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BCG

BK
CFP-10
DM2
ELISpot
ESAT-6
IFN-y
IGRA
M. tuberculosis
OomMSs
PHA
PPD
RD-1
TAES
B
TB-XDR
TB-MFR
TST
TNF-a

UFS

Bacillus de Calmette y Guérin
Baciloscopia
Proteina de Filtrado de Cultivo de 10 kDa

Diabetes mellitus tipo 2

Ensayo de puntos por inmunoabsorcidn unida a enzimas

Objetivo antigénico se secrecién temprana de 6 kDa

Interferén gama

Ensayos de liberacién de Interferén gama
Mycobacterium tuberculosis
Organizacidon Mundial de la Salud
Fitohemaglutinina

Derivado Protéico Purificado

Regidén de Diferenciacién 1

Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado
Tuberculosis

Tuberculosis Extensivamente Resistente
Tuberculosis Multifarmaco-resistente
Prueba de tuberculina para piel

Factor de Necrosis Tumoral alfa

Unidades Formadoras de puntos
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Resumen

La tuberculosis (TB) continta siendo un problema de salud publica a nivel mundial, y esta
situacién se agrava con la aparicién de cepas resistentes a los farmacos, dando lugar a la
tuberculosis multi-farmaco resistente (TB-MFR), la cual se caracteriza por la resistencia a
la isoniazida y rifampicina. El tratamiento de la tuberculosis es largo y se requiere de
pruebas o técnicas que permitan determinar la eficacia del tratamiento de forma
oportuna. Los métodos disponibles para evaluar la eficacia del tratamiento se basan en el
cultivo de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), sin embargo su uso resulta dificil
en el seguimiento del tratamiento ya que la carga bacteriana y el esputo disminuyen
después de los primeros meses de tratamiento. Por tal motivo, se requiere desarrollar
nuevos métodos de monitoreo del tratamiento. En el presente trabajo se evalué la
frecuencia de las células productoras de IFN-y especificas a los antigenos micobacterianos
ESAT-6, CFP-10 y PPD mediante la técnica de ELISPOT en células de sangre periférica de
pacientes con TB-MFR. Dentro del periodo del 2010 al 2011 fueron incluidos 18 pacientes
con TB-MFR con un esquema de tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES),
de los cuales un paciente fallecid durante el seguimiento, 9 abandonaron el estudio, 2
abandonaron el tratamiento y 6 terminaron el tratamiento. El presente estudio se enfoco
a los 6 pacientes que terminaron el tratamiento. Las muestras de sangre periférica y de
expectoracion se obtuvieron al inicioy a los 1, 3, 6, 12, 18 y 22 meses del tratamiento
farmacoldgico. Los cultivos de esputo de estos pacientes fueron negativos en 5 de los 6
pacientes a los 3 meses, mientras que en uno fue negativo al mes del tratamiento. La
frecuencia de células productoras de IFN-y en respuesta a los antigenos especificos de M.
tuberculosis (ESAT-6, CFP-10 y PPD) en pacientes con TB-MFR fueron positivos al inicio del
tratamiento, durante y al finalizar el tratamiento lo que limita el uso de este ensayo en el
seguimiento de la eficacia del tratamiento anti-tuberculosis en pacientes con TB-MFR.
Este es el primer estudio donde se evalla la respuesta de células T especificas a los
antigenos de M. tuberculosis ESAT-6, CFP-10 y PPD donde encontramos que las células T
productoras de IFN-y especificas se encuentran elevadas al momento del diagndstico y

esta frecuencia persiste a pesar del término del tratamiento y el diagndstico de curacidn.



Introduccion

Epidemiologia de la tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa crdénica de incidencia (numero de casos
nuevos) creciente a nivel mundial y representa un severo problema de salud publica. Las
ultimas estimaciones a nivel mundial (2011) calculan una incidencia de 8.7 millones de
casos con una prevalencia (nUmero de casos existentes) de 12 millones de casos y una

mortalidad de cerca de 1.4 millones. (1)

La infeccidn se adquiere habitualmente por via aérea, especialmente mediante las gotitas
de Fligge que son proyectadas al toser por personas infectadas con M. tuberculosis. Por
tanto, el contagio se realiza de persona a persona y por inhalacién de polvo desecado del
esputo tuberculoso, es mas frecuente en ambientes mal ventilados y en personas que
conviven con pacientes con TB (2). El reservorio lo constituyen las personas enfermas con
la infeccidon y en ocasiones pueden mostrar sintomas o no. Se calcula que cada persona
tuberculosa contagia a 2-3 personas al afio, pudiendo Ilegar hasta 10 (3). En la mayoria de
los casos de infeccion por M. tuberculosis, el individuo permanece asintomatico y no
infeccioso. Esta latencia clinica a menudo se extiende durante toda la vida del individuo.
Con tratamiento efectivo, la TB es curable y deja de ser contagiosa aproximadamente en

unas 4-6 semanas (el 100% de los casos a los 3 meses de tratamiento). (4, 5)

Sin embargo, no todas las personas que se infectan con M.tuberculosis desarrollan la
enfermedad, el riesgo de desarrollarla esta influenciado por las condiciones higiénico-
ambientales, por la estrechez y persistencia del contacto (cantidad de bacilos inhalados),
por la edad (mas frecuente en edades tempranas y avanzadas), y por la existencia de
enfermedades que puedan deprimir la inmunidad como la diabetes mellitus, uremia,
enfermedades infecciosas cronicas, sarampidn, alcoholismo, SIDA, drogadiccién vy

tratamientos con corticoides o inmunosupresores. (6)



Etiologia

La TB es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis.
Este es un bacilo acido-alcohol resistente con tamaiio de 0.2 a2 0.6 X 1 a 10 um, es aerobio
estricto, inmovil y no esporulado tiene una pared celular muy rica en lipidos, lo que causa
qgue la superficie sea muy hidrofébica y sea muy resistente a antisépticos. Su crecimiento
estd determinado por la presencia de oxigeno y al pH circundante, es resistente a las
condiciones de frio, congelacion y desecacidén. Su multiplicacion es lenta ya que se divide
cada 16 a 20 horas. Aunque la M. tuberculosis causa principalmente una enfermedad
pulmonar, afecta también a otros drganos y tejidos. Ante circunstancias adversas como pH
acido, hipoxia o radicales tdxicos de oxigeno, la bacteria puede entrar en estado latente, y
retrasar su multiplicacion desde algunos dias hasta varios afios. El reservorio natural de M.

tuberculosis es el ser humano. (7, 8)

Sintomas clinicos

Alrededor del 10% de los individuos infectados desarrollan la enfermedad activa en el
transcurso de los dos primeros afios posteriores a la infeccion. (8)

Cuando la TB se presenta, los sintomas (tos, fiebre, sudores nocturnos, pérdida de peso,
etc.) pueden ser leves por muchos meses. Como resultado, los pacientes tardan en buscar
atencién médica y transmiten la bacteria a otros. A lo largo de un afio, cuando la
enfermedad se desarrolla completamente en un individuo, se presenta tos persistente
con liberacién de una gran cantidad de bacilos y lesiones pulmonares que van desde
granulomas hasta la formacién de cavitaciones. Un enfermo tuberculoso puede infectar a
unas 10 personas por contacto estrecho. Si no reciben el tratamiento adecuado, hasta dos
terceras partes de los enfermos con TB mueren a causa de hemoptisis (sangrado

pulmonar). (9)



Diagnéstico

Las radiografias de térax son el primer método de diagndstico, pueden ser Utiles para
precisar la localizacidén y extensidn de las lesiones. A todo paciente con radiografia de
térax sugestiva de tuberculosis debe solicitarse tres baciloscopias. Sin embargo, las
imagenes observadas en una radiografia toracica son inespecificas, ya que pueden
corresponder a otra patologia como: neumonias por Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, micosis invasoras, neoplasias, neumoconiosis, fibrosis quistica,

bronquiectasias, entre otras.(10, 11)

La prueba cutdnea de reaccién al PPD es hoy en dia es la Unica prueba de piel disponible
usada para conocer el contacto previo con micobacterias o en ciertas casos incluso es un
indicador de infeccidn activa; por ello, eventualmente el resultado de la prueba positiva a
la tuberculina (TST, por sus siglas en inglés tuberculin skin test) puede ser interpretada
como auxiliar en el diagnodstico de la TB o para la deteccidon de la TB latente. Aunque la
TST tiene una notable sensibilidad y ha sido usada durante cinco décadas para la
identificacion de personas infectadas con M. tuberculosis, tiene una baja especificidad
para la TB cuando es comparada con otras especies de micobacterias en el complejo de M.
tuberculosis. Las reacciones cruzadas debido a la vacunacidon con BCG, una cepa atenuada
de M. bovis o la exposicidn a, o infeccién con micobacterias ambientales (EM) también

puede conducir a resultados de falsos positivos. (30)

El diagndstico microbioldgico de la TB se basa en baciloscopia del esputo (presencia de
bacilos tefidos por la técnica de Ziehl-Nielsen observados por microscopia) y el cultivo. En
la baciloscopia se identifica a los bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) en multiples
muestras bioldgicas, como en esputo. Es sencilla, rapida, de bajo costo y amplia cobertura.
Su inconveniente radica en limitaciones de sensibilidad (77.2%) y especificidad (99.7%). Se
requieren 5.000 a 10.000 bacilos por mL de expectoracion para que sea positiva (12). Se
informa el resultado graduado en 1 a 4 cruces (+ a ++++). Para este examen se requiere de

la primera muestra de esputo de la mafana y de buena calidad. Un examen positivo

4



permite establecer el diagndstico de TB pulmonar. Si el paciente es incapaz de producir
esputo es posible inducirlo con nebulizacién de NaCl hiperténico (3-5%) en una sala con
presidn negativa. Esto debiera preceder a técnicas mds invasivas como la broncoscopia
(util en individuos que no expectoran con cuadro clinico-radiografico sugerente de TB)
donde se examina bajo el microscopio las muestras de esputo para ver si contienen
bacilos tuberculosos. (10)

El cultivo de M. tuberculosis es el método considerado como el estandar de oro. Previo al
cultivo la muestra debe sufrir un proceso de homogenizacién, para liberar los bacilos del
moco, material celular o tejido donde se encuentre incluido, descontaminaciéon para

eliminar la flora colonizante y concentracién de los bacilos presentes en la muestra. (10)

Su principal inconveniente es el lento crecimiento de M. tuberculosis, ya que
habitualmente requiere de 30 dias de espera. Es un procedimiento de mayor complejidad
y mas caro que la baciloscopia, y requiere de 500 a 1.000 bacilos por mililitro (mL) de

expectoracién para ser positivo (9).

Tratamiento

El tratamiento contra la TB se basa en el programa de tratamiento acortado estrictamente
supervisado (TAES). Este programa tiene un éxito variable; reportes del 2009 muestran
una eficacia del 86% en pacientes con baciloscopias positivas, y del 61% en casos de re-

tratamiento (13).

La TB es una enfermedad que se puede tratar y curar, es causada por una cepa de M.
tuberculosis sensible a los antibidticos y se trata con una combinacién estandar de cuatro
medicamentos (Tabla 1) administrados durante seis meses junto con informacién,
supervisién y apoyo del paciente por un médico o un voluntario capacitado. El tratamiento
de la TB es largo y requiere de la combinacidon de farmacos para evitar la farmaco
resistencia y por lo cual la monoterapia no es recomendada. Si no se proporciona

supervisién y apoyo, la eliminacion total de los bacilos puede ser dificil y, como



consecuencia, la infeccién puede propagarse. La gran mayoria de los enfermos pueden

curarse con la condicidn de que los medicamentos se tomen correctamente. (9)

El tratamiento de la TB requiere un minimo de 6 meses de una terapia combinada con
farmacos que tienen diversos efectos adversos como son la intolerancia gastrointestinal,
la nefrotoxicidad y la pobre adherencia al tratamiento ha conducido al incremento de

cepas farmaco-resistentes. (4)

Uno de los factores que limitan el éxito del tratamiento es que no se cuenta con un
marcador clinico, bacteriolédgico o seroldgico realmente Util para monitorear la respuesta
al tratamiento de la TB, en pacientes con TB y TB-MFR (Tuberculosis multi-farmaco

resistente). (13)

Tabla 1. Dosis recomendada para el tratamiento de TB con medicamentos de primera linea. Modificada de
Treatment of tuberculosis guidelines. (10)

Dosis Recomendadas para Adultos de Medicamentos Anti-tuberculosis de Primera Linea

Medicamento Dosis Recomendada
Diaria 3 veces por semana
Dosis y rango (mg/Kg peso ~ Maximo  Dosis y rango (mg/Kg peso ~ Maximo

corporal) (mg) corporal) (mg)

Isoniazida 5 (4-6) 300 10 (8-12) 900

Rifampicina 10 (8-12) 600 10 (8-12) 600
Pirazinamida 25 (20-30) - 35 (30-40) -
15 (15-20) - 30 (25-35) -

Estreptomicina 15 (12-18) 15 (12-18) 1000

Tuberculosis Multi-farmaco resistente (TB-MFR)

La TB-MFR es una forma especifica de TB. Se manifiesta cuando las micobacterias
causantes de la TB son resistentes por lo menos a la isoniazida y a la rifampicina, los dos

medicamentos anti-tuberculosis mds potentes.



Resistencia a farmacos

Se han encontrado cepas de M. tuberculosis resistentes a por lo menos un medicamento
anti-tuberculosis a nivel mundial (9). El mecanismo de aparicién de la resistencia es
independiente de la exposicidn de la bacteria a los medicamentos contra M. tuberculosis,
la resistencia primaria se origina por mutacion espontanea de las bacterias después del
crecimiento bacteriano a las siguientes concentraciones: ISONIAZIDA (INH) 1 x 10° bacilos,
RIFAMPICINA (RFP) 1 x 10® bacilos, ESTREPTOMICINA 1 x 10’ bacilos, PYRAZINAMIDA 1 x
10° bacilos, ETHAMBUTOL 1 x 10° bacilos, INH - RFP 1 x 10™ bacilos. Existe otra forma de
resistencia conocida como secundaria en donde se seleccionan estas cepas resistentes
por: prescripcion de esquemas de tratamiento inadecuados, no seguir régimen

recomendado, Intolerancia a drogas o suspensidon prematura del tratamiento. (9)

La enfermedad causada por bacilos resistentes a la isoniazida y rifampicina no responde al
tratamiento de primera linea. No obstante, la forma multi-farmaco resistente se puede
tratar y curar con medicamentos de segunda linea (Tabla 2). Aun asi, hay pocas opciones
y, ademas, los medicamentos recomendados no siempre se consiguen. El tratamiento
prolongado necesario (hasta dos afios de tratamiento) es mds caro y puede producir

reacciones adversas graves. (9)

En algunos casos la farmacorresistencia puede extenderse dando origen a cepas
extensivamente resistentes conocidas como tuberculosis extensivamente farmaco-
resistente (TB-XFR), que solo responde a unos pocos medicamentos anti-tuberculosis de

segunda linea. (13)

Epidemiologia de TB-MFR

En 2010 fueron estimados 650,000 casos de TB-MFR en el mundo (14) y en el 2011 de
630,000 casos de TB-MFR (en un rango de 460,000-790,000) entre los 12 millones de

casos de prevalencia mundial. (1) Se calcula a nivel mundial que el 3.7% (2.1-5.2%) de



nuevos casos y 20% (13-26%) de los casos previamente tratados tienen TB-MFR. Los
niveles de TB- MFR son preocupantemente altos en algunas partes del mundo, sobre todo
en paises del noreste de Europa y Asia central. En muchos de estos paises entre el 9 y el
32% de los nuevos casos son TB-MFR (figura 1) y mas del 50 % de los casos con

tratamiento previo son TB-MFR (figura 2). (1)

Tabla 2. Grupos de medicamentos para el tratamiento de la TB-MFR, agrupados de acuerdo a su eficacia,
experiencia de uso y clase de medicamento. Modificada de Treatment of tuberculosis guidelines. (10)

Grupos de Medicamentos para el Tratamiento de TB-MFR

Grupo
Grupo 1
Agentes orales de primera linea

Grupo 2
Agentes inyectables

Grupo 3
Fluoroquinolonas

Grupo 4
Agentes orales bacteriostaticos de
segunda linea

Grupo 5
Agentes sin un rol particular
en el tratamiento con TB-MFR

Medicamento (abreviaturas)
Pirazinamida (2)

Etambutol ( E)

Rifabutina (Rfb)

Kanamicina (Km)
Amikacina (Am)
Capreomicina (Cm)
Estreptomicina (S)

Levofloxacino (Lfx)
Moxifloxacino (Mfx)
Ofloxacino (Ofx)

Acido para-aminosalicilico (PAS)
Cicloserina (Cs)

Tirezidona (Trd)

Etionamida (Eto)

Protionamida (Pto)

Clofazimina (Cfz)

Linezolid (Lzd)
Amoxicilina/Clavulanato (Amx/Clv)
Tiacetazona (Thz)
Imipenem/cilastatina (Ipm/Cln)
Dosis alta de isoniazida (dosis alta H)
Claritromicina (Clr)
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Figura 1. Porcentaje de casos nuevos de TB-MFR a nivel mundial. *Tomada de Treatment of tuberculosis
guidelines. (10)
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Figura 2. Porcentaje de casos con TB-MFR tratados previamente para TB. *Tomada de Treatment of
tuberculosis guidelines. (10)



Diagndstico de TB-MFR

El diagndstico de la TB-MFR es complejo. La determinacidn de la multirresistencia se hace
por varias técnicas. La primera de esas técnicas consiste en medir la proporcién de bacilos
resistentes que existen en una cepa. La segunda es el método de proporcién en placas, se
compara el numero de colonias que crecen en un medio que contiene medicamentos con
el numero que crece en un medio sin medicamentos. Por otro lado, también existe un
Método Radiométrico mas tecnificado (Bactec 460 TB): esta técnica mide
cuantitativamente el **CO, producido durante el metabolismo del substrato marcado con
4C presente en el medio en una escala de 0 a 999. El método de Griess se basa en la
determinacién de la actividad de reduccién de nitrato en el cultivo de M. tuberculosis en
medio sdlido L-J (Lowestein-Jensen) conteniendo NaNO03 (1 g/l) con y sin droga y por
ultimo el Xpert MTB/RIF, un ensayo de amplificacién nucleica basado en cartuchos
automatizados para la deteccién simultdnea de la tuberculosis y la resistencia a
rifampicina directamente del esputo en menos de dos horas. La OMS recomienda el uso
de la tecnologia y estd monitoreando el despliegue mundial de la tecnologia para

promover la coordinacién. (6, 9, 15)

Tratamiento de TB-MFR

Actualmente el tratamiento estandar para la TB-MFR es de 18-24 meses siendo costoso y
puede tener varios efectos adversos como son neuropatia, intolerancia gastrointestinal y
nefrotoxicidad. Por ello se estdn probando clinicamente nuevos farmacos que puedan ser
usados para tratar la TB farmaco sensible y la TB-MFR bajo un tratamiento de corta
duracién (1). Por otra parte no hay una vacuna totalmente efectiva para prevenir la TB en
adultos. El progreso en la década pasada refiere la posibilidad que al menos una nueva

vacuna pueda ser registrada para el 2020. (1)
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Respuesta inmune hacia M. tuberculosis

El desarrollo de la enfermedad solo se observa en el 10% de los individuos infectados
debido a que el 90% de las personas infectadas inmunocompetentes son capaces de
controlar la infeccion por medio de una respuesta inmune innata y adaptativa eficientes,
sin embargo, la respuesta inmune controla pero no elimina al patégeno. (6) La falta de
una respuesta inmune efectiva da como resultado el desarrollo a TB activa, sin embargo,
la respuesta inmune en personas que no se enferman no elimina a la bacteria y esta se
mantiene de manera latente, la cual es posible que se reactive en el momento en que la

respuesta inmunolégica se debilita. (5, 6)

El control de la infeccidn por M. tuberculosis se lleva a cabo por los macréfagos alveolares
los cuales son considerados la primera linea de defensa frente a la infeccion y participan
en la muerte de M. tuberculosis y son al mismo tiempo el lugar donde la micobacteria

logra sobrevivir. (16)

Los mecanismos de evasion de la respuesta inmune por los cuales M. tuberculosis es capaz
de sobrevivir dentro de los macréfagos, incluyen: la inhibicién de la fusiéon fagosoma-
lisosoma, inhibicion de la acidificacion del fagosoma y ademas, M. tuberculosis es
resistente a los mecanismos de destruccion mediados por los intermediarios reactivos del

oxigeno y nitrégeno. (17, 18)

Las micobacterias fagocitadas por los macréfagos alveolares que escapan a la lisis
intracelular se multiplican e inducen una respuesta pro-inflamatoria localizada, asociada
con la liberacion de citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la
interleucina 1 (IL-1), la interleucina 6 (IL-6), la interleucina 8 (IL-8) y la proteina
guimiotactica de monocitos 1 alfa (MCP-1a) encargadas de atraer al sitio de infeccion a
monocitos, células dendriticas, linfocitos, células NK, NKT y neutroéfilos. Estas células que
producen mas citocinas y amplifican la respuesta inflamatoria, posteriormente seran las

encargadas de formar el granuloma caracteristico de la infeccidon por M. tuberculosis. (17)
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Aproximadamente de dos a tres semanas después de la infeccién se desarrolla la
inmunidad adaptativa mediada por células T. Cuando la respuesta inmune es incapaz de
destruir a M. tuberculosis pero si es capaz de controlar el avance de la enfermedad se
forma un granuloma que contiene la infeccién dentro de una gruesa capsula fibrdtica
formada por macroéfagos, neutréfilos, macrofagos espumosos, células gigantes y un
infiltrado linfocitario alrededor del mismo, el granuloma es una estructura altamente

dindmica capaz de evitar la progresién de la infeccién a la enfermedad. (19)

Células mediadoras de la respuesta inmune

El éxito de la limitacion de la infeccion por M. tuberculosis depende de la interaccion de
los macréfagos infectados y los linfocitos T. La respuesta adecuada de las células T
depende sobre todo del reconocimiento de antigenos especificos, el cual se desarrolla
principalmente, en el contexto de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad

(MHC) clase 'y Il.

Linfocitos T CD4"

Son células muy importantes para el desarrollo de la respuesta inmune celular contra M.
tuberculosis, como lo ha demostrado la actual pandemia del VIH donde la destruccion de
estas células hace mas susceptibles a estos pacientes al presentar una progresion mas
rapida de una infeccion por M. tuberculosis reciente a enfermedad activa o a la

reactivacion de una infeccién latente. (20)

Los linfocitos T CD4" reconocen a antigenos micobacterianos en el contexto de moléculas
MHC Il. Los antigenos micobacterianos inmunodominantes para las células T CD4,
incluyen la proteina de 30-32 KDa ESAT-6, CFP-10, lipoproteinas de 19 y 38 KDa y dos

proteinas de 32 KDa (proteasa de serina) y 39 KDa. (21)
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Se han descrito dos subgrupos de linfocitos T CD4": las células Th1l productoras de
citocinas pro-inflamatorias como el IFN-y, TNF-a e IL-12; y las células Th2 productoras de
IL-4, IL-5 e IL-13. En la infeccidn con M. tuberculosis la respuesta Th1l es la mas importante

debido a que activa mecanismos efectores bactericidas de macréfagos infectados. (22)

Linfocitos T CD8"

Reconocen antigenos presentados en la superficie de las células en el contexto de
moléculas del MHC clase I. Las células T CD8" juegan un rol importante en la modulacién
de la respuesta porque dan balance a la respuesta por Tcl y Tc2 a través de la secrecidn
de citocinas como IFN-y, TNF-a, IL.-4. Otro subtipo de células CD8" se diferencian en
células citoliticas (CTL) productoras de perforinas, granzimas y granulusinas las cuales son
capaces de lisar los macréfagos infectados. No se conoce del todo como los antigenos de
M. tuberculosis tienen acceso a las moléculas de clase |, ya que M. tuberculosis es un
microorganismo que reside dentro de la vacuola del macréfago, y para tener acceso al
MHC clase | debe ser primero transportado al citoplasma. En la actualidad hay evidencia
que el bacilo se encuentra fuera de las vacuolas después de 4-5 dias de la infeccion,
aunque la presentacion a través del MHC | puede ocurrir incluso a las 12 horas de la
infeccién. (16) Los antigenos micobacterianos presentados para activar los linfocitos T
CD8" incluyen proteinas de choque térmico de 38 KDa, 65KDa, proteina de 19 KDa vy

proteinas de secrecion de la micobacteria como son ESAT-6 y CFP-10. (21)

Reconocimiento de antigenos micobacterianos en el contexto CD1

El CD1 es una molécula presentadora con una estructura similar al MHC de clase I. CD1
estd presente en macréfagos, células dendriticas y monocitos; tiene la capacidad de
producir IFN-y e IL-2 mostrando fenotipos de memoria central y efectores, ademas de

presentar antigenos de naturaleza lipidica de las micobacterias, entre ellos se encuentran
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el acido micdlico, LAM, fosfatidil inositol mandsido, monomicolato de glucosa vy

glicolipidos de isoprenoides. Los linfocitos T CD8" se activan a partir de CD1. (16, 23)

Citocinas mediadoras de la respuesta inmune celular

Las citocinas son proteinas de 15-30 KDa de peso molecular esenciales para comunicacién
intercelular, y regulan la funcion de las células que las producen u otros tipos celulares. A
continuacion se describen las citocinas mas relevantes en la respuesta inmune hacia M.

tuberculosis.

Factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)

Juega un papel muy importante y complejo en la respuesta inmunopatolégica a la
infeccidn por M. tuberculosis. La infeccidn induce la produccion de TNF-a en macréfagos,
células dendriticas y los linfocitos T. En pacientes con TB, esta presente en el sitio de la
enfermedad y a nivel sistémico, es responsable de efectos inflamatorios como la fiebre y
la pérdida de peso que presentan estos pacientes y se ha asociado con el deterioro clinico
del paciente con niveles elevados de TNF-a en plasma, mientras que la recuperacién se
asocia con un decremento rdpido del mismo. Por otra parte, esta citocina es necesaria
para el control de la infeccion aguda por M. tuberculosis, ya que induce la produccién de
otras citocinas como la IL-1 y la IL-8 encargadas de reclutar a neutréfilos, su accidn se
sinergiza con el IFN-y para la induccidon de la apoptosis de los macrofagos alveolares

infectados. (16, 24)

El TNF-a juega un papel muy importante en la formacidén y la persistencia del granuloma
para contener la infeccion por M. tuberculosis y por lo tanto prevenir la diseminacion de la
infeccion. Se ha demostrado en ratones, que en ausencia de TNF-a y/o de su receptor, la
respuesta granulomastosa es ineficiente y esto resulta en una muerte rapida del ratén con

una gran carga bacilar; por otro lado, los granulomas que se forman son desorganizados,
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con pocas células epitelioides alrededor y con linfocitos defectuoso (25). La importancia
del TNF-a para contener la infeccion latente se ha corroborado en los seres humanos a
partir del uso de los farmacos anti-TNF’s (adalilubam, infliximab) utiles en el manejo de
enfermedades reumatoldgicas, en quienes se ha reactivado la infeccidon latente por M.

tuberculosis. (25)

Ademas el TNF-a tiene implicaciones en la respuesta inmunopatoldgica del huésped en la
TB, al ser un mediador importante en la destruccion de los pulmones por necrosis
secundaria a la infeccidn por M. tuberculosis. Hay estudios en los que se ha encontrado
que existen niveles elevados de TNF-a en el sitio de infeccidn en comparacidn con niveles
sistémicos demostrando la “compartamentalizacién” de la respuesta inmune hacia M.

tuberculosis. (26)

Interferdn-gamma (IFN-y)

Es la citocina mas importante en el control de la infeccién por M. tuberculosis, es
secretada por varios tipos de linfocitos T, siendo los mas importantes los linfocitos T CD4",
CD8" y células NK. Las citocinas inductoras de IFN-y comprenden IL-12, IL-18, IL-23, e IL-27.
Los individuos con defectos en la produccion de IFN-y son susceptibles a infecciones
serias, diseminadas o mortales por M. tuberculosis. Esta citocina activa a los macréfagos
para destruir los bacilos intracelulares a través de la induccidn de la 6xido nitrico
sintetasa. El IFN-y es un regulador critico de la presentacion antigénica porque

incrementan la expresion de moléculas del MHC y de moléculas coestimuladoras. (16, 24)

Aunque el IFN-y juega un papel importante en el control de la infeccion por M.
tuberculosis, por si solo es insuficiente para controlar la infeccién. La produccion es
variable en cada individuo, se ha sugerido como un marcador de la infeccién por M.

tuberculosis ya que algunos estudios indican que los niveles en sangre periférica estan
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disminuidos en pacientes con TB activa y que correlaciona con la extensidon de la

enfermedad a nivel pulmonar. (27)

Principales antigenos del complejo de M. tuberculosis

Early Secreted Antigenic Target (ESAT-6) y Culture Filtrate Protein (CFP-10)

ESAT-6 y CFP-10 estan contenidos dentro de la region RD-1 del genoma de las
micobacterias, la cual esta ausente en la mayoria de micobacterias no tuberculosas.
Ambas son proteinas de bajo peso molecular que son secretadas en el filtrado del cultivo

de M. tuberculosis y otras micobacterias patdgenas (28, 29).

Los antigenos de secrecidén especificos de M. tuberculosis incluyen a CFP-10 (culture
filtrate protein) de 10kDa y ESAT-6 (early secretory antigen target) de 6kDa encontrados
principalmente para la distincion de pacientes con TB (30). Tanto ESAT-6 como CFP-10
generan una respuesta inmune Th-1 y tienen un fuerte potencial de diagndstico, tanto

para la forma virulenta como para la forma latente de M. tuberculosis. (31)

CFP-10 y ESAT-6 recientemente se ha demostrado que tiene una funcidon importante en la
patogénesis de la TB. Este complejo muestra especificidad de unién con los complejos de
superficie de los macréfagos, que son las células principalmente afectadas en la infeccidn

con M. tuberculosis (32).

Derivado Proteico Purificado (PPD)

El derivado proteico purificado o PPD (también Ilamada tuberculina) se obtiene de los
cultivos liquidos de M. tuberculosis libres de bacterias, los cuales son precipitados con
sulfato de amonio, con lo que constituyen un extracto proteico de proteinas secretadas

por las micobacterias. (30)
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Técnicas de inmunodiagndstico y evaluacion de eficacia al tratamiento

El seguimiento de la eficacia del tratamiento en los casos de TB-MFR es dificil, costoso e
impredecible. Se recomienda realizar una baciloscopia mensual. Si después de finalizado el
segundo mes, dos o mas baciloscopias mensuales consecutivas resultan positivas, es
necesario realizar nuevamente cultivo y prueba de sensibilidad para verificar si los bacilos
eliminados contindan vivos y comparar el perfil de resistencia con el perfil inicial. El
tiempo para que la baciloscopia se convierta en negativa es mucho mas lento en
comparacion con los casos farmaco-sensibles. Asi, si bien, la baciloscopia es una guia
importante para evaluar la respuesta terapéutica, no siempre resulta lo suficientemente
sensible para detectar poblaciones escasas de bacilos y también puede detectar
poblaciones de bacilos no viables dando una idea falsa de falla farmacoldgica. Por tanto,
aunque el cultivo es la “prueba o estandar de oro” tanto para el diagndstico como para el
criterio de curacién, este es un método limitado tanto por el crecimiento lento de M.
tuberculosis, como depender de la calidad de la muestra clinica que se requiere, aunado a
una baja sensibilidad, pues la calidad de la muestra requerida implica que se necesita
tener una muestra con un minimo de 10 - 100 bacilos (33). Por lo tanto existe la necesidad
de explorar el uso de técnicas inmunoldgicas mas sensibles que nos permitan identificar
biomarcadores utiles para evaluar la eficacia del tratamiento farmacolégico contra la TB.

(34)

Enzime-Linked InmunoSorbent SPOT (ELISPOT)

Es un método comun utilizado para monitorear la respuesta inmune de seres humanos y
animales que fue desarrollado por Cecil Czerkinsky en 1983.

Los ensayos ELISPOT fueron desarrollados a partir de una versién modificada de los ELISA
(por sus siglas en inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). El primer ELISPOT fue

desarrollado para cuantificar a las células B secretoras de anticuerpos especificos, y luego
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fue subsecuentemente adaptada para varias aplicaciones, especialmente para la

identificacion y enumeracion de células productoras de citocinas. (35)

La inmunidad adaptativa es un componente importante para la eliminacién de los
patégenos intracelulares. La habilidad para detectar y cuantificar esta respuesta en
humanos es una herramienta importante de diagndstico. El ELISPOT esta ganando
popularidad por su habilidad de identificar la respuesta celular inmune contra los
antigenos microbacterianos, incluyendo a las personas inmunosuprimidas tales como
aquéllas infectadas con el VIH. El ELISPOT es versatil en su capacidad para evaluar la
respuesta inmune en la sangre periférica, asi como en los sitios de infeccidén activa de TB,
tal como el lavado broncoalveolar y fluido espinal cerebral. La deteccion de la respuesta
inmune contra uno o varios antigenos es posible, asi como epitopes especificos con
proteinas microbianas. Ademas el ensayo de ELISPOT a dos colores para la deteccién
simultanea de dos citocinas también esta disponible. Recientes aplicaciones para esta
técnica incluyen el diagndstico de TB extrapulmonar, como también contribuye para la

investigacion de antigenos infecciosos en enfermedades autoinmunes. (36)

Particularmente, se ha demostrado que existe una respuesta especifica de las células T
productoras de IFN-y a la estimulacion del polipéptido ESAT-6, presente casi
exclusivamente en M. tuberculosis. (37)

Estudios previos han demostrado que la frecuencia de células T productoras de IFN-y
correlaciona estrechamente con la carga bacteriana y que la frecuencia de células
productoras de IFN-y en respuesta especifica a el antigeno ESAT-6 disminuye
progresivamente con el tratamiento anti-tuberculosis (38). Estos resultados sugieren que
la frecuencia de las células T productoras de IFN-y en respuesta a diferentes antigenos
micobacterianos podrian ser de gran utilidad para monitorear la eficacia del tratamiento
anti-micobacteriano. Hasta el momento no hay ningun estudio que haya utilizado esta
estrategia (por ELISPOT) para monitorear la respuesta al tratamiento en pacientes con TB-

MFR.
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Justificacion

En pacientes con tuberculosis Multifarmaco-resistente (TB-MFR) que reciben tratamiento
con farmacos de segunda linea, el diagndstico y el criterio de curacién es principalmente
bacterioldgica; sin embargo, la baciloscopia no es lo suficientemente sensible para
detectar poblaciones escasas de bacilos una vez que se ha iniciado el tratamiento y, por
otro lado, puede detectar poblaciones de bacilos no viables dando una idea falsa de falla
farmacoldgica. Por otra parte, el cultivo es la mejor forma de evaluar estos parametros ya
gue permite el crecimiento bacteriano, pero su uso es limitado en el seguimiento del
tratamiento, lo que repercute en pérdida de tiempo para tomar decisiones terapéuticas
gue podrian beneficiar a los pacientes.

Hasta el momento no hay ningun estudio que haya utilizado una estrategia alternativa al
cultivo 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. Dado que una de las principales causas de
atencion de TB pulmonar en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) es
la TB-MFR por ello es importante implementar técnicas de inmunodiagndstico que
permitan identificar biomarcadores utiles en la valoracion de la eficacia al tratamiento

farmacoldgico de la TB-MFR.
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Hipotesis

En pacientes con TB-MFR el gran niumero de micobacterias en el pulmén induce la
activacion y expansion de células T productoras de IFN-y una vez que el tratamiento es
efectivo y las bacterias son eliminadas y la frecuencia de estas células disminuyen. Por lo
tanto la medicién de la frecuencia de estas células puede ser util como biomarcador de

respuesta al tratamiento de la TB-MFR.

Objetivo

Objetivo general

Evaluar la frecuencia de las células T productoras de IFN-y en respuesta a la estimulacién
in vitro con ESAT-6, CFP-10 y PPD en pacientes con TB-MFR durante el tratamiento anti-

tuberculosis con farmacos de segunda linea utilizando la técnica de ELISPOT.

Objetivos Especificos

1. Obtener muestras de sangre periférica de 18 pacientes con diagndstico de TB-MFR,
separar las células mononucleares y realizar un banco de celulas a -80°C.

2. Evaluar la frecuencia de células mononucleares de sangre periférica productoras
de IFN-y en respuesta a ESAT-6, CFP-10, PPD y PHA en las muestras de los
pacientes antes del tratamiento y durante el tratamiento.

3. Comparar las células T productoras de IFN-y con los cultivos y baciloscopias en los
pacientes durante el tratamiento.

4. Realizar el seguimiento bacteriologico a traves del registro de baciloscopias y

cultivos mensuales.
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Métodos

Grupo de estudio.

18 Pacientes con diagndstico de TB-MFR confirmada bacteriolégicamente (resistencia a

isoniazida y a rifampicina) que cumplan con los siguientes criterios:

1. Criterios de inclusion

* Pacientes con diagndstico de TB-MFR confirmada bacteriolégicamente con cultivo
de M. tuberculosis en cuyas pruebas de susceptibilidad exista resistencia a
rifampicina e isoniazida.

* Pacientes que se encuentren bajo la estrategia TAES (tratamiento acortado
estrictamente supervisado).

* Hombres y mujeres mayores de 18 aflos y menores de 60 afios.

* Prueba de VIH por ELISA negativo.

* Pacientes cuyo lugar de residencia les permita acudir mensualmente a las
evaluaciones médicas.

* Pacientes que otorguen su consentimiento informado por escrito.

2. Criterios de exclusion

* Pacientes con contraindicacién médica para recibir tratamiento con cualquiera de
los farmacos anti-tuberculosis (insuficiencia hepatica, insuficiencia renal, alergia
conocida a algun farmaco anti-tuberculosis, etc.).

* Mujeres embarazadas.

* Pacientes con alcoholismo o adictos a algln tipo de droga.

* Indigentes.
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* Pacientes que por su co-morbilidad o complicaciones relacionadas a la TB su

expectativa de vida no sea mayor a un afio.

3. Criterios de eliminacion

* Pérdida de seguimiento.

* Abandono voluntario o muerte en cualquiera de las fases del estudio.

Muestras bioldgicas.

De cada paciente con TB-MFR, se obtuvieron muestras de esputo y de sangre periférica
(24mL) por flebotomia en tubos CPT (BD, San José CAL) previos al tratamiento anti-

tuberculosis, y durante el tratamientoa 1, 2, 3, 6, 12, 15 y 18 meses.

Separacion de células mononucleares.

Se separaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMC, peripheral blood
mononuclear cells) centrifugando los tubos CPT durante 30 minutos a una velocidad de
2500 rpm a temperatura ambiente. Se identificé el halo leucocitario y fue separado con
ayuda de una pipeta de transferencia colocandolo en un tubo cénico de 50mL estéril al
cual se le agregd 40mL de medio RPMI-1640 (Lonza, Walkersville MD) suplementado con

glutamina (Lonza, Walkersville MD) y gentamicina (Lonza, Walkersville MD).

Una vez hecho esto, el tubo fue centrifugado durante 15 minutos a 1200 rpm a 4°C. Se
retird el sobrenadante por decantacién en un recipiente con cloro y con la ayuda de una
punta de 1mL se elimind el remanente de medio y después se resuspendid el paquete
celular por agitacidon en vortex a una velocidad de 6. Se le agregé medio RPMI-1640 G+G
hasta 50mL y se repitieron los pasos anteriores una vez mas. Se resuspendieron las células

en 1mL de medio RPMI-1640 G+G y se determind la viabilidad utilizando el colorante de
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exclusién azul de tripano (Lonza, Walkersville MD) en una dilucién 1:2 (10uL de muestra 'y

10uL de azul de tripano).

Congelamiento de Células.

Se obtuvieron células en un promedio de 3x10° para cada vial y dependiendo del paciente
se obtuvieron de 2-4 viales. Una vez obtenido el nimero de células se adicionaron 50mL
de medio RPMI-1640 G+G a los tubos, y se centrifugaron a 1200 rpm temperatura
ambiente por 15 minutos.

Se decanté el sobrenadante en un recipiente con cloro y con ayuda de una punta de 1mL
se elimind el liquido remanente. Dependiendo del nimero de células obtenidas, se hizo
una preparacién de suero fetal bovino (SFB) (Hyclone, Road Logan Utah) con 10% de di-
metil sulféoxido (DMSO), se colocé 1mL por cada vial, fueron etiquetados y congelados a -

80°C hasta el momento de utilizarse.

Descongelamiento de células

Las células (PBMCs) previamente obtenidas y puestas en congelacion fueron colocadas en
bafio maria calentado a 37°C, y una vez descongeladas fueron colocadas en tubos de 14mL
con 9mL de medio RPMI-1640 suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (RPMI-
1640+SFB). Una vez hecho esto fueron centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

Se desecho el sobrenadante en un recipiente con cloro al 10% y al paquete celular se le
colocé 1mL de medio RPMI-1640 + SFB, se calculd la viabilidad y nimero de células y se

ajustaron a una concentracion de 2X10° células por cada 100pL.
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Técnica de ELISPOT - IFN-y

Se utilizaron placas de 96 pozos ImmunoSpot (Millipore, Bedford MA).

Los pozos de las placas fueron pre-humedecidos con 100uL/pozo de etanol al 20%
eliminandolo inmediatamente sobre una cama de gasas estériles. Se eliminaron los
remanentes del alcohol mediante dos lavados con 200uL/pozo de PBS estéril (Lonza,
Walkersville MD), después se agrego el anticuerpo de captura anti-interferon gamma (IFN-
v) (Thermo Scientific, Rockford IL) para humano, el cual fue diluido en PBS estéril (11.3uL
de anticuerpo en 10.5 mL de PBS estéril) , se colocaron 100uL/pozo y se dejé incubar
durante toda una noche a 4°C. Se elimind el anticuerpo lavando la placa 3 veces con
200uL/pozo de PBS estéril y se dejé bloquear durante una hora con 200uL/pozo de PBS-
BSA (por sus siglas en ingles Bovine Serum Albumin) al 1%. Después se lavd la placa 3

veces con 200uL/pozo de PBS estéril.

Se agregaron las PBMCs a una concentracién de 2X10° en 100pL (es decir, 200 000 células
por pozo por condicidn), se estimularon con: la proteina ESAT-6 10 pug/mL y CFP-10
10pg/mL (Lionex Gmbh), 10 ug/mL PPD (laboratorio Statens Serum institute, Copenhagen
Denmark) y el mitogeno PHA 10 ug/mL (Sigma, St. Louis MO) y se incluydé una condicion
con medio como control negativo con un volumen de 100uL/pozo, dando como volumen

final 200uL/pozo. Después las células se incubaron a 37°C por 16 a 24 horas.

Posteriormente las células se eliminaron mediante 3 lavados con 200ulL/pozo de PBS
estéril y 3 lavados con 200ulL/pozo de PBS-Tween al 0.05% para lisar las células
remanentes en la placa. Después se prepard el segundo anticuerpo biotinado (Thermo
Scientific, Rockford IL) diluido en PBS-BSA, colocando 100uL por pozo y se dejé incubar
durante 2 horas a 4°C, después de esto se hicieron 3 lavados con PBS-Tween al 0.05% y se
prepard la streptavidina peroxidasa HRP (Dako Cytomation, Glostrup Denmark) (1uL por
cada 2mL de PBS-BSA) y se colocaron 100uL/pozo de la dilucién, se dejé incubar durante 2

horas a temperatura ambiente. Se hicieron 3 lavados con 200uL/pozo de PBS estéril para

24



eliminar el sobrante de la dilucidon de HRP. El IFN-y se detectd después de la adicién de 3-
amino-9-Etil Carbazol (AEC) (Pierce, Rockforf IL) al 1% disuelto en buffer acetatos 0.01M
(1:30, pH 5) y pasandolo por un filtro de 0.45um para después agregarle peréxido de
hidrégeno. De esta forma se visualizaron pequefios puntos (spots) que corresponden a la
citocina liberada por cada una de las células. La frecuencia de las células productoras de
IFN-y en cada pozo se determind usando el equipo ImmunoSpot Analyzer (software

version 3.2, Cellular Technology Ltd).

Anilisis de datos

Cada punto (spots) fue considerado como una unidad formadora de spot (UFS), se
contabilizaron los puntos en cada pozo y de los duplicados de cada condicion se realizé un
promedio por duplicado y los resultados fueron reportados como UFS 1X10° células. Los
datos de las UFS antes, durante y al final del tratamiento fueron analizaron con la prueba
estadistica ANOVA con repetidas mediciones seguido de una prueba de Dunnet’s para
comparaciones multiples incluida utilizando el paquete GraphPad Prism (software version
6.1). Posteriormente, se realizd una prueba de Rho de Spearman para evaluar la
correlacién entre las unidades formadoras de Spots (UFS) y el tiempo de negativizacion del
cultivo, una P< 0.05 se consideré6 como estadisticamente significativa. El andlisis

estadistico se realizé con el programa SPSS 15.0 (MaplInfo Corporation, Troy, NY).

Una respuesta positiva en células sin estimulo se define como aquéllos individuos que
produzcan mas de 20 UFS. Para las muestras estimuladas con los antigenos de secrecién
ESAT-6 y CFP-10 una muestra es considerada como positiva si tiene mas de 20 UFS

después de haber restado la produccién basal de IFN-y (menos medio).

25



Resultados

Grupos de estudio

Dentro del periodo del 2010 al 2011 fueron incluidos 18 pacientes con TB-MFR, de los
cuales 6 terminaron el tratamiento, 9 abandonaron el estudio, 2 abandonaron el

tratamiento y un paciente fallecié durante el seguimiento.

El presente estudio se enfocé al analisis de los 6 pacientes que concluyeron con el
tratamiento. Donde el 66.6% (4) fueron hombres y el 33.4% (2) fueron mujeres con una
media de edad de 46 +- afios. El 33.4% de los pacientes (2 pacientes) tenian como co-
morbilidad a la Diabetes Mellitus tipo 2, con un tiempo promedio de evolucién de 10 afios
(Tablal). Todos los pacientes fueron tratados con un esquema estandarizado de farmacos

de segunda linea durante 24 meses.

Los cultivos para M. tuberculosis de muestras de esputo fueron negativas a los 3 meses en
5 pacientes y en uno de los pacientes fue negativa al mes de tratamiento. En las
baciloscopias 5 pacientes dieron como negativo en el tercer mes de tratamiento, mientras
gue el restante dio negativo al mes 10. Cabe mencionar que todos los pacientes tuvieron
cultivo para M. tuberculosis y baciloscopia negativos al final del tratamiento y fueron
declarados como curados.

Tabla 3. Caracteristicas demograficas de los pacientes

CARACTERISTICAS Y~

Hombres 4 (66.6%)

Mujeres 2 (33.4%)

EDAD (mediana) Hombres 54 (21-70)

Mujeres 40 (19-61)

Diabetes Mellitus Hombres 1(16.6%)

tipo 2 (DM2) Mujeres 1(16.6%)
Virus de la Negativo 5
inmunodeficiencia No realizado 1

humana (VIH)
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Muestras bioldgicas obtenidas durante el tratamiento

Se obtuvieron muestras de sangre periférica de los pacientes con TB-MFR durante el
tratamiento de 24 meses con farmacos de segunda linea. Estas muestras fueron
colectadas antes del tratamiento, 1 mes, 3 y 6 meses en 6 de los 6 pacientes; a una
semana, 10, 11, 15, 16 y 18 meses en 2 de 6 pacientes; a 2 semanas en 4 de 6 pacientes; a
9y 12 meses en 3 de 6 pacientes; a 8, 13, 17, 19, y 20 meses en 1 de 6 pacientes y a 22
meses en 5 de los 6 pacientes. En cada muestra se evalud la frecuencia de células
productoras de IFN-y en respuesta a antigenos de secrecién de M. tuberculosis por el

método de ELISPOT (figura 3).
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Figura 3. Imagen representativa de ELISPOT.

PLACA 14 A PACIENTE 16 C.T.L. Cellular Technology Ltd.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A .| Antes
- . N NV NGV NS de TX

C ‘ 4 : : : | \ : ; | 1 mes

D ". 2 meses

E | 3 meses

G | ‘ ) 1 ‘ | 5 | |6 meses

MEDIO ESAT-6 CFP-10

Figura 3. Placa representativa de ELISPOT para evaluar la frecuencia de células productoras de IFN-y hacia
diferentes estimulos. Se colocaron 2X10° células/pozo por duplicado (filas 2-3, Medio; filas 4-5, ESAT-6; filas
6-7,CFP-10; filas 8-9, PPD; filas 10-11, PHA) en muestras antes de tratamiento (A), a una semana (B), un mes
(C), dos meses (D), 3 meses (E), 4 meses (F), 6 meses (G), 7 meses (H) después de iniciado el tratamiento. Los
valores que se muestran en la imagen indican las unidades formadoras de Spots (UFS) analizados con el

ImmunoSpot Image Analyzer (software versidn 3.2, Cellular Technology Ltd.)
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Frecuencia de células productoras de IFN-y como respuesta al tratamiento en pacientes

con TB-MFR.

Para evaluar la presencia de células productoras de IFN-y ex-vivo, que corresponde a la
produccidn basal de células productoras de IFN-y, se incubaron células mononucleares sin
estimulo durante 24 horas en placas de ELISPOT. De todos los pacientes; esto se hizo en
cada uno de los tiempos de estudio, durante el seguimiento del tratamiento. Los
resultados analizados de forma grupal muestran que los pacientes tienen una baja
frecuencia de células productoras de IFN-y ex-vivo con respecto al punto de corte (figura

43).

Debido a que no se detectaron células productoras de IFN-y positivas en las muestras de
pacientes sin estimulo, se analizé la produccién de IFN-y en respuesta a los antigenos de
secrecion de M. tuberculosis ESAT-6, CFP-10 y PPD. El analisis del grupo muestra que la
frecuencia de células productoras de IFN-y en respuesta a los antigenos de M. tuberculosis
(ESAT-6 y CFP-10) fue positiva antes, durante y hasta el final del tratamiento (figura4 by
c), y este mismo fendmeno se observa al estimular las células con los antigenos del

Derivado Proteico Purificado de M. tuberculosis (PPD) (figura 4 d).

En respuesta a ESAT-6, la frecuencia de células productoras de IFN-y del grupo fue positiva
antes del tratamiento y varia durante y al final del tratamiento (figura 4 b) sin diferencias
significativas (p>0.05). Respecto a la frecuencia de células productoras de IFN-y en
respuesta a CFP-10 y PPD, antes del tratamiento fue de 365y 411 UFS respectivamente,
su frecuencia fue constante durante el tratamiento y al final del mismo se duplicé esta
frecuencia sin diferencias estadisticamente significativas (p>0.05). Aunque la frecuencia
de células productoras de IFN-y durante el tiempo de tratamiento fue positiva hacia los
antigenos ESAT-6, CFP-10 y PPD, no se observo un patréon de aumento o decremento de la

frecuencia de células productoras de IFN-y (figura 4).
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Figura 4. Células productoras de IFN-g determinadas por ELISPOT, de pacientes con TB-MFR. Las PBMC de
los pacientes se estimularon por 24 h con: a) sin estimulo, b) ESAT-6, c) CFP-10 y d) PPD. Los datos se
presentan como Unidades formadoras de spots (UFS) por cada millén de PBMC. Las lineas horizontales

representan la media y las barras de dispersion la desviacidon estandar.
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Frecuencia de células productoras de IFN-y como respuesta al tratamiento en cada

paciente con TB-MFR.

Debido a que no observamos un cambio estadistico en el andlisis grupal de los pacientes,

analizamos de forma individual a cada uno de ellos.

En las células de los pacientes que se incubaron solo con medio, no observamos células
productoras de IFN-y mayores a 20 UFS (valor de corte para ser consideradas como
positivas) antes del tratamiento. Durante el tratamiento las células productoras de IFN-y
fueron positivas solo en 2 pacientes, uno a los 6 y 12 meses (figura 5 a) y otro a los 15

meses del tratamiento (figura 5 f).

Cuando analizamos la respuesta hacia ESAT-6, se observd una respuesta positiva de
células productoras de IFN-y en el 50% de los pacientes (figura 6 ¢, d y e) al inicio del
tratamiento. Durante el tratamiento todos los pacientes fueron positivos en diferentes
meses y al final del tratamiento dos pacientes se mantuvieron positivos (figura 6). Lo
interesante de este andlisis individual fue que se observaron 3 patrones de
comportamiento: el primero, se identificaron células productoras de IFN-y antes del
tratamiento y la frecuencia de estas células fue disminuyendo durante el tratamiento
(figura 6 c y e), el segundo comportamiento fue un incremento de las células productoras
de IFN-y al final del tratamiento respecto al valor inicial (figura 6 d y f) y el tercero fue una

frecuencia variable de las células productoras de IFN-y durante el tratamiento (6 a y b).
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Figura 5. Frecuencia de células productoras de IFN-y en muestras de pacientes con TB-MFR sin estimulo al
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negativo.
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Respecto a las células productoras de IFN-y en respuesta a CFP-10, al inicio del

tratamiento la frecuencia fue positiva en el 83% de los pacientes (5 pacientes)(figura 7).

Durante en tratamiento, en dos pacientes observamos que la frecuencia de células
productoras de IFN-y se incrementaron en los primeros meses de tratamiento y al final del
tratamiento esta frecuencia disminuye por debajo del nivel inicial (figura 7 c y e). En dos
pacientes observamos lo contrario, ya que al inicio, la frecuencia de células productoras
de IFN-y es positiva, pero al avanzar el tratamiento mostré un aumento en la frecuencia
de las células, con respecto al valor inicial (figura 7 d y f). En los dos pacientes restantes,
uno fue negativo en la mayoria de las muestras y el otro se mantuvo positivo durante

todos los meses de tratamiento (figura 7 a y b respectivamente).

Por ultimo, evaluamos la frecuencia de las células T productoras de IFN-y en respuesta a
los antigenos del PPD. Antes del tratamiento la frecuencia de células productoras de IFN-y
fue positiva en el 100% de los pacientes (figura 8). Durante y al final del tratamiento se
observan las siguientes respuestas: El paciente 2 con baja respuesta a PPD en la mayoria
de las muestras (figura 8 a), el paciente 4 fue positivo hasta los 10 meses de tratamiento y
presento una disminucién al final del tratamiento (figura 8 b), el paciente 13 que al inicio
tenia una respuesta positiva de células productoras de IFN-y y con el paso del tratamiento
esa respuesta fue disminuyendo al final del tratamiento (figura 8 e) y los pacientes 8, 10 y
16 cuya frecuencia de células productoras de IFN-y fue positiva antes del tratamiento y
esta se incremento durante el tratamiento y se mantuvo alta al final del tratamiento

(figura8c, dyf).
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Figura 7. Frecuencia de células productoras de IFN-y en muestras de pacientes con TB-MFR en respuesta al

estimulo CFP-10, evaluado al inicio, 1 semana, 1, 3, 5, 9, 12, 18 y 22 meses. Se puede observar que en

algunos pacientes no hay un aumento significativo, mientras que en otro (paciente 16) se puede observar un

aumento gradual.
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Figura 8. Frecuencia de células productoras de IFN-y en muestras de pacientes con TB-MFR en respuesta al

estimulo PPD, evaluado al inicio, 1 semana, 1, 3,5, 9, 12, 18 y 22 meses.
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Correlacion de la frecuencia de células productoras de IFN-y con el tiempo de

negativizacion del cultivo de M. tuberculosis.

Para evaluar si hay una relacién entre la frecuencia de células productoras de IFN-y
especificas a los antigenos ESAT-6 y CFP-10 y el tiempo al que los cultivos de M.
tuberculosis fueron negativos, se realizé un analisis de correlacion entre UFS de IFN-y al
mes de negativizacion. El andlisis de los datos indican que no hay una correlacién entre los
valores de UFS con respecto a los tiempos de negativizacién del cultivo de M. tuberculosis,
y con respecto al mes anterior a la negativizacidon y el mes posterior de negativizacion

(Coeficiente de correlacion: .886, .829 y .943 respectivamente) (figura 9).
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Figura 9. Correlacién de la frecuencia de células productoras de IFN-y (UFS) entre el tiempo de
negativizacion del cultivo y el mes anterior y posterior en cada individuo. La grafica de la izquierda muestra
la correlacion de las UFS en respuesta al antigeno ESAT-6 y la grafica de la derecha al antigeno CFP-10, cada

punto representa a un paciente. La correlacién de los datos se realizé con una prueba de Rho de Spearman.
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Discusion.

El método que actualmente se usa en diagnostico y desenlace (curacidn, fracaso y recaida)
del tratamiento en pacientes con TB farmaco sensible y TB-MFR es el cultivo de M.
tuberculosis; sin embargo, la aplicacidon de este método bacteriolégico es limitado en el

seguimiento del tratamiento.

Como alternativas se han desarrollado métodos de inmunodiagndstico basados en la
liberacion de IFN-y IGRAS (por sus siglas en inglés Interferon Gamma Release Assays). Uno
de ellos es el TB-Spot el cual se ha utilizado en el diagndstico y seguimiento del
tratamiento de TB-farmaco sensible (34). En este proyecto se evalué la utilidad de este
método por medio de un ELISPOT especifico a IFN-y en el seguimiento de pacientes con

TB-MFR.

Reportes previos han mostrado que en pacientes con TB, la carga bacteriana esta asociada
al nimero de células productoras de IFN-y en respuesta a los antigenos especificos ESAT-6
y CFP-10; durante el tratamiento anti-tuberculosis disminuye la carga bacteriana debido a
que el tratamiento elimina a los bacilos y la frecuencia de células productoras de IFN-y
disminuye aunque en estos trabajos se estudiaron pacientes con TB farmaco sensibles y

no a pacientes con cepas farmaco-resistentes (38, 39).

Este es el primer estudio donde se evalla la respuesta de células T especificas a los
antigenos de M. tuberculosis ESAT-6, CFP-10 y PPD en pacientes TB-MFR. Los resultados
gue obtuvimos en los pacientes con TB-MFR concuerdan con los estudios previamente
mencionados arriba donde se observé que las células productoras de IFN-y en respuesta a
los antigenos ESAT-6, CFP-10 y PPD antes del tratamiento se encuentran positivas; sin
embargo, estas frecuencias no mostraron una disminucién al finalizar el tratamiento. Una
posible explicacién a este resultado puede deberse a las diferencias en la enfermedad ya

que todos los estudios previamente realizados analizan pacientes con TB activa farmaco
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sensible y en este estudio se realizd en pacientes con TB-MFR. El tiempo de andlisis
también es diferente ya que en esos estudios anteriores evaluaron a las UFS (respuesta de
IFN-y) antes del tratamiento y a los 3 0 12 meses posteriores al tratamiento; analizando y
comparando estos tiempos en nuestros pacientes con TB-MFR no observamos ningun
cambio en la disminucién de las células productoras de IFN-y. Algunas explicaciones a la
discordancia de nuestros resultados respecto a los publicados es que posiblemente la
respuesta inmune en pacientes con TB-MFR puede ser diferente a la respuesta cuando las
micobacterias son sensibles al tratamiento de primera linea, o bien que las diferencias
genéticas de los pacientes (europeos en los estudios citados, contra mestizos en nuestro

estudio) contribuyen a las diferencias en la respuesta inmune.

Utilizando el ensayo Quantiferon otro método de IGRAs que a diferencia del ELISPOT es
un método cuantitativo de la produccion de IFN-y, los datos reportados han sido
variables. En un estudio se observé que el analisis de la liberacidén de IFN-y por la técnica
de Quantiferon es dificil para monitorear el tratamiento de la TB farmaco sensible (40). Sin
embargo en otro estudio reportan que antes de la terapia hay concentraciones elevadas
de IFN-y y que la producciéon se mantienen positivas durante y al término de la misma en
pacientes con TB farmaco-sensible, este comportamiento nosotros también lo
observamos en pacientes con TB-MFR (41). Una explicacion a este resultado sugerida por
los autores, es que los individuos posiblemente se estén re-exponiendo a M. tuberculosis
0 a otras micobacterias no tuberculosas que puedan dar una reaccion cruzada en paises
endémicos como es la India, nuestro pais también es considerado endémico vy
posiblemente pudiera ocurrir algo similar (41). Con respecto a nuestro estudio, una
posibilidad a este resultado puede ser que la eliminacion de M. tuberculosis en pacientes
con TB-MFR es mas lenta, por lo cual las células T especificas a antigenos de M.
tuberculosis (ESAT-6 y CFP-10) podria persistir incluso en muy bajos nimeros e inducir una
respuesta de IFN-y por mucho mas tiempo después de la eliminacién de la bacteria. Por
tanto, es necesario realizar estudios de seguimiento a largo plazo para determinar si hay

diminucidn de la frecuencia de células T especificas.
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Con respecto a la respuesta hacia PPD, un estudio realizado en Gambia en pacientes con
TB farmaco sensible reportan que la respuesta a PPD es similar a la inducida por los
antigenos ESAT-6 y CFP-10, en donde la frecuencia de células productoras de IFN-y
disminuye a lo largo del tratamiento anti-tuberculosis, y la limitante es que no permite
discernir entre un paciente con TB activa y uno con TB latente (42). Nuestros resultados
concuerdan en el hecho de que la respuesta hacia PPD en algunos pacientes es similar a la
respuesta observada hacia los antigenos ESAT-6 y CFP-10; sin embargo, a diferencia del
estudio antes mencionado los pacientes con TB-MFR se mantienen positivos durante y al

final del tratamiento.

Por ultimo, el andlisis de correlacion entre la frecuencia de las células productoras de IFN-
y v los cultivos de M. tuberculosis no mostraron tener ninguna correlacion al tiempo de
negativizacién del cultivo y con respecto al mes anterior y posterior a la negativizacion del

cultivo.

Los estudios de la respuesta inmune en pacientes con TB-MFR durante el tratamiento son
escasos. Uno de ellos emplea la técnica de citometria de flujo para evaluar la produccion
de IFN-y e IL-10 en respuesta a antigenos de M. tuberculosis (ESAT-6, MPT-51 y GIcB) y en
ese estudio, lo autores observaron que hay una alteracién en la respuesta de células CD4"
productoras de IFN-y y una importante participacion de las células CD8" en la produccién
de estas citocinas, por lo que seria necesario realizar estudios posteriores utilizando la

técnica de ELIPSOT que distingan la respuesta entre CD4" y CD8". (43)
Es importante destacar que entre las limitaciones de este estudio se encuentran: las

complicaciones en obtener el nimero de muestras por la dificultad de seguimiento, de

abandono del tratamiento, decesos y muestras insuficientes.
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Conclusion

La evaluacion de la frecuencia de células T productoras de IFN-y especificas a los antigenos
de M- tuberculosis ESAT-6 y CFP-10 para evaluar la eficacia al tratamiento farmacolégico
en pacientes con TB-MFR es limitada debido a que no se observaron cambios a lo largo del

tratamiento a pesar de un desenlace terapéutico exitoso en todos los pacientes.
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Anexos

La frecuencia de células T productoras de IFN-y en respuesta a PHA el cual es un estimulo
inespecifico fue utilizado como un control positivo, ya que por su caracteristica de unién
inespecifica genera una alta frecuencia de células productoras de citocinas reflejada en

alto numero de UFS.
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Figura 10. Frecuencia de células productoras de IFN-y en muestras de pacientes con TB-MFR en respuesta al

estimulo fitohemaglutinina (PHA), evaluado al inicio, 1 semana, 1, 3,5, 9, 12, 18 y 22 meses de tratamiento.
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