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UTILIDAD DEL ELISA EN EL SERODIAGNOSTICO DE
TUBERCULOBIS: BRXPERIENCIA DEL
INNSSE.

I. INTRODUCCION.

La tuberculosis es una enfermedad crénica, debilitante y en
ocasiones incapacitante, de prevalencia elevada en México y gue
ocupa uno de los primeros lugares en morbilidad y uno no
despreciable en cuanto a causa de mortalidad, Como en otras
naciones, en México existe un resurgimiento importante de esta
enfermedad, especialmente a raiz del incremento en la poblacién
afectada por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), del
nimero de casos con enfermedades crénicas com§ diabetes mellitus,
cirrosis hepatica, cdncer, etc., ademds de una proporcioén cada
vez mayor de individuos con tFansplante de érganos (1,2,3).

El diagnéstico de la tuberculosis puede ser dificil en
algunos casos, como ocurre en otras enfermedades causadas por
micobacterias, depende del cultivoc del agente infeccioso, o en
su defecto, dada la dificultad de ello, de la observacion del
gérmen en tejidos o secreciones de los individuos sospechosos de
padecer la infeccién (2,3). Estas condiciones no siempre se
cumplen y ello obliga al médico a administrar tratamiento de
prueba a muchos sujetos con infeccién micobacteriana probable.

Desde el siglo pasado, varios intentos se han hecho para
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disponer de una prueba serolégica con sensibilidad vy
especificidad suficientes para ser confiable en el diagnéstico
de la infeccién tuberculosa. Los resultados van desde aguellos
de Daniel (5), quien desarrollé una prueba seroldgica con
sensibilidad del 67%, y especificidad del 88%, o los mds
alentadores de Kiran, quien reporté 94% y 100% de sensibilidad
y especificidad respectivamente (6), ambos utilizando extractos
crudos de bacilos tuberculosos.

Se han observado varias dificultades en el estudio de

los anticuerpos séricos en contra de Mycobacterjum tuberculosis.

Inicialmente, las caracteristicas propias de la micobacteria son
muy relevantes, destacando la abundancia de lipidos en su pared
y la presencia de otros antigenos de naturaleza proteinica y
glicoproteinica, como se muestra en las figuras 1, 2 y 3, lo cual
ha sido motivo de excelentes y extensas revisiones por Daniel y
Janicki (7), Goren (8) y més recientemente McNeil, Besra y
Brennan (9) y a donde se remite al lector para mayor detalle.
Esta gran diversidad en la composicién de la pared de las
micobacterias es responsable desde luego de la inmunogenicidad
que pueda darse en contra de estos microorganismos. Sin embargo,
debemos recordar que el crecimiento y sobrevida de estos gérmenes
ocurre en el ambiente intracelular y de hecho, poco se conoce con
precision acerca de los mecanismos inmunopatogénicos que
conllevan a las manifestaciones clinicas de enfermedad
tuberculosa a pesar de la importancia de este padecimiento,
Aparentemente, parte de la capacidad de la micobacteria para
vivir en el medio intracelular de los macrofagos se debe a la

evasion de los mecanismos de lisis y muerte celular al través del
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impedimento de 1la fusién entre fagosomas Yy lisosomas,
posiblemente al través de algunos de los compuestos quimicos
presentes en su pared, como es el caso de los sulfétidos, citados
con anterioridad (9). Se sabe que los mecanismos inmunes
predominantes para proteccién en contra de la infeccidén
tuberculosa son eminentemente de naturaleza celular, generdndosa
granulomas como las lesiones caracteristicas de la tuberculosis.
A pesar de ello, no slempre estos mecanismos son prdtectores Yy
la hipersensibilidad retardada puede ser deletérea para el
hospedero, especialmente en presencia de una carga antigénica
excesiva (1,10).

La inmunidad humoral parece ser menos importante en la
proteccidén en contra de la infeccién por M. tuberculogis, a pesar
de que haya produccién de anticuerpos especificos en contra de
diversos componentes de las micobacterias. Esto es de particular
importancia en el desarrollo de .pruebas seroldgicas para
diagnéstico y estudio de la infeccidn. Desafortunadamente, estos
anticuerpos pueden encontrarse tanto en individuos con enfermedad
activa, como en aquellos infectados sin enfermedad, y esto ha
limitado la aplicacién practica de los ensayos seroldgicos (5).

Con estos antecedentes, es posible afirmar la importancia
que tiene tanto la presencia de anticuerpos dirigidos contra
diferentes compueétos quimicos de las micobacterias, como también
la identificacién de antigenos que sean importantes tanto para
mediar inmunopatogenicidad, como para promover el desarrollo de
respuestas adecuadas de defensa del hospederoc., No es dificil
afirmar que a mayor especificidad de un antigeno para determinada

especie mjcobacteriana, mayor es la prohabilidad de que dicho
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antigeno pueda ser responsable de inducir cambios en la capacidad
infectante del microorganismo (5).

Esto Ultimo se ve apoyado por estudios recientes que
demuestran cambios en el patrén fenotipico de secrecién de
diversas proteinas micobacterianas como las de choque térmico de
65 y 70 kd, o el complejo proteinico de 30-32 kd, bajo diversas
condiciones, tanto intracelulares, donde se da incremento en la
secrecidén de dichos compuestos, bajo situaciones que se conocen
incompletamente, como extracelulares, con manipulacion de pH,
choque térmico o presencia de peréxido de hidrégeno, que inducen
un patrén de secrecidn en ocasiones opuesto (11).

Asimismo, la especificidad de las pruebas seroldgicas
depende en gran medida de los antigenos utilizados, siendo esto
el determinante principal de dicha caracteristica. Entre los
diferentes antigenos que se han utilizado estdn desde antigenos
bacilares crudos como filtrado de M. tuberculosis, sonicados de
BCG (Bacilo de Calmette-Guérin) y extractos de ¥. tubercuylogis.
La sensibilidad va de 56 a 94% y la especificidad de 86 a 100%,
En otros estudios se ha usado PPD como antigeno, con sensibilidad
tan baja como 31% a un miximo de 86% y especificidad del 78 al
100% (5). El mayor conocimiento de diversas estructuras
antigénicas de M. tuberculosig, permitiria obtener pruebas con
resultados mds sensibles y especificos y con valores predictivos
positivos también mayores. Los resultados falsos positivos pueden
atribuirse a 1la existencia de anticuerpos en contra de
determinantes antigénicos presentes en otras micobacterias que
son inocuas para el humano y no producen enfermedad, aungue se

tenga contacto y se desarrolle una memoria inmunoldgica contra
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ellas. Por ello, se han desarrollado métodos seroldgicos para
‘determinacién de anticuerpos contra otros antigenos propios de

M. tuberculogig.

PROPOSITO.

En el cureo de mi estancia en el Instituto Nacional de la
Nutricién he podido observar el estudio diagnéstico de muchos
pacientes con signos y sintomas atribuibles a infeccién por M.
tuberculogig. Dentro de la ruta diagnéstica establecida, 1la
serologia mediante ELISA se ha vuelto practicamente rutinario.
Como observacidn personal me ha sido posible encontrar resultados
tanto falso positivos como falso negativos en un numero mayor de
casos de los reportados en estudios previamente publicados.

Por ello, he decidido abordar en forma retrospectiva la
relacidén entre las pruebas solicitadas y el diagnéstico final
comprobado de ;a mayoria de aquellos paclientes en los cuales se
solicité serologia en contra de M. tuberculosis en el lapso de

24 meses comprendido de julio de 1990 a junio de 1992.

II. OBJETIVOS.

1. Determinar la eflclencia diaghéstica de la serologia versus
extracto crudo de BCG mediante ELISA en el diagnéstico de
tuberculosis activa en los pacientes atendidos en el Instituto

Nacional de la Nutricidn.



III. HIPOTESIS.

La determinacién de anticuerpos séricos por el método de
ELISA, con extracto crudo de BCG como antigeno, no es de utilidad
en su forma actual en el diagndstico de enfermedad tuberculosa

en los pacientes del INNSZ.,

1V. DISENO DEL ESTUDIO.

El disefio utilizado fue retrospectivo, observacional,
transversal, descriptivo y comparativo entre diversos grupos de

enfermos en quienes se realizé la prueba,

V. MATERIAL Y NBTODOS.

I. PACIENTES: Se revisaron los expedientes disponibles de
aquellos pacientes en los que se efectudé la serologia para
tuberculosis en el periodo comprendido de julio de 1990 a junio
de 1992, En algunos casos se encontraron resultados de mds de una
prueba seroldgica. Esto se hizo acudiendo al reqiétto del
Laboratorio de Microbiologia Clinica del INNSZ.

Se recolectd la siguiente informacion de los expedientes de
los pacientes:

Datos demograficos, antecedente de inmunizacién con BCG,
exposicién a tuberculosis, riesgo para infeccion por VIH,

antecedentes de tuberculosis o tratamiento para la misma previo
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a la fecha de obtencién de la muestra para serologia.

Manifestaciones clinicas de tuberculosis: pulmonares (tos,
hemoptisis, expectoracién), renales (hematuria, leucocituria
estéril), gastrointestinales (diarrea crénica, ascitis),
hepdticas (alteracién de las pruebas de funcién hepdtica,
ictericia), osteo-articulares (osteomielitis crénica, artritis
séptica, formacién de abscesos "frios"), cutdneas, generales
(pérdida de peso, fiebre de oriqen oscuro, hiporexia, diaforesis
profusa de predominio nocturno), ganglionares (adenomegalias),
hematolégicas (aplasia medular), neurolégicas (meningitis).

Manifestaciones radiolégicas: pulmonares (cavernas,
infiltrados reticulares compatibles con micobacteriosis
atipicas), gastrointestinales (camblos del patrén normal mucoso
en transito intestinal), osteoarticulares, renales (estenosis
ureteral o uretral u otros camblos en utogratia excretora
compatibles con infeccién tuberculosa).

Histopatologia compatible con tuberculosis (especificamente

presencia de granuloma o necrosis caseosa)., Baciloscopias,

cultivo para M. tuberculosis y PPD.

II. CLASIPICACION DB TUBBRCULOSIS: Los pacientes  se

agruparon en 7 categorias:

AI - tuberculosis definitiva: caso con cultivo positivo
para M. tuberculosis.

AI - gub.raula-i- probable: a) caso con manifestaciones
clinico-radiolégicas e histopatologia compatible mis

baciloscopias positivas 0
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b) caso con respuesta terapéutica especifica positiva
en presencia de manifestaciones clinico-radiolégicas.

AIIX - tuberculosis posible: a) paciente con
manifestaciones clinicas ,

b) histopatologia compatible o,
c) baciloscopias,

AIV - paciente cocn PPD positivo.

B ~ otras micobacteriosis com cultivo positive.

C - otros diagndsticos.

D - individuos sanos.

Este ultimo grupo se constituyé con mujeres adultas sanas
participantes en un estudio simultdneo del Departamento de
Infectologia del Instituto Nacional de la Nutricién Salvador
Zubirédn, sobre lae ventajas de lactar a 1n£&ntea y su impacto en
la incidencia y la prevalencia de infecciones diarreicas en la
poblacién infantil de San Pedro Mirtir, delegacidn Tlalpan,
Distrito Federal. Como parte del estudio sobre lactancia, se les
efectué tipificacién de grupo sanguineo y Rh; en una alicuota de
suero se realizé la prueba de ELISA en contra del extracto crude
de BCG. Se les aplicd en forma voluntaria un cuestionario y se
hizo una exploracién fisica en su medio ambiente habitacional en

mayo de 1994,

IXX., v DETEBRMINACION DB MICUBI_NI vs.
M. TUBERCULOSIS.

La prueba fue desarrollada en el Departamento de

Infectologia del INNSZ en 1982 y reestandarizada en 1989. Se



TABLA 1
ESPECIRS DE NICOBACTERIAS DIFERENTES A

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium chelonae 2 casos
Bycobacteriue ssequatis 2 casosw
Mycobacteriua flavescens 1 caso
Mycobacteriua fortuitum 1 caso
Mycobacteriun avius 1 caso
Mycobacteriua gordonae 1 caso*
Mycobacterium ssulgai 1 caso
Mycobacterium terrae 1 caso

* Probable contaminante



TABLA 2

DIAGNOBTICOS EM EL GRUPO COMTROL.

Absceso dental

Absceso hepatico

Absceso (sitio no determinado)
Absceso retroperitoneal
Amibiasis hepatica
Amiloidosis

Anemia hemolitica autoinmune
Ans iedad

Aplasia medular

Artritis reumatoide (AR)

AR + hepatitis crodnica autoinmune
Artritis reumatoide juvenil
Budd-Chiari

Bulas enfisematosas

CA de primario desconocido
CA colon

CA duodeno

CA eséfago

CA estdémago

CA pulmén

CA pincreas

CA rifon

CA testiculo

Candidato a transplante
Cirrosis kiliar primaria

CCL + OAD

. Cirrosis hepdtica alcohélica
Cirrosis hepatica postnecrética
Crohn

cushing (sindromo)

cistitis inespecifica
Coccidioidomicosis
Carcinomatosis peritoneal
carcinoide

Depresiodn

Derrame paraneumonico
Diabetes mellitus

DM + HAS

DM + fractura femoral

DM + ICcV

DM + neumonia

DM + latrogenia de vias biliares
DM + osteomielitis

Diarrea crénica
Diverticulosis

Donador de médula dsea
bonador renal )
Espondilitis anquilosante
Enfermedad acidopéptica

Enf. mixta de tejido conjuntivo
Endometriosis
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Enfermedad inflamatoria intestinal 1

(no incluye Crohn)
Enfermedad pélvica inflamtoria
Epididimitis

Epilepsia

Eritema nodoso

Eritema polimorfo

Escara glitea

Fascliolosis

Fatiga crénica

Pibrilacién atrial + gota
Fibromatosis retroperitoneal
Fibrosis pulmonar

Fiebre de origen desconocido
FOD + CA coulon

Fabry

Gota + IRCT

Guillain-Barré

HAS

HAS + hipotiroidismo
Hepatitis crénica activa
Hipertrofia prostdtica + HAS
Hematuria inespecifica
Hepatitis alcohélica
Hepatitis por virus C
Hepatopatia crénica

Hernia hiatal

Hipertensién portal hemorrégica
Hipoglucemia

Histoplaswosis

Hodgkin

ICCV + AR

Insuficiencia renal crénica
IRCT + CBP

IRCT + HIV

Infeccion de vias urinarias
Insuficiencia arterial
Insuficiencia ovirica
Intestino corto

Leucemia aguda mieldgena
LAM + neumonia

Lupus erjitematoso generalizado
LEG + AHA

LEG + IRCT

LEG + criptococosis

Leucemia granulocitica crénica
Linfadenitis inespecifica
Linfangitis

Linfoma no Hodgkin
Liposarcona

Litiasis renal

Malformacién arterio-venosa
Mastopatia fibroquistica + HAS
Mielofibrosis

Miositis

Mucormicosis

Necrosis avascular de cadera
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Neumonitis

Neuritis

Nocardosis

Nédulo pulmonar
Osteonielitis
Pancreatitis aguda
Pancreatitis crénica
Periodontitis
Poliquistoeie ovarica
PollTulatonil renal
Pérdida de peso + urolitiasis
Preeclampsia

Eetado procoagulante
Proteinuria

Psicoeis

Péntigo

Quiste renal
Sindromo de sepsis
SIDA + linfoma

SIDA + histoplasmosis
Ent. de Schsuerman
8in diagnéstico
Enfermedad de Still
Sobrepoblacién bacteriana
Sprue tropical

TIA

Tiroiditis

Tos crénica
Toxoplasmosis
Transplante hepitico
Transplante de médula dsea

Ladl >
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TRDC

TRDC + CHPN

TROVR + enf. de Wegener

TRDVR ?
TFD

Vértigo + trastorno funcional
digestivo 1

Abreviaturas: AR (artritis reumatoide), CA (carcinoma), CCL
(colecistitis crénica litidsica), OAD (osteoartrosis
degenerativa), DM (diabetes mellitus), HAS (hipertensién arterial
sistémica), ICCV (insuficiencia cardiaca congestivo venosa), FOD
(fiebre de origen desconocido), IRCT (insuficiencia renal cronica
terminal), CBP (cirrosis biliar primaria), HIV (infeccién por
virus de inmunodeficiencia humana), LAM (leucemia aguda
mielégena), LEG (lupus eritematoso. generalizado), TRDC
(transplante renal de donador cadavérico), TRDVR (tansplante
renal de donador vivo relacionado), TIA (ataque isquémico
transitorio), TFD (trastorno funcional digestivo).

Se excluyeron de esta tabla a los pacientes con infeccién por H1V
o SIDA exclusivamente, sin asoclacidn con otras patologias en ese
momento.



describe brevemente el método empleado:

La placa de poliestireno se sensibilizé con BCG en dilucidn
1313000 (100 microlitros) en amortiguador de bicarbonato; se
incubé toda la noche a temperatura ambiente o bien por 3 hrs. a
37°C; se lavé con PBS-Tween-albimina, Be secd con papel
absorbente y después se lavé uha vez con PBS-Tween; las muestras
de Buero se diiuyeron en PBS-Tween 80, inicialmente 1:10 y
después 1:1000, 1:5000 y 1:25000; las placas selladas se
incubaron en bafio maria a 37¢C por 90 minutos y se lavé con PBS-
Tween 80 en 3 ocasiones; se agregaron 100 mcl, de conjugado por
pozo, se incubd a 37¢°C por 90 minutos, se lavé en 3 ocasiones con
PBS-Tween; se agregaron 100 mcl de sustrato por pozo (orto-
fenildietiletanolamina), se incubé por 15 a 30 minutos y se
detuvd la reaccién con dcido sulfurico 0.5N; ge leys a 492 nm.

El punto de corte para cada ensayo y dilucién se establecid
mediante la siguiente férmula: nedia de controles negativos +
media de controles positivos/2.

Este ensayo detecta inmunoglobulinas totales (IgG, IgM e
incluso IgA) en el suero de pacientes tuberculosos, dirigidas en
contra de una mezcla de antigenos presentes en el extracto crudo

de BCG,

VI. ANALISIS ESTADISTICO.

Con la informacién recabada se integré una base de datos
capturada en el paquete FOXPRO, A partir de la informacion

capturada y mediante el empleo del paquete estadistico SPSS/PC
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versién 5.0.1.se procedié a obtener estadisticas de orden
descriptivo, previa limpieza y validacién de la base de datos.

La comparacion de la positividad o negatividad a 1la
serologia por ELISA segun diferentes diluciones (1:1000, 1:5000
y 1:25000) contra los distintos grupos o categorias (AI, AII,
AIII...etc.) se realizdé al través de la estadistica de chi
cuadrada de Pearson con correccidn de Yates. E1l valor alfa
establecido fue el convencional (0.05).

Para medir la validez en términos de sensibilidad vy
especificidad, asi como el valor predictivo positivo y negativeo
de la serologia con respecto a los grupos AI y AII (como estandar
de oro), vs. el resto, se usaron las férmulas conocidas. Dichos
cadlculos junto con los intervalos de confianza al 95% se

establecieron mediante el empleo del paquete EPIDAT vesion 1.0.

VII. RESULTADOS.

Tomando en cuenta el nimero de pruebas promedioc realizadas
mensualmente, que fueron 50 en el lapso de estudio, se puede
afirmar que se revisd cerca de un 50% de pruebas en los 2 afos.
Se revisaron los expedientes de 528 pacientes divididos en 2
grupos: 164 del grupo de estudio (categorias AI a B) y 364 del
grupo control constituido por enfermos con diferentes patologias,
ademds de 49 sujetos control sanos. Los grupos estuvieron
constituidos por el siguiente numero de sujetos: AI con 7
pacientes, AII con 28, AIII con 78, AIV con 41, B con 10 (las

especiés de las micobacterias se describen en la tabla 2), el
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grupo contrel de enfermos con otras patologias designado C, con
364, y el grupo de individuos sanos - D - con 49 (Figura 4). Se
excluyéo del andlisis a un paciente por tener resultados
disimbolos en la serologia. Tuvo 2 pruebas, una con titulo
1:25000 y otra con titulo de 1:1000, constituyendo el unico caso
de esta naturaleza. Pertenecia al grupo C y era un enfermo con
SIDA.

De los 164 sujetos en las categorias de tuberculosis u otras
micobacteriosis, 93 fueron hombres (56.7%) y 71 mujeres (43.3%)
En el grupo C (enfermos con otras patologias) hubo 186 hombres
(51.09%) y 178 mujeres (48.91%).

En cuanto a la distribucion por edad de los grupos AI a B,
3 pacientes astaban entre los 15 y los 19 afios, 31 entre 106 20
y los 29, 40 entre los 30 y 39 afos, 32 entre los 40 y 49, 23
entre los 50 y 59, 25 entre los 60 y 69, 7 entre los 70 y 79, 2
entre los 80 y 89 aflos y uno entre los 90 y 98 aiios, en tanto que
en el grupo C se encontraron 23, 63, 95, 69, 54, 35, 20, 4 y uno,
respectivamente. En el grupo D hubo 1, 31, 14, 3, 0, 0, 0, O ¥
0, respectivamente (Figura 5).

El antecedente de vacunacidon con BCG en los grupos Al a B
fue negativo en 48 (29.3%) de dichos pacientes, se aplicé tal en
45 (27.4%) y desconocido en 71 (43.3%). El contacto con enfarmos
con tuberculosis fue negativo en 89 casos, positivo en 21 y
desconocido en 54. El PPD fue positivo en 79 paciantes (57.7%).
incluyendo a los 41 pacientes del grupo AIV, negativo en 58
(42.3%) y desconocido en 27. En el grupo C el antecedente de BCG
fue negativo en 79 pacientes, positivo en 109 y desconocido en

176. E1 antecedente de contacto con enfermos con tuberculosis fue
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negativo en 173 casos, positivo en 32 y desconocido en 159, Se
aplicé PPD en 217, siendo negativo en 214 y positivo en 3 (Figura
6). Del grupo D 47 no tuvieron antecedente de contacto con
pacientes con tuberculosis, en una fue positivo y se desconocia
en una mujer; 45 recibieron vacuna con BCG y dos no.

Se incluyeron 37 pacientes con infeccién asintomdtica por
VIH y a 39 con SIDA. Hubo un paciente con SIDA en el grupo AI,

.en el grupo AII, 2 seropositivos y 3 con SIDA; en el AIII, 2
seropositivos y 8 con SIDA, en el AIV 2 seropositivos, y en el
B, un seropositivo y 3 con SIDA. En el grupc control se
incluyeron los 54 sujetos con infeccién asintomdtica por VIH o
SIDA restantes. '

Clentoveintitrds pacientes presentaron manifestaciones
clinicas de tuberculosis, de ellos, 47 con manifestaciones
pulmonares y 76 con sintomas extrapulmonares, ‘

Se recabaron los resultados de 539 pruebas en 528 pacientes.
El resultado fue 1:1000 en 412 pruebas, 1:5000 en 28 y 1:25000
en 99, |

Se ofectué posteriormente el andlisis estadistico
correlacionando el resultado de la prueba (negativo, titulo menor
o igual a 1:1000 y positivo, titulo igual o mayor a 1:5000 o mis)
(Tabla 3).

En dicha tabla se presentan los resultados de las serologias
por cada grupo, expresando para cada una de las columnas donde
se apuntan los titulos, el numerc de pacientes que presento dicha
serologia como la maxima dilucion a 1la cual se obtuvo un
resultado favorable., Es decir, como ejemplo puede citarse en la

fila D (grupo de controles sanos), que el numero total de sujetos



TABLA 3
Distribucion de resultados por grupos

MAXIMA DILUCION A LA QUE SE OBTUVO POSITIVIDAD
n 111000 15000 p ; 1:25000 p,

Al 7 5 1
All 28 16 2
Alll 78 58 5
AV 41 29 3
B 10 4 2 AT .
C 363 293 14 — 56 —
D 49 10 2 NS 37 NS
__Total 596 415 29 132

* Vs. grupo control usando chi 8 No significativo para cada grupo NS no significativo al comparar
cuadrada con comreccion de Yates por separado vs. el grupo control vs. Otros grupos
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a quienes se efectué la prueba fueron 49, 10 tuvieron un
resultado positivo mdximo a dilucién 1:1000, 2 a dilucién 1:5000
y 37 a dilucion 1:25000. Esto quiere decir que estos Ultimos 37
también fueron positivos a diluciones 1:1000 y 1:5000, pero se
considerd exclusivamente el maximo valor obtenido para el
andlisis e interpretacidn de resultados.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas
al comparar grupos con un punto de corte 1:5000 Unicamente entre
el grupo control vs. el conjunto de categorias AI a B (p=.08).
Cuando se empled 1:25000 como punto de corte, se encontré
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control
y el conjunto de las categorias AI a AIV (p=.06) y entre el grupo
control y el B por separado (p=.09).

No hubo diferencia significativa cuando se efectud la
comparacién entre el grupo de controles sanos (D) vs. cada uno
de los grupos por separado, ni al agrupar a las categorias AI mds
AII, AI a B, AI a AIV y comparar con los controles con otras
patologias (infectados con VIH o bien los enfermos con cualquler
micobacteriosis infectados con VIH).

Con respecto a la forma de presentacion, la prueba no
discrimind entre aquellos pacientes con tuberculosis con
manifestaciones exclusivamente pulmonares y otros con
manifestaciones extrapulmonares.

Se observd en forma global, sensibilidad que fue desde el
23.78% al comparar vs. el grupo control D, a una mdxima de 40%{
y especificidades del 20.4% al comparar los grupos AI a B vs, el
control de individuos sanos - D -, hasta un 84.57% al comparar

los grupos AI, AII y AIII vs. el grupo control C de individuos
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enfermos. Estos resultados se presentan en la tablas 4 y 5.

En las mismas, se aprecian los resultados tomando en cuenta
solamente a los paclentes con infeccién por virus de
inmunodeficiencia humana (ya fuese asihtomaticos o enfermos con
SIDA) en ambos grupos, tanto control con otras patolegias como
enfermos con micobacteriosis, siendo los mejores resultados los
hallados con punto de corte de 1:25000 al comparar a este ultimo
grupo vs, los controles enfermos (grupo C).

Al introducir en el andlisis al grupo control de individuos
sanos (D), hallamos resultados inesperados. Tanto la sensibilidad
como la especificidad fueron muy bajas como se aprecia eﬁ las

tablas.
VIIX. DIBCUSBION.,

Daniel ha expresado recientemente que en el caso del
inmunodiagnéstico de tuberculosis, mayor importancia radica en
la especificidad del ensayo que en la sensibilidad y para ello
argumenta que es preferible tener ﬁn mayor valor predictivo
positivo que permita que aquellos pacientes con unh resultade
positivo sean tratados eficazmente, y ademds que en ese intento
otras condiciones patolégicas que expliquen los hallazgos
clinicos no se atribuyan erréneamente a enfermedad tuberculosa.
Propone entonces que el estdndar de oro en contra del cual se
comparen las pruebas de inmunodiagndstico en suero sea la
visualizacion del gérmen en esputo (baciloscopia) (12).

Hasta el momento, algunos de estos requisitos se cumplen con

el uso de diferentes antigenos purificados, con especificidad



TABLA 4
PUNTO DE CORTF. 1:25000

GRUPOS SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD VALOR PREDICTIVO  VALOR PREDICTIVO
POSITIVO NEGATIVO
Al+Allve.C 314% - 84.57% 16.4% 2%
Al+AlL+ ARl vs. C 24.39% 84.57% 14.88% 16.75%
AlaBvs. C 2178% 84,57% 41.05% Nn.06%
Al+Allvs. D 2% 24.48% 291% 13.33%
AlaBw.D 2121% 2448% 13.95% 42.85%
HIV + més mlcobacteriosis
vo, HIV + del grupo C 2721% 74.07% 0% A%
HIV + mis micobacteriosis
Vs, grupo C 2121% 84.57% 9.67% 95.04%
HIV + méis micobacterfosis
vs. grupo D 2127% 24.48% 11.95% 42.85%
TABLA S
PUNTO DE CORTE 1:5000
GRUPOS SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD VALOR PREDICTIV()  VALOR PREDICTIVO
POSITIVO NEGATIVO
Al+Allw. C 40% 80.71% 16.6% 9.3%
Al +All+ Al C 02.53% 80.71% 36.36% 11.92%
AlaBw.C 3% 80.71% 4642% 12.34%
All+AlIvn. D % 204% 2641% . 12.25%
AlaBvs, D 311% 204% 57.14% 8.19%
HIV + mis
micobacterlosis ve. HIV + 27.21% Y03 2127% 0.37%
del grupo C
HIV +mis
micobacteriosls vu. grupo  21.27% 80.71% 1.89% 94.82%
c
HIV +més

micobacteriosis vs. grupo  27.21H 20.4% 13.3% 38.46%
D
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hasta del 100%, mientras que la sensibilidad va desde el 26%
hasta el 100%. En dichos ensayos se miden niveles de IgG, como
se muestra en la tabla 6 (13). Sin embargo, el uso de extractos
crudos de micobacterias, en nuestro caso BCG, tiene resultados
menos satisfactorios. Closs y colaboradores han mostrado 1la
presencia de al menos 30 componentes antigénicos diferentes (14).
En nuestro ensayo se detectan inmunoglobulinas en forma
polivalente: ello hace suponer que los resultados de la prueba
como apoyo diagnéstico son insatisfactorios,

Entre los diferentes antigenos utilizados para detectar
anticuerpos en contra de micobacterias estdn los siguientes:

El antigeno 5 de M. tuberculosis el cual es una proteina
bien caracterizada que se ha usado mds que otras con fines
diagnésticos. Sin embargo, parece que tampoco es una proteina
especifica de especie (5,15). Recientemente se observé en un
estudlo efectuado en un pais subdesarrollado como Bolivia
sensibilidad del B4% (16) y la especificidad fue similar a la
reportada con el uso de extractos antigénicos crudos. Otro
antigeno usado es el 6, éste parece ser de mayor utilidad en
pacientes afectados por la micobacteria a nivel articular u éseo
(7.

Otros antigenos usados son glicolipidos llamados SAG Al, Bl
Yy C, con mejor sensibilidad para el glicolipido ¢ y con
especificidades similares para los tres. Sin embargo, existieron
resultados falso positivos usando suero de pacientes lepromatosos
(5). Otras técnicas usando anticuerpos monoclonales, en especial
el denominado TB-C-1 y eluyendo posteriormente los antigenos por

cromatografia de afinidad han dado resultados muy parecidos (18),



Tabla 6. Berologia para el diagndstico de tuberculosis.

Antigeno Sensibilidad Especificidad Referencia
PPD 67 % 79 % 34
Crudo 56 % 98 % 35
Extracto»* , 70 % 75 % datos no

' publicados
Antigeno 5 » 89 % 100 % 16
Antigeno de 30 kda* 70 % 100 % ‘ 36
Lipoarabinomanana* 72 % 92 % 37

* Estudios realizados en el Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias,

Tomado de: Sifuentes J, Bobadilla del Valle M & Sadé E: Métodos
de diagnéstico en la tuberculosis. En: Tuberculosis. Temas de

Medicina Interna 1995; 3: 889,
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"Se han utilizado otros antigenos como trealosa-6,6'-
dimicolato (18,19) también conocido como "cord factor" (Figura
7)., antigeno de 30,000 daltones (20,22) y antigeno A60
(22,23,24,25). Los resultados con estos antigenos en diversos
procedimientos muestran sensibllidad que va desde el 19% para
anticuerpos IgM contra extractos baclilares crudos, hasta 92.5%,
y especificidad que va del 76.3 al 1008 en otros estudios (5).
Es de hacer notar que todos los estudios descritos, excepto el
del antigeno 6, son en poblaciones con tuberculosis pulmonar, y
los mejores datos son de pacientes con enfermedad activa.

El antigeno SL-IV (glicolipido o aciltrealosa) ha
proporcionado resultados mas prometedores en la identificacién
de casos de tuberculosis, dado que esta molécula es especifica
de M. tubercylosis, y altamente antigénico (26,27,28).

El caso de la meningitis tuberculosa es particularmente
relevante, tanto por la mortalidad de la enfermedad, como a los
grupos de poblacién que afecta, especialmente el pediatrico. si
bien se requieren mids estudios para definir la utilidad del
serodiagnéstico en esta forma de enfermedad tuberculosa, parece
ser que la utilidad de estos métodos es pobre (5). Los mejores
resultados se han tenido con el uso del antigeno A60 (29).

En forma casi undnime, el uso de serologia para diagndstico
de tuberculosis en los pacientes con VIH-SIDA no es de utilidad,
puesto que los resultados son practicamente similareé a los de
las poblaéiones control que se han incluido en los diversos
informes. Por ello, no es posible recomendar la determinacion de

anticuerpos contra M. tuberculosis en el diagnostico de

tuberculosis en pacientes con infeccién asintomitica por VIHit o
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con SIDA que tengan sintomas atribuibles a patologia tuberculosa
(5,20,29).

La Inmunizacién previa con BCG o el estado previo de reactor
a PPD (PPD positivo), no se han encontrado como factores de
riesgo para resultados falso positivos (3;24,25). La posibilidad
de observar resultados falsos positivos atribuibles a vacunacién
previa con BCG es practicamente nula, dado que 1os resultados de
estudios previos lo descarta (25)., Ademds, nuestros datos
muestran, en el grupo de individuos vacunados previamente, un 22%
de positivos (con punto de corte 1:5000) y un 78% de negativos,
Yy en el grupo de sujetos sin vacunar un 19% de positivos y un 81%
de negativos.

Nuestro ensayo detecta inmunoglobulinas en forma
polivalentf, lo que probablemente limita la sensibilidad del
mismo, dado que los resultados de otros estudios indican la
respuesta presente con inmunoglobulina del tipo G. Posiblmente
nuestros resultados podrian mejorar al detectar solamente IgG.
A pesar de ello, la sensibilidad y la cspeciticidad'de nuestros
resultados, estan dentro dell rango de los reportados en la
literatura; aun cuando se toma en cuenta los resultados de la
comparacion con el grupo D, en el cual obtuvimos resultados
pobres (5).

Encontramos resultados significativos con el punto de corte
1:5000, sdlo al comparar el grupo control C con el resto de los
grupos, incluso con los sujétos con infeccién tuberculosa
asintomdticas (PPD positivos), Sin embargo, al excluir 1los
pacientes del grupo B el resultado es no significativo (p=.08 vs

0.17). Al elevar el punto de corte a 1:25000, se obtuvo un
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resultado con valor significativo entre el grupo control y los
grupos AI a AIV. También se observé diferencia significativa
entre el grupo control y el grupo de pacientes con infecciones
por micobacterias distintas a M. tuberculosis.

Estos resultados son paradéjicos, es decir, al parecer el
ensayo utilizado en la actualidad parece ser de mayor utilidad
cuando se aplicé a pacientes con otras micobacteriosis. La
explicacién paraa este fendmeno puede atribuirse a la deteccisn
de anticuerpos dirigidos contra antigenos presentes tanto en la
cepa de BCG como en las micobacterias diferentes a M.
tuberculogis aisladas en nuestra poblacién., Si bien esto puede
ser clerto, no satisface de forma adecuada la pregunta, dadoc que
existe similitud antigénica entre M. tuberculosis y la cepa de
BCG, por lo que esperariamos que esto hubiecse sido consistente
con mayor nhumero de resultados positivos en el grupo AI
(tuberculosis definitiva). Ademds, las especies de micobacterias
aisladas en algunos casos no correspohden a las que se encuentran
en el complejo tuberculesis, como soh microti o africanum, de
hecho, taxonémicamente se encuentran alejadas del complejo (31).

En relacién a la utilidad de la prueba en sujetos con
inmunosupresién, encontramos resultados semejantes a aquellos
descritos previamente en la literatura. Esto es, la prueba no
ayuda en el diagnéstico de tuberculosis en pacientes infectados
por el virus de la inmunodeficiencia humana, es decir en

pacientes con coinfeccidén por aquel y por M. tuberculogis, Lo

mismo se aprecié cuando se revisé esta informacién en el grupo
B, esto es, el estar infectado por HIV y por micobacterias

diferentes a M._tuberculosis, la prueba no ayudé a discriminar
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si las manifestaciones «clinicas fucron atribuibles a
micohacterias en estos paclcntes, dado que un si bien un
resultado positivo en la serologia en este grupo (B), apoya la
posibilidad de que las manifestaciones clinicas sean al menos en
parte, causadas por micobacterias, en pacientes con infeccién por
VIH esto no puede aseverarse.

Los resultados de este estudio no muestran diferencias
significativas ‘entre los resultados de 1los paclientes con
manifestaciones pulmonares en comparacion con aquellos con
manifestaciones extrapulmonares. De esta manera, puede decirse
que la prueba tenga gran utlidad en los pacientes con
manifestaciones extrapulmonares.

El cultivo es aun el estdndar de oro en el diagndstico de
la tuberculosis. Con frecuencia existe demora para obtener esta
informacién, lo cual en ocasiones demanda inicio del tratamiento
en forma empirica, basdndose en los hallazgos clinicos, lLa
identificacién de la micobacteria en secreciones de los pacientes
infectados, o bien en muestras de tejidos, es un apoyo
importante, pero se requiere una concentracién no despreciable
de bacilos (32), ademds de experiencia para la lectura.

El desarrollo de técnicas de Biologia Molecular permitiria
en teoria la deteccién en especimenes clinicos de material

genético propio de M. tuberculosis en forma relativamente

sencilla y rdpida, evitando asi la necesidad de una espera
prolongada para apoyar el diagnéstico de esta entidad (13,32).
La amplificacién de sefales de DNA, como la amplificacién de DNA
ramificado que consiste en el empleo de un oligonucleétido

bifuncional con una secuencia especifica del DNA blanca y otro

ST ORSS 80 0B
W BE U RO
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mds ramificado que tiene sitios de unién a un tercer oligo
marcado con fosfatasa alcalina que produce una seilal; la
amplificacién de la sefial QB en donde el DNA blanco es mezclado
con un oligo binfuncional de captura (que tiene una secuencia que
se une al DNA blanco) y un replicdén Q8, el cual se recupera Yy
amplifica, y los sistemas que ﬁtilizan micobacteridéfagos a los
cuales se les ha agregado el gene que codifica para la enzima
luciferasa que actua oxidando a la luciferina en una reacion
dependiente de ATP lo que produce una luz que se puede detectar
en muestras donde el numero de micobacﬁerias va de 500 a 5000,
sobre todo en las fases de crecimiento de la micobacteria,

Asimismo, otras técnicas como la reaccidén de polimerasa en
cadena (PCR), .que consiste en la amplificacién in vitro de un
fragmento de DNA, generando varios millones de copias del
original y en cuyo procedimiento se requiere la separacidén de la
doble cadena de DNA blanco mediante denaturalizacién por calor,
su incubacién con dos oligonuclestidos andlogos que se alinean
al DNA blanco y finalmente su polimerizacién por medio de Taq
polimerasa, permite la identificacién de secuencias de DNA a
partir de numeros relativamente pequefios de micobacterias en
muestras clinicas, tiene una sensibilidad y especificidad cercana
al 100%, Varios genes de M. tuberculosig se han usado, peroc su
practica cotidiana en la clinica es aun lejana por razones tales
como dificultad en la interpretacidén clinica y costos.

La amplificacién de RNA es otro brocedimlento que se
fundamenta en ampliar RNA ribosomal blanco por medio de una RNA
polimerasa, llegando a amplificar hasta un.b1110n de veces el

blanco y la amplificacién de la reaccién de ligasa en cadena,
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ensayo especifico que se basa en la homologia de 1la
hibiridizacion de los oligos al DNA blanco, son otros metodos que
también requieren poco tiempo y una minima cantidad de bacilos
presentes en las muestras. Estos métodos al poderse aplicar en
forma cotidiana, desplazarian de manera clara la necesidad de uso
de técnicas menos especificas, como la que nos ocupa; sin
embargo, su costo por ahora es limitante, ademds de 1la
accesibilidad como prueba de tamizaje en grandes poblaciones y
su aplicacién en el laboratorio clinico (32). Mientras aun se
requiere de una prueba sobre todo suficientemente sensible para
su aplicacion a poblaciones donde la prevalencia e incidencia de
la tuberculosis reviste importancia capital y constituye un
problema de salud global.

Seria por ello deseable contar con una prueba serologica que
tuviese una mayor especificidad, incrementando por ende su valor
predictivo positivo, En el caso‘contrario, una prueba negativa
permit;ria su uso en poblaciones seleccionadas donde seria
importante la exclusién de la enfermedad; de esta manera, seria
inaceptable una prueba falso negativa y seria indispensable una
prueba con una alta sensibllléad. Daniel et al (33) en un estudio
llevado al cabo en Bolivia, una nacién con caracteristicas
semejantes a las encontradas en el nuestro, con una alta
prevalencia de tuberculosis, demostré la posibilidad de efectuar
una prueba en grupos grandes de poblacion, aunque con resultados
de sensibilidad claramente mayores que nuestro ensayo, Y
utilizando antigenos purificados a partir de su adsorcion con el
anticuerpo monoclonal TB-C-1. En este estudio se concluye que la

serologia empleada puede ser de ayuda, cuando se usa en conjunto
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con la baciloscopia en expectoracién, en el diagndstico de
tuberculosis en poblaciones con prevalencia elevada.

En nuestro caso, seria deseable incrementar la sensibilidad
de la prueba y esto podria lograrse al evaluar otros antigenos
empleados en el método. Evidentemente, esto requiere de una nueva
estandarizacion y seria deseable también su comparacién con otras
pruebas de uso rutinario en la ruta diagnéstica de 1la

tuberculosis.
IX. CONCLUBION.

El uso de ELISA con los antigenos utilizados (extracto crudo
de BCG), no es recomendable como apoye diagndstico de
tuberculosis en el INNSZ, por su sensibilidad baja y su
especificidad limitada.
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