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1. Introduccién

La tuberculosis (Tb) es unos de los principales problemas de salud. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) inform6 en 2018 que 10.4 millones de
personas desarrollan Th cada afio y cerca de 2 millones mueren a causa de este
padecimiento.(1) La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) incrementa el riesgo de
desarrollar Tb pulmonar activa (TBPA)(2,3) y est4 asociada con pobres resultados
en el tratamiento para Tb(4). Mundialmente el 15% de casos estimados de Tb son
atribuidos a DM2 (5). La Federacion Internacional de Diabetes (IFD) ha estimado
que el niumero de personas con DM2 incrementard en los proximos 20 afios en
55%. Actualmente cerca del 70% de los pacientes con DM2 habitan en paises de
ingreso per capita medio o bajo y se estima que el mayor incremento en la tasa de
DM2 ocurrir4 también en estos paises. Siete de los paises con alta prevalencia de
TB se encuentran también entre los primeros lugares de prevalencia de DM2.
Esto representa una gran cantidad de personas en riesgo de desarrollar TBPA y

como consecuencia un incremento en el reservorio de Tb (Figura 1)(6).

Estimacion total del nUmero de adultos (20 a 79 afios) viviendo con diabetes en el
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Fig.1. Estimacion mundial de personas con DM 2. (Modificado de International

Diabetes Federation)



2. MARCO TEORICO

La Th es una enfermedad infecciosa causada por microorganismos del complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB), afecta principalmente a los pulmones (Th
pulmonar), pero puede afectar otros sitios del cuerpo como el aparato digestivo,

huesos, articulaciones y piel, entre otros (Tbh extrapulmonar)(7).

Existen dos presentaciones de la enfermedad, la TBPA, se presenta cuando los
pacientes infectados presentan signos y sintomas propios de la enfermedad, como
pérdida de peso, evidencia radiogréafica (cavitaciones, nédulos, opacidades en
I6bulos inferiores, o compromiso multilobar, adenopatias toracicas), fiebres
nocturnas, diaforesis, tos, expectoracion sanguinolenta y baciloscopia positiva. La
confirmacion de la TBPA se realiza mediante el cultivo de muestras de
expectoracion y el aislamiento de M. tuberculosis. La Tb se transmite a traves del
aire, en gotitas de fllgge o flush, pequefas gotas de saliva en gotitas de 0.03 —
1uM, que se liberan cuando los sujetos infectados tosen, estornudan o hablan, los
bacilos que se encuentran en estas gotitas, son inhaladas por individuos cercanos
a ellos. Estas particulas infectantes, se alojan en los alveolos en donde el bacilo
es fagocitado por los macrofagos alveolares, invaden el epitelio subyacente y
ocasionan una respuesta inflamatoria local que resulta en el reclutamiento de otras
células mononucleares de los capilares cercanos. Lo anterior, proporciona nuevas
células susceptibles de ser infectadas y favorece el incremento de la poblacién

bacteriana y permite al patdgeno cruzar la barrera alveolar (8,9).
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La mayoria de los individuos infectados por M. tuberculosis, desarrollan una
respuesta inmune celular efectiva entre 2-8 semanas después del contagio, con lo
cual se detiene la multiplicacion del bacilo (10). Los linfocitos T activados,
macrofagos y otras células del sistema inmune forman granulomas que rodean el
tejido necrotico y limitan la replicacion y diseminacion del bacilo. Durante este
proceso, la mayoria de las micobacterias son eliminadas y se detiene el progreso
de la enfermedad. Sin embargo, la capacidad de erradicar completamente al
patdgeno presenta gran variabilidad entre los individuos, y en la mayoria de los
casos, el bacilo desarrolla estrategias efectivas para evadir la respuesta inmune lo
cual resulta en la sobrevivencia y persistencia de algunos bacilos en un estado no
replicante en el hospedero, que se denomina tuberculosis latente (TBL) (11).
Como se observa en la figura 2. Para fines epidemiolégicos y clinicos, la TBL se
define por la evidencia inmunoldgica de exposiciéon a MTB: positividad a la prueba
cutanea de tuberculina (TST) o a los ensayos de liberacion de interferon-y (IGRA),

en ausencia de signos, sintomas y datos radiolégicos de TBA (12).
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Fig. 2. En esta figura se representa la respuesta inmune en un sujeto sano con

infeccion por M. tuberculosis. (Modificado de Martinez N y Kornfeld H, 2014)
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El balance entre la inmunidad del hospedero y la multiplicacion del bacilo
determinan alguno de los siguientes desenlaces en la infeccidon: 1) TBA primaria
una minoria de la poblacion desarrolla rapidamente sintomas clinicos poco tiempo
después del contagio, 2) TBL, la mayoria de las personas infectadas no muestran
signos de enfermedad y adquieren inmunidad efectiva, y finalmente 3) TBA post-
primaria, en una proporcion de los individuos con TBL reactivan la enfermedad

afos después (13,14).

2.1. Diabetes mellitus tipo 2 y epidemiologia

La DM2 es una enfermedad crénica no transmisible grave, que se caracteriza por
hiperglucemia causada por la deficiencia relativa o absoluta de la insulina
(hormona que regula la cantidad de glucosa en la sangre) o cuando el organismo

no puede utilizar de manera eficaz la insulina que produce (15).

La prevalencia mundial de DM2 es creciente, actualmente es de 422 millones de
casos y se estima que sea la séptima causa de muerte en el 2030. El nUmero de
personas afectadas esta en aumento en cada pais, el 77% de las personas con
DM2 vive en paises con ingresos bajos y medios (Fig. 1); la edad promedio de los
sujetos afectados con DM2 se encuentra entre los 40 y 59 afios. En México, la
prevalencia de esta enfermedad es de 4 millones de personas diagnosticadas (16),
asi mismo, la DM2 es la principal causa de muerte segun los datos reportados por
el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), estos datos concuerdan

con lo reportado por Estrada G y cols., en una revision donde se mostro a la DM2
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como la principal causa de muerte en adultos en México desde el afio 2000 a la

fecha (17).

2.2. Asociacion epidemioldgica entre tuberculosis y diabetes mellitus tipo 2

Se ha estudiado desde hace muchas décadas, la asociacién epidemiologica entre
DM2 y TBPA, sin embargo, la magnitud de la asociacion ha sido inconsistente en

los diferentes estudios con base poblacional.

En estos estudios realizados en paises con prevalencia baja de TB como
Dinamarca (aOR 1.18, IC 95% 0.96-1.45) y Australia (RR 1.78, IC 95% 1.17-2.73)
han reportado asociaciones débiles entre ambas enfermedades (18-20). En
contraste, otras regiones con prevalencia moderada y alta de TB como Taiwan
(@aHR 2.09, IC 95% 1.10-3.95), Corea del Sur (RR 3.57 IC 95% 3.07-5.16), Hong
Kong (aHR 1.77, IC 95% 1.41-2.24) y la India (RR 2.24 IC 95% 1.38- 3.65) han
informado asociacién de mayor magnitud entre ambos padecimientos (21-24). En
este mismo sentido, un estudio reciente en el que se analizaron datos de la OMS
de 46 paises, se identificO que en los paises con menor ingreso per capita y
prevalencia elevada de TB, los pacientes con DM2 presentan mayor riesgo de

desarrollar TBA (OR 2.29 IC 95% 1.84-2.39) (25).

En un metandlisis reciente, el cual incluyé datos de 13 estudios observacionales
de paises con diferentes prevalencias de Th, se informo un riesgo relativo de 3.11
(IC 95% 2.27- 4.36) calculado con base a estudios de cohorte para TBA en

pacientes con DM2 (2).
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En México, un estudio realizado en el afio 2004 en poblacion abierta en el estado
de Veracruz, mostro una tasa 6 veces mayor de TBPA en presencia de DM2 (24).
En este mismo estudio se estimd que el 60% de los casos de TBA se presentara
en pacientes con DM2 en los préoximos afos (24,25). Sin embargo Delgado G y
cols., informaron recientemente, en un estudio realizado en varios estados de la
Republica Mexicana, un incremento de 82.64% de incidencia de TBPA asociada a
DM2; en contraste con la tasa de TBPA sin DM2 que disminuyd en 26.77%

comparado con lo reportado en 2004 en el estado de Veracruz (27).

2.3. Asociacion entre el control glucémico, complicaciones relacionadas a

diabetes y el desarrollo de tuberculosis activa.

Algunos estudios sugieren que el riesgo de desarrollar TBPA en los pacientes con
DM2 es mayor en aquellos sujetos que presentan hiperglucemia crénica o pobre

control glucémico.

A este respecto, una cohorte de pacientes con DM2 > 65 afios, mostré que los
individuos con hemoglobina glucosilada (HbAlc) >7% presentaban mayor riesgo
de TBPA (aRR 3.1 IC 95% 1.6-5.9) que los individuos con HbAlc <7%. En
contraste, una cohorte Danesa no encontré incremento en la asociacion de DM2

con TBPA en sujetos con HbAlc >8%(19,24).

Mientras que, en un estudio de casos y controles realizado en California, se
informo6 una mayor asociacion con TBPA en pacientes con DM2 con pobre control
glucémico y en presencia de complicaciones especialmente en poblacion hispana

(aOR 5.73 IC 95% vs 4.78-6.87)(28). Asi mismo, una cohorte Australiana, reporto
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un incremento en la asociacion con TBPA en los pacientes usuarios de insulina
(@aRR 2.27; IC 95% 1.41-3.46 vs 1.48 IC 95% 1.04-2.10), sin embargo, no fue
posible esclarecer si el uso de insulina es un factor de riesgo independiente para

TB o un indicador de mayor duracion y severidad de DM2 (20).

Lo anterior sugiere que el riesgo de desarrollar TBPA se incrementa en los
pacientes con DM2 con inadecuado control glucémico y en los que presentan las
complicaciones cronicas de la enfermedad sin embargo, la asociacién no ha sido

consistente en todos los estudios.

2.4. Alteraciones inmunoldgicas en presencia de hiperglucemia crénica y

diabetes mellitus tipo 2

Estudios en modelos de ratones con DM2 vs ratones euglucémicos infectados
experimentalmente con M. tuberculosis, han reportado un incremento en la
mortalidad y en la carga bacteriana pulmonar en los con ratones con DM2 (29).
Otro estudio, en un modelo de DM2 inducido con estreptozotocina en ratones,
mostré que los ratones con hiperglucemia crénica (> 3 meses), presentan cargas
micobacterianas un logaritmo mayor, respuesta inmune adaptativa retardada,
menor produccion de interferon-y (IFN- y) durante la respuesta inicial y menor
cantidad de células reactivas al antigeno ESAT-6 en comparacion con ratones con
hiperglucemia aguda (< 1 mes) (30). Otro estudio, en donde se utilizé el mismo
modelo animal, identificé que la presentacion de antigenos se encontr6 retardada,
menor produccion de citocinas Thl, niveles disminuidos de factores quimiotacticos

(CCL2 y CCL5), menor agregacion de leucocitos en el sitio de la primo infeccion
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(pulmon) y menor expresion de la enzima éxido nitrico sintetasa en los ratones con

hiperglucemia cronica(31,32).

Los estudios de inmunopatogénesis de DM2 y TB en humanos son escasos y en
algunos de ellos se ha confirmado la disminucion en la produccion de citocinas
Th1l observada en modelos animales (33), sin embargo, en un estudio realizado en
hispanos con DM2 e hiperglucemia cronica se observo una respuesta contraria al
estimulo de la sangre con el antigeno PPD (Purified Protein Derivative), en donde
se mostré una produccién mayor de citocinas Thl en comparacion con los sujetos
sanos. La explicacion de la discrepancia observada, se atribuyé a una mayor
carga micobacteriana y a la regulacion deficiente en la produccién de citocinas en
los sujetos con DM2, sin descartar un componente genético de la poblacién

estudiada (Fig. 3) (34,35).
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2.5. Tuberculosis latente, diabetes mellitus y riesgo de reactivaciéon

Las personas infectadas o expuestas a M. tuberculosis, se pueden identificar
mediante la prueba cutdnea de la tuberculina (TST, Tuberculin Skin Test),
después de seis a ocho semanas de exposicion al bacilo de la Th. La TST es una
intradermorreaccion basada en la hipersensibilidad retardada en respuesta a una
mezcla compleja de mas de 200 antigenos de M. tuberculosis conocida como
PPD. Esta prueba ha sido utilizada durante mas de 100 afios, y constituyé hasta
hace un par de décadas, la Unica forma de diagndstico de TBL. La induracion
mayor de 5 mm, (10 a 15 mm dependiendo de la prevalencia de enfermedad en la
region) medida en 48 a 72 horas después de la aplicacion del PPD, es
considerada positiva. La TST no puede distinguir entre la infeccion por
microorganismos del complejo M. tuberculosis (CMTB), y la sensibilizacion con
otras micobacterias ambientales, dado que puede existir cierta reactividad cruzada
por exposicidn a este tipo de micobacterias (36). Por otro lado, la vacunacién con
BCG puede causar resultados falsos positivos de la TST pocos afios después de
su aplicacion (0-5 afios), sin embargo, este tipo de reactividad cruzada a los
antigenos contenidos en el PPD, suele ocasionar reacciones de moderada

intensidad (5-10 mm de induracién) (37).

En la actualidad, se encuentran disponibles pruebas méas sensibles y especificas
para detectar TBL. Estas pruebas son denominadas ensayos de liberacion de IFN-
vy (IGRA Interferon-y release assays), y permiten detectar la respuesta de las
células T, ante la estimulacién con los antigenos ESAT-6 y CFP-10, los cuales son

especificos de M. tuberculosis. Estas pruebas son consideradas como positivas
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cuando se detecta secrecion de Interferon-y (IFN-y) por las células T. Esta
determinacién se puede realizar mediante la técnica de ELISPOT en donde el
resultado se da en unidades formadoras de manchas (SFU Spot Forming Units) y
se considera una prueba positiva cuando se detectan >8 SFU. La prueba de IGRA
detecta directamente los niveles de IFN-y, y el resultado se expresa en unidades
internacionales/ mL (positiva >0.35 Ul/mL). Se sabe que los antigenos utilizados
en estas pruebas, estan codificados por genes ausentes en la cepa vacunal M.
bovis BCG, y por ello se incrementa la especificidad de la prueba en la poblacién
gue ha sido vacunada. Entre los principales inconvenientes de la prueba de IGRA
se encuentra una importante tasa de reversion (30%) pero no se ha encontrado un

significado biolégico claro (38,39).

Por otro lado, en la actualidad se reconoce que la TBL es en realidad un espectro
dentro del cual la positividad de TST o IGRA pueden tener un significado biolégico
diferente, en algunos casos, la positividad a estas pruebas corresponde a una
“cicatriz inmunoldgica” sin la presencia de bacilos, mientras que en otros
representa la contencion inmunoldgica activa de bacilos en estado latente, los
cuales pueden reiniciar su replicacién si ocurre alguna alteracion en la respuesta
inmune (33). Sin embargo, en la actualidad no existen herramientas que nos
permitan distinguir estas dos condiciones en los sujetos que presentan una prueba

TST o IGRA positiva.

Lo anterior hace sentido con estudios epidemioldgicos los cuales muestran que
solo de 5-10% de los individuos con TBL desarrollaran la enfermedad durante el

curso de su vida, sin embargo, el riesgo aumenta de 5-15% por afio en presencia
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de otros factores, como la infeccidon con Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH), el uso prolongado de esteroides, el uso de inhibidores de factor de necrosis

tumoral y el trasplante de 6rganos, entre otros (40,41).

En los paises con baja prevalencia de TBL, como parte de las intervenciones para
lograr el control de la enfermedad, se recomienda el tratamiento de esta infeccion
con isoniacida (INH) 300mg/dia durante 6-9 meses. Esta estrategia ha mostrado
disminuir el riesgo de progresion a TBPA hasta en un 90%(41,42).Sin embargo, en
paises de prevalencia moderada y alta de Th, dicho tratamiento se administra

Unicamente a las poblaciones en mayor riesgo de desarrollar TBPA.

En el caso particular de DM2, no existen estudios prospectivos que hayan
determinado el riesgo de TBPA entre los sujetos con TBL y tampoco se ha
determinado la utilidad de administrar tratamiento con INH. En el consenso mas
reciente de la OMS se consideré esta estrategia como poco practica debido a la
gran cantidad de individuos que serian expuestos a los efectos adversos de la INH
y el alto costo del tratamiento para los sistemas de salud en los paises con alta

prevalencia de ambos padecimientos (43).

2.6. Ensayos de Inhibicién del Crecimiento Micobacteriano

Recientemente, se han reportado en la literatura diversos ensayos in vitro que
permiten caracterizar la respuesta inmune celular de cada individuo contra la
infeccion por M. tuberculosis. Estos ensayos son realizados in vitro mediante el
aislamiento y cultivo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC,

Peripheral Blood Mononuclear Cell) o bien son realizados con sangre total, con

21



in6culos conocidos de diferentes cepas de M. tuberculosis y se les ha denominado

Ensayos de Inhibicion del Crecimiento Micobacteriano (EICM) (44).

Estos ensayos se clasifican de acuerdo con las subpoblaciones especificas de
PBMC utilizadas con y sin estimulacion previa, con antigenos de M. tuberculosis.
En los ensayos donde se utilizan linfocitos y sin estimulacion antes del co-cultivo,
se les denomina ensayos de inhibicion linfocitaria primaria. Los ensayos que
emplean PBMC para el co-cultivo con las cepas de M. tuberculosis, se les
denomina ensayos de inhibicién linfocitaria secundaria y permiten evaluar la
participacion de las células de memoria central. Finalmente, otro grupo de ensayos
emplea sangre total, la cual se co-cultiva directamente con la cepa de M.
tuberculosis, a éstos se les conoce como Ensayos de Inhibicién del Crecimiento
Micobacteriano en Sangre Total (EICMST). Estos ensayos se han empleado con
el propdsito de determinar la intervencion de las diferentes subpoblaciones
celulares en la respuesta inmune celular y humoral contra M. tuberculosis. Los
ECMST se consideran adecuados para su uso en estudios clinicos debido a su

simplicidad técnica (43).

2.7. Ensayos de inhibicién del crecimiento micobacteriano en sangre total

Las micobacterias residen y se multiplican dentro de los macroéfagos, la habilidad
de estas células para regular los mecanismos bactericidas parece fundamental
para la contencion exitosa de los microorganismos, ya que aquellos individuos con
defectos determinados genéticamente en la funcion de los macrofagos los vuelven

altamente susceptibles a infecciones graves ocasionadas por micobacterias. (35)
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Debido a lo anterior, se deduce que la habilidad de limitar el crecimiento de las
micobacterias dentro de los macréfagos es fundamental para una respuesta

inmune exitosa.

El principio biolégico de estos ensayos es la fagocitosis que sufren las
micobacterias en el co-cultivo con sangre total, lo cual demuestra su potencial
como modelo de Tb intracelular. A diferencia de los modelos de inhibicién
bactericida primaria y secundaria, el ensayo en sangre total evalia la compleja
relacion entre los factores humorales y celulares del hospedero, los cuales,
juegan un papel importante en la respuesta inmune ante la infeccion por
micobacterias. La limitacion principal de este modelo es que los monocitos en
sangre no representan completamente las actividades de los macréfagos
pulmonares maduros o de otras poblaciones celulares cuya actividad pudiera ser

distinta entre el compartimiento pulmonar y el sanguineo (45).

Estos EICMST han sido utilizados para caracterizar la respuesta inmune en
poblaciones inmunocomprometidas, para esclarecer el significado bioldgico de las
discrepancias entre la TST y los IGRA y de manera mas importante para

establecer la eficacia de diferentes vacunas en experimentacion (46,47).

Kampmann B y cols., informaron menor tasa de crecimiento de una cepa de
Mycobacterium bovis BCG lux en el co-cultivo con sangre total de sujetos con TST
positiva en comparacion con los sujetos con TST negativa,(1.8 vs 4.9 p=0.005) y
en recién nacidos 3-6 meses después de la vacunacion con BCG (9.6 vs 3.9

p<0.0001), en ambos casos por efecto de la inmunidad celular adquirida, estos
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reportes utilizaron unidades relativas de luz para medir el crecimiento de las

micobacterias(46).

Esta metodologia se ha utilizado también en pacientes pediatricos con infeccion
por VIH y Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), para determinar el
efecto de la terapia antirretroviral en la inmunidad contra MTB, se demostré
disminucién en la tasa de crecimiento de las micobacterias (10.5 vs 6.5 p=0.001)

posterior al inicio del tratamiento (47).

Otras poblaciones y contextos clinicos en las cuales se ha utilizado este ensayo
son: usuarios de blogueadores de factor de necrosis tumoral (TNF-a), pacientes
con TBP como predictor de falla a tratamiento y para medir la efectividad del

suplemento de vitamina D como adyuvante en el tratamiento de TBP (48,49).

Todo lo anterior, demuestra la utilidad del ensayo en diferentes situaciones
clinicas, y su buena correlacién con la respuesta inmune del hospedero, dos
revisiones recientes, sugieren estos ensayos como herramientas Gtiles en estudios

de enfoque clinico como un marcador de inmunidad (50,51).

2.8. Ensayos de inhibicion del crecimiento micobacteriano en sangre total en

métodos automatizados

Como una alternativa al uso de micobacterias recombinantes con genes
reporteros en los EICMST (BCG lux), Cheon SH vy cols., informaron el empleo de
una plataforma automatizada (BACTEC 460, método radiométrico) para demostrar
el efecto en la inmunidad in vitro de sujetos adultos vacunados con BCG en contra
de cepas atenuadas, cepas hipervirulentas y estandar de M. tuberculosis, y
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correlacionaron el indice de crecimiento proporcionado por el instrumento con las

UFC (50).

Recientemente, ha resurgido el interés en realizar EICMST utilizando equipos
automatizados, especificamente con la plataforma MGIT/ BACTEC 960 que es

una plataforma fluorométrica.

El principio de la deteccion de crecimiento de las micobacterias mediante este
sistema, es el siguiente: los tubos MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube)
contienen caldo Middlebrook 7H9 mas un fluorocromo saturado con oxigeno
(pentahidrato de rutenio tris 4,7- difenil-1, 10-fenontrolina) embebido en silicén en
el fondo del tubo. Durante el crecimiento de las bacterias en tubo, el oxigeno es
consumido por las bacterias y el fluorocromo se reduce, en estas condiciones el
pentahidrato de rutenio tris 4,7- difenil-1, 10-fenontrolina fluorece, dando como
resultado la emision de fluorescencia la cual es visualizada bajo luz UV. Los tubos
MGIT incubados en el instrumento, son monitoreados para detectar el incremento
de fluorescencia cada 60 minutos. El instrumento detecta positivo un cultivo si se
alcanza el umbral de fluorescencia predeterminado. El tiempo de crecimiento
registrado en el instrumento o tiempo de positividad (TDP) es inversamente
proporcional al logaritmo del tamafio del in6éculo, a mayor concentracion del
in6culo, se acorta del TDP. Esta ecuacion se ha utilizado para cuantificar el
cambio en la viabilidad de las micobacterias durante los EICMST y por

consiguiente como un metodo de cuantificacion de UFC/mL.
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Esta metodologia se ha empleado exitosamente para demostrar la efectividad de
nuevos farmacos contra Tb (53-55), asi como para determinar la inmunidad
especifica de los pacientes a cepas aisladas en casos de cura de Tb, (55) y para
determinar la posibilidad de falla al tratamiento de Tb con farmacos

convencionales (53).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prevalencia de DM2 en México es elevada. Recientemente se ha demostrado
gue existe una asociacion entre la DM2 con la reactivacion de Tb, de acuerdo a
datos reportados por Delgado y col., en 2015 el 83% de los casos de TBPA se

presenta en pacientes con DM2.

En la actualidad no existen herramientas de laboratorio que identifiquen a los
sujetos con mayor riesgo de desarrollar la enfermedad, debido a que las pruebas
disponibles para el diagnostico de TBL (TST e IGRA) no predicen por si solas la

progresion a TBA.

4. JUSTIFICACION

La OMS calcula que una tercera parte de la poblacion mundial padece TBL, se ha
comprobado un riesgo de presentar TBPA del 5 al 10% a lo largo de la vida; la
mayoria de las personas contraen TBPA en los primeros 5 afios después de la
infeccion inicial (1). El riesgo de contraer esta enfermedad después de la infeccion
depende de varios factores, y el principal es el estado inmunitario del huésped. En
la DM2 se presentan alteraciones en el sistema inmune (35), en México el 15% de
la poblacion adulta padece DM2 y el 83% de los casos de TBPA se han
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presentado en esta poblacién. Por lo tanto es necesario el desarrollo de
herramientas de laboratorio que permitan identificar a los pacientes con DM2 que
presentan mayor riesgo de desarrollar TBA (27). Este estudio permitira utilizar los
EICMST como un método para medir la respuesta inmune de los pacientes con

DM2 contra M. tuberculosis.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe diferencia en la inhibicion del crecimiento micobacteriano en sangre total
de pacientes con diagndéstico de DM2 comparado con la inhibicion del crecimiento

micobacteriano en sangre total de Sujetos sanos?

6. HIPOTESIS

Existe diferencia en la inhibicién del crecimiento micobacteriano en sangre total de
pacientes con DM2 comparado con la inhibicion del crecimiento micobacteriano de

sujetos sanos.

7. OBJETIVO GENERAL

Comparar la inhibicibn del crecimiento micobacteriano en sangre total de
pacientes que padecen DM2 contra la inhibicion del crecimiento micobacteriano

en sangre total de sujetos sanos.
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8. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar los EICMST de pacientes con DM2 controlados (HbAlc <7%)
contra los EICMST de pacientes que padecen DM2 no controlados (HbAlc
>9%).

e Comparar los EICMST de pacientes con DM2 controlados (HbAlc <7%)
contra los EICMST de sujetos sanos.

e Comparar los EICMST de pacientes con DM2 no controlados (HbAlc >9%)

contra los EICMST de sujetos sanos.

9. METODO

9.1. Disefio del estudio: Estudio transversal.

9.2. Lugar de estudio: El estudio se realizé en el laboratorio de bioseguridad
nivel 3 (BSL-3) del Laboratorio de Microbiologia Clinica del Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutricion (INCMNSZ).

9.3. Poblacion de estudio: Pacientes con registro en el INCMNSZ, que
pertenecen a la cohorte de pacientes con DM 2 de la Clinica de Diabetes, que
aceptaron participar en el estudio y firmaron consentimiento informado. Los
controles sanos fueron personal de salud del INCMNSZ a los cuales se les invit6 a

participar en el estudio y firmaron consentimiento informado.
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9.4. Grupos de estudio:

Grupo 1: Pacientes con DM2 no controlados (HbA1c>9%).

Grupo 2: Pacientes con DM2 controlados (HbA1c<7%).

Grupo 3: Sujetos sanos.

9.5. Criterios de Inclusién pacientes con DM2:

e Hombres y mujeres mayores de 18 afios y menores de 65 afios

e Que pertenezcan a la cohorte de pacientes con DM2 de la Clinica de
Diabetes y de quienes se tenga documentado el diagnéstico de DM2 de
acuerdo a los criterios actuales de la Asociacion Americana de Diabetes.

e Que se conozca la fecha de diagnostico de DM2

e Que acepten patrticipar y firmen la carta de consentimiento informado

9.6. Criterios de inclusidn sujetos sanos:

e Hombres y mujeres mayores de 18 afios y menores de 65 afios

e Personal de salud sano que acepten participar y firmen consentimiento
informado.

e Que se haya excluido el diagnoéstico de DM2 (glucemia de ayuno <98

mg/mL o curva de tolerancia a la glucosa normal)
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9.7. Criterios de exclusion pacientes con DM2:
Diagnostico previo o actual de alguno de los siguientes padecimientos:

¢ Infeccion por VIH

¢ Enfermedades del tejido conectivo

¢ Neoplasia sélida o hematologica

e Trasplante de 6rganos solidos o de médula 6sea

¢ Insuficiencia renal cronica en cualquier estadio

e Diabetes mellitus tipo 1

e Microalbuminuria en miccién unica mayor a 300 mg/mL

e indice de masa corporal mayor de 30 o menor de 15

e DM2 de mas de 10 afios de diagndstico

e Presencia de alguna complicacion cronica relacionada con DM2
(cardiopatia isquémia, retinopatia diabética, insuficiencia vascular periférica,
neuropatia diabética, pie diabético)

e Uso de insulina para el manejo de la DM2

e Contacto domiciliario con pacientes diagnosticados con TBA

e Trabajadores de la salud y de laboratorio en contacto con muestras o
pacientes con TB

e Conversion de la TST reciente (menor de dos afios)

¢ Que hayan recibido o se encuentren en tratamiento de TBL

e Diagndstico previo de tuberculosis

e Presencia de signos o sintomas que sugieran la presencia de TBA
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9.8.

Datos radioldgicos en la Rx de Térax que sugieran la presencia de TBA
Que hayan padecido un cuadro infeccioso durante las dos semanas previas
Tabaquismo activo (cinco o mas cigarrillos diarios)

Uso de medicamentos (antibidticos) con actividad sobre M. tuberculosis
(cicloserina, PAS, isoniacida, rifampicina, pirazinamida, etambutol,
amikacina, capreomicina, estreptomicina, amoxicilina-clavulanato,
ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino, linezolid, meropenem,
imipenem) durante las dos semanas previas a la inclusion al estudio
Leucopenia o linfopenia documentada en la citometria hemética a su
ingreso en el estudio

Consumo de medicamentos inmunosupresores tres meses previos a su
ingreso al estudio

Uso de cualquier medicamento (biolégicos) basado en anticuerpos contra

uno o varios componentes del sistema inmune.

Criterios de exclusién sujetos sanos:

Sujetos que decidan en algin momento salir del estudio.

10. METODOLOGIA

10.1. Escrutinio, seleccién de los sujetos y toma de muestra de sangre

venosa.

A todos los pacientes con criterios de inclusion de la Clinica de Diabetes y que

aceptaron participar en €l estudio y sujetos sanos, se realizdé la toma de 21 mL de

sangre venosa con al menos 8 horas de ayuno, en la region antecubital. La
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muestra se distribuyd de la siguiente manera: 5mL para los EICMST, 3 mL para la
citometria hematica, 3 mL el Quantiferon Gold-In plus (Qiagen, Hilden GA), y 5mL

para determinacién de glucosa en ayuno.

10.2. Realizacion de la prueba de TST:

Para la realizacion de esta prueba, se aplicé 0.1 mL de PPD de 5 U (Tubersaol,
Sanofi-Pasteur, Francia) en la superficie volar del antebrazo derecho mediante la
técnica de Mantoux, la lectura de la prueba se realizé de 48-72 hrs con la medida
del didmetro mayor de la induracién. Se registré la induracion en mm y se

consideré positiva si fue =210 mm.

10.3. Aplicacién de cuestionario e historia clinica completa:

A todos los individuos se les aplicé un cuestionario previamente estandarizado con
la finalidad de conocer la exposicion a Tb y factores de riesgo relacionados con la
infeccion, asi como el consumo de medicamentos. Asi mismo, se realiz6 una
historia clinica completa para identificar signos y sintomas que pudieran

relacionarse con Th, comorbilidades y complicaciones relacionadas con la DM2.

10.4. Telerradiografia de Torax:

Se realiz6 una radiografia de térax en proyeccién postero-anterior, la cual fue
evaluada por los médicos radidlogos del INCMNSZ y se consignaron los

hallazgos.
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10.5. Ensayos de inhibicién del crecimiento micobacteriano en sangre total:

Se realizaron los ensayos de inhibicion del crecimiento micobactaeriano en sangre
total por duplicado de acuerdo con la metodologia desarrollada por Robert Wallis

en la plataforma BACTEC MGIT/960 (Beckton Dickinson, Sparks, MD, EUA) (51).

Los ensayos se realizaron en las siguientes etapas: cultivo de M. tuberculosis
H37Rv para obtener un stock, titulacion del stock, conservacion del stock y
finalmente se realiz6 el co-cultivo de la micobacteria con sangre completa del

paciente.
10.5.1. Cultivo y preparacioén del stock.

Las cepas de referencia M. tuberculosis H37Rv con tres semanas de crecimiento
en medio de cultivo Lowestein Jensen (Lab microbiologia Clinica, INCMNSZ) se
tomaron colonias para preparar una suspension a concentracion de 0.5 de
McFarland (1x10®° UFC/mL) y se realizé dilucién 1:200 con solucién salina.
Posteriormente, se inocularon 400uL de la cepa diluida en cada uno de los 6 tubos
MGIT suplementados con OADC (Becton Dickinson, Sparks MD, EUA), se
incubaron en el instrumento BACTEC 960, hasta que el equipo los detecté como
positivos, posteriormente se realizé una mezcla del cultivo de todos los tubos
MGIT en un tubo estéril de 50mL y se agitd en vortex, posteriormente se
prepararon alicuotas de 1200 pL en tubos de crio preservacion y se almacenaron

a -70 C hasta su uso.
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10.5.2. Titulacién del stock

Se descongel6 una alicuota de 1200 uL de cada cepa y se hicieron diluciones
seriadas 1:500, 1:50, 1.5, 1:0.5, 1:0.05 y 1:0.005 con caldo Middlebrook 7H9
(Becton Dickinson Sparks MD,EUA), de cada diluciéon se inocularon 500uL en 2
tubos MGIT, se incubaron en el instrumento BACTEC 960 y se registro el TDP en
dias y horas, el resultado se capturé en un software llamado “WBA workbook
version 13 “disefiado para este proposito por R. Wallis(64), quien lo cedi6 al
laboratorio. Luego, se calculé una curva predicha mediante regresion exponencial
y se determiné el volumen requerido del cultivo stock para alcanzar el umbral de

crecimiento en 7 dias.

10.5.3. Cultivo con sangre completa (co-cultivo)

Se tomo el volumen del indculo stock para un crecimiento en 7 dias y se agrego a
un tubo con tapa de rosca (Axygen, NY, EUA) de 2 mL por duplicado para cada
tiempo de lectura de incubacion (0 y 96 hrs). Los tubos se centrifugaron a 10,000
rom por 10 min, se retird el sobrenadante, y el paquete celular se suspendio en
300 pL de medio RPMI (Gibco, NY, EUA), se agregaron 300 uL de sangre
completa del paciente y se incub6 a 37 °C en agitacion suave hasta concluir el
tiempo de incubacion para su cosecha. Se incluydé un cultivo control en cada

experimento con el volumen del stock y el medio de cultivo.

10.5.4. Cosecha de micobacterias del co-cultivo

Al concluir el tiempo de incubacion (0 y 96 hrs) los tubos se sacaron con su
duplicado de la incubadora, se centrifugaron a 10,000 rpm por 5 min.
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Posteriormente, se agregé 1 mL de agua estéril a cada tubo y se incubd a
temperatura ambiente durante 10 min; posteriormente se centrifugaron
nuevamente a 10,000 rpm por 10 min, el sobrenadante obtenido se desecho y el
paquete celular se suspendié en 500 uL de caldo Middlebrook 7H9 y se inocul6 en
tubos MGIT; después los tubos se incubaron en el BACTEC 960 y se registro el
tiempo de positividad (TDP) en horas y dias para ser analizado en el software
proporcionado por RW. Se utiliz6 como control de viabilidad de la cepa, el volumen

predeterminado de stock en dos tubos MGIT.

10.5.5. Lectura de los resultados del EICMST

El resultado final de los EICMST se obtuvo mediante el procesamiento de los
datos del TDP en el software, el cual da las unidades formadoras de colonias
(UFC) presentes en el cultivo y posteriormente se obtiene el log UFC. La A log

UFC (cambio de UFC durante el co-cultivo) se calcul6 de siguiente manera:

A 'log UFC= log UFC (final) - log UFC (inicial)

Donde log UFC inicial es el log del namero de UFC del cultivo stock inoculado
inicialmente y final es el log de UFC obtenido después de la incubacion del co-

cultivo.

10.5.6 Ensayos de liberacién de Interferon-y

Se realiz6 la determinacion de INF-y en plasma con el uso del kit Quantiferon TB
Gold plus (Qiagen, GmbH, GA), segun las instrucciones del fabricante. En

resumen, la sangre obtenida de los sujetos participantes, se incub6 en cuatro
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tubos: tubo mitégeno, tubo Nil y dos tubos con antigenos ESAT-6 y CFP10
especificos de M. tuberculosis. Los tubos se incubaron a 37°C por 16 horas,
posterior a la incubacion, se colecto el plasma y se determind la produccién de
interferon gamma (IU/mL) mediante ELISA, segun las instrucciones del fabricante.
Se considerd como positivo si la respuesta del tubo con antigeno fue 225% del

valor del tubo NIL. El tubo Mitégeno se utiliz6 como control positivo.

11. ANALISIS ESTADISTICO

11.1Justificacion del tamafio de muestra

No existen en la literatura estudios que muestren la dispersién de los datos en los

EICMST en las condiciones que plantea el estudio.

11.2 Anédlisis estadistico

Se realizé un analisis univariado de las caracteristicas clinicas, sociodemograficas
y las asociadas a Tb de los sujetos incluidos. En la tabla 1 se muestras las
variables incluidas en este estudio, su definicidn y la prueba estadistica empleada,

se considero estadisticamente significativa una p<0.05 para cada prueba.

Variable Definicion Definicion Tipo de Variable Prueba
nominal operacional estadistica
utilizada
Sexo Condicién de un Femenino: género Independiente Chi2
organismo que gramatical, propio de la
distingue entre mujer. Masculino:
masculino y femenino  género gramatical
propio del hombre
Edad Tiempo cronoldgico Tiempo de vida en Independiente t de Student
de vida cumplido por afos
la persona
Positividad a Reaccion de Porcentaje de Independiente Chi2

TST

hipersensibilidad
positiva al derivado
proteico purificado de
Tb

poblacién positiva a
esta prueba
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Positividad a
IGRA

indice de
vacunacién con
BCG

A log UFC

Reaccion positiva de
células T antigeno
especificas a ESAT-
6,y CFP10

Personas que fueron
vacunadas con BCG

Capacidad inhibitoria
contra M. tuberculosis

Porcentaje de
poblacién positiva a
esta prueba

Porcentaje de personas
que fueron vacunadas
con BCG

Capacidad inhibitoria
en UFC/mL

Independiente Chi2

Independiente t de Student

Dependiente Kruskal Wallis

menos el control de
cada experimento

Tablal. Variables del estudio. Variables presentes en el estudio, definicion y

prueba estadistica empleada para su analisis.

Posteriormente se realizé un analisis de regresion lineal multiple para las variables
independientes: DM2, edad, sexo, TST positivo con induracién de 10mm vy la
variable dependiente A log UFC. La variable A log UFC y se analiz6 como una
diferencia de la mediana entre los grupos mediante U de Mann Whitney y la
comparacion entre mas de dos grupos se aplico la prueba de Kruskal Wallis. Se
consideré como significativa una p<0.05. El andlisis de los datos se realiz6 en el

programa Stata 13 (StataCorp, College Station Tx EUA).

La concordancia entre la prueba de TST e Igra entre los grupos de sujetos sanos y
pacientes con DM2 se determiné mediante un analisis kappa con la calculadora

disponible en https://www.bioestadistica.uma.es/analisis/kappa/ , el resultado

obtenido se interpretd de acuerdo a los criterios que se muestran en la tabla 2.
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Coeficiente Kappa Fuerza de la concordancia

0.00 Pobre
0.01-0.20 Leve
0.21-0.40 Aceptable
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Considerable
0.81-1.00 Casi perfecta

Tabla2.Valoracion del coeficiente de correlacion Kappa. (Landis y Koch,

1977).Interpretacion del coeficiente de correlacion Kappa.

12. ASPECTOS ETICOS

Debido a que la TST es una prueba de escrutinio rutinario en pacientes
considerados con inmunocompromiso en el INCMNSZ, no fue necesario la firma
de consentimiento informado, para caracterizar el estatus de TST de los pacientes
de la cohorte de la Clinica de Diabetes, sin embargo a todos los sujetos que
decidieron patrticipar en el estudio se les explicé detalladamente el propdsito de la
misma y la prueba no generé costo para el paciente. Una vez explicado
detalladamente el propésito del estudio a los pacientes y sujetos sanos se les
invitd a participar y se les proporcioné el consentimiento informado en el cual se

les solicit6 firmar y se les proporcioné una copia del mismo.

El proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de Investigacion Biomédica en

Humanos del INCMNSZ (Clave 952)
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13. RESULTADOS

13.1. Participantes en el estudio.

Se reclutaron un total de 133 individuos, los cuales se distribuyeron de la siguiente

manera: 43 sujetos sanos, 55 pacientes con DM2 controlados (HbA1c<7%) y 35

pacientes con DM2 no controlados (HbA1c>9%), a todos se aplicé TST y se tomd

muestra de sangre para las pruebas IGRAs y EICMST. En los sujetos sanos se

encontré 39% de positividad a TST, en los pacientes con DM2 la positividad de

IGRAs fue del 43%. Los sujetos con DM2 controlados presentaron mayor

antecedente de vacunacién con BCG (44%) comparados con los demas grupos

(Tabla3).

N=133 n=43 n=55 n=35
Hombre 53(39%) 15 (28%) 28 (53%) 10 (19%) 0.06*
Edad (afos)
(mediana, RIC) 41 (29-64) 60 (29-65) 52 (29-65) <0.001**
Positivo a TST 59(43%) 23 (39%) 22 (36%) 14 (25%) 0.2594*
Positivo a IGRA 54(40%) 19 (44%) 22 (41%) 11 (37%) 0.556*
Antecedente de
vacunacién con
BCG 86(63%) 24 (28%) 38 (44%) 24 (28%) 0.4549*
Hb1AC%
(media, RIC) NR 6.3(5.8 — 6.6) 10.2(9.6 — 11.0) <0.001**
H37RVT96-CTRL
(A log UFC/ml) 0.7527 (-0.2678 a - 1.018(-0.5883 a 1.082 (0.685 a
(media, RIC) 2.098) 2.495) 2.333) 0.0399***

* Prueba de Chi cuadrada de Pearson. **Prueba t de Student*** Kruskal Wallis

Tabla 3. Variables analizadas por grupo de estudio. Resultados de las

caracteristicas demograficas, respuesta a TST e IGRAS segun el tipo de paciente.
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En la Tabla 4 se muestran los resultados de la regresion lineal multiple en donde
se observa correlacion leve de DM2 (0.32, IC 0.01-0.63) con inhibicion del
crecimiento micobacteriano. Este cambio persiste al controlar por confusores

como TST+, edad y sexo.

Variable Coeficiente IC 95% Valor p*
de Limite Limite
asoclacion inferior superior
DM2 0.32 0.01 0.63 0.045
Edad -0.01 -0.03 0.00 0.057
Sexo -0.19 -0.52 0.13 0.245
TST + -0.09 -0.36 0.19 0.545

* Regresion lineal ajustada.

Tabla 4. Andlisis de regresion lineal multiple. Resultados de las variables
incluidas en la regresion lineal multiple, en donde se realizé el ajuste de estas

variables en el modelo de la inhibicién del crecimiento micobacteriano.

En la tabla 5, se describen los resultados concordantes entre las pruebas de TST
e IGRA en los dos grupos de estudio sujetos sanos y pacientes con DM2, se
observé mayor porcentaje de resultados concordantes TST-/IGRA- en los dos

grupos principales del estudio (Kappa = 0.495).
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TST+/IGRA+ 13(30%) 23(25%)
TST+/IGRA- 5(12%) 11(12%)
TST-/IGRA+ 5(12%) 11(12%)
TST-/IGRA- 20(46%) 45(51%)
Total 43 90

Tabla5. Grupos de estudio por resultado de pruebas inmunoldgicas para TB.

Resultados concordantes entre las pruebas de TST e IGRA por grupo de estudio.

13.2. Ensayos de Inhibicion del Crecimiento Micobacteriano en Sangre Total.

Se realizé la comparacion de los EICMST contra M. tuberculosis H37Rv de los 133
sujetos que participaron en el estudio divididos en dos grupos: sujetos sanos
(n=43) y pacientes con DM2 (n=90). En la Figura 4, se observa que hubo mejor
capacidad de inhibir el crecimiento de M. tuberculosis H37Rv en el grupo de

sujetos sanos (p < 0.05) (Fig. 4)
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Figura 4. Ensayos de inhibicién del crecimiento micobacteriano en sangre
total de sujetos sanos vs pacientes con diabetes. Resultados de la capacidad
inhibitoria de la sangre de sujetos sanos vs pacientes con DM2 contra la cepa M.

tuberculosis H37Rv. (U de Mann Whitney)

La comparacion de los resultados obtenidos entre los EICMST con M. tuberculosis
H37Rv de sujetos sanos, vs pacientes con DM2 no controlados y pacientes con
DM2 controlados, se observo que los sujetos sanos presentan mayor capacidad
inhibitoria en comparacion con el grupo de DM2 no controlados (p<0.05), y cuando
se compara la capacidad inhibitoria de los sujetos sanos vs los pacientes con DM2

controlados no hubo diferencia entre estos dos grupos (p>0.05) (Fig.5).
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Fig. 5. Ensayos de inhibicion del crecimiento micobacteriano en sangre total
de cada grupo de estudio. Resultados de la capacidad inhibitoria de la sangre de
sujetos sanos, vs pacientes con DM2 controlados y pacientes con DM2 no

controlados contra M. tuberculosis H37Rv (Kruskal wallis y U de Mann Whitney).

En el grafico 6 se muestra la comparacion de la capacidad inhibitoria de sangre de
sujetos sanos, vs pacientes con DM2 controlados y no controlados con TST
positivo y M. tuberculosis H37Rv. No se observo diferencia en la capacidad

inhibitoria entre los grupos (p=0.5319).
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Gréfico 6. Ensayos de inhibicion del crecimiento micobacteriano en sangre
total de cada grupo de estudio con resultado positivo de TST. Resultados de
la capacidad inhibitoria de la sangre de sujetos sanos, vs pacientes con DM2
controlados y pacientes con DM2 no controlados contra M. tuberculosis H37Ruv.
(Kruskal wallis y U de Mann Whitney).

En el grafico 7 se observa la comparacion de la capacidad inhibitoria de la
sangre de sujetos sanos, vs pacientes con DM2 controlada y no controlada con
TST negativo contra M. tuberculosis H37Rv. Se observo que el grupo de sujetos

sanos tiene mayor capacidad de inhibir el crecimiento de la cepa comparado con
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el grupo de sujetos no controlados (p=0.0013). No se observé diferencia entre la
comparacion del grupo de sujetos sanos con los pacientes controlados
(p=0.1229). Cuando se realiz6 la comparacion entre los grupos de pacientes con
diabetes controlados y no controlados, no se observo diferencia en la capacidad

inhibitoria (p=0.0.588).

EICMST con M. tuberculosis H37Rv

*p< 0.05

3- p> 0.05

Alog UFC/mL
n

Grupos de estudio

Grafico 7. Ensayos de inhibicion del crecimiento micobacteriano en sangre
total de cada grupo de estudio con resultado negativo a TST. Resultados de
la capacidad inhibitoria de la sangre de sujetos sanos, pacientes con DM2
controlados y no controlados contra la cepa de M. tuberculosis H37Rv. (Kruskal
wallis y U de Mann Whitney)
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14. DISCUSION.
El objetivo principal del estudio fue comparar la inhibicion del crecimiento
micobacteriano de la sangre total de pacientes con DM2 y sujetos sanos. Los
resultados mostraron que efectivamente los sujetos sanos presentaron mejor
capacidad de inhibiciéon que los pacientes con DM2 contra la cepa M. tuberculosis

H37Rv.

En los EICMST se determind la capacidad de inhibicion del crecimiento
micobacteriano en sangre total de sujetos sanos, pacientes con DM2 controlados,
DM2 no controlados contra M. tuberculosis H37Rv. Los resultados obtenidos
mostraron que los sujetos sanos poseen una mejor capacidad para inhibir M.
tuberculosis H37Rv en comparacién con el grupo de pacientes con DM2. Estos
experimentos demostraron que los pacientes con DM2 no controlados presentan
un aumento en la alteracién de la respuesta inmune que los hace incapaces de
inhibir el crecimiento de M. tuberculosis. A este respecto Martinez N y Kornfeld
H@s) describieron que en los sujetos con DM2 se disminuye la fagocitosis, se
retrasa el reclutamiento de macréfagos y células dendriticas, disminuye la
respuesta de TH1 y quimiocinas (CCL5,CCL2), lo que explica la deficiencia de la

respuesta inmune contra M. tuberculosis.

En los pacientes con DM2 controlados se observlo que existe tendencia a tener
mayor capacidad inhibitoria comparada con la de los pacientes con DM2 no
controlados. Estos resultados son apoyados por el estudio de Chen YC y cols.,
guienes describieron, que los pacientes con DM2 no controlados (Hb1Ac>9%)

tienen mayor riesgo de desarrollar TBPA (OR=3.55) y el descontrol glucémico se
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asocia con falla a tratamiento antituberculosis, mientras que con el control

glucémico se puede reducir el riesgo de desarrollar Th en sujetos con DM2 (59).

Los resultados de los EICMST en sujetos sanos, vs pacientes con DM2
controlados y no controlados con TST positiva en presencia de M. tuberculosis
H37Rv, se observd que no existe diferencia en la capacidad de inhibir el
crecimiento de la micobacteria en los tres grupos, pero cuando se compararon los
EICMST de sujetos sanos, vs pacientes con DM2 controlados y no controlados
con TST negativa, se observo que los sujetos sanos tienen mayor capacidad de
inhibir el crecimiento de la micobacteria en comparacién con los pacientes con
DM2 no controlados. Resultados semejantes fueron reportados por Simone J y
Cols.,(64) quienes compararon la capacidad inhibitoria de PBMC de sujetos sanos,
sujetos que tuvieron contacto reciente con Th, sujetos con TBL y sujetos con
TBPA en presencia de M. bovis BCG con un protocolo semejante al realizado en
nuestro estudio, (descrito por R. Wallis) (51) mostraron que los sujetos con
reciente exposicion a Tb tiene una mejor capacidad de inhibir el crecimiento de la
micobacteria en comparacion con los sujetos sanos, sujetos con TBL y sujetos con
TBPA, probablemente porque los sujetos recientemente expuestos a Tb presentan
un subtipo de monocitos no clasicos CD14dim productores de altos niveles de
CXCL9, CXCL10 y CXCL11, las cuales se describen como marcadores de
inmunidad entrenada contra Tb, lo que les permite tener una mejor capacidad

inhibitoria contra la micobacteria (64).

Los EICMST realizados en esta investigacion fue con la cepa virulenta de M.

tuberculosis H37Rv en comparacion con la mayoria de los estudios encontrados
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en la literatura, que han utilizado la cepa atenuada M. bovis BCG. Actualmente, en
la literatura existen discrepancias con el uso de cualquiera de las cepas, M. bovis
BCG o M. tuberculosis H37Rv en los EICMST. Baguma R y cols., (59) evaluaron
los EICMST con las cepas M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG en sujetos
sanos de Sudéafrica, pais con alta carga de Th, ademas determinaron la respuesta
inmune innata. Encontraron que no hubo diferencia en la inhibicién del crecimiento
con las dos cepas probadas, ni con la respuesta innata, por ello propusieron que la
alta carga ambiental de Tb favoreci6 la inhibicién del crecimiento micobacteriano.
En contraste Seon-Hee C y cols.,(60) realizaron EICMST, con la misma
metodologia empleada en nuestro estudio, para evaluar el equilibrio entre la
inmunidad y la virulencia de las cepas que probaron, utilizaron M. tuberculosis
H37Rv, un aislado clinico de M. tuberculosis y las cepas avirulentas M.
tuberculosis H37Ra y M. bovis BCG en sangre de sujetos sanos con TST
negativa. Ellos encontraron que la sangre completa de los sujetos del estudio, fue
capaz de inhibir mejor el crecimiento de la cepa M. tuberculosis H37Ra (0.14 log10
UFC/mL), que M. tuberculosis H37Rv (0.43 log10 UFC/mL) y el aislado clinico de
M. tuberculosis (1.04 log10 UFC/mL). Sin embargo, con M. bovis BCG la inhibicién

bacteriana fue del 50%.

La diferencia entre los resultados de los EICMST con las cepas de M. tuberculosis
H37Rv y M. bovis BCG podria deberse a que M. tuberculosis H37Rv posee
mecanismos de virulencia, mientras que M. bovis BCG es una cepa atenuada, que
carece de la region de diferenciacion RD1. Esta posibilidad se sustenta en

estudios en ratones, en donde la cepa M. bovis BCG fue complementada con la
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region RD1 y se observd aumento en su persistencia y replicacion en pulmon,
higado y bazo. La region RD1 juega un papel importante en los factores de
virulencia de la cepa durante la infeccién (61).

Actualmente, existen estudios sobre los EICMST en donde se puede utilizar
sangre completa o PBMC (s4.57). Flecher HA y cols., informaron que existe menor
variabilidad biolégica cuando se realizan los ensayos de inhibicibn micobacteriana
con células mononucleares (EICMCMN), debido a que se tiene mayor control de
las condiciones experimentales para obtener menor variabilidad en los resultados.
Sin embargo, es necesario realizar mas estudios con estas condiciones

experimentales para confirmar si es mejor el uso de PBMC.

Por otro lado, realizamos las pruebas de TST e IGRA a todos los sujetos
reclutados en el estudio y observamos que el 48%(65/133) del total de los sujetos
presentaron ambas pruebas negativas y 28% (36/133) presentaron ambas
pruebas positivas. Asi mismo, encontramos discrepancias entre el porcentaje de
TST e IGRA positivos en los grupos de estudio. La concordancia entre ambas

pruebas fue moderada (kappa = 0.543).

Estos resultados difieren con los reportados por Dagnew A y cols(56) en Etiopia,
pais con alta carga de Tb y esquema de vacunacion de BCG al nacer. El estudio
en Etiopia se realizé en 107 estudiantes sanos e informaron que el 46% presentd
TST positiva y un 44% IGRA positiva. La concordancia entre ambas pruebas fue
alta (kappa=0.83). Sin embargo, Oren E vy cols.,(57) al igual que nosotros
reportaron muchas discrepancias entre las dos pruebas (kappa = 0.37). Con estos

resultados se observa que el IGRA y TST son pruebas altamente variables.
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Aunque se desconoce realmente la razon de la variabilidad de IGRA y TST,
algunos de los factores descritos que podrian estar afectando el resultado son: la
edad, la raza, el estatus de vacunacion con BCG, enfermedades y tratamiento que
deprimen la respuesta inmune, la prevalencia de Tb en la region y por lo tanto la
exposicion al agente causal, el estado de infeccion y de manera importante la
variabilidad per se entre individuos, lo que complica la interpretacion de las

pruebas.

En otro estudio llevado a cabo en un area con alta prevalencia de Tb, que tuvo por
objetivo analizar los factores asociados a discordancias entre las pruebas de TST
e IGRA entre contactos de pacientes con TBPA, se observdé un 76% de
concordancia entre pruebas y 24% de discordancias; 72% tuvieron TST+/IGRA-y
28% TST-/IGRA+, en los grupos TST+IGRA- y TST+IGRA+ se encontraron
cicatrices pulmonares viejas, mientras que en el grupo TST-/IGRA+ presentaron
periodos mas prolongados de exposicidbn a contactos con TBPA. Por lo que
concluyen que el resultado de la prueba de TST es mas adecuado para tomar la
decision de dar tratamiento a individuos con infeccion latente, en &reas con alta

prevalencia de Tb (65).
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15. CONCLUSIONES.

a. Se observd correlacion de la DM2 con la inhibicion del crecimiento

micobacteriano, independiente de la TST+, edad y sexo.

b. Los sujetos sanos inhiben mejor que los pacientes con DM 2.

c. Los pacientes con DM 2 tienen menor capacidad para inhibir Mycobacterium

tuberculosis y se hace mas evidente en los sujetos con DM2 no controlados.

d. Los EICMST pueden ser utilizados de forma personalizada para cada paciente y

conocer su respuesta inmune contra M. tuberculosis.

e. Las pruebas TST/IGRA tuvieron concordancia moderada, por ello, el resultado
debera ser evaluado en base a las caracteristicas clinicas y radiolégicas del

paciente.

f. Las pruebas TST/IGRA, por su variabilidad no pueden ser utilizadas como

diagnésticas de TBL o TBPA.
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