/;\&7

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO Sﬂl:lhl

Centro Médico Nacional Sigle XXI
Hospital de Especialidades
Departamento de Medicina Interna

Instituto de Investigaciones Biomédicas
U.N.A M., Departamento de Inmunclogia

Evaluacién Clinico-Inmunolégica de la
Tuberculosis y su Relacién con la
Respuesta al Tratamiento.

T ES TS

PARA OBTENER EL DIPLOMA DE

ESPECIALISTA EN MEDICINA INTERNA
PRESENT A

Dra. Clara CristinaEénchez Rodriguez

=

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
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 imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd 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,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ASESORES CLINICOS:

(514 Hos Sy,
\ i~ Dy g Df.E ‘??MUDADE """"""
" Wt S0 g
Dr. Nihels Wacher Roda ?f- MR 15 1
Jefe de Enserianza e Investi -_.,-’: c‘i;f%. 99 »
Hospital de Especialidades, s;f-’ Sig 4&124 bE E

X NVESTIG .
. foy
A) Qv zvi \

Dr. José Halabe Cherem
- Jefe de Division de Medicina Interna
Hospital de Especialidades, CMN Siglo XXI.

fbr. Albertofifshitz G
efe de Educacion Médica
Centro Medico Nacional Siglo XXI

L

Dr. Jose Luis Garcia Vigil
Jefe de informatica
Centro Médico Nacional Siglo XXI

Dr. Fernando Larddo'Sénchez
Meédico Adscrito al servigio de Medicina Interna
Hospital de Especialidades, CMN Siglo XX|.




ASESOR BASICO DEL TRABAJO EXPERIMENTAL DE LABORATORIO:

‘ﬁ%ﬂﬁm Jiménez

| Investigador y Secretario Académico
Instituto de Investigaciones Biomédicas



iNDICE

1. RESUMEN _.....ooooiiiioiinciesoct st e B
2. ANTECEDENTES ... oot 7

2.1. IMPORTANCIA DE LA TUBERCULOSIS .......covvomvereocireecreeee 7

2.2. SUSCEPTIBILIDAD A LA INFECGION .......o.ooivviioierieee e, 7

2.3. ESPECTRO INMUNOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS ................. .. 9

2.4, DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS ... 10
2.5. INMUNOPATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS . _....cooooovvvirir . 11
2.6. TRATAMIENTO ................. e e, 13
8. JUSTIFICACION. ..o, 15
A HIPOTESIS oottt 16
5. OBJETIVOS. ... oottt 17
B. DISENO EXPERIMENTAL .......ooooiitoveieisiiceeees s 18
7. PACIENTES Y METODOS ..o 19
7.1. EVALUACION CLINICA Y RADIOLOGICA ......cc.ovvererieennnn. e, 19
7.2. EVALUACION INMUNOLOGICA ......c.oovv oot 20
8. TRATAMIENTO ... 23
9. ANALISIS ESTADISTICO .....ooiiviiieirevee oo 23
10. RESULTADOS .....ocoioiiies e B 24
10.1. HALLAZGOS CLINICOS, DE LABORATORIO Y GABINETE .......... 24
TABLA 1. ANTECEDENTES Y DATOS GENERALES ..., 25
TABLA 2. SINTOMAS GENERALES Y RESPIRATORIOS ... 26
TABLA 3. MANIFESTACIONES CLINICAS MAS FRECUENTES............... 27

|



TABLA 4. CUADRO CLINICO, HALLAZGOS RADIOGRAFICOS Y

BACTERIOLOGICOS ... corsrceeieseensresessars s 28
TABLA 5. CLASIFICACION Y HALLAZGOS RADIOGRAFICOS ................ 29
FIGURA 1. PROYECCION DE LOS SEGMENTOS PULMONARES ......... 32
10.2. EVALUACION INMUNOLOGICA Y TABLA B ..o 33
10.2.2. RESPUESTA AL PPD ... ooviomooee o eetirrssomseseass s 34
TABLA 7. RESPUESTA AL PPD ..o ereviesiicnni e 35
10.2.3 HALLAZGOS Y CLASIFICACION DEL INMUNOBLOT _.....cccooirenn. 36
FIGURA 2. REATIVIDAD POR INMUNOBLOT DE CONTROLES ............ a7
FIGURA 3. REACTIVIDAD POR INMUNOBLOT DE ENFERMOS ............ 38
10.2.4. ELISA GON EPT Y TABLA 9. ELISA CON EPT EN SANOS........... 39
TABLA 10. ELISA CON EPT EN ENFERMOS ......c.ooccvmmnnnnciie e 40
10.2.6. TABLA 11. ELISA CON P-30/31 EN SANOS.....c.ooocomvinnrictiireceens 41
10.2.5. ELISA CON P-30/31 Y TABLA 12 ..oooooooiercinicennis i 42
10.4. TRATAMIENTOY TABLA 14, o oooioiirceromsiiccnscnessess s 43
TABLA 14. RESPUESTA AL TRATAMIENTO ..o e 44
10.4.1. FACTORES PRONOSTICOS ANALIZADOS .o.ooovovrvrici, 45
TABLA 15. ELISA CON EPT Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO ............. 46
TABLA 16. ELISA CON P-30/31 Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO ........ 47
TABLA 17. FACTORES PRONOSTICOS ALAZIZADOS ..o, 48
11, CASOS CLINICOS woooooeeeeieeeeeeeesebs st eesesncemssem sttt 49
4. DISCUSION oo et 54
43, CONCLUSIONES ..o eooeoeeeseeeo oo eeooeeeee sttt 61
14 REFERENCIAS oo seeere st B2

ey, ok iz 3G
St T AT

TESIS CON
 FALLA DE ORIGEN

{a



RESUMEN

Este estudic se realizd en el Hospital Rural Solidaridad de
Coscomatepec, Veracruz y en e! Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad Nacional Auténoma de México. Su objetivo fue evaluar la extension
clinica de la enfermedad y e! estado inmunologico inicial del enfermo con
tuberculosis pulmonar activa en relacidon con el resultado al tratamiento, Se
incluyeron en el estudic 55 enfermos con tuberculosis (TB) y 15 sujetos
controles. De los 55 enfermos con TB, 52 presentaron TB pulmonar
diagnosticados por clinica, hallazgos radiogréficos, baciloscopia, cultivo y por
intradermoreaccion con PPD (Derivado Proteico Purificado) y 3 TB ganglienar
diagnosticados por biopsia ganglionar. Los pacientes con TB pulmonar fueron
clasificados de acuerdo a la extension radiografica de |la enfermedad, el estado
inmunolégico y la respuesta al tratamiento. A lodos se les administrd el
Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES) primario, secundario,
6 reforzado segun las caracteristicas individuales de los pacientes.

Los indicadores no inmunolégices analizados fueron: el antecedente de
tuberculosis el cual fué estadisticamente significativo con una p: 0.035 al
analizar los pacientes con tuberculosis de primera vez contra los pacientes con
recaidas, la extension de la enfermedad tambien fue estadisticamente
significativa al comparar los enfermes con enfermedad localizada contra los
enfermos con enfermedad moederada y diseminada sé obtuvd una p: 0.0035;
Entre los indicadores inmunolagicos, se analizé el antecedente de vacunacion
con BCG, la intradermoreaccion con PPD, los titulos de anticuerpos séricos por
ELISA con un extracto proteico total (EPT) y con la proteina de 30/31 kD
{P-30/31) de M. tuberculosis H37/Rv y el patrobn de bandas por I'nmunoblol,
entre estos el de méas valor pronostico fue la serologia con P-30/31, Al
analizarse los titulos de anticuerpos con el ELISA con P 30/31 se observo que
ios enfermos con titulos positivos curaron en mayor proporcién gue los enfermos

con titulos negativos con una p: 0.00055
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2. ANTECEDENTES

2.1. IMPORTANCIA DE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis (TB) pulmonar es una enfermedad infecciosa producida
por un complejo de micobacterias que incluye Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum y Mycobacterium microti ). La
Organizacion Mundial de la Salud report® en 1998 que una de cada 3
personas en el mundo esta infectada en forma latente por M. tubercufosis. A
nivel mundial en 1897 se presentaron 7.25 millones de cascs nuevos de TB y
se registraron 2,908 000 muertes. La mayoria de los casos ocurrieron en el
Sureste de Asia, en Africa y en paises del este del Pacifico . El aumento
creciente de casos nuevos y su caracteristica de pandemia han llevado a
especular acerca de las posibles causas del resurgimiento de la TB. Dichos
factores incluyen mutaciones genéticas del bacilo con medificaciones en su
virulencia y desarrollo de resistencia a los antifimicos 4. Otro factor
importante en el resurgimiento de la TB es la epidemia del Sindrome de
Inmuncdeficiencia Adquirida (SIDA), enfermedad caracterizada por
disminucién de los linfogitos T CD4 +, los cuales son cruciales en 1a proteccion
inmunolégica en contra de M. fuberculasis. (5) Otros factores predisponentes a
considerar son la desnufricion ), algunas alieraciones metabdlicas como la
insuficiencia renal y el uso de corticoesleroides y antimetabolitos ¢ que

deprimen la respuesta inmune mediada por células (@),

2.2, SUSCEPTIBILIDAD A LA INFECCION

Al igual que ocurre con otras infecciones hay individuos que son mas
susceptibles que otros a la TB (). Se han realizado estudios genéticos sobre el
complejo principal de histocompatibilidad (CPH) sin que hasta la actualidad se
halla llegado a un consenso general sobre resistencia o susceptibilidad ala TB
relaciocnado con el CPH (0. En estudios de prevalencia se ha observado una
relacion entre CPH DR1, DR2 y DQ B1*0503 y susceptibilidad a la TB, sin '

embargo se necesitan mas investigaciones para confirmar lo anterior (11).



Recientemente se han hecho observaciones que involucran a otros genes
en la susceptibilidad a la TB y a ofras infecciones intracélulares. Como son el
gen de la IL-12 2, del TNF- 2 y el gen que codifica para la proteina Nramp-1
que se expresa en macréfagos y que parece participar en el transporte de
nitritos al fagolisosoma permitiendo asi la destruccion del bacilo ¢3. En una
poblacién del Oeste de Africa sé describit la asociacidn de polimorfismos en el
gen Nramp-1 y susceptibilidad a la tuberculosis (19 Entre los factores del
huésped que influyen en la susceptibilidad a la TB, ademas de los genéficbs
esta el estado del sistema inmunclégico al contacto con la micobacteria 1s.16).
La mayor parle de las personas, al entrar en contacto con el bacilo, son
capaces de desarrollar una respuesta protectora que limita la infeccion
destruyendo los bacilos y en oftras manteniendolos en estado latente. La
poblacién que por algun motivo se encuentra deficiente en la inmunidad celular
es la que desarrolla las formas mAs graves de la enfermedad. Es
particularmente importante la deficiencia de linfocitos T CD4+ como se observa
en la Insuficiencia renal y en el SIDA, condiciones en las cuales hay un
incremento de mas de 10 veces en la incidencia de TB comparado con la
poblacién general (17,18). _

M. tuberculosis infecta preferencialmente al pulmén pero puede
diseminarse a practicamente todos los érganos de la economia dando lugar a
una gran variedad de cuadros clinicos ¢19). Con la reemergencia de la TB y la
aparicion del SIDA ban aumentado las formas extrapulmonares relacionadas
principalmente con formas diseminadas @), dando lugar a cuadros intestinales
(21.22), renales, 0seos y cutaneos (23.242526). Existen tejidos que son propicios
para el desarrollo de la infeccion, permitiendo una gran replicacion bacilar,
como son los apices pulmonares, sin embargo otros, como la, serosa pleural,
parecen resistir la infeccion observandose formas autolimitadas que curan aun

sin tratamiento antifimico ¢n.
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2.3. ESPECTRO INMUNOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS.

Lenzini y col, en 1977 cormelacionaron datos inmunclégicos con el
espectro clinico de la enfermedad, identificando 2 grupos polares y dos
intermedios: reactivo-reactivo, reactivo-intermedio, areactivo-intermedio y
areactivo-areactivo, la respuesta inmune celular fue valorada por la reactividad
cutanea al PPD y la respuesta de inmune humoral fue analizada por inhibicion
de [a migracion leucocitaria, reacciones de precipitacion en gel vy
hemaglutinacién. Ademas, estos autores clasificaron a la TB basandose en
patrones radiograficos previamente establecidos, encontrando que los
pacientes reactivos {con respuestas positivas al PPD y con titulos de
anticuerpos bajos) presentaban enfermedad localizada con infiltrados
micronodulares y buena respuesta al tratamiento. En el polo opuesto los
pacientes areactivos-areactivos {con PPD negative vy titulos de anticuerpos
altos) presentaron enfermedad diseminada y muy pobre respuesta al
tratamiento en.

Para estudiar la inmunidad celular se han utilizado principalmente
pruebas in vifro en las cuales los linfocitos T del paciente tuberculoso se
exponen a lectinas como la fitohemaglutinina, al PPD y a otros antigenos. En
general estos estudios han demostrado gue hay una correlacion directa entre
una disminucion de la respuesta in vitro y la gravedad de la TB.
Recientementre se han introducido métodos mas sofisticados para evaluar la
forma en que el paciente fuberculoso reacciona inmunolégicamente en contra
del bacilo y las posibles repercusiones de esta respuesta en el curso de la
enfermedad. Entre los métodos méas empleados se encuentran la
determinacién de subpoblacicnes de linfocitos por citometria de flujo con
anticuerpos monoclonales y ia determinacion de las citocinas que estan
produciendo los linfocitos T jn vitro (s

En lehismaniasis y en lepra se ha observado que mientras que la
respuesta Th-1 (broduccién predominante de interferon gamma e IL-2) parece
tener un papel protector, un patrén de citocinas de tipo Th-2 (IL-4, IL-10) es
permisivo para el desarrollo de estas infecciones (3t E! papel de los

métodos anteriores en la evaluacién inmunolégica del paciente tuberculoso



esta aun por definirse y constituye una linea de investigacion de gran interés

tanto para las ciencias basicas como para la clinica ().

2.4. DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS

La TB tiene un espectro de sintomas clinicos muy variado, por lo que es
un reto para el médico establecer el diagnostico oportunamente. Lo primero es
tener la sospecha del diagnostico y posteriormente usar las herramientas
necesarias para confirmar el diagnostico. Entre estas, la radiografia de torax
ocupa un lugar preponderante, ya que la presentacion pulmonar continua
siendo la mas frecuente (3233 Para confirmar él diagndstico de TB activa, se
utilizan métodos microbioldgicos entre los que deslacan el cultivo de esputo el
cual tiene una especificidad del 100%, y una sensibilidad del 27%. De los
medios de cultivo tradicionales mas usados esta el medio sélido basado en
huevo, el Lowestein-Jensen con &l cual se obtienen resultados 4 a 6 semanas
despueés de la siembra. Otros medios basados en agar (7H10, 7H11} son mas
rapidos, obteniendose resultados entre 2 y 4 semanas. Entre ios medios
liquidos esta el Middlebrook 7H12, comercializade como BACTEC 12 B, que se
basa en la deteccion radiometrica del crecimiento micobacteriano que contiene
5 antibidticos para prevenir el crecimiento de contaminantes ne
micobacterianos 34. Entre las técnicas mas difundidas y de mayor valor, ya
que es empleada como método de eleccion para el tamizaje de grandes
poblaciones es 1a baciloscopia, que identifica bacilos acido-alcohol resistentes
(BAAR) () pero no asegura su identidad, para lo cual se requiere del cultivo y
el empleo de pruebas bioguimicas y de écnicas de biclogfa molecular (s3s).

No obstante que la prueba del PPD parece tener un valor incuestionable
en la evaluacién inmunoldgica del paciente tuberculoso, su valor en el
diagndstico esta sujeto a muitiples variables que van desde su procedencia, el
manejo del biolégico, su aplicacion y la interpretacion de la prueba @n. En
paises con incidencias bajas de TB, la respuesta al PPD es un criterio
diagndstico de gran importancia y puede justificar el establecimiento de un
tratamiento antifimico. En cambio, en paises como é| nuestro donde la mayoria

de los individuos responde al PPD, su utilidad como prueba diagndstica es
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pobre. En el diagndstico de la TB se han utilizado una variedad de métodos
seroldgicos como son la hemaglutinacion, la fijacién del complemento, la
inmunoelectroforesis y en los Ultimos afios el ELISA utilizande mezcias
antigenicas complejas y antigenos micobacterianos nativos purificados o
recombinantes (3s,39.40). Hasta la fecha ninguno de los métodos mencionados ha
sido incorporado plenamente al estudio rutinario del paciente tuberculoso.

Un método relativamente nuevo es el empleo de la reaccién en cadena de
ia polimerasa {PCR), la cual se ha venido empleando en estudios piloto con
resultados prometedores. El usc clinico de esta prueba, sin embargo, esta

limitado por lo dificil de su implementacién.

2.5 INMUNOPATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS

La via habitual de la infeccidn por M. tuberctiosis, es la respiratoria por la
inhalacidn de las gotitas de Flugger que contienen el bacilo 1), Ias cuales por
su tamafio alcanzan los alvéolos pulmcnares donde la micobacteria es
fagocitada por macrofagos alveolares que se localizan en el epitelio simple de
la pared alveclar. Dentro del macréfago la bacteria es destruida, en algunos
casos procesande y expresande péptidos unidos a moléculas del CPH tipo Il y
tipo | que son reconocidas por los linfocitos T CD4+, estimulando la produccidn
de citocinas y la lisis del macrofago a través de las células CD8+. Se han
descrito mecanismos micobacterianos que inhiben la destruccion del bacilo el
cual, escapa asi, del sistema inmune utilizando al macrofago para su
replicacion activa ocasionando el estallamiento célular y la diseminacion de la
infeccion a células cercanas, alcanzando los ganglios linfaticos v después la
circulacién sanguinea, ocasionando asi TB diseminada (1. Ligado con estos
mecanismos se ha descrito en el estado de infeccidén primaria la presencia del
complejo de primoinfeccién de Ranke que es una area de alveolitis, linfangitis
y adenitis que cuando se resuelve se calcifica dando lugar al nédulo de Ghon
que representa la Unica fuente de antigenos micobacteriancs y es responsable
de la existencia de anticuerpos antimicobacierianos y de una respuesta
positiva al PPD en individuos con TB latente (4. La mayor parte de los casos
de TB activa en el adulto se deben a reactivacién de este foco primario. La
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capacidad del bacilo de la TB para entrar en un estado de latencia donde la
disminucién de su metabolismo 1o hace resistente a los antifimicos, es un
factor de gran importancia que es necesario dilucidar e impedir para poder
erradicar la TB.

Las células principales, pero no exclusivas invoiucradas en la respuesta
inmune protectora contra M. fuberculosis son el macréfago y el linfocito T. El
macrofago en respuesta a la infeccién por M.tuberculosis, produce iL-1, IL-8,
IL-10, TNF-o, TGF-p, todas involucradas en la patogenia de la TB. La IL-1 es
un pirégeno enddgeno que participa activamente en la produccién de la fiebre,
caracleristica de la enfermedad. La IL-6 aumenta la produccion de células B
activadas, participando en la hiperglobulinemia que se observa en |a mayorta
de los casos de TB. El TNF-q sinergiza su efecto con el INF-y, contribuyendo a
la destruccidn tisular y a la produccion de la lesién patognomonica de la TB: el
granuloma caseoso, participan tambien en la praduccién de la fiebre, pérdida
de peso y en la necrosis lisular caracteristica de la TB. La IL-10 inhibe la
produccidén de citocinas inflamatorias producidas por los linfocitos T y
macrofagos. El TGF-B inhibe la proliferacion de linfocitos T y la funcién
efectora del macréfago, lo que contribuye a limitar la produccion de citocinas
proinflamatorios, favoreciendo la replicacién bacteriana, disminuyendo asi la
magnitud del dafo tisular pero ejerciende un efecto deletereo en el control de
la infeccion 3. Entre los factores de la micobacteria, no se han identificado
téxinas o componentes propios relacionados con tas manifestaciones clinicas o
con el dafo a los tejidos. Sin embargo se han descrito factores de virulencia
entre los cuales destacan: una catalasa-perpxidasa que inhibe la produccidn
de radicales de oxigeno, mce, que codifica para un factor de colonizacion de
los macréfagos y sigA que puede ocasionar atenuacion de la bacteria. Con la
reciente caracterizacion molecular completa del genoma de M. tuberculosis se
espera un avance importante en la identificacion de componentes

micobacterianos relevantes en la patogenia de la TB (44),



2.6. TRATAMIENTO

A principios del siglo XVIll no se conocia la cura para ia TB, sin embargo ya
se realizaban intentos para su manejo los cuales consistian en la aplicacion de
suero inmune a los enfermos, los que sé obtenian de animales como conejos,
caballos e incluso de humanos, obteniendo resultados variables. Esta
terapéutica se abandond debido a las complicaciones relacionadas con
reacciones de hipersensibilidad a los componentes de! suero. Desde entonces
se especulaba sobre el papel protector de los anticuerpos y otras substancias
presentes en el suero s A principios del siglo XIX, en 1944 con la
introduccién de la estreptomicina por Selman Waksman, inicia la era de la
quimioterapia dejando atras las terapéuticas basadas en reposo al aire libre,
seroterapia y dieta. El inicio de la quimioterapia se acomparia de un gran éxito
ya gque se descubren ademas la isoniacida, la pirazinamida, el etambuto! y
recientemente se incorpora el empleo de la rifampicina para el manejo
especifico de la TB con una eficiencia superior al 95%, la cual continuo hasta
mediados de |la década de los 80s cuando se observé un aumento progresivo
en la incidencia de la TB, que se atribuyd a multiples factores entre ellos un
incremento preocupante de bacterias resistentes a uno o mas antifimicos. El
principal factor de esta multidrogoresistencia (MDR) parece ser la falta de
adherencia al tratamiento lo que propicia que la bacteria mute y adquiera
factores de resistencia @s. En 1997 la OMS reportd que los paises con peocres
programas de control poseian las prevalencias mas altas de MDR. Por
ejemplo, en Latvia el 22% de los pacientes poseian cepas MDR 4. En México,
en un estudio realizado en el INDRE, se reporld una resistencia primaria del
3% y una resistencia secundaria del 72%, siendo hacia isoniacida en e 52.3%,
a estreptomicina en el 35.3% y a rifampicina en el 34.2%. «n

Otros factores que inciden sobre 1a eficacia de la terapia es lo prolongado
de los tratamientos habituales que propician el abandono por parte del
paciente, la falta de métodos para el diagnéstico oportuno como son el
aislamiento y cultivo adecuados de la bacteria, la falta de pruebas eficaces de

sensibilidad a antifimicos y asi mismo, la falta de medicamentos @s). Por otra
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parte la micobacteria es naturalmente resistente a muchos antibidticos
principalmente por su gran bicapa de lipidos. Los antifimicos de primera linea
continlan siendo la isoniacida, rifampicina, pirazinamida y etambutol 6
estreptomicina, los cuales interfieren principalmente en el recambio metabdlico
de la pared de lipidos afectando asi con su replicacion y sobrevivencia. Una de
las medidas adoptadas por la Secretaria de Salud y Asistencia Publica para
combatir el abandono del tratamiento es la utilizacion del TAES que consiste

en fa administracion de 4 & 5 antifimicos por un periodo minimo de 6 meses @),



3. JUSTIFICACION

El estudio del enfermoc con TB se ha enfocado principalmente al
diagnostico y al tratamiento, siendo escasos los estudios en los cuales se
analiza el estado inmunolégico del paciente tuberculoso y la infuencia de este
sobre el curso y pronéstico de la enfermedad.

Durante el desarrollc de trabajos experimentales se han empleado
diferentes métodos para valorar la respuesta inmunolégica. Después del
descubrimiento del agente causal de la TB por Robert Koch se han venido
empleando diferentes métodos para él diagndstico y la evaluacion de la
relacidn huésped- parasito. En TB las primeras técnicas empleadas para
valorar la respuesta inmune celular fueron la aplicacion intradérmica de la
llamada tuberculina vigja y actualmente el PPD. Posteriormente se han
utilizado estudios in vitro, la inhibicion de la migracion de leucocitos, y
actualmente con la evolucion de ia tecnologia se emplean la
inmuncelectrotransferencia y el ELISA. Con el advenimiento de la citometria de
flujo {FACS) y de los anticuerpos monoclonales es posible ahora analizar
poblaciones celulares y su papel en la respuesta del huesped, tantc en
enfermedades no infecciosas que afectan directamente el estado inmune,

’

como lo es la desnulricién & en enfermedades de origen infecciosa con
repercusién directamente en el sistema inmune como lo es la TB o
enfermedades tipicamente inmunoldgicas como las autoinmunes.

En este trabajo se utilizé un conjunto de estudios sencillos y rapidos como
son el empleo del PPD, el inmunoblot y el ELISA con extracto proteico total y
con un antigeno purificado, para evaluar el estado inmunolégico del enfermo y
tratar de encontrar parametros inmunolégicos que sirvan como indicadores
prondsticos que nos informen acerca del probable desenlace de la

enfermedad.



4. HIPOTESIS

Existe parametros inmunologicos como la respuesta al PPD y otros no
analizados rutinariamente que pueden servir como factores pronosticos en el

enfermo con tuberculosis activa.



5. OBJETIVOS :

» Realizar un estudio prospectivo de pacientes con tuberculosis pulmonar no

seleccionados en una zona rural empobrecida del estado de Veracruz,

» Realizar intradermorreacciones con PPD al ingreso para evaluar la

inmunidad celular.

o Evaluar la respuesta inmune humoral por inmunoblot y ELISA,

¢ Correlacionar los datos inmunoldgicos con el curso y prondstico de la

enfermedad.



6. DISENO DEL ESTUDIO:

Las caracteristicas del

prospective y comparativo,

estudio fueron:

longitudinal,

observacional,



7. PACIENTES Y METODOS: TESIS CON |
' ' FALLA DE ORIGEN

7.1. EVALUACION CLINICA Y RADIOLOGICA:

A todos los individuos con sospecha clinica de TB activa se les realizaron

estudios bacterioldgicos y radiolégicos, para descartar o confirmar el
diagnostico de TB pulmonar, Una vez corroborado el diagndstico se incluyeron
en el grupo de estudio y se les realizdé PPD, BAAR y cultivo. La poblacién
estudiada pertenecia a un area rural del estado de Veracruz, con estrato
socioeconomico muy bajo. Se incluyeron 55 pacientes, hombres y mujeres con
edades entre 17 y 70 arios, los cuales 52 reunieron los criterios de TB pulmonar
activa sefialados por la Sociedad Americana de Torax y 3 sé diagnésticaron
como T8 ganglionar por biopsia ganglionar. Los criterios para diagnostico de TB
pulmonar se basaron en hallazgos clinicos, radioldgicos, en la respuesta a la
aplicacién intradérmica del PPD y demostracion del bacilo de la tuberculosis por
baciloscopia yfo cultivo de esputc. En todos los pacientes se analizd la
respuesta inmune humoral antimicobacteriana por inmunoblot y ELISA. A todos
los pacientes se les realizd la prueba de ELISA para detectar anticuerpos contra
el virus de la inmuncdeficiencia adquirida, la cual fue negativa en todos los
casos. Se lleve a cabo el seguimiento de los pacientes cada mes por
interrogaterio y exploracion fisica. La radiografia de térax se realizé al ingreso y
de co_ntrol al terminar el tratamiento. Se realizaron series de 3 baciloscopias en
esputo mensuaimente,

La extension radiografica fue clasificada segun los criterios del Consejo de
Investigacion Medica Britanico de la siguiente forma:
Categoria 1: Sin alteraciones, normal
Categoria 2: Afeccidn unilateral de < 5 cm de parénquima pulmonar
Categoria 3: Afeccion unilateral de 5 a 15 cm del parénquima pulmonar
Categoria 4: Afeccion bilateral de > 15 cm del parénquima pulmonar
Categoria 5: Afeccion miliar bilateral

La enfermedad se clasificé en relacién a fa extension pulmonar en leve o
localizada {enfermos con radiografia en las categerias 1, 2), moderada o
bilateral 3 y 4 y severa o miliar con categoria 5.
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7.2 EVALUACION INMUNOLOGICA

7.21. EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR POR
INTRADERMORREACCION CON PPD.

El PPD se obtuvo de la Gerencia General de Bioldgicos y Reactives en
presentacion de frascos de 1 ml. A cada paciente se les aplicd 0.1 ml que
equivalen a 2 unidades de tuberculina. El PPD se administré con una jeringa de
1 ml y una aguja de 27 X 13 mm por via intradérmica en la cara anterior del
antebrazo por la técnica de Mantoux. La lectura se realizd 6, 24, 48 y 72 horas
después de la aplicacion, por palpacion y medicion de la papula en un eje
transversal al del antebrazo, reportandose en milimetros. La prueba se
considerd positiva cuando la induracién midié 10 6 mas mm, a las 48 hr de
aplicado el PPD.,

7.2.2 EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL

7.2.2.1 CULTIVO DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS Y OBTENCION DE
UN EXTRACTO PROTEICO TOTAL (EPT) Y PURIFICACION DE LA PROTEINA
DE 30-31 kD.

Para obtener antigenos micobacterianos se realizaron los procedimientos
que se describen a continuacidn. Mycobacterium tubercuiosis, cepa H37/Rv,
oblenida de la Gerencia General de Bioldgicos y Reactivos, se cultivd por 6-8
semanas en el medio sintético de Proskauer y Beck modificado por Youmans
s0). Los bacilos se eliminaron por filtracidn de la siguiente manera: el medio de
cultivo se filtré primero a través de un filtro Whatman y después sucecivamente
a través de filtros (Millipore Products Division, Bedford, MA 01730) de 1.5, 0.45
y 0.22 pm. El medio de cultivo se precipito con sulfato de amonio (0.5 g/ 1 mi}.
El precipitado obtenido se dializo extensamente con agua destilada para
obtener finalmente un extracte proteico total (EPT). El antigenc de 30-31 kD
{P-30/31) sé selecciond para realizar estudios de ELISA por ser el antigeno mas
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frecuentemente reconocido por inmunobiot. Se obtuvo de la siguiente manera:
E! EPT fué separado por el método acido-alcohdlico de Seibert s1). Los diversos
precipitados y sobrenadantes se analizaron por geles de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) e inmunoblot lo que permitié encontrar
fracciones enriquecidas en P-30/31. Con estas fracciones se hizo un pool el
cual se separd en un gel preparative al 10%, y se tiid con acetato de sodio 4 M,
para identificar la banda deseada, la cual se cortd con tijeras y s sometio a
elucién con urea 6 M. La proteina obtenida se dializé contra agua bidestilada y

se guardo a —20 °C grados centigrados hasta su uso,

7.2.2.2. INMUNOBLOT

El EPT se separd en PAGE-SDS al 10 % bajo condicicnes reductoras con
2-B-mercaptoetanol (2. Para llevar a cabo los estudios de inmunoblot, las
proteinas micobacterianas separadas por PAGE-SDS se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa {Labaoratorios BioRad, Richmond, VA, USA) en una
camara de transferencia (ldea Scientific, Corvallis, PA). Con &l fin de bloguear
sitios reactivos en el papel de nitrocelulosa, este se incubd toda la noche con
albUmina bovina sérica al 3 % (Laboratorios Sigma, San Luis, MO, USA) en
buffer de fosfatos (PBS) con Tween-20, 0.03%, toda la noche; se lavo con PBS-
Tween 0. 03%. El papel de nitrocelulosa con las proteinas transferidas se corto
en tiras de 5 mm, las que sé incubardn con el suero de los pacientes a una
dilucion 1:10 en PBS-Tween 20, 0.03% por 3 horas a temperatura ambiente. Se
realizaron 5 lavados con PBS -Tween 20, 0.03% y se incubd con proteina A
marcada con peroxidasa (1:1000) por 90 minutos. Se realizaron cinco lavados
con PBS antes de revelar la peroxidasa con 4-cloro-1-naftol y agua oxigenada
por 15 minutos. Las tiras se lavaron con agua, se secaron y se fotografiaron
para el andlisis de bandas reactivas. El inmunoblot se clasificd segun el nimero
de bandas observadas en tres patrones: tipo 1. <5 bandas, tipo 2: de 5 g 10,
tipo 3: »10 y segun la intensidad de la banda en: negativa (0}, leve (+/-, +),
moderada (++) e intensa (+++). De acuerdo a lo anterior sé calsificaron los
resultados como negativos cuando la reactividad fue menor a la observada con
los sueros control y positiva cuando el nimero de bandas fue mayor.
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7.2.2.3. ELISA con EPT y con P- 30/31.

Se  utilizaron placas de  microlitulacion de 98  pozos
(Costar Corporation, Cambridge, MA, 02140, USA). Llos pozos fueron
sensibilizados con 0.5 ug de EPT o P- 30/31 en 100 pl de buffer de carbonatos,
pH. 9.6, incubando a 37° C toda la noche. Después se realizaron lavados con
PBS-Tween 20. Se bloquearon los sitios activos remanentes en el plastico con
albumina bovina sérica 1%, colocando 100 ul por pozo por 1 hora a 37° C. El
suero se aplicod diluido 1: 500 en PBS-BSA (3%)-Tween (0.05%), por 1 hr,
lavando después con PBS-Tween 20 al 0.05%, 3 veces (3 minutos cada vez).
Se incubd con Proteina A- Peroxidasa, 1:1000 {Sigma) se lavo y se reveld con
Orto-fenil-endiamina y perdxido de hidrogenc en citrato 0.1M, pH 4.5, por 4
minutos a 37° C. La reaccidn se detuvo con acido sulfurico 1 N, 50 ul por pozo.
La densidad optica se leyd en un procesador automatico de ELISA a 492 nm
{Ultra Microplate Reader UELx 808, Biotek Instruments, INC, Winoosk, UT.)

Se obtuvieron sueros de personas no enfermas para obtener un punto de
corte (la densidad éptica promedio mas 2 DE), considerandose positivos para el
ELISA con EPT todos los valores de 0.055 ¢ mas; ademas los fitulos de
anticuerpos se clasificaron en: bajos (0.100), moderados (0.100 a 0.200) vy altos
{> 0.200).

- En el ensayo con P- 30/31, el punto de corte se obtuvo de la misma
manera que para el ELISA con EPT. Todos los valores de 0.352 é por arriba se
consideraron positivos y se clasificaron arbitrariamente en bajos (<0.3),
moderados (de 0.3~ 0.5) y altos (> 0.5).



8. TRATAMIENTO

Se implementd el tratamiento recomendado por la Secretaria de Salud y
Asistencia Publica, establecido en la Norma Oficial Mexicana
(NOM Q06 - SSAZ — 1993) publicado en el Diario Cficial de la Federacién el 26
de Enero de 1995. La administracion fué estrictamente supervisada en todos los
casos, para disminuir con esto el abandono y la resistencia a las drogas (g,

El tratamiento primario consistid en isoniacida 300 mg,
rifampicina 600 mg, y pirazinamida 1500 mg diarios hasta completar 60 dosis,
seguide por un esquema de Isoniacida 800 mg y rifampicina 600 mg al dia, dos
veces por semana hasta completar 30 dosis,

El tratamiento de las recaidas consistié en Isoniacida 300 mg, rifampicina
600 mg, pirazina-mida 1500 mg y etambutol 1200 mg diarios por seis meses o un
ano, dependiendo de las baciloscopias, ya que si continuaban positivas

después de seis meses de tratamiento se prolongo a 1 afio.

9. ANALISIS ESTADISTICO

La variable dependiente en este estudio fue la respuesta al tratamiento y
las variables independientes fueron entre los parametros no inmunoclogicos: si
se trataba de un caso de primera vez o de una recaida y la extension de la
enfermedad, en donde se compararan los pacientes con enfermedad localizada
contra los qué presentaron enfermedad avanzada o miliar. Entre los parametros
inmunologicos se evalud independientemente el antecedente de vacunacion con
BCG, la respuesta cutédnea al PPD, el inmunoblot y los titulos de anticuerpos
obtenidos por ELISA con EPT y con P-30/31, ademas se calculd el riesgo

relativo vy los intervalos de confianza sy,
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10. RESULTADOS:

10.1. HALLAZGOS CLINICOS, DE t ABORATORIO Y GABINETE.

10.1.1. ANTECEDENTES Y DATOS GENERALES.

El diagnéstico final en Jos 55 pacientes incluidos en este estudio fue de
tuberculosis pulmonar en 52 y de tuberculosis ganglionar en 3 Veintinueve
pacientes eran mujeres y 26 eran hombres. El rango de edad vario de 17 a 70
afos, con Una media de 40 afos. El 60% de los enfermos se encontrd entre los
17 y 50 afos, rango de edad donde se localiza la poblacidn laboral productiva.

En la Tabla 1, se hace evidente la talla baja de los pacientes y
sobrelodo el estado de desnutricién. La desnutricién se valord calculando el
peso ideal para hombres y mujeres, el indice de deficiencia ponderal se
empled para estadificar la desnutricion en: leve (<10% de pérdida del peso
ideal), moderada (>10 y <20%) y severa (>20%). Cincuenta y cinco por ciento
de los enfermos presentaron desnutricion, de la cual 31% se presentd en
hombres y 24% en mujeres. El 77% de la desnutricidn identificada fue severa,
17% moderada y 6% leve. De los 30 pacientes identificados al inicio del

estudio solo 6 recuperaron un peso ideal al terminar el tratamiento.



ANTECEDENTES Y DATOS GENERALES

o PAD 0 QR DATOS 3 P
Positive { Negativo | Talla Peso [deal | Peso Inicial | Peso Final | % de Consultas
______ 1 44 M X 1.55 55 87 565 5
2 36 M X 1.53 54 55.5 56 7
........... 3 b AT LF WXl b as 4 4148 15
4. 60 F X 1.37 40 # 41 5
5 55 F X 1.34 39 . N 38 2
6 55 M X 1.57 57 &0 4.
........... 7o se VR 152 1 50 50 3
8 30 W X 1.65 63 37 1
9 45 F X 1.50 .48 58 58 1
10 21 F X 1.38 415 3z 425 9
.......... U T T N 144 445 39 4 5
12 2 F X 1.39 415 2 32 1
_________ 13 28 E X 132 a7 30 32 7
e S 2 Ko X 187 e 68 4 4
15 50 F X 1.56 52 60 60 A
16 33 M X 158 57 585 63 5
LY 31 M X 160 58 50 60.5 5
18 27 M X 1.64 62 45 52 S
19 89 |.F X 134 1 a T LI LS A
20 50 F X 1.41 43 37 36 5
21 24 1 E 10X 1,39 45 485 ) 53 A
22 49 M X 160 59 45 45 &
n A LMo ES T 545 58 1 595 12
24 49 F X 1.82 50 48.5 52 8
25 25 F X 139 41.5 29 29 4
26 41 M X 186 56 62 73 7
......... 27 B/ TMX 158 .57 @ 5
28 3 M X 55 55 34 44 5
29 35 F X 42 43 43 43 4
30 25 F X 4 a3 . 37 45 3
B 2iM X 123 ] A . R S
32 46 M X 1.56 56 38 42 4
33 32 M X 158 57 37 37 1
34 35 F X 150 49 52 52 3
35 22 F X 148 47 33 36 < I
3 50 F X 1.42 43 3 30.5 3
________ 37 47 M X 148 50 52.5 53 4
38 59 F X 1.46 46 54 54 3
ag 43 F X ..i1s2 50 525 52 2
40 45 F X 1.44 445 38.5 40 3
_________ 41 70 M X 1.50 2
42 40 M X 1.54 3
43 ........ 46 F x 146 4
44 69 F X 147 8
......... s oim IMITX 1,70 8
46 69 F X 1.35 6
Sl ML X 164 4
s LF X 1.42 -8
B ML X LEVEC TS UM NN .. SO R RO WA LA
28 M X 164 2
A, X 150 2
§5 M X 1.56 5
48 iM X 153 6
I v E 4
5 X 139 i.4ts 1. SOV S,

Tabla 1. En esta tabla sobresale la talla baja y |a deficiencia ponderal clasificada como
desnutricion en el 65% de los enfermos y en el 45% el antecedente de COMBE.
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SINTOMAS GENERALES Y RESPIRATORIOS

P A AONA OR 1 D& PESE S IHAFOR HR e} RO s, A
i . + * + No +
2 Y ¥ + * v +
3 + + + + + *
"""" 4 + + + + +
5 + + + + No
..... 3] + + + + No +
7 + + + + No +
8 + + + * No +
- . * * *, * *
10 + + + + No +
nu + + + + + No + + No
""" 12 + + + + + + + Na No
13 + + + * *+ No No No No
14 + + + + + * + No +
+ + + * + No + No No
: ; ; : ] e e S
+ + *o + » . N HNo
e v 3 ; - e o i
+ + * No + + + Ne
v v v * + v N No
N ¥ - + + + + No
+ + + + + + + + No
+ + * + + + + + +
+ + * + + + + + No
+ + + + + + + * Na
+ + + + + + + No +
* + + + + * + + No
+ * + + + + + + +
+ + + + + + + + +
; - v T ; P g e—
+ + + * + + + + +
+ + + + + + + + +
v + - + + + + No +
- i v oo - - G ) R S Pl
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + PO +
. : b bt oo * + + +
+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + +
; ; ; T . P o R i
+ + +* + + * + + No
+ + + + + +* + No *
* + + * + + + No No
+ + + No + e No No No
+ + + + + + + + +
i + + + + + M + No -
+ * + + No + Na Neo Mo
v + * * O + + + No
+ + + + + + + + No
- : i =t : - b T o
+ + + + + + + + No
+ + * + + + PO + No
+ + + o + + + No No
+ + * No No No No Ne No
+ + +* + * + + Na +

Tabla 2. La astenia, adinamia y anorexia se presento en el 100% de los enfermos. De los sintomas
respiratorios llamo la atencién la disnea en el 34.5% de los enfermos indicando una afeccion severa
del sistema respiratorio por enfermedad avanzada.
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En la Tabla 2 se anotan otros datos generales y los sintomas respiratorios
principales. Todos los pacientes refirieron astenia, adinamia y anorexia; 94.5%
pérdida de peso, 93% fiebre y B4% diaforesis. En cuanio a los sintomas
respiratorios, 96% refirio tos, 69% hemoptisis y 34.5% disnea. Este Ultimo
sintoma fue mas frecuente de lo habitual y pone de manifiesto la gravedad de Ia
enfermedad en este grupo de pacientes. A continuacion se muesira una tabla

resumen de las manifestaciones clinicas mas frecuentes.

MANIFESTACIONES CLINICAS MAS FRECUENTES

Pérdida de peso ‘ SEi
Fiebre T
Tos B
Diaforesis OSSR S — G
'Hemoptisis ............ T a——
Disnea 34.5%

Tabla 3. La tos fue €l sinfoma respiratoric mas frecuente, llamo 1a atencién el aito
porcentaje de disnea que presentaron los pacientes al momento del diagnostico, lo que nos
habla indirectamente de la severidad del cuadro,
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10.1.2. ESTUDIOS BACTERIOLOGICOS.

A todos los pacientes se les realizd BAAR en expectoracion. En 39
(71%) se observaron bacilos acido-alcohol resistentes. En 16 pacientes las
baciloscopias fueron negativas {(29%). Se realizaron cultivos de expectoracion
en 42 casos ulilizando el medio de Lowenstein-Jensen, de ios cuales 14 fueron
positivos (33%) y 28 (67%) negativos, ver tabla 4.

CUADRG CLINICO ¥ HALLAZGOS RADIOLOGICOS Y BACTERIOLOGICOS

RDRO GO RADICGRA 4 BLAR 0
1 sl ] + Negativa
2 sl 8l : Hegsitve
3 1 sl Hegaliva Hegailvg
4 ! st Negallva NR
g i By . Negativo
[ s NO 4rd Posiilvo
51 | whd NR
] | Negativo Mt
1) 4 4o NR
10 81 5 " Negplivo
Al il 8! ++ Negalivo
2 sl s e Pasillvo
3 ) sl Negalive NR
81 sl s4d Positiva
1 sl 3] *+ Poxillvey
sl sl e Nogalivo
1 5! Sl 4+ Negalvo
13 3! S * Negellve
) Si & epalive Posiifyo
2B ! ] Negslbyo NR
2% 1 5l Hegalvo Negative
22 | S Negativo Negative
pa] ) sl 4+ Posiilvo
2 -1 8 Hegalive Posiivg
25 Si sl had Pasitive
28 8 Negativa Negativo
7 sl + NR
8 | 4ot Positlve
9 4 Ld NR
30 3l ! * Hegativo
3 81 set Posiliva
$ St b Sortaminado |
sl NO Negativo Negatvo
2 ] il Hegalho Hegailvo
35 [ sl ++ Hegalive
36 8 ) Negativo
k1 5 5 NR
38 sl Posilivo
P 3 s
40 1 Sl
41 | sl
42 1 |
43 | 1
4 ! HO * Hegava .|
b Sl | e Poailive
0 51 i * LUNR
A ] X} + Negalka
A3 sl 51 hod NR
49 sl L) bt Poslilvo
50 8! s 44y MR
51 St k1] e Hegalive
52 sl 3l had Negalive
53 sl Sl i Negalivo
94 S§ NO 3 Negatlva
& 5 §i . Negalive

Tabla 4. £l 100% de los enfermos presenté cuadro clinico aliamente sugestivo de
{uberculosis ¢! 90% presents alteraciones en la radiografia posteroanterior de térax, el
BAAR se realizd en el 100% de Ios enfermos y ol cultivo en ef 76%.
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10.1.3. HALLAZGOS RADIOGRAFICOS.
El 100% de los pacientes presentd un cuadro clinico altamente
sugestivo de tuberculosis pulmonar y de estos todos menos cinco presentaron

cambios radiogréficos compatibles con dicho diagnéstico, ver tapbla a
continuacion.

EXTENSION RADIOGRAFICA

1 2
2 5
3 3
J: 5
5 2
[ !
7 4
) 5
9 [

) 2
1 4
2 ]
3 2
14 4
15
3
7
i i
9 4
0 2
i 2
22 2
23
4
5
]
7 4
28 4
! 4
G 2
2
k] I
3 3
35 4
a8 3
2 5
% 3
4
40 4
41 H
42 )
43 3
7| 1
45 L]
46 3
a7 1
40 i
49 4
50 H
51 4
52 3
5! 3
54 1
. 55 3

Tatla 5. EJ 96% de los enfermos con luberculosls
pubmonar presentaban alteraciones en la radiografia de térax al
momento del diagnostico,
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l.a radiografia se empleo como herramienta diagnéstica y para la
clasificacion de la enfermedad (s4s556. De los 55 enfermos, 10 presentarcn
infiltrado miliar bilateral (categorfa 5), 16 enfermedad moderada (categoria 4)
24 enfermedad localizada (categorias 2 y 3) y en 5 pacientes no hubo cambios
radiogréficos; en tres de estos pacientes se establecié el diagnodstico de
tuberculosis ganglionar por biopsia gangiionar y en dos casos se diagnostico
TB pulmonar ya que sus baciloscopias fueron positivas (+++ y ++).

La gama de hallazgos radiograficos encontrada fue muy amplia desde
lesiones recientes caracterizadas por infitrados micre y macronodulares
localizados en focos neumonicos difusos o confluentes hasta derrames
pleurales y datos de cronicidad comoc son retraccion de la traguea,
despegamiento de la pleura parietal, cavernas, calcificaciones e hipertrofia
compensateria pulmonar.

En 26 enfermos se observo afeccion de ambos pulmones, de los cuales
10 presentaron una afeccidn miliar de patron hematogeno tipico con infiltrado
micronodular en 9 casos y uno con infiltrado macronodular. Dieciséis pacientes
presentarcn patrdn broncogenc caracteristico con focos muitiples y con
afeccion basal en la mayor parte. En 14 casos hubo afeccién unilateral con
predominio del lébulo inferior del pulmédn izquierdo (9/14) y 5 con afeccion del
16bulo inferior del pulmon derecho. Se observo afeccion del 16bulo superior y
segmento apical indicativo de lesidn primaria, siempre en presencia de
lesiones en el I6bulo inferior. En 30 casocs se observaron cambios cranicos
como son fibrosis, retraccion de tejidos blandos y cavernas indicative de
cronicidad.

Previamente se ha establecido que fa proyeccidn de los segmentos
pulmonares en la pared toracica tiene un indice de concordancia muy alto
(75%) v que es un método, basado en la exploracién fisica del area pulmonar
muy util para valorar la extension y localizacién de las lesiones tuberculosas.
(Figura 1a) Por lo tanto la exploracidn toracica es un procedimiento clinico
confiable y de gran utilidad para valorar la enfermedad en un medio donde no
exista la posibilidad de la radiografia, en este estudio encontramos una

concordancia del 85%. Ademas la exploracion de la zona suprarretrohiliar que



es la mas frecuentemente afectada por la lesion primaria de la tuberculosis es
accesible a |a exploracién fisica, permitiendo un diagndstico certero en el 75%
de los casos (57

De acuerdo a este procedimiento el limite inferior de ambos pulmones se
encuentra a la altura del arco posterior de la décima costilla que asciende
hacia adelante pasando por la octava costilla en la linea axilar media hasta el
apéndice xifoides, estas referencias varian en el nifo donde suelen
encontrarse mas hacia arriba y en el anciano donde se localiza mas
inferiormente. La proyeccidn de las cisuras es como sigue. La cisura mayor
sigue una linga oblicua gue parte de la cuarta apdfisis espinosa dorsal, se
dirige hacia abajo y hacia adelante siguiendo el borde espinal de |la escapula
desplazada al colocar el pliegue del codo frente a la cara y que sé continua
hasta el punto de interseccitn de la linea media clavicular con la linea basal,
descrita previamente. En el lado derecho quedan limitados los |6bulos superior
y medic y en el lado izquierdo el superior del inferior. La proyeccion de la
cisura horizental corresponde a una horizontal trazada a la altura del arco
anterior de la cuarta costilla derecha, delimita el 16bulc superior del medio. La
homologa del lado izquierdo corresponde al limite de las divisiones superior e

inferior o lingular, Figura 1b.



a) PROYECCION ANTERIOR DE L.OS SEGMENTOS BRONCOPULMONARES

Pulmén Derecho Pulmén lzquierdo

Ap: Apical, A. Anterior, P: Posterior, Ap I. Apical del Inferior, L; Lateral, PB:
Posterior basal, LB: Lateral basa!l, AB: Anterior basal, LI: Lingular inferior y LS:
Lingular superior

b) PROYECCION POSTERIOR DE LA ZONA SUPRARETROHILIAR

Figura 1. {a) Segmentos broncopulmonares, (b} Zona Supraretrohiliar, que
correponde al area pulmonar mas frecuentemente afectada por la lesidn
primaria de la tuberculosis.
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10.2. EVALUACION INMUNOLOGICA:

10.2.1. VACUNACION CON BCG,

El anlecedente de vacunacion con BCG se investigo interrogando al
enfermo y verificando la presencia de la cicatriz en la cara externa del brazo.
De los 65 enfermos 34 presentaron la cicatriz. Un hallazgo sobresaliente fue
el hecho de que de los 34 pacientes vacunados solo 3% presentaron

tuberculosis miliar, mientras que 7 {33 %) de los 21 pacientes no vacunados la
padecieron.

VACUNACION CON BCG, RESPUESTA AL PPD Y SU RELACION CON LA
EXTENSIGN DE LA ENFERMEDAD

i = PPl
1 NEGATIVO POSITIVO LOCALZADA
] REGATIVE BESITIVO WilTAR
3 POSITIVO, WEGATIVO BLATERAL
4 NEGATIVO POSITIVO MILIAR
5 HEGATIVO HEGATIVO LOCALIZADA
3 POSITIVO POSITIVE NGRMAL*
7 NEGATIVE POSITIVO BILATERAL
3 NEGATIVG NEGATIVG, MilAR
] POSITIVO POSITIVO MILAR
if FOSITIVO FOSITIVD LBCALIZADA
1 FOSITIVO FOSTIVA DIATERAL
12 POSITIVG POSITIVE BILATERAL
1 NEGATIVD POSITVG LOCALIZADA
it POSTIVA FOSITIVO BILATERAL
i3 FOSITIVG, FOSTIVG MILIAT
i HEGATIVO POSITIVO LOCALIZADA
17 NEGATIVO FOSITWO LOTALIZADA
18 HEGATIVO HEGATIVA TMILIAR
19 FOBITIVG NEGATIVO BILATERAL
20 POSITIVO NEGATIVO LOCA IZADA
Fl POSITIVO REGATIVO LOCALIZADA
P FOSITIG PORITIVG LOCALIZAGA,
pa) PTG FOSTIVO LOCALIZADA
24 POSITIVY POSITIVO BATERAL
25 FOSITIVO FOSIIVO DILATERAL
3 FOSITIVO HEGATIVG BILATE]
27 NEGATIVO NEGATIVO DILATERAL
25 FOSITIVG NEGATIVD BIMTERI\L
29 POSTIVG NEGATIVO QRATERAL
30 POSITIVE PoSITIVO LOCAIIZADA, o
3 FOSITIVO FOETIVO ILATERAT,
3 NEGATIVG HEGATIVG WiLiait =]
n POSTIVO NEGATIVO NORMAL? o]
34 POSITIVO POSITIVO z msg
% FOSITVO POSITIVO o [
30 HEGATIVD PESITIVD ) ' )
kY NEGATIVO POSITIVO M".MR D
A6 PasiTve BOSTTIVE BILATERAL P
3 PasITIVO POSITIVO BILATERAL [ ]
i TOEITIVD PESITIVE BILATERAL e ]
i FOSITIV0 NEGATVG WLIAR: o
iz NEGATIVO HEGATIVO BILATERAL, El =}
73 FOSITIV FOSITIVO GICATERAL 3
4 FOSITIVO FOSITIVO NORMAL
5 NEGATIVG POSING DILATERAL é
i HEGATIVO BOSITIVO DICATERAL
7 POSITIVG POSITIVD HORMAL <
i HNEGATIVG HEGATIVO BILATERAL
) FOSITIVG NEGATIVO BILATERAL
0 HEGATIVO POSITIVG MILIAR
I NEGATIVG FOSITIVG, BILATERAL
2 HEGATIVD FOSITIVO BIATERAL
53 POSITIVO POSITIVG DILATERAL
] FOSING FOSITIVO NORMAL®
5 POSITV | pOsITve BIATERAL
Tahla 6, La vacunactin con BGG no se relaciond con la respuesta al PPD pero $6 33

relaciond direclamento con ¢l aumento do tas formas severas, princlpalmente de los cuadros
miliares, observados en esle estudio.




10.2.2. RESPUESTA AL PPD.

A lodos los pacientes se les aplico el PPD segun lo indicado en
PACIENTES Y METODOS. Las lecturas se lievaron a cabo a las 6, 24, 48 y 72
horas. De los 55 pacientes 38 fueron positivos ya que la induracidén midi6 10 6
mas mm. Se observd induracion de 10 mm a las 6 h en 17 pacientes, 38
casos a las 72 h, este fenomeno de respuesta temprana ya a sido descrito
previamente (7).

Un enfermo presento desde las 6 horas de la aplicacion del PPD,
induracién de todo el antebrazo, con aparicion de vesiculas y necrosis en el
sitio de aplicacidn (fenomeno de Koch), la cual sé autolimito a los 7 dias; se
tratd de una paciente de primer ingreso con enfermedad moderada con
baciloscopias negativa que curé con el tratamiento,

Contrario 2 lo esperado no hubo una correlacién clara entre el
antecedente de vacunacion con BCG y la respuesta al PPD, como se muestra
en la tabla 6, ya que de los 34 pacientes vacunados solo 24 fueron PPD
positivos. La falta de repuesta al PPD de los pacientes vacunados podria
atribuirse a diversos factores como son un mal manejo y aplicacién del
biolégico y a la misma enfermedad que a menudo deprime la respuesta

inmune celular (ss59.
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RESPUESTA AL PPD

Qinio

Tabla 7. En una proporcién importante de enfermos se observo una
reaccién temprana a los componentes del PPD que se debe a una reaccién

basaofilica principalmente
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10.2.3. INMUNOBLOT.

Por este mélocdo se busco analizar de una manera principalmente
cualitativa la respuesta inmune humoral del paciente con tuberculosis. Se
utilizaron como controles 10 sueros de individuos sanos con los que se
observd reconocimiento muy esporadico de una y hasta dos bandas. E| suero
de 12 pacientes did resultados completamente negativos. Tomando en
consideracion el nUmero de bandas reactivas y la intensidad del
reconocimiento se observd una gran variedad en los patrones de
reconcimiento (Figura 3). En 7 casos fue muy intenso. El antigeno mas
frecuentemente reconocido (16 casos) fue el doblete de 30-31 kD, al que por
este estudio puede ser considerado el antigeno inmunodominante, 1o cual ya
ha sido observado en oftros estudios &o. El nimero de bandas reactivas no se
relaciond con la extension de la enfermedad. En algunos cases se observd un
barride intensamente marcade que podria corresponder a lipoarabinomanana;

en estos casos los ttulos de anticuerpos por ELISA con EPT fueron muy altos.

INTENSIDAD POR INMUNOBLOT

Negativo 12
oo —————
Moderado 15
Intenso 7

Tabla 8. El inmunoblot se realizé en 47 pacientes utilizando un extracto protelco total
obtenido del medio de cultive de M. fubercufosis H37/Rv. E! suero se diluy6é 1/10. Las bandas
reactivas se revelaron con Proteina A-peroxidasa.
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1 23456789 10

Figura 2. Inmuncblot. Se usaron como controles el suero de 10
individuos sanos.
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Figura 3. A diferencia de lo observado en estudios previos (e realizados en un grupo
de enfermos del DF, donde se observo una gran cantidad de bandas por Inmunoblot, en
esta poblacion los antigenos reconocidos fueron escasos.
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10.24. ENSAYQO INMUNOENZIMATICO (ELISA}) CON EXTRACTO
PROTEICO TOTAL (EPT).

A 47 de los 55 enfermos se les realizo ELISA para deteccidon de
anticuerpos contra el EPT de M. fuberculosis. El punto de corte se establecio
ahadiendo dos desviaciongs estandar a la densidad 6ptica media (0.026) de
los 14 sueros obtenidos de individuos control. Treinta v un sueros dieron
titulos positivos (66%) de los cuales el 68 % tuvieron una reaccidn positiva al
PPD (Tabla 11). Los titulos fueron altos en 8 casos, moderados en 12 y bajos
en 12,

ELISA CON EPT DE CONTROLES

0024
6.6
0.022
10 : 0038

Tabla 9. Titulos obtenidos con el EPT. La media en este grupo fué de
0.026, el valor de corte positivo, se obtuvo agregando 2 DE: 0.055.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Los titulos de anticuerpos se relacionaron con la extensién de la enfermedad:

el 67% (17/67) de los pacientes con titulos bajos tenian enfermedad localizada,

el 56% (5/9) de los pacientes con titulos moderados presentaron enfermedad

localizada y el 50% (4/8) de los enfermos con titulos altos tenian tuberculosis

miliar,

ELISA GON EPT, RESPUESTA AL PPD Y EXTENSION DE LA ENFERMEDAD

XTENSION OE LA ENFERMEDAD.
POSITIVG LOCALIZADA
POSITIVG MILIAR
3 NEGATIVO BLATERAL
- g MILIAR ]
8 IE LOCALIZADA o
8 0,059 BOSITIVD HORMAL
7 0.090 POSITIVO DILATERAL
] HR NEGATIVO MILIAR
9 D084 POSITIVO MILTAR
[ 0.407 POSITIVG {OCALIZADA
i HR POSITIVE BILATERAL
pi 0.037 POSITIVO,
i3 0411 POSITIVG
s 0.135 POSITIVO RIATERAL
i3 N FOSITIVO MILIAR
1 0.057 POBITIVO LOCALIZADA,
1 6313 POSITVG LGEALIZAGA
1 0,089 NEGATIVO MILIAR
19 0.075 NEGATIVO BILATERAL
X0 0,032 EGATIVO LOCALIZADA
0018 NEGATIVO LOCALIZADA
0.106 POSITIVO LOCALIZADA
5.049 FOSITIVO (OCALZADA
" 34 0,114 BESITIVO BILATERAL )
35 HR POSITIVD BILAVERAL
0,065 NEGATIVO BILATERAL
0302 NEGATIVO BILATERAL
28 0,209 NEGATIVO BILATERAL
2 0.058 NEGATIVO BILATERAL
0 0,045 POSITIVO LOCALIZADA
3 067 POSITIVO BILATERAL
¥ NEGATIVO MILIAR
) 43 HEGATIVO NORMAI -
4 0213 POSITIVE BILATERAL
18 0557 POSITIVO BICATERAL
B 0,134 POSITIVO BILATERAL
¥ [ POSITIVE MILIAR
38 IR FOSITIVO BILATERAL
{TTa 0.039 FOSITIVO DILATERAL
4 0210 POSITIVO BILATERAL
4 NR NEGATIVO MILIAR
& 0013 NEGATIVO BILATERAL
& D.044 FOSITIVO: BILATERAL
] 0016 POSITIVO, NORMAL
45 0497 POSITIVD BILATERAL
48 076 PASITIVO BILATERAL
4 X% POSITIVO HORMAL
) 0 NEGATIVO BILATERAL
] 166 NEBATIVE BILATERAL -
% 0.037 POSITIVG MILIAR
] 0.288 POSITIVE BILATERAL
22 a1 POSITIVG BILATERAL
53 0.08 POSITIVO BILATERAL
54 9,043 POSITIVO NORMAL,
[ op7 POSITIVO BILATERAL

‘Tabla 10. Se ulitizé un extracto protelco 10tal del medio de cultlvo de
M.tuberculosis H¥T/Rv colocande 0.05 pg / pozo, ol suero de pacientes se
coloco en una gilucién 1: 500, se incubo con proteina- A peroxidasa y se

revelo con ortefenilendiamina y HyO; en citrato 0.1M pH 4.5, 12 DO se

obtuvo en un procesador aulomalico para ELISAS a 492 nm.
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10.2.5. ELISA con P- 30/21.

El ELISA con P- 30/31 se realizo en 45 enfermos. La densidad oplica
media de 14 sueros controles fue de 0.160 v el valor de corte positivo fue de
0.352. De los 45 enfermos, 32 presentaron titulos positivos. Es de interés que el
72 % de los pacientes con titulos positivos presento una reaccion al PPD de
mas de 10 mm (Tabla 12).

ELISA CON P-30/31

Tabla 11. La media observada en este grupo fue de 0.136, mas

2 DE : 0.352, valor que se tome camo positivo
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ELISA CON EL ANTIGENO DE 30/31 kXD

TIv
2 POSITIVO MiLAR
3 NEGATIVO | BILATERAL
........... 4 POSITVO | | MILIAR
5 NEGATIVO LOCALIZADA
6 POSITIVO NORMAL
POSITIVO
NEGATIVO
POSITIVO
POSITIVO LOCALIZADA
FOSITIVO BILATERAL
POSITVG | BILATERAL
POSITIVO LOCALIZADA
POSITIVO BILATERAL
POSITIVO
POSITIVO LOCALIZADA
POSITIVO LOCALIZADA
NEGATIVO |~ MILIAR
NEGATIVO BILATERAL
NEGATIVO LHOCALIZADA
NEGATIVO LOCALIZADA
POSITIVO LOCALIZADA ..]
POSITIVO LOCALIZADA
POSITIVO [ BILATERAL ...
POSITVO BILATERAL
NEGATIVO BILATERAL
NEGATIVO BILATERAL
NEGATIVC BILATERAL -
NEGATIVO BILATERAL
POSITIVO LOCALIZADA
POSITIVO BILATERAL
NEGATIVO MILIAR
NEGATIVO NORMAL
POSITIVO BILATERAL
POSITIVO BILATERAL
POSITIVO BILATERAL 7
POSITIVO MILIAR
POSITIVO BILATERAL
POSITIVO BILATERAL
POSITNOD BILATERAL
NEGATIVO MILAR -
NEGATIVO BILATERAL  ~
POSITIVO BILATERAL
POSITIVO NORMAL )
POSITIVO BILATERAL
POSITIVO BILATERAL
POSITIVO NORMAL
NEGATIVO BILATERAL ...
NEGATIVO BILATERAL
POSITIVO e MILIAR
POSITIVO BILATERAL
POSITIVO BILATERAL
POSITIVO BILATERAL
POSITIVO NORMAL
FOSITIVO BILATERAL

Tabla 12. ELISA realizado con P-30/31, Se coloco 0.5ug de P-30/31
por pozo, el suero de los enfermos se coloco a una dilucién de 1:500, se
marco con protelna A-peroxidasa 1:1000 y se revelo con ortofenilendia

- mina.
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10.4. TERAPEUTICA.

Todos los pacientes recibieron el TAES segun las caracteristicas de la

enfermedad y a los criterios establecidos por la Norma Oficial de la Secretaria

de Salud, ver tabla 13. En 3 casos se modifico el tratamiento, uno por

insuficiencia renal cronica en fase de dialisis, otro por neurotoxicidad

secundario al uso de isoniacida y al lercero por resistencia secundaria

documentada por pruebas de sensibilidad. Treinta y dos pacientes recibieron

tratamiento primario y 23 secundario.

ESQUEMAS DE TRATAMIENTO

- N
PACIENTE TRATAMIENTOS PREVIOS ESQUEMA
Ne Primarls acorlado
Ne Primarlo acortado reforzado cen stambutol .
1 1eforzads
4
5 No
1 o
{ 2
8 No Primarlo acorlnde reforzada eon stambutol
-] No Primarlo acoriado reforzado con clembutal |
19 N Frimaio acorsds modificads 0 -
1 ‘ Sseundario cortada reforzada con elambutal |
12 No Primarie acodado relorzada con etambutol
13 Secunderio aeortade reforzado con eskeeplomicing
4 lo acortada ¢elorzada con
5 Mo Piimaria acortada
] No Primario acorfado
7 No o
| .18 o o 1eforzado con elambulol
18 o Primatla acorlada reforzada con etambulol
20 ] Brimario aceriado
2 o Primarlo acortade
2 Secundario acortads relorzado con elombitor
No
4 Na Primario scortadg reforzada con elambitol
2% b Secundarls acorlade reforzado con elambutol
8 No Biimario scoriado
7 z
Mo
2 1
) o ‘Primarlo acoringo raforzado con e
2 Secundarl
- i
% Ho Frimaria acorlada
4 1 Secundarlo acorlado refbrzado con etambutol
38 - 1 Seg
... 58 2 Secunderio acortado re
37 No Primarla acortada roforza
e Ne Prima
" Ne Primailo acortads
40 2 Secundario ncortado seforzado con elambutel
4 Xo Primario prolongado a un afin
42 Ho Wodificeda a funcién renal . |
] No Prlmariu acorlade
44 lo acortado
45 3 elambulol por un 2o
45 2
a7 No Primaria acortedo
48 3 Secundaric 1eforzade con slambuisl pat un GAG
49 No Peimarle atortada
50 No Brimarle 1eforzaeo con Etambulol
] Secundarlo relorzado gon Elsmbutol por un sflo
52 Secundatlo reforzedo con Etsmbitol porun 2o
53 Sacundarla reforzade con por un afo
54 No Frimatlo acortado
s 2

Tabla 13. L.os esquemas da tralamiente fueron indicadas segin la Norma Oficial
Mexicana, ias caraclerfsticas Individuales de fos pacientes, el estado Inmunolégico y
&l arado de extensitn de la tuberculosis.
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De los 55 enfermos, solo en 42 se realizé un seguimiento adecuado y de

estos, 29 curaron (69%), 13 no curaron {24%). En 13 no hubo un seguimiento

apropiado (24%). De los pacientes que no curaron, 3 fallecieron durante el

periodo de observacion, uno se agravé y en 4 no hubo modificaciones clinicas o

radiograficas, ver tabla 14.
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RESPUESTA AL TRATAMIENTO
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Tabla 14. Caracteristicas del tralamiento, la que mas Hamo 3a alencidn fuc el
abandeno al tratamicnto.




10.4.1. CORRELACION ENTRE RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y
PARAMETROS RELEVANTES

En la Tabla 19, se anotan los resultados de esta correlacion. Los
factores no inmunolégicos que se relacionaron con una buena respuesta al
tfratamiento son en orden de importancia: la extension de la enfermedad al
ingreso. Se observd que el 92% de los pacientes con enfermedad localizada
curaron, mientras que solo la mitad de los pacientes con enfermedad moderada
o avanzada tuvieron una respuesta favorable, Es de interés que ninguno de fos
3 pacientes con tuberculosis ganglionar respondié al tratamiento. También fue
de importancia si la enfermedad era de primera vez, en cuyo caso curaban el
70% de los pacientes, a diferencia de los de recaida que curaron en un 40 %.

En cuanto a los factores inmunologicos, el antecedente de vacunacion con
BCG y una respuesta positiva al PPD no tuvieron un impacto significativo. Los
titulos de anticuerpos en contra de EPT tampoco tuvieron una retacion con la
respuesta al tratamiento (Tabla 15), de los factores inmunolégicos, la respuesta
positiva de anticuerpos por inmunoblot sé correlaciond con una respuesta
positiva al tratamiento (79%). En contraste los pacientes con resultados
negativos por inmunoblot tuvieron una respuesta menor (52%). El factor
inmunolégico mas importante como indicador prondstico fue los titulos de
anticuerpos por ELISA en contra de P-30/31, ya que de los 32 pacientes con
titulos positivos, 23 curaron (72%). En contraste de los 10 pacientes con titulos

negativos, $olo uno respondio al tratamiento (Tabla 16).



ELISA CON EXTRACTO PROTEICO TOTAL Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO

- GURO
CURG

NQ CURQ

NO CURD

NO CURO

CURO

NO CURO

NO CURO

. 0.078
a7 0.051
4B 0.073
49 0.168
30 0.037
...... 51 0.288
52 0.110
83 0.084
54 0.043
2 o017 NOGURG

Tabla 15. En negrita se muestra los pacientes con tltulos positivos
de anticuerpos y los que curaron y presentaban titulos positivos (67%).
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ELISA CON El. ANTIGENO DE 20/31kD Y LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

=

@imi~idithibiw

NO CURC

Tabla 16. De los pacientes con titulos positivos (se muestran en negrita),
el 70% presentd una buena respuesta al tratamiento
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FACTORES NO INMUNOLGGICOS E INMUNOLOGICOS Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Enfermedad de

Primera vez 32 21 (70) 9 (30)
Ry s
“Extension de ia TBP
e S — ]
i T -
3 Miiar ’ BT 5 (50)
G e — 1. ; i
BPD positivo 3 27 {60y 14'(4d)
BPD negativo mmmm—™”™— — S e 7 s@n T 9{83)
BEG positivo ’ 3 FYE) 12 (39)
BCG negativo A b1 1557 BTV R
S R . - e
i e T O
Negativos - i3 &'(d8) 754
. R -
32 2378 9(28)
70 i) 965
a5
Bositive L mmmmmmm—m—m—m——m 24 19779)
Negative ' 21 1 (52)

Tabla 17. Factores de importancia encontrados en este estudio y su relacién con la
respuesta al tratamiento
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11. CAS0S QUE EJEMPLIFICAN EL ESPECTRO DE LA TUBERCULOSIS.
Enseguida se presentan caso con un resumen de sus historias clinicas,
radiografias y ofros datos que ejemplifican el amplio espectro de la

tuberculosis encontrado en este grupe de estudio.

Caso 1. Paciente 23, correspondiente al polo reactivo. Hombre de 49 afios, con sintomas generales, tos,
hemoptisis, fiebre de 1 afio de evolucién, con disnea de medianos esfuerzos desde un mes previc a la
consulta, antecedente de vacunacion con BCG, COMBE positivo, se le realizé BAAR en expectoracion,
resultando positive ++, a) Radiografla con afeccién del segmento apical del tébulo superior izquierdo,
respuesta al PPO positiva, tltulos de anticuerpes por ELISA con EPT negativos {0.049), titulos positivos
{0,555) con P-30/31.Se le inicio tratamiento primario acertado reforzado con etambutol, con buena

respuesta.

a}

RESPUESTA AL PPD

24 48 72 hrs

ELISA con EPT

0.150

0.100

U‘OZO | i

D.O
ELISA con P-30/31

0.500 —
0.400 —
0.300
0.200 7
0.100 |
0
D.C
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Caso 2. Paciente 24, correspondiente al polo reactive-parcia. Mujer de 49 afios de edad con diabetes
mellitus tipe 2 de 10 aflos de evolucién controlada con hipeglicemiantes orales, sintomas generales,
tos, fiebre, hemoptisis, de afio y medie de evolucitn, se agrega descompensacion metabélica por lo que
acudi6 npuevamente a valoracion, antecedente de vacunacion con BCG, esposo finado por TB un afio
antes, BAAR en expectoracién negative, cultive de espectoracion positivo. a) Radiografia con afeccién
localizada en e segmento apical del 16bulo inferior derecho, respuesta positiva al PPD, titulos de
anticuerpos con EPT positivos (0.144), y titulos positives (0.409) con P-30/31. Se inicio tratamiento

primario reforzade con etambutol con buena respussta.

a)

RESPUESTA AL PPD

20 mm
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6 24 48 Y2hs

ELISA CON EPT

0.150
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0
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0 400 o
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Caso 3. Paciente 27, correspondiente al polo areactivo parcial. Hombre de 35 afios, con antecedente de
TB hace 2 afios, acude por sintemas generales, tos, hemoptisis, fiebre y pérdida importante de pesa,
sin vacunacién con BCG, COMBE +, BAAR +, a) Radiografia con afeccién del pulmén izquierdo, con
retraccion traqueal a fa izquierda, hipertrofia compensatoria derecha, respuesta al PPD negativa, tltulos
positivos con EPT (0.302) y con P-30/31 {0.467). Se le administre tratamiento con 4 antifimicos, con

buena respuesta al tratamiento.

a)

RESPUESTA AL PPD

10 mm NEGATIVO
5 mm

6 24 48 T72hrs

ELISA CON EPT
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Caso 4. Paciente 2, correspondiente al polo areactive- areactivo. Masculino de 36 afios de edad, con
sintormas generales de mas de un afio de evolucidn con astenia, adinamia, pérdida de peso, tos,
hemoptisis y fiebre, BAAR positive +, cultivo negativo a) Radiografia con infiltrado miliar caracteristico,
PPD positivo, titulos con EPT positivos altos (0.564), titulos con P- 30/31 positives altos, (2.044).

a)

RESPUESTA AL PPD
20 mm

15 mm

10 mm
5mm
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Caso 5. Paciente 50, correspondients al polo areactivo-areactive. tMasculine de 28 afios, con historia de

sintenas generales, tas, fiehre, diaforesis y hemoptisis, COMBE +, PPD +, BAAR positive +4++, €n la

radiografia con afeccion pilateral con infiltrado micro Y macronodular, asl como afeccion apical del

16bulo superior jzquierdo coen infiltrado macronodular con tendencia a confluir, clinicamente con

¢indrome de condensacién pulmenar apical y sibilancias diseminadas, titulos con EFT (0.037)y con P-

30/31 (0.351) por ELISA negativos .

al
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12. DISCUSION

En este trabajo hemos estudiado un grupo de pacientes de la zona sur del
estado de Veracruz, region de México considerada por la Secretaria de Salud y
Asistencia Publica como de incidencia media de tuberculosis, ya que se reportan
de 15.1 a 30 casos por 100 000 habitantes y de mortalidad alta: con 4.1 a 8.0
muertes por tuberculosis por cada 100 000 habitantes.

(Direccion General de Epidemiologia, SSA, 1995).

Los pacientes en su mayoria eran indigenas con un estado sociceconomico
muy bajo y mal estado nutricicnal, ya que mas de la mitad de los pacientes
presentaban desnutricidn de segundo y tercer grado. Las caracteristicas étnicas y
socioecondmicas de este grupo de pacientes tienen sin duda relacion con
algunas peculariedades observadas en este estudio.

En relacién con lo observado en otros estudios, en nuestro pais
(INDRE, México D.F, 1995) en los cuales la tasa de curacion usando el TAES es
cercana al 70% lo cual depende fundamentalmente de la adhesion al tratamiento
que es del 70%, independiente de la eficacia de los medicamentos ya que esta es
superior al 95%, la tasa de curacién observada en este estudio fue del 69%. El
seguimiento de los pacientes fue deficiente, ya que se perdicé el control en el 20%
de ellos en gran medida debido a la falta de recursos econdmicos para asistir a la
consulta y a la falta de personal médico encargado de su recuperacién.
Desafortunadamente en muy pocos pacientes se pudc evaluar fa
drogoresistencia de las cepas de M.tuberculosis involucradas, por lo gque no fué
posible evaluar este fenomenc como causa del fracaso terapéutico. Cinco
pacientes murieron durante el curso de este estudio (6 meses) a consecuencia
directa de la infeccion.

Una observacion interesante fué el hecho de que 10 de los 55 pacientes
tenian tuberculosis miliar, una incidencia muy alta en comparacion de Io
reportado en ofras series. Es posible que la desnutricion severa de nuestros
pacientes y una depresidn concomitante de su capacidad inmunolégica de lugar
a una frecuencia mayor de formas hematogenas de tuberculosis, ademas de él
alto indice de enfermas sin antecedente de vacunacidn con BCG,
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El objetivo principal de este trabajo fué investigar si la respuesta inmune
antimicobacteriana, celular o de anticuerpos, afectaba de alguna manera la
tuberculosis, sea en su presentacidn o en su curso, y particularmente en la
respuesta al tratamiento. Generalmente, los estudios que abordan el tema de los
factores prondsticos se han enfocado a la presentacion clinica de la infeccién, su
extensién radiclogicamente determinada, si se trata de un ingreso de primera vez
o de recidiva y si la cepa de M.fuberculosis involucrada es o no resistente a la
quimioterapia antifimica habitual, sin tomar en cuenta en la mayoria de los
estudios parametros inmunologicos, importantes debido a que esta enfermedad a
pesar de ser de origen infeccioso, sus manifestaciones clinicas y el desenlace
dependen en su mayoria de la respuesta inmune que se produzca.

En [a actualidad la importancia de los factores inmunologicas en el curso y
pronéstico de la tuberculosis ha sido puesta de relieve por la aparicion de Ia
infeccién por el virus de la inmunodeficiencia adquirida. Los pacientes con SIDA,
que presentan una disminucién marcada de los linfocitos T con el fenotipo de
ayuda {CD4 +) son muy susceptibles a la infeccién y el curso de la enfermedad
es mas devastador que en sl individuo sin dicha infeccion viral s,16.47).

Por ofra parte, el pérfil inmunologico de pacientes tuberculosos sin SIDA,
como son los pacientes estudiados en esta investigaciéon, ha sido poco analizado.
El trabajo pionero a este respecto fue realizado por Lenzini y col. En 1977 @7
quienes documentaron una correlacion indirecta entre la respuesta dérmica al
PPD y la gravedad de la infeccién. Asi mismo observaron que a mayor respuesta
de anticuerpos el paciente tenia una enfermedad mas grave y un curso
desfavorable. Aparte de este trabajo no existen otros abordando de manera
extensa el tema del pérfil inmunolégico con especial interés sobre la actividad
antimicobacteriana especifica y su influencia en la gravedad de la infeccién por el
bacilo de la tuberculosis, ya que existen frabajos donde se analizan in vivo
indirectamente el estado inmunoldgico al analizar, globulinas totales, linfocitos
totales y subpcblaciones, albimina, indice de masa corporal y otros parametros
enfoncados en analizar el estado nutricional 7, ze y estudios independientes

realizados sobre la actividad antimicobacteriana en animales & in vitro (ss.59).



En lo que concierne a los factares no inmunolégicos y en concardancia con 1o
reportado en la literatura, corroboramos que el factor prondstico mas importante
en el paciente tuberculoso es sin duda la extension de la enfermedad al ingreso.
Utilizando la clasificacién radiologica del Consejo Médico Britanico, para evaluar
la extensién de la enfermedad, observamos que los pacientes con grade 5
(tuberculosi miliar) tenian una respuesta al TAES del 50% en contraste con los
pacientes con enfermedad localizada que respondieron en un 92%. Ofro
indicador prondstico significativo fue el que se tratara de un caso de primer
ingreso o recaida, pues los pacientes recidivantes respondian al tratamiento en
un 41% y los de primer ingreso, que negaron el antecedente de tuberculosis y
que clinicamente no presentaron secuelas de la enfermedad, curaron en una
proporcién significativamente mas alta {70%). Son multiples los factores que
explican el fracaso terapéutico en los pacientes recidivantes; uno de ellos es la
posibilidad de que sean portadores de cepas de M.tubercuosis resistentes a
antibidticos lo cual a su vez podria estar relacionado con una falta de adherencia
al tratamiento ws).

Enseguida nos referimos al efecto de algunos indicadores inmunologicos
sobre la gravedad de la tuberculosis, en particular sobre la extension de la
enfermedad y la respuesta al tratamiento. En primer lugar esta la inmunizacion
con BCG. Nuestras observaciones confirman que la vacunacion con BCG no
garantiza una resistencia efectiva en contra de esta infeccién pues dos terceras
partes de los pacientes incluidos en este estudio habian sido vacunados. Hay ya
multiples observaciones que muestran que el BCG tiene un efecto muy variable.
En algunas regiones del mundo la proteccién proporcionada ha sido
practicamente absoluta 1.62) mientras que en otras, sobre todo en areas donde la
incidencia de la tuberculosis es alta, la proteccion a sido nula y no se han
modificado significativamente las tasas de la infeccion (3. Hay varias posibles
explicaciones para el fracaso relativo de la vacunacion con BCG como son un
mal manejo del reactivo, desnutricién, inmunodeficiencias y una alta exposicién a
micobacterias saprofitas (463 A pesar de las observaciones anteriores, la
vacunacién con BCG debe ser considerada atin como instrumento Gtil en la lucha
en contra de la tuberculosis, unc de sus efectos benéficos es que en las
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poblaciones vacunadas se observa una disminucion significativa de la incidencia
de tuberculosis meningea (¢ una complicacion que resulta de una diseminacion
hematogena de la infeccion. Observaciones hechas en este frabajo apoyan de
alguna manera lo anterior, ya gque solo 3 de los 34 pacientes con el antecedente
de vacunacion con BCG y 7 (33%) de los 21 no vacunados presentaron
tuberculosis miliar. No hay todavia una explicacién paucible para este fendmeno.

Se han hecho multiples observaciones en tuberculosis humana vy
experimental que han venido a demostrar de manera ineguivoca que la
resistencia inmunoiégica en contra del bacilo de la tuberculosis descansa en [a
inmunidad celular, la cual esta mediada fundamentalmente por los linfocitos T en
particular por los linfocitos T de ayuda o cooperadores (CD4+). Lo anterior
justifica nuestro interés en conocer el estado de la inmunidad celular en el
paciente tuberculoso y su relacion con la gravedad de la infecion. En la
actualidad hay varias formas de evaluar la respuesta inmune celular, como son la
respuesta in vivo é in vitro al PPD 6 a otras preparaciones antigénicas, analizar el
fenotipe de los linfocitos T circulantes y cuantificar las citocinas de origen
linfocitario en la circulacidén. En este estudio hemos utilizado ef método mas facil
de implementar que es la respuesta a la aplicacion intradérmica de PPD, una
mezcla compleja de péptidos micobacterianos.

Nuestras observaciones no confirman la expectativa de una menor gravedad
de la tuberculosis en el paciente con evidencias de una respuesta inmune celular
antimicobacteriana, ya que en los pacientes PPD positivos y negativos, ia
extension de la enfermedad y la respuesta al tratamiento no difirieron de manera
significativa. Esto contrasta con lo reportado por Lenzini y col @ quienes
documentaron un curso mejor de los pacientes con respuesta al PPD. Lo anterior
puede interpretarse de diversas maneras, una de ellas es que la respuesta al
PPD aun siendo una evidencia de una respuesta inmune celular
antimicobacteriana, no refleja de manera completa la competencia de los
linfocitos T, ya que se han realizado estudios donde se demuestra que algunos
individuos PPD positivo no tienen una respuesta de proliferacion al extraer
linfocitos circulantes y exponerlos in vitro at PPD 6 a otros antigenos purificados
micobacterianos que se sabe producen intensa proliferacion mediada por la
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produccion de INF-y 9 y que ofros factores aln no definidos son también
importantes en |a resistencia a la infeccién. En este estudio la respuesta al PPD
sé definio en cuatro tiempos: 6, 24, 48 y 72 hrs. Es de intéres que en el 29% de
los casos se observo una respuesta significativa a las 6 horas. El significado de
esta respuesta no es claro, pero cabe mencichar que en todos los casos en los
que se observo hubo una respuesta fardia importante. Estos hallazgos son
semejantes a los reportados por Lenzini y col @n quien ha propueste que la
respuesta temprana podria ser una hipersensibilidad basofilica.

l.a sintesis de anticuerpos en pacientes con tuberculosis y en modelos
experimentales esta muy bien documentada gsessn;. El significado de esta
respuesta no es enteramente claro. Muchos investigadores han propuesto el
concepto de que hay una relacién directa entre la sintesis de anticuerpos y la
gravedad de la enfermedad. Asi mismo se han hecho observaciones que parecen
indicar que hay una relacidn inversa entre inmunidad humoral y celular .15, Todo
lo anterior ha llevado a la conclusidn generalizada casi de que una respuesta
humoral en tuberculosis favorece el desarrollo de esta infeccion. Esta idea se ha
reforzado con las observaciones recientes gue muestran que una respuesta T de
tipo Th- 2, asociada a una sintesis de anticuerpos tiene un efecto negativo sobre
la tuberculosis mientras que una respuesta Th- 1 es protectora (s, 15, 29).

En este estudio analizamos la respuesta de anticuerpos por inmunoblot que
es un método de gran utilidad ya que nos ofrece informacion no solo cuantitativa
sino tambien cualitativa, pues permite identificar antigenos involucrados en esta
respuesta. Una observacion que llamé la atencion fué la pobreza de la respuesta
observada por este método manifestada por una escasez de bandas antigénicas
reactivas en comparacion con estudios previos realizados en nuestro laboratorio
con suero de pacientes obtenidos de hospitales de concentracidn en los cuales
se ha demostrado una reactividad muy importante o). Hubo 12 casos que se
consideraron negativos, 5 de estos con reconocimiento nule, Por lo anterior se
puede considerar a este método con muy baja sensibilidad para é) diagnostico de
la tuberculosis. Se puede especular que esta pobre reactividad esta relacionada
con el hecho de que muchos pacientes tenian tuberculosis avanzada. Esta idea
se refuerza por el hecho de que los 5 pacientes con reconocimiento nulo, 3
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tuvieron tuberculosis miliar y los restantes enfermedad avanzada y la respuesta
al tratamiento en eslos casos fué muy baja.

El inmunoblot demostré que el antigeno mas frecuentemente reconocido era
el doblete de 30/31, un complejo proteico ampliamente estudiado y reconocido
por su alta inmunogenicidad, tanto en el ambite celular como en el ambito
humoral (5859 60y. Estos hallazgos justificaron el hecho de realizar los estudios con
P-30/31 por ELISA que ha continuacién se mencionaran ,17,1s).

En vista de los estudios de inmunoblot que demostraron gue el antigeno mas
frecuentemente reconocido era el doblete de 30/31 kD, esie antigeno proteico se
purifico y analizé por ELISA. El ELISA con P- 30/31 dio resultados inesperados e
interesantes. En primer lugar la sensibilidad fué mayor que con el EPT (71%) lo
cual esta de acuerdo con el reporte previo en el que se observé que este
antigeno era reconocido con alta frecuencia en pacientes con tuberculosis
pulmonar (o).

La respuesta al tratamiento en este grupa de pacientes fue semejante a lo
reportado con el TAES en otros paises (). En los pacientes que completaron el
esquema el 69% curaron. Las causas de esle fracaso son multiples siendo el
principal factor la extension de la enfermedad al inicio del tratamiento, que como
observamos una gran proporcidn de pacientes presentaban cuadros avanzados y
miliares. Los pacientes con enfermedad localizada curaron en su gran mayoria,
mientras que solo la tercera parte de los que tenian enfermedad moderada y
avanzada curaron. Desde luego no se puede descartar que en esta reqion
existan cepas de alta virulencia, como las que se han reportado en algunas
regiones del mundo. Desafortunadamente no fué posible analizar en este estudio
la existencia de cepas multidrogoresistentes, que se ha reportado como una de
las causas principales en el fracaso terapéutico. El segundo factor pronostico
importante fué el que se tratara de un paciente de primera vez o de una recaida,
los pacientes de primer ingreso curaron en un porcentaje mayor que los de
recaida con resultado estadisticamente significativo.

En lo que concierne a la respuesta inmune humoral en la enfermedad, se
encontrd un hallazgo estadisticamente significativo de que los pacientes positivos
por inmunoblot tuvieron una tasa mayor de curacion que los negativos. Por otra
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parte los titulos de anticuerpos por ELISA en contra del EPT no tuvieron ninguna
correlacidén con la respuesta al tratamiento; Sin embargo si hubo relacion entre la
respuesta humoral al EPT y la extension de la enfermedad, ya que los pacientes
con titulos mas altos tenian enfermedad avanzada, |0 que concuerda con otras
observaciones, donde se analizaron titulos de anticuerpos utilizando los
antigenos del PPD en pruebas de hemaglutinacion 6 ELISA @7,

El ELISA utilizando la P-30/31 dio resultados inesperados y de mucho interés.
Los pacientes con titulos positivos curaron en su gran mayoria (72%) mientras
que los que tuvieron titulos negativos rara vez curaron. El andlisis estadistico con
la chi cuadrada dic resullados altamente significatives. Las posibilidades de
curacidn se relacionaron con la magnitud de 1a respuesta a los anticuerpos. Los
pacientes con titulos mas altos curaron en un 68% y solo uno de ocho pacientes
con titulos bajos curé. Cabe mencionar que no hubo una correlacién entre la
respuesta a P-30/31 y.la respuesta intradérmica al PPD,

En este trabaje encontramos que no todos los anticuerpos se relacionan en
tuberculosis con una evoluciébn mala, lo cual depende de las caracteristicas
biologicas de ellos, ya que como observamos en este trabajo los titulos de
anticuerpos en contra de P- 30/31 se relacionaron con buena respuesta al
tratamiento, esto relacionado probablemente con la actividad biolégica ya
descrita de esta proteina como lo es su capacidad de unir fibronectina y su gran

capacidad de inducir la produccion de INF- vy,



13. CONCLUSIONES

1. El pérfil inmunolégico de los enfermos con tuberculosis depende no solo de 1a
extension de la enfermedad sino tambien de factores bien conocidos como 1o es
el estado nutricional, el antecedente de vacunacidon con BCG, la exposicion a
micobacterias no palogénas y a factores poco estudiados como los factores
genéticos.

2. En la poblacién analizada se observo una proporcion maycr de pacientes con
enfermedad miliar relacionada directamente con la falta de vacunacién con BCG
ademdas de que no podemos descartar que Veracruz sea una de las zonas
geograficas en México con cepas mas virulentas.

3. Entre los factores importantes identificados en este estudio encontramos
paramelros no inmunologicos como el antecedente de enfermedad previa y la
extensién de la enfermedad y entre los factores inmunclégicos observamos que
el antecedente de vacunacion con BCG no brinda una proteccion contra el
desarrollo de la enfermedad si no mas bien influye en la disminucidén de las
formas severas en la poblacién vacunada. Los titulos de anticuerpos detectados
por ELISA con un extracto proteico completo de M. tubercufosis no se
relacionan con la extension de la enfermedad ni con |a respuesta al tratamiento.
Los anticuerpos detectados por inmunoblot se relacionaron con una buena
respuesta al tratamiento. Los titulos de anticuerpos detectados por ELISA con la
proteina de 30/31 kD fué el factor con mayor valor pronéstico para predecir una
buena respuesta al tratamiento.

4. El analisis inmunolégico de la respuesta celular y humoral del paciente con
tuberculosis puede servir como indicador prondstico ya que como cbservamos
en esle estudio puede predecir una buena respuesta al tratamiento, ademas de

indicarnos el estado inmune del paciente durante el curso de la enfermedad.
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