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RESUMEN

Graciela Irma Martinez Tamez Fecha de Graduacién: Julio, 2008.

Titulo del estudio: DETECCION DE LA INFECCION TUBERCULOSA
LATENTE EN PACIENTES VIH POSITIVOS MEDIANTE LA PRUEBA DE
ELISPOT CON LAS PROTEINAS ESAT-6, CFP-10 Y ALFA CRISTALINA
EN EL ESTADO DE NUEVO LEON.

Numero de paginas: 67 Candidato para el grado de:
DOCTOR EN MEDICINA

Propédsito y método del estudio:

Este estudio permitira determinar la prevalencia de Infeccion Tuberculosa
Latente (ILT) en los pacientes infectados con el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) positivos mediante la prueba de ELISPOT utilizando tres
diferentes proteinas: El antigeno blanco de secrecién temprano-6 (ESAT-6
por sus siglas en inglés), la proteina de filtrado de cultivo-10 (CFP-10) y alfa-
cristalina en comparacion con la prueba de PPD. Para lograr este objetivo se
incluyeron 70 pacientes, 57 del sexo masculino (81.4%) y 13 del sexo
femenino (18.6%) con un promedio de edad de 39 afios, los cuales se
captaron en la consulta No. 23 de Hospital Dr. José E. Gonzéalez de la
U.A.N.L., a los que se les realizé la prueba de PPD y ELISPOT utilizando las
proteinas ESAT-6, CFP-10 y alfa-cristalina.

Contribuciones y Conclusiones:

La implementacion de métodos para el diagnéstico temprano de la
tuberculosis latente en pacientes VIH positivos con baciloscopia negativa,
con infeccion extrapulmonar o con resistencia para alguna droga antifimica,
permitiria incluir al individuo dentro de un programa de administracion
oportuna y estrictamente supervisada de los medicamentos antifimicos y
antirretrovirales adecuados, disminuyendo la incidencia y mortalidad
causados por la asociacion TB/SIDA, asi como la generacién de cepas de
Mycobacterium tuberculosis resistentes a los medicamentos.

En conclusién la prueba del PPD y ELISPOT usando la proteinas de ESAT-6,
CFP-10 y alfa cristalina son igual de utiles para el diagndéstico de ILT en
pacientes HIV positivos.

I_l/. -.‘l
prr—t—— A
by ”.rr s
(/LA
Dr med. José Manuel Ramirez Aranda

Director de Tesis



CAPITULO 1

INTRODUCCION

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) se reconoce por primera
vez en 1981 en los Estados Unidos de América’, identificandose el agente
causal de esta enfermedad en 1983, como un nuevo virus al que se le asigno
el nombre de Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH). 2

En la actualidad, el VIH se ha diseminado por todo el mundo y para finales
del 2007 el numero de personas infectadas superaba los 33.2 millones, la
mayoria viviendo en paises con recursos limitados para la atencion de salud
como son Africa, y Asia. ® Se estima que existen 4.9 millones de nuevas
infecciones por VIH y 3.1 millones de muertes por SIDA por afio. * Se calcula
que cada dia se infectan 6,800 personas con el VIH y fallecen 5,700 a causa

del SIDA. °

En México desde el inicio de la epidemia de SIDA hasta diciembre del 2007,
se han registrado de manera acumulada 115,651 casos. El 85% de los casos
acumulados de SIDA corresponden a hombres y el 15% a mujeres,

estableciéndose una relacibn hombre-mujer de 6:1. Segun el registro
1



nacional de casos de SIDA, actualmente se encuentran vivos el 42% de los
mismos. Por otra parte, se calcula que existen de 116 a 177 mil personas

infectadas por el VIH (asintomatico) en el grupo de 15 - 49 afios. *®

Nuevo Leon ha registrado un total de 4,270 casos acumulados de VIH/SIDA
de 1995 a 2007. Durante el periodo de 1998 a Diciembre del 2007 se han
acumulado 1,056 pacientes VIH positivos, de los cuales 780 casos se
mantienen en esta condicién segun registros a la fecha de los cuales 168 son
mujeres y 612 hombres, se tienen en control a 83 pacientes totalmente

asintomaticos. °'°

La tuberculosis es una enfermedad causada por Mycobacterium tuberculosis,
cada afo se estima que hay ocho millones de personas en el mundo que se
enferman y existen entre 16 y 20 millones de casos.

Cada dia en el mundo 20,000 personas desarrollan tuberculosis activa y
mueren 5,000 por esta causa, una persona muere por tuberculosis cada 10

segundos, con dos millones de muertes cada ano.

En América se presentan 400,000 casos nuevos cada afio y 75,000 muertes
por dicha causa.

En México, la tasa de incidencia varia de acuerdo a los diferentes estados,
entre 4.2 y 37 casos por cada 100,000 habitantes. Durante 2005, Nuevo Ledn

registré un total de 1.165 nuevos casos de tuberculosis.



La OMS estima que el numero de personas coinfectados por VIH y
tuberculosis, desde el inicio de la epidemia del SIDA hasta el 2000, era de
aproximadamente 11 a 13 millones en el mundo, mientras que en el
continente Americano se han registrado 51,000 casos de coinfectados lo cual

corresponde a una prevalencia del 0.4% con una mortalidad del 13%. °

En México el total de casos registrados VIH positivos es de 28,068 de los
cuales 2,133 estan coinfectados con TB (7.5%) con una relaciéon VIH sin TB y

VIH conTB de 13:1.78

Del afio de 1998 al 2007 se detectaron un total de 4,989 casos de
tuberculosis en el Estado de Nuevo Ledn, de éstos, 76 casos en control

estan coinfectados con SIDA. %1°

La interaccion en pacientes coinfectados con VIH y TB es bidireccional y
sinérgica. La coinfeccidén de TB acelera el progreso de la infeccion por el VIH.
La presentacion de la tuberculosis es inversamente proporcional al conteo de
linfocitos CD4 y carga viral: a menor conteo de CD4 y mas alta carga viral, es
mayor la probabilidad de presentar tuberculosis.’ Al comparar la cuenta de
linfocitos CD4 en pacientes VIH positivos sin tuberculosis con pacientes
coinfectados con VIH-TB se encontré que el riesgo relativo de muerte y

desarrollo en otras infecciones oportunistas es mas alto en los pacientes



coinfectados. La progresion acelerada del VIH se atribuye directamente a la

respuesta inflamatoria tardia de hipersensibilidad retardada. *

Se han realizado estudios que sefalan que la probabilidad de un individuo
infectado por VIH de contraer la infeccion tuberculosa al exponerse al bacilo
es mas alta que la de un individuo no infectado. Asimismo, una vez contraida
la infeccion tuberculosa, la probabilidad de desarrollar TB activa es de 5% a

15%. 411

Otro aspecto importante en relacion al tratamiento para la tuberculosis en
pacientes con VIH/SIDA es que al prescribir el tratamiento estandar puede
ser menos efectivo por mala absorcién de los farmacos lo cual provoca
niveles terapéuticos inferiores, ademas de la interacciones con otros
medicamentos para el VIH. Lo que trae como consecuencia una mayor
probabilidad de que aparezcan cepas bacterianas con resistencia a los
medicamentos cuando los pacientes no completan su esquema de
tratamiento.® 12

Las caracteristicas clinicas de quienes sufren ambas infecciones difieren de
los casos que sélo padecen tuberculosis, particularmente al progresar la
inmunodeficiencia. Los cuadros pulmonares con frecuencia son atipicos o

mas graves,’

antes de la pandemia del VIH los estudios en pacientes
inmunocompetentes reportaban que la tuberculosis extrapulmonar constituia

cerca del 15 al 20% de todos los casos de TB. En pacientes con SIDA la

4



tuberculosis extrapulmonar es mas frecuente y llega a afectar hasta un 50%

de todos los casos ™.

En el diagndstico por laboratorio se ha encontrado que el frotis del esputo
con tincion para Bacilos Acido Alcohol Resistentes, (baciloscopia o BAAR)
tiene una sensibilidad de 50-70% en pacientes coinfectados VIH/TB y rara
vez da un resultado positivo. Por otro lado, la radiografia de térax es atipica y
presenta infiltrados difusos intersticiales en los Idbulos inferiores,
consolidacién similar a la neumonia bacteriana y ausencia de cavitaciones. *

El otro método de diagndstico utilizado es el cultivo bacteriano en medio de
Lowenstein-densen. Este método tiene la desventaja de que el crecimiento
tarda entre 2 y 8 semanas, ya que Mycobacterium tuberculosis es de
crecimiento muy lento y un resultado positivo no es evidente en forma

inmediata. '°

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) permite la determinacién
mas rapida del agente patégeno al identificar un fragmento especifico de su
ADN; la desventaja de esta técnica es que en muestras negativas la
sensibilidad es de un 84-92%, en BAAR positivos y de 41-75% en BAAR
negativos. '

La habilidad de M. tuberculosis para infectar un paciente y permanecer
latente por afos, sin que se manifiesten signos y sintomas de enfermedad

resulta en la falta de deteccion de personas infectadas. Esto facilita la



cadena de transmision de la enfermedad y es un obstaculo clave que evita el

control y eliminacién de la tuberculosis. '°

De tal forma que para el
diagnostico de infeccion latente se acepta como Prueba de Oro (Gold
Estandar) el PPD, que estimula la poblacion especifica de linfocitos T para
producir citocinas (interferdn y), factor de necrosis tumoral e interleucinas, asi
como células de respuesta inflamatoria dando por resultado un area con

eritema e induracion, en el sitio de la aplicacion, a las 48 a 72 hs posteriores

a la aplicacion."’

De acuerdo a la Sociedad Americana de Toérax (SAT), el Centro para el
Control de Enfermedades (CDC) y la Academia Americana de Pediatria
(AAP) de los Estados Unidos de América, la prueba de PPD se considera
positiva cuando se produce una induracion mayor a 5 mm, en contactos con
casos infecciosos, aquellos con radiografia anormal, pacientes con VIH y
otros inmunodeprimidos; con una induracion mayor a 10 mm en aquellos
residentes de paises con alta incidencia de TB, en residentes en areas de
hacinamiento (prisiones, orfanatos, entre otros), en poblacién de bajos
ingresos, en drogadictos, en aquellos con factores médicos de riesgo
(diabetes, neoplasias, uso de corticosteroides, etc), en trabajadores de la
salud y poblaciones catalogadas como de alto riesgo y por ultimo, mayor a

15 mm en aquellos sin ningun factor de riesgo."’"'®



Esta prueba tiene como limitante que no es altamente especifica, ni sensible.
De 10 a 20 % de las personas con tuberculosis activa no presentan reaccion
(falsos negativos). Esto puede ocurrir en las fases tempranas de la
enfermedad, por el tiempo necesario para que los linfocitos T monten una
respuesta al PPD, lo que produce un retraso para la deteccion de entre 2 a
10 semanas posteriores a la infeccién.'”'® Otro inconveniente es que la
vacunacion previa con BCG en ocasiones da lugar a una reaccién cruzada
con ésta prueba, dando falsos positivos. Por el contrario, en procesos de
anergia, da falsos negativos ya que un numero elevado de pacientes con
menos de 200 linfocitos CD4 /mm?3, no responden como consecuencia de la

inmunodepresion severa que presentan °.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

La infeccion latente de tuberculosis (ILT) se presenta cuando bacilo de la TB
se encuentra en el organismo (generalmente en los pulmones), sin que se
presenten sintomas evidentes, pero presenta reaccion positiva a la prueba

de PPD.

En este momento son varias las técnicas que se estan desarrollando con la
finalidad de poder detectar la infeccion latente por M. tuberculosis, esto
debido a la importancia que tiene el realizar el diagndstico para poder iniciar

un tratamiento oportuno.

El M. tuberculosis, posee un antigeno de 6- kDa el cual se ha designado
como proteina ESAT-6 (Antigeno Blanco de Secrecién Temprana-6), y otro
de 10-kDa denominado proteina CFP-10 (Proteina de Filtrado de Cultivo-10).
Estas proteinas tienen la caracteristica de que solamente se encuentran en

M. tuberculosis y M. bovis patdégena pero no se encuentran en las



micobacterias del medio ambiente ni en la micobacteria de la vacuna BCG.

16,19,20

Los primeros estudios con estas proteinas fueron realizados en animales,
donde se utilizé la ESAT-6 y la CFP-10 para medir la respuesta de los
linfocitos T en ganado infectado con Mycobacterium bovis y en ganado que
fue sensibilizado con una micobacteria del medio ambiente. La prueba
diferencié entre el ganado que si estaba infectado con M. bovis del que

solamente habia estado expuesto a la micobacteria del medio ambiente. %'

Con base en estos resultados se han desarrollado pruebas diagnésticas
especificas para la deteccion de M. tuberculosis. ElI ensayo
inmunoenzimatico (ELISPOT de fase sdlida) utiliza células mononucleares
aisladas del paciente, las cuales se estimulan con las proteinas ESAT-6 y
CFP-10 y se determina la produccién de interferon y mediante la
visualizacion de manchas o puntos en placas de micro ELISA. ¢ 20.22.23

Existen estudios donde se comparan los ensayos basados en células T
(ELISPOT) con la prueba PPD. Ewer y cols.(2003), realizaron un estudio en
alumnos de una escuela en la que se registré con un brote de tuberculosis y
encontraron que la prueba de ELISPOT ofrece una forma mas precisa para
identificar los individuos con infeccion tuberculosa latente en comparacién
con la prueba de PPD, con lo que se puede alcanzar un mejor control y un

tratamiento mas preciso de la enfermedad.



Por otro lado, Lalvany y cols. compararon el PPD en pacientes con cultivos
positivos para tuberculosis y en pacientes con enfermedades no
tuberculosas, dando como resultado que el ELISPOT tenia una sensibilidad
de 96% cifra significativamente mas alta que el 69% del PPD. Otro dato muy
importante es que prueba es que en enfermedades que no eran causadas
por M. tuberculosis no se presentaron resultados falsos negativos, ni en

pacientes con tuberculosis diseminada. %°

Chapman y cols. sugirieron que la prueba de ELISPOT podria ser util en la
evaluacion diagndstica de pacientes sospechosos con TB activa en regiones
de alta prevalencia, ademas por su alta sensibilidad podria apoyar en
particular en el diagnéstico de TB extrapulmonar. 2

En varios estudios se ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad al
detectar la produccién de interferon y por monocitos estimulados con los

antigenos ESAT-6 y CFP-10 en pacientes con tuberculosis activa,?? en

26,29,30

personas sanas no expuestas y recientemente en pacientes infectados

con PPD positivo independientemente de la vacunacién por BCG. 2426:29:31

La prueba de ELISPOT se ha utilizado en estudios donde se incluyen
pacientes VIH positivos. En lItalia, Vincenti y cols.'® realizaron un estudio
donde identificaron epitopes de ESAT-6 para el diagndstico de tuberculosis

activa e incluyeron 17 pacientes VIH/SIDA.

10



Por otro lado Chapman y cols.? realizaron un estudio en 39 pacientes VIH
positivos en Zambia. En ambos estudios los resultados apoyan el hecho de
que la prueba de ELISPOT tiene mas sensibilidad que el PPD.

Una proteina que se conoce como alfa cristalina debido a su descubrimiento
inicial en los ojos de algunos vertebrados, recientemente, se demostré que
contribuye a la estabilidad de las proteinas de M. tuberculosis, y disminuye la
tasa de autolisis de organismos en fase latente. Las células bacterianas
sobre expresan la proteina en condiciones hipdxicas y esto ha sido asociado
al engrosamiento de la pared, estabilizacion de la estructura celular, asi
como a la induccion de otras proteinas de choque térmico. 3234

En este proyecto de investigacidn se pretende establecer si estas proteinas

contribuyen a la deteccidon temprana de la infeccion tuberculosa latente.

11



CAPITULO 3

ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

3.1 Originalidad

Hasta ahora, el diagnéstico de infeccidn tuberculosa latente en pacientes VIH
positivos depende de la prueba de PPD (mayor de 5 mm de induracién), la
cual puede generar una reaccion cruzada con componentes de la vacuna
BCG dando resultados falsos positivos y/6 en un proceso de anergia dar

resultados falsos negativos.

El utilizar la prueba de ELISPOT con ESAT-6 y CFP-10 en pacientes VIH
positivos, aumentara la deteccion oportuna de TB latente asi como la
indicacion de tratamiento oportuno y la implementacion de medidas
preventivas. El desarrollo de este proyecto nos permitira ademas determinar
el valor de la deteccion de la proteina alfa cristalina como marcador de
latencia en pacientes VIH positivos, lo cual no se ha reportado en la

literatura.

12



3.2 Justificacion

El aumento inusitado que tuvo la incidencia de tuberculosis en los paises
desarrollados, pero muy especialmente en los paises en vias de desarrollo,
ha alarmado a las autoridades sanitarias de todo el mundo y esto se debe en
parte a la infeccion de VIH/SIDA. Se espera que para los proximos 10 afios
la TB conjuntamente con el SIDA cause la muerte de 130 millones de
personas y afecte principalmente poblacion joven econdémicamente activa,
por lo que éstos seran los padecimientos infectocontagiosos de mas serias
repercusiones en la salud publica y en consecuencia, un gran reto para todas
las entidades responsables de la salud.

En estas condiciones el reto sera el de implementar procedimientos que
permitan diagnosticar tempranamente la tuberculosis latente en pacientes
VIH positivos con baciloscopia negativa o con infeccion extrapulmonar o con
resistencia para las drogas antifimicas. Lo anterior permitira ubicar al
individuo dentro de un programa que incluya la administracion oportuna y
estrictamente supervisada del medicamento antifimico y antirretroviral
adecuados, con el fin de disminuir la incidencia de TB/SIDA y la generacion
de micobacterias resistentes a los medicamentos.

Si se quiere ganar la batalla contra estas enfermedades infecciosas (o
contra cualquier otra), no sélo se deben dirigir los esfuerzos a la deteccion y

tratamiento del paciente enfermo, sino que es también de vital importancia,

13



dirigir esfuerzos por evitar que el individuo susceptible pueda enfermar, y que

la prevencion y la deteccion oportuna tengan un lugar mas relevante.

14



CAPITULO 4

HIPOTESIS Y VARIABLES
4.1 Hipétesis
El uso de las proteinas especificas del bacilo de la tuberculosis (ESAT-6,
CFP-10 y alfa cristalina) utilizando la prueba de ELISPOT detectara de
manera estadisticamente significativa una mayor proporcion de pacientes

con infeccién latente tuberculosa que los diagnosticados con PPD.

4.2. Variables de estudio
Las variables a medir comprenden: edad, género, escolaridad,
antecedente de contacto con paciente con tuberculosis, vacunacion con

BCG, PPD reactor o no reactor.

15



CAPITULO 5

OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Determinar la prevalencia de Infeccién Tuberculosa Latente (ILT) en los
pacientes VIH positivos mediante la aplicacion de PPD en comparacién
con la prueba de ELISPOT que utiliza las proteinas ESAT-6, CFP-10 y
alfa cristalina.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1. Describir las caracteristicas clinicas y demograficas de los

pacientes incluidos en el estudio.

5.2.2. Determinar la concordancia de resultados positivos de la prueba de
PPD vy la prueba de ELISPOT con las proteinas ESAT-6, CFP-10 y

alfa cristalina en pacientes VIH positivos.

5.2.3. Establecer la frecuencia del diagndstico de ILT con la prueba de
ELISPOT utilizando las proteinas ESAT-6 y CFP-10 y Alfa
cristalina positivas con respecto al diagndstico de la prueba de

PPD positiva.
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5.2.4. Comparar el diagnostico de ILT con la prueba de ELISPOT que
utiliza la proteina alfa cristalina contra el diagnostico de la prueba

de ELISPOT con las proteinas ESAT-6 y CFP-10
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CAPITULO 6

MATERIAL Y METODOS

6.1 MATERIAL
6.1.1 Recursos Fisicos:
Se dispuso de consultorios los cuales se utilizaron para explica al paciente el
protocolo y solicitar su consentimiento informado. Asimismo se conté con
salas para aplicacion del PPD y de toma de muestras. La prueba de
ELISPOT se realizé utilizando las proteinas ESAT-6, CFP-10 y alfa cristalina
en el Laboratorio Interdisciplinario de Investigacion Dermatoldgica del
Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez".
6.1.2. Recursos materiales:

-PPD

-Kit de T-SPOT TB Oxford Inmunotec con las proteinas ESAT-6 y

CFP-10

-Proteina Alfa cristalina.
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6.2 METODOS

6.2.1 Tipo de estudio:

Se realizé un estudio transversal, descriptivo, analitico.

6.2.2. Poblacion de estudio:

Pacientes VIH positivos diagnosticados y atendidos en la Clinica de VIH de la
Consulta No. 23, en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.
6.2.3 Criterios de inclusion:

-Pacientes VIH asintomaticos, portadores de anticuerpos antiVIH-1
determinados mediante las pruebas de ELISA y Western blot.
Mayores de 18 afios de edad.

Pacientes VIH asintomaticos sin infeccion tuberculosa activa
6.2.4 Criterios de exclusion:

Nifios

Mujeres embarazadas

Pacientes que no deseen participar en el estudio

Pacientes con SIDAy TB

Pacientes con SIDA
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6.2.5 Estimacion del tamano de la muestra.

La formula para el tamaino de la muestra es:

szpq
Formula: n =

d*(N-1) + z *pq

165 X (1.96)2 X 0.3 X 0.7 55

(0.1)2 X (165-1) + (1.96)2 X 0.3 X 0.7)
n = tamano de la muestra de estudio
N = tamano de la poblacion
(Incidencia estatal de VIH en Nuevo Ledn, 165 casos)
p = proporcion VIH positivos = 30%.
g = (1-p) = proporcién de casos negativos = 70%.
d? = error estandar = 10%.
z = valor estandarizado de una distribucion normal
(1.96 para el 95% de confiabilidad)
La proporcion estimada se obtiene en base a la referencia bibliografica y
datos proporcionados por el Consejo Estatal de SIDA. "%

Tamano de la muestra 55 sujetos de estudio.
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6.2.6. Procedimiento para llevar a cabo el estudio.

Por medio de visitas diarias se captaron los pacientes que acudieron a
consultar a la Clinica de VIH de la Consulta No. 23 del Hospital Universitario,
a los pacientes VIH positivos con diagnostico confirmado que reunieron los
criterios de inclusion se les informd acerca del protocolo y se les invitd a
participar en él, se les pidié el consentimiento informado (Apéndice A) y una

vez obtenido se realizo el registro de datos (Apéndice B).

A todos los pacientes se les aplicé la prueba de PPD y se les tomo la

muestra de sangre para el ELISPOT.

El resultado del PPD se valor6 a las 72 horas. Los resultados de laboratorio
posteriormente fueron comunicados a los pacientes. El paciente que dio un
resultado positivo a PPD o a ELISPOT, se envié para su valoracién a la

Consulta No. 23 del Hospital Universitario.

6.3 PRUEBA DE PPD

La prueba de PPD se realizé por personal de enfermeria capacitado. En ésta
técnica se utilizé 0.1 ml (que equivale a una potencia de 2 UT de PPD
RT- 23) que fueron aplicados por via intradérmica en la cara antero interna
del antebrazo izquierdo, en la unién del tercio superior con el tercio medio.

Posteriormente se procedié a la lectura a las 72 hs, que es cuando se
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presenta la maxima induracion, con el brazo levemente flexionado. Se midié
en milimetros con una regla el tamafio que corresponde al diametro maximo
transversal al eje mayor del brazo area de la induracion producida. En los
casos donde no se presentd induracion se anotdé 0 x 0 mm de induracién en

lugar de negativo.

18,31

El resultado positivo fue una induracion mayor a 5 mm.

6.4 PRUEBA DE ELISPOT UTILIZANDO ESAT-6, CFP-10 Y ALFA
CRISTALINA

El ensayo de (ELISPOT) es una prueba inmunoenzimatica en la cual
utilizaron tres proteinas: ESAT-6, CFP-10 y alfa cristalina para estimular las
células mononucleares del paciente y asi observar la liberacién del interferon

y. Este interferon y liberado por las células es el que se mide por una
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reaccion enzima-sustrato. Esta reaccion se visualiza en placas de micro

ELISA en forma de “manchas” 6 puntos. '% 2% %

l.- Principios del procedimiento:

Se separaron las células mononucleares de sangre periférica de una muestra
de sangre total, se lavaron y se contaron, afadiéndose a pocillos de
microtitulacion revestidos con una membrana recubierta previamente con un
anticuerpo contra la citocina. Para cada muestra se requirieron 5 pocillos los
cuales se distribuyeron de la siguiente forma: Un control nulo en donde se
analizé la secrecién de citocina inespecifica, tres pocillos, uno para el
antigeno de ESAT-6, otro para el antigeno CFP-10 y otro para el antigeno de
Alfa cristalina y por ultimo se utilizé un control positivo con fitohemaglutinina
como prueba de la viabilidad de las células mononucleares

Il.- Preparacién de los reactivos

Se preparo la placa de microtitulacion retirandola del refrigerador para dejar
que alcanzara la temperatura ambiente, se prepard una dilucion 1:200 de la
solucion de trabajo del reactivo conjugado, esta solucion se prepard
inmediatamente antes de su uso. Es necesario que todos los reactivos
utilizados estén a temperatura ambiente.

Se realizdé una dilucion de la proteina alfa cristalina hasta una concentracion
final de 1 ug en 50 pl.

Las muestras de sangre se conservaron a temperatura ambiente y se

analizaron el dia de su extraccion.
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Para la preparacion del medio de cultivo celular se realizd un

precalentamiento a 37°C antes de utilizarlo en el ensayo.

La prueba de ELISPOT se efectud de la siguiente forma:
Para la obtencion de células mononucleares, se tomd sangre venosa
periférica en tubos CPT de 10 ml. La sangre se conservd a temperatura

ambiente (18 a 25° C), sin refrigerarla ni congelarla.

Una vez que se obtuvo la muestra se centrifugaron los tubos CPT a 1800
x G por 28 minutos a temperatura ambiente (18-25°C), se recuper6 la
banda de células mononucleares. Con una pipeta se transfirié a un tubo
de centrifugado cénico de 15 ml., el cual se enrasé con 10 ml del medio

de cultivo celular RPMI-1640.

24



Se centrifugd nuevamente a 600 G durante 7 minutos, se desechd el
sobrenadante y se resuspendio el granulo en 1 ml. de medio, se enrasé a 10

ml con medio fresco y se centrifugd a 350 G durante 7 minutos.

Posteriormente se retird el sobrenadante y se volvié a resuspender el granulo
en 0.7 ml del medio de cultivo AIM-V, en esta etapa se utilizé este medio
debido a que es el mas indicado para la incubacién, al compararlo con el

RPMI-1640.
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Para el recuento celular se realizé una suspension celular final con 40 pl de
solucion azul de tripano al 0.4% (p/v) con 10 ul de la suspension celular final,
se colocé una alicuota adecuada en el hemocitdmetro y se contaron las

células en la cuadricula.

Se calculd la concentracion de células viables en la suspension celular
madre. Se prepararon 700 ul de la suspensidon celular final en una

concentracién de 2.5 X 10° células en 100 pl.

Para la preparacion e incubacion de la placa de microtitulacion primeramente

se retird del refrigerador y se dejoé a que alcanzara la temperatura ambiente.
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Cada muestra se proceso en 5 pocillos individuales donde se incluyeron un
control nulo y un control positivo de viabilidad celular.

A cada uno de los pocillos se les agregé lo siguiente:

50 ul del medio de cultivo celular a cada pocillo del control nulo,

50 ul de solucion del antigeno ESAT-6 a los pocillos que sea necesario,

50 ul de solucion del antigeno CFP-10 a los pocillos que sea necesario,

50 ul de solucion de alfa cristalina a los pocillos que sea necesario y

50 ul de solucién de control positivo a cada pocillo de control de viabilidad
celular

Para la muestra de un paciente, se afiadio a cada uno de los 5 pocillos 100 pl
de la suspension celular final conteniendo 250,000 células viables.

Se incubd la placa en una incubadora con humidificador a 37° C con CO; al

5% durante 16 a 20 horas.

Para el revelado y recuento de las manchas, se retird la placa de la
incubadora y se desechd el medio de cultivo celular. Posteriormente se
afadieron 200 ul de solucion de PBS a cada pocillo, se desechd la solucion

de PBS y se repitio el lavado del pocillo 3 veces mas con solucion PBS.
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Para la obtencidn de la solucién de trabajo se diluyo el reactivo conjugado
(anticuerpo monoclonal murino contra interferén vy, conjugado con fosfatasa
alcalina), el cual esta concentrado 200 veces, esta dilucion se realizd
utilizando el PBS como diluyente.

Posteriormente se afiadieron 50 ul de solucidén del reactivo conjugado a
concentracion de trabajo a cada pocillo y se incubé de 2 a 8 ° C durante 60

minutos.

Una vez concluida la incubaciéon se desechd el conjugado y se efectuaron

cuatro lavados con PBS.
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Se anadieron 50 pl de solucion de sustrato (BCIP/NBT) a cada pocillo y se

incubd a temperatura ambiente durante 7 minutos.

Se lavé la placa minuciosamente con agua destilada o desionizada para

detener la reaccion de deteccion.

Se dejo secar la placa en un area bien ventilada o en un horno a una
temperatura maxima de 37°C, Se contaron y registraron el numero de
manchas azul oscuro, bien diferenciadas en la membrana de cada pocillo.
Se aplicaron los criterios de analisis de la prueba para determinar si la
muestra de un paciente es reactiva o no reactiva a los antigenos de la

tuberculosis.
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Control nulo ESAT-6 CFP-10 a cristalina Control
positivo

Paciente
reactivo

Paciente no
reactivo

Para el control de calidad se establecid que un recuento de manchas del
control nulo superior a 10 debe considerarse “indeterminado”. Los resultados
de tal muestra pueden ser dificiles de interpretar y posiblemente sea

necesario repetir el analisis.

Tipicamente el recuento de manchas del control positivo de viabilidad celular
deberia ser igual 0 mayor a 20 o presentar saturacién (demasiadas manchas
que impiden el recuento). Una proporcidén de pacientes pueden tener
linfocitos T que muestren solo una respuesta limitada a la fitohemaglutinina.
Si ninguno de los pocillos del control positivo 6 los 3 antigenos es positivo, se
repitiod la prueba para confirmar los resultados.

Si el control positivo no fue reactivo, pero se obtuvo un resultado reactivo
para uno o mas pocillos la prueba se considero reactiva.

Debido a las posibles variaciones bioldgicas y sistematicas, un intervalo de
recuentos de manchas entre 5 y 7 se consideré como “zona gris” e indico la
necesidad de considerar dicho resultado como “indeterminado”.

Interpretacion de los resultados
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Para los criterios de analisis: un resultado tipico seria la presencia de pocas
manchas o ausencia total en el pocillo del control nulo, el resultado de la
prueba es reactivo si uno o varios pocillos responden de acuerdo con los
siguientes criterios:

Si el control nulo tiene de 0 a 5 manchas la muestra sera reactiva si:
(recuento de manchas del pocillo)—(recuento de manchas del control nulo) es
mayor o igual a 6.

Si el control nulo tiene 6 0 mas manchas la muestra sera reactiva si:
(recuento de manchas del pocillo) es mayor o igual a dos x (recuento de
manchas del control nulo ).

Un resultado reactivo indica que la muestra contiene linfocitos t efectores
reactivos a Mycobacterium tuberculosis. Un resultado no reactivo indica que
la muestra probablemente no contiene linfocitos T efectores reactivos a

Mpycobacterium tuberculosis.

6.5 ANALISIS ESTADISTICO

La codificacion, captura de datos y analisis estadistico de la informacién se
realizé utilizando el SPPS versibn 16. Se evaluaron las estadisticas
descriptivas tradicionales (medidas de tendencia central, de dispersién y de
posicion) para las variables cualitativas, asi como la frecuencia de las
variables cuantitativas. Se elaboré una tabla de 2 x 2 para determinar
sensibilidad y especificidad, asi como valor predictivo positivo de las pruebas

ESAT-6, CFP-10 y Alfa cristalina, considerando el PPD como Prueba de Oro.
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Se busco la presencia de asociacidon significativa entre positividad de las
. s .z .2, ’

pruebas antes mencionadas a través de la evaluacion por Ji; asi como la

correlacion de Kappa de Cohen entre los resultados de PPD y cada una de

las pruebas estudiadas.
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CAPITULO 7

RESULTADOS

Se analizaron un total de 70 pacientes VIH positivos diagnosticados y
atendidos en la Consulta de Medicina Preventiva del Hospital
Universitario “ Dr. José Eleuterio Gonzalez ”, los cuales cumplieron los
criterios pre-establecidos en el presente protocolo, ellos conforman una
muestra representativa y significativa de la poblacién a analizar. A cada
paciente se le solicitd la firma de una carta de consentimiento informado.

Posterior a esto, se procedié a la realizacion de la historia clinica, examen
medico, aplicacién de PPD y toma de sangre para su procesamiento. Los
pacientes se citaron a las 48 horas para valoracion del resultado de PPD

y resultados de las pruebas de laboratorio.
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7.1.- DESCRIPCION SOCIODEMOGRAFICA DEL ESTUDIO.

La edad promedio de los participantes fue de 39 afios.

TABLA No. 1

ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA EDAD EN LA MUESTRA ESTUDIADA

GENERO FRECUENCIA %
MASCULINO 57 81.4
FEMENINO 13 18.6
TOTAL 70 100

N=70

Fuente. Instrumento estandarizado, encuesta.

De los 70 pacientes incluidos en el protocolo se observdé un marcado

predominio del género masculino con 57 casos (81.4%) y 13 casos

(18.6%) del género femenino (Tabla No. 1).
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TABLA No.2

DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN ESTADO CIVIL

VARIABLE FRECUENCIA PORCENTAJE
ESTADO CIVIL:
SOLTERO 59 84.3
CASADO 5 7.1
UNION LIBRE 3 4.3
VIUDO 3 4.3
TOTAL 70 100

n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, encuestas.

En su mayor parte 59 (84%) los pacientes referian un estado civil de solteria,
seguido por casados 5 (7%), unién libre 3 (4%) y viudos 3 (4%) (Ver Tabla

No. 2).
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TABLA No.3

DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN GRADO DE ESCOLARIDAD

VARIABLE: FRECUENCIA PORCENTAJE

ESCOLARIDAD

SECUNDARIA 43 61.4
PRIMARIA 12 171
PROFESIONAL 7 10
PREPARATORIA 5 7.1
TECNICA 3 4.3
TOTAL 70 100

n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, encuesta.

En cuanto al grado de escolaridad 43 (61%) de ellos presentaban un nivel
escolar maximo de secundaria, seguido de primaria en 12 (17%), profesional

7 (10%) preparatoria 5 (7%) y técnica 3 (4%) (Tabla No. 3).
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TABLA No. 4

DISTRIBUCION DE PACIENTES SEGUN ESTADO DE PROCEDENCIA

ESTADO FRECUENCIA PORCENTAJE
NUEVO LEON 48 68.6
SLP 9 12.9
COAHUILA 3 4.3
TAMAULIPAS 3 4.3
VERACRUZ 3 4.3
DURANGO 2 29
CHIHUAHUA 1 1.4
ZACATECAS 1 1.4
Total 70 100

n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, encuesta.

Cuando se analiz6 el Estado de procedencia de los integrantes del estudio,
encontramos que 48 (69%) de ellos fueron oriundos del Estado de Nuevo
Ledn, seguido de San Luis Potosi con 9 (13%), Coahuila, Tamaulipas y
Veracruz, cada uno con una frecuencia de 3 (4%), Durango 2 (3%), mientras
que solamente se registré un paciente de Chihuahua y otro de Zacatecas

(Ver Tabla No. 4).
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7.2 ANTECEDENTES DE IMPORTANCIA.
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FIGURA | DISTRIBUCION DE LA MUESTRA ESTUDIADA SEGUN
ANTECEDENTES DE IMPORTANCIA.

n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, encuesta.

En el analisis de los antecedentes de riesgo para la poblacion general,

presentes en los integrantes del estudio, se observd que 11 (15.7%) de

ellos presentaron tabaquismo activo, el

mismo porcentaje mostro

alcoholismo y ninguno de los estudiados presentd Diabetes mellitus

(Ver Figura |).

38



N ' 29 2
NO SABE ' 5.7 4

NO

64
91.4

0] 20 40 60 80 100

FIGURA Il DISTRIBUCION DE LA MUESTRA ESTUDIADA SEGUN
CONVIVENCIA CON PACIENTES CON TUBERCULOSIS.

n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, encuesta.

En cuanto a la convivencia con pacientes con tuberculosis, dos pacientes
(2.9%) refirieron que si convivieron con pacientes con tuberculosis, cuatro
(5.7%) no sabia si habia convivido y 64 (91.4%) no tenia antecedente de

convivencia (Ver Figura ll).
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FIGURA Il DISTRIBUCION DE LA MUESTRA ESTUDIADA SEGUN
CONVIVENCIA PREVIA CON PACIENTES CON TUBERCULOSIS.
n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, encuesta.

De igual manera en el analisis del contacto previo con personas con
tuberculosis dos pacientes (2.9%) refirieron contacto previo, dos (2.9%)
no especificaron y dos (2.9%) lo desconocieron y el resto niego haber

tenido contacto (Ver Figura Ill).
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FIGURA IV DISTRIBUCION DE LA MUESTRA ESTUDIADA SEGUN
TIEMPO DE CONVIVENCIA PREVIA CON PACIENTES CON
TUBERCULOSIS

n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, encuesta.

En cuanto a los pacientes que si estuvieron en contacto con pacientes
que tenian tuberculosis, un paciente (1.4%) refiri6 que ese contacto fue
por mas de 6 meses, un paciente (1.4%) no especificd el tiempo de

contacto y el resto no estuvieron en contacto 68 (97.1%)

(Ver Figura V).
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9 (15%)

61 (85%)

. Cicatriz de BCG

B No cicatriz de BCG

FIGURAV DISTRIBUCI()N’ DE LA MUESTRA ESTUDIADA SEGUN
VALORACION DE CICATRIZ DE BCG
n=70
Fuente. Instrumento estandarizado, estudio especializado de laboratorio
En lo referente a la vacunacién con BCG los 70 (100%) pacientes que se
incluyeron en el estudio tenian el antecedente de vacunacion con BCG y 61

(85%) presentaron la cicatriz de la vacuna (Ver Figura V).
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7.3 RESULTADOS DE LA PRUEBA DE PPD.
Se analizaron los estudios de laboratorio realizados a los integrantes del
estudio, donde se observo reactividad al PPD en 13 pacientes (18.6%) de

los 70 participantes (Ver Figura V).

B Noreactor

W Reactor

FIGURA VI DISTRIBUCION DE LA MUESTRA ESTUDIADA SEGUN
REACTIVIDAD AL PPD.

n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, encuesta.

7.4 COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE LA PRUEBA DE PPD Y
ELISPOT CON LAS DIFERENTES PROTEINAS
En cuanto a los resultados de las diferentes pruebas que se utilizaron, se
encontré que en relacién a la aplicacion de PPD en los 13 pacientes

positivos el mayor diametro fue de 30 X 29 mm, los diametros de

induracion mas frecuentes fueron 20 X 20 mmy 10 X 14 mm.
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De los setenta pacientes que se incluyeron en el estudio, 57 (81.4 %)

fueron no reactores a PPD, de los cuales 40 (70 %) dieron resultados

negativos a todas las pruebas aplicadas (ESAT-6, CFP-10 y alfa

cristalina) Once (19%) dieron positivas las 3 pruebas de ESAT-6, CFP-10

y alfa cristalina. Cuatro (7%) resultaron positivos solamente a alfa

cristalina, dos (3.5 %) pacientes dieron el ESAT-6 y CFP-10 positivo y alfa

cristalina negativa (Ver Tabla No.5 y Figura VII).

TABLA No. 5

COMPARACION DE LA PRUEBA DE PPD CON RESULTADO NEGATIVO
CON ESAT-6, CFP-10 Y ALFA CRISTALINA

Pacientes PPD  Induracién ESAT-6 CFP-10 ¢ cristalina

40 Negativo 0X0 mm Negativo Negativo Negativo

11 Negativo 0X0 mm Positivo Positivo Positivo

4 Negativo 0X0 mm Negativo Negativo Positivo

2 Negativo 0X0 mm Positivo Positivo Negativo
n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, estudio especializado de laboratorio

Los 13 (18.6 %) reactores a PPD presentaron los siguientes resultados:

en 5 pacientes (38%) se reportaron zonas de 10 a 27 mm de induracion

en la valoracion del PPD a las 48 horas, con el resto de las pruebas

negativas. En un caso (7.6%) se present6 una induracién de 20 x 20 mm
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y todas las pruebas positivas. En cuatro (31%) pacientes se reportaron

zonas de induracion de 10 a 22 mm, con ESAT-6 y CFP-10 negativos y

alfa cristalina positiva. En tres (23%) pacientes se reportaron zonas de

induracion de 10 a 30 mm, con ESAT-6 y CFP-10 positivos y alfa

cristalina negativa. Se encontré positividad a la prueba de ESAT-6 y CFP-

10 en 17 casos (24.3%) de los cuales 4 tenian el PPD positivo para el

diagndstico de ILT. Para la proteina alfa cristalina se reporté positividad

en 20 casos (28.6%) de los cuales cinco presentaban el PPD positivo (Ver

Tabla No. 6 y Figura VII).

TABLA No. 6

COMPARACION DE LA PRUEBA DE PPD CON RESULTADO

POSITIVO CON ESAT-6, CFP-10
Y ALFA CRISTALINA

Pacientes PPD

5 Positivo

Positivo
4 Positivo
3 Positivo

Induracion

10x 8 mm
10x14 mm
10x13 mm
27x10 mm
20x20 mm

20x20 mm

18x19 mm
22x20 mm
10x13 mm
15x20 mm

10x14 mm
30x27 mm
30x29 mm

ESAT-6

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

CFP-10 o cristalina
Negativo Negativo
Positivo Positivo
Negativo Positivo
Positivo Negativo

n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, estudio especializado de laboratorio
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FIGURA VII DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA MUESTRA
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Fuente. Instrumento estandarizado, estudio especializado de laboratorio



7.5 ANALISIS ESTADISTICO

Cuando se segmento la poblacion segun la presencia o ausencia de
reactividad al PPD como diagndstico de ILT y se comparo la frecuencia
porcentual de positividad y negatividad segun las pruebas de ESAT-6,
CFP-10 y proteina alfa cristalina mediante pruebas de hipotesis para
proporciones a una confiabilidad del 95%, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en alguno de los casos (p > 0.05).

Cuando se analizé la presencia de asociacion entre la reactividad del
PPD y la positividad en las pruebas especificas realizadas, no se
encontrd asociacion estadistica en las pruebas de ESAT-6 (Ji’= 0.06,
valor de p= 0.8059), CFP-10 (Ji*= 0.06, valor de p= 0.8059) y proteina

alfa cristalina (Ji*= 0.286, valor de p= 0.5929) (Ver Tabla 7).

TABLA No. 7

ASOCIACION ENTRE LA REACTIVIDAD AL PPD Y LA PROTEINA ESAT-
6, CFP-10 Y ALFA CRISTALINA

ESAT-6

Ji? 0.060
Valor de p 0.8059
CFP 10

Ji? 0.060
Valor de p 0.8059
a CRISTALINA

Ji? 0.286
Valor de p 0.5929

n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, estadistico.
47



TABLA No.8

COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS SEGUN PPD Y
ESAT-6

POSITIVO

NEGATIVO

n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, estadistico.

Se evaluo la certeza diagnodstica de los estudios, cuando se comparé el PPD
como Prueba de Oro, se encontré que la prueba de ESAT-6 presenté una
sensibilidad del 30.7% (IC 95%: 9% a 61%), una especificidad del 77% (IC
95%: 64% a 87%), un valor predictivo positivo del 23.5% (IC 95%: 6.9% a
50%) y negativo del 83% (IC 95%: 70% a 92%) y con un indice Kappa de
Cohen de 0.0712 resultado que no es significativo estadisticamente, con un

IC de 95% (Ver Tabla No. 8).
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TABLA No. 9

COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
SEGUN PPD Y CFP-10

REACTIVO NO REACTIVO

POSITIVO

CFP 10

n=70

Fuente. Instrumento estandarizado, estadistico.

La prueba de CFP 10 marcé una sensibilidad del 30.7% (IC: 9.2% a 61.3%),
una especificidad del 77.1% (IC: 64.1% a 87.2%), un valor predictivo positivo
del 23.5% (IC: 6.9% a 49.9%) y negativo del 83% (IC: 70.1% a 91.9%) y un
indice de Kappa de Cohen de 0.0712 resultado que no es significativo

estadisticamente, con un IC de 95% (Ver Tabla No. 9).
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TABLA No.10

COMPARACIO’N DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
SEGUN PPD Y ALFA CRISTALINA

NO

REACTIVO  geacTivo

PROTEINA  POSITIVO

ALFA

CRISTALI NEGATIVO
NA

n=70 Fuente. Instrumento estandarizado, estadistico.
Por ultimo la prueba de Proteina alfa cristalina presento una sensibilidad del
38.4% (IC: 14.0% a 68.3%) una especificidad del 73.6% (IC: 60.3% a 84.4%),
un valor predictivo positivo del 25% (IC: 8.7% a 49.1%) y negativo del 84%
(IC: 70.8% a 92.8%) y un indice de Kappa de Cohen de 0.1006 resultado que

no es significativo estadisticamente, con un IC de 95% (Ver Tabla No. 10).
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CAPITULO 8

DISCUSION

La identificacion y tratamiento de la infeccion latente tuberculosa en
pacientes HIV positivos es actualmente uno de los retos mas importantes de
la salud publica a nivel mundial, especialmente en las areas geograficas de
alta endemicidad de tuberculosis asociada con el virus de |la

inmunodeficiencia humana.

Se estudiaron un total de setenta pacientes cuya edad promedio fue de 39
afnos, con predominio del género masculino, poblacion similar a la estudiada
por Chapman 2® en Zambia y Karam ¢ en Dakar. En lo referente al estado
civil, la mayoria de los pacientes manifestaron ser solteros, con escolaridad
de secundaria y procedentes del Estado de Nuevo Ledn. Todos los
individuos incluidos en el estudio habian sido vacunados con BCG, dos
individuos refirieron previa convivencia con pacientes con diagnostico de
tuberculosis activa.

La infeccién latente de tuberculosis (ILT) se presenta cuando el bacilo de la

TB infecta el organismo (generalmente en los pulmones), sin que se
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presenten sintomas evidentes. Para su diagnostico se toma en cuenta que el
paciente presente una reaccion importante a la prueba de PPD. En esta
prueba ocurre una estimulaciéon de la poblacion especifica de linfocitos T
para producir citocinas (interferon vy), factor de necrosis tumoral e
interleucinas, asi como células de respuesta inflamatoria dando como
resultado un area con eritema e induracion entre las 48 a 72 hs posteriores a

la aplicacion. "%

Las principales limitantes del PPD son que al no ser una prueba especifica
para M. tuberculosis y puede dar una reaccion positiva luego de tener
cualquier exposicion a otras micobacterias, incluyendo la vacunacién con el
Bacilo de Calmette-Guerin (BCG). Otra desventaja es que la sensibilidad esta
sustancialmente reducida en sujetos VIH+, en particular si tienen enfermedad
avanzada (SIDA) o infeccidén diseminada por M. tuberculosis como lo refiere
Vincenti.'® En poblaciones con alta prevalencia de infeccién por M.
tuberculosis, la sensibilidad de la prueba de PPD limita su uso. Asi, esta
prueba posee altos porcentajes de resultados falsos negativos (>65% en

pacientes VIH con TB activa). Chapman 2

reporta que en pacientes VIH
positivos la sensibilidad del PPD disminuye de 40% a 60 % y que en

pacientes con VIH y tuberculosis esta sensibilidad es del 72%.

Recientemente se han desarrollado ensayos inmunoldgicos que detectan la

infeccion por M. tuberculosis en forma significativa. ESAT-6 y CFP-10 son
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dos proteinas codificadas en el segmento RD1 del genoma del M.
tuberculosis, las cuales no dan una reaccion inmunoloégica en aquellas
personas vacunadas con la BCG ni en las micobacterias ambientales. Con
estas dos proteinas se ha desarrollado un ensayo inmunoldgico, el
ELISPOT. Este ensayo detecta el interferon y liberado por las células
mononucleares en respuesta a estos antigenos, por lo cual es posible
diferenciar una infeccion por M. tuberculosis de la vacunacién con BCG o las
micobacterias ambientales. Diversos autores como son: Ewer #*, Lawn %, y
Karman *® mencionan que la aplicacion de estas pruebas en individuos sanos
tienen una sensibilidad de 89% y una especificidad de 98%, mientras que en
pacientes HIV positivos con TB la sensibilidad es del 90%. En nuestro
estudio encontramos que utilizando el PPD como “Prueba de Oro”, la
inmuno-enzimatica basada en la respuesta a las proteinas ESAT-6 y CFP-10
muestran una sensibilidad del 30.7% y una especificidad del 77.1%. Al
comparar estos resultados observamos que en nuestra poblacién de
pacientes la sensibilidad y la especificidad se ubican en un rango inferior al
reportado, esto puede ser debido a que en nuestro Estado la tuberculosis es
una enfermedad endémica y de alta prevalencia, o que coincide con la
sensibilidad y especificidad reportada por Chapman? en una poblacién de
pacientes HIV positivos de Zambia, donde la sensibilidad es del 40 al 60%.
En estas pruebas encontramos un valor predictivo positivo del 23.5% y

negativo del 83%.
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Recientemente, Stewart y col.** describieron una proteina, la proteina alfa-
cristalina la cual se ha ligado al estado latente de la tuberculosis e induce
una respuesta especifica en los monocitos de pacientes infectados con M.
tuberculosis que se manifiesta por la produccion de interferén y. Al realizar
esta prueba en los pacientes incluidos encontramos que la sensibilidad es
de 38.4%, con una especificidad del 73.6%, un valor predictivo positivo del
25% y negativo del 84%. Aunque a simple vista la sensibilidad y
especificidad de esta prueba parece ser mayor al comparar la frecuencia
porcentual de positividad y negatividad segun las pruebas de ESAT-6 y CFP-
10 no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguno
de las pruebas (p > 0.05). La prueba de Kappa de Cohen mostré minima
concordancia entre la prueba de PPD y las pruebas de ELISPOT, esto pude
explicarse por el hecho de que se tomé el PPD como Prueba de Oro, la cual
tiene una sensibilidad mas baja que las tres pruebas contra las que se

comparo.

54



CAPITULO 9

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
9.1 Conclusiones

1.- Las pruebas inmunoldgicas de deteccion como ESAT-6, CFP-10 y alfa
cristalina tienen mejor sensibilidad que la prueba de PPD.
2.- Es muy pequeia la concordancia entre las respuestas del PPD vy la
prueba ELISPOT que utiliza ESAT-6, CFP-10 y alfa cristalina.
3.- Los resultados en este estudio muestran que hay casos sobre todo
entre los no reactores al PPD en donde las proteinas ESAT-6 y CFP-10
son positivas.
4.- Si bien la proteina alfa cristalina esta descrita como una prueba mas
especifica para el diagnéstico de ILT no existe una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al PPD.
5.- Al comparar el PPD con la prueba de ELISPOT, esta ultima ofrece una
verdadera ventaja debido a que no incluye los problemas relacionados
con la ejecucion y la lectura de la intradermoreaccion ni la necesidad de

una segunda visita para valoracion.
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9.2 Recomendaciones

Se requiere establecer la utilidad de esta prueba por lo que
recomendamos seguir con esta linea de investigacion.

Una vez que quede establecido el valor predictivo de esta prueba para la
ILT sera necesario simplificarla (intradermoreaccién) para utilizarla en
gran escala en zonas endémicas.

Establecer el seguimiento clinico de los casos positivos por un afio para
evaluar la certeza diagndstica de las pruebas de ELISPOT al compararlas
con los casos clinicos de TB comprobados por baciloscopia.

Se requiere la utilizacion de nuevas estrategias diagndsticas
confirmatorias y mas especificas para el diagnostico oportuno y

prevencion de la ILT.
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APENDICE A
FORMA DE PARTICIPACION VOLUNTARIA EN EL PROYECTO
Deteccion de la Infeccion Tuberculosa Latente en pacientes VIH

positivos mediante la prueba de ELISPOT con las proteinas ESAT-6,
CFP-10 y Alfa Cristalina en el Estado de Nuevo Leén.

Fecha: / /

A QUIEN CORRESPONDA:

Declaro libre y voluntariamente que acepto participar en este proyecto
de investigacion que se realiza la Consulta No. 23 del Hospital Universitario
"Dr. José Eleuterio Gonzalez", cuyo objetivo es detectar la infeccion de
tuberculosis latente en pacientes que tenemos la enfermedad de VIH.

Entiendo que mi participacion consistira unicamente en proporcionar o
permitir que se obtenga una muestra de sangre y que se realice una prueba
en el brazo lo cual no representa riesgo alguno para mi salud.

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracion y
obtener informacion sobre la investigacion en cualquier momento del
desarrollo de ésta. Ademas entiendo que estoy en libertad de retirarme en el
momento que desee y si tomara esta decision no me afectara en futuros
tratamientos que requiera en la institucion.

Entiendo que la informacion obtenida de la investigacion sera
manejada en forma confidencial y que en ningin momento se violara mi
privacidad.

Firma Firma
Paciente Testigo
Nombre: Nombre:
Direccion: Direccion:
Investigador:
Nombre:
Direccion:
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APENDICE B

HOJA DE REGISTRO DE DATOS CLINICOS

1-Fecha [/ | 2.-Registro

3.- Hospital: - 1. Universitario 2. Metropolitano

| DATOS GENERALES

Nombre

Teléfono

i-CcURP_

2.- Edad

3.- Género: Masculino [] Femenino []

4.- Estado Civil: Casado(a) D Soltero(a) D
Viudo (a) D Divorciado (a) D
Union Libre  [_]

5.- Nivel de escolaridad: Primaria D Secundaria D

Preparatoria [ ] Profesional [_]

6.- Estado de origen

| DATOS SOBRE EL VIH/SIDA
7.- Fecha de diagndsticode VIH _~ /

8.- .-Lugar de diagnostico

9.- Fecha del examen:  ELISA1-VIH__ /|
10.-Western blot Fecha del examen / /
11- Ultima Carga Viral copias /ml
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12.- Ultimos Linfocitos CD4 mm?®-

13.-¢, Convive actualmente con personas con Tuberculosis?
si [] No [ ] Nosé¢ [ ]

14.- ; Por cuanto tiempo?
Intimo-diario (mas de 6 horas)
Frecuente-diario (menos de 6 horas)

Esporadico no diario

O O O

No especificado

15.-¢ Ha tenido usted tuberculosis anteriormente?

Si [] No [ ]

1] RESULTADOS DE LAS PRUEBAS

PPD Negativo [ | Positivo ]
ESAT-6 Negativo [ ] Positvo ]
ESAT-6 Negativo [ | Positivo []
PROTEINA Negativo [ ] Positivo [ ]

ALFA CRISTALINA

NOTAS ADICIONALES:

Investigador:

Firma

Nombre
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