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RESUMEN

E!l estudio se realizé en el Hospital Rural Solidaridad de Coscomatepec,
Veracruz y en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
Nacional Auténoma de México. Su objetivo fue evaluar la extension clinica de la
tuberculosis y el estado inmunolégico inicial del enfermo en relacién con la
respuesta al tratamiento, con el fin de identificar factores clinicos y de
laboratorio que nos sirvan de predictores de respuesta al tratamiento
identificables en la evaluacién inicial del enfermo con tuberculosis. Se
incluyeron 55 enfermos con tuberculosis y 15 sujetos controles. De los 55
enfermos con tuberculosis, 52 presentaron TB pulmonar diagnosticados por
clinica, hallazgos radiograficos, baciloscopia, cuitivo y 3 con TB ganglionar
diagnosticados por biopsia. Los pacientes con TB pulmonar fueron clasificados
de acuerdo a la extensién radiografica de la enfermedad. A todos se les
administrd el Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES) primario,
secundario, 6 reforzado segun las caracteristicas individuales.

Los indicadores no inmunoldgicos analizados fueron: el antecedente de
tuberculosis el cual fue estadisticamente significativo con una p: 0.035 al
analizar los pacientes con tuberculosis de primera vez contra los pacientes con
recaidas y la respuesta al tratamiento, la extension de la enfermedad también
fue estadisticamente significativa al comparar los enfermos con enfermedad
localizada contra los enfermos con enfermedad moderada y diseminada y la
'respu'esta al tratamiento, se obtuvo una p: 0.0035; Entre los indicadores
inmonologicos, se analizd el antecedente de vacunacidn con BCG, la
intradermoreaccioén 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 patrén de bandas por Inmunoblot, entre estos el de
mas valor pronéstico fue la serologia con P-30/31. Al analizarse los titulos de .
anticuerpos con el ELISA con P 30/31 se observo que los enfermos con tituios
positivos curaron en mayor prop?:rcién que los enfermos con titulos negativos
con una p: 0.0001




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 (1. La
Organizaciéon Mundial de la Salud reportd en 1998 que una de cada 3
personas en el mundo esta infectada en forma latente por M. tuberculosis. A
nivel mundial en 1997 se presentaron 7.25 miillones de casos nuevos de TB y
se registraron 2,908 000 muertes. L.a mayoria de los casos ocurrieron en el
Sureste de Asia, en Africa y en paises del este del Pacifico con 2,800, 1,650 y
1,583 millones de casos, respectivamente (2. 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 modificaciones en su virulencia y
desarrollo de resistencia a los antifimicos @4). Otro factor importante, es la
epidemia del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), enfermedad
caracterizada por disminucién de los linfocitos T CD4 +, los cuales son
cruciales en la proteccién inmunoldgica en contra de M. tuberculosis. ) Otros
factores predisponentes a considerar son la desnutricion (), algunas
alteraciones metabdlicas como la | insuficiencia renal y el- uso de
corticoesteroides y antimetabolitos (n 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 ia actualidad se
halla llegado a un consenso general sobre resistencia o susceptibilidad ala TB
relacionado con el CPH (10). 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 innata a la TB y a ofras infecciones intracélulares. Como
son el gen de la IL- 12 (t2).. del TNF-o.  y el gen que codifica para la proteina
Nramp-1 que se expresa ‘en macréfagos y que parece participar en el
transporte de. nltrltos al fagolisosoma permitiendo asi la destruccion del bacilo
(13). En una poblamon del Qeste de Africa sé describié la asociacién de
polimorfismos en el gen Nramp-1 y susceptibilidad a la tuberculosis (4. Entre
los factores del huésped que influyen en la susceptibilidad a la TB, ademas de
los genéticos esta el estado del sistema inmunolégico al contacto con la
micobacteria (1s5,16). La mayor parte de las personas, al entrar en contacto con
el bacilo, son capaces de desarrollar una respuesta protectora que limita la
infeccién. 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+

com s 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 tuberCUIOS/s infecta preferencialmente los pulmones pero puede
k;dlsemlnarse a practicamente todos los érganos de la economia dando lugar a
'una gran varledad de cuadros clinicos (19). Con la reemergencia de la TB y la

.apanmon ' el SIDA han aumentado las formas extrapulmonares relacionadas

' ente con formas diseminadas (20). intestinales (21,22, renales, éseas y

cutaneas 23’242526) ‘Existen tejidos que son propicios para el desarrollo de la

mfeccmn permmendo una gran replicacién bacilar, como son los &pices

.pulmonares sin embargo otros, como la serosa pleural, parecen resistir la
'mfeccnon observandose formas autolimitadas que curan aun sin tratamiento

'antlflmlco_(zn, : R

2.3. INMUNOPATOGENIA DE LA TUBERCULOSIS
La via habitual de la infeccién por M. tuberculosis, es la respiratoria por la
inhalacion de las gotitas de Flugger que contienen el bacilo (s), las cuales por

su tamafio alcanzan los alvéolos pulmonares donde la micobacteria es




fagocitada por macréfagos alveolares que se localizan en el epitelio simpie de
la pared alveolar. Dentro del macréfago la bacteria es destruida, en algunos
casos procesando y expresando peptidos unidos a moléculas del CPH tipo Il y
tipo | que son reconocidas por los linfocitos T CD4+, estimulando la produccion
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 y utiliza al macrofago para su replicacion
activa ocasionando el estallamiento celular y la diseminacidn de la infeccién a
células cercanas, alcanzando los ganglios linfaticos y después la circulacion
sangUinea, ocasionando asi TB diseminada (28). Ligado con estos mecanismos
- se ha descrito en la infeccion primaria la presencia del complejo de Ranke que
es una area de alveolitis, linfangitis y adenitis que cuando se resuelve se
-calcifica dando lugar al nddulo de Ghon que representa la unica fuente de
antigenos micobacterianos y es responsable de la existencia de anticuerpos
antimicobacterianos y de una respuesta positiva al PPD en individuos con TB
latente (2¢). La mayor parte de los casos de TB activa en el adulto se deben a
reactivacion de este foco primario. La capacidad del bacilo de la TB para
entrar en un estado de latencia donde la disminucion de su metabolismo lo
hace resistente a los antifimicos, es un factor de gran importancia que es
necesario dilucidar e impedir para poder erradicar {a TB.

Las células principales, pero no exclusivas involucradas en la respuesta
inmune protectora contra M. tuberculosis son el macréfago y el linfocito T. El
‘macrofago en respuesta a la infeccion por M.tuberculosis, produce IL-1, IL-6,
IL-10, TNF-a, TGF-B. La IL-1 es un pirégeno enddgeno que participa
activamente en la produccion de la fiebre, caracteristica de la enfermedad. La
IL-6 aumenta la produccidn de células B activadas, participando en la
hiperglobulinemia que se observa en la mayoria de los casos de TB. El TNF-a
sinergiza su efecto con el INF-y y ambos son esenciales para la produccion del
granuloma, participando témbién en la produccidn de la fiebre, pérdida de
peso y en la necrosis tisular caracteristica de la TB. La IL-10 inhibe la

produccién de citocinas inflamatorias producidas por los linfocitos T y




macrofagos El TGF B lnhlbe la proliferaciéon de linfocitos T y la funcion

‘ n ago 1o que contribuye a limitar la produccidon de citocinas
proinflarha'tbri'ds': favoreciendo la replicacién bacteriana, disminuyendo asi la
magnltud del dano tisular pero evitando el control de la infeccion o). Entre los

factores de Ia micobacteria, no se han identificado toxinas o componentes
,prop|os relacnonados con las manifestaciones clinicas o con el dafio a los
: tejldOS. Sin embargo se han descrito tres factores de virulencia: una catalasa-

peroxidasa que inhibe la produccion de radicales de oxigeno, mce, que

codifica para un factor de colonizacidon de los macréfagos y sigA que puede

ocasionar atenuacioén de la bacteria. Con la reciente caracterizacion completa
del genoma de M. tuberculosis se espera un avance importante en la
identificacion de componentes micobacterianos relevantes en la patogenia de
la TB ).

2.4. ESPECTRO"/NMUNOLOGICO DE LA TUBERCULOSIS.

_ Lenzini y » cdi, en 1977 correlacionaron datos inmunologicos con el
espectro clinico de la enfermedad, identificando 2 grupos polares y -dos
intéfmédios: reactivo reactivo, reactivo intermedio, arreactivo intermedio y
‘ar'reactivo arreactivo esto sobre la base de la respuesta celular, clasificaron a
la TB sobre la base de 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 arreactivos arreactivos (con PPD negativo y titulos de
anticuerpos altos) presentaron enfermedad diseminada y muy pobre respuesta
al tratamiento (z2).

Para estudiar .la inmunidad celular se han utilizado principalmente
pruebas in vitro en las cuales los linfocitos T del paciente tuberculoso se
exporién a lectinas como la fitohemaglutinina o al PPD y otros antigenos. En
general estos estudios han demostrado que hay una correlacion directa entre
una disminucion de la respuesta in vitro y la gravedad de |la TB. Recientemente

se han introducido métodos mas sofisticados para evaluar la forma en que el



péciente tuberculoso reacciona inmunolégicamente ben contra del bacilo y las
posibles repercusnones de esta respuesta en el curso de la enfermedad. Un
método es: Ia determlnacmn de las subpoblaciones de lmfocnos por citometria
de fIUJO con antlcuerpos monoclonales y otro es la determinaciéon de las

cxtocmas-q > estan produciendo los {infocitos T in vitro 33)
o ' hiéh‘ia'hiasis y en lepra se ha observado que mientras que la
- respuesta Th‘ =1 (produccién predominante de interferon gamma e IL-2) parecen

‘ tene‘ ' un pépel protector, un patron de citocinas de tipo Th-2 (IL-4, IL-10) es

permlsxvo para el desarrollo de estas infecciones s4335. El papel de los
,'metodos anteriores en la evaluacién inmunoldgica del paciente tuberculoso

"estafaun por definirse y constituye una linea de investigacion de gran interés
. (38)

2.4. DIAGNOST/CO DE LA TUBERCULOSIS
La TB iene u_n espectro de sintomas clinicos muy variado, por lo que es

i un: reto par el edlco establecer el diagnéstico oportunamente. Lo primero es

pecha deI dlagnostlco y posteriormente usar las herramientas
| \_bnflrmar el diagnéstico. Entre estas, la radiografia de térax
"-'pr,eponderante (@r38). Para confirmar &l diagnéstico de TB activa,
étbdoé rhicrobiologicos entre los que destacan el cultivo de esputo
‘v‘aAéspemﬂcxdad del 100%, y una sensibilidad del 27%. De los
'medlos de cultlvo tradicionales mas usados esta el medio sdlido basado en
huevo eI Lowesteln-Jensen con el cual se obtienen resultados 4 a 6 semanas
despues de la siembra. Otros medios basados en agar (7H10, 7H11) son mas
‘rapidos, obteniéndose resultados entre 2 y 4 semanas. Entre los medios
liquidos esta el Middlebrook 7H12 comercializado como BACTEC 12 B, que se
basa en la deteccidn radlometrxca del crecimiento micobacteriano que contiene
5 antibidticos para prevemr el crecimientoc de contaminantes no
micobacterianos (zs). Entre las técnicas mas difundidas y de mayor vaior se
encuentra la baciloscopia, que identifica bacilos acido-alcohol resistentes
(BAAR) (2 pero no asegura su identidad, para lo cual se requiere del cultivo y
el empleo de pruebas bioquimicas y de técnicas de biologia moiecuiar (40,41).
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No obstarite L,dueéla, rieba del PPD parece tener un valor incuestionable

en la evaluacion nmUnOlégiqé;del paciente tuberculoso, su valor en el
diagnéstido' esta's _l_{b*les.variables que van desde su procedencia, el
manejo de bioldgico,:s pllicva"’c':i'én y la interpretacion de la prueba 2. En
paises. con: ncidencia: baja de TB, la respuesta al PPD es un criterio
dlagnostl A importancna y puede justificar el establecimiento de un
tratamxento ntlflmICO En cambio, en paises como el nuestrc donde la mayoria
de. losrlndlwduos responde al PPD, su utilidad como prueba diagndstica es
pobrerﬁ.)‘En el _diagndstico de la TB se han utilizado una variedad de métodos
serolo'g'l'c‘:os como son la hemaglutinacién, la fijacidbn del complemento, la
inmunoelectroforesis y en los ultimos afos el ELISA utilizando mezclas
antigenicas complejas y antigenos micobacterianos nativos purificados o
recombinantes (43.44,45). Hasta la fecha ninguno de los métodos mencionados ha
sido incorporado plenamente al estudio rutinario del paciente tuberculoso.
Mas recientemente se ha venido utilizando en estudios piloto la reaccion
" en cadena de la polimerasa (PCR) con resultados prometedores. El uso clinico

de esta prueba, sin embargo, esta limitado por lo dificil de su implementacién.

2.5, TRATAMIENTO
A prinpipios del siglo XVIII no se conocia la cura para la TB, sin embargo ya se
realizaté_ah‘5«:iﬁféhtos' para su manejo los cuales consistian en la aplicaciéon de
suero'ihm@né: a'\:los‘enferr'nos, los que sé obtenian de animales como conejos,
caballos ‘e incluso de humanos, obteniendo resuitados variabies. Esta
- terapéutica se abandond debido a las complicaciones relacionadas con
reacciones de hipersensibilidad a los componentes del suero. Desde entonces
se especulaba sobre el papel protector de los anticuerpos y otras substancias
.48). -A principios del siglo XIX se descubren las drogas antifimicas y su
aplicacion se acomparfia de un gran éxito en el control de Ia enfermedad, el
" cual continuo hasta mediados de la década de los ochentas cuando se
observé un aumento progresivo en la incidencia de la TB, que se atribuyé a
multiples factores entre ellos un incremento preocupante de bacterias
resistentes a uno o mas antifimicos. El principal factor de esta

i1




muiﬁdrogorésistencia (MDR) parece ser la falta de adherencia al tratamiento lo
que propicia que la bacteria mute y adquiera factores de resistencia 7. En
1997 la OMS reporté que los paises con peores programas de control poseian
las prevalencias mas altas de MDR. Por ejemplo, en Latvia el 22% de los
pacientes poseian cepas MDR @1). En México, en un estudio realizado en el
INDRE, se reporté una resistencia primaria del 3% y una resistencia
secundaria del 72%, siendo hacia isoniacida en el 52.3%, a estreptomicina en
el 35.3% y a rifampicina en el 34.2%. (48)

Otros factores que inciden sobre ia eficacia de la terapia es lo prolongado
de los tratamientos habituales que propician el abandono por parte de!
paciente,' la falta de métodos para el diagnoéstico 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 ). Por otra
parte la micobacteria es naturalmente resistente a muchos antibiédticos
principalmente por su gran bicapa de lipidos. Una de las medidas adoptadas
por la Secretaria de Salud'y Asistencia Publica para combatir el abandono del
tratamiento es Ié»ut‘ilizacién del TAES por un periodo minimo de 6 meses (4g).
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3. JUSTIFICACION

El estudio del enfermo con TB se ha enfocado principalmente al
diagnostico y al tratamientd. siendo escasos los estudios en los cuales se
analiza el estado inmunolégico del paciente tuberculoso y la infiuencia de este
sobre el curso y prondstico de la enfermedad.

Durante el desarrollo de trabajos experimentales se han empleado
diferentes métodos para valorar la respuesta inmunoldgica. Después del
descubrimiento de! agente causal de la TB por Robert Koch se han venido
empleando diferentes métodos para él diagnodstico y la evaluacion de la
relacién huésped/parasito. En TB las primeras técnicas empleadas para
valorar la respuesta inmune celular fueron la aplicacion intradérmica de la
llamada tuberculina vieja y actualmente el PPD. Posteriormente se han
utiizado estudios in vitro, la inhibicion de la migracion de leucocitos, y
actualmente con la evolucibn de Ila tecnologia se emplean la
inmunoeiectrotransferencia 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 huésped, tanto en
enfermedades no infecciosas que afectan directamente el estado inmune,
como lo es la desnutric‘ién:é en enfermedades de origen infecciosc con
repercusion directarriente/_" en'el sistema inmune como lo es la TB 6
enfermedades tipicamente inmunoldgicas como las autoinmunes.

En este trabajo se utilizd un conjunto de estudios sencillos y rapidos como
son el empleo del PPD, el inmunablot y el ELISA con extracto proteico total y
con un antigeno purificado, para evaluar el estado inmunoldgico del enfermo y

tratar de encontrar parametros inmunolégicos que sirvan como indicadores

- -prondsticos que nos informen acerca del probable desenlace de la

enfermedad.

13



4, HIPOTESIS

mlcobacterlas q )
tuberculosns,actlva

Existe parametros mmunolo

_,pueden servir como fac_ re

a respuesta al PPD y otros no
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5. OBJETIVOS : : RPN

Realizar un estudio prospectlvo de pac:entes con tuberculosis pulmonar no

seleccionados en una zona rural empobrecxda del estado de Veracruz.

e Realizar mtradermorreaccnones con PPD al ingreso para evaluar la

mmumdad celular
-e . Evaluar la respuesta inmune humoral por inmunoblot y ELISA.

e Comparar los datos inmunolégicos con el curso y prondstico de la

enfermedad

15




6. DISENO DEL ESTUDIO:

Las caracteristicas ‘del

prospectivo y comparativo.

estudio fueron:

longitudinal,

observacional,

16



7. PACIENTES Y METODOS:

7.1. EVALUACION CLINICA Y RADIOLOGICA

A todos los individuos con sospecha clinica de TB activa se les realizaron
estudios bacterioldgicos 'y radlologlcos para descartar o confirmar el
' *'vez corroborado el diagnastico se incluyeron
‘realiz6 PPD, BAAR y cultivo. La poblacion

diagnéstico de TB pulmoparfU

en el grupo de estudio
estudiada pertene : Ir rural del estado de Veracruz, con estrato
somoeconommo muy bajo Se mcluyeron 565 pacientes, hombres y mujeres con
edades entre 17 y 70 anos los cuales 52 reunieron los criterios de TB pulmonar
, activa senalados por la Sociedad Americana de Torax y 3 sé diagnosticaron
combfTnganglionar por biopsia ganglionar. Los criterios bara diagnostico de TB
pulmonar se basaron en hallazgos clinicos, radiologicos, en la respuesta a la
aplicacién intradérmica del PPD y demostracidn del bacilo de la tuberculosis por
baciloscopia y/o cultivo de esputo. En todos los pacientes se analizdé la
respuesta inmune humoral antimicobacteriana por inmunoblot y ELISA. A todos

los pacientes se ,|

?lIZO la prueba de ELISA para detectar anticuerpos contra

el vlfus‘d,e_“la;lnmpnodeficiencia adquirida, la cual fue negativa en todos los
~as0s. Se é“»a ‘cabo el seguimiento de los pacientes cada mes por
ro y éxploracién fisica. La radiografia de torax se realizd al ingreso y
de control al terminar el tratamiento. Se realizaron series de 3 baciloscopias en
' esputo mensualmente.
La extension radiografica fue clasificada segun los criterios del Consejo

de Investigacién 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 clasificd en relacién a la extension pulmonar en leve
(enfermos con radiografia en las categorias 1, 2), moderada 3 y 4 y severa con

categoria 5.
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7.2. EVALUACION INMUNOLOGICA

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

. EIPPD se obtuvo de la Gerencia General de Bioldgicos y Reactivos en
frascos de 1"ml. A cada paciente se les aplicd 0.1 ml que equivalen a 2
' uhidadéé 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
Ia‘ técnica de Mantoux. La lectura se realizé 6, 24, 48 y 72 horas después de la
aplicacién, 'pof palpacién y medicidn de la papula en un eje transversal al del
antebrazo, ‘re_p‘o_rténd_ose en milimetros. La prueba se considerd positiva cuando

la induracib ,|pe-1b 0 mas mm, a las 48 hr de aplicado el PPD.

722 ‘éVALUi{C/ON DE LA RESPUESTA HUMORAL
Cultlvo de Mycobacterium tuberculosis y obtencién de un extracto

protelco total (EPT) y purificacion de ia proteina de 30-31 kilodaltones.
: Para‘obtener antlgenos micobacterianos se realizaron los procedimientos

que se esc"ben a continuacion. Mycobacterium tuberculosis, cepa H37/Rv,
la Gerencxa General de Bioldgicos y Reactivos, se cultivd por 6-8
, l medxo sintético de Proskauer y Beck modificado por Youmans
(50) Los acxlos se eliminaron por filtracion de la siguiente manera: el medio de
: cultlvo se flltro primero a través de un filtro Whatman y después sucesivamente
a traves ‘de filtros (Millipore Products Division, Bedford, MA 01730) de 1.5, 0.45
y O 22 um El medio de cuitivo se precipitd con sulfato de amonio (0.5 g/ 1 mi).
,' El precipitado obtenido se dializd extensamente con agua destilada para
}j,ﬁobtener finaimente un extracto proteico total (EPT). El antigeno de 30-31 kD

[T (P-30/31) sé selecciond para realizar estudios de ELISA por ser el antigeno mas

- frecuentemente reconocido por‘inmunoblot. Se obtuvo de la siguiente manera:
El EPT fue separado por el meétodo acido-alcohdlico de Seibert (s1). Los diversos
precipitados y sobrenadantes se analizaron por geies de poliacrilamida con
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dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) e inmunoblot lo que permitid encontrar
fracciones enriquecidas en P-30/31. Con estas fracciones se hizo un pool el
cual se separd en un gel preparativo al 10%, el cual se tifid con acetato de
sodio 4 M para identificar la banda deseada, la cual se cortd con tijeras y sé
sometlo a eIu0|on con urea 6 M. La proteina obtenida se dializ6 contra agua
bldestlllada y se‘guardo a —20 °C grados centigrados hasta su uso.

7.2.3. INMUNOBLOT

El EPT se separd en PAGE-SDS al 10 % bajo condiciones reductoras con
2-mercaptoetanol s2. Para llevar a cabo los estudios de inmuncblot, las
proteinas micobacterianas separadas por PAGE-SDS se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Laboratorios BioRad, Richmond, VA, USA) en una
camara de transferencia (ldea Scientific, Corvallis, PA). Con el fin de bloquear
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 O, 03%. El papel de nitrocelulosa con las proteinas transferidas se cortd
en tiras de 5 mm, las que sé incubaron con el suero de los pacientes a una
dllumon 1 1 ’l'en PBS-Tween 20, 0.03% por 3 horas a temperatura ambiente. Se

reallzaron 5: lavados con PBS -Tween 20, 0.03% y se incubd con proteina A
ma‘rrcaqa con,peroxudasa (1:1000) por 90 minutos. Se realizaron cinco lavados
cbrii PBS anies 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 inmunobiot se clasificd segun el nimero
de bandas observadas en tres patrones: tipo 1: <5 bandas, tipo 2 de § a 10,
tipo 3: >10 y segun la intensidad de la banda en: no reactiva (0), poco reactiva
(+/-, +), reactiva (++) y muy reactiva (+++). De acuerdo a lo anterior sé._
clasificaron los resultados como negativos cuando la reactividad fue r‘h>enor ala
observada con los sueros control y positiva cuando el niumero de bandas fue

mayor.
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7.2, 4 ELISA con EPT y con P 30/31.
8e’ ' placas de = microtitulacion de 96  pozos
‘ ,MA, 02140, USA). Los pozos fueron
_,30 31 en 100 ul de buffer de carbonatos,

_PBS-Tween 20. Se bloquearon Ios smos actlvos remanentes en el plastico con
albumma bovina sérica 1%, colocando 100 pl por pozo por 1 hora a 37° C. El
suero se aplicd 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 incubé con Proteina A- Peroxidasa, 1:1000 (Sigma) se lavo y se reveld con
Orto-fenil-endiamina y perdxido de hidrégeno en citrato 0.1M, pH 4.5, por 4
minutos a 37° C. La reaccién fue detenida con &acido sulfdrico 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 o mas; ademas los titulos de
anticuerpos se clasificaron en: bajos (0.100), moderados (0.100 a 0.200) y altos
(> 0 200)

“En- el ensayo con P- 30/31, el punto de corte se obtuvo de la misma
manera que pal_‘a el ELISA con EPT. Todos los valores de 0.352 6 por arriba se
consideraron positivos y se clasificaron arbitrariamente en bajos (<0.3),
moderados (de 0.3- 0.5) y altos (> 0.5).
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8. TRATAMIENTO :

Se implementd el f'tlfatamiento recomendado por la Secretaria de Salud y
Asistencia Publlca Vésvtabiécido en la Norma Oficial Mexicana
(NOM Q06 - SSAZ2 — 1993) publicado en el Diario Oficial de |a Federacién el 26

. de Enero de 1995. La administracion fue estrictamente supervisada en todos los
casos; pa:lféf"dis'mihuir con esto el abandono y la resistencia a las drogas ().

"“"fitratamiento primarioc consistid en Isoniacida 300 mg,

\rlfamplcma 600 mg, y pirazinamida 1500 mg diarios hasta completar 60 dosis,

seguudd ‘por un esquema de Isoniacida 800 mg y rifampicina 600 mg al dia, dos
veces por semana hasta completar 30 dosis.

: ‘,I‘ tratamlento de las recaidas consistid en Isoniacida 300 mg, rifampicina
'600 mg, plrazmamlda 1500 mg y etambutol 1200 mg diarios por seis meses o un

o anp_, _;dependlendo de las baciloscopias, ya que si continuaban positivas

‘después de seis mes de tratamiento se prolongo a 1 ario.

9. ANALISIS ESTADISTICO

La variable dependiente en este estudio fue la respuesta al tratamiento y
las variables independientes fueron entre los parametros no inmunologicos: si
se trataba de un caso de primera vez o de una recaida y la extensién de la
enfermedad, en donde se compararon los pacientes con enfermedad localizada
contra los que presentaron enfermedad avanzada o miliar. Entre los parémetfos
inmunclogicos se evalud independientemente el antecedente de vacunacion con
BCG, la F‘e'sﬂpuesta cutéanea al PPD, el inmunobiot y los titulos de anticuerpos
obtenidos por ELISA con EPT y con P-30/31, ademas se calculo el riesgo
relativo y los intervalos de confianza sa).

Se utilizo la ch? con correccién de Yates.
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10. RESULTADOS:
10.1. HALLAZGOS CLINICOS, DE LABORATORIO Y GABINETE.

ANTECEDENTES Y DATOS GENERALES.

El diagnéstico final en los 55 paéientes 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 varié de 17 a 70
afos, con una media de 40 afos. El 60% de los enfermos se encontrd entre los
17 y 50 afios, rango de edad donde se localiza la poblacién laboral productiva.
La mayoria de los pacientes tenian talla baja y desnutricion.

MANIFESTACIONES CLiNICAS MAS FRECUENTES

FACIONESF CRINICASS

Astenia

Adinamia

. Anorexia

: Perdida de peso
Fiebre é

i Diaforesis

i Hemoptisis

e s
i Disnea

Tabla 1. La tos fue el sintoma respiratorio mas frecuente, llamo la atencién el alto
porcentaje de disnea que presentaron los pacientes al momento del diagnostico, lo que nos
habla indirectamente de la severidad del cuadro.

ESTUDIOS BACTERIOLOGICOS.

A todos los pacientes se les realizd BAAR en. expectoracion. En 39
(71%) se observaron bacilos acido-alcohol resistentes. En 164;5acientes las
baciloscopias fueron negativas (29%). Se realizaron cultivos de expectoracion
en 42 casos utilizando el medio de Lowenstein-Jensen, de los cuales 14 fueron
positivos (33%) y 28 (67%) negativos.
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HALLAZGOS RADIOGRAFICOS.

T El 100% de los pacientes presentd un cuadro clinico altamente
,sug‘estivo de tuberculosis pulmonar y de estos todos menos cinco presentaron
cambios radiograficos compatibles con dicho diagndstico

La radiografia se empleo como herramienta diagnéstica y para la
clasificacién de la enfermedad (s4sss6). De los 55 enfermos, 10 presentaron
infiltrado miliar bilateral, 16 enfermedad moderada, 24 enfermedad localizada y
en 5 pacientes no hubo cambios radiograficos; en tres de estos pacientes se
establecié el diagndstico de tuberculosis ganglionar por biopsia ganglionar y
en dos casos se diagnostico tuberculosis pulmonar sobre la base de que sus
baciloscopias fueron positivas (+++ y ++).

La gama de hallazgos radiograficos encontrada fue muy amplia desde
lesiones recientes caracterizadas por- infiltrados micro y macronodulares
localizados en focos neumonicos o difusos y confluentes diseminados hasta
derrames pleurales y datos de cronicidad como son retraccion de la traquea,
despegamiento de la pleura parietal, cavernas, calcificaciones e hipertrofia
compensatoria pulmonar. :

En 26 enfermos se observo afeccion de ambos pulmones, presentando
10 afeccién miliar de patrén hematogeno tipico con infiltrado micronodular en 9
casos y uno con infitrado macronodular. Dieciséis pacientes presentaron
patrén broncogeno caracteristico con focos multiples y con afeccion basal en la
mayor parte de estos pacientes. En 14 casos hubo afeccién unilateral con
predominio del I6bulo inferior del pulmoén izquierdo (9/14) y 5 con afeccion del
I6bulo inferior del pulmoén derecho. Se observéd afeccion del {6bulo superior
siempre en presencia de lesiones en el ldbulo inferior. En 30 casos se
observaron cambios crénicos como son fibrosis, retraccién de tejidos blandos y
cavernas. . - R

Previamente se ha establecido que la proyeccién de los segmentos
pulmonares en la pared toracica tiene un indice de concordancia muy alto
(75%) y que es un método, basado en la exploracion fisica del area puimonar
muy Util para valorar la extensién y localizacidon de las lesiones tuberculosas.

Por lo tanto Ia exploracion toracica es un procedimiento clinico confiable y de
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gran ut|lldad para valorar la enfermedad en un medio donde no exista la
posxbllldad de la’ radlografla Ademas la exploracion de ia zona suprarretrohiliar
que es la mas frecuentemente afectada por la lesidn primaria de la tuberculosis
~es accesible a la exploracién fisica, permitiendo un diagnostico certero en el

75% de los casos 57
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10.2. EVALUACION INMUNOLOGICA:

VACUNACION CON BCG.

’ El antecedente de vacunacion con BCG se investigo interrogando al
enfermo y verificando la presencia de la cicatriz en la cara externa del brazo.
De los 55 enfermos 34 presentaron la cicatriz. Un hallazgo sobresaliente fue

e 7 de los 10 casos con TB miliar no fueron vacunados.

v ‘pacientes se les aplico el PPD segun lo indicado en
METODOS. Las lecturas se llevaron a cabo a las'6,24,48y 72
5.':p“a>¢ikentes 38 fueron positivos ya que la induraciéon midié 10 6
& observé induracién de 10 mm a las 6 h en 17 pacientes Las
: a kas 6 h no parecen tener utilidad pues de los 38 casos positivos a
“las 48 o 72 h, 22 fueron negativos a este tiempo y 3 no lo eran a las 24. De
" estos datos se puede concluir que el mejor tiempo para evaluar la respuesta al
PPD sonlas48ho 72 h.

Un enfermo presento desde las 6 horas de la aplicacion del PPD,
induracion de todo el antebrazo, con aparicién de vesiculas y necrosis en el
‘sitiorde aplicacion (fendmeno de Koch), la cual sé autolimito a los 7 idas; se
traté_ de una paciente de primer ingreso con enfermedad moderada con

’ ba‘c'ikloscopias negativa que curd con el tratamiento.

“Contrario a lo esperado no hubo una correlacion clara entre el
antecedente de vacunacion con BCG vy la respuesta al PPD, ya que de los 34
pacientes vacunados soélo 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 bioldgico y a la misma enfermedad que a

menudo deprime la respuesta inmune celular sss9).




/NMUNOBLOT F/GURA 1 ‘ _
e' busco anallzar de ‘una manera principalmente

cualltatlva a: espuesta‘lnmune humoral del paciente con tuberculosis. Se
, utlllzaron como‘ controles 10 sueros de individuos sanos con los que se
ovbserv,o recon00|m|ento muy esporadico de una y hasta dos bandas. El suero
de “1>2‘ pacientes dio resultados completamente negativos. Tomando en
“consideracién el nimero de bandas reactivas y la intensidad del
reconocimiento se observd una gran variedad en los patrones de
reconocimiento (Figura 1). En 7 casos fue muy intenso. E! antigeno mas
frecuentemente reconocido (16 casos) fue el dobiete de 30-31 kD, al que por
este estudio puede ser considerado el antigeno inmunodominante, lo cual ya
ha sido observado en otros estudios (s0). El nUmero de bandas reactivas no se
relaciondé con la extensidn de la enfermedad. En algunos casos se observé un
barrido intensamente marcado que podria corresponder a lipoarabinomanana;
en estos casos los titulos de anticuerpos por ELISA con EPT fueron muy altos.

INTENSIDAD POR INMUNOBLOT
= PAGIENTE!

AAh I 0 st b Pk ol i e e

Negatlvo ' ; 12

Leve : 14
Moderado 15

lntenso 7

Tabla 2. El inmunoblot se realiz6 en 47 pacientes utilizando un extracto proteico total
obtenido del medio de cultivo de M. fuberculosis H37/Rv. El suero se diluyd 1/10. Las bandas
reactivas se revelaron con Proteina A-peroxidasa.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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Figura 1. A diferencia de lo observado en estudios previos (e0), donde se observo una
gran cantidad de bandas por Inmunoblot, en esta poblacion los antigenos reconocidos
fueron escasos. A) pacientes que respondieron al tratamiento, B) Pacientes que no
respondieron, C) Sujetos control, D) Pacientes reclutados en un Centro hospitalario de
concentracion en el DF (CM La Raza)
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sibilidad de 66%. La especificidad de este ensayo fue de 100%.
iibl.lliérpos se relacionaron con la extension de la enfermedad: el
os pacientes con titulos bajos tenian enfermedad localizada, el
Elics pacientes con titulos moderados presentaron enfermedad
zada 3 _e"ll'50% (4/8) de los enfermos con titulos altos tenian tuberculosis
'mlllar :
| Se empleo para el analisis la ch? con correccién de Yates, se analizaron
‘ |ndepend|entemente los siguientes parametros: La condicion de si se trataba de
- un qaso de primera vez contra si se trataba de recaida y los titulos positivos de
; ahticﬁerpos contra. el EPT, se obtuvo una ch?de 5.10y una

L p: O'.Ogsg'no encontrando  significancia estadistica (ns). Con las variables de
' vacdn'aCién”c'on BCG se obtuvo una ch® 0.3983 y una p: 0.5280 ns, con la
'respuesta al PPD se obtuvo una ch® 0.03205 y - una p: 0.8579 ns, con la
‘ presencua de cavernas pulmonares se obtuvo una ch? 2.651 y una p: 0.1035 ns,
cen relacmn con la respuesta al tratamiento se obtuvo una ch?: 0.6693 y una

p: 0.4133 ’




ELISA con P- é’o"/éj;ﬁ e

al tratamlen e’ btuvvo ‘una. ch2 14. 83 y. una p: 0.0001, mostrando que los
pacxentes con L.tltulos positivos curaban en su mayoria al compararse con los

: pacxentes con titulos negativos.
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10.3. 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. A 3 pacientes se les modifico el tratamiento, a uno por insuficiencia renal
cronica en fase de dialisis, a otro por neurotoxicidad secundario al uso de

isoniacida y al tercero por resistencia secundaria documentada por pruebas de

sensibilidad. Treinta y dos’ pacient,es‘,_'tfr ibieron tratamiento primario y 23

secundario. .
'(_53%), 13 no curaron (31%), y en 13 no

1,-,45):."'De los pacientes que no curaron, 3

De los 55 enfermos
hubo un seg'u'i:r‘rﬁér’itp.a,p!jpp_lka_o;
fallecieron durante el“péri’d'do'vd'e n'observacién, uno se agravé y en 4 no_hubo
modificaciones clinicas o radiograficas. Tres de estos se trataba de recaida por lo
. que probablemente cursaron con resistencia secundaria al tratamiento y el otro
caso se trataba de un caso nuevo, probablemente relacionado con resistencia
primaria. Cuatro pacientes abandonaron el tratamiento, 3 de ellos de primera vez

y uno de recaida.
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104 CORRELAC/ON ENTRE RESPUESTA AL “TRATAM/)_-'N.T,QV“~ y
PARAMETROS RELEVANTES g S

Los factores no mmunologlcos que se relamonaron con una buena

respuesta mlento son en orden de lmportancla la extensmn de la

ar ‘n con la extensién de la enfermedad ya

‘res titulos de anticuerpos, de los factores
va de anticuerpos contra la P:30-31 por
a.relacionarse positivamente con una respuesta

En contraste los pacientes con resultados

‘ gvngr'dn una respuesta menor (52%). El factor
lnmunologlc, ‘e";wcomo indicador pronéstico fue los titulos de
~antlcuerpds : “n 'contra de P-30/31, ya que de los 32 pacientes con
tltulos posm S 23 curaron (72%). En contraste de los 10 pacuentes con titulos

‘ negatlvos solo uno respondi® al tratamiento.

AN




BCG

Vacunados 28 20 71.4 29 17 58.6
No Vacunados 17 12 705 18 14 774
TUBERCULINA T Ty T T

Reactor 32 22 68.7 33 21 63.6
No reactor 13 10 76.9 14 10 71.4
‘CAVERNAS

PULMONARES .

Presentes 6 1 16.6 7 7 100
Ausentes 39 31 79.4* 40 24 €60
PRESENTACION

CLINICA

Primera vez 28 20 71.4 29 16 55.1
Recalida 17 12 705 18 15 83.3
RESPUESTA AL

TRATAMIENTO :

Curo 24 23 95.8°* 24 18 75
No Curo 21 9 428 ‘23 13 565

Tabla 3. Se estudiaron 45-sueros con el ELISA con el Ag85 y 47 con CFP. *p:0.02, "p:0;0001

33,




11. DISCUSION

En este trabajo estudiamos un grupo de pacientes de la zona sur del estado
de Veracruz, region de Mexmo consnderada por la Secretaria de Salud y
dla de 15.1 a 30 casos por 100 000
. a 8. O por. 100 000 habitantes
995)
{su mayorla en’ lndlgenas de un estado socioeconémico

Asistencia Publica como de |n0|d’

habntantes y de mortahdad alta

al’ estado nutricional. Las caracteristicas étnicas y
-as de este grupo de pacientes tienen, sin duda relaciéon con
“}iydédes observadas en este estudio.

n con lo observado en otros estudios, en nuestro pais
:D.F,1995) la tasa de curacién usando el TAES es cercana al
pende fundamentalmente de la adhesion al tratamiento que es
70% ya que la eficacia de los medicamentos es superior al 95%.

uy Aocos pamentes se pudo evaluar la drogoresistencia de las cepas

de M tuberc OSIS mvolucradas por lo que no es posible evaluar este fenédmeno

como: causa el fracaso terapéutico. Cinco pacientes murieron durante el curso

de este estudlo ’(6'ymeses) a consecuencia directa de la infeccién.
Una_ observamon interesante fue el hecho de que 10 de los 55 pacientes

tenlan tuberculoss‘fmlhar una incidencia muy alta en comparacién de lo

reportado en otras serles Es p03|ble que la desnutricién severa de nuestros
la falt
concomltante":d”

pacuentes e acunacion con BCG en la infancia y una depresion
pacudad inmunologica de lugar a una frecuencia mayor de

formas hematog nas de tuberculosis.

v mcupal de este trabajo fue investigar si la respuesta inmune
antlmlcobacterlana celular o de anticuerpos, influenciaba de alguna manera la
S tuberculos:s, sea en su presentacion o en su curso, y particularmente en la
respuésté al tratamiento. Generalmente, los estudios que abordan el tema de
Ios'factores prondsticos se han enfocado a la presentacion clinica de la
infeccion, su extension radiologicamente determinada, si se trata de un ingreso
de primera vez o de recidiva y si la cepa de M.tuberculosis involucrada es o no

resistente a la quimioterapia antifimica habitual.
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En la actualldad la: mportancta de los factores mmunologlcos en'el curso y

'ldo puesta de relieve por Ia aparlclon de la

lnmunodeﬂCIencxa adqumda Los acientes con

SIDA que presentan una dlsmlnucmn marcada de los. Imfocﬂos‘ T -con el

fenotlpo de ayuda (CD4 +) son muy susceptibles a la lnfecc__ n y eI curso de la

_enfermedad es mas devastador que en el individuo sano (s, 47)

Por otra parte, el perfil inmunologico de pacientes tuberculosos sin SIDA,
como son los pacientes incluidos en esta investigacién, ha sido poco analizado.
El trabajo pionero a este respecto fue realizado por Lenzini y col. En 1977 @7
quienes documentaron una correlacién indirecta entre la respuesta dérmica al
PPD y la gravedad de la infeccion. 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 perfll lnmunologlco y su influencia en la gravedad

a respuesta al TAES del 50% en contraste con los

n rmedad localizada que respondieron en un 92%. Otro

' mdtcado pronostlco significativo fue el que se tratara de un caso de primer
_lngreso f, recalda pues los pacientes recidivantes respondian al tratamiento en
un 41%

r'na"»s’ alta_'f,‘( 70%). Pueden ser multiples los factores que expliquen el fracaso

y. Ios de primer ingreso se curaban en una proporcion significativamente

. . ;ter'ép'éutlséo en los pacientes recidivantes; uno de ellos es la posibilidad de que
~ sean p‘ortadores' de cepas de M.tuberculosis resistentes a los antibidticos (4s).
Enseguida nos referimos al efecto de algunos indicadores inmunologicos
sobre la gravedad de la tuberculosis, en particular sobre la extension y la
respuesta al tratamiento. En primer lugar esta la inmunizacién con BCG.

Nuestras observaciones confirman que la vacunacidon con BCG no garantiza
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una resustencna efectlva en contra de estainfeccnon pues cerca de la mitad de

los pacientes lncluldos en este'estudlo hablan SIdO vacunados. Hay ya multiples

observacxones que muestr" ene un efecto muy variable. En

algunas reglones la: protecc:on roporcwnadafha sido practicamente absoluta

sido nula y no se han modificado

enéficos es que en las poblaciones

in ciénv' significativa de la incidencia dé

0 ‘multiples observaciones en tuberculosis humana vy

\han venido a demostrar de manera inequivoca que la

Justxflca nu; tro mu res en conocer el estado de la inmunidad celular en el

pacxente tuberculoso y su relacién con la gravedad de la infeccion. En la
‘ actualidad hay varias formas de evaluar la respuesta inmune celular, como son
la respuesta in vivo o in vitro al PPD o a otras preparaciones antigénicas,
analizar el fenotipo de los linfocitos T circulantes y cuantificar las citocinas de
origen linfocitario en la circulacion. En este estudio hemos utilizado el 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
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: respue a emprana podrla ser una hipersensibilidad basofilica.

lntesxs’( de anticuerpos en pacientes con tuberculosis y en modelos
“experlmenaes esta muy bien documentada esse0. El significado de esta
Vrespuesta no es enteramente claro. Muchos investigadores han propuesto el
concepto de que hay una relacién directamente proporcional entre sintesis de
anticuerpos y gravedad de la enfermedad. Asi mismo se han hecho
observaciones que parecen indicar que hay una relacién inversa entre
inmunidad humoral y celular .15. Todo lo anterior ha llevado a la conclusion
generalizada casi de que una respuesta humoral en tuberculosis favorece el
desarrollo de esta infeccion. Esta idea se ha reforzado con las observaciones
recientes que muestran que una respuesta T de tipo Th2, asociada a una
sintesis de anticuerpos tiene un efecto negativo sobre la tuberculosis mientras
que una respuesta Th1 es protectora.

En este estudio analizamos la respuesta de anticuerpos por inmunoblot que
es un método de gran utilidad pues da informacion no solo cuantitativa sino que
también cualitativa, pues permite identificar antigenos involucrados en esta
respuesta. Una observacion- que llamé la atencion fue la pobreza de la
respuesta observada por este método manifestada por una escasez de bandas

antigénicas reactivas en comparacion con estudios previos realizados en
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laboratoric

nuestro

loy ntenor se puede considerar a este metodo con muy baja
. ,sensubllldad para-él diagnostico de la tuberculosis. Se puede especular que esta
pobre«reactwudad 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 tuvieron tuberculosis miliar y los restantes
enfermedad avanzada y la respuesta al tratamiento en estos casos fue muy
, baja »

El lnmunoblot demostro que el antigeno mas frecuentemente reconocido era

eI doblete de‘30/31 ‘un ' bmplejo proteico ampllamente estudiado y reconocido

30/31 por ELISA: que ha contlnuamon se mencionaran el analisis cualitativo de
Ia respuesta mmune humoral se realizo por ELISA, método que se ha utilizado

—er e_57% mientras que la especificidad fue del 100%. Estos

son tamblen menores que los previamente reportados tanto en
nuestro laboratorlo y en otros estudios. De nuevo este hallazgo sugiere que los
casos estudlados son muy avanzados lo que conlleva a un deterioro global de la
respuesta inmune.

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

La respuesta al tratamiento en este grupo de pacientes fue muy pobre en

relacion con resultados reportados obtenidos con el TAES en otros paises. En
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multlples siend prlncipal factor la extensiéon de la enfermedad al inicio del
tratamlento que vcomo observamos una gran proporcion 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 tenlan "enfermedad moderada y avanzada curaron. Desde luego no se

puede des art que en esta region existan cepas de alta virulencia, como las

este estudio Ila existencia de cepas

|gnlflcat1vo de que los paciente

‘que Ios pamentes con titulos mas altos tenian enfermedad avanzada, lo que
concuerda con otras observaciones utilizando el PPD en pruebas de
hemaglutinacion 7.

El ELISA utilizando la proteina purificada de 30/31 kD dio resultados
inesperados y de mucho interés. Los pacientes con titulos positivos curaron en
su gran mayoria (72%). El analisis estadistico con la chi cuadrada dio
resultados altamente significativos. Las posibilidades de curaé:ién se relaciono
con la magnitud de la respuesta a los anticuerpos. Los pacientes con titulos mas
aitos curaron en un 68% 'y solo uno de ocho pacientes con titulos bajos curo.
Cabe mencionar que no hubo una correlacion entre la respuesta a P-30/31 vy la
respuesta intradérmica al PPD.
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12. CONCLUSIONES

1. El perfil inmunologico de los.enfermos con tuberculosis depende no solo de la
extension de la enfermedad sino también de factores bien conocidos como lo es el

estado nutrlcxonal el antecedente de vacunacidn con BCG, la exposicién a

mlcobacterlas'no patégenas y a factores poco estudiados como los factores

»‘30/31 kD fue elvfactor con mayor valor pronostico para predecir una buena respuesta

‘ ?Val tratam nto.

" ‘,‘4 El anaIIS|s inmunologico de la respuesta celular y humoral del paciente con

‘ :'tubercuI03|s puede servir como indicador pronostico ya que como observamos en
este estudio puede predecir una buena respuesta al tratamiento, ademas de

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




"11. CASOS QUE EJEMPLIFICAN EL ESPECTRO DE LA TUBERCULOSIS.

Enseguida se presentan caso con un resumen de sus historias clinicas,

radiografias -y otros datos que ejemplifican el

tuberculosis encontrado en este grupo de estudio.

amplio espectro de la

Caso 1. Paclente 23 correspondlente al polo reactivo. Hombre de 49 afios, con sintomas generales tos,

respuesta,’

a)

) \PPD posltlva, titulos de anticuerpos por ELISA con EPT negativos (0.049), titulos posmvos

0‘/31',s‘e le-inicio tratamiento primario acortado reforzado con etambutol, con buena
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buena respuesta al tratamlento

a) -
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‘Caso 4 Paciente 2,: correspondiente al polo areactivo areactivo, Masculino de 36 afios de edad, con

“sfntomas: generalesAde méswde ‘Un-afo’d Iuclon -con ‘astenia, adinamia, pérdida de peso, tos,
vhemoptisls y f'ebre, BAAR positivo : ultlvo egativo a) Radlograra con infiltrado miliar caracteristico,

PF’D posltlvo tftulos con EPT posmvos altos (0 564), t[tulos con P- 30/31 positivos altos, (2.044).

a) - e .'.:‘. P L : - : .
‘ ' ' RESPUESTA AL PPD
" ) 20 mm
s

15§ mm ,//

10mm— - /’

5 mm et :

LA 1 ! !

6 24 48 72hrs.

ELISA CON EPT

0.600 ™
0.500 ™
0.400
0.300 —
0.200 _] -
0.100 —
~

0N

D.O

A

/7

ELISA CON P- 30/31

2.000

1.500

0.500

[/ 1
77
|

D.O

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

e

N3




Caso 5..Pac
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AN IgG ANTIBODY RESPONSE TO THE ANTIGEN 85
COMPLEX IS ASSOCIATED WITH A GOOD OUTCOME
IN MEXICAN TOTONACA INDIANS WITH PULMONARY
TUBERCULOSIS.

SUMMARY

SETTING: It is generally accepted that antibodies do not protect against <i>Mycobacterium
tuberculosis</i> infection, this role lying upon T-cell reactivity. Hence, most studies on
antimycobacterial antibodies have been aimed to develop serologic tests and few explore their role
in disease pathogenesis. OBJECTIVE: To determine the IgG antimycobacterial antibody response
of 55 Mexican Totopaca Indians with pulmonarv tuberculosis and its coxrelauon with some
features of the disease. .
DESIGN: Study of the profile of anugen recognmon by immunoblot; ELISA with 1solated
antigen 85 complex (Ag83) and whole culture filtrate protems correlation of immunoblot and
ELISA results with BCG vaccination, tuberculin reactivity, extent of the dxsease chmcal setting,
and response to treatment.

RESULTS : By immunoblot band reactivity was very poor and th2 most frequently recognized
antigen was the 30-32 kDa, antigen 85 complex (45.8 % of sera). ELISA with this antigen showed
a sensitivity of 72 % and a speciﬁcirv of 100 %. Positive antibody titers to Ag85 were observed in
79.4% of patients with non-cavitary tuberculosis (p=0.012) and in 95.8 % of patients who cured
with antituberculous chemotherapy (p=0.0001). In contrast, an antibody response to whole culture
filtrate antigens had no correlation with the presence of cavitations or with prognosis.
CONCLUSIONS: our data show that an antibody response to Ag85, aside from having a great
potential to develop a serologic test for tuberculosis, is associated with a good outcome in the
cohort of tuberculous Mexican Indians we studied. . . -

 KEY WORDS: tuberculosis, anubodv, n'nmunoblot ELISA prognoms, antlgen &5 complex
- chemotherapv Totonaca Ind1ans . AR T FARLE :
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INTRODUGTION

The resurgence of tuberculosis (TB) is a health problem of paramount 1mportance in developmg
countries where 90% of the cases occur (1). This situation will worsen in the near tuture with 225
million new cases and 79 million deaths predicted to occur between 1998 and 2030 (2). In Mexico
there has been a sustained increase of reported cases during the last decade with an estimated rate
"of 51.7 cases per 100,000 inhabitants for 19935 (3). The mainstay of the strategy to control TB is
the early diagnosis followed by a supervised treatment with at least 3 antituberculous drugs for at
least six months (4). TB diagnosis is confirmed by retrieving bacilli in acid-fast smears or”
cultures. Recently, new diagnostic methods have been developed, including radiometric assays,
DNA probes and chromatography of mycolic acids (5), which are not available in rural regions of
developing countries. Hence. practical and inexpensive assays are badly needed to face the
challenge posed by increasing TB in countries like Mexico (6). Analysis of the immune response
to the tubercle bacilli has been used to develop diagnostic tests. The widely used tuberculin test
that reveals delayed-type hypersensitivity to micobacteria, a form of cell-mediated immunity (7),
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is useless in Mexico where two tlnrds of healthy persons develop a posmve dermal reaction to

- tuberculin (8). Moreover, tuberculin reactions do not discriminate reactivity due to. BCG":
vaccination or exposure to environmental non-pathogemc mycobacterla from'active tuberculosis
(7). Regarding antibody-based tests, a number of strongly seroreactive antigens have been
identified (9-13) but there is not at present a universally accepted serologic test (12). Recently,
there has been renewed interest in developmg more specific and sensitive serologic tests, a -
difficult task because the repertoire of antigens recogmzed by anti-mycobacterial antibodies varies
according with a number of factors including evolution time, extent and seventy of the disease, . -
association with HIV and the genetic background of patients (9-11,13-15), Therefore, it will be
important to analyze the specxﬁcxtles of the antibody response of dlfferent cohorts in order to
define antigens that will serve to develop serologic tests of w1de appllcab:hty

In this prospective work we analyzed the antibody response of a group of Totonaca Indians with
pulmonary TB recruited in a rural health care center in Veracruz, the state with the highest rate of
tuberculosis in Mexico (16). By immunoblot the clommant antigen'was the antigen 85 complex
(Ag85) and by ELISA positive titers to this antigen were found to correlate with less advanced
disease and with response to chemotherapy. =~ ¢ o . ‘

TESIS CON

STUDY POPULATION AND METHODS S FALLA DE ORIGEN
Sera '
The study populatlon included 55 patlents w1th pulmonary tubercu1051s prospectively recruited in
a rural clinic of the state of Veracruz. Thirty-two were cases of newly acquired tuberculosis and -
23 patients were admitted with relapsing tuberculosis. All patients were poor Totonaca Indians,
recognized by their dialect and physical features; 26 were men and 29 were women, ranging from
17 to 70 years of age (mean, 40 years). All patients were malnourished, 77 % of them severely.
Clinically, all patients complained of asteny, adinamy, and anorexia. Other symptoms present
were fever and cough (95%), diaphoresis (84%), hemoptysis (69%) and dyspnea (34%).
Following criteria of the American Thorax Society (17), on chest-X-rays, 26 patients were
classified as having localized, unilateral disease and 29 had advanced disease (19 bilateral
mvolvement, 10 mlllxary) Seven patxents with advanced dlsease had cavitary leswns On _.

patients were positive with indurations measuring 10 or more mm in diameter. Ac1d fast sputum )
smears, performed in all patients, were positive in 39 cases. Cultures of sputum for mycobacteria
performed in 42 cases were positive in 15 patients. All patients were negative for HIV antibodies.
A 6-month three-drug treatment was initiated upon diagnosis with isoniazid (Smg/kg/day), '
rifampin (10 mg/kg/day) and pyranizamide (30 mg/kg/day), daily for two months and twicea - --
week for 4 months. In patients with relapsing TB, ethambutol was given (20 mg/kg/day). At the
end of the treatment, 30 patients were considered cured with repeated negative acid-fast smears
and because they were clinically asymptomatic. An informed consent was obtained from all

“ patiénts to carry out the studies and treatment. v - - . e R I S

- - Py

Culture of bac:II/ and isolation of the antigen 85 comp/ex
<i>Mycobacterium tuberculosis</i>, strain H37/Rv, was cultured for 8 weeks in the Proskawer
and Beck synthetic medium. A crude culture filtrate protem extract (CFP) was obtained by
filtration of the culture medium followed by precipitation with 90% (NH,),S0,. Ag85 was

isolated from CFP by elution from preparative gels. Briefly, 4 mg of CFP were applied toa
preparative slab gel; after staining with 4 M sodium acetate, a strip containing the 30-32-kDa band
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was excised a.nd eluted wuh a 50 mM phosphate buffer (pH 0] contammg 6 ‘M urea and 20 mM -
EDTA. The purity of the antigen was assessed by SDS-PAGE and immunoblot with‘an antiserum
sagainst <{>M. tuberculosis</i> raised in rabbits which showed the 30-32 kDa doublet band free

=~ of contaminants (not shown). The identity of this antigen as Ag85 was established by -

~demonstrating its reactivity with peroxidase-labeled fibronectin by 1mmunoblot as prev1ously
, reported (18; not shown). - ¥

.. SDS-PAGE and immunoblot.

~Ten ml of blood were collected from each patient before PPD testing and initiation of :
antituberculous chemotherapy. Control sera were obtained from 10 healthy, asymptomatic, adult
donors from the same village. All controls were positive to intradermal tuberculin testing,
Aliquots of the sera were frozen at -20°C until use. For the immunoblot analysis, CFP were

- separated by SDS-PAGE under reducing conditions in a discontinuous buffer system on slab gels

of 10% acrylamide. Gels were mounted on an electrontransference chamber (Idea Scientific,

. Corvalis, PA) and transferred to nitrocellulose sheets (BioRad Laboratories, Richmond, CA).

After blocking unbound sites on the paper with 3% BSA in PBS, strips were incubated separately
with test sera diluted 1: 10 in PBS-Tween 20 for 3 h at room temperature. To reveal bound IgG
antibodies, strips were incubated with Protein-A labeled with horseradish peroxidase (Sigma
Chemical Co., St Louis, MO) for 90 min. Peroxidase was revealed with hydrogen peroxide and 4-
chloro-I-naphtol for 15 min. The position of the Ag85 was established by comparison with the
positions of molecular weight markers and by comparison with the 30-32 kDa fibronectin- reactma
bands revealed in control sheets :

Analysis of the ant/body response to Ag85 by ELISA.
Sera were processed in one session and included two replicates for each serum; 96-well rmcrotttre
plates (Costar, Cambridge, MA) were sensitized with 0.5 g of Ag85 in 100 pl carbonate buffer,
pH 9.6, at 37°C overnight. Blocking of possible remaining active sites on the plastic was done
with PBS-BSA 1%, for 1 h at 37°C. Test sera diluted 1/ 500 were applied to the wells for 1 hat
37°C. After rinsing, Protein-A labeled with horseradish peroxidase was added to reveal bound IgG
antibodies. Peroxidase was developed with 50 ml of 1 m,,/ml ortho-phenylenediamine and 0.03%
hydrogen peroxide in citrate buffer 0.1 M, pH 4.5, for 4 min at room temperature. The reaction
was stopped with 200 pl of IN sulphuric acid. Optxcal densities (OD) readings at 492 nm were
carried out in a Behring automatic ELISA processor. For comparative purposes ELISA w1th CFP
was carried out following the same protocol.

- TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
STATISTICS.

~ Data were analyzed by the \r(ann-Wthney Wllcoxon Test (Software Pnsm)

_/-The 1munoblot’proﬁle of antigen recogmtlon by serum antibodies from 48 patients with
‘pulmonary. tuberculosis is shown in Figure 1 ( A, B). Sixteen sera (33.3%) were entirely negative.
,Perondase -labeled Protein-A. used to reveal the blots, showed that IgG reactivity of the
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frem'unmg 32 tuberculous sera was directed to very few bands The most frequently recogmzed
antigen was a 30-32-kDa doublet band, which reacted ‘with 22 of the 48 sera tested (45.8 %); the
reaction was strong with 14 sera and ranged from moderate to mild with 8 sera. In parallel blots,
the 30-32-kDA doublet band was identitied as Ag85 by its reactivity with peroxidase-labeled
human fibronectin (not shown). Next in frequency were a 65-kDa band, which reacted with 13
sera (27 %) and a 38-kDa band which was recognized by 3 sera (6.2 %). As shown by previous
studies from our laboratory the 38-kDa band corresponds to a phosphoprotein (19) and the 65-kDa
is a heat-shock-protein (20). The immunoblot protile of patients that cured with chemotherapy (A)
was similar to that ol patients that did not respond to treatment (B). As control we analyzed 10
sera from healthy adults from the same ethnic group (C): 7 sera were entirely negative, 2 reacted P
with Ag85, and 1 sera reacted with a high molecular weight band. For comparative purposes, we
carried out immunoblot analysis of 29 stored sera obtained from non Totonaca Mexicans with
pulmonary TB, recruited in a Mexico City medical reference center (D). A different profile of
band reactivity was observed (D); the proteins of 38 and 65 kDa were recogmzed each by 17 sera !
(58.6%) and Ag85 by 11 sera (37.9 %). , ‘ - f
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~ Figure 1. Band feacﬂt.ivity of sera from Totonaca patients with pulmonary. tuberculosfslvfrho cured _
with chemotherapy (A) and from patients that did not respond to treatment (B). C, band, react1v1ty- -
of 10 sera from healthy control Totonaca adults. D, band reactivity of sera from 29 ethmcally

heterogeneous Mestizo Mexicans with pulmonary TB.

In view of the frequent recognition of the A85 antigen by immunoblot, we analyzed the IgG

response against isolated Ag85 by ELISA. In Figure 2 the distribution of optical densities found

with 45 sera is shown. Taking as cutoff point two standard deviations above the mean optical
_density (OD) of control sera, the sensitivity of the assay was 72 % and the specificity was 100%.
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ELISAJ ith CFP (Flgure 2), carried out with 47 sera resulted posmve in .:l 1nstances wnth a -
sensxtwny of 66% and a spu:lfcxt) of- 100% St
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Figure 2. ELISA results with Ag85 and unfractionated culture filtrate proteins (CFP). The
horizontal lines represent the cutoff values. Ag85, circles represent first time patients and squares
“indicate cases of relapsing tuberculosis. CFP, triangles indicate patients with first time
tuberculosis and squares represent cases of relapsing disease. Solid figures'indicate patients that
cured with chemotherapy. Open figures represent patients that did not-respond to treatment.

o _The 1eG antlbody response to A°85 corrclatcs with less advanced dlsease and with a good

response to treatment.

= 'In this work we document that an IgG antibody response to Ag83 by ELISA correlates posmvely
" “with a’response to chemotherapy (Table 1, Figure 2). Of the 24 patients that cured with the six -
. months three drug treatment, 23 (95. 8%)had positive antibody titers to Ag85. In contrast, only 9

of the 21 patients that did not respond to treatment had positive anti-Ag85 antibody titers; this ;
difference was highly significant (p—-O 0001). It was also of interest that 31 out of 39 patients with-
non-cavitary tuberculosis had positive antibody titers to Ag85 (p=0.02) whereas only.1 of 6'sera
of patients with cavitary disease did so. Tuberculin skin reactivity and BCG vaccinatiori Were not ™™
associated with an antibody response to Ag85 (Table 1,). ELISA with CFP (Table 1, Figure 2) did
not show a significant correlation with any of the parameters analyzed, although it is worth to
mention that all 7 patients with cavitary TB had positive anti-CFP antibody titers. There were no
significant differences between first-time tuberculosis patients and cases of relapsing disease in
their antibody titers to Ag83 and CFP and in the response to chemotherapy. Immunoblot findings
did not correlate signifi cantlv with clinical data but a trend towards a more frequent binding of
serum [gG to Ag85 was found in patients that cured.
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By immunoblot, the antibody reSponse of this cohort of Mexican Indians with pulmonary TB was

“countries (23, 24, 25, 26). Furthermore, the synthesis of antibodies to the 38 .and 19-kDa antigens

 ——

DISCUSSION

unusual on two grounds. First, many sera were entirely negative and reactivity of the positive sera = """
was circumscribed to very few bands, mainly to Ag85 and to the heat-shock protein of 65 kDa.

Second, antigens reported in other studies as very frequent targets of antimycobacterial antibodies

were very seldom recognized by sera of our patients. For instance the 88-kDa and the 38-kDa-
phosphoprotem reported to react with a ma_)onty oftuberculous sera (9 13 19) were very rarely
recognized in this study. . o

Our data brings about the issue on the variability of the antimycobacterial antibody response in ]
different individuals and cohorts and highlights the difficulties to identify mycobacterial antigens CFBJ
to develop serologic tests of wide applicability. The repertoire of antigens recognized by = =
antimycobacterial antibodies can be influenced by a number of factors. Smear negative, HIV ’ 8 o
coinfected and newly acquired TB patients exhibit very poor reactivity towards mycobacterial o B
antigens by immunoblot or ELISA (9, 12, 13 ). The stage of the disease is important; in recurrent | &2 2
TB with cavitations there is a high level antibody response to antigens ot 38 and 88 kDa (9,13). In = —
this study recognition of these antigens by immunoblot was equally low in both cavitary and non- ‘;,ﬂ |
cavitary TB. . e |

The poor reactivity and the profile of antigen recognition seen in our patients could be related to :
severe malnutrition, present in most patients, and to their genetic background. It is known that
malnutrition, might depress not only cell mediated immunity but also antibody synthesis (21).
Since the patients we studied are Totonaca Indians, a well defined homogeneous ethnic group,
genetic factors could be also considered. It is of interest that in a parallel immunoblot analysis of a
heterogeneous group of patients, mainly of Mestizo type recruited from a big medical referral
center in Mexico City, we observed that the 38-kDa protein was detected by most tested sera, an
antigen virtually ignored by sera from Totonaca patients. On the other hand, it is known that the
ethnic background might condition different patterns of antibody response. Sensitivity of ELISA
with the 19-kDa antigen is negligible in patients from India while in the United Kingdom is high
(22) and wide variations in anti-LAM IgG antibodies are observed in TB patients from different

is high in individuals with the HLA-DR2 and with HLA-DQ loci, respectwely (14 15)

In addition to support a potential value for Ag85 as a serologic reagent, the current study shows
that the antibody response against this antigen might be clinically relevant. In effect, positive
antibody titers to Ag85 were significantly more frequent in non-cavitary tuberculosis and in
patients who cured with antituberculous chemotherapy The association of an antimycobacterial
antibody response with a good outcome in tuberculous patients is an interesting finding as most
data ascribe a deleterous role to humoral immunity in the course and pathogenesis of TB. Indeed,
it has been reported that a high humoral response to PPD characterizes patients with advanced
disease, poor cell-mediated immunity responses and a bad outcoirie (27). Extensive tuberculosis
with poor prognosis is associated with a hlgh antibody response to the 38-kDa phosphoprotem and
bacteriological relapse during treatment is associated with a rise in antibodies against a 14-kDa
antigen (9, 13). However, there exist old and recent data suggesting a positive’ kole for
antimycobacterial humoral imriunity. In the first part of the last century, many studies were
published reporting cures or clinical amelioration of TB patients treated with sera of animals,
generally horses, immunized with <i>M. tuberculosis</i> (28). More recently, it has been
reported that tuberculous children with low levels of anti-LAM IgG antibodies may be
predisposed to dissemination of tuberculosis whereas those with high levels are more likely to

e it o ARG hrml”man ha<h—3631cac4boe e_veSl 06/05/200_2 gq
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. ~ha\e locahzed dlsease (29) There are also observatiors on murine models supportmg a protectwe
role for humoral immunity. In B-cell deficient mice <I>M.tuberculosis</i> infection is more -
severe (30) and <i>M. uberculosis</i> bacilli coated with a monoclonal antibody to
arabmomannan are less pathogenic (31). How antimycobacterial antibodies might influence the
course of TB is unknown. It has been proposed that antibodies may influence phagocytosis and
intracellular trafficking of bacilli, which may result in modulation of cytokine synthesis and -
enhancement of T-cell protective responses (31). In concordance with this view is a study

.showing that antibodies of IgG1 subclass stimulate macrophages of patients with tuberculosis to
produce TNF-a, a key cytokine involved in control of bacxlla:y growth (34). )

In summary, this work shows that the repertonre of antigens recogmzed by a cohort of tuberculous i
Mexican Totonaca Indians differs from that reported for other cohorts and that a high antibody
response to-Ag85 is a good prognosuc indicator. The factors involved in the peculiar antibody
response of our patients and how anti-Ag85 antibodies can mﬂuence the outcome of TB need-

further study , o : . .
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Table 1. Forty ﬁve sera were studxed by ELISA wnth Ag85 1solated from preparative gels _47 sera .
' were tested wn.h unfracnonaled culture txltrate protems (CFP) *x p=0 0'7, **rp= 0 0001 :
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Abstract:

SETTING: It is generally accepted that antibodies do not protect against Mycobacterium
tuberculosis infection, as this role relles upon T-cell reactivity. Hence, most studies on
antimycobacterial antibodies have been almed at developlng serologlc tests, and few exph
their role In disease pathogenesls’

aG: antlmycobacterlal antibody response of 55 Mexican Tot
Indians wlth pulmonary ‘tuberculosis’and- lts correlatlon wlth some features of the disease.

DESIGN Study of the profile of antigen recognltlon by lmmunoblot and ELISA with isolate
antigen 85 complex (Ag85):and whole culture filtrate proteins. Correlation of Immunoblot
ELISA results with BCG vaccination, tuberculln reactivity, extent of the disease, clinical sel
and response to treatment

RESULTS: On immunoblot, band reactivity was very poor and the most frequently recogni
antigen was the 30-32 kDa, antigen 85 complex (45.8% of serum samples). ELISA with ti
antigen showed a sensitivity of 72% and a specificity of 100%. Positive antibody titers to.
were observed In 79.4% of patients with non-cavitary tuberculosis (P = 0.012) and In 95..
patients who were cured with anti-tuberculosis chemotherapy (P = 0.0001). By contrast, i
antibody response to whole culture filtrate antigens had no correlation with the presence ¢
cavitations or with prognosis.

CONCLUSIONS: Qur data show that an antibody response to Ag8S, aside from having gre:
potential to develop a serologic test for tuberculosis, was associated with a positive outcol
a cohort of tuberculous Mexican Indians.

Keywords: tuberculosis; antibody; immunoblot; ELISA; prognosis; antigen 85 complex;
chemotherapy; Totonaca Indians
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CARTA DE ACEPTACION PARA PARTICIPAR EN EL PROTOCOLO

México DF a

Aquien corresponda:

Yo acepto libre y voluntariamente participar en el

protocolo “:Evaluacién clinico-inmunologica de la tuberculosis y su relacién con la
respuesta al tratamiento” me encuentro enterado que se me sometera a extraccion de
sangre del brazo al inicio , durante la evalucion del tratamiento y al final del mismo,
los dafios a mi persona se limitan a la venopuncion .

Es de mi conocimiento que soy libre de retirarme del estudio en el
momento en que yo lo decida y que puedo solicitar toda la informacién adicional que
yo requiera, asi como de los resultados obtenidos que el investigador principal
(Dra.Clara Cristina Sanchez Rodriguez) sera responsable de proporcionarmelos.En
caso de retirarme de la investigacion no se modificara mi atencién ni de mis familiares

en la institucion (IMSS)

Nombre y firma del paciente ) Nombre y firma del investigador
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