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RESUMEN

El reto y desafio de todo investigador es encontrar las respuestas a los
problemas de salud aunque no siempre se es asertivo queda la experiencia

cientifica y la persistencia de intentarlo hasta lograr las respuesta buscada.

Las pruebas Seroldgicas de deteccion de anticuerpos para la tuberculosis (TB)
se utilizan ampliamente en los paises en desarrollo, se realiz6 una revision
sistematica actualizada para evaluar la precision diagnostica de las pruebas
serolégicas para la tuberculosis pulmonar y extrapulmonar con un enfoque en la
importancia de estas. En el estudio propuesto en un lapso de 5 afios hasta el
momento, ningun estudio le sirve a la ciencia médica que ayude a un

diagnostico confiable de la tuberculosis



ABSTRACT

The challenge and challenge any researcher is to find the answers to health
problems but is not always assertive is scientific expertise and persistence to try

to achieve the sought answer.

Serological tests for antibodies to the tuberculosis (TB) are widely used in
developing countries, an updated to assess the diagnostic accuracy of
serological tests for pulmonary and extrapulmonary tuberculosis with a focus on
the importance of systematic review was conducted are you. The proposed over
a period of five years study to date, no study serves to medical science to help a

reliable diagnosis of tuberculosis



INDICE

L. INtrOdUCCION. ... 9
2. Porqué se hizoeste estudio.............oooiiiiiiiiiiiii 10
3. Qué hicieron los investigadores.............coovoiiiiiiiiiiiii 10
4. Historia natural de la enfermedad...................c.oocial 10
5. Formas de tuberculosis mas frecuentes...............ccccoiiiiiiin. 11

5.1 Tuberculosis pulmonar de tipo adulto
5.2 Tuberculosis infantil

5.3 Tuberculosis extrapulmonar

6. Diagndstico microbiolOgiCo. ........ovveiiii i 12
7. Métodos diagndsticos no convencionales.............ccooveeiiininnnn.. 12
8. Pruebas seroldgicas: alcances y limitaciones actuales............... 12
9. Caracteristicas del antigeno 5 (38 kDa phoS)...........cociiiiinni, 13
10. Caracteristicas del antigeno 16 (Ag 16).........cccoeviiiiiiniinann... 14
11. Caracteristicas del antigeno del Complejo 85........................... 14
12. RESUIAAOS. ...t 15
13, DISCUSION. ...ttt e 16
14. CONCIUSIONES. ...t e 17
15.Recomendacidon de la OMS........ ..., 17
16. Referencias Bibliograficas............ccoviiiiiiiiiiiee, 18

17, ANBXO . oo, 19



INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) contindia siendo un importante problema de salud publica
en el mundo. Se estima que anualmente mueren por TB cerca de dos millones
de personas, siendo una de las causas mas comunes de muerte atribuible a un
anico agente infeccioso.

Aproximadamente un tercio de la poblacibn mundial estd infectada con
Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis) y entre ocho y diez millones de
personas desarrollan la enfermedad cada afo. En Ecuador, la enfermedad
continda siendo un problema de salud publica, nuestro territorio es considerado
de mediana carga de Tuberculosis. Sin embargo, la intervencion directa del
Ministerio de Salud Publica ha permitido incrementar el porcentaje de
curaciones. Asi, el aumento en la Tasa de Curacion, paso6 de 61% en el 2007
(cohorte 2005) al 73% en el 2012 (cohorte 2011). Ecuador es el unico pais en el
mundo que ha incorporado como politica gubernamental el beneficio de un bono
de adherencia a tratamiento drogo resistente, lo que ha reducido el abandono de
tratamiento de 28,2 % a 7% en el primer afio de aplicacion (2011-2012).

Sin embargo, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), durante 2010
la tasa de deteccion de casos nuevos fue soélo cercana al 61% del total de
casos estimados En este sentido, el principal objetivo del Programa Nacional
de Control de Tuberculosis es diagnosticar los pacientes en un estadio
temprano de la enfermedad y tratarlos efectivamente utilizando la estrategia de

Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado



DESARROLLO

¢ Por qué se hizo este estudio?

Aunque los esfuerzos para controlar la tuberculosis han avanzado en la ultima
década, se perdi6 los diagnosticos de tuberculosis y mal administrado la
tuberculosis siguen alimentando la epidemia mundial, la muerte mas grave,
especialmente para las personas infectadas con tuberculosis y VIH. Ademas, un
diagnostico perdido significa que un individuo no tratado con tuberculosis
pulmonar puede permanecer infecciosos durante mas tiempo, sin dejar de
propagar la tuberculosis dentro de los diagnésticos comunitarios pérdidas son un
problema particular en los paises con recursos limitados donde la microscopia
de esputo y radiografia de térax a menudo bajo rendimiento y otras pruebas de
diagndstico son demasiado caros y complejos para su uso rutinario. “Pruebas
serolégicas, gue detectan anticuerpos contra M. la tuberculosis en la sangre (los
anticuerpos son proteinas producidas por el sistema inmune en respuesta a las
infecciones), podria proporcionar una manera de diagnosticar la tuberculosis en
los paises con recursos limitados.” En esta revision sistematica y meta-analisis,
los investigadores evaluar la precision diagnéstica de las pruebas serolégicas

para la tuberculosis pulmonar y extrapulmonar.

¢Qué hicieron los investigadores?

Métodos: se uso para la busqueda bibliografica, bases de datos como PUBMED,
EMBASE y Biosis. No se menciona si se hizo uso de literatura gris, ademas se
da a conocer que para los estudios anteriores al 2006, las bases de datos usadas
fueron solo en ingles debido a la poca diversidad de estudios en diversos

idiomas posteriores a ese afio.

Historia natural de la enfermedad

La TB es una enfermedad infectocontagiosa granulomatosa cronica, causada
por organismos del complejo M. tuberculosis que comprende las siguientes
especies: M.tuberculosis, agente de la enfermedad humana, Mycobacterium
bovis, el agente de la enfermedad en ganado, Mycobacterium africanum,
responsable de una proporcidén variable de casos de tuberculosis humana en
Africa central y Mycobacterium microti, el agente de la enfermedad en roedores.



Formas mas frecuente de tuberculosis:

Tuberculosis pulmonar de tipo adulto

Es la forma mas frecuente de la TB en los paises de alta prevalencia, la mas
contagiosa y la principal causa de muerte. Puede aparecer poco después de la
primoinfeccion como una manifestacion mas de las siembras hematbgenas
posprimarias, también puede aparecer como resultado de una reactivacion
endégena de un foco tuberculoso dormido o como consecuencia de una
reinfeccién exdgena. Las formas de presentacion mas frecuentes de la TB
pulmonar suelen combinar una mezcla de manifestaciones sistémicas
inespecificas y respiratorias. Los sintomas sistémicos, consisten en astenia,
decaimiento, fatiga, pérdida de peso, sensacion febril y malestar general. Los
sintomas respiratorios son mas orientadores, tos, expectoracion mucopurulenta
(con eliminacion de bacilos cuando se expectora) y hemoptisis, que sigue siendo
un signo importante de la TB pulmonar.

Tuberculosis infantil

Puede presentarse con manifestaciones sistémicas inespecificas como por
ejemplo: febriculas, tos, expectoracion, disminucion del apetito, compromiso
ganglionar y ocasionalmente irritacibn meningea. El diagnéstico muchas veces
es dificil debido a que no presenta una expresion radiolégica definida. La
bacteriologia tampoco ayuda demasiado al diagnéstico ya que la mayoria de las
veces se trata de lesiones cerradas con escasa poblacion bacilar en pacientes
gue tienen poca expectoracion.

Tuberculosis extrapulmonar

Las formas extrapulmonares de TB derivan de las siembras hematdgenas
secundarias a la infeccion. Constituyen aproximadamente el 20% de todos los
casos de esta afeccion y las formas mas frecuentes son pleuresia y adenitis
tuberculosa seguidas por la TB genitourinaria, osteoarticular, miliar y meningitis
tuberculosa. La evolucion de la pandemia de Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), entre cuyas complicaciones se destacan las formas
diseminadas y extrapulmonares de TB, sin duda ha alterado las frecuencias de
las diversas presentaciones clinicas de esta enfermedad. El diagnéstico de la TB
extrapulmonar plantea un importante problema, ya que las poblaciones bacilares
son reducidas, asentadas en érganos relativamente inaccesibles, lo que hace

mas dificil la confirmacién bacterioldgica



Diagndstico microbiolégico

El diagndstico de TB no es sencillo; los signos clinicos y cambios radiolégicos
Incrementan la sospecha de tuberculosis, La radiologia, es una técnica
diagnéstica complementaria, que requiere de un alto entrenamiento y
experiencia por parte del profesional médico para su interpretacion y aun en las
mejores condiciones presenta menor especificidad que la bacteriologia.

El examen bacteriolégico de muestras clinicas. La piedra angular del diagnéstico
de la TB pulmonar en el laboratorio es el examen microscopico directo de las
muestras de esputo sometidas a técnicas de tincion adecuadas para la deteccion
de bacilos de la tuberculosis (baciloscopia).

Los métodos seroldgicos.

Se basa en la deteccion de anticuerpos libres solubles circulantes contra
antigenos de micobacterias. “La identificacion de los antigenos mas apropiados
para el diagndstico de TB, ha sido motivo de estudio durante muchos afos y
existe alin, un largo camino por recorrer”3. Se trata de métodos simples, rapidos,
de bajo costo, reproducibles, confiables y relativamente no invasivos, por lo que
desde el inicio de su desarrollo han sido vistos como técnicas complementarias
muy atractivas para el diagnostico de TB.

Pruebas serolégicas: alcances y limitaciones actuales

Hasta ahora, ‘las pruebas serolégicas no han sido usadas de rutina en el
diagnostico de  TB; una de las principales razones es la baja sensibilidad y
especificidad de varios de los antigenos probados. En los primeros afios, estos
ensayos fueron realizados con antigenos semipurificados. Sin embargo estos
antigenos contenian epitopes con reactividad cruzada con otras especies
bacterianas, lo que daba lugar a reacciones de baja especificidad. La
especificidad ha sido incrementada utilizando antigenos purificados pero
desafortunadamente a costa de la persistencia de una baja sensibilidad™.

El conocimiento actual de la respuesta humoral durante la TB, evidencia que la
produccion de anticuerpos no estaria dirigida contra un sélo antigeno, sino que
se trataria de una respuesta heterogénea; mientras en la TB post-primaria se
cree que los anticuerpos estarian dirigidos contra antigenos secretados, en la TB
primaria, se postula que la respuesta humoral estaria dirigida contra moléculas
citoplasmaticas. Ademas, el repertorio de anticuerpos producidos durante la

enfermedad es muy diverso; sueros de diferentes personas son reactivos con



diferentes antigenos, lo que reflejaria que para un correcto serodiagnéstico
posiblemente se requiera de multiples antigenos para cubrir la amplia respuesta
de anticuerpos. Sin embargo, independientemente del uso de antigenos simples
o combinados, un porcentaje de pacientes con TB, presenta escasa respuesta o
ausencia de anticuerpos especificos contra cualquiera de los antigenos
evaluados. Tales resultados falsos negativos podrian ser explicados por la
ausencia de la deteccion de anticuerpos libres mediante los EIE regulares a
causa de la formacién de inmunocomplejos (IC), como ya se ha reportado.

El desarrollo de reactivos requiere de gran cantidad de antigenos. La purificacion
de antigenos de M. tuberculosis es dificultosa debido a su alta virulencia y a la
poca produccion de células, asociada a la velocidad de crecimiento lento del
bacilo. Por otro lado, parece claro que la utilizacion de antigenos especificos del
complejo TB es un requisito primordial para la obtencion de una prueba confiable.
Entre los antigenos especificos mas frecuentemente estudiados se hallan el
antigeno de 38kDa (Ag 38kDa), el antigeno de 16kDa (Ag 16) y el complejo
proteico de Antigeno 85.

Caracteristicas del antigeno 5 (38 kDa phoS)

‘El antigeno 5 (38kDa phoS) es una lipoproteina extracelular especifica del
complejo TB, involucrada en el metabolismo del fosfato; segun los resultados de
diversos estudios serologicos, la especificidad de la proteina de 38kDa utilizada
para la deteccion de anticuerpos libres, fue de aproximadamente 98%, mientras
que la sensibilidad vari6 entre 45- 80% . Los genes que codifican la expresiéon de
este antigeno han sido clonados y secuenciados, y la proteina recombinante fue
expresada en E. coli. El Ag 38kDa, presenta epitopes especificos para M.
tuberculosis denominados TB71 y TB72, altamente inmunogénicos™. Los
anticuerpos anti-38kDa, estan presente fundamentalmente en TB avanzadas,
recurrentes y cronicas, es decir que el nivel de su produccién depende de la
carga bacteriana o de ciertos eventos asociados a estadios avanzados de la
enfermedad. Este antigeno se encuentra en una concentracion diez veces menor
en M. bovis BCG que en M. tuberculosis; en personas sanas vacunadas con
BCG en areas endémicas se ha demostrado una escasa respuesta para este
antigeno. Ademas, en pacientes coinfectados con VIH-TB, la respuesta de

anticuerpos anti 38kDa fue escasa.



Caracteristicas del antigeno 16 (Ag 16)

La molécula citosdlica de 16 kDa de M. tuberculosis mostro ser potencialmente
uatil para la deteccién de pacientes con examen directo de esputo negativo. El Ag
16 ha sido secuenciado y se encontr6 homologia estructural con proteinas que
integran la familia de las proteinas del shock térmico de bajo peso molecular.
Como en el caso del Ag 38kDa se ha sugerido que su antigenicidad especifica
de “especie micobacteriana” no reside en la molécula completa sino en sus
epitopes inmunodominantes. Este antigeno es altamente inmunogénico en
etapas tempranas de la infeccién y en tuberculosis primarias. En Argentina, se
realiz6 una prueba de EIE para determinar su valor diagndstico en la TB infantil;
se obtuvo una especificidad del 95% con una sensibilidad maxima alcanzada de
43%.

Caracteristicas del antigeno del Complejo 85

El complejo proteico del antigeno 85, es fuertemente inmunogénico en
infecciones por micobacterias tanto naturales como experimentales, induciendo
respuesta humoral y celular. Es uno de los antigenos excretados mas
tempranamente por el M. tuberculosis, induciendo una importante respuesta
linfoproliferativa. Cuando el M. tuberculosis esta reproduciéndose, este complejo
es una de las proteinas que se hallan en mayor concentracion en el medio de
cultivo. Actia como micolicostransferasa y como tal, juega un papel importante
en la sintesis de la pared celular y el crecimiento del bacilo. Este antigeno fue
estudiado en forma intensiva por diferentes investigadores, obteniéndose valores
de sensibilidad desde un 41% a 94%. Aun cuando se ha observado la presencia
de antigenos con homologia al antigeno 85 en micobacterias no patdégenas y
corinebacterias , se ha sugerido que su inmunogenicidad, al igual que en el caso
de los antigenos 38kDa y Ag 16, esta asociada a la presencia de epitopes
serodominantes especificos del complejo TB . El complejo se halla formado por
tres proteinas 85A (32kDa), 85B (30kDa) y 85C (32,5 kDa).

La proteina 85C es cuantitativamente menor y la respuesta de anticuerpos para
Ag 85A y Ag 85B en suero de pacientes es significativamente mayor que para
Ag 85C. Los genes para Ag 85A y Ag 85B han sido identificados tanto en M bovis

BCG como en M. tuberculosis.



Distintos ensayos seroldgicos utilizaron Ag 85A y Ag 85B, con una sensibilidad
aproximada del 70%. Ademas, se ha descripto que este antigeno circula por
sangre formando un gran complejo junto con Inmunoglobulinas G y fibronectina
del plasma. La respuesta a la proteina 85B, fue hasta ahora la mas valorable en
el diagnostico de TB, ya que cuando se utilizé la proteina 85A como antigeno se
obtuvieron titulos elevados tanto en pacientes tuberculosos como en controles

sanos.
Resultados:

La adicion de la baciloscopia de esputo para este escenario de ninguna prueba
de la tuberculosis especifica resulté en el diagnostico de un estimado de 44.000
mas casos de TB, o0 44% de los restantes casos no diagnosticado. Sustitucién
de esputo con pruebas seroldgicas resultdé en un estimado de 14,000 casos mas
diagnosticados de tuberculosis que hizo esputo, pero también dio lugar a

121.000 diagnésticos falsos positivos adicionales relativos a la microscopia.

Debido a que los casos detectados por frotis de esputo se supone que son mas
infeccioso que los detectados por serologia, citologia se estimé para evitar
102.000 més y 32.000 mas casos secundarios que hizo la serologia,
aproximadamente a una cuarta parte del costo incremental. Si se realiza s6lo en
muestras con baciloscopia negativa, la cultura TB era mas barato y mas eficaz
(es decir, dominante) en comparacion con las pruebas seroldgicas. Para cada
caso de tuberculosis con baciloscopia negativa adicional diagnosticados por
serologia, mas de seis falsos positivos adicionales fueron diagnosticados de
forma inapropiada.

En otro estudio: se identificaron 8263 citas bibliogréficas, luego de una
identificaciébn adecuada se obtuvo 132 potenciales estudios a texto completo y
49 publicaciones (47 sobre tuberculosis pulmonar y 21 sobre tuberculosis extra
pulmonar) que describen un total de 68 estudios; todos estos incluidos en la
revision. En el caso de la tuberculosis pulmonar se tomaron en cuenta 47
estudios con un tal de 5036 pacientes. Del total de estudios en 3 6 se usaron
pruebas de ELISA, en 7 inmunocromatografia y en los restantes se uso pruebas
de aglutinacion. En la mayoria de los estudios se hizo uso de la deteccién de

LAM, en 8 de los estudios se uso6 un antigeno simple u otros antigenos.



Para el LAM en esputo se identific6 una sensibilidad combinada de 87% vy
especificidad del 70%. En cuanto al LAM en orina, con un frotis positivo arrojo
una sensibilidad del 54% y una especificidad del 95%; ademas en casos con

frotis negativo se obtuvo una sensibilidad del 51% y una especificidad del 90%.

DISCUSION

El diagnostico de tuberculosis no es sencillo de realizar. Los signos clinicos no
son especificos, las imagenes radioldgicas incrementan la sospecha de TB y
pueden mostrar patrones caracteristicos, pero la distincion de otras
enfermedades como micosis 0 micobacteriosis suele ser dificultosa. Si bien la
baciloscopia de esputo es util y tiene alto valor predictivo, una proporcion de
pacientes con pTB son baciloscopia negativa. Por otro lado, en pacientes con TB
extrapulmonar, la deteccién de bacilos &cido alcohol resistentes mediante el
examen microscopico directo de muestras de aspirados o material histologico
es poco comun. Entre todas las pruebas complementarias que se han
investigado, las técnicas seroldgicas aparecieron como herramientas muy
prometedoras para la deteccion temprana de TB, debido a su sencillez y costo-
efectividad. En un principio, estas pruebas se realizaban usando antigenos
parcialmente purificados. Estos antigenos contenian epitopes con reactividad
cruzada, lo que conducia al desarrollo de pruebas con una especificidad
relativamente pobre. Varios autores, sin embargo, identificaron que el uso de
antigenos purificados podria solucionar parcialmente este problema,
incrementado en forma importante la especificidad pero a costa de un descenso
en la sensibilidad de las pruebas. Este analisis confirma estas observaciones.
En efecto, el uso de antigenos recombinantes simples tales como Ag 85B, 38kDa
y Ag 16 para la deteccién de anticuerpos libres proporcioné una mayor
especificidad que un ensayo basado en antigenos crudos obtenidos a partir de
un filtrado de cultivo en medio liquido de M. tuberculosis, especialmente en el
grupo de pacientes con micosis y micobacteriosis, pero con el costo de un pobre
nivel de sensibilidad. La falta de respuesta serolégica en una gran proporcion de
Pacientes, que conduce a estos pobres niveles de sensibilidad, ha sido atribuida
principalmente a dos factores: (i) la formacién y circulacion de complejos
inmunes especificos que no son detectados por serologia convencional (ii) la

variacion de reconocimiento antigénico de persona a persona.



Conclusiones.-

A pesar de la expansion de la literatura desde 2006, las pruebas seroldgicas
comerciales contindan produciendo estimaciones inconsistentes e imprecisos de

sensibilidad y especificidad. Calidad de la evidencia sigue siendo muy baja.

Esta revision sistematica, que actualiza un andlisis publicado en 2010, indica que
las pruebas serolégicas comerciales no proporcionan un diagndstico preciso de
la tuberculosis. Este hallazgo confirma anteriores revisiones sistematicas de la
evidencia, a pesar de la reciente expansion de la literatura relevante. Por otra
parte, el analisis de los investigadores indica que la calidad general del cuerpo
de evidencia en estas pruebas sigue siendo pobre. Muchos de los estudios
identificados utilizaron métodos insatisfactorios de seleccién de pacientes, por
ejemplo. Si se utiliza en lugar de la microscopia de esputo, serologia genera un
estimado de 14.000 mas diagnosticos de TB, pero también 121.000 diagndsticos
mas falsos positivos, 102.000 menos AVAD evitado, y 32.000 casos de
tuberculosis mas secundarios que la microscopia.

Claramente, hay una necesidad de investigacion continua y la mejora en las
pruebas seroldgicas existentes y para la investigacion de nuevos enfoques para
el diagnostico seroldgico de la tuberculosis. Por ahora, sin embargo, sobre la
base de estos resultados, y la opinién de expertos, la Organizacion Mundial de
la Salud ha emitido una recomendacién contra el uso de las pruebas seroldgicas
disponibles en la actualidad para el diagnostico de la tuberculosis, al tiempo que
destaca la importancia de continuar la investigacion sobre estos y otras pruebas

que podrian proporcionar un diagnostico rapido y preciso de la tuberculosis.
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