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La persona verdaderamente efectiva tiene la humildad y el respeto necesarios
para reconocer sus propias limitaciones perceptuales y apreciar los ricos recursos
gue pone a su disposicion la interaccidn con los corazones y las mentes de otros

seres humanos. Esta persona valora las diferencias porque esas diferencias
incrementan su conocimiento y su comprension de la realidad.

Stephen Covey
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RESUMEN

IDENTIFICACION DE BACILOS ACIDO-ALCOHOL RESISTENTES MEDIANTE
LA DOBLE TECNICA EST EN PACIENTES CON TUBERCULOSIS

ANTECEDENTES: para el diagnostico de micobacterias existen multiples
meétodos, el mas utilizado de ellos es la tincion de Ziehl-Neelsen, no obstante, los
inconvenientes que presenta son muy variados (tanto técnicos como de
interpretacion) lo que la hace poco costeable para la deteccion en tejidos donde no
se tiene otro material para valoracion a diferencia del pulmon por ejemplo donde el
estudio de expectoracion es mas accesible. Por otra parte, los estudios con
fundamento inmunoldgico y de biologia molecular realizados en tejido son poco
costeables debidos al gran costo y a la necesidad de infraestructura sofisticada y
personal altamente capacitado. Recientemente se ideo un método en el cual se
pueden combinar las tinciones de ZN e inmunohistoquimica en un mismo corte,
sin embargo existen pocos estudios donde se corrobore su utilidad.

OBJETIVO: Comparar la tincion de Ziehl-Neelsen y la prueba de
inmunohistoquimica contra M. tuberculosis para incrementar la deteccién de
bacilos en pacientes con tuberculosis.

MATERIAL Y METODOS: se revisaran las biopsias de los pacientes que cuenten
con el diagndstico de tuberculosis evaluando la presencia de bacilos acido-alcohol
resistentes con la tincién ZN, la existencia o no de complejos proteicos de la pared
celular mediante inmunohistoquimica y la doble tincion ZN/MTB comparando
sensibilidad y especificidad de cada uno de ellos.

RESULTADOS: De los 32 casos, solo se identificaron bacilos acido-alcohol
resistentes en el 78.13% (25) con el método tradicional (ZN), a diferencia del
meétodo de inmunohistoquimica donde sdlo se logré identificar inmunorreactivdad
en el 62.5%. Con la tincion EST se incrementa notablemente el numero de casos
positivos en comparacién con las dos técnicas aisladas llegando a ser el 90.6%.

CONCLUSIONES: La prueba ZN/IHQ es mucho mas sensible en comparacion con
ZN e IHQ por separado. EI método de inmunohistoquimica es menos sensible en

comparacioén con ZN, pero la prueba combinada supera al ZN e IHQ por separado.

Palabras clave: Tuberculosis, Ziehl-Neelsen, Inmunohistoquimica
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MARCO TEORICO

EPIDEMIOLOGIA

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo de
Mycobacterium tuberculosis (MTB) que tipicamente afecta los pulmones pero
puede afectar practicamente cualquier érgano. Esta enfermedad se considera un
problema sanitario a nivel mundial debido a afecta a millones de personas cada
afio y junto con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) ocupa la mayor

parte de las causas de muerte a nivel mundial.’

La Organizacion Mundial de la salud estimé que en 2014 hubo 9.6 millones de
casos nuevos en todo el mundo, de los cuales 5.4 millones fueron hombres, 3.2
millones mujeres y 1.0 millones nifios. En ese mismo afo, se registraron 1.5
millones de muertes debidas a tuberculosis (1.1 millones en pacientes VIH
negativos y 0.4 millones en pacientes VIH positivos) de las cuales 890000 fueron
hombres, 480000 fueron mujeres y 140000 nifios. La mayoria de los casos en
2014 se reportaron en Asia (58%) y en Africa (28%), el resto de los casos se
reportaron en la region del Mediterraneo (8%), Europa (3%) y América (3%). La

tasa de tuberculosis ha descendido aproximadamente 1.5% por afio desde 2000.2

La prevalencia de tuberculosis en 2015 fue 42% mas baja que en 1990. La
reemergencia notable de la Tuberculosis fue impulsada por las deficiencias
inmunitarias de personas con VIH, las cuales incrementaron grandemente el
riesgo de que la infeccion latente de Mycobacterium tuberculosis progrese a
enfermedad activa y sea transmitida a otros. El uso inadecuado de la terapia
antituberculosa complica el problema, que conduce a la aparicion y propagacion
de cepas farmacorresistentes y multifarmacorresistentes y una necesidad de
implementacion de estrategias de tratamiento mas costosas. Es sabido por mas
de un siglo que la Tuberculosis es una enfermedad de pobreza, asociada con

hacinamiento e inadecuada higiene.

De acuerdo con la informacion disponible en el componente de Tuberculosis del
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE), en nuestro pais se
1
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registran cada afio cerca de 15 mil casos nuevos de Tuberculosis pulmonar y
cerca de dos mil defunciones por esta causa, lo que representa una importante
pérdida de afios potenciales de vida saludable y, por consiguiente, un obstaculo
para el desarrollo socioecondmico de México, ya que el promedio de edad de
muerte por este padecimiento es de 54 anos.

En el afio 2003, se diagnosticaron alrededor de 17 mil casos nuevos y casi 2 500
defunciones por esta causa. Al igual que en otros paises, la epidemia de
VIH/SIDA, la Diabetes mellitus, la Desnutricion, las Adicciones y la resistencia a
farmacos antituberculosos agravan el Panorama Epidemiolégico de la
Tuberculosis en México.3

En México, la tendencia de la mortalidad por Tuberculosis todas las formas, ha
mostrado un decremento; durante el periodo de 1941 a 1997 se presentd una
reduccion del 90.5% y en el periodo de 1990 a 1997 la reduccion fue del 32.7%.
Segun el registro y notificacion del Sistema de Vigilancia Epidemiologica de
Tuberculosis, en el afio 2010 se reportd un total de 18 848 casos nuevos de
Tuberculosis todas las formas en todo el pais, correspondiendo a una tasa de
incidencia de 16.8 casos por cada 100 mil habitantes. La tasa mas elevada se
ubicé en Baja California 54.1 casos, el resto de la tendencia por entidad federativa
se demuestra en la gréafica en barras. La distribucion por localizacion muestra que
la mayor proporcion de casos 81.6%, se encuentra en Tuberculosis pulmonar, con
una tasa de 13.7 casos.

La tasa de incidencia nacional de Tuberculosis pulmonar se ubicé en 13.7 casos
por cada 100 mil habitantes, con un total de casos nuevos de 15 384 las tres
entidades federativas con las mayores tasas fueron: Baja California 42.4 casos,
Tamaulipas 32.6 casos y Guerrero 29.3 casos.

El total de casos de Tuberculosis todas las formas, que presentaron alguna
enfermedad asociada se registr6 en 19 491 casos. Se puede observar que el
58.6% de ellos 11 427 presentan alguna comorbilidad asociada y 505 casos 2.6%
ignoran si la padecen.
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De las patologias mas frecuentemente asociadas se encuentra Diabetes mellitus
(DM) en 21% 4 048 casos, Desnutricion con 2 716 casos 14% y la coinfeccion
VIH/SIDA en 6% 1 189 casos.

De los 1 189 casos registrados con coinfeccidon Tuberculosis/VIH, el 62% (738) de
los casos presentaron una localizacion de tipo pulmonar, sin embargo, segun
criterios clinicos la localizacién de tipo miliar es considerada dentro de esta
clasificacion, por lo que al agregarlos, la clasificacién pulmonar alcanzé un total de
843 casos 70.9%. Dentro de la clasificacion otras formas, se ubican todas las
demas localizaciones: intestinal o peritoneal, 6sea, renal, genitourinaria, de piel,
ojo, suprarrenal, ganglionar, pleural, otras, de tipo mixto y las no clasificadas o
ignoradas; la proporcion de estas otras localizaciones se ubicd en 23% 275 casos.
La tasa de mortalidad de Tuberculosis todas las formas ha presentado una notoria
disminucién constante, sin embargo, en el aino 2008 se reporté un incremento que
para el siguiente afio tuvo una caida.

La tasa de Tuberculosis todas las formas ha pasado de 8.0 a 2.1 defunciones por
cada 100 mil habitantes y para Tuberculosis pulmonar de 6.5 a 1.7 defunciones.
En el ano 2009 se registraron un total de 2 225 defunciones por Tuberculosis, de
las cuales, el 69% correspondieron al sexo masculino (1 535 defunciones). La
razén hombre, mujer se registré en 2.2 defunciones en varones por cada mujer
fallecida.®

De las localizaciones reportadas, el 84.3% (1 875 defunciones) correspondieron a
Tuberculosis respiratoria (confirmada y no confirmada bacteriologica e
histologicamente). La razén de fallecimientos por Tuberculosis pulmonar-
Tuberculosis del Sistema Nervioso se registré en 18.9 muertes por TBP, por cada
defuncion de Tuberculosis del Sistema Nervioso.

La proporcion nacional de las defunciones por Tuberculosis todas las formas,
respecto a las defunciones por todas las causas, fue inferior a uno de cada 100
(0.4%). La mitad del pais registrd cifras superiores a la media nacional y
solamente Baja California registré una proporcién mayor a uno (1.2%).

A nivel nacional el método diagndstico mas frecuentemente utilizado es la

baciloscopia 75%, y en segundo lugar el histopatologico y radiolégico (8% cada
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uno). En general se diagnostican 9 casos de Tuberculosis con baciloscopia, por

cada caso detectado con estos ultimos métodos.

TAXONOMIA Y DESCRIPCION DEL AGENTE ETIOLOGICO

El bacilo tuberculoso pertenece al orden de los Actinomycetales y a la familia
Mycobacteriaceae que solamente contiene el género Mycobacterium. Dentro de
éste género se han descrito mas de 120 especies. El complejo Mycobacterium
tuberculosis engloba a un grupo de micobacterias que presentan mas del 95% de
homologia en su ADN. Estd compuesto por Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti y

Micobacterium canetii.*

La alta concentracion de G+C en el ADN de las especies de Mycobacterium se
encuentra en el mismo rango de otros géneros que de igual manera contienen
acidos micolicos en su pared celular. Tales géneros incluyen Gordonia,

Tsukamurella, Nocardia, Rhodococcus y Segniliparus.

Mycobacterium tuberculosis es un microorganismo bacilar, ligeramente curvo que
mide 0.2 a 0.6 ym por 1 a 10 ym, es aerobio, no formador de esporas y sin
motilidad. La morfologia de la colonia bacteriana es variable y va desde lisas a

rugosas y no pigmentadas hasta pigmentadas.®

El crecimiento de este microorganismo es lento, con tiempos de replicacion por
arriba de 20 horas en medios de cultivo convencionales. Aquellos
microorganismos con tasas de crecimiento rapido requieren alrredeor de 7 dias en
el medio de Lowenstein-Jensen, pero generalmente se requieren varias semanas
para poder realizar un aislamiento microbiolégico. El crecimiento de las
micobacterias es estimulado por el diéxido de carbono y los acidos grasos. La

temperatura optima de crecimiento varia entre los 30 y los 45°C.6
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LA CAPSULA DE MICOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Basados en los estudios ultraestructurales y bioquimicos mas recientes de las
micobacterias, la envoltura celular de la bacteria posee tres componentes:

membrana plasmatica, pared celular y capsula.’

La membrana plasmatica es la tipica membrana de cualquier otra bacteria y
aunque es vital para mantener los procesos homeostaticos de la bacteria, juega
un rol poco importante en los procesos patologicos de MTB. La pared celular que
rodea a la membrana plasmatica es muy compleja y asemeja la pared de una
bacteria Gram-negativa pero contiene en uno de sus polos una gran cantidad de

lipidos (ésteres de micolato) quienes forman una barrera para moléculas polares.

La cubierta mas externa la envoltura celular consiste en una mezcla de

polisacaridos, proteinas y lipidos y es llamada capsula.

La pared celular es responsable de muchas de las propiedades caracteristicas de
las micobacterias (alcohol-resistencia y lento crecimiento). La estructura basica es
caracteristica de las bacterias Gram-negativas: una membrana citoplasmatica
interna cubierta con una gruesa capa de peptidoglucanos y sin membrana externa.
El esqueleto de peptidoglucanos esta unido covalentemente con polisacaridos
(arabinogalactosano) cuyos extremos terminales estan esterificados con acidos
micolicos de alto peso molecular. Esta capa esta cubierta con polipéptidos y con
una capa hidrofoba de acidos micolicos muy antigénicos formada por lipidos libres,

glucolipidos y peptidoglucanos.®
POLISACARIDOS CAPSULARES

Los mas importantes son los glucanos, un arabinomanano y un manano, y
pequenas concentraciones de otros. El glucano tiene una masa molecular
aparente de 100 KDa, 1000 veces menor a la del glucégeno citosélico y esta
compuesta por unidades repetitivas de cinco o seis unidades de residuos 4-a-D-

glucosil sustituidos en posicion 6 con residuos mono o diglucosil.
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El heteropolisacarido D-arabino-D-manano, tiene una masa molecular aparente de
13KDa y una estructura similar a la del lipoarabinomanano y posee una cadena de
manano compuesta por un nucleo 6-a-D-manosil-1-, sustituido en algunas

posiciones 2 con unidades a-D-manosil.8
PROTEINAS CAPSULARES

Las proteinas capsulares son una mezcla compleja de polipéptidos, algunos de los
cuales son proteinas sintetizadas y transportadas al medio extracelular , mientras
que otras son proteinas citosolicas. Hasta el momento se han identificado mas de
205 polipéptidos sin embargo, separarlos entre aquellos que son sintetizados y
luego secretados hacia la superficie extracelular y los que se originan de las

proteinas citosolicas una cuestion meramente académica y no funcional.®
ROL DE LA CAPSULA EN LA PATOGENICIDAD

Lacapsula resulta de suma importancia en la patogenicidad de MTB debido a que
participa en la internalizacion de la mycobacteria debido a que tiene una posicion

privilegiada entre el bacilo y la célula huésped.
ADHESION Y PENETRACION A LA CELULA HUESPED

El crecimiento y replicacion de MTB en los fagocitos son caracteristicas bien
documentadas de la patogénesis de esta bacteria y son criticas en el
establecimiento de la infeccién, sin embargo, la colonizacién de otro tipo de
células como epiteliales, endoteliales y fibroblastos juegan un rol en la
colonizacion de tejidos profundos en los sitios de infeccion inicial y de los cuales

se produce la diseminacion.

Mediante estudios in vitro se comprobd que los bacilos de MTB se adhieren
directamente (no relacionados con opsinizacién) y a través de opsoninas a un
amplio rango de receptores entre los cuales se encuentran receptores del
complemento tipos 1, 3 y 4, receptores de manosa, el receptor de la proteina A del

surfactante, los receptores Fc y CD14.
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La opsonizacién de MTB previo a la invasion de los macréfagos es otra de las vias
de internalizacion del bacilo; este mediante el rescate de C2a para anclarlo a la C3
convertasa en sus superficie, resultando en la escision y depédsito de C3b y de

este modo se activa la cascada del complemento.®
RESISTENCIA A LAS DEFENSAS DEL HUESPED

La capsula bacteriana impide la difusién de diferentes enzimas degradativas y
péptidos bactericidas derivados del sistema inmune del huésped hacia el interior
de la célula bacteriana. Los dominios ricos en lipidos de la capsula asociados con
el lado del micolato son resistentes a la degradacién y ademas impermeables a las
enzimas proteoliticas de los macrofagos. Otro fendmeno interesante es la
inhibicion de la fusion de los fagosomas y los lisosomas y el arresto de la
maduracion de fagosoma en un endosoma temprano, los cuales confieren

resistencia a la funcion degradativa de los macrofagos. ™

FISIOPATOGENIA
PANORAMA GENERAL DE LA RESPUESTA INMUNE A MTB

M. tuberculosis ingresa al organismo al inhalar los bacilos exalados de otro

huésped infectado y de esta manera se depositan en los alveolos mas distales. '

Los bacilos de MTB infectan los macréfagos alveolares y asi se inicia la respuesta
inflamatoria temprana. Cuando la respuesta inmune del huésped se amplifica, el
reclutamiento de células del sistema inmune innato provee a MTB de muchas
mas células a las cuales puede infectar contribuyendo asi a la diseminacion del
microorganismo. Los macréfagos alveolares infectados son incapaces de matar a
MTB debido a que no pueden llevar a cabo la fusién de los fagolisosomas. Debido
a esto secretan una bateria de citosinas proinflamatorias y quimiotacticas que
incluyen el factor de necrosis tumoral (TNF), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8
(IL-8) quienes facilitan el reclutamiento de nuevos macrofagos y granulocitos al

sitio de infeccion, esto es esencial para que se forme el centro del granuloma

7
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constituido exclusivamente por macréfagos. A esto se le llama “granuloma

innato”.

Posterior a la activacion innata, las células dendriticas son reclutadas hacia el
pulmén y transportan a las bacterias 0 a sus antigenos a los ganglios linfaticos
mediastinales donde activan a las células T antigeno-especificas. Debido a la
naturaleza de la infecciéon por MTB, la mayoria de los bacilos y sus antigenos son
transportados en endosomas y son reconocidos con mayor eficacia por el
complejo mayor de histocompatibilidad clase [I (MHC Il). MHC Il facilita que las
células Th1 migren hacia el pulmén y secreten interferon gamma (IFN-Y). Debido a
que la mayoria de las células T implicadas en la respuesta inmune son CD4*,
indirectamente también se induce la presencia de células T CD48 generando
colectivamente una respuesta inmune adaptativa tipo 1. La continua produccion de
citosinas en el pulmoén por las células presentadoras de antigeno recluta nuevas
células T hacia el pulmoén y una vez que se encuentran ahi las células T rodean y
‘envuelven” a los macrofagos infectados activando a su vez sus funciones
bactericidas y fisicamente limitan la zona dafiada para restringir la diseminacion

bacteriana y es de esta forma como se forma el “granuloma inmune”. 2

La batalla continua entre la activacion cronica inmune y la persistencia bacteriana
ocasiona que los macrofagos adquieran una apariencia “epitelioide” o que se
fusionen unos con otros originando células gigantes multinucleadas. Ademas, los
mecanismos de virulencia de MTB genera el reclutamiento de nuevos macréfagos
hacia el centro del granuloma quienes fagocitan los detritus celulares y los lipidos
de las micobacterias dandoles una apariencia “espumosa”; estos macrofagos ricos
en lipidos contribuyen a la persistencia de la infeccion por MTB. En los estadios
finales de la evolucidn del granuloma, se puede observar encapsulacion fibrética o

calcificacion del mismo; constituyendo el “granuloma cronico”. Figura 1

Sin embargo, no esta claro si la funcion de la caspula fibrotica es prevenir el

escape de la bacteria o limitar el acceso de nuevas células hacia el granuloma.’®
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RESPUESTA INMUNE INNATA

MTB es controlada en la via de entrada por macréfagos y neutréfilos como parte
de la respuesta innata. Los macrofagos reconocen a la bacteria a través de sus
receptores fagociticos. La fagocitosis del bacilo por los macrofagos lo exponen al
ambiente severo intracelular que es altamente acido y con radicales superoxido y
nitrilos'4. Al contrario de lo que sucede con otras bacterias, MTB interactta con los

macrofagos para evitar su muerte por varios mecanismos:
1.- detiene la maduracioén del fagosoma evitando su fusién con los lisosomas.

2.- Las proteinas catalasa-peroxidasa y la hidroperoxidoreductasa alcalina

protegen a la bacteria de los superéxidos toxicos durante el estallido respiratorio.

3.- Algunas cepas virulentas de MTB son capaces de inducir apoptosis de los
macréfagos que infectan resultando en necrosis tisular e infeccion de nuevos

macrofagos.

4.- MTB puede manipular la secrecion de citosinas del huésped para evitar ser

eliminada.

Como parte de la respuesta innata, las células dendriticas notifican ciertos
componentes de MTB (glicolipidos) a través de ciertos receptores de
reconocimiento como los receptores tipo Toll (TLR) y los receptores de lecitina tipo
C. A diferencia de los macréfagos, las células dendriticas no son capaces de
favorecer la propagacién de MTB a otras células. Después de su activacion, las
células dendriticas presentan los coponentes procesados de MTB a las células T
nativas en los ganglios linfaticos de drenaje principal. Ademas de los macrofagos y
células dendriticas, los neutréfilos también juegan un rol importante en la
respuesta innata a través de la produccion no especifica de IFN-Y especialmente

en las etapas tempranas de la infeccion.®
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RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA

LA respuesta adaptativa hacia MTB incluye tanto la inmunidad celular como la
humoral. Los antigenos de MTB son presentados por el CMH clase |l a las células
CD4 para su activacion. Mientras tanto, los antigenos exégenos de MTB activan a
las células CD8 a través del CMH clase |. Las células CD4 tienen un rol
predominantemente inmunomodulador removiendo las células presentadoras de
antigeno infectadas, a diferencia de las CD8 quienes contribuyen directamente en
la eliminacién de las células infectadas. Después de la activacion de las células T
y su expansion clonal, las células efectoras T activadas disminuyen en numero
hasta solo ser una pequena proporcion que se transformaran en células T de
memoria. Algunas de estas células de memoria residen en los sitios de infeccion
como células T de memoria efectoras mientras que otras migran a los ganglios
cercanos para ser células T de memoria centrales. Asi, cuando se detecte
nuevamente antigenos de MTB, las células T de memoria centrales proliferan y se

diferencia rapidamente en células T efectoras para eliminarlos.

Las células T CD4 colaboradoras tipo 1 (Th1) son criticas en la eliminacion de
patégenos intracelulares. Estas células secretan IFN-Y y TNF-a para activar y

reclutar células de la respuesta innata, asi como para activar a otras células T.

Las células TH17 son un subtipo de células T CD4 importantes en el control de
MTB. Estas producen IL-17 quien desencadena el reclutamiento de neutréfilos y
CD4 productoras de IFN-Y

Al contrario de las células Th1, las células T colaboradoras tipo 2 (Th2) juegan un
rol negativo en el control de MTB al activar la secrecion de IL-4, IL-5, IL-10

quienes inhiben la respuesta Th1.

Las células T CD8 juegan un rol importante también en este tipo de respuesta;
estas células eliminan a MTB directamente por la liberacion de granulosina o
indirectamente mediante la lisis del macréfago o la célula dendritica infectados. La

citolisis se produce mediante la exocitosis de granulos que contienen granzima
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A/B y perforina y a través de la muerte celular a través de la agregacién de Fas en

la célula blanco mediante FasL.®

MECANISMOS SUBCELULARES DE LA PATOGENESIS TUBERCULOSA
INFECCION MACROFAGICA

MTB puede usar numerosos receptores de los fagocitos para infectarlos, entre
ellos se encuentran los receptores de lectina tipo C, los receptores tipo “basurero”
y los receptores del complemento. De todos ellos los mas estudiados son los
primeros y de ellos los mas importantes son el receptor de macréfagos para
manosa y la dectina 1 quienes reconocen abundantes lipoglicanos de la pared

celular y lipoarabinomananos.
ARRESTO DE LA MADURACION DEL FAGOSOMA

La capacidad de replicacion dentro del macrofago es una de las caracteristicas
que le proporcionan a MTB su latencia. La estrategia usada por MTB para
sobrevivir y replicarse dentro del macréfago esta basada en su habilidad para
detener la maduracion del fagosoma en su estado de endosoma temprano,
bloqueando la fusion de sus vesiculas entre los estados controlados por Rab5 y
Rab7. Esto permite a la bacteria limitar la acidificacién del lisosoma, tener acceso
a los nutrientes presentes en el compartimiento endosomal y evitar la liberacion

del contenido lisosomal.'”

El fagosoma de MTB se caracteriza por una retencion prolongada de los
marcadores del endosoma temprano quienes son normalmente reutilizados de la
superficie del fagosoma maduro, y numerosos endosomas tardios o marcadores
lisosomales se encuentran disminuidos o ausentes. Los ultimos marcadores
incluyen la V-ATPasa quien produce un fallo en la acidificacion del fagosoma de
MTB. Este arresto temprano del endosoma esta disefado para permitir a la
bacteria adquirir nutrientes (como el hierro) a través del reciclado de endosomas

mientras se evita el ambiente degradativo y acido del lisosoma.

11




Identificacidn de Bacilos Acido-Alcohol Resistentes mediante la técnica EST en pacientes con tuberculosis

Numerosos lipidos y proteinas efectoras de la bacteria modulan la maduracion del
fagosoma. La maduracién del mismo requiere la conversion de Rab5 a su forma
activa, GTP-Rab7 y la produccion de fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) en la
membrana del fagosoma, éstos ultimos se encuentran dafiados en el fagosoma de
MTB.

Dos de los efectores secretados por MTB, PtpA y NdkA, pueden ser los
responsables de la ausencia de Rab7 en el fagosoma: PtpA (una tirosina-
fosfatasa) desfosforila el complejo Vps33B del huésped, un componente de la
fusién homotipica y del complejo de clasificacion de proteinas, quien es critica
para la activacion de Rab7. KdkA actua como una proteina activadora de
guanosina-fosfatasa y puede catalizar la conversion de GTP a GDP en Rab7 para

hacerla inactiva.

Ademas, se sabe que los fagosomas de MTB contienen bajas cantidades de PI3P
y se presume que se debe a que el componente de la pared celular ManLAM
puede interrumpir la cascada de sefalizacion de la calmodulina-

calciodependiente.™
DANO DE LA MEMBRANA DEL FAGOSOMA Y ESCAPE BACTERIANO

El paradigma de la infeccion del macréfago por MTB es su capacidad de residir en
el fagosoma por el resto del proceso infeccioso. Sin embargo, se sabe que MTB
puede escapar del fagosoma teniendo acceso al citoplasma de la célula infectada
induciendo la apoptosis de los macrofagos y de esta manera contribuyendo a la
diseminacion de la bacteria célula-célula en un proceso que implica la
participacion del sistema de secrecion ESX-1 tipo VII. Este sitema produce un
dafo en la membrana del fagosoma haciendo de esta manera posible que MTB se
replique en el citosol. Los efectores para que esto se produzca (Esx-A/ESAT-6 y

Esx-B/CFP-10) tienen actividad litica sobre la membrana del fagosoma."
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MUERTE CELULAR

Tanto la respuesta inmune del huésped como los mecanismos de virulecnia de
MTB contribuyen a la presencia de necrosis y apoptosis. El tipo de necrosis
presente en la infeccidn por MTB es la caseosa y generalmente entre los restos
celulares de macrofagos es donde se encuentra el mayor numero de bacterias

viables.

MTB es capaz de inducir apoptosis con un mecanismo dependiente de ESX-1,
probablemente a través de su acceso al citoplasma de la célula infectada y la
interaccion subsecuente entre los componentes de la superficie como la proteina
HBHA con la superficie de la mitocondria. Una vez desencadenada la cascada de
apoptosis, como paso final se generan cuerpos apoptdsicos que contienen bacilos
de MTB los cuales son fagocitados por otros macréfagos sin exponer a la bacteria

al medio extracelular facilitando la diseminacién entre célula y célula.’®
DISEMINACION

La diseminacion hematdgena resulta de la colonizacién de los I6bulos que no
estaban previamente infectados y el establecimiento de la enfermedad
extrapulmonar. La diseminacién a los ganglios linfaticos es un punto clave en el

desarrollo de la respuesta inmune adquirida.
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FIGURA1: mecanismos fisiopatogénicos para la formacién del granuloma
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EL GRANULOMA

La respuesta inflamatoria hacia MTB esta constituida principalmente por células,
entre ellas las mas importantes son los macréfagos epitelioides sin embargo,
también se encuentran linfocitos, células plasmaticas, células dendriticas,
neutrofilos y cierto grado de necrosis.

Los macréfagos epitelioides son células fagociticas de gran tamafo que tienen
abundante citoplasma y pueden algunas veces coalescer para formar células
gigantes multinucleadas. Este proceso se puede autolimitar y formar un granuloma
o puede infiltrar el tejido adyacente y constituir la llamada inflamacion crénica
granulomatosa.

Un granuloma se define como un agregado de células del sistema inmunolégico
que bajo el microscopia aparecen como macrofagos epitelioides. 219

Los macrofagos del granuloma exhiben multiples fenotipos, como son macréfagos
maduros, macréfagos epitelioides, macréfagos espumosos y células gigantes
multinucleadas tipo Langhans.

Las bacterias se localizan con mayor frecuencia en el centro necrético el cual
contiene la mayoria de los macréfagos necréticos.

Otros tipos de células también forman parte de un granuloma, entre ellas se
encuentran neutrdfilos, células dendriticas, linfocitos T, B y NK vy fibroblastos.® 20

21,22 Figura 2
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Figura 2: representaciéon esquematica de un granuloma y sus constituyentes

Numerosos receptores de las células fagociticas captan a las micobacterias, entre
ellos se encuentran los receptores tipo C de las lecitinas (CLRs), los tipo
“basurero” (SRs) y los derivados del sistema del complemento (CRs). Los
principales CLRs incluyen el receptor macrofagico de manosa y la Dectina 1; el
primero de ellos reconoce muchas de las estructuras de la pared celular como
lipoglicanos y lipoarabinomananos mientras que del segundo se desconoce.'® Una
vez que ingieren bacterias, las células fagociticas se transportan al intersticio

pulmonar.
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METODOS HISTOLOGICOS DE DIAGNOSTICO

La tuberculosis extrapulmonar representa del 10 al 15% de los casos y cada vez
se estima que esta cifra se incremente debido a la asociaciéon con VIH. Por ello, el
diagndstico histologico de la tuberculosis juega un papel importante en la patologia

infecciosa.?3

Considerando las limitaciones de sensibilidad y especificidad de la tincién de
Ziehl-Neelsen, el cultivo y los métodos serologicos y moleculares, el analisis
histomorfolégico es el unico método para el diagnostico de la tuberculosis en

algunos pacientes.

La respuesta granulomatosa e incluso en algunos casos aquella no granulomatosa
con macrofagos espumosos solo se puede considerar secundaria a infeccion por
M. tuberculosis si se confirma la presencia del bacilo en el tejido. Asi mismo, la
presencia de granulomas con necrosis caseosa es altamente sugestiva de

infecciéon por MTB.%4
ZIEHL-NEELSEN

Desde que se descubrio el agente etiolégico de la tuberculosis surgié gran
incertidumbre por idear métodos diagnosticos certeros y de facil acceso para la
identificacion del bacilo. No fue hasta 1882 cuando Robert Koch descubri6 el
bacilo de la tuberculosis en muestras clinicas utilizando el método de Carl Weigert
y realizandole algunas modificaciones. Posteriormente otros investigadores de la
época realizaron algunas adaptaciones y mejoras al método de Koch entre los
cuales se encuentran los siguientes; Paul Ehrlich en 1886 desarroll6é el método de
la hemotoxilina con alumbre. Posteriormente Franz Ziehl modific6 el método de
Ehrlich utilizando &acido carbdlico (fenol) como mordiente. Subsecuentemente
Friedrich Neelsen cambié la tincién primaria sustituyéndola por fuchsina basica y

mantuvo la solucién mordiente. Asi fue como surgié el método Ziehl-Neelsen a
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mediados de 1890 cuya caracteristica principal es el empleo de calor para que el

colorante primario penetre la pared celular del bacilo.?®

Bajo condiciones adecuadas, el numero minimo de bacilos que se necesitan para
que esta tincién pueda detectar solo un microorganismo es de 10* a 10° bacilos
por mililitro de expectoracion; siendo este numero equiparable al necesario en
muestras histolégicas. Sin embargo y a pesar de todos los esfuerzos por unificar y

estandarizar el método, la tincion de ZN tiene una sensibilidad baja (22-43%).%6

A pesar de que es un método relativamente sencillo son multiples los factores que
llevan al resultado de falsos positivos tanto del proceso preanalitico y analitico y
ademas son inherentes a un numero infinito de factores que tienen relacion a la
preparacion de la tincion como tal (tiempo de tincion, calidad de los reactivos,
experiencia del técnico y caracteristicas propias del espécimen) haciendo muy
dificil la interpretacion de los resultados y ademas que son observador

dependiente. 27-28

INMUNOHISTOQUIMICA

La identificacion de patdgenos por medio de los métodos de inmunhistoquimica ha
sido usada por mas de medio siglo, y existen multiples estudios que pruebas su
utilidad en la deteccion de micobacterias en tejidos fijados en parafina.3% 31 32,33, 34,
35

El anticuerpo ideal para la identificacion de micobacterias debe de ser altamente
sensible y tener la capacidad de identificar a la mayoria de las especies debido al
incremento en el numero de micobacterias no tuberculosas causantes de
enfermedad en pacientes inmunosuprimidos. Por fortuna, actualmente existen
anticuerpos con altas tasas de sensibilidad, sin embargo, este incremento en la
sensibilidad también se acompafa de in indice elevado de falsos positivos; lo
anterior es critico para el patdlogo pues es preferible no subdiagnosticar un caso
pues los falsos positivos pueden corroborarse con otros métodos (cultivo,

amplificacién de acidos nucleicos, respuesta a antibioticoterapia).®
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La deteccion de micobacterias mediante inmunohistoquimica es un procedimiento
simple y sencillo que ha sido usado para identificar microorganismos porcedentes
de cultivo, expectoraciéon asi como de tejido. Anticuerpos monoclonales vy
policlonales se han usado contra varios componentes de la micobacteria y muchos
de ellos existen comercialmente. La sensibilidad del procedimiento de
inmunohistoquimica depende de varios factores como la distribucién de los
antigenos en el granuloma, el estadio clinico de la enfermedad, duracion del
tratamiento antifimico recibido previo a la biopsia y la especificidad del anticuerpo

usado.3’
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METODOLOGIA

PROBLEMA

¢.Es plausible incrementar la sensibilidad de las tinciones Ziehl-Neelsen e
inmunohistoquimica para M. tuberculosis al realizarse las dos pruebas

simultaneamente tanto en granulomas pulmonares como en extrapulmonares?
JUSTIFICACION

La identificacion de bacilos acido alcohol-resistentes en tejido es problematica y la
dificultad de ello radica tanto en puntos criticos de la fase preanalitica
(procesamiento del tejido, calidad de los colorantes, corte, etc) como de la fase
analitica (colorante precipitado, experiencia del observador, etc). El presente
trabajo pretende corroborar la eficacia de las tinciones ZN y MTB al realizarlas
simultaneamente en un espécimen para detectar tanto bacilos como sus
componentes antigénicos; tratando de explotar las virtudes que cada método

ofrece y disminuir al minimo los inconvenientes con los que cuentan.
HIPOTESIS

La prueba ZN/MTB incrementara la deteccion de Bacilos acido-alcohol resistentes

en comparacion con la técnica de ZN y MTB en pacientes con tuberculosis.
OBJETIVO

Comparar prueba EST contra la tincion de Ziehl-Neelsen y la prueba de
inmunohistoquimica para incrementar la deteccion de bacilos en pacientes con

tuberculosis.
SUJETOS DE ESTUDIO:

UNIVERSO: pacientes del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion

Salvador Zubiran.

MUESTRA: pacientes con diagnéstico clinico y microbioldgico de tuberculosis
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TEMPORALIDAD DEL ESTUDIO

Estudio retrospectivo, comparativo y analitico

CRITERIOS DE INCLUSION:

e Diagnoéstico de tuberculosis corroborado con prueba terapéutica y cultivo
e Biopsia obtenida en el Instituto

e Material suficiente para la realizacién de 3 cortes

CRITERIOS DE EXCLUSION:

e Biopsia con mas de 90% de necrosis

e Coinfeccién con algun otro microorganismo
VARIABLES
INDEPENDIENTES

TINCION DE ZIEHL-NEELSEN: dicotémica, nominal, expresada como positivo o

negativo.

INMUNOHISTOQUIMICA: dicotémica, nominal, expresada como positivo o

negativo.

PRUEBA EST: nominal, expresada como positiva a Ziehl-Neelsen, positiva a

Inmunohistoquimica, positiva a ambas o negativa.
DEPENDIENTES

INFLAMACION GRANULOMATOSA: dicotdmica, nominal, expresada como

presente o ausente.
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PROCEDIMIENTO
PACIENTES Y MUESTRAS

El presente estudio es retrospectivo y consistid en la evaluacion del material con el
que se cuenta en el departamento de Patologia de aquellos pacientes que cuenten
con el diagnéstico de tuberculosis (estandar de oro prueba terapéutica o cultivo)

en el periodo comprendido entre los afos 2005y 2010.

Se escogieron 32 casos y se distribuyeron en dos grupos: tuberculosis pulmonar y
tuberculosis extrapulmonar (linfatica, intestinal y otras). Los cortes iniciales fueron
revisados y se escogio la laminilla que tuviera mas granulomas y necrosis

caseosa.

Otros 20 casos control fueron incluidos de un grupo de pacientes sin diagndstico
de tuberculosis y que sus cortes mostraran inflamacién créonica granulomatosa
pero de tipo a cuerpo extrafo; los tejidos de este grupo fueron variados e

incluyeron pulmén, piel y epiplén.

Todas las interpretaciones fueron realizadas solo por una persona y se llevo a

cabo una revision por otro patdlogo de una muestra determinada de casos

TINCION ZIEHL-NEELSEN

Se realiz6é utilizando la técnica tradicional. Se obtuvieron cortes de 4um de
espesor, se desparafinaron y posteriormente se les aplicé el colorante Fuchina
alcohdlica por 20 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se decoloraron
con una solucién de alcohol acido y posteriormente se contrastaron con azul de

metileno. Se hizo una busqueda inicial de BAAR a 40X se corroboraron a 100X.
INMUNOHISTOQUIMICA

Se utilizo el anticuerpo anti-TB de la casa comercial BioCare Medical® CP140 PP

140AA a una dilucion de 1:500. Se utilizaron cortes de 4um de espesor las cuales
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se desparafinaron y posteriormente hidrataron. Después de recuperar el antigeno,
se aplico el anticuerpo primario por 30 minutos a temperatura ambiente. Para la
visualizacion se utilizé 3,3'-diaminobencidina por 5 minutos. Los cortes fueron
contrastados con HE. En cada caso se incluyé un control positivo (granuloma
pulmonar). La expresion del antigeno fue examinada bajo 40X. Se considero
positivo aquel caso que presentara parches irregulares de granulos café-obscuros

y que estuvieran localizados exclusivamente en la zona necrotica.
TINCION ZN/MTB

Se utilizo el método desarrollado por Che et al8, el cual esta baso en los principios
de las tinciones de ZN y los procedimientos de inmunohistoquimica para detectar
BAAR vy antigenos de MTB en una misma laminilla. El procedimiento consiste en lo
siguiente: desparafinacion, rehidratacion, recuperacion del antigeno, aplicacion del
anticuerpo y visualizacion con DAB, posteriormente a las laminillas se les aplica
Fuschina alcohdlica por 20 minutos seguido de la aplicacion del alcohol-acido.
Posterior al lavado con agua destilada, los cortes se contrastan con HE. La
expresion del antigeno fue evaluada bajo 40X y la presencia de BAAR y se

corrobord a 100X.
ANALISIS ESTADISTICO

El rendimiento de cada una de las tinciones fue capturado en una base de datos.
Se realizd un analisis descriptivo de cada una de las variables utilizando el
paquete estadistico STATA v. 11.1 resumiendo los datos con medidas de
tendencia central (media o mediana) y de dispersiéon (desviacion estandar o rango
intercuartilico) segun su tipo de distribucion, si son variables cuantitativas; y con
porcentajes si son variables cualitativas. La prueba X? de Pearson se utilizé para
determinar la significancia de cada una de las variables categodricas. Se consideré

estadisticamente significativo aquel valor de p<0.05.
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ASPECTOS ETICOS

El estudio se apegd a los lineamientos de la Ley General de Salud, en el Titulo

Quinto “Investigacion para la Salud”, Capitulo unico, articulos 96 a 103.

Este estudio no contempldé ningun método invasivo, corresponde por lo tanto a
una investigacion sin riesgo segun lo establecido en el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion, Titulo Segundo “De los Aspectos
éticos de la Investigacion en Seres humanos”, articulo 17, fraccién I. Por tratarse
de investigacion sin riesgo, no fue necesario obtener consentimiento informado,

segun articulo 23 del Reglamento mencionado.
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RESULTADOS

Se estudiaron 32 biopsias de 32 pacientes (18 hombres y 14 mujeres) con

diagnodstico de tuberculosis. La mayoria de las biopsias fueron de pulmén 16/32

(51.61%) seguido de ganglio linfatico 7/32 (21.88%) (Tabla 1).

Tabla 1: Caracteristicas generales de pacientes con tuberculosis

Total Hombres
Edad 38+13.58 40.2+15.44
Tipo de tejido
Pulmoén 16 (50%) 7 (38.89)
Ganglio linfatico 7 (21.88%) 4(22.22%
Pleura 2 (6.25%) 2 (11.11%)
Epiplon 2 (6.25%) 1(5.56%)
Otros 5 (15.62%) 4(22.22)
Total 32 18(56.25%)

Mujeres
35+10.56

9 (64.24%)
3 (21.43%)
0
1(7.14%)
1(7.14%)
14 (43.75)

Del total de biopsias estudiadas, en 75 % de los casos se documentd la presencia

de granulomas con histiocitos epitelioides y células gigantes multinucleadas y un

centro constituido por necrosis caseosa; en los 8 casos restantes soélo se

observaron granulomas sin necrosis central (Tabla 2).

Tabla 2: Tipo de respuesta inflamatoria en pacientes con tuberculosis

Respuesta inflamatoria Total Hombres Mujeres
Granulomatosa con necrosis caseosa 24 (75%) 14 (77.78%) 10 (71.43%)
Granulomatosa sin necrosis caseosa 8 (25%) 4(22.22%) 4 (28.57%)

Al examen microscépico de los 20 casos control, se observé que la mayoria

contenian infamaciéon crénica granulomatosa tipo cuerpo extrafio (material de

sutura, minerales, etc) sin histiocitos epitelioides o necrosis caseosa. Sin embargo,
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al investigar la presencia de mycobacterias se documentoé la prueba positiva en un

caso con ZN y con la prueba ST y cuatro con la reaccion de inmunohistoquimica.

De los 32 casos, sélo se identificaron bacilos acido-alcohol resistentes en el
78.13% (25) con el método tradicional (ZN), a diferencia del método de
inmunohistoquimica donde sélo se logré identificar inmunorreactivdad en el 62.5%;
el patron de tincion fue granular fino de localizacion variable pero
predominantemente en la periferia del granuloma y en menor cantidad en las
zonas necroticas. El patron tintorial en las micobacterias es uniforme y aparecen

como estructuras bacilares mas anchas que largas (Tabla 3) (Figura 3).

Tabla 3: Rendimiento diagndstico de las pruebas ZN, IHQ y ZN/IHQ

Ziehl-Neelsen Inmunohistoquimica  ZN/IHQ
Pacientes con tuberculosis 25 (78.13%) 20 (62.5%) 29 (90.6%)
Pacientes control 1 (5%) 4 (20%) 1 (5%)

Con la doble tincion ZN/IHQ se incrementa el numero de casos positivos en
comparacion con las dos técnicas aisladas hasta 90.6% de los casos positivos. Al
comparar la asociacion de los casos positivos de los tres métodos con el tipo de
granuloma (con necrosis caseosa o sin ella) y el tipo de tejido se corrobora que los
casos positivos son aquellos que tienen granulomas bien formados con necrosis
caseosa central y que el tipo de tejido que mas positivos tiene es el pulmén (esto

por ser mayoritario en la muestra). Tabla 4

Tabla 4: Rendimiento de las pruebas por tipo de tejido e inflamacion

ZN positivo IHQ positivo  ZN/IHQ positivo
Respuesta inflamatoria

Granulomatosa con necrosis caseosa 20 (80%) 18 (90%) 24 (82.76%)
Granulomatosa sin necrosis caseosa 5 (20%) 2 (10%) 5(17.24%)
Tipo de tejido

Pulmén 12/16 (75%)  11/16 (69%)  15/16 (93.7%)
Ganglio linfatico 7/7 (100%) 7/7 (100%) 7/7 (100%)
Pleura 1/2 (50%) 0/2 (0%) 2/2 (100 %)
Epipldn 1/2 (50%) 1/2 (50%) 1/2 (50%)
Otros 2/5 (40%) 1/5 (20%) 3/5 (60%)
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Al comparar el rendimiento diagnostico de cada una de las pruebas encontramos
que la mas sensible es la prueba ZN/MTB (90.63%). De igual manera, la que tiene
el cociente de probabilidad positivo mas alto es la prueba ZN/MTB (19.03) seguido
del ZN (16.41) y finalmente la inmunohistoquimica (13.13). Por otro lado, la prueba
con el cociente de probabilidad negativo mas alto es la inmunohistoquimica (0.39)

y aquella con el mas bajo es la prueba ZN/IHQ (0.10) (Tabla 5).

Tabla 5: Rendimiento detallado de las pruebas ZN, IHQ y ZN/IHQ

Diagnosticados correctamente
Sensibilidad

Especificidad

Valor predictivo positivo

Valor predictivo negativo

Cociente de probabilidades positivo

Cociente de probabilidades negativo

ZN (IC95%)
84.91% (71.85-92.81%)
78.13% (59.56-90.06%)
95.24% (74.13-99.75%)
96.15% (78.42-99.80%)
74.07% (53.41-88.13%)

16.41 (2.40-112.08)
0.23 (0.12-0.45)

IHQ (1C95%)
69.23% (54.74-80.88%)
62.50% (43.75-78.34%)
80.00% (55.73-93.39%)
83.33% (61.81-94.52%)
57.14% (37.43-74.97%)
3.13 (1.25-7.82)
0.47 (0.28-0.77)

ZN/IHQ (IC95%)
92.45% (80.93-97.55%)
90.63% (73.83-97.55%)
95.24% (74.13-99.75%)
96.67% (80.95-99.83%)
86.96% (65.33- 96.57%)

19.03 (2.80-129.29)

0.10 (0.03-0.29)

De los casos que fueron ZN negativos, con IHQ se logro identificar 1, y con la
doble técnica ZN/IHQ 6 mas. Asi mismo, de los casos IHQ negativos, con la doble

técnica ZN/IHQ se identificaron 10 mas. Tablas 6y 7.

Tabla 6: Comparacion de IHQ y ZN/IHQ contra ZN

IHQ ZN/IHQ
Positivo Negativo ZN positivo  IHQ positivo Ambos positivos  Negativo
ZN positivo 19 (76%) 6 (24%) 5(20%) 4 (16%) 14 (56%) 2 (2%)
Zn negativo 1(14.29%) 6 (85.71%) 1(14.29%) 1(14.29%) 4 (57.14%) 1(14.29%)

Tabla 7: Comparacion de ZN/THQ contra IHQ

ZN/IHQ
ZN positivo IHQ positivo  Ambos positivos  Negativo
IHQ positivo 2 (10%) 4 (20%) 13 (65%) 1 (5%)
IHQ negativo 4 (33.33%) 1(8.33%) 5(41.67%) 2 (16.67%)
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Figura 3:

Fotomicrografias de los cortes examinados con
tincion convencional y de cada una de las
técnicas.

A y B: ganglio linfdtico con pérdida de la
arquitectura normal con necrosis caseosa en su
centro. (H&E 4X)

C: tincion de Ziehl-Neelsen en la que se observan
abundantes bacilos dcido-alcohol resistentes (ZN
100X).

D: tincion de Ziehl-Neelsen de una célula gigante
multinucleada con un bacilo en su interior (ZN
100X)

E: Inmunohistoquimica contra MTB, se observa el
patrén granular uniforme y disperso, también se
identifican algunos bacilos con inmunomarcacion.
(100X)

F: gran aumento de wuna célula gigante
multinucleada con gran cantidad de antigenos de
MTB en su interior (100X)

G: doble tincién ZN/IHQ, se observan abundantes
depdsitos granulares finos que contrastan con
bacilos dcido-alcohol resistentes (100X)

H: gran aumento de una célula gigante
multinucleada conteniendo antigenos de MTB y
bacilos en su interior (100X)
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DISCUSION

El papel diagndstico de la inmunohistoquimica ha virado de ser un método util en
la identificacién de tumores a ser una herramienta importante en la identificacion
de microorganismos. Debido a que los métodos tradicionales son observador-
dependientes, cada vez son mas los estudios en los que se menciona su
superioridad con respecto a las técnicas de histoquimica e incluso que la

inmunofluorescencia.3 40. 41,42, 43

En nuestro estudio, sin embargo, el rendimiento diagndstico de la IHQ en
comparaciéon con el ZN fue bajo; lo cual se pudiera explicar debido a que la
mayoria de los estudios realizados utilizan un anticuerpo monoclonal contra un
antigeno especifico de la pared celular de la mycobacteria, a diferencia del nuestro

que es un anticuerpo policlonal mucho menos sensible.

Es interesante el resultado obtenido con la técnica ZN/IHQ y dado que los
pioneros de éste método (Che N. et al)®® son los Unicos en implementarlo hasta
este momento, este trabajo es pionero en la implementaciéon del mismo. A
diferencia de ellos, que utilizaron un anticuerpo especifico y que ellos mismos
sintetizaron, el patréon de expresion e inmunorreactividad del nuestro (que es
policlonal y de una casa comercial) es diferente. Estos investigadores reportan que
su anticuerpo se observa sobre todo en las zonas de necrosis caseosa debido a
que su anticuerpo esta dirigido hacia en antigeno Ag85B, que es una proteina que
forma parte de un complejo encargado de acoplar acidos micolicos al
arabinogalactano de la pared celular, y debido a que al inducir la apoptosis y
necrosis de los macréfagos que infecta, MTB queda expuesta al medio ambiente
del granuloma y al ser una proteina de gran peso molecular, se queda depositada

en esta localizacion. 42

Observamos que la localizacion de la positividad mediante IHQ es
predominantemente en la periferia del granuloma, especificamente en la
localizacion de los histiocitos; esto se pudiera explicar por la premisa de que al

utilizar un anticuerpo policlonal se esperaria reactividad con mas epitopes,
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ademas de que al ser presentados los antigenos hacia las células dendriticas del
granuloma éstas son las que mostrarian mayor cantidad de restos de MTB y por lo
tanto la expresion del antigeno estaria mayoritariamente en la localizacion de

éstas células en el granuloma (hacia la periferia).

La sensibilidad de la prueba ZN/IHQ es mayor comparada con las dos separadas,
al igual que lo observado por los creadores de ésta técnica. Resulta interesante
que de los casos que habian sido ZN e IHQ negativos, con éste método se
interpretaron como positivos. Debido a que la interpretacion del ZN se debe
realizar a grandes aumentos y que la probabilidad de identificar un bacilo depende
de la cantidad de éstos, identificar gran cantidad de restos inmunogénicos de
MTB por IHQ rodeando a una cantidad minima de bacilos es de gran utilidad al
momento de interpretar la prueba; de este modo se puede empezar a rastrear la
laminilla con el objetivo de seco débil (100X) e interpretar con mayores aumentos

las zonas mas sospechosas de inmunorreaccion en busca de bacilos.

Con base en los fundamentos de cada técnica por separado, la deteccién de
bacilos por medio de ZN requiere de un numero minimo de bacilos en el tejido y
ademas que éstos bacilos estén intactos; dependiendo del anticuerpo que se use,
la identificacién de antigenos de MTB es mas probable que la observacion de
bacilos como tal sin que esto sea una premisa. Por lo tanto, explotar las bondades
de cada una de las técnicas es muy ventajoso al momento de evaluar tejidos con

poca respuesta granulomatosa y con una cantidad de bacilos escasa.

No encontramos asociacién entre el tipo de tejido evaluado y la positividad de
cada una de las pruebas. Si bien, existen informes donde se menciona que es
mas benéfico realizar IHQ en ganglio linfatico que en otros tejidos por la
posibilidad de falsos positivos por tincion de fondo y la inmunorreacciéon cruzada

con otros antigenos.
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CONCLUSIONES

La prueba ZN/IHQ tiene mejor rendimiento diagndstico en comparaciéon con ZN e

IHQ por separado.

El método de inmunohistoquimica presenta menor rendimiento diagnoéstico en

comparacion con ZN, pero la prueba combinada supera al ZN e IHQ por separado.

Las tasas de positividad dependen de la cantidad de bacilos y de la respuesta

granulomatosa que se observe.
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