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RESUMEN 

La presencia de cepas de M. Tuberculosis (MTB) multifármaco-resistente se ha 

convertido en un  problema de salud mundial. El seguimiento de estos pacientes se 

realiza con cultivos para MTB sin embargo, este método es tardado y retrasa la 

posibilidad de efectuar cambios terapéuticos oportunos. En este proyecto se propone 

utilizar la técnica de ELISpot para cuantificar células productoras de IFN-γ en respuesta 

a los antígenos micobacterianos: ESAT-6 y PPD como una medida indirecta de la 

carga  bacteriana.  

Métodos: Se incluyeron pacientes con TB pulmonar MFR y FS, en tratamiento 

antituberculosis con esquema TAES. Se tomaron muestra de sangre para ELISpot  y 

esputo para cultivo de MTB al inicio, 3, 6, 12, 15 y 18 meses respectivamente en el 

grupo con TB MFR. En el grupo con TB FS las muestras se tomaron al inicio 2 y 6 

meses. 

Resultados. En el grupo con TB MFR se incluyeron 11 pacientes. Los cultivos de 

esputo para MTB fueron negativos a los 6 meses de tratamiento y a los 18 meses 7 de 

11 pacientes cumplieron con los criterios de curación; 3 pacientes fueron catalogados 

como término de tratamiento; y hubo 1 paciente con fracaso cuyos cultivos 

permanecieron positivos durante todo el seguimiento. El ELISpot fue positivo al inicio 

del tratamiento en 6 de 11 pacientes y a los 18 meses persistieron positivos en 6 de 8 

pacientes. Los resultados de ELISpot no mostraron correlación con los resultados de 

cultivo, ni se encontró un patrón en concordancia con la eficacia o falla al tratamiento 

antituberculosis. El 82% de los pacientes incluidos tiene antecedente de DM2, en ellos 

no se observa un incremento significativo de las UFS durante los 18 meses de 

seguimiento (P=0.573),en comparación con el grupo sin DM2  en quienes se 

incrementa la frecuencia de células productoras de IFN-γ de manera significativa a los 

15 meses de tratamiento (P=0.023).  

Conclusiones: Nuestros resultados demostraron que la técnica ELISpot no es útil en el 

seguimiento de pacientes con TB MFR y que el cultivo para MTB sigue siendo la 

prueba de mayor utilidad en este tipo de pacientes. 



ANTECEDENTES 

La tuberculosis es un problema global de salud, cerca de la tercera parte de la 

población mundial ha sido infectada con M. tuberculosis (MTB) y aproximadamente del 

5 al 10% de las personas que se infectan por primera vez están en riesgo de 

desarrollar la enfermedad activa. Según el reporte de la OMS del 2008,  el número 

estimado de nuevos casos de tuberculosis en el 2006 fue de 9,2 millones (139 por 100 

000 habitantes), entre ellos 4,1 millones de casos con baciloscopíias positivas (44% del 

total).Con una cifra estimada de defunciones de 1,7 millones, incluidos 0,2 millones de 

personas infectadas por el VIH. El 83% del total de casos se localizó en las Regiones 

de África, Asia Sudoriental y el Pacífico Occidental (Figura 1)(1). Para el mismo año  se 

estimó que existen cerca de 0,5 millones de casos de tuberculosis multidrogo-resistente 

ó multifármaco-resistente(TB MFR). En México, de acuerdo a la OMS en el 2006 se 

reportaron 22473 nuevos casos (21 por 100 000 habitantes) con una mortalidad de 

2128 (2%) y se estima que alrededor  del 60% de la población mexicana está infectada 

con M. tuberculosis. (2) 

El éxito en el tratamiento de la tuberculosis es importante no solo para la curación de la 

enfermedad sino también para evitar su transmisión, es así que la detección oportuna y 

el tratamiento adecuado son piezas clave para el control de la enfermedad. La 

efectividad del tratamiento de primera línea para tuberculosis fármaco sensible (TBFS) 

es cercana al 90%, en cambio en los casos de TB MFR la eficacia es muy variable se 

ha descrito entre el 30 al 60%. (3) 

 



 

 

Figura 1. Número de casos nuevos de Tuberculosis para el 2006. Reporte de la OMS 
2008 
 

Mecanismos de respuesta inmune contra la tuberculosis. 

La transmisión del MTB ocurre predominantemente a través de la inhalación de gotas 

de saliva que contienen bacilos provenientes de personas enfermas, una vez 

inhaladas, los bacilos ingresan a los alveolos donde se encuentran con los macrófagos 

alveolares y las células epiteliales. De esta forma, se inicia toda una serie de eventos 

celulares que involucra la liberación de citocinas que activan tanto la inmunidad innata 

como la adaptativa. De este primer contacto depende la evolución de la enfermedad, se 

considera que un pequeño porcentaje de individuos es capaz de controlar la infección 

localmente debido a una eficiente inmunidad innata (5%),  en la gran mayoría de 

individuos (el 90%), la inmunidad innata es incapaz por si sola de controlar la infección 

y es necesario la activación de la inmunidad adaptativa, sin que se logre  la eliminación 

total de MTB, por lo tanto, este grupo de pacientes permanece con una infección 



latente la cual se puede  reactivar en el momento en que la vigilancia inmunológica se 

debilita como es el caso de los pacientes con infección por VIH. Otro porcentaje, 

aproximadamente el 5% de individuos infectados, la infección progresa a enfermedad 

dentro de los dos años posteriores a la infección. 

Siendo la vía aérea la principal forma de transmisión de MTB, los macrófagos 

alveolares representan la primera línea de defensa frente a la infección por 

tuberculosis, participan en la muerte de MTB y son al mismo tiempo el reservorio donde 

MTB logra sobrevivir (4,5). Los  mecanismos por los que MTB es capaz de sobrevivir 

dentro los macrófagos, incluyen: inhibición de la fusión fago-lisosomal (6,7), inhibición  

la acidificación del fagosoma (8) y además, MTB  es resistente a los mecanismos de 

destrucción mediados por reactivos intermediarios de oxígeno y los reactivos mediados 

de nitrógeno (9,10,11). 

Las micobacterias fagocitadas por los macrófagos alveolares que escapan a la lisis 

intracelular se multiplican e inducen una respuesta pro-inflamatoria localizada, asociada  

con la liberación de TNF-α y otras citocinas y quimiocinas encargadas de atraer al sitio 

de infección monocitos de sangre periférica, células dentríticas, linfocitos, células NK, 

NKT y neutrófilos. Estas células que también producen sus propias citocinas y 

amplifican la respuesta inflamatoria posteriormente serán las encargadas de formar el 

granuloma característico de la infección por MTB. Aproximadamente de 2 a 3 semanas 

después de la infección se desarrolla la inmunidad adaptativa mediada por células T. 

La respuesta inmune  es incapaz de destruir a MTB pero si capaz de controlar la 

progresión de la enfermedad, a través de la formación de granulomas que  contienen la 

infección dentro de una gruesa capsula fibrótica formada por macrófagos, neutrófilos, 



macrófagos grasosos, células gigantes y un infiltrado linfocitario alrededor del mismo, el 

granuloma es una estructura altamente vascularizada capaz de evitar la progresión de 

la infección a enfermedad (5). 

Células mediadoras de la respuesta inmune celular 

El éxito de la erradicación o limitación de la infección por MTB depende de la 

interacción entre los macrófagos infectados y los linfocitos T. La respuesta adecuada 

de las células T depende sobre todo del reconocimiento de antígenos específicos, el 

cual se desarrolla principalmente, en el contexto de moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad tipo I y tipo II. 

Linfocitos T CD4+: son células muy importantes para el desarrollo de la respuesta 

inmune celular contra MTB (12), como lo ha demostrado la actual pandemia del VIH 

donde la destrucción de estas células hace mas susceptible a estos pacientes a 

presentar una progresión mas rápida de una infección reciente a enfermedad activa o a 

la reactivación de una infección latente hasta 10% por año (13).  

Los linfocitos T CD4+ Reconocen a antígenos micobacterianos en el contexto de 

moléculas del MCH II. Los antígenos micobacterianos inmunodominantes para las 

celulas T CD4+, incluyen: la proteína de 30-32KD, ESAT-6 y CFP 10, lipoproteínas de 

19 y 38 kDa y dos proteínas de 32 kDa (proteasa de serina) y 39 kD. (12) 

Se han descrito 2 subgrupos de linfocitos TCD4+: las células TH1 productoras de 

citocinas proinflamatorias como; IFN-γ, TNF-α e IL-12; y las células TH2 productoras de 

IL-4, IL-5, e IL-13. Además estos linfocitos T CD4+ activados expresan granzimas, Fas-



L (CD95L), granulisina, y perforina. En la infección por MTB la respuesta TH1 es la más 

importante. 

Linfocitos T CD8+: reconocen antígenos presentados en las superficie de las células 

en el contexto de moléculas  del MHC clase I. Las células CD8+ juegan un rol 

importante en la modulación de la respuesta,  dan balance a la respuesta por TH1 y 

TH2 a través de la secreción de citocinas como IFN-γ y otras citocinas. Son capaces de 

lisar los macrófagos infectados. No se conoce del todo como los antígenos de MTB 

tienen acceso a las moléculas de clase I, ya que MTB es un microorganismo que reside 

dentro la vacuola del macrófago, y para tener acceso al MHC tipo I debe ser primero 

transportado al citoplasma. En la actualidad hay evidencia que el bacilo se encuentra 

fuera de las vacuolas después de 4-5 días de la infección, aunque la presentación a 

través del MHC tipo I puede ocurrir incluso a las 12hrs de la infección (4). Los 

antígenos micobacterianos presentados para activar los linfocitos T CD8+ incluyen 

proteínas de choque de  38 kDa, 65 kDa, proteína de 19 kDa y proteínas de secreción 

de la micobacteria como son ESAT 6 y CFP-10. (12) 

Reconocimiento de antígenos micobacterianos en el contexto CD1: El CD1 es una 

molécula presentadora con una estructura similar al MHC de tipo I. CD1 está presente 

en las células dendríticas y monocitos, tiene la capacidad de presentar antígenos 

lipídicos de la micobacteria, entre ellos el  ácido micolico, LAM, fosfatidil inositol 

manosido, monomicolato de glucosa, glicolípidos de isoprenoides. Habitualmente los 

linfocitos CD8 + se activan a partir de CD1 aunque en la actualidad hay evidencia que 

los linfocitos CD4+ también tienen capacidad de reconocer esta molécula. (4,14) 



 Linfocitos γ/δ: se cree que son muy importantes en la respuesta inmune protectora 

hacia MTB, se activan por vías alternas que no incluyen la participación de la 

presentación a través de las moléculas del MHC. Reconocen moléculas que contienen 

pequeñas cantidades de fosfato como el prenilfosfato (12). Los linfocitos γ/δ secretan 

IFN-γ, tienen función citotóxica sobre el macrófago infectado y además secretan 

citocinas importantes para la formación del granuloma. Hay estudios que demuestran 

que en pacientes infectados por MTB, los linfocitos γ/δ representan hasta el 25-30% del 

total de la población de linfocitos (15).  

Citocinas mediadoras: 

Interferón-γ (IFN-γ): Es la citocina mas importante en el control de la infección por 

MTB, regula la respuesta inmune y es secretada por varios tipos de linfocitos T, siendo 

los más importante los Linfocitos T CD4+y los TCD8+. Las citocinas inductoras de IFN-γ 

comprenden: IL-12, IL-23 e IL-27 (16). Los individuos con defectos en la producción o 

en el receptor para IFN-γ son susceptibles a infecciones serias, diseminadas o mortales 

por MTB. Esta citocina activa a los macrófagos para destruir los bacilos intracelulares a 

través de la inducción de la óxido nítrico sintetasa. El IFN-γ es un regulador crítico en 

función de las células presentadoras de antígenos porque incrementa la expresión de 

moléculas del MHC y de moléculas coestimuladoras. (4,15) 

Aunque el IFN-γ juega un papel importante en el control de la infección por MTB, por si 

solo es insuficiente para controlar la infección. La producción es variable en cada 

individuo, se ha sugerido como un marcador de la infección por MTB y algunos 

estudios indican que los niveles en sangre periférica están disminuidos en pacientes 



con TB activa y que correlaciona con la extensión de la enfermedad a nivel pulmonar 

(17).  

Factor de necrosis tumoral-α (TNF-α): juega un papel  muy importante y complejo en 

la respuesta inmunopatológica a la infección por MTB, esta induce la producción de 

TNF-α en macrófagos, células dendríticas y los linfocitos T. En pacientes con 

tuberculosis está presente en el sitio de la enfermedad y a nivel sistémico es 

responsable de algunos efectos inflamatorios como la fiebre y la consunción que 

presentan estos pacientes, se ha asociado el deterioro clínico del paciente con  niveles 

elevados de TNF-α en plasma, mientras que la recuperación se asocia con un 

decremento rápido del mismo. Por otra parte, esta citocina es necesaria para el control 

de la infección aguda por MTB, su acción se sinergiza con el IFN-γ para la inducción de 

la apoptosis de los macrófagos alveolares infectados. (4,5,15) 

El TNF-α juega un papel muy importante en la formación y la persistencia del 

granuloma para contener la infección por MTB y por lo tanto prevenir la diseminación 

de la infección. Se ha demostrado en ratones, que en ausencia de TNF-α y/o de su 

receptor, la respuesta granulomatosa es ineficiente y esto resulta en una muerte rápida 

con un gran carga bacilar; por otro lado, los granulomas que se forman son 

desorganizados, con pocas células epitelioides alrededor y con linfocitos defectuosos. 

La importancia del TNF-α para contener la infección latente se ha corroborado en los 

seres humanos a partir del uso de los fármacos anti-TNF’s (adalilumab, infliximab) 

útiles en el manejo de enfermedades reumatológicas, en quienes se ha reactivado la 

infección latente por MTB (18). 



Además el TNF-α está implicado en la respuesta inmunopatológica del huésped a la 

infección por MTB y es un mediador muy importante en la destrucción de los pulmones 

por necrosis secundaria a la infección por MTB. Hay estudios en los que se ha 

encontrado que existen niveles elevados de TNF-α en el sitio de infección, en 

comparación con niveles sistémicos demostrando la “compartamentalización” de la 

respuesta inmune a MTB. (19) 

Mecanismos de resistencia de MTB. 

Todos los seres vivos a través del paso de los años sufren mutaciones genéticas con el 

fin de perpetuar la especie, las bacterias son particularmente susceptibles al desarrollo 

de resistencias dado su gran número, la rapidez de multiplicación y el uso 

indiscriminado e inadecuado de antibióticos. La resistencia de MTB a los fármacos 

antituberculosis en una característica que ha acompañado al bacilo desde sus 

orígenes, muy a pesar de su baja tasa de multiplicación, el bacilo en su continua 

división a presentado múltiples mutaciones genéticas, algunas de las cuales afectan los 

sitios de acción de los fármacos antituberculosis, confiriendo resistencia a la acción de 

los mismos. (20) 

 La tasa de mutaciones genéticas para conferir resistencia es muy baja y diferente para 

cada fármaco (Tabla 1). El número de bacilos estimados en las diferentes formas 

clínicas es muy variable (Tabla 2) y este factor se debe de tomar en cuenta al iniciar el 

uso de fármacos antituberculosis, así, el número de bacilos presentes en una lesión 

determina la frecuencia de bacilos con resistencia natural a los fármacos empleados. Al 

iniciar el tratamiento antituberculosis con un solo fármaco, si bien inicialmente se va 



presentar un período de mejoría por la gran destrucción bacilar, posteriormente se van 

a seleccionar aquellos bacilos resistentes que en poco tiempo será la población 

dominante y por lo tanto el fármaco utilizado ya no será de utilidad. De esto podemos 

definir que toda monoterapia ya sea real o encubierta llevará ineludiblemente al fracaso 

y a la selección de resistencias (Figura 2).  

Tabla 1. Mutantes resistentes según la población bacilar 

Isoniacida 1 x 105-106 Bacilos 

Rifampicina 1 x 107-108 Bacilos 

Estreptomicina 1 x 105-106 Bacilos 

Etambutol 1 x 105-106 Bacilos 

Pirazinamida 1 x 102-104 Bacilos 

Quinolonas 1 x 105-106 Bacilos 

Resto 1 x 105-106 Bacilos 

 

Tabla 2. Carga bacilar según la lesión radiológica 

TB BK(+) 107-109 Bacilos 

Cavitaria 107-109 Bacilos 

Infiltrado 104-107 Bacilos 

Nódulos 104-106 Bacilos 

Adenopatías 104-106 Bacilos 

TB Renal 107-109 Bacilos 

TB Extrapulmonar 104-106 Bacilos 

 



 

Figura 2. La resistencia de MTB está originada por la selección de cepas resistentes 
por esquemas de tratamiento inadecuados. (Idea original Dr. Peter Cegielski) (21) 
 

En tuberculosis existen 2 tipos de resistencias: la resistencia natural, es aquella que se 

presenta en las cepas salvajes como resultado de la multiplicación contínua que al 

alcanzar cierto número de bacilos se produce una mutación genética espontánea en un 

bacilo concreto, pero esta resistencia debe ser seleccionada por los fármacos para que 

se exprese. Por otro lado, tenemos la resistencia adquirida o secundaria que se 

produce por una mala terapéutica (monoterapia real o encubierta) detrás de la cual, 

siempre se encuentra un error humano ya sea por el médico que prescribe una mala 

pauta de tratamiento o el enfermo al no cumplir el tratamiento de manera adecuada. En 

resumen, el uso de los fármacos anti-tuberculosis, no son los causales de las 

mutaciones genéticas, pero si son responsables de la selección de los bacilos 

resistentes. (20) 

La resistencia conjunta a la isoniacida y rifampicina es un evento muy grave y define al 

grupo de pacientes con Tuberculosis Multifarmaco-resistente (TB-MFR). A partir de una 

mala pauta de tratamiento para este grupo de pacientes aparece la Tuberculosis 



extensamente resistente (TB-XDR) la cual se define por la resistencia a una quinolona 

y un aminoglucósido además de la resistencia a la isoniacida y rifampicina.  

En la actualidad, se han podido identificar por técnicas de biología molecular las 

diferentes mutaciones genéticas que confieren resistencia a los fármacos 

antituberculosis. En el 90-98% de los casos de resistencia a la rifampicina se asocia a 

la mutación del gen rpoB. Esta mutación no produce ninguna alteración en la virulencia 

del bacilo y se mantiene la misma capacidad infectante y de desarrollar enfermedad en 

todos los individuos. La resistencia a la isoniacida es más compleja ya que son varias 

mutaciones genéticas que pueden condicionarla, en el 22-64% de los casos se 

encuentra la mutación del gen KatG el cual afecta la actividad catalasa y peroxidasa del 

bacilo, enzimas que además de conferir resistencia a la isoniacida son importantes 

para la vida del bacilo y supervivencia intracelular por lo tanto en este caso si hay una 

disminución de la virulencia del bacilo. Otros genes implicados en la resistencia a 

isoniacida son inhA, ahpC, KasA. Otras mutaciones genéticas que confieren resistencia 

a los fármacos anti-tuberculosis de primera y de segunda línea se exponen en la Tabla 

3. (3,22) 



Tabla 3. Mutaciones genéticas de MTB que confieren resistencia. 

Fármaco Mutación  Porcentaje de 
mutaciones 

Isoniacida KatG 40 – 60 

Isoniacida – Etionamida inhA 15 – 43 

Isoniacida ahpC 10 

Isoniacida kasA Desconocido 

Rifampicina rpoB >96 

Pirazinamida pncA 72-97 

Etambutol embB 47-65 

Estreptomicina rpsL 70 

Estreptomicina rrs 70 

Fluoroquinolonas gyrA 75 – 94 

 

Situación actual de la Tuberculosis multifarmaco-resistente (TB-MFR)  

La presencia de tuberculosis MFR y la XDR correlacionan de manera inversa con la 

calidad de los programas de tratamiento contra la tuberculosis donde el factor más 

importante es el uso adecuado de los fármacos antituberculosis.  

La OMS en su reporte del 2008, refiere que la cifra estimada de casos de tuberculosis 

MFR para el 2006 fue de 489,139 que representa 4.8% del número total de casos 

estimados para ese año en 185 países. El 50% de los casos de TB MFR están en tan 

solo 2 países China e India y el 7% en la Federación Rusa. (2) 



 

Figura 3. Casos nuevos de TB MFR 1994 -2007 

 

Figura 4. Casos de TB MFR en pacientes previamente tratados 

En Latinoamérica en general la prevalencia de TB MFR es baja, según el reporte de la 

OMS, el número de casos con TB MFR para el 2006 fue de 12,070, es decir el 3.5%. 

Los países con mayor número de casos reportados fueron Perú, Guatemala y Ecuador. 

En México, en un estudio realizado en el INDRE entre 1989 y 1993 se evaluaron 

18,111 cultivos para MTB procedentes de diferentes partes de la república y  se 

encontró una resistencia primaria en 8.3% de los casos. En 1997 la Secretaría de 



Salud en colaboración con el CDC realizó un programa de vigilancia nacional para 

determinar la resistencia de MTB a los diferentes fármacos antituberculosis de primera 

línea, el cual representa el primer estudio en población al azar de resistencia de MTB 

realizado en la república mexicana. En este estudio se dio seguimiento en 3 estados: 

Oaxaca, Sinaloa y Baja California y partir de estos estudios se estima la prevalencia de 

multiresistencia en toda la república encontrando que la tasa de TB MFR en casos 

nuevos fue del 2.4% y en casos con tratamiento previo fue del 22.4% (23). 

Los reportes de eficacia del tratamiento para TB MFR son muy divergentes, depende 

de la eficacia del programa nacional de control de la tuberculosis en cada país y del 

número de pacientes tratados. La presencia de TB MFR se ha convertido en un 

problema de salud pública, con una clara tendencia al ascenso por la falta de 

programas nacionales de supervisión, la prescripción de tratamientos no 

estandarizados, la falta de acceso a fármacos de segunda línea, los costos elevados de 

los mismos, la falta de adherencia de los pacientes al tratamiento, la ausencia de un 

control regular de las infecciones nosocomiales y el tiempo prolongado de tratamiento. 

(24) 

El tratamiento de los pacientes con tuberculosis se debe realizar adherido a un 

programa nacional de supervisión, se debe administrar el tratamiento bajo el esquema 

TAES (tratamiento estrictamente supervisado) implementado por la OMS desde 1993. 

El seguimiento de estos pacientes debe ser estrecho, se debe realizar una 

monitorización clínica y de laboratorio en búsqueda de los efectos adversos de los 

fármacos utilizados. La monitorización bacteriológica es la piedra angular para evaluar 

la eficacia del tratamiento con fármacos de segunda línea, se realiza a través de 



baciloscopías seriadas. Aunque el “estándar de oro” es el cultivo, por las características 

de lento crecimiento de MTB éste método es tardado y retrasa la posibilidad de 

efectuar cambios terapéuticos oportunos muy a pesar de los avances que existen en la 

actualidad. Por lo tanto, hasta el momento no se cuenta con un marcador clínico, 

bacteriológico o serológico que de manera temprana pueda predecir el fracaso al 

tratamiento en este grupo de enfermos. La importancia de determinar de manera 

temprana el fracaso al tratamiento de segunda línea radica en la mayor posibilidad de 

realizar una implementación o modificación del tratamiento que resulte eficaz.  

Ensayos Inmunológicos de liberación de IFN-γ 

Durante los últimos años, los avances en la tecnología nos han permitido comprender 

mejor los diferentes mecanismos inmunológicos desencadenados por la infección por 

MTB, y además al descifrar el genoma del bacilo se han podido determinar aquellos 

segmentos propios que lo diferencian de otras micobacterias ambientales o que se 

perdieron en aquellas cepas utilizadas para obtener la vacuna. Un ejemplo de estos 

son los antígenos ESAT 6 (early secretory antigenic target 6) y CFP-10 (culture filtrate 

protein 10) codificados en un segmento denominado como “región de diferenciación-1” 

(RD-1), ambos antígenos son importantes en la activación de las células T e inducen la 

producción de IFN-γ (Tabla 4).(25) 



Tabla 4. Distribución de  ESAT-6 y CFP-10 en las diferentes especies de Micobacterias 

Complejo de  
M. tuberculosis 

Antígenos Micobacterias 
ambientales 

Antígenos 
ESAT-6 CFP-10 ESAT-6 CFP-10 

M. tuberculosis 
M. Africanum 
M. Bovis 
 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

M. abcessuss 
M. avium 
M. branderi  
M. celatum 
M. chelonae  
M. fortuitum  
M. gordonii  
M. intracellulare 
M. kansasii 
M. malmoense 
M. oenavense  
M. scrofulaceum 
M smegmatis 
M. szulgai 
M. terrae 
M. xenopi 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 

Cepas presentes  en la vacuna BCG 
Gothenburg 
Moreau 
Tice 
Tokyo 
Danish 
Glaxo 
Montreal 
Pateur 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

 

A partir de estos descubrimientos se han desarrollado nuevos sistemas de detección 

temprana de la tuberculosis y del diagnóstico de la infección latente por MTB. Estas 

técnicas en su conjunto se han denominados como “IFN-γ release assays” (IGRA). En 

la actualidad existen 2 sistemas comerciales para determinar la producción de IFN-γ: 

QuantiFeron y ELISpot. (25,26) 

Utilidad del ELISpot (enzyme-linked immunospot) en el seguimiento de pacientes 

con tuberculosis activa 

La técnica de ELISpot desarrollada en Inglaterra en la década de los 90, permite 

identificar las células T antígeno-específicas productoras de IFN-γ. El fundamento de 

esta técnica se basa en que las células T de un individuo previamente infectado por 

MTB al exponerse in vitro a los antígenos: ESAT-6 y CFP 10 liberan IFN-γ. La técnica 



de ELISpot se ha utilizado para el diagnóstico de la tuberculosis activa con una 

sensibilidad del 83-97% y especificidad del 100%. (26) 

A diferencia de otras infecciones, en la infección por MTB no se puede cuantificar de 

manera objetiva la carga bacilar presente al momento del diagnóstico o durante el 

seguimiento de la enfermedad, de manera indirecta se ha utilizado la técnica de 

ELISpot donde se cuantifica el número de células T específicas a antígenos propios de 

MTB. Se propone que durante la enfermedad activa con replicación constante de la 

micobacteria existe una gran carga antigénica y por lo tanto el número de células T 

efectoras está elevado, después de un período de tratamiento exitoso la carga 

antigénica disminuye y por lo tanto disminuye el número de células T productoras de  

IFN- γ, con un promedio de descenso aproximado de 5.5% por semana. (27)  

Hasta el momento, los estudios de seguimiento del tratamiento de la TB activa 

utilizando la técnica de ELISpot han mostrado  resultados prometedores. Los 

resultados de Carrara y col. demostraron correlación de la negativización de los cultivos 

y de los resultado de ELISpot en el seguimiento a 3 meses en 13 de los18 pacientes 

incluidos en el estudio, de los 5 pacientes restantes que persistieron con cultivos 

positivos presentaban enfermedad extensa y un pobre estado nutricional, sin embargo, 

en el seguimiento a los 6 meses todos negativizaron tanto cultivo como ELISpot.(28) En 

otro estudio realizado con 89 pacientes en Gambia a 12 meses de seguimiento el 96% 

(82) de los pacientes con tratamiento concluido y con criterios de curación fueron 

negativos para ELISpot. (29) 

Hasta el momento los diferentes estudios realizados han demostrado de manera 

objetiva el descenso significativo del ELISpot en el seguimiento del tratamiento de los 



pacientes con TB activa, sin embargo, el valor diagnostico de la técnica de ELISpot en 

pacientes con tuberculosis MFR en la población mexicana, no ha sido estudiada. 

 



 

 

JUSTIFICACIÓN 

La tuberculosis sigue siendo un problema de salud publica en nuestro país a pesar de 

la aplicación masiva de la vacuna BCG y de los tratamientos farmacológicos 

disponibles. Uno de los factores involucrados en la morbilidad ha sido la aparición de 

cepas multi-farmacoresistentes. Estas causan enfermedad de difícil tratamiento en 

pacientes, debido a que a los que los fármacos de primera línea (H,R,Z,E) no resultan 

útiles y es necesario administrar fármacos de segunda línea.  

En pacientes con TB MFR que reciben tratamiento con fármacos de segunda línea la 

evaluación de la respuesta al tratamiento es principalmente bacteriológica, sin 

embargo, la baciloscopía no es lo suficientemente sensible para detectar poblaciones 

escasas de bacilos una vez que se ha iniciado el tratamiento. Por otro lado, puede 

detectar poblaciones de bacilos no viables dando una  idea falsa de falla farmacológica; 

por ello el cultivo es la mejor forma de evaluar la respuesta al tratamiento pero los 

resultados tardan semanas, lo que repercute en pérdida de tiempo para tomar 

decisiones terapéuticas alternativas.  

Hasta el momento no hay ningún estudio que haya utilizado una estrategia alternativa 

para monitorear la respuesta al tratamiento en pacientes con TB MFR y no se cuenta 

con un marcador subrogado que pueda predecir y determinar éxito o fracaso 

terapéutico a corto plazo en estos pacientes.  Lo anterior plantea la necesidad de crear 

una línea de investigación en esta materia considerando que una determinación 

temprana del éxito o fracaso en el tratamiento conduciría a realizar las modificaciones 

terapéuticas necesarias para elevar las tasas de curación.  



 

 

En este proyecto se propone utilizar la técnica de ELISpot para cuantificar células que 

producen IFN-γ en respuesta al antígeno micobacteriano: ESAT-6 y a PPD como una 

medida de la carga bacteriana y por lo tanto como una herramienta alternativa y más 

eficaz que la baciloscopía para evaluar la eficacia del tratamiento anti-tuberculosis en 

casos de TB MFR. Finalmente disponer de un método que detecte el éxito o fracaso 

terapéutico temprano puede contribuir también en la evaluación de la eficacia de 

nuevas estrategias como nuevos fármacos anti-tuberculosis o esquemas de tratamiento 

más cortos. 

 

HIPÓTESIS 

La evaluación de la frecuencia de células T productoras de IFN-γ medida a través de la 

técnica ELISpot es útil como marcador de respuesta al tratamiento efectivo de la 

tuberculosis MFR. 

 

OBJETIVOS 

Evaluar la frecuencia de células T productoras de IFN-γ utilizando la técnica ELISPOT, 

en respuesta a la estimulación in vitro con ESAT-6 en pacientes con TB MFR durante el 

tratamiento anti-tuberculosis con fármacos de segunda línea.  

 

 

 



 

 

PRINCIPALES O PRIMARIOS 

1. Evaluar la asociación de la frecuencia de células T productoras de  IFN-γ en 

respuesta a la estimulación in vitro con ESAT-6 con los resultados de 

baciloscopía y cultivo.  

2. Establecer la utilidad del ELISpot como marcador de seguimiento de la eficacia 

del tratamiento en pacientes con tuberculosis fármaco sensible y con 

tuberculosis MFR en tratamiento con fármacos de segunda línea.  

 



 

 

MÉTODOS  

Grupo de estudio: 

1. Pacientes con TB MFR confirmada bacteriológicamente (resistencia por lo 

menos a isoniacida y rifampicina) 

2. Pacientes con TB FS confirmada bacteriológicamente (susceptible a todos 

los fármacos)  

UNIVERSO DE ESTUDIO: 

1. Pacientes que acudan o sean referidos a la clínica de tuberculosis del 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias que cuenten con expediente 

clínico, que sean atendidos en la consulta externa o en las áreas de 

hospitalización y den su consentimiento voluntario para participar en el estudio. 

2. Los casos serán clasificados por personal de la clínica de tuberculosis. 

3. Los enfermos serán captados de manera prospectiva. 

CRITERIOS DE INCLUSION: 

1. Tuberculosis activa Fármaco sensible: pacientes con tuberculosis 

confirmada bacteriológicamente con baciloscopía y cultivo para MTB en 

cuyas pruebas de susceptibilidad no exista resistencia a mas de un fármaco 

de primera línea (H,R,E,S). 



 

 

2. Tuberculosis activa Multifarmaco-resistente: pacientes con tuberculosis 

confirmada bacteriológicamente con cultivo con desarrollo de MTB en cuyas 

pruebas de susceptibilidad exista resistencia a por lo menos H y R. 

3. Ambos grupos de pacientes recibirán tratamiento bajo la estrategia TAES.  

4. Hombres y mujeres mayores de 18 años y menores de 60 años. 

5. Prueba de VIH por ELISA negativo. 

6. Pacientes cuyo lugar de residencia les permita acudir mensualmente a las 

evaluaciones. 

7. Pacientes con consentimiento informado (Anexo 2). 

CRITERIOS DE EXCLUSION. 

1. Pacientes con contraindicación médica para recibir tratamiento con 

cualquiera de los fármacos anti-tuberculosis (insuficiencia hepática, insuficiencia 

renal, alergia conocida a algún fármaco anti-tuberculosis). 

2. Mujeres embarazadas. 

3. Pacientes con alcoholismo o adictos a algún tipo de droga. 

4. Indigentes. 

5. Pacientes que por su co-morbilidad o complicaciones relacionadas a la 

tuberculosis su expectativa de vida no sea mayor a un año. 

6. Karnofsky  menor al 60%. 



 

 

7. Pacientes que ya se encuentren en tratamiento anti-tuberculosis 

CRITERIOS DE ELIMINACION 

1. Pérdida de seguimiento, abandono o muerte en cualquiera de las fases del 

estudio. 

 

PROCEDIMIENTO DE EVALUACIÓN  

Evaluación clínica: 

Se realizó la evaluación clínica y nutricional al inicio del tratamiento y se dio 

seguimiento de manera mensual con estudios de laboratorio y rayos X de tórax en 

ambos grupos de pacientes. 

Los desenlaces clínico-bacteriológicos se clasificaron de acuerdo a las normas de la 

Organización Mundial de la Salud y la Norma oficial Mexicana para el control y 

tratamiento de la tuberculosis. (30) 

• Curación: Paciente que completó el esquema de tratamiento y tiene por lo 

menos 5 cultivos negativos consecutivos con 30 días de diferencia entre cada 

uno. Si se reporta un cultivo positivo, pero no hay evidencia clínica de actividad 

se considera curado siempre y cuando este cultivo positivo esté precedido de 

otros 3 cultivos negativos con 30 días de diferencia entre cada uno. 



 

 

• Tratamiento concluido: Paciente que cumplió el tratamiento establecido de 

acuerdo al programa, pero no cumple criterio de curación por no contar con 

resultados bacteriológicos. 

• Fracaso: Si a pesar de estar recibiendo tratamiento tiene 2 o mas cultivos 

positivos de los últimos 5 cultivos realizados durante los últimos 12 meses de 

tratamiento o si cualquiera de los últimos 3 cultivos son positivos. También se 

considera como fracaso si se decide suspender el tratamiento por decisión 

clínica por otra razón clínica como efectos adversos. 

• Abandono: Paciente que suspende el tratamiento por 2 o más meses 

consecutivos por cualquier razón. 

• Recaída: Pacientes con baciloscopías y/o cultivo positivo posterior a haber sido 

declarado como curación. 

Evaluación bacteriológica: 

Se recolectaron tres muestras de esputo obtenidas de forma espontánea antes de 

iniciar el tratamiento antituberculosis (día 0), a los 3, 6, 12, 15 y 18 meses de 

seguimiento en los pacientes con TB MFR. Para los pacientes con TB FS se tomaron 

muestras de esputo al inicio del tratamiento a los 2 y 6 meses respectivamente. Todos 

los cultivos se identificaron y confirmaron por procedimientos estándares y métodos 

cuantitativos.   

 



 

 

Evaluación inmunológica 

Se obtuvo una muestra de sangre (30 ml) por flebotomía antes del inicio de tratamiento 

antituberculosis, a los 3, 6, 12, 15 y 18 meses en el caso de los pacientes con TB MFR. 

Para los pacientes con TB FS se tomarán muestras de sangre al inicio, 2 y 6 meses.  

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC, peripheral blood mononuclear 

cells) se obtuvieron por centrifugación sobre Ficoll-paque y se resuspendieron en 

medio de cultivo RPMI complementado con 2% de suero humano.  

Antígenos 

El PPD y la proteína ESAT-6  se obtuvieron del laboratorio Statens Serum institute, 

Copenhagen, Denmark. El mitogeno PHA (Sigma,St. Louis, MO)  se utilizó  como 

control positivo. La técnica de ELISpot se realizó como previamente ha sido reportado 

por nuestro grupo. Brevemente, en placas de 96-pozos ImmunoSpot (Millipore, Bedford 

MA) se sensibilizaron con anticuerpos anti IFN-γ durante toda la noche a 40C, el exceso 

de anticuerpo se eliminó lavando tres veces con PBS. Los PBMC se adicionaron a una 

concentración de 2 x 10
5 

células/pozo y se incubaron a 37°C por 16 a 24 horas en la 

presencia de los antígenos micobacterianos (ESAT-6 y PPD). La producción antígeno-

especifico de IFN-γ se capturó en la vecindad de la célula. Las células se eliminaron y 

la citocinas se detectaron después de la adición de anticuerpos biotinados seguido de 

la adición de peroxidasa conjugada con estreptoavidina (Dako, Glostrup, Denmark) y el 

cromógeno al 1% 3-amino-9-ethylcarbazole (Pierce, Rockford, IL). De esta forma se 



 

 

visualizaron pequeños puntos (spots) que corresponden a la citocina liberada por cada 

una de las células.   

 

Análisis de la técnica de  ELISPOT  

La frecuencia de células productoras de IFN-γ en cada pozo se determinó usando el 

equipo ImmunoSpot Image Analyzer (software versión 3.2, Cellular Technology Ltd). El 

promedio de los puntos (spots) en los pozos por duplicado se calculó y los resultados 

se reportaron en unidades formadoras de spots (UFS)/ 2x105 células. El número de 

spots que se observaron en los pozos en ausencia de los estímulos específicos se 

determinó como la producción constitutiva de IFN-γ y se sustrajo de los pozos con los 

estímulos específicos. Se consideró como resultado positivo a un valor mayor a 10 

UFS/2x105 células. 

 



 

 

RESULTADOS 

Evaluación clínica y bacteriológica. 

Dentro del período del 2005 al 2006 se incluyeron 25 pacientes con tuberculosis 

pulmonar, 15 con tuberculosis MFR y 10 con tuberculosis FS, de los cuales 9 

abandonaron el estudio (7 con TBFS y 2 con TB MFR) y 1 paciente falleció durante el 

seguimiento.  

Se incluyeron dentro del estudio 11 pacientes con TB MFR, 5 varones (45.5%) y 6 

mujeres (54.5%) con una  mediana de edad de 50 años (25-69) en ambos grupos 

(Tabla 5). El 82% (9 pacientes) tenían antecedente de Diabetes Mellitus tipo 2, con una 

promedio de tiempo de evolución de 11 años Tabla 5. Todos los pacientes fueron 

incluidos en un programa de tratamiento estandarizado con fármacos de segunda línea 

durante 18 meses, en promedio se administraron 82 dosis de fármaco parenteral y solo 

se suspendió de manera temprana en 2 pacientes por presentar nefrotoxicidad.  

Los cultivos para MTB de muestras de esputo fueron negativas a los 6 meses, en 9 de 

10 pacientes, en 10 de 11 cultivos a los 12 meses y a los 18 meses de seguimiento 7 

de los 11 pacientes cumplieron con los criterios de curación, es decir 5 cultivos 

negativos durante el último año de tratamiento, 3 pacientes fueron catalogados como 

término de tratamiento (sin contar con evidencia bacteriológica de curación) y hubo 1 

paciente con fracaso al tratamiento cuyos cultivos permanecieron positivos durante 

todo el seguimiento. 



 

 

 

Tabla 5. Características clínicas de los pacientes con TB MFR y TBFS 

CARACTERISTICAS  n=11 n=4 

GENERO 
Hombres 

Mujeres 

5 (45.5%) 

6 (54.5%) 

3 

1 

EDAD 

(Mediana) 

Hombres 

Mujeres 

50 (25-63) 

50 (35-69) 

48 (25-

50) 

42 

DM2 
Hombres 

Mujeres 

4 (36.3%) 

5 (45.4%) 

2 

1 

VIH 
NEGATIVO 

NO REALIZADO

8 

3 

3 

1 

IMC (Kg/m2)  23.3  

Hemoglobina  12.8  

Linfocitos  1.6  

Albumina  3.85  

Glucosa (mg/dL)  152.7  

Colesterol  157.4  

 

De los 4 pacientes con TB FS, la mediana de edad fue 45 (25-50) años, (Tabla 

5).Todos los pacientes fueron incluidos en un programa de tratamiento de primera línea 



(2H,R,E,Z; 6H,R). Todos los pacientes tuvieron baciloscopía y cultivo para MTB 

negativos al término del tratamiento y fueron declarados como curados.  

La evaluación radiológica mostró que el 100% de los pacientes incluidos presenta 

enfermedad extensa definida por la presencia de lesiones en más de 2 segmentos 

pulmonares, y en todos los pacientes se encontró la presencia de enfermedad cavitada. 

Evaluación Inmunológica (producción de IFN-γ por la técnica ELISpot) 

Se obtuvieron muestras de sangre de los pacientes con TB MFR y TB FS durante el 

tratamiento con fármacos de primera y segunda línea. Del grupo de pacientes con TB 

MFR, en 11 de 11 pacientes al inicio del tratamiento, en 10 de 11 a los 3 meses, en 11 

de 11 a los 6 y 12 meses , en 9 de 11 a 15 meses y en 8 de 11 a los 18 meses. En los 

4 pacientes con TB FS, se obtuvieron las muestras a los 2 y 6 meses de tratamiento. 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Imagen representativa de una placa de ELISpot para la determinación de 
IFN- γ.  Los valores indican el número de UFS por pozo analizados con el ImmunoSpot 
Image Analyzer (software versión 3.2, Cellular Technology Ltd). La ampliación muestra 
la respuesta a la estimulación con ESAT-6. 

 

 



La frecuencia de células T productoras de IFN-γ en respuesta a ESAT-6 determinados 

por la técnica de ELISpot al inicio del tratamiento fue positiva (>10 UFS) en 6 de 11 

pacientes, con una mediana de 53.75 UFS (14.5-210). A los 3, 6 y 12 meses de 

tratamiento, 5, 5 y 8 de 11 muestras fueron positivas, con una mediana de 21.5 UFS 

(16-90), 57 UFS (14-219) y 27.75 UFS (13-427) respectivamente. A los 15 meses 5 de 

9 muestras fueron positivas con una  mediana de 92.5 UFS (15.5-117) y a los 18 

meses 6 de 8 muestras fueron positivas con una mediana de 42 UFS (12-72.5). (Figura 

6) 
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Figura 6. Frecuencia de células T productoras de IFN-γ por la técnica de ELISpot. La 
grafica muestra los valores de las unidades formadoras de spots (UFS) en respuesta al 
antígeno ESAT-6 durante los 18 meses de seguimiento en pacientes con TB MFR. Los 
valores fueron comparados por la prueba de MR ANOVA on ranks con el paquete 
estadístico Sigma Plot 3.5 (SPSS). 
  
 

 

 



 

En los pacientes con TB FS la frecuencia de células T productoras de IFN-γ en 

respuesta a ESAT-6 fue positiva, al inicio del tratamiento en 2 de 3 pacientes , al 

término de la fase intensiva (2 meses) en 4 de 4 y al término del tratamiento (6 meses) 

en 3 de 4 muestras con una mediana de 74.75 UFS (74.5-75), 82.25 UFS (48.5-115) y 

67.5 UFS (59.5-179.5) respectivamente (Figura 7).  
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Figura 7. Frecuencia de células T productoras de IFN-γ por ELISpot. La grafica 
muestra los valores unidades formadores de spots (UFS) en respuesta a ESAT-6 
durante los 6 meses de tratamiento con fármacos de primera línea en pacientes con TB 
FS. Los valores fueron comparados por la prueba de MR ANOVA on ranks con el 
paquete estadístico Sigma Plot 3.5 (SPSS). 
  
 

 

 



 

 

 

Correlación entre el resultado de ELISpot y los cultivos de MTB 

El “estándar de oro”  para el seguimiento de los pacientes con TB MFR es el cultivo, sin 

embargo por las características de lento crecimiento del bacilo este método es muy 

tardado, por lo que se han introducido otros métodos inmunológicos como el Elisopt 

para poder predecir de manera temprana la respuesta al tratamiento en este tipo de 

pacientes. Por esta razón en este estudio se desarrollo la técnica de ELISpot como un 

biomarcador alternativo a los métodos microbiológicos. Al comparar los resultados de 

ELISpot al inicio y durante el tratamiento con fármacos de segunda línea no se observó 

un patrón de respuesta en la frecuencia de células productoras de IFN-γ por lo que no 

fue posible establecer una correlación con los resultados de los cultivos para MTB en 

los diferentes tiempos de seguimiento establecidos.  

Debido al alto porcentaje de pacientes que además padecen diabetes (82%), se decidió 

dividir a los pacientes con TB en pacientes con TB-DM2 y TB sin DM2. En la figura 8, 

se muestran los resultados de la frecuencia de células T productoras de IFN-γ en 

respuesta a la estimulación con el antígeno ESAT-6 durante el tratamiento 

antituberculosis en pacientes con TB con y sin DM2. Estos resultados muestran que en 

los pacientes sin DM2 se incrementa la producción de esta citocina a los 15 meses de 

tratamiento (P=0.023). En contraste en los pacientes con DM2 no se observó un 

incremento significativo durante los 18 meses de seguimiento (P=0.573). 
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Figura 8. Frecuencia de células T productoras de IFN-γ por ELISpot en pacientes con 
TB MFR con y sin DM2. Las graficas muestras los valores de las UFS en pacientes con 
y sin DM2 durante el seguimiento del tratamiento antituberculosis a los 18 meses. Los 
valores fueron comparados por la prueba de Wilcoxon Signed Rank Test con el 
paquete estadístico Sigma Plot 3.5 (SPSS). 
 

Por otro lado, la frecuencia de células T productoras de IFN-γ en respuesta al antígeno 

PPD (Figura 9) se observa un cambio en las UFS durante el seguimiento del 

tratamiento con fármacos de segunda línea en pacientes con TB MFR, sin embargo, el 

cambio de las UFS no mostró un patrón de respuesta que permita establecer una 

correlación con la eficacia del tratamiento antituberculosis. De forma similar, no se 

observo un patrón de respuesta a la estimulación con PPD al comparar las UFS de los 

pacientes con y sin DM2  (Figura 10). 
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Figura 9. Frecuencia de células T productoras de IFN-γ en respuesta a PPD a 18 
meses de seguimiento en pacientes con TB MFR. (UFS=unidades formadores de 
spots). Los valores fueron comparados por la prueba de MR ANOVA on ranks con el 
paquete estadístico Sigma Plot 3.5 (SPSS). 
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Figura 10  Frecuencia de las células T productoras de IFN-γ en respuesta a PPD por la 
técnica de ELISpot. La grafica muestra la medianas de UFS en pacientes con TB MFR 
con y sin DM2 durante el seguimiento del tratamiento antituberculosis. Los valores 

 

 



 

 

fueron comparados por la prueba de Wilcoxon Signed Rank Test con el paquete 
estadístico Sigma Plot 3.5 (SPSS). 
 En cuanto a los pacientes con TB FS, en este grupo de estudio se observó un 

incremento de los niveles de IFN-γ en 3 de 4 pacientes, durante el tratamiento 

antituberculosis, mientras que, en un solo caso hubo reducción de las UFS. Estos 

resultados muestran que no existe una correlación de los valores de UFS con el 

resultado del cultivo para MTB. (Figura 7)  

 



 

 

DISCUSION 

Los pacientes con TB MFR representan un reto en la práctica médica, son pacientes 

con una enfermedad crónica lentamente debilitante, progresiva, y con secuelas a largo 

plazo por la gran destrucción pulmonar que habitualmente presentan estos pacientes. 

En el tratamiento de este tipo de tuberculosis se utilizan fármacos de segunda línea 

cuya utilidad y eficacia no está bien establecido, es un tratamiento costoso, largo, con 

múltiples efectos adversos, con poca adherencia por parte de los pacientes y requiere 

del uso de fármacos parenterales.  

Los pacientes con TB MFR en tratamiento, requieren de un seguimiento estrecho por 

parte del personal médico para monitorizar la eficacia del mismo, ya que el exponer al 

paciente a fármacos con poca utilidad se puede inducir un efecto amplificador de la 

selección de cepas resistentes.  

El cultivo de MTB es el método microbiológico  más usado para evaluar la eficacia del 

tratamiento antituberculosis en pacientes con TB MFR. En el presente estudio se utilizo 

el cultivo de MTB como “estándar de oro” y los resultados del cultivo se compararon 

con los resultados de la técnica de ELISpot. Durante el seguimiento microbiológico de 

estos pacientes se observo un cambio en el resultado de los cultivos a partir del sexto 

mes de tratamiento, 7 de11 pacientes cumplieron con criterios de curación (5 cultivos 

negativos de forma consecutiva durante los últimos 12 meses de tratamiento) y en 3 

pacientes se determinó como tratamiento concluido sin evidencia clínica ni radiológica 

de infección activa, no se pudo obtener muestras para cultivo por lo que no existe 



 

 

evidencia bacteriológica de curación. En un solo paciente hubo fracaso al tratamiento 

cuyos cultivos se mantuvieron positivos durante todo el seguimiento.  

Nuestros resultados mostraron que no existe un patrón específico en la frecuencia de 

células T productoras de IFN-γ durante el seguimiento de los pacientes con TB MFR 

que nos permita determinar la eficacia o falla del tratamiento. Los datos encontrados en 

este estudio contrastan con lo descrito previamente por Carrara y cols. y Aiken y cols. 

(28,29) quienes realizaron estudios de seguimiento en pacientes con tratamiento 

antituberculosis utilizando fármacos de primera línea, encontrando un patrón de 

eficacia del tratamiento por el descenso e incluso negativización de las UFS (<10 UFS) 

al término del tratamiento antituberculosis, demostrando de esta manera la utilidad que 

podría tener esta técnica para el seguimiento de la TB FS.  

Es importante hacer mención que en el presente estudio por primera vez se incluyeron 

pacientes con TB MFR, a diferencia de los grupos estudiados con anterioridad, por lo 

tanto es importante puntualizar las diferencias en cuanto a las características de 

virulencia del bacilo tuberculoso con fármaco resistencia. En estudios en animales se 

ha encontrado que las cepas de MTB con multifarmaco-resistencia son bacilos de 

menor virulencia, con características de crecimiento y patogenicidad diferentes a las 

cepas fármaco sensibles y con menor capacidad de diseminación hematógena.  (31)  

Es posible que debido a estas características los resultados obtenidos en este estudio 

de pacientes con TB MFR no sean similares a los obtenidos en estudios previos 

realizados en pacientes con TB FS y con bacilos con alta capacidad de replicación, 

diseminación y de virulencia. 



 

 

La proteína ESAT 6 es un marcador de virulencia del bacilo, tiene un papel importante 

en la sobrevida y multiplicación de MTB. (32,33)  Es por esto que posiblemente la 

proteína ESAT 6 no es el antígeno ideal para el seguimiento de los pacientes con TB 

MFR, debido las características propias del bacilo. Por esta razón es posible que el uso 

de antígenos micobacterianos expresados durante la latencia puedan tener mayor 

utilidad por lo que estudios con antígenos de este tipo deberán ser analizados en el 

futuro. 

La persistencia de positividad de las UFS a la estimulación con ESAT-6 una vez 

concluido el tratamiento antituberculosis se puede atribuir al hecho de que los 

pacientes con una vez completado el tratamiento antituberculosis exista una 

reactivación de la respuesta inmune periférica (34). Estos resultados podrían ser 

semejantes a lo observado por nuestro grupo, donde se demostró que en los pacientes 

con tuberculosis en tratamiento con fármacos antituberculosis, se incrementa la 

producción de IFN-γ en respuesta al antígeno de 85kDa de MTB (35) 

 

Se ha propuesto en estudios previos, que en aquellos pacientes en los que persisten 

niveles elevados de las células T productoras de IFN-γ o no negativizaron, es 

probablemente que exista una re-exposición a MTB, hecho que podría ser factible en 

países con alta prevalencia de TB como México, donde además, es posible la 

exposición a micobacterias ambientales (36). 

De acuerdo a la evaluación radiológica al inicio del tratamiento todos los pacientes 

incluidos presentaron enfermedad extensa y cavitada. Esto sugiere que la carga bacilar 

de estos pacientes es alta y posiblemente un mayor número de antígenos son liberados 



 

 

durante la muerte bacteriana y mantienen la población de células T productoras de IFN-

γ. Por esta razón, tenemos la hipótesis de que en este tipo de pacientes probablemente 

sea necesario realizar el seguimiento a un mayor tiempo en base a un estudio realizado 

en pacientes con TB FS en quienes se observa un cambio en las UFS a 12 meses de 

seguimiento. (29).  

Es posible observar valores bajos de UFS en los pacientes con DM2 (Figura 8) 

mientras que en los pacientes sin DM2 se observa un incremento significativo de los 

valores de UFS hacia el 15to mes de tratamiento con un posterior descenso. Estos 

resultados pueden deberse a la alteración de la respuesta inmune en los pacientes con 

DM2.  

Por último, cabe señalar que la principal limitación del estudio fue el número de 

pacientes incluidos por la dificultad del seguimiento de los pacientes por tiempos 

prolongados (el estudio duro 18 meses). Otra limitante fue que no siempre se logro 

obtener muestras útiles para el cultivo de MTB, las cuales son necesarias para la 

comparación con los resultados obtenidos por el ELISpot.  

 

 



 

 

CONCLUSIONES 

Por primera vez, se realiza un estudio para evaluar la frecuencia de células T 

productoras de IFN-γ, mediante la técnica de ELISpot, para determinar la eficacia del 

tratamiento antituberculosis en pacientes con TB MFR.  

Los resultados demuestran que el tratamiento estandarizado con fármacos de segunda 

línea tiene una gran tasa de éxito, ya que de los 11 pacientes incluidos, 7 cumplieron 

con criterios de curación y 3 concluyeron tratamiento de manera exitosa, sin evidencia 

clínica ni radiológica de infección activa. 

Nuestros resultados mostraron que la técnica de ELISpot no es útil en el seguimiento 

de pacientes con TB MFR, los valores de UFS fueron heterogéneos y no se observó un 

patrón específico que correlacionara con la eficacia o falla del tratamiento.  

Los valores de las UFS se mantienen bajos durante el tratamiento antituberculosis en 

los pacientes con TB y DM2, Mientras que en los pacientes con TB sin DM2 se observo 

un incremento al 15° mes.  

Finalmente, de acuerdo a nuestros resultados el cultivo para MTB sigue siendo la 

prueba de mayor utilidad para el seguimiento del tratamiento antituberculosis en 

pacientes con TB MFR. 
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ANEXO 1: HOJA DE REGISTRO DE DATOS TB MDR 

 
Fecha de apertura de expediente clínico INER: |__|__/__|__/__|__| 
IDENTIFICACIÓN Y DATOS SOCIOECONÓMICOS 
1. Folio |__|__|__|__|__|  2. No. de Expediente  |__|__|__|__|__|__|__|__| 
3. _______________________________________________   4. Sexo |__| Masculino: 1 Femenino: 0   
 Apellido Paterno      Apellido materno        Nombre(s)           
5. Edad en años |__|__| 6.Fecha Nacimiento |__|__/__|__/__|__| 7. Estado civil |_|1:soltero, 2: casado                            
                          3: viudo, 4: separado o divorciado 
8. Lugar de Origen ____________________________________________________________________ 
9. Lugar de residencia actual ____________________________________________________________ 
10.Domicilio__________________________________________________________________________ 
11. Localidad_________________________________________________________________________ 
12. Municipio___________________________________ 13. Entidad federativa____________________ 
14. Código postal_______________________________  Tel.(01     )_____________________________ 
15. Medio ambiente habitacional    |__| urbano:1, Suburbano: 2  Rural:3   
16. Número cuartos en la vivienda |__|__| 
17. Personas que viven con el paciente (No) |__|__|       
18. Nivel socioeconómico (INER) |__| 
19. Ocupación_______________________   
              (Actual o anterior)          
ENFERMEDADES CONCOMITANTES 
19. Diabetes    |__| sí: 1, no: 0    
20. Hipertensión arterial  |__| sí: 1, no: 0 
21. Cirrosis hepática  |__| sí: 1, no: 0    
22. EPOC    |__| sí: 1, no: 0    
23. Insuficiencia renal   |__| sí: 1, no: 0  
24. Tratamiento con esteroides  |__| sí: 1, no: 0 
25. Otras enfermedades  |__| sí: 1, no: 0…………    Especifique _________________ 
                                                                      _________________ 
 
DIABETES MELLITUS 
26. Tiempo de evolución (años)  |__|__| 
27. Complicaciones crónica (especificar tipo y estadio): _______________________________________ 
28. Tratamiento establecido: |__|__|__|__| 

1. Sin tratamiento 
2. Hipoglucemiantes orales (especificar tipo y dosis):_____________________________ 
3. Insulina (Tipo y dosis): __________________________________________________ 

29. Tiempo de inicio del último tratamiento: |__|__| 
VIH/SIDA 
31. Elisa para VIH    |__|  Negativo: 0, Positivo: 1, No realizado: 2 
HISTORIAL DE TUBERCULOSIS 
32. Año de diagnóstico de tuberculosis (primera vez)  |__|__|__|__| 
33. Clasificación (OMS)  |__|__|__|__| 
34. Hospitalizaciones por complicaciones relacionadas a TB      |__|     sí: 1, no: 0 
 (Especifique número de hospitalizaciones)_________ 
35. Antecedente de cirugía para tratamiento de complicaciones de TB  |__|     sí: 1, no: 0 

(Especifique tipo de cirugía)_______________ 
36. Numero de esquemas de tratamiento previos |__|__| 
37. Medicamentos recibidos: ____________________________________________________________ 
38. Baciloscopia al inicio del TX__________________________________________________________ 
39. Cultivo de micobacterias al inicio del tratamiento: _________________________________________ 
40. Drogo sensibilidad:  R: ______________________________________________________________ 
   S: _____________________________________________________________ 



41. Tx indicado (Actual):______________________________________________________________ 
42. Fecha de inicio: |__|__/__|__/__|__| 
43. Desenlace final del TX:   |__|  1. Curación (confirmación con cultivo negativo) 
      2. Probablemente curado BK negativa al final del TX 
      3. Fracaso (Bk y/o cultivo positivos al final del 4to mes) 
      4. Abandono 
      5. Recaída 
      6. Perdida seguimiento 
      7. Muerte 
ESTATUS CLINICO AL INICIO DE  TRATAMIENTO 
44. Peso |__|__|__| kg                 45.  Talla |__|__|__| cm   46. IMC. |__|__|__| 
 
ESTATUS CLINICO AL TERMINO DEL  TRATAMIENTO 
47. Peso |__|__|__| kg                48.  Talla |__|__|__| cm   49. IMC. |__|__|__| 
 
RADIOLOGIA (tomada antes de inicio del tratamiento actual) 
 Fecha de RxTx   |__|__/__|__/__|__|   

50. Tipo de lesión         |__|, |__|,|__|,|__|   
(Lesión que predomina) 1. Cavitación  

2. Consolidación  
3. Fibrosis 
4. Nódulos 
5. Micronódulos                   

51. Extensión |__| 
 1. Localizada |__|__|__| (1 ó 2 cuadrantes contiguos) 

2. Extensa |__|__|__| (Mas de 2 segmentos                   
contiguos ó mas de 1 segmento no contiguo) 

 
  

1  2  7  8

9  10 3  4 

12 11 
5  6 

  
EXÁMENES DE LABORATORIO  (Inicio del Re-Tratamiento) Fecha |__|__/__|__/__|__|  
BIOMETRÍA HEMÁTICA     PRUEBAS DE FUNCIONAMIENTO HEPATICO 
52. LEUCOCITOS (x1000/mm3) |__||__|.|__|   65. Proteínas Tot  |__|__|__| 
53. LINFOCITOS%  |__||__|.|__|   66. Albúmina  |__|__|__| 
54. HEMOGLOBINA  (g/dL)  |__|__|__|.|__|  67. Bilirrubina Total |__|__|__| 
55. HEMATOCRITO (%)  |__|__|.|__|   68. TGO   |__|__|__| 
56. PLAQUETAS (x1000/mm3) |__|__|.|__|   69. TGP   |__|__|__| 
QUIMICA SANGUINEA      70. DHL   |__|__|__| 
57. Glucosa mg/dl |__|__|__|    71. CK   |__|__|__| 
58. Urea  |__|__|__|     72. FA    |__|__|__| 
59. BUN  |__|__|__|     PERFIL DE LIPIDOS 
60. Creatinina |__|.|__|      73. Colesterol total |__|__|__| 
61. Ac. Úrico |__|.|__|      74. Triglicéridos  |__|__|__| 
62. DEPURACION DE CREATININA EN ORINA DE 24 HORAS: ________________________________________ 
PERFIL TIROIDEO 
63. T4L  |__|__|__| 
64. TSH  |__|__|__| 
 
OBSERVACIONES 
____________________________________________________________________________
____________________________________________________________________________ 
FECHA                      

BACILOSCOPIA                      

CULTIVO 
                     

 



ANEXO 2: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 
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