005 YY
5,
1
:JZ—"EZZ.[Q.] UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
I DE MEXICO
f .

FACULTAD DE QUIMICA

VALORACION DEL USO DE INMUNOENSA-
YOS PARA EL DIAGNOSTICO RAPIDO DE
TUBERCULOSIS EN POBLACION ABIERTA

1 CON
FALIA DE 6»1"'1

TESIS DE POSGRADO
PARA OBTENER EL DIPLOMA DE

ESPECIALIZACION EN BIOQUIMICA
CLINICA

P R E 8 E N T A
Q.F.B. MARIA DEL CARMEN SARABIA LEON

C—
MEXICO, D. F. 1994



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



Dedico este trabajo a aquellos Por quienas me fue posible
llegar al termino de esta Especializacién, sea ror su apoyvo
incondicional, por sus consejos, por su ayuda técnica o por
sus llamadas de atencidn. A quienes han estado commigo vy
sabean lo importante que son v a mis nuevos amigos que forman

parte de las buenas adquisicionas en este negocioc.

A mis padras

A mis hersanos

A Sargio

A Angales, Olga y Angala

A Miguel

A mix anigos del INER y de Nutricién

A Yolanda Lopaz-Videl, Eduardo Rivera y Eduardo Sada



El trabajo me realizé en el Departamento da Microbiologia
del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
bajo la direccién del Dr. Eduardo Sada Diaz



RESUMEN

Se valors la utilizacicn de técnicas inmunoldgicas como
métodos alternativos an el diagnogtico de tuberculosis
pulmonar (TbP), realizando la busqueda da antigencs da M.
tuberculosis y anticuerpos dirigidos contra la misma
bacteria en suero de pacientes con sospecha clinica de
tubarculosis. E1 antigeno ~lipoarabinamanana- (LAM) de M.
tuberculosis se detectsd por coaglutinacién e inmunocensayo en
papel (DOT) utilizando suero hiperinmune da <oneio y un
anticuerpo monoclonal. Para la deteccion de anticuerros se
usaron dos sisteamas de ELISA utilizando en eallos como
antigenos un aextracto soluble de M. tubsrculostis 14
lipcarsbinomanana purificada. Los resultados demostraron que
la dateccidon dal antigeno en estos sistemas fue poco
eficiente, para coaglutinacion la sensibilidad fue 32X vy 1la
espeacificidad 81X, mientras que Para DOT fusron de 38X y 84X
raspecti La dat idn por ELISA de anticuerpos
utilizando extracto de M tuberculosis mostrs  una
sensibilidad dal 80X con especificidad dal 60%. Con LAM la
sansibilided fue 50X con esrcecificidad de 90X%.

Lox resultados anteriocres sugieren que al uso de
inmmoanzayes utilizande suercs de pacientas Para 1a
busamda de LAR v para la deteccicon dea anticuerpos en contra
' dm extos antigenos no tiena suficiente aespecificidad vy
sensibilidad para ser de utilidad en el diagnéstico
rutinario de tuberculosis en poblacidn abierta. Es rmcesario
desarrollar métodos rapidos para el diagndstico de ToP,
espacialmanta en pPaises en desarrollo en los <us  la
eravalencia de ToP es mayor.

PALABRAS CLAVE: Tuberculosis, lipoarabinosanana,

antigenemia.



ABSTRACT

The usefulness of 1mmunological techniques as alternative
mathods  for the diagnosis of pulmonary tuberculosis was
avatuated. Mycobacterial antigens and anti wmycobacterial
antibodies were determined in sera from pPatients with
clinical sings of tuberculosis.The antigen
~lipoarabinomannan— (LAM) was assaved by coagglutination art
by DUT immuncbinding assay using a hyperimsurne rabbit serum
and a monoclonal antibody asainst LAM. For antibody
detection two ELISA systems were used, one with soluble M.
tuberculosis extract as antigen and the other with
liroarabinomannan as antigen. According to the results
obtained, the two antigen detection mathods tasted are of
little usefulnass. For coagglutination the sensitivity was
32X and specificity was 81X, while for tha DOT assay thay
were 38% and 84X raespactively.For the antibody datection
method using mycobacterial extract as antigen a sensitivity
of 80X and a spacificity of 60X wara obtained. When using
LAM as antigen the sensitivity was 50X and the specificity
was 90X%. These results suggest that ismuncassays using sera
either for antigen or antibody detection do not have enocugh
specificity or sensitivity to be usad in the routine
diagnosis of tubaerculozis in an oren population with
clinical suspicion ‘of this entity. It is necessary to
davelop fast mathods for diagnosis, esrecially in developing
countries whare differantiation by immunclogical techniques
1% difficult.

XEY WORDS: Tuberculosis, lircarabinosannan, antigenesia



INTRODUCLCION

La tuberculosis es un padecimiento que data de la
antigiledad, y a pasar de 1los adelantos técnicos v
cientificos de esta era, sigue siendo un problema de salud
mundial. €n 1990 un numero estimado de 8 millones de
individuos la desarrollaron, y se calcularon entre 2.6 v 2.9
millones de muertes por tuberculosis.* En los Paises en
dasarrollo la incidencia es mayor y en nuastro pais se
informé una mediana de 12,906 casos de tuberculosis
Pulmonar, v alradedor da 200-300 casos de tuberculosis
seningea por afo en 1990-1991.%

Las dos razones Principales por las aque el control wundial
de la tuberculosis falla, son la incapacidad de diagnosticar
aficientemente fuentes de infeccidn vy la incapacidad de
curar agueallos gque son diagndsticados.® Para podar
solucionar estos problamas se han desarrollado técnicas
alternativas de diagnéstico.* v se ha investigado sl uso de
nuavos farsacos®

Tradicionalmente se han utilizado en zonas da alta
prevalencia baciloscopLas, cultivos, v en sitios de baja
prevalenciai la intradermoreaccion (pruaba de PPD). Los
problesas fundamentales que tienen estos mbtodos de
diagndstico son que ln- baciloscopia v la intradearmoresccidon
{(PPD) tieren una sensibilidad del 75X comparados con el
cultivo el sual se considera estandar de oro. Este Gltimo, a

pasar de zer el mis sengible tambien tiene desventajas cowo



es la necesidad de concentracidén y descontaminacién de las
muestrag vy principalmente el tiempo de obtencidtn de
resultados.? Estas desventajas han impulsado el desarrolle
de alternativas en el diagnostico que incluven el uso de
técnicas cromatograficas, biologia mnlecular’, v el
1nmunodl agnost:‘co'.

En 1 disanéstico inmunoldgico se tienen dos alternativas,.
una e5 la deaterminacidn de anticuerpos contrs antigenos
sicobacterianos v 1a otra es la deterainacién de antigenos
da micobacterias presentes en la suestra. La sensibilidad,
especificidad vy valores predictivos varian con ia
Pravalencia de la enfermsedad y la técnica utilizeda.™®
En aste estudio & avalwd la utiltidad de técnicax difarentes
técnicas inmmnoldgicas en comparacidén con las tradicionales
{baciloscoplia v cultivo) para al diagndstico de tuberculosis
Pulmonar en una poblacidn abiarta, datarmsinuxio cual de
allax prezenta las mejoras cuaslidades para su uso an forma
rutinaria.

Para &l11o se emplearon dos siztemas de FELISA para datactar
anticuerpos dirigidos contra M tubsrculosis, en uno se
emplad como antigeno un extracto soluble da M. tuberculosis,
y en a) atro liroarabinonanana Ppurificada da M.
tuberculostis, que es un antigenc de pared ,'° de 30-40
K1lodaltones (kD1** y que se le conzidera como un factor que

contribuye a que ia micobactaria Pparsista en los

sacrofagos*’.



Recientemente se describid el uso de coaglutinacidn para el
diagnéstico de tuberculosis a traves de la deteccion de LAM
de la micobacteria en suero de Pacientes utilizando
anticuerpos policlonales de conejo dirigidos contra
LAM'®, Esta prueba por ser especi fica rapida vy sencilla de
realizar podria ser utilizada como prueba de rutina. Por
otro lado., considerando 1la necesidad de realizar el
diagndstico en un nimero de muastras grande vy en un lugar de
facilidades técnicas limitadas se evalué una prueba de DOT
rara la deteccidon del mismo antigeno utilizando anticuarpox

monoclonales espect ficos de ratén.



MATERIAL ¥ METODOS

GRUPQS DE ESTUDIC

Se obtuvieron muestras de sueroc de pacientes atendidos en el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, que
asistieron a consulta externa con sospecha clinica de
tuberculosis pulmonar. lLas muestras de suero fueron
1dentificadas y almacenadas en alicuotas a -20°C hasta su
procesamiento. Para el diagndstico de tuberculosis a todos
los Pacientaes se les realizs baciloscoria
(auramina-rodamina) y cultivo de acuerdo a 1la wetodologia
convencional.'* .

Sa considerd como poblacién abierta a los pacientes que
llegan por primera vez a consulta con sintomas que pueden
sar sugestivos de tuberculosisz pulmonar cuyo diagnéstico es

desconocido en ese momento y sin seleccionarlos con basa a

edad, tado soci ico, sexo ni zona geogrifica de
procedencis.

ELISA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS SERICOS EN CONTRA
DEL EXTRACTO DE M. tuberculostis

El extracto sa obtuvo a partir de un cultivo de M.
tuberculosis (H37Rv) en medio Proskawer-Beeck-Youmans de 6
semanas a 37°C. Para el inmuncensayc se sensibilizaron
placas para ELISA (Maxisorb Nunc InterMad) con 100 i de
aeste axtracto proteico (1 ug/mL) en solucidén amortiguadora
de carbonatos (0.05 M, pH 9.6) incubando a 4°C 20hr. Se

lavaron las placas 4 veces con solucidn amortiguadora de






fosfatos (PBS) con 0.05 % de Tween 20 vy se bloquec con 200
s de PBS-Tween con 1 % de albumina sérica bovina por 2_hr a
37°C. Se lavaron las placas 4 veces con PSS-Tween. Las
muestras de suaro se diluyeron 131200 en PBS-Tween 20, VY se
adicionaron 100 L de la dilucién a cada pozo de la Placa
por duplicado. Se incubd 1 hr a 37°C vy posteriormente ze
lavé 4 veces con PBS-Tween20 . Se adicionaron 100 ;4. de una
dilucion 131000 en PBS-Twean de IgG llrlt‘.i IgG husana
conjugada a biotina (Sigma Chem. Co. 8t. Louis) y se incubd
Por 1 hr a 37°C. Desrues de lavar 4 vaces con PBS-Twean sa
agregaron 100 ;4 de una dilucién 112000 da astreptoavidin
Peroxidasa ¥ se incubd por 1 hr a 37°C. Finalmente despues
de lavar la placa 4 veces se reveld con 100 i. de sustrato
constituido por 4 mo de o-fenilendiamina (Sioma Chem. Co.
8t. Louis), 10 aL. de solucidn amortiguadora da citratos (0.t
M. pH S.0) vy S il de HDz al 30 X. La resccicn se detuvo con
So.pL da Ha80¢ (2.5 N) v se layd la absorbancia a 490rm en
un lector e ELISA (Minireader II, Dynatechl).

ELISA PARA DETECCION DE ANTICUERPDS anti-LAM

Este ensayo fue reslizado de acuerdo a la técnica descrita
ror Sada vy cols.'® La técnica sa astandarizé utilizsndo el
S50% del vdélumen dascrito con la finalidad da ahorrar
reactivo. .

DETECCION DE LYPOARABINOMANANA

A. CONCENTRACION DE LIPCARABINOMANANA V‘ REDUCCION DE
REACCIONES INESPECIFICAS



El procesamientc de las muestras de suero se realizé segun
1a técnica dascrita por Doskeland y Berdal'®. Brevemente, 400
Hi. de suero se diluyeron con 800 ut de solucidn
amortiguadora de fosfatos (PBS) (0.0IM, pH 7.2) vy se
adicionaron 400 gL de solucidn de EDTA (0.1 M. pH 7.0).  La
mazcla anterior se ebulléd por 3 min, v se centrifugé por 8
min a 10,000 xg. El1 sobrenadante se precipits con ETOH hasta’
alcanzar una concentracién de 70 X v se centrifugé en las
mismas condiciones. El precipitado se disolvid en 400 ;4 de
PBS, se abulld por I min, se centrifugé por s min a 10,000
xg@. €1 sobrenadante se precipitéd con ETOH rnuavasente vy se
centrifugd por 8 Mmin a 10,000 x9 v al precipitado obtenido
se disolvid en 100 . da PBS con &t X de albdmina sérica
bovina (Q.P. Sigma Chem. Co. St. Louis ).

Este dltimo material fue utilizado para la dateccién de
antigeno por coaglutinaciéon y DOT.

B. PREPARACION DEL REACTIVO DE COAGLUTINACION

El reactivo de coaglutinacion se prepard utilizando una cepa
S. aureus Cowsn I segtn la técnica de Edward v Larson'’. A
500 . da suspension de S. gureus 10 X (v/v) se agregaron 350
L da suaro da conajo hiperirmune contra LAMN. La sezclia =za
incubé por 2 hr a 37°C con agitacién esporsdica.
Postariormente las bacterias se lavaron 3 veces con FBS vy se
llevs a un volumen Final dea 2 sl con PBS-AlbGmina sérica
bovina 1 X, lo qua constituro el rective final. El1 suarc
hiperinmune se ocbtuvo seagin la técnica descrita por Sada y



cok.*?

Como control se Prepard una suspensidn semejante utilizando
suero normal de conejo en lugar del suero hiperinmune contra
LAM,

C. DETECCIW DE LAM POR REACCION DE AGLUTINACION

Para 1a pruetba de coaglutinacion se mezclaron 25 ul de
reactivo de coaglutinacién con 25 ul. del material obtenido
en el punto A (concentrado de LAM), se incubd por 10 min con
rotacién (100 rpm) a temperatura ambiente y se leys la
aglutinacidn comparando con controles. Los controles fueron
solucionas de LAM en concentracidén 100 ng/al, S0 na/mlL, 25
ng/el, 10 ng/mi., ¥ 5 ng/ml. vy solucidén da PBS-Albdmina. Una
prusba se considerd positiva si la aglutinacion resultante
ara por 1o menos tan intensa como la cbsarvada en el control
de 25 no/ml. de LAM. El LAM utilizado en aste estudio fus una
donacién da Patrick Brennan , ( Departament of WMicrobiology,
Colorado State University, Ft. Collins.) quien 1lo obtuvo
purificado por cromatografia da filtracion en geal de
intercambio idnico y con der'.orsente segtn una técnica
previamente descrita por el mismo.'®

D. PREPARACIDN PE MEMBRANA PARA DOT

Se cortaron cuadros de qitrocelulosa con poro de 0.45 u
(BIORAD Trans—Blobﬂ‘ tr.nnsfer medium) v se sumeargieron on
PBS por S min. Se dejaron secar y se colocaron 25 ;i del
material obtenido en el punto A v en el caso dea soluciones

controles de LAM 100 ;.'l. Por pozo, empleando el aparato Ppara



DPOT (BIOKAD Bio-Dot™ Apparatus) una vez que se absorbiercn
las soluciones depositadas en cada pozo s¢ lavéd la membrana
con 100 ul. de PBS, posteriormente se sacd ia membrana del
aparato. se dejd secar y se bloqued con solucién de PBS con

MR Jeche descremada en polvo Nest1eM® )

1 % de leche (Svelty
incubando 30 min a temperatura ambiente. Finalmente se lavé
1a membrana tres veces con PBS v se dejé secar. Las muestras
y los controles fueron los mismos que se utilizaron para la
aglutinacién.

E. DETECCION DE LAM POR DOT

Se 1ncubd la membrana de nitrocelulosa durantae 1 hr con uma
dilucion 131100 de anticuerpos  monoclonales de ratén
dirigidos contra LAM (anticuerpos purificados por columna de
afinidad (1 mg/mL), donados amablemente por P. Brennan) .
Se lavés 5 veces con PBS-tween 20 y se incubd con una
dilucién 1:500 de I96 anti ratén especie especi fico
biotilinado (Amershas International Pic) por 1 hr. Se lavs 5
vaces con PBS tween 20 y sa incubé la wsesbrana con una
dilucidn 1:1000 de estrertoavidin peroxidasa (Sigsa Chem.
Co. St. Louis) por 1 hr. Se lavo 4 la membrana veces con PBS
tween 20 y 2 veces con PBS y se reveld con una solucidén que
contiene: 30 mg de 4-Cl-naftol {(Sigma Chem, Co. St., Louis),
10 ml de MeOH absoluto (Merck México S.A.) S0 mL. de PBS vy
100 ul de H202 al 30 X (Merck México S.A.) durante 10-30
min. Se detuvo la reaccisn con PBS y sa leyd comparando con

los controles, la presencia de una mancha de intensidad
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semejante o mayor al control de S5 no/ml de LAM fue
considerada positiva. Las diluciones se hicieron en PBS con
1 % de Tween 20 (Sigma Chem. Co. St. Louis) y todas las
incubaciones fueron realizadas a temperatura ambiente con
agitacion esporadica.

CALCULOS ESTADISTICOS

Para la detm:t.;ién de anticuerpos por ELISA se calcularon
indices de densidad optica (IDQ) dividiendo las absorbancias
obtenidas de las muestras entre el valor obtenido por una
muestra positiva gue se corric en todas las placas.

. Lox calcules de correlacidn de Spearman sobre los (ndices de
densidad Sptica (IDO) para ELISA, y la comparacion de los
IPO de los gruros de estudio fusron realizades con Minitab
Data AnalysisSoftware (Ninitab' INC.). La concordancia dea las
técnicas con respecto al BAAR vy al cultivo se valoréd con el
valor de kapPa (x} da Cohen “.. Los Parimatros da
sensibilidad, espacificidad vy valores pradictivos m»

calcularon como indica Toman'®.



RESULTADOS

GRUPOS DE ESTUDIO

La poblacidn de estudio consté de 94 pacientes atendidos por
la consulta externa del Instit".ubo Nacional de Enfermedades
Respiratorias. De acuerdo al cuadro clinico y resultado de
baciloscopias y cultivos los pacientes se clasificaron en
tres grupos como se indica en la cuadro I.

DETECCION DE ANTICUERPOS

La mediana de los résultados da los indices de densidad
optica (IDO) calculados para extracto son: para el grupo con
tuberculosis e 0.58% 0.30 mientras que para el grusc de no
tuberculosis de 0.3620.19 los resultados demostraron una
diferencia estadisticamente significativa (229 0.023.
Utilizando LAM 3@ obtuvieron medianas de 0.65% 0.34 y de
0.44%0.27 respectivasente con una diferencia
astadisticamenta signficativa p <0.025. En las cuadros II v
III se muastran los resultados obtenidos al dicotomizar 1la
poblacidén en positivos o hegativos para las pruebas
considerando diferentes valores de IDO como puntos de corte
Para cada una. Las figuras 1 y 2 muestran en forma grafica
los resultados de serologla para extracto v LAM. En el caso
dal ELISA utilizando extracto como antigeno se obtiene una
mayor concordancia con @l rasultado de cultivo v/o
-bacxloscop.li a un punto de corte de IDO= 0.5 en donda se
tienen especificidad del 75 % vy sensibilidad de 65 %.

Para al ELISA en el que se utilizé lipoarabinomanana como

12



antigeno se obtuvé a un punto de corte de 0,7 una
concordancia con el cultivo y/o baciloscopta de 0.38 con
sensibilidad de 51 % y espacificidad de 90%. La correlacién
entre ambas técnicas de ELISA(p de Spearman) utilizando
extracto crudo o lipoarabinomanana como antigenos es de
0.597. La representacién grafica se aprecia en la fig. 3.

DETECCION DE ANTIGENEMIA EN SUERO (LIPOARABINOMANANA)

Ltos resultades se muestran en la cuadro IV. DPe un grupo de
47 pacientes con tuberculosis pulmonar, en 15 (32%) se
encontré una prueba de coaglutinacion positiva y de 18 (38%)
con prueba de DOT positiva. Del grupo da 32 pacientes sin
tuberculosis demostrable 6 (19X) dieron una pruaba positiva
por coaglutinaciéon y 35 (15X por DOT. Los valores
calculados Para sensibilidad, especificidad, valor
pradictivo positivo y negativo fuaron calculados con estos
datos v se encuantran en la cuadro IV. Cuando se agruparon
los resultados de coaglutinacién y de DOT, ( cuadro V ) se
logrd mesjorar la sensibilidad a 33 %X con muy discretos
cambios en aespecificidad ( Mas de 80 X con coaglutinacion o

DOT solos a 78 % con al mencs una prueba positival.
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DISCUSION .

Diversos estudios realizados por nuestro grupo y otros
investigadores han revelado la utilidad de la deteccién de
anticuerpos para el diagndstico de tuberculosis en suor'.o Por
el método de ELISA '™ ** gin embargo la gran mayoria de
estos estudios son retrospectivos v en poblacidén altamente
seleccionada, en los que se encuentra una divisién clara
entre los grupos de pacientes con tuberculosis y Pacientas
con enfarmedades diferentes a tuberculosizs y/o0 sujetos
sanos. Hasta el momento existen pocos estudios prospectivos
en que se evaluen métodos seroldgicos, a partir de casos con
alta sospecha de tuberculosics vy sa efectue la serologia.
Desde el punto de vista practico esta es la situaciéon en qua
estos estudios deberian r.nliz;ru. El objeativo y disafio de
este trabajo fua el daterainar la utilidad de la serologia vy
dateccién da antigenos da M. tuberculosis en la practica
diaria. Como e aprecia, los rasultados da las
daterminaciones da anticuerpos denuestran que las
diferencias entre las msdianas de los grupos con y =in
tuberculosis son estadisticamente significativas, sin
embargo las desviaciones estandar de los grupos son tan
grm e =8 sobrm como sSe observa en las figuras 1 y
2 . Estos resultados demuestran que no es posible tener un
punto de corte basado solo en estos datos (como promedios
22DS). Por 16 que es necesarioc evaluar a diferentex puntos

da corte en cual se obtienen mejores sensibilidades vy
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especificidades. Como se obsarva en las cuadros II y III
cuando se ascoje una alta sensibilidad - pierde
espacificidad, lo contrario tambian es evidente, a una alta
especifidad existe una baja sensibilidad, estos resultados
van en relacién directa con la sobreposicion da los valores
de IDO de 10s grupos,

Algunos investigadores como Bothamley han demostrado una
asociacién szignificativa dal nivel de anticuerpos Y
diferentes antigencs da la micobacteria con la exposicién
ocupacional a la misma®™. En nuestro caso, el hecho de que un
alto porcentaje de la poblacién tenga anticuerpos contra
micocbacterias dificulta 1a interpretacion de los
rasultados. La causa de dasarrollo de -ntlcu‘rm

probablamente esté en relacién a la vacunacién con BCG, la

cidn a micobacterias les, vy al contacto
aventual con M. tuberculosis. Aun mis, con raspacto a los
antiganos individuales, se saba que ciertos anticuerpos anti
LAM tienan reaccién cruzada con antigencs de otras espeacies

de micobacterias®®

vy de otras bacterias® por lo qu. 1a
exposicion a otros microorganismos especificos pudiera
condicionar “estos nivelaes altos de anticuerpos .

El dizefic de este estudio ( evaluacidén solo de casos
sosphechosos dé tubarcilosis) no parmite distinguir casos que
afectivamente correspondan a tuberculosis pero que por
baciloscopia vy cultivos sean considerados negativos y qua al-

tener alguna de las pruebas serolésgicas positivas alteren la
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especificidad del estudio. Considerando los resultados con
estos antigerios parece ser que la alternativa de diagndstico
implica la utilizacién de otros antigenos o anticuerpos
moncclonales dirigidas a epitopes no compartidos de los va
utilizados en técnicas de inhibicidn compatitiva quea
muastran ser muy espacificas, aun cuando las sensibilidades
no som mucho mavores a las obtenidas por noxotros.*®*¢

La busqueda de antigenos eaes wuna alternativa para el
diagnostico de tuberculosis ya que para su arlicacién no se
tiene @l problema del dJdesarrollo da anticuerpos por 1a
axposicién preavia al bacilo. En nuastro estudio se observa
que la limitacidn mis iwportante para la deteccidén de
antigenoc (LAM) es la baja seansibilidad, Qua fus da 33X,
situacion que sa ha encontrado tambien en 1a  deteccisn cb.

mananas Para el diagndstico da xdidiasis va donde la

sansibilidad se ha reportadoc en un intervalo ds 22-100 X
siendo 1a mAs baja para la aglutinecién con latex”. Un
estudio previo publicado por nuastro grupo demostrsd aqua 1a
dateccidn de LAM en suaro fue de gran utilided para al
diagnsstico de tuberculosis*> con una sensibilided dal 96X.
No axiste una explicacion clara de por qué los casbiox en la
sensibilidad obtenidos en el trabajo pravio vy los resultadox

actuales; probablementa este cambio esté en relacidn a aua )

en el estudio previo las m as bt o corraspondian

atencialwents a pacientas hospitalizados con  tuberculosis

wmis avanzadas Y qua en el estudio actual los casos



correspondieron a pacientes de consulta externa y por lo
tanto con tuberculosis menos avanzada, de hecho los
resultados en sensibilidad se parecen a los obtenidos en el
estudio previo en pacientes con tuberculosis pulmonar vy
baciloscopia negativa en los quae la sensibilidad fue de 67%
vy cuyo diagnédstico fue hecho Por cultivo a partir de lavado
boncoalveolar.*®

Dos aspectos importantes a considerar acerca del antigeno
son en qué sitioc se tiene la mayor probabilidad de
encontrarlo y en qué cantidad. Cambiaso y cols®® describieron
una técnica de deteccién de antigenc por aglutinacién con
latex utilizando lisados celulares con 10 qua cbtuvieron un
limite de deteccion de 15-20 micobacterias y pudieron
distinguir evaluando muestras de lavados bronquiales casi en
100 %X a pacientes y controles. La cantidad ¥ las
caracteristicas da los lipopolisaceridos (LPS) obtenidos
utilizando lisados celulares y otros fluidos como susro as
considerablamenta diferente. Se han realizado estudios donde
se obsarva que durante el curso da la infeccisn los
lipopolisacaridos son liberados de la bacteria en cantidad
fimta vy asociados a Protefinas séricas an forma
aPparentemente labi l”. rosteriormente se concentran en higado
donde se matabolizan ; sus productos son excretados par
orina v heces™. Lo cual conduciria a tener una concentracién
baja de LPS circulantes con la consecuente baja sensibilidad

al intentar detectarlos.
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Asi pPues, consideramos qQue la deteccidn de antigeno debe
abordarse desde diferentes aspectos, una es buscarlos en
otras fuentes donde sea mas factible que se encuentren en
mayor concentracién ¥y la otra es desarrollar técnicas de
concentracisn y de deteccién mas sensibles. wutilizando
anticuerpos contra epitopos aespeclficos.
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GUADRD I Clasificacitn de la poblacidn de estudio

Poblacicn Namero (%} Caracter{sticas

No tuberculosis 2 (3420 BAAR negativo vy cultivo negativo

Tuberculosis 47 (S0%) Sintomatologia compatible con TBP
BAAR y/o cultivo positivo
Secuelas 15 t16%) Antecedentes de TBP

BAAR negativo y cultivo nagativo
Tatal 94

BAAR: Tincidn para baciloa dcido-alcobol resistentes
PEP= Tuberculosia pulmonar )
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CUADRO LI Resultados de la determinacién de anticuerrpos utilizando
como antlgeno extracto soluble de M. tuberculosis

IDO para No. de positivos S 7% E X vep® veN® Valor de

punto de POr grupo kappa

corte B SEC NO TB
0.1 47 14 30 100 ) 0.19 1.0 0.07
0.2 44 13 25 923 21 c.21 0.92 0.17
. 43 10 18 91 43 0.27 0.9S 0.37
0. 38 10 13 80 59 0.31 0.92 0.41
0. 31 8 8 65 75 0.37 0.90 0.39
0.6 23 7 2 48 93 0.61° 0.88 0.38
0.7 18 3 1 38 96 6.68 0.86 0.30
0.8 15 2 1 31 96 0.64 0.85 0.24
0.9 12 2 b3 25 96 0.59 0.84 0.19
1.0 8 1 [s] 17 100 1 0.83 0.14
1.1 S 1 o 10 100 1 0.82 0.08
1. 2 (1] 0 4 100 3 0.81 0.03
1. 2 0 0 4 100 1 0.81 0.03
1.4 o 1] (1] [} 100 -- 0.81 0.00
1.5 1] [} 0 0 100 - 0.81 0.00

IDO= tndice de densidad Sptica

TB= Grupo: tuberculosis

NO TB= Orupo:

Vve#P: Valor predictive positive

ro Luberculosis

%2 prevalencia 0.180

B8EC= Grupo! secuelas
S» sSensibilidad

£= gepecificidad

VPN= Valor prediciivoe negalivo



CUADRUL LIl

Resultados de la determinacidn de anticuerpos utilizando

como antigeno lipoarabinomanana

IDO para No. de positivos S % E % VFP‘ 2% Valor de

Punto de por grupo kappa

corte T8 SEC NO TP
0.1 - 45 15 30 95 (3 0.19 0.83 0.02
0.2 43 14 27 91 15 0.19 0.87 0.08
0.3 39 13 24 82 25 0.20 0.85 0.08
0.4 35 10 i16 74 S0 0.25 0.89 0.24
0.5 29 7 13 61 59 0.25 0.86 0.20
0.6 26 - 6 9 ' 55 7% 0.33 0.87 0.28
0.7 24 6 a S1 90 0.54 0.88 0.37
0.8 16 3 3 34 90 0.44 0.85 0.21
0.9 14 2 3- 29 90 0.40 0.84 0.17

" 1.0 10 2 2 23 93 0.41 0.83 0.12

1.1 S 1 1 10 96 0.36 0.82 0.06
1.2 3 1 1 6 96 0.23 0.81 0.02
1.3 1 (1] 2 96 0.10 0.80 0.00
1.4 (1] 0 [} ] 100 - 0.81 0.00
1.5 o [ 1] o e 100 -- 0.81 0.00

Ipo:= Indice de densidad dptica SBECz Orupo: secuelas

8w Orupo: tuberculoweis sensibilidad

HO TB= drups: no tubsrculosis
vPrP= valor predictive positivoe

*s Prevalencia oO.see

Es Lepecificidad
WPN= Valor predictive negative



CUADRO IV Resultados de la determinacidn de antfgeno por coaglutinacidn

y DOT
Técnica No. . de positives sx EXx wp®' v valer
POr grupo de
™ SEC NG TB kappa
n=47 n=15 n=32
Coaglutinacidon 15 e (3 31.91 81.25 0.28 0.89 0.11
part . 18 7 S 38.29 ©£4.37 0.36 0.85 0.20
Tz Grupo: tuberculosis SEC: Jrupo: secuslas
NO TBm drupo: no tuberculosis s Sensibilided
VP Valor predictivo positive E= Zapecificidad

*z prevalencia 0.189 vrPN= vValor predictivo negalivo



CUADRC V Resultados agrupados de la determinacidén de antigeno

Grupo No. total Resultados positivos S % E X% VPF" VPN‘
por coaglutinacion
y/o DOT
Tuberculosis . 47 25 (S3%) 53 78 0.36 0.87
No tuberculosis 32 7 213

8= Sensibilidad

£= Especificidad

VPN=. Valor prediciive negative
vPPz Valor prediclive positive
%= prevalencia ©. 180
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SECUELAS
FIGoRn 1

FIGURA 1 Resultados de indices Qe densidad dptica para la
determinacidén de anticuerpos en suero utilizando extracto de
N. tuberculosis como antigeno en el ensayo. La poblacién de
estudio se muestra dividida en los tres grupos definidos:
tuberculosis, no tubsarculosis y secuslas, el resultado de

cada sujeto se indica como un punto.
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rwum z Resultados de indices de densidad éptica para lﬁ
determinacién de  anticuexpos en suero utiliszsndo
lipoarabinomanana de N. tuberculosis cowo sntigeno en el
ensayo. La poblacién de estudio u. nuestra dividida en los
tres grupos - definidos: tubsrculosis, no tubarculosis y

sscuelas, el resultado de cada sujeto se indica como un

punto.
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FIGURA 3 Correlacidn da los i(ndices de darsidad dptica
obtenidos por ELISA utilizando <omo antiganos extracto vy
lipoarabinosanana de M. tuberculceis. En cads eje se indica

el antigeno que se utilizd en el ensayo. p= 0.997
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