermos neumolégicos®-86:87.203,

El clinico suele tener pocos problemas para diferenciar entre una
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persona sana y un enfermo tuberculoso, pero no es raro, sin embargo, tener
dificultades para asegurar si unas lesiones radiograficas sugestivas de TBR
tienen actividad o no; o poder diferenciar entre una TB y una micobacteriosis
pulmonar. Por este motivo, en nuestra poblacién estudiada se han incluido,
entre los controles, un buen nimero de enfermos con patologias que se
pueden confundir con la TB, incluidas las neumonias inespecificas de los
I6bulos pulmonares Superiores. Por otra parte, al no disponer de enfermos con
micobacteriosis pulmonar, se incluy6 un amplio grupo de leprosos, enfermedad

producida por una micobacteria que posee el Ag 60.

Como se ha visto, entre los grupos control, los mayores niveles de Acs
especificos los hemos encontrado en estos dos tipos de pacientes, que han
sido la causa de que la especificidad global del test en este estudio haya sido

relativamente baja (90%). Otros autores que han incluido entre sus controles

158,149,153 84,91,153,

tuberculosis inactivas , otras micobacteriosis Yy pacientes con
lepra®-'%3, también han encontrado titulos de Acs especificos elevados y un
nimero importante de falsos positivos entre ellos. Estos heéhos apoyan la
necesidad de incluir este tipo de pacientes entre los grupos control, para una
correcta valoracién de la utilidad clinica de la técnica diagndstica, ya que la
inespecificidad en ellos adquiere una mayor importancia por.la similitud de los

‘cuadros clinicos.

Por otra parte es importante resefar que la inespecificidad observada
entre las TBRs no va a poder obviarse aunque se llegara a aislar un Ag

completamente especifico de la M. tuberculosis. Este problema sélo podra
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resolverse cuando conozcambs en profundidad la respuesta inmune humoral
de la TB y podamos delimitar cuanto tiempo debe transcurrir para la
negativizacion de wuna prueba serolégica en pacientes clinicamente
estabilizados con o sin tratamiento médico. Quizds, como han comunicado
recientemente Charpin et al?*®, la deteccién de IgM pueda jugar un papel
importante, al ser esta Ig la que mas precozmente se eleva ante un estimulo
infeccioso, para desaparecer a las pocas semanas, coincidiendo con un

incremento y mayor persistencia de IgG®®.

A pesar de que en algunos trabajos®%8*'%% se ha comunicado un mayor
numero de falsos positivos entre los sujetos sanos con intradermorreaccion
tuberculinica positiva, en este estudio y, al igual que la gran mayoria de los
autores que han utilizado la técnica ELISA®®""'® no se han observado

diferencias significativas entre los sanos tuberculin positivos y los negativos.

También se ha comprobado, en todos los pacientes con SIDA incluidos
en el estudio, la ausencia de falsos positivos. Dada la enorme importancia de
la TB en estos pacientes, muchas veces dificil de diagnosticar por sus
manifestaciones clinico-radioldgicas atipicas, esta técnica diagnéstica puede

ser prometedora.

V.3.3. VALOR PREDICTIVO POSITIVO

Desde el punto de vista clinico, para una correcta evaluacién de la
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rentabilidad diagndstica de la técnica la sensibilidad, especificidad y valores
predictivos han de valorarse en una poblacién determinada: Un grupo
preseleccionado con sintomas o signos radiolégicos de TB; o sujetos con
sospecha de TB debido a un contacto reciente con un tuberculoso; o por su

pertenencia a grupos de alto riesgo.

La fiabilidad de una prediccion positiva en un test de serodiagnéstico
es esencial desde el punto de vista clinico, puesto que una determinada
actitud (instauracién de un tratamiento o abandono de la investigacién
diagndstica) puede derivarse de un resultado positivo del test®’. Esta fiabilidad
de la prediccién positiva, esencial para la toma de decisiones, se relaciona con
la sensibilidad y la especiAficidad del test, pero también, con la prevalencia de
la enfermedad en el grupo de sujetos potencialmente evaluables por la prueba.
En una situacién de baja prevalencia, una alta especificidad es importante
puesto que resultados falsos positivos entre muchas personas sin enfermedad
pueden facilmente superar los resultados verdaderos positivos en personas

con la enfermedad®®.

Segun los calculos realizados en nuestra Seccién en los Gltimos tres
anos, en el grupo de sujetos candidatos a ser evaluados por técnicas
serolégicas, la prevalencia de TB seria de 0,67. La Tabla de contingencia para
nuestro grupo de pacientes seria la que se muestra en la Tabla Xl. Dada
nuestra sensibilidad (565%) y especificidad (90%) globales, el valor predictivo
del test (porcentaje de verdaderos positivos entre todos los positivos) seria del

92%.
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TABLA XI|. TABLA DE CONTINGENCIA PARA UNA
PREVALENCIA DE TB DE 0.67.

Enfermedad
Test + - Total
+ 369 33 402
- 301 297 598
Total 670 330 1000

Senaibilidad 55%
Especiticidad 90%

Es evidente que el Ag 60, con un valor discriminativo de 240 UE,
presenta un VPP para un ELISA aislado no ideal, pero si clinicamente util,
cuando se realiza en un grupo de pacientes preseleccionados por criterios

clinico-radiolégicos o epidemiolégicos.
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V.4, VALORACION DE LA TECNICA EN LIQUIDO PLEURAL

V.4.1. CONSIDERACIONES GENERALES

La TB pleural es, a menudo, dificil de diagnosticar debido a su
paucibacilaridad. La identificacién de bacilos acido-alcohol resistentes en la
tincidn directa de liquido pleural se estima que puede suceder en el 10% de
los casos de TB pleural®® e incluso en porcentajes més bajos, como sucedi6
en nuestra poblacién. LoS cultivos de liquido pleural son positivos en el

25-75%"°° de los enfermas, pero suponen un gran retraso en el diagnéstico.

Las muestras histolégicas de pleura parietal pueden mostrar bacilos o
la presencia de granulomas caesificantes que sugieren el diagnéstico de TB,
pero requiere la realizacion de una técnica agresiva no exenta de
complicaciones. El frotis directo de los especimenes de biopsia pleural
muestran bacilos &cido-alcohol resistentes entre el 14% y el 34%%*%%%', siendo
positivo s6lo en un paciente en nuestra serie (4%). En el 78,5% de nuestros
casos, el diagndstico se establecio en base a los hallazgos histolégicos en las
muestras de pleura parietal. Este porcentaje es similar al comunicado por otros
autores?249:251-2%5, Sin embargo, no hemos de olvidar que el diagnéstico
definitivo depende de la identificacion en el cultivo del M. tuberculosis en el

liquido pleural o en la biopsia pleural.
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V.4.2. RENTABILIDAD DEL TEST EN LA TUBERCULOSIS PLEURAL

En la actualidad, se han publicado muy pocos trabajos sobre la
identificacién de Acs antimicobacterianos en liquido pleural?*%27-2%¢ y nunca
utilizando Ag 60. En contraste, algunos autores han demostrado la
acumulacién de linfocitos T en liquido pleural, estando disminuidos los

linfocitos B y, por tanto, la capacidad para producir 1gs?2425,

Algunos autores??®, ademé&s, han apuntado problemas técnicos para
emplear un test ELISA en liquido pleural. A pesar de esto, nosotros hemos
encontrado valido este test para el diagndstico de la TB pleural, siendo su

‘sensibilidad y especificidad mas altas que las de las técnicas microbiolégicas.

Hemos encontrado, como Van Vooren??’ con Ag P-32, Murate??® con
PPD vy Levy??® con extractos proteicos crudos de M. tuberculosis y M. avium,
niveles significativamente mas altos de IgG anti A 60 en pacientes
tuberculosos que en los controles, tanto en suero como en liquido pleural.
Estos trabajos no refieren rentabilidad de la técnica en terminos de sensibilidad
y especificidad, salvo el firmado por Murate et al??®, en liquido pleural,
mostrando valores de 22,6% y 94,9% respectivamente, porcentajes mas

bajos que los encontrados en este estudio.
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V.4.3. RELACION ENTRE LOS NIVELES DE ANTICUERPOS EN SUERO Y
LIQUIDO PLEURAL

Se realizé anélisis de regresion lineal de la relacién existente entre los
Acs anti-A60 en suero y liquido pleural y se pudo comprobar, como sugerian
Levy et al’®®, una correlacién muy estrecha entre ellos y que, con toda
probabilidad, los niveles de IgG especifica en liquido pleural son debidos a
difusion pasiva y no a produccidn local. No habia diferencias significativas en
la inclinacién de la regres.ién del suero respecto a liquido pleural, tanto en
tuberculosos como en los controles. Esto apoya la hip6tesis de la ausencia de
produccién local de I1gG a pesar de que éstudios recientes refuerzan la teoria

de la «compartimentalizacién»®%-51.223.225.226

y de los hallazgos de Van
Vooren??’, que encuentra que la proporcién de Acs especificos de la clase IgA
e IgG era mas alta en liquido pleural que en suero en cuatro de cinco casos.
En todo caso, la inmunidad humoral en la TB no parece jugar ningin papel en

la patogénesis del derrame pleural de esta etiologia.

Por otra parte, en vista de la sensibilidad y especificidad de la técnica
que estudiamos, tanto en suero como en liquido pleural, y de la relacién que
hemos demostrado entre ambas, no hay evidencia de que la deteccién de Acs
especificos en liquido pleural afada sensibilidad o especificidad diagnéstica a

la realizada con serodiagndéstico.
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V.5, INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS FALSOS POSITIVOS

En el seno de una poblacién en la que el indice tuberculinico permanece
alto, especialmente en sujetos de edades mas avanzadas, como sucede en
nuestro medio, una TB primaria o, fundamentalmente postprimaria, previa no
diagnosticada podria mantener Acs circulantes; esto aparece en algunos casos
de TB primaria curada Yy, de forma més evidente, en la TB postprimaria
inactiva. Paraindividuos no tuberculosos conintradermorreacciéntuberculinica
negativa, esta interpretacién supondria una evolucién divergente de la
respuesta inmune celular (negativa) y de la respuesta inmune humoral (ELISA

positivo).

Por otra parte, la infeccién con micobacterias ambientales no patégenas
o la colonizacién de la via aerea por micobacterias potencialmente patégenas
(M. avium complex o M. fortuitum, por ejemplo) es frecuente en sujetos con
patologia de la via aerea y se esté refiriendo cada vez mayor prevalencia en
algunos paises. Estas micobacterias comparten algunos Ags o epitopos con
la M. tuberculosis, hecho que debe tenerse en consideracién a la hora de

interpretar los resultados falsos positivos.
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V.6. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS FALSOS NEGATIVOS‘

En infecciones tuberculosas importantes, la liberacién de Ags
micobacterianos puede conducir a la formacién de inmunocomplejos, lo que
resulta, finalmente, en una reduccién de la actividad de los Acs especificos en
el suero'®. Una enfermedad de larga evolucién, el alcoholismo u otras
circustancias como el habito tabaquico, que ya hemos referido como un
significativo determinante de la respuesta inmune humoral en otras
enfermedades respiratorias de base inmunoldgica**?, podrian ser los
responsables de una respuesta humoral especifica disminuida en algunos
pacientes con enfermedad activa, especialmente antes de iniciar el tratamiento

quim'ioterépico.

En esta serie no hemos podido demostrar la influencia del tabaco en la
disminucién de la respuesta inmunoldgica humoral, aunque las circustancias
epidemioldgicas del tabaquismo respecto a la enfermedad tuberculosa podrian
justificar estos hallazgos. Otros autores'®®'*” han observado un incremento del
ndmero de monocitos y linfocitos T supresores en la TB aguda, que podrian
ser responsables de una actividad disminuida de los linfocitos B y, por tanto,

de una disminucién del nivel de Acs.

Otra explicacién de la débil respuesta inmunolégica humoral observada
antes del tratamiento (baja sensibilidad) podria ser debida a que la porcién
lipidica de la membrana micobacteriana, aislaria la capa glicoproteica y por

tanto, evitaria la estimulacién del sistema inmune humoral. Naturalmente, el
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tiempo de evolucién antes de realizar el test seroldgico y la severidad de la
enfermedad, influirdn en el resultado. Esto puede tener su importancia desde
~un punto de vista epidemioldgico, ya que el momento en el que se practicara
el test, no serad el mismo en los paises industrializados que en los paises
subdesarrollados. Por otra parte, también sabemos que los titulos de Acs son
mayores cuando una infeccidn primaria provoca manifestaciones clinicas, que

cuando cursa de forma asintomatica.
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V.7. CINETICA DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL

V.7.1. ANALISIS DE RESULTADOS

A pesar de que se han realizado muiltiples estudios sobre la respuesta
inmunitaria humana durante la infeccién y enfermedad tuberculosa, no se ha
llegado a definir claramente el papel que juega la produccién de Acs en esta
afeccién®®. Generalmente, los pacientes con enfermedad avanzada presentan

hipergammaglobulinemia policlonal®®

y se ha descrito una relacién por la cual
el incremento en la actividad de los linfocitos B y en su capacidad de producir
- Acs, ird asociada a una menor actividad de los linfocitos T y, por tanto, con
cierto grado de anergia®®. Por ello, al estado de la inmunidad humoral en la TB
se le ha llegado a conceder una importancia prondstica en esta

enfermedad®*’°,

En nuestro estudib,’ utilizando una técnica ELISA, hemos cuantificado
la 1gG especifica a lo largo del tratamiento quimioterdpico y en un periodo
posterior de seguimiento de 18 meses. Comprobamos que los titulos de Acs
se incrementaban notablemente durante los primeros meses de tratamiento,
alcanzando su mayor nivel en el segundo mes. Este incremento de la
respuesta inmune humoral ha sido descrito por otros autores®’-105106.183-185,
Kaplan y Chase'?*1%®, utilizando un test de microinmunodifusién, encontraron

que la sensibilidad de su prueba se incrementaba, desde un 46% inicial a un

60% a lo largo del tratamiento en los pacientes con TB adquirida
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recientemente; y de un 66% a un 75% en los casos de recidiva de la
enfermedad. Asimismo, estos autores refieren que los pacientes en los que no
se detectaban Acs al inicio del tratamiento, requerian de 6 a 8 semanas para
la seroconversién, mientras que los enfermos seropositivos, mostraban un
incremento r4pido de los titulos de Acs especificos con el inicio del
tratamiento. Algo similar fue encontrado por Janicki et al''®, aunque estos

autores encontraban el cénit de la respuesta al tercer mes de tratamiento.

Efectivamente, parece probable que el nivel maximo de Acs se produzca

alrededor del segundo-tercer mes de tratamiento®’-105.108.115.183

, hallazgos
superponibles a los encontrados en este estudio. Ademas, en nuestro trabajo,
hemos encontrado que, al segundo mes de iniciado el tratamiento, 11 de los
18 pacientes con TB pulmonar y 2 de los 16 con TB extrapulmonar,
positivizaron un test previamente negativo. La sensibilidad de la prueba pasd
del 52,7% inicial al 70,8% al segundo mes, que llegé hasta el 86,3% cuando
sélo se consideraron las TB extrapulmonares. Teniendo en cuenta estos datos
y los comunicados por otros autores®’-'9%-196:118.183. |3 mayor rentabilidad en el

diagnéstico seroldgico de la TB se obtendria entre el segundo y el tercer mes

de tratamiento.

El conocimiento de esta cinética en la respuesta inmune humoral podria
ser Util en situaciones especiales, .no infrecuentes en la practica diaria. Es el
caso, por ejemplo, de pacientes con sospecha de TB y baciloscopia negativa,
en los que nos vemos obligados a instaurar un tratamiento antituberculoso sin

confirmacién bacteriol6gica, a pesar, en muchos casos, de multiples intentos
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diagnésticos, incluso con procedimientos invasivos (vease Tabla XIlI).

-TABLA XIl. PROPORCION DE TODOS LOS CASOS DE TB ACTIVA
CONFIRMADAS BACTERIOLOGICAMENTE EN DISTINTOS PAISES.
PAISES TASAS (%)
Norte América
EE.UU 87
CANADA 77
Europa
HOLANDA 63
SUECIA 80
NORUEGA : 60
URSS 50
POLONIA 68
DINAMARCA 85
Asia
JAPON 28
COREA 27
SINGAPUR , 50
MALASIA 63
VIETNAM 41
Oceania
ISLAS SOLOMON 30
NUEVA GUINEA 39
FIJl 57

En la mayoria de los paises en vias de desarrollo uno de los principales métodos de diagndstico
de la TB es el examen microscépico del esputo obtenido de sujetos "sintomdticos”. En esos
paises, la tasa de confirmacién bacteriolégica es alta, pero, obviamente, los casos en los que hay
enfermedad activa con una poblacién bacteriana més pequefa (aquellos cuyo diagnéstico se basa
en el cultivo o en hallazgos clinico-radiolégicos) nunca son diagnosticados. Tabla modificada de
Grzybowski para el perfodo 1976-1981.

V.7.2. INTERPRETACION TEORICA DE LOS RESULTADOS

Una de las explicaciones para entender este incremento de los titulos
de Acs durante los primeros meses de tratamiento, podria ser la lisis masiva
de micobacterias por la potente accién bactericida de los farmacos actuales
y la liberacién de material antigénico que estimularia la formacién de Acs'®®.

En los pacientes en los que los titulos iniciales ya eran elevados, esta
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liberacién antigénica se habria producido por la lisis de las micobécterias
ocasionada por las propias defensas del huésped, con liberacién de Ags
glicoproteicos y desencadenamiento de una respuesta inmune humoral'°%-257,
Otra explicacién a estos titulos elevados seria la presencia de una gran

poblacién bacilar o bien una mayor evolucién de la enfermedad.

V.7.3. PERSISTENCIA DE TITULOS ELEVADOS

Otro dato importante a sefalar es la persistencia de titulos elevados de
IgG anti-Ag 60 una vez curada la enfermedad. Este aspecto tiene un gran
interés préactico porque va influir directamente sobre los resultados de los
estudios serolégicos de Ioé pacientes con TB activa. Sin embargo, este punto
ha sido escasamente analizado y con resultados dispares. Asi, Koshino et al'*®,
encontraron que con el ELISA que ellos realizaban, obtenian valores positivos
en 6 de los 7 casos con una inactividad de su TB inferior a seis meses y, tan
solo en dos de los 12 casos con TB inactiva de méas de seis rﬁeses de
evolucion. Por contra, Kalish et al'®® sélo encontraban la prueba claramente
negativa en 3 de los 7 casos con TB tratada en los Gltimos 10 aflos y en 9 de

los 13 que superaban este tiempo de curacion.

En nuestro estudio, como se puede ver en la Tabla VIli, observamos que
alos 12 y 18 meses de curada la enfermedad (decimoctavo y vigesimocuarto
mes de seguimiento en nuestro protocolo), el 51% y 43,1% respectivamente,

de los pacientes con TB pulmonar tenian titulos significativos de Acs
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especificos. Estos porcentajes son elevados y deben ser tenidos muy en
cuenta en los estudios serologicos de la TB, porque van a ser fuente muy
importante de falsos positivos tal como hemos comprobado con el grupo de
TBR de este trabajo y otros previos de nuestro grupo®'®. Ademés, como queda
reflejado en la figura 14, los valores medios de los titulos de Acs obtenidos a
los dos afos de seguimiento -18 meses después de haber finalizado con éxito
el tratamiento-, contindan situdndose por encima del nivel de positividad

calculado para nuestra poblacién?'®.

Estas observaciones concuerdan con los hallazgos de Cocito et al'®
sobre la cinética de la respuesta inmune en la rata. Esto autores tras inmunizar
a la ratas con Ag 60 administrado por via subcuténea comprobaron, a los tres
meses, una respuesta primaria de Acs seguida por otra respuesta secundaria
mucho mé&s prolongada. Estos mismos datos se apoyan en observaciones
aisladas en humanos, donde titulos de Acs frente a Ag 5 detectados por
ELISA, permanecieron estables hasta 16 meses tras quimioterapia
antituberculosa®. Se han descrito disminuciones més lentas, de hasta al
menos tres afos, utilizando, como Ag, filtrados de cultivos  de

micobacterias'®°.

En nuestro medio, donde son frecuentes las TBR no tratadas o
insuficientemente tratadas, no es raro encontrar titulos elevados de Acs IgG
especificos, lo que probablemente sea debido, no s6lo a un recuerdo
inmunolégico de desaparicién lenta, sino mas bien a una persistencia del

estimulo antigénico.

149

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



DISCUSION

V.8. ANTIGENO 6

V.8.1. COMPORTAMIENTO EN LAS TUBERCULOSIS RESIDUALES

Hemos observado, en las TBR, una respuesta inmune humoral 1gG

mediada frente al Ag 6, muy diferente a la objetivada con Ag 60.

A pesar de que la TB estd producida por un Unico microorganismo, éste,
desde su ingreso en el huésped, se comporta como un germen polivalente,
singularidad debida, muy probablemente, a que su metabolismo es
dependiente de las variaciones tensionales de oxigeno y de las modificaciones

del pH del 6rgano que infectan.

V.8.1.1. Hipétesis de la poblacién persistente

Una hipétesis que explicaria, al menos parcialmente, el comportamiento
observado de la IgG especifica frente al Ag 6, seria que éste se expresara 0
fuera més_po_tente en poblaciones bacilares de menor actividad metabdlica.

El cuarto de los grupos bacilares descritos por Mitchison®® lo
constituiria una pobl'acién persistente o totalmente durmiente. Son gérmenes
sin actividad metabdlica pbr lo que no existe capacidad destructiva por parte

de los fédrmacos. Es probable que tan solo los mecanismos de defensa
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individuales sean capaces de ejercer algun control sobre ellos. Una teoria
aceptable seria, pues, que el Ag 6 se expresara de forma més potente en esta
poblacién de gérmenes y que, a pesar de un tratamiento correcto, la respuesta
inmune humoral persistiera elevada durante muchos afos ante un estimulo

antigénico mantenido.

{Por qué el nivel de Acs especificos frente a este Ag son

progresivamente méas elevados?.

V.8.1.2. Hipé6tesis de las formas ultrafinas

Otra hip6tesis que podria explicar este hallazgo observado en nuestro
estudio habria que buscarla en las llamadas formas ultrafinas. Desde principios
de este siglo, se comenz6 a sospechar la posibilidad de que el M. tuberculosis
pudiera adoptar formas atipicas que le permitieran subsistir cuando las

condiciones le eran completamente desfavorables.

En 1.910, Fontes?® sugirié la existencia de formas ultrafinas de este
patégeno que serian capaces de atravesar los filtros bacterianos. Estas
formas, a las que durante muchos aﬁos se les conocié con el nombre de
granulos de Much, han sido aceptadas por muchos autores y negadas por
otros. Actualmente, a medida que los conocimientos sobre el M. tuberculosis
aumentan, se hace cada vez méas necesario acudir a esta teoria para explicar

situaciones como la persistencia microbiana o determinadas recidivas en las

151

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



DISCUSION

pautas actuales de tratamiento?®°,

Algunos autores han tratado de encontrar una analogia entre estas
formas y las denominadas formas «L» de otros géneros de bacterias, que
también atraviesan los filtros bacterianos. Sin embargo, parece que existen
notables diferencias entre ambas, ya que las formas «L» se desarrollarian
como un proceso de mutacién bacteriano, mientras que las formas uitrafinas
del bacilo tuberculoso constituyen una forma de adaptacién de este

microorganismo para ser capaz de muitiplicarse en condiciones desfavorables.

Estas formas ultrafinas fueron documentadas en 1.966 con animales de
experimentacién que habfan sido inoculados con M. tuberculosis. A estos
animales se les traté con INH y PZ hasta que se consigui6 la ausencia de
gérmenes de los tejidos de forma estable, comprobéandose c6mo varios meses
después de suspender el tratamiento, podian volver a aparecer los gérmenes

261 Recientemente, Khomenko?®? ha

tras la administracién de corticoides
llevado a cabo un excelente trabajo en el que ha conseguido detectar directa
e indirectamente estas formas ultrafinas del bacilo tuberculoso. Directamente
mediante su visualizacién con el microscopio electrénico, e indirectamente por
cultivo, en medio liquido semisintético y microscopia posterior del sedimento
de éste, y por inoculacién del material en animales de experimentacién. El
estudio se realizé sobre 1_3_0 enfermos tuberculosos, de los cuales 105 tenian
lesiones cavitarias. Antes de comenzar el tratamiento se pudieron detectar

formas tipicas de M. tuberculosis en el 68% de los pacientes y formas

ultrafinas en el 53%. Sin embargo, a lo largo-del tratamiento (INH, RIF y
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Estreptomicina) disminuian progresivamente las formas bacilares ﬁpicas hasta
practicamente desaparecer a los seis meses. Mientras tanto, las formas
| ultrafinas se incrementaban notablemente, siendo este incremento mucho mas
notable en los pacientes que tenian TB cavitaria y, por lo tanto, una poblacién
bacilar tipica antes de iniciar la terapedltica, hallazgo que también seria
concordante con la hip6tesis explicativa de nuestras observaciones. El
incremento de las formas ultrafinas fué del 53% al inicio hasta el 82% en el
tercer mes, persistiendo en el 83% en el sexto mes de tratamiento. En los
pacientes con TB no cavitarias estos incrementos eran menores lo cual
explicaria también la relacién observada en nuestro estudio entre la severidad

de la alteracién radiolégica residual y los niveles de IgG anti Ag 6.

Las caracteristicas de estas formas ultrafinas son diferentes a las de las
formas tipicas del M. tuberculosis. Tienen un tamano 20 veces inferior,
poseen forma esférica o cocoide, no crecen en los medios de cuitivo
habituales y su composicion proteica es reducida. Sin embargo, su inoculacién
en el animal de laboratorio es capaz de producir una inflamacién
granulomatosa caracteristica y de inducir una respuesta inmunitaria

manifestada por un incremento en los Acs frente a la tuberculina.

Es muy probable que estas formas estén implicadas en el fendmeno de
«persistencia microbiana» tan tipico de esta enfermedad (aunque no exclusivo
de ella) y que se caracteriza por la capac‘idad .del M. tuberculosis de estar
alojado en los tejidos sin que necesariamente produzca enfermedad clinica®®?.

Seria un comportamiento parecido al observado con el M. /eprae*®* y que
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explicaria el hallazgo en nuestro estudio de niveles elevados de igG anti Ag 6

en LL con varios afos de inactividad.

V.8.2. RENTABILIDAD CONJUNTA EN LA TUBERCULOSIS RESIDUAL

Al estudiar el comportamiento del Ag 60 y del Ag 6 en la TBR,
observamos importantes diferencias entre uno y otro. Mientras que los niveles
de la IgG especifica frente al Ag 60 disminuyen con el tiempo de evolucién,
los correspondientes al Ag 6 se incrementan. Sin querer sacar con ello
conlusiones de aplicacién r‘utinaria, si podria decirse que frente al problema no
infrecuente de dilucidar actividad bacteriolégica ante unas lesiones radiol6gicas
aparentemente residuales, unos niveles de IgG especifica bajos frente a Ag 60
y elevados frente a Ag 6, harian improbable la presencia de enfermedad

activa.

V.8.3. IGM ESPECIFICA FRENTE AL ANTIGENO 6

El diagnéstico de la TB, especialmente en sus estadios mas precoces,
es, a veces, dificil. Las caracteristicas clinicas inespecificas de la enfermedad
y las proteiformes manifestaciones radiolégicas contribuyen a esta dificultad.
Respecto a estas Ultimas, los hallazgos radiolégicos son atipicos en mas del
30% de los pacientes con TB en paises desarrollados?®®. Hasta que se forman

cavidades, las baciloscopias de esputo suelen ser negativas, estimandose que
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la tinci6n directa es negativa entre el 30 y el 50% en estos mismos paises®2®.

Especulando con la posibilidad de que la deteccién de IgM especifica,
al ser ésta la primera en incrementarse ante un estimulo infeccioso, pudiera
ayudar en el diagnéstico precoz de la TB, se procedi6 a su deteccion frente al
Ag 6. Esta Ig demostr6 una aceptable especificidad frente al Ag o,

especialmente al eliminar de los casos control los pacientes leprosos, con los

que dificilmente vamos a tener problemas de diagnéstico diferencial. Su

sensibilidad fue del 36% superior al 28% objetivado con IgG, consiguiendo un
30% en las TB extrapulmonares. Quiz4 lo méas llamativo sea el 47,8%
observado en el grupo de pacientes con TB y baciloscopia negativa, que fué
el grupo con el que demostr6 una mayor sensibilidad, reflejando

presumiblemente, su eficacia en los estadios mas precoces de la enfermedad.

Esta rentabilidad podria ser mejorada empleando otros Ags con una

248

probable mayor potencia en bacilos metabélicamente mas activos™ o en

paises en que la consulta médica sea méas precoz que en el nuestro y, por

tanto, se detecten casos de un menor tiempo de evolucion.

V.8.4. RENTABILIDAD DEL ANTIGENO 6 VERSUS ANTIGENO 60

La comparacién de la rentabilidad de ambos Ags es dificil dado la

metodologia diferente utilizada. No obstante, el anélisis conjunto de IgG e IgM
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frente a Ag 6 no mostré resultados significativamente mejores que los
obtenidos en el mas amplio estudio de IgG frente al Ag 60. Ambos Ags
presentan una especificidad semejante para el diagnéstico de la TB, siendo los

responsables de los falsos positivos los casos de lepra estudiados y de TBR.

Sin embargo si merece la pena reseiiar la sensibilidad obtenida en casos
de TB pulmonar con baciloscopia negativa-. Utilizando ambas Igs frente al Ag
6 se obtuvo un 56,5% de sensibilidad, mientras que con la IgG frente al Ag
60 se consiguié una sensibilidad del 39% al analizar los mismos pacientes. Es
un dato importante dado que es esta situacién clinica en la que el diagndstico

serolégico puede desempefar un papel interesante.
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CONCLUSIONES

VIL.1. CONCLUSIONES

1.- La técnica ELISA para el diagnéstico serolégico de la TB es un

método répido, sencillo y barato que merece la pena desarrollar.

2.- Los niveles de IgG anti-Ag 60 guardan relacion directa con la

poblacién bacilar.

3.- El test serolégico presenta utilidad clinica fundamentaimente en:
- TB pulmonar con ZN negativo.
-TB extrabulmonar.
- En casos de TB pulmonar con manifestaciones clinico-

radiolégicas atipicas, como sucede frecuentemente en el SIDA.

4.- Los niveles de 1gG anti-Ag 60 en liquido pleural son debidos a

difusién pasiva y no a produccién local.

5.- La determinacién en liquido pleural de Acs especificos frente al Ag

60, no incrementa ni la sensibilidad ni la especificidad obtenida con el test

serolégico.

6.- En la TB pleural, el test ELISA con IgG anti-Ag 60, tanto en suero
como en liquido pleural, tiene una notable mejor rentabilidad que las técnicas

microbiolégicas convencionales en liquido pleural.
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7.- Los titulos de Acs especificos frente al Ag 60 alcanzan su nivel
méaximo en.torno a los dos meses del diagndstico y caen lentamente tras la
curacién. En casi la mitad de los casos de TB pulmonar, el test permanece

positivo a los dos afios de seguimiento.

8.- El test ELISA con IgG anti-Ag 60 es inapropiado para distinguir entre

TB activa y TB inactiva residual.
9.- El Ag 6 no presenta mayor rentabilidad diagnéstica que el Ag 60.
10.- En las TBRs, cuando consideramos grupos de diferente tiempo de
evolucién, se comprueba un comportamiento distinto del Ag 60 y del Ag 6,

disminuyendo la IgG frente al primero y aumentando frente al segundo, a

medida que contemplamos periodos de tiempo més avanzados.
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