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RESUMEN (en espaiiol)

Los ensayos basados en la liberacion de IFN-y (IGRA) detectan la respuesta de los linfocitos
T frente a los antigenos ESAT-6 y CFP-10 que expresa M. tuberculosis y estan ausentes en
M bovis BCG y en la mayoria de las micobacterias ambientales. Existen dos técnicas
comerciales: QuantiFERON®-TB Gold (QTF) y T-SPOT®.TB. Los IGRA se han convertido en
una herramienta diagnéstica con un gran impacto en la préactica clinica. Sin embargo, la
experiencia recogida a menudo es contradictoria. Nuestro estudio analiza, a lo largo de 11
afios, dos versiones diferentes de QTF (QTF In-Tube, agosto 2007-junio 2016, y QTF Plus,
julio 2016-diciembre 2018) y una misma version de T-SPOT.TB (2011-2018). En Asturias QTF
es la prueba de elecciéon para llevar a cabo el diagnéstico de infeccion tuberculosa. En el
caso de personas inmunodeprimidas, candidatas a terapias bioldgicas, en menores de 5
afios se recomienda realizar ademas T-SPOT.TB. En Asturias se ha producido un incremento
de la demanda diagnéstica de las pruebas IGRA, principalmente en las edades medias de la
vida. El porcentaje de infectados detectado por IGRA fue del 15,2%. El mayor nimero de
indeterminados se registro en edades extremas. La comparacion entre ambas versiones de
QTF y T-SPOT.TB mostré6 una elevada concordancia (82,1% QTF-GIT/T-SPOT.TB y 89,3%
QTF-Plus/T-SPOT.TB), siendo T-SPOT.TB la técnica IGRA con mayor nimero de positivos
(15,6 y 18%, respectivamente frente a 13% QT-GIT y 16,7% QTF-Plus) pero también de
indeterminados (9,6% vs. 5,8% QTF-GIT; y 3,8% vs. 1,9% QTF-Plus). Las discrepancias entre
QTF y T-SPOT.TB se produjeron mayoritariamente en la zona de valores limite. En muestras
positivas simultaneamente por QTF-Plus y T-SPOT.TB se evidencid una correlacion entre los
valores cuantitativos (Ul/mL/n° de spots) obtenidos con cada IGRA. En QTF, la extension del
periodo de incubacion hasta las 72h no inducia la liberacion inespecifica de IFN-y, sin
embargo en T-SPOT.TB incrementaba significativamente el nimero de indeterminados y
falsos negativos. El ajuste del nimero de células recomendado para la fase de incubacion
en T-SPOT.TB no resultdé critico en un rango superior de 2-7 veces el recomendado.
Respecto a las lecturas individualizadas de los tubos TB1 y TB2 de la version QTF-Plus, no
se encontraron diferencias significativas entre las lecturas de los tubos TB1 y TB2 de QTF-
Plus, aunque se observaron valores medios superiores en el TB2. Las discrepancias se
encontraron en los rangos de lectura muy proximos al punto de corte. En el caso de las
lecturas individualizadas de los antigenos ESAT-6 y CFP-10 de T-SPOT.TB, las coincidencias
fueron maximas por encima de 30 spots en cualquiera de los pocillos, registrAndose mas
positivos con CFP-10 que con ESAT-6. Un 11,5% de enfermos de tuberculosis estudiados
presentaba IGRA persistentemente negativos. El indice de positividad IGRA en el personal
sanitario de <45 afios fue igual a la de la poblacién general aunque la tasa de conversiones
era el doble. Se identificaron 9 casos de conversiones IGRA en pacientes con terapias
bioldgicas (0,44% vs. 0,5% poblacion general), en 4 de ellos (44%) la conversion IGRA fue
seguida del desarrollo de enfermedad tuberculosa primaria sin registrarse ningan caso
hasta la fecha en poblacion general. Teniendo en cuenta nuestros resultados, consideramos
que en pacientes de riesgo es recomendable mantener en Asturias la estrategia de
utilizacién combinada de dos IGRA y tuberculina ya que mejora la sensibilidad diagnéstica,
mientras que en poblacidn general QTF-Plus parece reunir los requisitos para ser la
herramienta diagnéstica mas r@:omendable, complementada en casos puntuales con T-
SPOT.TB. !




RESUMEN (en Inglés)

Interferon gamma release assays (IGRA) detect T-Lymphocyte response when exposed to
ESAT-6 and CFP-10 antigens expressing M. tuberculosis and absent in M bovis BCG and most
other non-tuberculous mycobacteria. There are two commercial techniques: QuantiFERON®-
TB Gold (QTF) and T-SPOT®.TB. In recent years, IGRAs have become a diagnostic tool with a
great clinical practice impact. However, experience published generates controversy. Our
study analyzes, over 11 years, two different versions of QTF (QTF In-Tube, August 2007-June
2016, and QTF Plus, July 2016-December 2018) and the same version of T-SPOT.TB (2011 -
2018). In Asturias, QTF is the IGRA-test used for routine diagnosis of tuberculosis infection. In
the case of immunosuppressed-patients, candidates for biological therapies, and children
under 5 years old, T-SPOT.TB is also recommended. In Asturias there has been an increase in
the diagnostic demand of IGRA studies, mainly in the middle ages of life. The percentage of
infected detected by IGRA was 15.2%. The highest number of indeterminate results was
recorded in extreme ages. Comparison between both versions of QTF and T-SPOT.TB showed
high agreement (82.1% QTF-GIT / T-SPOT.TB and 89.3% QTF-Plus / T-SPOT.TB), being T-
SPOT.TB the IGRA technique with the highest number of positives (15.6% and 18%,
respectively compared to 13% QTF-GIT and 16.7% QTF-Plus) but also with a greater number of
indeterminate results (9.6% vs. 5.8% QTF-GIT; and 3.8% vs. 1.9% QTF-Plus). Discrepancies
between QTF and T-SPOT.TB occurred mostly in the gray zone. In positive samples by QTF-
Plus and T-SPOT.TB a correlation between quantitative values (IlU/mL / number of spots)
obtained with each IGRA was evidenced. The extension of the incubation period until 72h did
not induced nonspecific release of IFN-y in QTF, but in T-SPOT.TB we observed a significant
increase in the number of indeterminate and false-negative results. The adjustment of number
of cells in T-SPOT.TB was not critical in a range 2-7 times greater than recommended.
Individual value readings of the TB1 and TB2 tubes from the QFT-Plus do not showed
significant differences, although higher mean values were observed in TB2. Discrepancies
were found in values close to the cutoff point. In the case of T-SPOT.TB, when spots number
was above 30 agreement between ESAT-6 and CFP-10 antigens was total, although CFP-10
registered more positives than ESAT- 6. The 11.5% of tuberculosis patients studied were
persistently IGRA-negative. The IGRA positivity index in health care workers <45 years old
was similar to the general population, although the conversion rate was almost double. Nine
cases of IGRA conversions were identified in patients with biological therapies (0.44% vs.
0.5% general population), in 4 of them (44%) the conversion was followed by the development
of disease primary tuberculosis, while no cases have been recorded to date in the general
population. Taking into account our results, we consider that in the risk patients combined
use of two IGRA and tuberculin is the best strategy to improve diagnostic sensitivity, while in
the general population QTF-Plus seems us most recommendable, supplemented in specific
cases with T-SPOT.TB.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN CIENCIAS DE LA SALUD
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GLOSARIO

A

ADN: acido desoxirribonucleico

APC: células presentadoras de antigeno

ART: terapia antirretroviral

B

BCG: Bacille Calmette-Guérin

C

CCAA: Comunidades Autonomas

C: citosina

CFP-10: Culture Filtrate Protein 10

CDC: Centro para el Control y Prevencion de las Enfermedades de EEUU
D

DC: células dendriticas

E

EEA: Espacio Econémico Europeo

EEUU: Estados Unidos de América

ESAT-6: Early Secretory Antigenic Target 6
ELISPOT: enzyme-linked immunospot assay
ECDC: Centro Europeo para el Control y Prevencion de las Enfermedades
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

F

FDA: Food and Drug Administration

G

G: guanina

H

HUCA: Hospital Universitario Central de Asturias
I

IL: interleucina
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IRNs: intermediarios reactivos de nitrégeno
IFN-y: interferon-y

IROs: intermediarios de oxigeno

INOS: oxido nitrico sintetasa inducible

IGRA: Interferon Gamma Release Assay

IMID: immune-mediated inflammatory diseases
ITL: Infeccion Tuberculosa Latente

M

M. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis
MAGP: acido micélico arabinogalactano-peptidoglucano
MA: macréfagos alveolares

MCH: complejo de histocompatibilidad

N

NK: células natural killer

NTM: micobacterias no tuberculosas

L

LAM: lipoarabinomanano

O

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

P

PRRs: Pattern Recognition Receptor

PAMPs: Pathogen-associated molecular patterns
PT: prueba de la tuberculina

PPD: derivado proteinico purificado

PBMCs: Peripheral blood mononuclear cells

Q

QFT: QuantiFERON

R

RIC: respuesta inmune celular
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Introduccion

La tuberculosis (TB) continta siendo hoy en dia un problema prioritario de
salud publica a nivel mundial, es la enfermedad infecciosa que registra la
mayor tasa de mortalidad y, a la vez, es una de las diez principales causas de

muerte en la poblacién en general.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que una cuarta parte de la

poblacion mundial habria desarrollado una Infeccidon Tuberculosa Latente (ITL).

En el aflo 2017 se estima que a nivel mundial se registraron 10 millones de
casos de TB (rango: 9,0-11,1 millones) y que 1,3 millones de personas
murieron a causa de la TB (rango. 1,2-1,4 millones), con 300.000 muertes
adicionales (rango: 266.000-335.000) en coinfectados por el VIH (virus de

inmunodeficiencia humana) L.

En 2014, se informaron 58.008 casos de TB en la UE/EEA, con una incidencia
media de 12,8 casos por 100.000 habitantes 2. No obstante, siempre hay que
ser precavidos con los datos numéricos ya que, aunque la TB es una
enfermedad de declaracibn obligatoria, segun algunas estimaciones la
infradeclaracion podria alcanzar el 30%.

En Espafa, en 2016 se declararon 4.940 casos de TB (10,38 casos/100.000
habitantes), 118 casos eran importados; En cuanto a la localizacion, 3.382
fueron TB respiratorias (7,28 casos por 100.000 habitantes). Las tasas por
Comunidades Auténomas (CCAA) oscilaron, entre las tasa mas elevada a
nivel peninsular registrada en Galicia con 20,78 (564 casos), y la mas baja en
Canarias con 5,36 (115 casos). Ceuta notificO 20 casos (tasa de 23,59) y
Melilla notifico 15 casos (tasa de 17,75).

En en las dltimas décadas en nuestro pais se han producido cambios
demograficos significativos, lo que explica que en algunas CCAA el 35-40% de

los casos de TB se diagnostican en personas nacidas fuera de Espafa.

Como era de esperar, el mayor nUmero de casos de TB se produjo en hombres
(2.987 casos, 62% del total), con una proporcion hombre/mujer de 1,6. En
mujeres la incidencia mas elevada se registré en el grupo de edades entre 25y

34 afios, mientras que en hombres fueron los de edades superiores a 75 afnos,



Introduccion

seguido de los grupos de 35 a 54 afios 3. El impacto de la coinfecciéon con VIH
fue del 6,2%.

Entre los factores que se citan para la ralentizacion en el descenso del numero
de casos de TB en paises de ingresos medios-altos esta la infeccion por el VIH
con una clara concordancia de edades entre los grupos poblacionales de
infectados 4°. A este escenario se unen el impacto de la inmigracion ilegal de
personas procedentes de paises endémicos; el riesgo de expansion a nivel
mundial de cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes a uno 0 mas
farmacos que ya circulan en muchos paises con elevadas tasas de incidencia;
la generalizacion en el uso de los farmacos moduladores de la respuesta
biolégica en muchas patologias cronicas y que conlleva un mayor riesgo de
desarrollar TB; y las continuas demoras en la implantacion de un plan

coordinado para el control de la tuberculosis en nuestro pais 67.

ESTRUCTURA DEL BACILO

La TB esta causada por por M. tuberculosis complex (M. tuberculosis, M.
africanum, M. bovis, M. bovis BCG, M. canetti, M. microti, M. pinnipedi). La
familia Mycobacteriaceae (del orden Actynomycetales) incluye un Unico género
Mycobacterium, que agrupa a un tipo de bacilos débilmente gram-positivos
aerobios no esporulados de 0,2-0,6 x 1-10 um. Su contenido de guanina y
citosina (G+C) en el ADN (&cido desoxirribonucleico) es elevado, 62 a 70 moles
por 100 8 Aproximadamente el 25% del peso seco de la bacteria esta
constituido por los lipidos libres de las capas exteriores de la célula. Estos
lipidos contienen ceras, micésidos especificos de especie (glucolipidos
complejos y peptido-glucolipidos) y cord factor (6,6"-dimicolato de trehalosa)
gue se asocia al alineamiento en paralelo de las filas de bacilos, una de las
caracteristicas de las cepas virulentas de M. tuberculosis (FIG 1).
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FIGURA 1.- Capas exteriores de la célula de M. tuberculosis. (slideserve.com)

Las cadenas peptidicas de la capa externa comprenden un 15% del peso de la
pared celular y expresan antigenos relevantes de cara a la respuesta inmune

celular.

La envoltura de M. tuberculosis es una estructura compleja, constituida por
capsula, pared celular y membrana plasmatica °. La capsula es la capa externa
de la envoltura de las micobacterias y sirve de proteccién contra multiples
factores externos (FIG 2). Entre los principales componentes se encuentran el
acido micdélico y glicolipidos (responsables, junto con algunas proteinas, de las
caracteristicas antigénicas de la bacteria) ®°. La pared micobacteriana se
localiza por debajo de la capsula separada por un espacio periplasmico, posee
un elevado contenido en lipidos (50-60%) que le confieren un caracter
hidrofébico y la hace refractaria al ataque por hidrdlisis enzimatica. Es una
efectiva barrera frente a muchos de los agentes antimicrobianos
convencionales ° y esta constituida por el complejo macromolecular formado
por acidos micolicos arabinogalactano-peptidoglucano (mMAGP). El esqueleto de
peptidoglucano, relativamente uniforme en todas las especies de
micobacterias, representa el elemento fundamental de la pared celular. La
presencia de estos acidos micolicos y de otros lipidos por fuera de la capa de
peptidoglucano hace que las micobacterias sean acido-alcohol-resistentes. La
membrana celular tiene las caracteristicas bioldégicas y bioquimicas de

cualquier membrana, aunque en las micobacterias los derivados de los

4
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fosfolipidos se caracterizan por estar altamente glicosilados dando lugar a
moléculas como el lipoarabinomanano (LAM), que tienen un papel fundamental
en la patogénesis de la TB ° (FIG 3).

Repliegue de la Membrana

Pared plasmatica
membrana plasmaética celutar

Citoplasma '

Inclusién
citoplasmica

— "

FIGURA 2.- Estructura de la envoltura de M. tuberculosis (llustracion de Ivy Livingstone para BIODIDAC)

Las micobacterias tienen requerimientos nutricionales sencillos, tienen un
crecimiento lento yse multiplican cada 12-24 horas. El aislamiento por cultivo
de las especies de micobacterias de crecimiento rapido puede lograrse tras
periodos cortos de incubacion, en tres o pocos mas dias, pero las especies de
crecimiento lento suelen requerir, por lo general, entre 2-8 semanas. Tienen
elevada resistencia a los desinfectantes, pero son destruidos por la
pasteurizacion y la esterilizacion al calor. Son resistentes a la congelacion y
desecacion pueden sobrevivir durante largos periodos en superficies

inanimadas, en esputos secos y en restos de liquidos corporales.
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FIGURA 3.- Representacion de la pared celular de M. tuberculosis. (Tomado de Gorocica P, Jiménez-
Martinez M, Garfias Y, Sada I, Lascurain R. Componentes glicosilados de la envoltura de M. tuberculosis
que intervienen en la patogénesis de la tuberculosis. Rev Inst Nal Enf Resp Mex volumen 18 - nimero 2

abril-junio 2005 paginas: 142-153)

POBLACIONES BACILARES

Segun las caracteristicas del medio en el que se encuentran los bacilos, se

reconocen cuatro tipos de poblaciones bacilares 12,

1. Poblacion de micobacterias extracelulares en fase de metabolismo activo y
en crecimiento continuo, localizadas en las paredes de las cavidades donde la
fisiologia del medio es Optima. Representan la mayoria de los bacilos y
determinan la gravedad de la enfermedad, se diseminan facilmente por via
bronquial y se eliminan en gran numero al exterior por lo que son
determinantes para el contagio de la enfermedad, entre ellos suele haber una
proporcion natural de mutantes resistentes a los farmacos, estos mutantes son
los responsables de los fracasos del tratamiento cuando no se emplean pautas
de tratamiento adecuadas, caso de las monoterapias encubiertas o de los
tratamientos erréticos. El farmaco mas eficaz frente a esta poblacion es la

isoniacida, por su accion bactericida.

2. Poblacion de micobacterias en fase de inhibicion acida. Menos numerosa
que la anterior, se encuentran en el interior de los macrofagos y su crecimiento
es inhibido por el medio &cido en las células de las zonas inflamatorias o por la
baja oxigenaciéon del medio en el que se encuentran. No tienen actividad
metabdlica, motivo por el cual es dificil su eliminacion por la accion de los

farmacos. Constituyen junto a la poblacion bacilar en fase de multiplicacion
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esporadica, la denominada poblacion bacilar persistente, la cual es la principal
fuente de recaidas bacteriolégicas en el tratamiento de la TB. El farmaco mas
activo en este grupo es la pirazinamida, cuya actividad se incrementa con la

acidificacion del medio en el que actia.

3. Poblacion de micobacterias en fase de multiplicacion esporadica. Se
reproducen en accesos de soOlo unas horas de duracién. Se localizan
fundamentalmente en el caseum, donde el pH es neutro presentando
ocasionalmente actividad metabdlica que s6lo dura unas horas. Los farmacos
s6lo pueden ejercer su accion durante estos cortos periodos metabdlicos, que
pueden no tener lugar durante todo el tratamiento. La rifampicina actla

selectivamente sobre esta poblacion.

4. Poblacion de micobacterias persistente o totalmente durmiente. Permanece
latente durante largos periodos de tiempo, carece de actividad metabdlica,
motivo por el que los farmacos no son eficaces frente a estos bacilos y solo
podrian combatirse con los mecanismos de defensa del hospedador. Un
razonamiento tedrico situaria a esta poblacion como una de las responsables

de las recaidas en los pacientes con inmunodeficiencia severa.

El conocimiento de esta composicion bacilar heterogénea en las lesiones
tuberculosas propicié el empleo de la estrategia de uso combinado de farmacos
durante un largo periodo de tiempo para tratar la tuberculosis.

RESPUESTA INMUNE A M. tuberculosis

El M. tuberculosis ha desarrollado diferentes estrategias para evadir la
respuesta inmunitaria desarrollada por el hospedador. Las diferencias
observadas entre las personas pueden ser explicadas por la eficiencia tanto de

la inmunidad innata como de la adaptativa.

La infeccion se transmite via aérea, el mecanismo de entrada de M.
tuberculosis es por inhalacion de aerosoles que son eliminados por los
enfermos baciliferos al toser, estornudar o hablar y que contienen
micobacterias, las gotitas mas pequefias (1-5 um) son las mas infectivas
porque son capaces alcanzar la regién alveolar y, ademas, pueden permanecer

suspendidas en el medio ambiente durante largos periodos de tiempo.
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En el espacio alveolar los bacilos se encuentran con los mecanismos innatos
de defensa 2 (macréfagos alveolares -MA-, células dendriticas -DC-,
neutrofilos, linfocitos B, células epiteliales, células alveolares tipo | y tipo Il y
mediadores solubles -mucina, lisozima, lactoferrina, etc.-), cuya funcién es
mantener la homeostasis pulmonar y eliminar particulas y bacterias que entran
a través del tracto respiratorio 314, Los mediadores solubles son
principalmente las proteinas surfactantes A (SP-A) y D (SP-D) que opsonizan al
bacilo. La opsonizacion de M. tuberculosis por SP-A induce la fagocitosis por
macrofagos, mientras que SP-D la reduce. SP-A induce la expresion de CD206
(receptor de manosa) en macrofagos, pero regula negativamente la produccion
de intermediarios reactivos de nitrégeno (IRNs), con un beneficio para el

patégeno 16-18,

Los anticuerpos especificos pueden ser producidos contra M. tuberculosis por
células B tipo 1 y 2 respectivamente. Los anticuerpos presentes en el moco
opsonizan al bacilo e incrementan su fagocitosis por macréfagos via receptores
Fc. El componente C3b de complemento es liberado por las células alveolares
tipo Il, asi como por macrofagos alveolares, los cuales contribuyen a la

opsonizacion y fagocitosis de la micobacteria 1920,

Durante el primer contacto, los MA reconocen a la bacteria mediante una
variedad de receptores superficiales e intracelulares (PRRs: Pattern
Recognition Receptor) que detectan componentes bioquimicos microbianos,
asi, reconocen patrones moleculares del bacilo compartidos por grandes
grupos de microorganismos (PAMPs: Pathogen-associated molecular patterns),
tales como receptores de desecho, receptores de manosa, CD14, CD44, DC-
SIGN vy receptores para opsoninas (receptores para proteinas surfactantes,
receptores Fc y receptores de complemento) 2124,

Los PRRs mejor estudiados son los receptores tipo Toll (TLRs), 10 de los
cuales han sido identificados en humanos 25?7, TLR-2 tiene un importante
papel en el reconocimiento de M. tuberculosis en el pulmdén. El reconocimiento
de LAM (componente de la pared celular bacteriana) es mediado por
receptores TLR2 (como un heterodimero con TLR6 6 TLR1) expresados en la

membrana de macrofagos alveolares, al unirse inducen la produccion de
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moléculas como IL-1, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y éxido nitrico
(NO) que directa o indirectamente contribuyen a la muerte de los
microorganismos, activan sefiales intracelulares para la produccion de
proteinas involucradas en la respuesta inmune innata 22, ademas de inducir la
activacion de la respuesta adaptativa a través del reclutamiento de linfocitos T
al sitio de lesién, activacion de DC y produccién de citocinas y quimiocinas 292,
Componentes del sobrenadante de cultivo de M. tuberculosis son reconocidos
por TLR4, mientras que el ADN micobacteriano lo es por TLR9 3133,

Los PAMPS desencadenan la activacion de cascadas intracelulares que
conduce a la actividad fagocitica de los MA que, si tiene éxito, resultara en que
el microorganismo es completamente envuelto en vesiculas citosolicas, los

fagolisosomas.

Mientras que los macrofagos funcionan como la primera linea de defensa frente
a la infeccion, las primeras interacciones con la bacteria favorecen a ésta. Asi,
los macréfagos son uno de los principales nichos celulares de replicacion
bacteriana durante la infeccion temprana y sirven como reservorios
persistentes bacterianos en los granulomas del pulmén durante la infeccion

cronica.

La estrategia de M. tuberculosis para entrar en los MA incluye su propia
fagocitosis. a través de diferentes receptores presentes en la superficie de
éstos, lo cual determina en parte la evolucién temprana de la infeccion y la
persistencia de la bacteria en el interior de la célula hospedadora %%, de este
modo interactia con: 1) receptores para Fc, 2) receptores de complemento
como CR1 y CR3/CR4, 3) receptores de manosa, 4) Scavenger receptors y 5)
receptores para la proteina surfactante A. La interaccion de la bacteria con el
receptor C3 del complemento previene la produccion de radicales libres de
oxigeno y bloquea la maduracion del fagosoma evitando la fusién con los

lisosomas 3°.

La mayor parte de los componentes estructurales de las micobacterias son de
naturaleza sacaridica, reconocidas por diversos receptores en los macrofagos y
linfocitos T 3. Algunas de estas estructuras son también responsables de

inhibir o interferir los mecanismos microbicidas del macréfago infectado 3.
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Las citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 y TNF- a se producen en las
etapas iniciales de la infeccion, atraen los neutrdfilos, linfocitos y macréfagos
para que fagociten los bacilos extracelulares, y ademas generan un foco
inflamatorio. Los neutrofilos son las primeras células en llegar al sitio de
multiplicacion de los bacilos seguidos por las células natural killer (NK), pero
son incapaces de eliminar directamente a M. tuberculosis. Juegan un papel
defensivo, no solo como fagocitos no especificos, sino también secretando
proteinas antibacterianas, principalmente la catelicidina LL-37 383, Las células
NK son linfocitos innatos grandes y granulares de gran capacidad citolitica que
actuan durante la infeccion temprana, especializados en reconocer y destruir
células infectadas. Pueden también producir IFN-y e IL-22 40, activan
macréfagos, induciendo secrecion de citocinas IL-12, IL-15 y IL-18, que activan

células CD8+T 4142,

Las células T toman parte en la activaciéon y regulacién de los macréfagos y, en
consecuencia, en el control del crecimiento micobacteriano. En cuanto a la
funcionalidad de los linfocitos T se identifican 2 tipos de respuestas
colaboradoras: la Thl (inmunidad celular o retardada) y la Th2 (inmunidad

humoral).

Bajo la influencia de IL-12 secretada por los macréfagos, los linfocitos T CD4
especificos se transforman en linfocitos Thl, tras su activacion secretan otras
citocinas, principalmente interferén-y (IFN-y), el cual activard los macréfagos
infectados, inducira la produccion de intermediarios reactivos de nitrégeno y
favorecera la eliminacién de la bacteria. La IL-4 promueve la transformacion en
células Th2. Esta division en 2 subtipos se basa en el panel de citocinas que
éstos son capaces de secretar una vez activados, y con las que modulan a
diversos tipos celulares. Se denomina Thl a los linfocitos secretores de IL-2,
IFN-y, IL-12, IL-18, TNF-a, RANTES, MCP-1, MIP-1a e IL-816, y Th2 a los
linfocitos que liberan IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 y TGF-B (factor de crecimiento

transformante f3).

El control inmunolégico de la infeccion con M. tuberculosis esta basado en una
respuesta caracterizada por la produccion de citocinas y quimiocinas. Se

atribuye un papel importante en el control del crecimiento del bacilo y la
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prevencion del dafio al tejido pulmonar 4 a la respuesta inmune de tipo celular
Th1, mientras que la de células T cooperadoras tipo 2 (Th2) no se asocia con la
resolucién de la infeccidén, pero si en el control del proceso inflamatorio que
podria afectar al hospedador 4447, La orientaciéon hacia una respuesta inmune
tipo Thl o Th2, parece estar relacionada, con la naturaleza del ligando
bacteriano y/o por la via del receptor de entrada a la célula fagocitica. Las
proteinas intracelulares son excelentes inductoras de TNF-a, IL-2 e IFN-y,
mientras que los polisacéridos inducen una respuesta de Th2, representada por
IL-10. 4849 secretada por los macréfagos. El balance mixto Thl/Th2 parece
estar relacionado con el dafio tisular producido por la respuesta inmunologica
en la TB. Diversos signos clinicos como fiebre, pérdida de peso y dafio tisular
gue expresan los pacientes con TB, recuerdan los efectos del TNF-a.

Una vez que las bacterias son fagocitadas, la mayoria se localizan en los
fagosomas. En la fagocitosis convencional, los fagosomas se asocian a los
lisosomas para degradar su contenido. Las micobacterias bloquean este
proceso de fusion, el cual es un evento activo que depende de que las
bacterias estén vivas, puesto que las bacterias muertas fagocitadas
rapidamente ingresan al compartimento lisosomal °0-%2, La inhibicion de la
maduracion fagosémica por la micobacteria puede ser revertida por citocinas
como el IFN-y y TNFa, los cuales también estimulan mecanismos microbicidas

como la produccién de radicales libres de oxigeno y éxido nitrico 3.

Después de la captura del M. tuberculosis por los MA, puede ocurrir que la
micobacteria sea destruida, en cuyo caso, es la inmunidad innata la respuesta
inmunitaria mas importante. No obstante, cuando la infeccion se establece, es
la respuesta adaptativa, que se basa en el reconocimiento especifico de
antigenos por los diferentes tipos celulares que se activan y producen factores
solubles como citocinas y quimiocinas, la que conduce el control de la

infeccion.

La primera fase de la respuesta de las células T a M. tuberculosis no se inicia
hasta pasados once a catorce dias desde la infeccion. Los macréfagos
fagocitan M. tuberculosis lo que no impide que se se replique en su interior,

hasta que el macrofago muere y derrama antigenos de la micobacteria o
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incluso bacilos intactos. Este ciclo continda hasta que una DC fagocita la
bacteria. Posteriormente a la fagocitosis, M. tuberculosis es incluida en un
fagosoma para formar el fagolisosoma, donde es destruida por los mecanismos
bactericidas y proteoliticos de los macréfagos con la consecuente generacion

de péptidos y otros antigenos.

Las DC, constituyen un puente entre la inmunidad innata y adaptiva, se activan
y se transforman en células presentadoras de antigeno (APC), transportan a la
bacteria hasta un nodulo linfatico regional donde los antigenos micobacterianos
de naturaleza proteica son acoplados a moléculas del complejo de
histocompatibilidad tipo | (MCH 1) y presentados por los macréfagos a linfocitos
T CD8+, o bien, acoplados a moléculas del complejo de histocompatibilidad
tipo Il (MCH 11) y presentados a los linfocitos T CD4+. Estas células T usan
varios receptores, como TLRs, NODlike y C-type lectins, para este propésito,
que reconocen antigenos bacterianos en la superficie de la DC infectada,
iniciando la respuesta en el nodo linfatico >*. Se activaran y diferenciaran a
células efectoras citotdoxicas Tcl o linfocitos secretores de IFN-y T-helper (Th)
tipo 1 respectivamente, abandonando el ndédulo y migrando hacia el sitio de
inflamacion, dirigidas por citocinas y quemoquinas; alli realizan la actividad
efectora de la inmunidad celular o participan en la inmunidad humoral por
activacion de linfocitos B especificos por el antigeno. Las células presentadoras
de antigeno activadas liberan IL-12, citocina critica para la expansion y

diferenciacion de las células T especificas de antigeno °°.

Posteriormente, entre las semanas 2 y 4, se hace evidente la respuesta
especifica de las células T CD4+ y CD8+ %, las cuales, por medio de la
produccién de IFN-y y el TNF-a, potencian los mecanismos efectores innatos.
La segunda fase de la respuesta retardada ocurre después de que M.
tuberculosis haya sido transportado al nodo linfatico y la respuesta de las
células T haya sido iniciada. A partir de este momento, el control de la infeccién
se sustenta en la proliferacion de células T especificas frente a los antigenos
de M. tuberculosis y en la produccion de citocinas proinflamatorias que
mediaran en las reacciones de hipersensibilidad retardada que favorecen la

migracion de macrofagos, células T af y yd, células NK y fibroblastos al
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pulmén. La produccion de citocinas permite a los macrofagos infectados

eliminar a M. tuberculosis o, al menos, contener su replicacion °’.

Las células T CD4+ tienen un rol fundamental en la defensa contra el M.
tuberculosis durante la infeccion aguda y latente. En los humanos, la pérdida
progresiva de las células T CD4+ es responsable de la TB entre las personas
afectadas por el VIH 5860 | a funcién primaria efectora de las células T CD4+ es
la produccién de IFN-y y otras citocinas, para activar a los macréfagos.

Si bien se pensaba que las células T CD4+ determinaban la respuesta inmune
adaptativa en TB, hoy se sabe que otros subtipos de células T, incluyendo
CD8+ y Th17 e incluso células B, participan en el proceso %86 Las células
CD8+ también son capaces de secretar IFN-y e IL-4 y pueden jugar un papel
en la regulacion del balance de células Thl y Th2 en los pulmones de
pacientes con TB pulmonar. Las principales fuentes de IFN-y son los linfocitos
T y las células NK, aunque los macrofagos pueden constituir otra fuente

importante de IFN-y en la eliminacién de tumores ©2.

Aungue la produccion de IFN-y, por si misma, es insuficiente para controlar la
infeccion de M. tuberculosis, es necesario para la respuesta protectora. Es el
mayor activador de macréfagos ©3, al inducir proteinas involucradas en la
respuesta inmune, tales como: MHC I, MHC I, iNOS, p48, TAP 1, LAMP-2,
etcétera. El IFN-y induce la produccion de intermediarios de oxigeno (IROs),
IRNSs, acidificacion del fagosoma y fusion fagosomalisosoma, la expresion de la
oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) para la produccion de NO a partir de L-
arginina como sustrato, la produccion de a y B defensinas, la disminucion del
receptor de transferrina para reducir el hierro intracelular y, de esta manera,
limitar el desarrollo de la micobacteria, aumento en las moléculas MHC | y MHC

Il y aumento en la capacidad para fagocitar e inducir la producciéon de IL-12
64,65

Existe una relacion entre la produccion de IFN-y y las manifestaciones clinicas
de la enfermedad; cuanto méas severa es la enfermedad, las células
mononucleares de sangre periférica producen niveles mas bajos de IFN-y ©,

asi, los niveles de IFN-y estan deprimidos en pacientes con TB activa 5768,
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En la mayoria de los casos (90-95%) de infeccion por M. tuberculosis, el
individuo permanece asintomatico y no transmite la enfermedad. Sin embargo,
siempre existira la posibilidad de una reactivacion de la infeccion latente, lo que
puede suceder en diferentes contextos que alteran o debilitan la respuesta
inmunitaria. M. tuberculosis persiste en el interior de los granulomas presentes
en las personas infectadas. El granuloma esta constituido por macréfagos y
células gigantes, células T CD4+ y CD8, ¢ (imprescindinbles para contener la
infeccion y previr la reactivacion), células B y fibroblastos que rodean la lesion
(un area central de tejido pulmonar necrético) ° y secretan proteinas de matriz
extracelular que conforman una barrera fisica para combatir la diseminacion de
la micobacteria manteniéndola en un estado no replicativo de manera
persistente °6:7173, La combinacion de una lesiéon primaria granulomatosa en el
pulmén con afectacién del ganglio linfatico hiliar dependiente es lo que se
conoce como ‘“complejo de Ghon” 74, Se trata de lesiones dindmicas, con una
parte de células que van muriendo, y otras nuevas que van incorporandose.
Cuando se les impide entrar (p.ej. bloqueando la expresion de las moléculas de
adhesion o cascadas de quemoquinas inflamatorias por administraciéon de
farmacos dirigidos al TNF-a), la estructura granulomatosa se desintegra

provocando la diseminacién de su contenido.

La formacion del granuloma supone un intento de contencién por parte del
hospedador en respuesta a una infeccibn que no puede erradicar, con
presencia de bacterias “durmientes”, pero viables, residentes en él 417576, La
adaptaciéon a niveles bajos de oxigeno incrementa la capacidad de M.
tuberculosis para persistir en el hospedador. Esta fase conforma la denominada

infeccion “latente”.

Las terapias biolégicas, de manera especial los anti-TNF-a, que se utilizan con
éxito en el tratamiento de las enfermedades inflamatorias crénicas mediadas
por el sistema inmune (como la artritis reumatoide, la psoriasis, la enfermedad
de Crohn etc.) tienen efectos secundarios, entre los que destacan destacan las
infecciones en general, y de manera muy especial la TB como consecuencia en
muchos casos de la reactivacion de una tuberculosis latente, lo que
indirectamente confirma la importancia del TNF-a en la formacién del

granuloma 7785, Sin embargo, el TNF-a también juega un papel paradéjico en la
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inmunopatologia de la tuberculosis porque, mientras que el TNFa liberado en
una localizacion en la que exista una respuesta predominantemente Thl induce
la activacion macrofégica, cuando se libera en localizaciones con un balance
mixto Th1/Th2 (con una alta concentracién de IL4) entonces produce un dafio

tisular extenso 6.

En resumen, una vez la bacteria en el pulmon, pueden desencadenarse cuatro
escenarios: a) Una respuesta inicial del hospedador que permite eliminar a
todos los bacilos de manera efectiva, ejemplo de inmunidad natural; b) el
microorganismo logra superar las barreras de defensa y comienza a
multiplicarse inmediatamente después de la infeccién, TB primaria; c) el bacilo
penetra en el organismo provocando una respuesta del sistema inmune pero
sin lograr su completa eliminacién, infecciéon tuberculosa latente 87; y d) los
bacilos latentes pueden romper el equilibrio que mantienen con el hospedador

y provocar el desarrollo de la enfermedad activa , reactivacion TB 8,

La enfermedad tuberculosa es por tanto un estado que depende de la entrada y
proliferacion de los bacilos pero muy condicionado por la respuesta inmune del

hospedador 38418990,

TEORIAS DE INFECCION LATENTE

La latencia en la infeccion por M. tuberculosis es un término, definido por
Amberson ', como la presencia de cualquier lesién tuberculosa incapaz de
producir sintomas que indiquen su presencia. Segun la teoria clasica, en los
casos en que la carga antigénica no es demasiado alta y la hipersensibilidad
del huésped es buena el granuloma se resuelve y el tejido acaba cicatrizando.
Pero cuando la carga bacilar es muy alta, puede dar lugar a una necrosis
incompleta originando las cavernas tuberculosas, que albergan un alto
contenido bacilar que puede diseminarse a otros 6rganos. En la mayoria de los
casos, los linfocitos CD4 destruyen el 95% de los bacilos tuberculosos. La
poblacion bacilar restante, en el 90-95% de los casos acaba siendo destruida
previa fibrosis y reabsorcion del granuloma, y solo en un 5-10% de los casos
(en poblacién inmunocompetente) los bacilos quedan en estado durmiente

dentro de los macréfagos generando la denominada tuberculosis latente °2.
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Ahora, una nueva hipétesis, la Hip6tesis Dinamica °°4 sostiene que las
bacterias causantes de la TB, una vez estan en el tejido pulmonar no
permanecen quietas, sino que se reproducen, pasando a formar parte de los
aerosoles que se generan en los pulmones de las personas infectadas,
reinfectando nuevos puntos del tejido. Esto causa constantes lesiones que el
pulmén envuelve con fibras de colageno para intentar reducir la capacidad de
las bacterias de moverse y producir reinfecciones que no son detectables con

las radiografias de térax. (FIG 4)

) Systemic dissemination
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Alveolar fluid drainage
s + Aerosols' inspiration

1stgeneration granuloma

olweuliq

3rd generation granuloma

®
© 2nd generation granuloma
Q
©  4th generation granuloma

) Lesién inicial.

1) Diseminacion y generacion de granulomas secundarios.
)] Contencion de la enfermedad por la inmunidad especifica.
) La lesion permanece en la zona de bacilos durmientes.

V) Estos tienen la capacidad de reactivarse mucho tiempo después.
6

(IV) Reflujo constante de bacilos.

(V) Generacién de nuevos granulomas.

FIGURA 4.- Comparacion entre la teoria clasica y la hipétesis dinamica. (Tomado de Cardona P J. A
Dynamic Reinfection Hypothesis of Latent Tuberculosis Infection. Infection 37(2):80-6 April 2009)

Las personas infectadas que desarrollan la enfermedad lo hacen porque la
reaccion inflamatoria que su cuerpo genera contra las bacterias es muy
intensa, lo que aumenta el tamafio de las lesiones tuberculosas. Asi, la actual

definicion de ITL incluye diversos estadios de infeccion, incluyendo al paciente
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gue mantiene al M. tuberculosis en estadios de nula y/o baja replicacion, lo que

explicaria la continua produccion de INF-y en pacientes con ITL.

INFECCION LATENTE Y CONTROL DE LA TUBERCULOSIS

Aunqgue el diagnéstico y el tratamiento de la TB activa ocupan un lugar
destacado en la lista de prioridades de los programas dirigidos al control de
esta enfermedad en los paises con una incidencia elevada de la misma, la ITL

esta adquiriendo una importancia creciente .

La ITL se define como la situacion clinica que se da en individuos que albergan
bacilos viables de M. tuberculosis que, si bien no muestran ningln signo o
sintoma clinico o de otro tipo que indique una enfermedad activa, tienen mayor
probabilidad de desarrollar la enfermedad activa a lo largo de su vida
(aproximadamente un 10%.) El riesgo de progresion es especialmente elevado
entre aquellos individuos recientemente infectados o con deterioro del sistema

inmune.

La identificacion y tratamiento de pacientes con enfermedad activa, asi como
de los contactos con alta probabilidad de desarrollar la enfermedad, es
particularmente relevante en los programas de control de la TB especialmente

en contextos de alta prevalencia de la enfermedad .

En regiones con baja incidencia, como son los paises desarrollados, la
deteccion y tratamiento mediante terapia preventiva de individuos infectados
por M. tuberculosis, con alto riesgo de reactivacion de la enfermedad, es crucial

para mantener bajo control la epidemia °’.

El resurgimiento global de la infeccidén por M. tuberculosis (TB) se debe en gran
parte al impacto de la pandemia del VIH, que condiciona, junto a las
condiciones socioeconOmicas, su distribucion geografica. A ello se une la
aparicion, en los ultimos afios, de cepas resistentes (TB-R) y multirresistentes
(TB-MR) a los agentes antimicrobianos. En 2017, fueron notificados 160.684
casos de TB-MR en todo el mundo, apenas la cuarta parte de los 558.000 que
se estima la desarrollaron. La TB-MR es un problema especialmente grave en
India, China, Federacion Rusa, Pakistan, Nigeria, Filipinas, Indonesia, Ucrania,
Myanmar y Mozambique .
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Todo ello subraya la necesidad de nuevas técnicas diagnosticas, junto a
medidas de prevencidon y programaticas. No hay que olvidar que en el control
de la tuberculosis influyen un conjunto de factores, entre los que destacan los
recursos socioeconémicos, y el bienestar social que estos generan, que ha
permitido a algunos paises desarrollados reducir la tasa de incidencia de la
tuberculosis significativamente, como es el caso de Holanda, Islandia o los
Estados Unidos (EEUU).

PRUEBAS DIAGNOSTICAS

1. Prueba de latuberculina (PPD)
La carencia de una prueba “patrén de oro” (gold standard) ha dificultado
tradicionalmente el diagnostico de ITL. Durante todo el siglo pasado y hasta
muy recientemente la deteccidén y diagnéstico de ITL ha estado basado en la

prueba de la tuberculina (PT).

Las reacciones de hipersensibilidad retardada ya fueron descritas por Robert
Koch. La infeccion tuberculosa produce una respuesta de hipersensibilidad
retardada a ciertos componentes antigénicos de M. tuberculosis, que son los
gue se concentran en los purificados de cultivos, denominados tuberculinas. El
aislamiento de éstos puede realizarse mediante precipitacion, utilizando sulfato
de amonio o &cido tricloroacético, obteniéndose pequefas proteinas de menos

de 10.000 Da, con algunos lipidos y polisacaridos.

En 1890, expuso los efectos de la tuberculina aplicada por via intradérmica en
pacientes con TB. Tiempo después, Escherich hizo referencia a una reaccién
local en el sitio de aplicaciéon, a la que llamo “reaccién a la puncién”. En 1903,
Nicolas Arthus describe un fenédmeno que consistia en induracién y necrosis
local después de la aplicacién intradérmica repetida de una sustancia extrafia,
gque se debe a la formacion y depdsito de inmunocomplejos con activacion del

complemento %%,

La técnica intradermica actualmente en uso fue descrita en 1912 por Charles
Mantoux, médico francés que desarrollo el trabajo de Koch y Clemens von
Pirquetto 1°° para crear su test en 1907, ensayando con diferentes diluciones

de tuberculina.
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En 1939, Florence Seibert obtuvo una proteina purificada de la tuberculina
“antigua”, a la que se denominé PPD (derivado proteinico purificado), obtenida

tras el filtrado de cultivo de M tuberculosis esterilizado y concentrado 01,

En 1951, un producto mas estandarizado nombrado PPD-S (derivado
proteinico purificado preparado segun el método descrito por Siebert), fue
adoptado por la Organizacién Mundial de la Salud como tuberculina estandar,

la cual se comercializ6 en Estados Unidos (1°2).

En 1958, la OMS aprob6é un nuevo derivado proteinico, el PPD RT-23, la
tuberculina utilizada en Europa. En EEUU existen dos preparaciones, Aplisol y
Tubersol, ambas con respuesta similar a la RT-23. Actualmente en Espafia se
usa la variante PPD RT-23 con Tween 80 como adsorbente. Dos unidades de
tuberculina (UT) de este PPD equivalen a 5 UT del PPD utilizado en otros

paises.

La reaccion a la inyeccion intracutanea de tuberculina es un ejemplo clasico de
respuesta de hipersensibilidad retardada mediada por células (sobre todo
linfocitos T) en la que el individuo infectado con el bacilo tuberculoso presenta,
a las 48-72 horas de la inyeccién, vasodilatacion local, edema, depdsito de
fibrina, y reclutamiento de otras células inflamatorias a la zona en la que

aparece una induracion.

La técnica del mantoux consiste en la inyeccién intradérmica de una dosis
estandar de 2 unidades tuberculina PPD RT-23 con Tween 80 como
adsorbente, en una zona donde no existan lesiones cutdneas. Tween 80 es un
detergente afadido a la tuberculina para evitar adsorcidn sobre las superficies
de cristal o plastico. En la actualidad todas las tuberculinas se fabrican y
estandarizan con Tween 80. Se utiliza una jeringa graduada en centésimas de
mililitro, con aguja fina de 25-27 G, de 10-12 mm de largo para la inyeccion en
la dermis superficial, inoculando con el bisel hacia arriba. Puede realizarse en
cualquier sitio, de forma convencional se aplica en la superficie flexora del
antebrazo izquierdo, preferentemente en la unién del tercio superior con el
tercio medio, ya que es una zona expuesta y las regiones proximales son mas

sensibles que las distales 103194 Convencionalmente, el test se realiza en el

19



Introduccion

brazo izquierdo para evitar errores en la lectura. No obstante, puede utilizarse

el derecho, de haber alguna contraindicacion en usar el izquierdo

La aguja debe ser visible a través de epidermis durante la insercion. Se inyecta
lentamente la solucion. Se ird produciendo una pequefa papula de un diametro
de 6 a 10 mm que permanecera durante unos 10-15 minutos para que la
técnica sea correcta. Si no se forma esta papula o desaparece inmediatamente
tras la inyeccién, significa que la administracion ha sido subcutdnea y no
intradérmica; debe entonces repetirse la prueba a unos 5 cm de la previa. Es
extremadamente importante asegurarse de que el paciente es citado para leer

la reaccion al test. Asimismo, hay que instruir al paciente para mantener la

zona limpia, descubierta y no frotar o rascar el area. La lectura se efectuara
entre las 48-72 horas (rango 2-4 dias) (FIG 5)

{5

FIGURA 5.-Técnica del mantoux. (Fotografia de Greg Knobloch, fuente: Wikipedia)

Una reaccion positiva a tuberculina PPD RT 23 SSI se define como una
induracion plana, irregular y ligeramente elevada con un diametro de 6 mm
como minimo, rodeada por una zona de enrojecimiento mas o menos definida.
Se miden los milimetros de induracién del didmetro transversal segun el eje
longitudinal del antebrazo, bien por palpacién o con la ayuda de un boligrafo
(técnica de Sokal), y registrando la existencia, si la hubiera, de vesiculacion o
necrosis 1%, con una regla de plastico transparente y flexible 1. Indica una
respuesta del sistema inmunitario causada por uno o varios de los siguientes
factores: a. Infeccion con complejo de M. tuberculosis (M. tuberculosis, M.
bovis, M. atricanum o M. microti); b. Infeccion con micobacterias no
tuberculosas; c¢. Vacuna BCG (Bacille Calmette-Guérin) anterior. Los
vacunados con BCG normalmente muestran reaccion positiva a la tuberculina

después de 4-8 semanas lo que resta especificidad a la prueba 1°7:108,
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No hay correlacion entre el tamafio de la induracion y la probabilidad de
enfermedad tuberculosa activa, pero si con el riesgo de desarrollar la
enfermedad en el futuro 19, En la lectura diagnéstica se tendra en cuenta, no

sélo el tamafo, sino también la situacion clinica del individuo.

En Espafa segun la Sociedad de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR) se

considera positiva una induracion: 110

e En personas no vacunadas =5 mm.

e En personas vacunadas con BCG se tienen en cuenta determinadas
condiciones clinicas, considerando PT positiva con diametro >5 mm, si
ademas de vacunados son convivientes 0 mantienen contactos
frecuentes con pacientes baciliferos, portadores de radiologia de térax
con lesiones sugestivas de TB antiguas y nunca tratados, infectados por
VIH o silicoticos.

e En el resto de vacunados con BCG si el tamafio de la induracion es >15

mm.

Se considera una PT de alto valor predictivo negativo de infeccion cuando el
tamafio del diametro de la induracion es menor a los valores descritos
previamente. No obstante, si en estos casos las personas estan vacunadas con
BCG o son mayores de 65 afios, se les debe repetir la prueba a los 7-10 dias

(efecto Booster) y ese sera el resultado que se acepte.

Cuando se trata de un estudio de contactos la interpretacion se simplifica ya
gue no se debe tener en cuenta el antecedente vacunal y considerar una

induracién mayor de 5 mm como indicativa de infeccion tuberculosa.

Efecto booster.

En algunas personas que han sido infectadas con M. tuberculosis, la capacidad
de reaccionar a tuberculina puede disminuir con el tiempo, asi puede
producirse un falso negativo o un valor débilmente positivo. Este fenbmeno se
debe a una respuesta inmunitaria disminuida (muy pocos linfocitos
sensibilizados en circulacion para producir una respuesta local significativa) en
pacientes ancianos infectados afios antes o en vacunados en la infancia, que

puede evidenciarse con un segundo test de refuerzo (boosted). El efecto
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Booster es maximo si el segundo test tiene lugar entre una y cinco semanas del
primero, y puede ser observado hasta dos afios después. El resultado definitivo

de la prueba es el de la segunda lectura.

Reversion tuberculina

La reversion se define como el cambio a negativo tras un resultado positivo
previo. Generalmente este fendmeno es poco comun en individuos sanos,
dandose en menos del 10%. La reversion es mas frecuente en poblacion de
edad madura'!! (se estima 8% al afio) cuando el Mantoux inicial es <14 mm

cuandoel resultado positivo se debia a un efecto Booster.

Conversion tuberculina

La conversion tuberculinica se define como el cambio (en un periodo de dos
afos) de la reactividad negativa a positiva o bien por un incremento de = 10

mm sobre un resultado previo 12,

Falsos positivos v negativos de la prueba de la tuberculina

Uno de los inconvenientes de la PT es su baja especificidad, la PPD incluye
antigenos que no son exclusivos de M. tuberculosis, muchos son compartidos
por micobacterias no tuberculosas (actualmente hay mas de 170 especies
descritas) y por M. bovis BCG, hecho que puede causar falsos positivos de PT
por reactividad antigénica cruzada debida a la exposicion a micobacterias
ambientales o por vacunaciéon previa con BCG 12, Asimismo, existen
circunstancias dependientes del individuo que pueden dar lugar a falsos
negativos de la PT: infeccién viral concurrente; vacunaciones con virus Vivos;
situaciones de inmunosupresion o tratamiento con farmacos que disminuyan la
respuesta inmunitaria; nifios pequefios por inmadurez del sistema inmune.
Existen otras situaciones, que a su vez podrian alterar la interpretacion, como
la mala conservacion, una técnica inadecuada -tanto en la administracion como
en la lectura-. También presenta inconvenientes de otro tipo, como la
variabilidad inter-prueba operador dependiente, o la necesidad de una segunda

visita.
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2. Ensayos basados en la liberacidon de Interferén gamma (IGRA)
Una de las principales prioridades para mejorar el control de la tuberculosis
siempre ha sido disponer de una prueba mas rapida y especifica de ITL 3. La
identificacion de genes en M. tuberculosis que no estan presentes en M. bovis
BCG ni en la mayoria de micobacterias ambientales ofrecié una oportunidad
para el desarrollo de pruebas diagnésticas mas especificas de infeccion

tuberculosa 114,

Lalvani y colaboradores identificaron células T con respuesta especifica frente
a antigenos de M. tuberculosis!'® ya que se sabia que la estimulacion de
células mononucleares aisladas de sangre periférica (PBMCs) por ESAT-6
(Early Secretory Antigenic Target 6), diana de células T CD4, inducia la
liberacion in vitro de IFN-y. Esta linea de investigacion llevé al desarrollo de
nuevos test basados en la deteccion del IFN-y liberado por linfocitos T
activados '8, Los ensayos basados en la liberaciéon de IFN-y (IGRA) detectan
la respuesta inmune celular especifica a antigenos que se expresan en M.
tuberculosis (ESAT-6 y CFP-10 -Culture Filtrate Protein 10-, codificadas por la
region RD-1, y TB7.7, codificado por el segmento RD11s), que incrementan
significativamente la especificidad con respecto al PPD, pero estan ausentes
en BCG y la mayoria de las micobacterias ambientales no tuberculosas
(excepto M. kansasii, M. marinum y M. szulgai) 1*’. Su implantaciéon supuso una
gran mejora en la sensibilidad y especificidad en el diagnéstico de TB 118120,
Por otro lado, se evitaba la subjetividad de la interpretacion, asi como la visita

de lectura, e incorporaban un control positivo que facilitaba la interpretacién.

Se desarrollaron dos técnicas comerciales para el diagndstico in vitro de la ITL:
QuantiFERON®-TB (Cellestis Limited, Carnegie, Australia) y T-SPOT®.TB
(Oxford Immunotec Limited, Abingdon, UK)

La primera version de QuantiFERON®-TB, aprobada por la Food and Drug
Administration (FDA) en el afio 2001, detectaba la liberaciéon de IFN-y en
respuesta a PPD y media el nivel de IFN-y soluble en el sobrenadante
producido en sangre total mediante ELISA (enzyme-linked immunosorbent

assay).
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En el afio 2004, la FDA aprobé la segunda versién, QuantiFERON® TB Gold,
que utilizaba péptidos sintéticos que simulan antigenos mas especificos, como
son el ESAT-6 y CFP-10.

En 2007 la nueva generacion, QuantiFERON®-TB Gold In Tube (QFT-GIT),
incorporaba un tercer antigeno: el TB 7.7, y tubos especialmente disefiados

para la muestra de sangre.

En 2016 se lanza la cuarta generacion de Quantiferén, el QuantiFERON®-TB
Gold Plus (QFT®-Plus), aprobado por la FDA en junio de 2017. El ensayo QFT-
Plus utiliza dos tubos diferentes de medicion de antigeno TB: el tubo de
medicién de antigeno TB 1 (TB1) y el tubo de medicion de antigeno TB 2
(TB2). Ambos tubos contienen antigenos peptidicos de los antigenos asociados
al complejo M. tuberculosis, ESAT-6 y CFP-10. El tubo TB1 contiene péptidos
de ESAT-6 y CFP-10 disefiados para generar respuesta inmune celular (RIC) a
partir de linfocitos T cooperadores CD4+ y el tubo TB2, un conjunto adicional
de péptidos cuya funcion es inducir respuestas RIC a partir de linfocitos T
citotoxicos CD8+. Se ha descrito un aumento en la frecuencia de deteccion de
linfocitos T CD8+ especificos para ESAT-6 y CFP-10 en sujetos con TB activa,
en comparacion con sujetos afectados por ITL, lo que puede estar relacionado
con una exposicion reciente al M. tuberculosis 122123, También se han
detectado células T CD8+ especificas para M. tuberculosis productoras de IFN-
y en sujetos con TB activa y coinfeccién por VIH 124125 asi como en nifios

jovenes con TB 126,

Por otro lado, T-SPOT®.TB estimulaba PBMCs con ESAT-6 y CFP-10,
separadamente, detectando el numero de células efectoras T, CD4 y CD8
productoras de IFN-y mediante ELISPOT, representadas como spot-forming
units (SFU). Dos paneles separados de antigenos, que simulan las proteinas

ESAT-6 y CFP10, permitian optimizar la sensibilidad del test.

La sensibilidad y la especificidad de estas técnicas diagnosticas son dificiles de
establecer debido a la falta de una auténtica prueba de referencia. Dado que la
transmision aérea de M. tuberculosis viene determinada principalmente por la
frecuencia, la duracion y la proximidad del contacto con el individuo

diagnosticado de enfermedad tuberculosa, para que una técnica sea
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considerada mas sensible y especifica que la PT deberia estar mas
estrechamente relacionada con el nivel de exposicion y ser independiente del
estado de vacunacién con BCG 28, Varios metaandlisis 12’ han demostrado
que ambos IGRA son mas especificos que la PT y, al menos, tan sensibles
para detectar TB activa, especialmente en poblaciones que han recibido
vacunacion BCG. Ademas, T-SPOT.TB parece ser mas sensible, pero menos
especifico que QFT-GIT. Sin embargo, solo estudios limitados comparan
directamente QFT-GIT con T-SPOT.TB y la PT en los mismos individuos, sobre
todo en casos de enfermedad tuberculosa, para monitorizar el efecto del
tratamiento o en estudio de contactos. Por otra parte, a diferencia de la
tuberculina, en el caso de los IGRA todavia no estd demostrado que sirvan
para predecir el riesgo de progresion a enfermedad) y/o para monitorizar

respuesta al tratamiento.

IGRA en poblacién pediatrica

La aportacion de los IGRA al diagnéstico de la infeccion tuberculosa en
poblacién pediatrica es objeto de debate 12°. Algunos autores refieren una baja
sensibilidad en nifios 13, pero este hallazgo no ha sido confirmado por otros 31,
Por otro lado, representan una proporcion creciente, y significativa, en el
nimero total de casos %2 porque un 50% de los bebés no tratados y el 15% de
nifios con ITL desarrollaran la enfermedad en los 2 afios siguientes tras la

infeccion 133,

En cuanto a la trascendencia de la localizacion geografica, hay que decir que el
estatus immunoldgico del nifio, asociado a condiciones comunmente
observadas en paises subdesarrollados como malnutricion, infeccién por VIH,
helmintiasis, influyen en el funcionamiento de los IGRA 134135 En paises
desarrollados, los IGRA han mejorado el diagndstico de TB en nifos
inmunocompetentes de mas de 5 afios (con una sensibilidad de 67-86%) pero,
incluso en ellos, la interpretacion puede ser dificultosa. Algunos autores
sugieren el uso combinado de PT e IGRA, lo que incrementa la sensibilidad
diagnostica al 90%, aunque no hay consenso en el manejo de los resultados

discordantes 136-137,
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IGRAY VIH

Los individuos co-infectados con el VIH tienen un riesgo incrementado de
progresion a TB activa estimada en un 5-10% por afio %, y presentan
porcentajes de reactivacion del 20-30% en aquellos con PT positiva 138139,

El riesgo de progresion a enfermedad, aunque es mas reducido en quienes que
reciben terapia antirretroviral (ART) 149141 es aln el doble que en la poblacion
general no infectada por el VIH, incluso en paises con baja prevalencia de TB.
Debido a la ausencia de gold standard para el diagnostico de ITL, tanto en
individuos inmunocompetentes como inmunodeprimidos, se utililiza tanto PT
como IGRA, solos o en combinacion 42143, En cuanto al rendimiento
diagnostico de IGRA en infectados por el VIH, una serie de estudios han
afiadido consistencia a la mayor sensibilidad de T-SPOT.TB sobre la PT. Uno
de ellos encontr6 que el T-SPOT.TB era mas sensible que la PT y se
correlacionaba mejor con TB activa en pacientes infectados de VIH con
recuentos de CD4 <200 cells/uL, incluso tras la introduccion de ART combinada

y entre aquellos que han recibido vacunaciéon con BCG 144146,

Varios estudios han evaluado los tests de IFN-y en poblacion infectada por VIH
147148 De ellos, s6lo unos pocos han comparado el rendimiento de ambos
ensayos, T-SPOT.TB y QFT en la misma poblacion VIH 147:149-152,

IGRA vy enfermedades inflamatorias

En caso de pacientes con enfermedades inflamatorias crénicas (IMID -immune-
mediated inflammatory diseases-), antes de iniciar el tratamiento con
antagonistas del TNF-a (anti-TNF-a) se deben adoptar medidas para descartar
la existencia de ITL, ya que se han descrito un nimero significativo de casos de
TB tras la generalizacion en el uso de las terapias biolégicas. En la mayoria de
los casos la enfermedad se produce como consecuencia de la reactivacion de
una infeccioén latente 153, EI TNF-a es una citocina proinflamatoria que juega un
papel importante en la patogénesis de la enfermedad inflamatoria, siendo los
tratamientos anti- TNF-a efectivos para mantenerla bajo control. Los casos de
TB en este tipo de pacientes suelen tener una localizacién extrapulmonar, con

enfermedad diseminada en una cuarta parte de los casos, lo que se asocia con

26



Introduccion

inmunodepresion, esto nuevamente refuerza el papel que juega el TNF-a en la

respuesta del hospedador frente a la TB 14,

En los estudios publicados dos hasta la fecha se concluye que la concordancia
entre la PT y los IGRA en el diagnostico de ITL en las IMID es baja y que los
resultados discordantes tienen su origen en la vacunacion previa con BCG 1%,
Basandose en la evidencia actual se puede concluir que, en pacientes con
IMID que siguen un tratamiento inmunosupresor, la especificidad de los IGRA

es mayor que la de la PT.

Fuentes de variabilidad de los IGRA

Las fuentes de variabilidad pueden ser clasificadas en preanaliticas, analiticas,

postanaliticas, de fabricacién, e immunolégicast®®.

Entre las preanaliticas, podemos considerar la variabilidad en el volumen de
sangre, que a su vez depende de la tension arterial en el momento de
extraccion de la sangre®®’, la posicion del tubo Vacutainer respecto de la zona
de venopuncion, y el efecto de la altitud; mala desinfeccion de la piel y del
tapén de goma de los tubos; duracién de la estimulacion de las células T con
los antigenos; la agitacion de todos los tubos debe ser idéntica, si es excesiva
en uno de ellos puede conducir a un falso positvo o a un falso
negativo'®8;demora entre extraccion e incubacion'®® puede disminuir
significativamente la respuesta de células T 1%° (la utilidad del T-Cell Xtend
reagent necesita mas evidencias); el transporte de las muestras a baja
temperatura ambiental puede influir negativamente, asi, se obtiene mayor

nimero de resultados indeterminados en otofio e invierno6?,

Fuentes de variabilidad analiticas como el efecto matriz; imprecision en el
pipeteo; errores en los pasos de centrifugacion, decantacién, y lavado;
imprecision en la medida de la sefial por el operador (p.ej. variabilidad en el
contaje de manchas en TB-SPOT dependiendo del lector 12) o el instrumento.
La variabilidad es especialmente critica cuando los resultados se acercan al
punto de corte del ensayo de 0.35 IU/ml 163167 | os errores de introduccién o
transcripcion manual de datos constituyen la principal fuente de variabilidad
postanalitica 8. Defectos de fabricacion: p. ej. antigen tubes defectuosos

pueden dar lugar a falsos positivos. Fuentes de variabilidad inmunoldgicas: in
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vivo vinculado al efecto booster de la TST 16 ex vivo debida a la

immunomodulacion por productos microbianos.

3. IGRA vs. Tuberculina

Las guias clinicas existentes no dan una respuesta unanime a las preguntas
que surgen sobre cémo emplear ambos tests. La OMS por su parte nos da las
siguientes directrices: en los paises de ingresos medianos-altos, donde la
incidencia estimada de TB es menor de 100 por 100 000 habitantes se deben
utilizar los IGRA o la PT. Pero los IGRA no deben sustituir a la PT en los paises
de ingresos bajos, ni en los demés paises de ingresos medianos, debido a que
su utilidad es equivalente siendo el coste y complejidad técnica mayores.
También hay que considerar la cobertura de la vacuna BCG que es la que

inclina la elecciéon hacia las estrategias que solo emplean los IGRA0,

El Centro Europeo para el Control y Prevencion de las Enfermedades (ECDC)
indica que el uso simultaneo de PT e IGRA puede ser beneficioso en la
deteccion de ITL en individuos inmunocomprometidos cuando se considera un
tratamiento preventivo, en orden a maximizar la sensibilidad. Por otro lado, al
igual que la tuberculina, los IGRA no son capaces de diferenciar ITL de TB
activa y no aportan valor afiadido al diagnostico de enfermedad salvo en
situaciones especiales: TB extrapulmonar, baciloscopias o cultivos negativos
en niflos, o diagndstico diferencial de infeccién micobacterias no tuberculosas
(NTM) 172,

El Centro para el Control y Prevencion de las Enfermedades de EEUU (CDC)
concluye que los IGRA son preferibles en grupos con bajas tasas de retorno
para la visita de lectura de la PT, y en vacunados. La PT se prefiere en nifios
menores de 5 afios. Pueden usarse indistintamente en estudios de contactos
de personas de las que se sepa 0 sospeche que tienen TB activa y en su
seguimiento. También para screening de trabajadores de la salud, aunque los
IGRA tienen mayor riesgo de conversiones por falso positivo tras un resultado
previo negativo. Emplear ambas pruebas puede ser (til tras un primer test
negativo (PT o IGRA) en pacientes de alto riesgo de infeccion como VIH

positivos, 0 nilos menores de 5 afios, o cuando existen signos clinicos de TB
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activa, también en el caso de un test inicial positivo que requiera evidencia

adicional para confirmar4?,

En Espafia, el Ministerio de Sanidad recomienda para el diagnostico de ITL la
realizacion de la PT en todos los casos. En caso de un positivo con vacunacion
BCG previa (especialmente en los quince afios previos), o bien, un negativo en
pacientes con inmunosupresion y en nifios menores de 5 afios, se debe
considerar la realizaciéon de un IGRA, como prueba complementarial’2,

En resumen, la conclusion general que podemos extraer de las guias clinicas
es que, al no existir evidencias de que los IGRA sean superiores a la
tuberculina, no es recomendable su utilizacién en paises de alta incidencia y
con recursos escasos. Es en paises de baja incidencia donde la elevada
especificidad de los IGRA aporta ventajas que refuerzan su inclusién en la

practica clinica.

Por otro lado, la mayoria de las guias se amparan en revisiones sistematicas,
gue no suelen incluir sistemas de calificacion transparentes (ej. GRADE) para
su elaboracién, incluyendo a menudo datos publicados obtenidos con

procedimientos metodolégicos de baja calidad.

En Asturias, sin embargo, la direcciéon General de Salud Publica (Consejeria de
Sanidad, Gobierno del Principado de Asturias) publicé en 2015 una circular con

las siguientes recomendaciones:

e Todo resultado positivo de PT en una persona vacunada debe ser
confirmado con IGRA

e Todo resultado negativo de PT en una inmunodeprimidos, personas de
edad avanzada o nifios pequefios debe ser confirmado con IGRA.

e Cuando se requiere la maxima sensibilidad en la deteccién de ITL, como
en los candidatos a recibir un tratamiento inmunosupresor deben
realizarse QTF y TB-SPOT, mas PT.

e En estudio de contactos se emplea en general el QTF, salvo que se trate
de inmunodeprimidos (QTF y TB-SPOT, mas PT) o nifios menores de 5
afios (QTF y TB-SPOT) 173,
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Hipotesis

Hasta la fecha no disponemos de un método diagnostico de la infeccion
tuberculosa que pueda ser considerado como gold standard, lo que tenemos
son herramientas diagndsticas que miden la sensibilizacién del hospedador
frente a antigenos tuberculosos especificos, como es el caso de la clasica

prueba de la tuberculina y de los nuevos IGRA.

A lo largo de la ultima década, los IGRA se han convertido en una herramienta
diagnostica con un gran impacto en la bibliografia médica y en la practica
clinica. No obstante, la experiencia recogida en la ingente cantidad de estudios
publicados a menudo es contradictoria (con la dificultad afadida que
representa la comparacion entre estudios que recogen experiencias llevadas a
cabo con versiones diferentes de este tipo de tecnologia) y no existe un
consenso generalizado sobre el lugar que deben ocupar en los diferentes

protocolos diagnosticos.

En Asturias, los IGRA se incorporaron a los procedimientos diagnosticos en el
afio 2007, desde entonces su uso se ha ido generalizando, de manera muy
especial a partir de mayo de 2015, cuando la Direccidn General de Salud
Publica (Consejeria de Sanidad del Principado de Asturias) publicé la circular
04/2015 que actualizaba los procedimientos para el diagnéstico de la infeccién
tuberculosa en nuestra comunidad. Los IGRA (QuantiFERON TB Gold In-
Tube/Plus y T-SPOT.TB) se procesan de manera centralizada en la Unidad de
Referencia Regional de Micobacterias del Hospital Universitario Central de
Asturias en coordinacion con los laboratorios de Microbiologia de las 8 Areas
Sanitarias del Servicio de Salud del Principado de Asturias (SESPA).

Por otra parte, en los Ultimos afios, las terapias biolégicas han revolucionado el
abordaje terapéutico de diferentes patologias; aunque entre los riesgos
inherentes a su administracién destacan las enfermedades infecciosas y de

manera especial la tuberculosis, una enfermedad tratable y prevenible.

Teniendo en cuenta lo comentado, nos planteamos conocer el impacto de las
técnicas IGRA en diferentes contextos clinicos y en otras situaciones habituales

en la préactica clinica en Asturias.

31



Objetivos

OBJETIVOS

32



Objetivos

» Conocer el impacto de las pruebas IGRA para el diagnéstico de la

infeccion tuberculosa en Asturias, incidiendo en los aspectos mas

relevantes: evolucion de la demanda diagnéstica; tasas de positividad en

la poblacion asturiana; etc.

» Comparar los resultados de QuantiFERON TB Gold In-Tube vy
QuantiFERON TB Gold Plus con los de T-SPOT.TB, principalmente en

el contexto de pacientes inmunodeprimidos y candidatos a terapias

biolégicas.

» Analizar los resultados de las pruebas IGRA en diferentes contextos:

o

o

o

IGRA en personal sanitario.

IGRA y diagnostico de tuberculosis activa.

Enfermos de tuberculosis QTF-Plus positivo, resultados
individualizados de los tubos TB1 (estimulacibn CD4+) y TB2
(estimulacion CD8+).

IGRA y monitorizacion del tratamiento antituberculoso.

Valor predictivo de las pruebas IGRA para identificar riesgo de
progresion a la enfermedad activa.

IGRA en nifios.

IGRA en personas VIH positivo.

IGRA en la monitorizacion de las terapias bioldgicas en las IMID.
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LOGISTICA

En Asturias, el diagnéstico de la infeccion tuberculosa mediante IGRA se
realiza de manera centralizada en la Unidad de Referencia Regional de
Micobacterias (URM) del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), en
coordinacion con los laboratorios de Microbiologia de las 8 Areas Sanitarias del
SESPA. De los dos IGRA comercializados, QuantiFERON, es la prueba IGRA
de eleccion para llevar a cabo el diagndstico de infeccion tuberculosa en la
poblacion general y en la mayoria de contextos clinicos, tanto en los Servicios
de Atencion Primaria como en los de Atencidon Especializada. En el caso de
pacientes inmunodeprimidos, candidatos a terapias biolégicas, y en nifios
menores de 5 afios se recomienda realizar, ademas, y de manera simultanea,
T-SPOT. TB, también por recomendacion del laboratorio de Micobacterias en

aguellos casos en que el resultado del QuantiFERON esté en la zona limite.

En el caso de la prueba QuantiFERON: La URM distribuye a todos los
hospitales del SESPA los tubos especificamente disefiados para realizar la
prueba QuantiFERON (3 tubos -Nil-Antigen-Mitogen- en la version antigua QTF
In-Tube, y 4 tubos -Nil-TB1-TB2-Mitogen- con la versién actual QTF Plus). En
cada area sanitaria los laboratorios de Microbiologia son los encargados de
distribuir esos tubos a los diferentes puntos de extraccion y/o Centros de Salud.
Cada Laboratorio de Microbiologia realiza el procesamiento inicial de las
muestras (Recepcidn-Registro-Incubacion-Centrifugado) y posteriormente los
remite a la URM del HUCA para la realizacién de la segunda parte de la
prueba, de esta forma los resultados suelen estar disponibles en el mismo dia

de su recepcion o en el plazo maximo de 24h.

En el caso de la prueba T-SPOT.TB: La URM recibe las muestras de sangre
recogidas en un tubo de heparina litio y los procesa, de manera completa, y a

demanda, de lunes a jueves. Los resultados estan disponibles en 48h.
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PROCEDIMIENTO QuantiFERON TB Gold

QFT-GIT: Para realizar la prueba se emplea un kit de reactivos con 3 tubos
especificos: el tubo problema (TB Antigeno) incluye los antigenos especificos
ESAT-6, CFP-10, TB 7.7; el tubo control positivo (Mitbgeno) contiene
fitohemaglutinina (sirve de control del estado de inmunidad individual y de la
correcta manipulacion de las muestras e incubacion) y el tubo control negativo
(medicién de nulos) no contiene reactivos. Se precisan en total 3 ml de sangre
(3 ml por tubo) que se extrae directamente en los propios tubos.
Posteriormente, y previa agitacion de los tubos, se lleva a cabo la incubacion
de éstos durante 16-24 h en estufa a 37°C (después de la incubacion, el
plasma puede almacenarse varias semanas sin que afecte a los resultados). El
plasma obtenido una vez centrifugados los tubos, se emplea para realizar el
enzimoinmunoensayo (ELISA) que permite detectar y cuantificar el interferon
gamma (IU/ml) liberado por los linfocitos del paciente. Este paso se realiza de

forma totalmente automatizada. (FIG 6)

DLLI

FIGURA 6.- Tubos especificos QTF-GIT e imagen del autoanalizador DS2.

El resultado de QTF-GIT se interpreta como Positivo, cuando la respuesta en el
tubo con los antigenos (tubo Antigen) -una vez restado el valor del control
negativo (tubo Nil)- es 20.35UlI/mL pero siempre que supere en 225% el valor
registrado en el tubo control negativo; Negativo, cuando la respuesta es
<0.35Ul/mL o cuando siendo >0.35 representa <25% del valor registrado en el

tubo control negativo; Indeterminado, a) cuando el valor del control negativo es

>8 IU/mL lo que indica liberacion inespecifica de interferon, o b) cuando la
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respuesta en el tubo control positivo (tubo Mitogen) es <0.5 Ul/mL lo que indica
una produccién insuficiente de interferon por falta de funcionalidad de los

linfocitos (Figura 7).

La falta de respuesta en el tubo control positivo suele observarse en
situaciones de linfopenia, por funcionalidad alterada de los linfocitos, por
manejo inapropiado de las muestras que impida la mezcla correcta de la
sangre con reactivos contenidos en los tubos, asi como por afiadir un volumen

excesivo de sangre en los tubost’4.

CCi QuantiFERON®-TB Gold In-Tube Results
Test Date tubre 200
Operator
Run Number
Kit Batch Number

Results

FIGURA 7.- Ejemplo de informe de resultados QFT®-GIT.

QFT-Plus: Esta nueva version de QTF consta de 4 tubos especificos (tubo
control negativo, antigeno TB1, antigeno TB2 y mitdgeno), se requiere 1 ml de
sangre completa para cada uno de los tubos (4mL en total). El disefio de los
tubos control negativo y positivo es idéntico al de la versibn QTF-GIT.
Solamente se diferencia en que el tubo TB1 contiene péptidos modificados
(ESAT-6 y CFP-10, QTF-Plus no incluye TB 7.7) para estimular linfocitos CD4+
y el TB2 para estimular CD8+. El resto de pasos previos al
enzimoinmunoensayo es idéntico a los de la version QTF-GIT (metodologia
para la extraccion de la sangre, agitacion de los tubos, conservacion de las
muestras y envio al laboratorio, también las condiciones de incubacién de los
tubos) Los tubos para QFT-Plus deben incubarse a 37 °C lo antes posible
durante las 16 horas posteriores a la extraccion de la sangre. Tras el periodo
de incubacion comprendido entre 16 y 24 horas, se centrifugan los tubos, se

retira el plasma y se mide la cantidad producida de IFN-y (Ul/ml) mediante el
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método ELISA que en este caso emplea un pocillo extra por muestra, de tal
modo que el rendimiento de la placa de 96 pocillos permite procesar 22
muestras y 4 estandares por duplicado. Puede emplearse el mismo
autoanalizador que con la version QTF-GIT, solamente se requiere actualizar el

software con las caracteristicas de este ensayo) (FIG 8).

QuantiFERON®

=

FIGURA 8.- Tubos especificos de QFT®-Plus.
La interpretacion de los resultados también es similar a la versiéon QTF-GIT,
aunque en este caso aplicando el algoritmo a cada tubo de antigeno (TB1 y
TB2) por separado. Se considera que el resultado del ensayo QFT-Plus es
positivo si el valor obtenido en cualquiera de los tubos TB1 y/o TB2 -una vez
restado el valor del control negativo (tubo Nil)- es 20.35Ul/mL pero siempre que
supere en 225% el valor registrado en el tubo control negativo; Negativo,
cuando la respuesta es <0.35Ul/mL o cuando siendo >0.35 representa <25%

del valor registrado en el tubo control negativo; Indeterminado, a) cuando el

valor del control negativo es >8 IU/mL lo que indica liberacion inespecifica de
interferén, o b) cuando la respuesta en el tubo control positivo (tubo Mitogen)
es <0.5 Ul/mL lo que indica una produccion insuficiente de interferon por falta

de funcionalidad de los linfocitos 7°. (FIG 9)
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2§?%2 Resultados del ensayo QuantiFERON®-TB Gold Plus
vg!ﬁ_?EN Op;':‘;’;: Friday 1 February 2019

Numero ciclo: 1
Numero lote: 1

Test ELISA valido

Resultados (IU/mL)
ID del paciente Cero TB1 TB2 Mitog TB1- TB2- Mitégeno-| Resultado
Nil Nil Cero

213000574 0.03 0.02 0.03 8.38 -0.01 0.00 8.35 | NEGATVO
001145314 0.04 0.05 0.04 8.38 0.01 0.00 8.34 | NEGATVO
001145315 0.17 0.22 0.17 8.38 0.05 0.00 821 | NEGATVO
001145317 0.08 1.27 2.34 8.38 1.18 2.26 8.30 POSTIVO

001145323 0.02 0.54 0.35 8.38 0.52 0.33 8.36 | POSTVO

001145324 0.02 0.16 0.09 8.38 0.14 0.07 8.36 | NEGATVO
001145325 0.02 0.02 0.02 8.38 0.00 0.00 8.36 | NEGATIVO
001145326 0.01 0.01 0.02 8.38 0.00 0.01 8.37 | NEGATVO
001145327 0.01 0.02 0.03 8.38 0.01 0.02 8.37 | NEGATVO
019015712 0.02 0.02 0.02 8.38 0.00 0.00 8.36 | NEGATVO
001145345 0.04 0.04 0.04 8.38 0.00 0.00 8.34 NEGATVO
001145329 0.03 0.03 0.06 8.38 0.00 0.03 8.35 | NEGATVO
001145337 0.03 0.02 0.03 8.38 0.01 0.00 8.35 | NEGATVO
001145342 0.14 0.09 0.10 8.38 -0.05 -0.04 8.24 | NEGATVO
001145356 0.04 0.03 0.06 8.38 -0.01 0.02 8.34 [ NEGATVO
001145355 0.02 0.01 0.01 6.62 -0.01 -0.01 6.60 | NEGATIVO
001145353 0.03 0.03 0.03 8.38 0.00 0.00 8.35 | NEGATVO
519001128 0.03 0.20 0.17 8.38 0.17 0.14 8.35 | NEGATVO
519001126 0.03 0.03 0.03 8.38 0.00 0.00 8.35 [ NEGATVO
518001127 0.04 0.04 0.04 8.38 0.00 0.00 8.34 NEGATVO
519001125 0.02 0.02 0.02 8.38 0.00 0.00 8.36 | NEGATVO
519001106 0.02 0.02 0.02 8.38 0.00 0.00 8.36 [ NEGATVO

FIGURA 9.- Ejemplo de informe de resultados QFT®-Plus.

PROCEDIMIENTO T-SPOT.TB

El fundamento de la técnica se basa en separar la capa mononuclear (PBMCSs)
de una muestra de sangre periférica recogida en un tubo de heparina litio, que
posteriormente se lavan para minimizar las posibles fuentes de interferencia.
Asimismo, es necesario realizar un recuento de PBMCs presentes en la
muestra para emplear finalmente un indculo con un nimero estandarizado de
células (250.000 por pocillo). La placa con las PBMCs y los antigenos (ESAT-6
y CFP-10, cada uno en un pocillo separado) asi como lo controles positivo y
negativo se incuban a 37 °C en estufa de CO2 durante 18-22h, para permitir la
estimulacion de todas las células T sensibilizadas presentes, tras lo cual se
procede a realizar el inmunospot, que permite cuantificar el nimero de células
productoras de interferon (efectoras). La citocina secretada es capturada por
anticuerpos especificos sobre la membrana que forma la base del pocillo,
eliminando las células y otros materiales no deseados mediante lavados. Se
afiade un segundo anticuerpo, conjugado con fosfatasa alcalina, dirigido a un

epitopo diferente de la molécula que liga la citocina capturada a la superficie de
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la membrana. Los conjugados no enlazados se eliminan con lavados. Se afiade
un sustrato soluble a cada pocillo al que un enzima disgrega para formar una
mancha de precipitado insoluble, representando cada una de ellas la huella de
un linfocito T individual secretor de interferon. (FIG 10)

Para realizar la prueba se emplean 8-10 ml de sangre heparinizada (el Unico
tipo de tubo que puede usarse con el T-Cell Xtend reagent) que se almacena a
temperatura ambiente (18-25°C) o a 10-25°C si se va a usar el T-Cell Xtend

reagent.

Los tubos de 8mL se centrifugan a 1600g durante 28 minutos, y los de 4 mL a

1800g durante 30 minutos (a 18°C si se dispone de una centrifuga refrigerada).

FIGURA 10.- Procedimiento de separacion capa mononuclear de sangre periférica en T-
SPOT®.TB.
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Se diluye la sangre en el mismo volumen de RPMI 1640 medium. Se deposita
la sangre diluida (2-3 volumenes) sobre FICOLL-PAQUE PLUS (1 volumen) y
se centrifuga a 1000g 22 minutos (temperatura de 18 a 25°C).

Si las muestras se han obtenido en las 8 a 32 horas previas, deben mezclarse
con el T-Cell Xtend reagent antes de aplicarse en el FICOLL-PAQUE PLUS.

Se recoge la banda blanca de PBMCs con una pipeta y se transfieren 15mL a
un tubo de centrifuga conico. Se lleva a volumen a 10mL con medio de cultivo
RPMI 1640 (0 AIM V).

Se centrifuga a 600g 7 minutos. Se retira el sobrenadante y se resuspende el
pellet en 1ImL de RPMI 1640 (o AIM V).

Se lleva a volumen de 10mL con RPMI 1640 (o AIM V) y se centrifuga a 3509

otros 7 minutos.

Finalmente, se retira el sobrenadante y se resuspende el pellet en 0.7mL de
AIM V.

T-SPOT.TB requiere 2.5x10° PBMCs viables en cada uno de los pocillos. El
recuento se realiza en hemocitometro de Neubauer. Para ello se mezclan 10pL

de la suspension de células y 40uL de solucion azul tripan 0.4%.

La placa que incluye el kit contiene 96 pocillos, se utilizan 4 pocillos por
muestra, a los que habra que afadir:

1. Control negativo AIM V, 50uL de al primer pocillo, para detectar la respuesta

celular inespecifica.
2. Panel A (ESAT-6), 50uL al segundo pocillo.
3. Panel B (CFP-10), 50uL al tercer pocillo.

4. Control Positivo (fitohemaglutinina -PHA-, activador policlonal), 50uL al

cuarto pocillo, para confirmar la funcionalidad de los PBMCs.

En ultimo lugar, se afladen a cada uno de los cuatro pocillos 100uL de la
suspension de células del paciente y se incuba a 37°C con 5% CO:2 durante 16-
20 horas.

Tras esto, se vacian los pocillos decantando la placa.
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Se afaden 200uL de solucion tampdén PBS a cada pocillo. Se descarga y se

repiten los lavados con tampon PBS fresco tres veces mas.

Se diluye 2,5uL de Conjugate Reagent 200x en 497,5uL de PBS para crear la
solucion de trabajo, y se afiaden 50uL a cada pocillo. Se incuba a 2-8°C una

hora.
Se descarta el conjugado y se lava cuatro veces con tampon PBS.

Después se afiaden 50uL de Solucidn sustrato a cada pocillo y se incuba a
temperatura ambiente 7 minutos protegido de la luz.

Se lava la placa con agua destilada o desionizada para detener la reaccion. Se

deja secar 4 horas a 37°C o toda la noche a temperatura ambiente.

Se cuentan las manchas (spots) presentes en cada pocillo que apareceran

teflidas de color azul oscuro o violaceo.

Control negativo (Nil Control): 0-9 manchas. Si = 10, es un resultado

indeterminado que evidencia una liberacion inespecifica de interferon gamma.

Control positivo 2 20 manchas. Si < 20, es un resultado indeterminado (a

menos que el Panel A o el Panel B sea positivo).

Si la diferencia entre Panel A menos Nil Control y Panel B menos Nil Control es
5, 6 6 7 spots, el resultado debe ser considerado limite (borderline).

A pesar de que ESAT-6 y CFP-10 son antigenos ausentes de las cepas de
BCG o M. bovis y de la mayoria de micobacterias ambientales, es posible que
un resultado positivo pueda deberse a la infeccién con M. kansasii, M. szulgai,

M. marinum o M. gordonae.

Test de resultado positivo: (Panel A menos Nil Control) y / o (Panel B menos Nil

Control) = 8 spots.

Test de resultado negativo: (Panel A menos Nil Control) y (Panel B menos Nil
Control) < 5 spots 176, (FIG 11)

Realizar el ensayo T-SPOT.TB en sangre almacenada mas de 8 horas puede
implicar una disminucion del recuento de manchas y un aumento de la

inespecificidad. Esto se debe a que los granulocitos pueden activarse y

42



Material y Método

disminuir su densidad, causar estrés oxidativo a los linfocitos del lecho de
PBMCs. Todo ello reduce la viabilidad de las células y, mas especificamente, la

capacidad de las células para liberar IFN- y.

Count spots

One spot =
one T cell

FIGURA 11.- Ejemplo de placa de resultados de T-SPOT®.TB y de un pocillo con presencia de

aproximadamente 100 spots. Cada columna de cuatro pocillos corresponde a una muestra diferente.

El reactivo T-Cell Xtend es un anticuerpo complejo que reconoce CD66b, un
marcador de superficie celular especifico de los granulocitos, que establece
enlaces cruzados entre los granulocitos y los glébulos rojos, lo que incrementa
su densidad y sedimentan cuando se les aplica un gradiente de densidad. Se
afiade inmediatamente antes de comenzar el T-SPOT.TB, al eliminar los
granulocitos no deseados de la muestra, permite prolongar el almacenamiento
de las muestras hasta 32 horas 7. (FIG 12)
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FIGURA 12.- Modificacion T-Cell Xtend
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1. EVOLUCION DE LA DEMANDA DIAGNOSTICA

El primer IGRA comercializado en Espafa fue QFT-GIT, en el afio 2008 entro a
formar parte de la cartera de Servicios de la URM, posteriormente, en el afo
2010, se incluy6 ademés T-SPOT.TB cuya comercializacién en Espafia se
habia demorado algo mas que en otros paises de nuestro entorno. Desde
entonces la demanda diagndstica ha ido en aumento en dos contextos
claramente diferenciados, uno ligado al estudio de contactos en convivientes de
enfermos de tuberculosis, y el otro, vinculado a personas con afecciones que
debilitan el sistema inmunitario en diferentes contextos clinicos, bien
directamente por la patologia de base o como consecuencia de los
tratamientos empleados para combatirlas. En cualquier caso, en el afio 2014 se
constatd un punto de inflexibn en la demanda como consecuencia del
desabastecimiento de tuberculina que hubo en Espafia a lo largo del mismo, y
ya en 2015, en relacion con la circular 04/2015 emitida por la Direccién General
de Salud Publica (Consejeria de Sanidad, Gobierno del Principado de Asturias)
en la que se actualizaba el diagnostico de la infeccion tuberculosa latente.
Actualmente, el numero de estudios IGRA supera los 7.000 estudios/afio en el
caso de QuantiFERON y algo mas de 2.000 estudios/afio en el caso de T-
SPOT.TB. En la Figura 13 se muestra de manera gréfica la evolucién de la

demanda diagnéstica en Asturias.

Ne determinadiones

7012

IGRA: Evolucion de la demanda diagnéstica
en el Servicio de Salud del Principado de Asturias

—e—T-SPOT.TB

—m-QTF

2153

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

FIGURA 13.- Evolucion de la demanda diagnéstica en el SESPA. Con el circulo rojo se indica el afio en el
que se produjo el cambio de versién de QTF.
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2. RESULTADOS GLOBALES IGRA

En el caso del T-SPOT.TB, los resultados globales que se presentan se
corresponden con una misma version del producto y abarcan desde 2011 hasta
2018. En cambio, en el caso del QTF se utilizaron dos versiones distintas en
dos periodos claramente definidos (QTF In-Tube, desde agosto de 2007 hasta
junio de 2016, y QTF Plus, desde julio de 2016 hasta diciembre de 2018), por
este motivo, primero se presentan los datos referentes a la demanda de
manera conjunta, y a continuacion se desglosan los resultados

correspondientes a cada una de ellas por separado.
2.1. QUANTIFERON TB Gold (In-Tube + Plus)

Durante el periodo 2007-2018 se solicitaron 33.157 estudios de QTF (16.799
version In-Tube y 16.358 version Plus), 16.397 a mujeres (49,45%) y 16.760 a
hombres (50,54%). En la Figura 14 se desglosan los estudios solicitados por
grupos de edad. Como era de esperar, mas de la mitad de las peticiones
(57,34%) correspondian a personas en el tramo de edades medias de la vida
(entre 35y 64 afios); 24,41% a menores de 34 afios; y 18,22 a mayores de 65

afnos.

7151
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Edad

FIGURA 14.- Demanda QuantiFERON TB Gold (In-Tube + Plus) por rangos de edad.
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En la Figura 15 se superponen los datos de la demanda de estudios IGRA (en
conjunto y por rangos de edad) con los correspondientes a la piramide de
poblacion de Asturias (por tramos de edad) a lo largo de los afios objeto de
estudio, para tratar de contextualizar mejor el impacto que representa esta

tecnologia en nuestra region.
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FIGURA 15.- Demanda QuantiFERON TB Gold (In-Tube + Plus) por rangos de edad en relacién a la
Piramide de poblacién de Asturias. (Wikipedia commons/Fuente INE)

2.2. RESULTADOS QUANTIFERON TB GOLD IN-TUBE

Desde junio de 2007 a junio de 2016 se realizaron 16.799 estudios, los
resultados globales se muestran en la Figura 16.
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QTFIn -Tube

931 2.550

15,2%

H Positivo
u Negativo

Indeterminado

13.318

FIGURA 16.- Resultados globales QuantiFERON TB Gold In-Tube.

En la Tabla 1 y en la Figura 17 se presentan los resultados desglosados por
rangos de edad. Puede observarse que el porcentaje de positivos se va
incrementando con la edad, y supera el 20% en todos los tramos de edad por
encima de los 55 afos. Por el contrario, en menores de 34 afios los porcentajes
de positividad no alcanzaron el 10% en ninguno de los tramos. El menor indice
de positividad se detect6 en el tramo de edad de 15 a 24 afios. En lo que se
refiere a los resultados indeterminados, el mayor numero de resultados
indeterminados se produjo en los rangos de edades extremas: 16,13% en

menores de 14 afios y 9,20% en mayores de 75 afos.
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Resultados QuantiFERON TB In-Tube n %

0-14 657

Positivo 54 8,21

Negativo 497 75,64

Indeterminado 106 16,13
15-24 1268

Positivo 62 4,88

Negativo 1160 91,48

Indeterminado 46 3,62
25-34 2065

Positivo 166 8,03

Negativo 1821 88,18

Indeterminado 78 3,77
35-44 2989

Positivo 356 11,91

Negativo 2510 83,97

Indeterminado 123 4,11
45-54 3654

Positivo 487 13,32

Negativo 2981 81,58

Indeterminado 186 5,09
55-64 3091

Positivo 621 20,09

Negativo 2321 75,08

Indeterminado 149 4,82
65-74 1826

Positivo 488 26,72

Negativo 1210 66,26

Indeterminado 128 7,00
>75 1249

Positivo 316 25,30

Negativo 818 65,49

Indeterminado 115 9,20

TABLA 1.- Resultados QuantiFERON TB Gold In-Tube por rangos de edad.
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FIGURA 17.- Resultados porcentuales con QuantiFERON TB Gold In-Tube por rangos de edad.
2.3. RESULTADOS QUANTIFERON TB GOLD PLUS

Desde julio de 2016 a diciembre de 2018 se realizaron 16.358 estudios, los
resultados globales se muestran en la Figura 18.

QTF Plus

= Positivo
m Negativo

H Indeterminado

13.603

FIGURA 18.- Resultados globales QuantiFERON TB Gold Plus.

En la Tabla 2 y en la Figura 19 se presentan los resultados desglosados por
rangos de edad. Al igual que ocurria con la version In-Tube, el porcentaje de
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positivos se incrementa con la edad, pero se observan algunas diferencias, el
porcentaje de positivos supera el 30% en mayores de 65 afios (un 6% mas que
con la version In-Tube con un namero total de estudios practicamente idéntico).
Ademas, se ampliaba hasta los 44 afios los tramos de edad con porcentajes de
positividad inferiores al 10% en todos ellos. EI menor indice de positividad se
detectd en el tramo de edad de 0 a 14 afos (3,53%). En lo que se refiere a los
resultados indeterminados, el nimero de resultados indeterminados se redujo
significativamente, tanto numérica como porcentualmente, en todos los rangos
de edad.

Resultados QuantiFERON TB Gold Plus n %

0-14 876

Positivo 31 3,53

Negativo 823 93,94

Indeterminado 22 2,51
15-24 1243

Positivo 87 6,99

Negativo 1148 92,35

Indeterminado 8 0,64
25-34 1987

Positivo 138 6,94

Negativo 1839 92,55

Indeterminado 10 0,50
35-44 2913

Positivo 291 9,98

Negativo 2603 89,35

Indeterminado 19 0,65
45-54 3497

Positivo 482 13,78

Negativo 2969 84,90

Indeterminado 46 1,31
55-64 2873

Positivo 531 18,48

Negativo 2298 79,98

Indeterminado 44 1,53
65-74 1773

Positivo 578 32,60

Negativo 1152 64,97

Indeterminado 43 2,42
>75 1196

Positivo 380 3M,77

Negativo 771 64,46

Indeterminado 45 3,76

TABLA 2.- Resultados QuantiFERON TB Gold Plus por rangos de edad.
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>75
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FIGURA 19.- Resultados porcentuales con QuantiFERON TB Gold Plus por rangos de edad.
2.4. RESULTADOS T-SPOT.TB

Durante el periodo 2011-2018 se solicitaron 7.988 estudios de T-SPOT.TB,
3.816 a mujeres (47,77%) y 4.172 a hombres (52,22%). En la Figura 20 se
desglosan los estudios solicitados por rangos de edad. Como ocurria con QTF
mas de la mitad de las peticiones (60,97%) también correspondian a personas
en el tramo de edades medias de la vida (entre 35 y 64 afios); 19,84% a

menores de 34 afos; y 19,14% a mayores de 65 afios.
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0-14 15-24 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 >75

Edad

FIGURA 20.- Demanda T-SPOT. TB por grupo de edad.

En la Figura 21 se muestran los resultados globales.

T-SPOT. TB

682 1.343

M Positivo

B Negativo

N Indeterminado

5.963

FIGURA 21.- Resultados globales T-SPOT. TB.

En la Tabla 3 y en la Figura 22 se muestran los resultados desglosados por
rangos de edad, Al igual que ocurria con QTF, el porcentaje de positivos se
incrementa con la edad, pero, al igual que ocurria con la version QTF Plus, el

porcentaje de positivos con T-SPOT.TB supera el 30% en mayores de 65 afos,
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y asimismo se ampliaba hasta los 44 afos los tramos de edad con porcentajes
de positividad inferiores al 10% en todos ellos. No obstante, el menor indice de
positividad se detecto en el tramo de edad de 15 a 24 afos (4,13%), en este
caso como con la version In-Tube. En lo que se refiere a los resultados
indeterminados, su nimero era muy superior al registrado con cualquiera de las
dos versiones de QTF, tanto numérica como porcentualmente en todos los

rangos de edad, y de manera especial en los menores de 14 afios.

Resultados T-SPOT.TB n %

0-14 253

Positivo 16 6,32

Negativo 184 72,72

Indeterminado 53 20,94
15-24 459

Positivo 19 413

Negativo 377 82,13

Indeterminado 63 13,72
25-34 874

Positivo 71 8,12

Negativo 713 81,57

Indeterminado 90 10,29
35-44 1436

Positivo 143 9,95

Negativo 1180 82,17

Indeterminado 113 7,86
45-54 1842

Positivo 272 14,76

Negativo 1454 78,93

Indeterminado 116 6,29
55-64 1594

Positivo 336 21,07

Negativo 1158 72,64

Indeterminado 100 6,27
65-74 1048

Positivo 331 31,58

Negativo 629 60,01

Indeterminado 88 8,39
>75 482

Positivo 155 32,15

Negativo 268 55,60

Indeterminado 59 12,24

TABLA 3.- Resultados T-SPOT.TB por rangos de edad.
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FIGURA 22.- Resultados porcentuales T-SPOT.TB por rangos de edad.
3. RESULTADOS COMPARATIVOS: QuantiFERON vs. T-SPOT.TB

En este apartado se comparan los resultados de QuantiFERON y T-SPOT.TB
en aguellos pacientes a los que se les realiz6 ambos IGRA de manera
simultdnea y coincidente en el tiempo: Inmunodeprimidos, candidatos a
terapias biolégicas, y edad pediatrica (<5 afos); entre 2011 y 2018 se

estudiaron 6.619 pacientes.

Dos periodos diferenciados:

» 2011-junio 2016: T-SPOT.TB vs. QTF TB Gold In-Tube
» Julio 2016-2018: T-SPOT.TB vs. QTF TB Gold Plus

En la Tabla 4 se indican los servicios clinicos de procedencia de estos

pacientes, asi como la demanda diagndéstica generada por los mismos (nimero
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de pacientes y porcentaje). En la figura 23 se representan de manera grafica la

carga de trabajo por servicio peticionario desglosada porcentualmente.

Servicio N° pacientes %

Dermatologia 411 6,20
Digestivo 2916 44,05
Hematologia 1530 23,11
Neumologia* y otros 820 12,38
Pediatria 200 3,02
Reumatologia 742 11,21

*Interconsulta TB, pacientes de diferentes servicios

TABLA 4.- Demanda diagnostica por Servicios en pacientes inmunodeprimidos, candidatos a terapias

bioldgicas y en edad pediatrica, a los que se realizé de manera simultanea ambos IGRA.

12,38%

44,05%

B Dermatologia

M Digestivo

B Hematologia
Neumologia* y otros

B Pediatria

B Reumatologia

FIGURA 23.- Solicitud de estudios ambos IGRA. Porcentaje de pacientes por Servicios.

En los contextos clinicos descritos, a los pacientes con un primer resultado

IGRA negativo suele incluirseles en los protocolos de deteccion de infeccion

tuberculosa que, con periodicidad anual, se llevan a cabo en diferentes

servicios clinicos, esta estrategia diagndstica se ha generalizado de manera

significativa en los dos ultimos afios.

El porcentaje de pacientes VIH estudiados entre 2007 y 2018 oscilaba entre un

3- 4% del total.
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3.1. QTFTB Gold In-Tube vs. T-SPOT.TB
Durante el periodo 2011-2016 se solicitaron 3.459 estudios IGRA. De manera
global los resultados se presentan en la Figura 24, es resefable que la cifra de

infectados detectados por IGRA en este grupo de pacientes es inferior al 20%.

Resultados globales IGRA 2011-2016
(T-SPOT. TB + QTF In-Tube)

62
1,8% 642

M IGRA Positivo
1 IGRA Negativo
M IGRA Indeterminado

2.755

FIGURA 24.- Resultados globales IGRA 2011-2016 (T-SPOT.TB + QTF In-Tube).

En lo que se refiere a los resultados comparados entre T-SPOT. TB y

QuantiFERON TB Gold In-Tube se muestran en la Tabla 5y en la Tabla 6.

e QTF TB Gold In-Tube Total
Positivo  Negativo Indeterminado
T-SPOT. TB  Positivo 354 163 26 T E]
Negativo 44 2. 426 1130 AR
333

Indeterminado 62

Total QTF TB Gold In-Tube 45 m 201 3.459

TABLA 5.- Resultados globales T-SPOT.TB vs. QTF TB Gold In-Tube.
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QuantiFERON TB Gold In-Tube T-SPOT. TB
Sensibilidad 0,80 0,94
Especificidad 1 1
VPP 1 1
VPN 0,94 0,98

TABLA 6.- T-SPOT.TB vs. QTF TB Gold In-Tube. Sensibilidad, Especificidad, VPP: Valor predictivo

positivo, VPN: Valor predictivo negativo.

CONCORDANCIAS

Los resultados entre ambos IGRA fueron concordantes en 2.842 muestras

(82,16%), se desglosan en la Figura 25.

Resultados CONCORDANTES
2.842 /3.459 82,16%

m Ambos IGRA Positivo
B Ambos IGRA Negativo
Ambos IGRA Indeterminado

2.426

FIGURA 25.- Resultados CONCORDANTES entre T-SPOT.TB y QuantiFERON TB Gold In-Tube.
DISCREPANCIAS

Se produjeron discrepancias en 617 muestras (17,83%), en 410 de ellas (que
suponen un 66,4% de las discrepancias y un 11,8% del total de muestras
estudiadas) el resultado de uno de los dos IGRA no era interpretable
(Resultado Indeterminado) por no cumplir el control positivo o negativo los
criterios necesarios. Entre las discordancias es resefiable por un lado que el

namero de resultados positivos con T-SPOT.TB superaba al de QTF In-Tube en
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una proporcién de algo mas de 4,6:1 vy, por el otro, que el nimero de resultados
indeterminados de T-SPOT.TB duplicaba a los de QTF In-Tube. Estos
resultados evidencian que la realizacion simultdnea de ambos IGRA en
pacientes de riesgo, permite incrementar la sensibilidad diagnostica pero, sobre
todo, la obtencion de un resultado final (positivo o negativo) con al menos uno
de los dos IGRA. El desglose de resultados discrepantes se presenta en la

Figura 26.

B T-SPOT.TB Positivo / QTF In-Tube Negativo
m T-SPOT.TB Negativo / QTF In-Tube Positivo

Resultados DISCREPANTES m T-SPOTTB Positivo / QTF In-Tube Indeterminado
T-SPOT.TB Negativo / QTF In-Tube Indeterminado
v)
617 / 3‘459 17583 A) m T-SPOT.TB Indeterminado / QTF In-Tube Positivo
H T.POT.TB Indetrminado / QTF In-Tube Negativo
209 (33,9%)

170 (27,5%)

37 (6%)

19 (3,1%)
62 (10%)

120(19,4%)

FIGURA 26.- Resultados DISCREPANTES entre T-SPOT.TB y QuantiFERON TB Gold In-Tube.

3.2. QTF TB Gold Plus vs. T-SPOT.TB
Durante el periodo 2016-2018 se solicitaron 3.160 estudios IGRA. De manera
global los resultados se presentan en la Figura 27, la cifra de infectados
detectados por IGRA en este grupo de pacientes era 20,7%, ligeramente
superior a la observada durante el periodo anterior, y con menos resultados

indeterminados, (0,4%).
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Resultados globales IGRA 2016-2018

(T-SPOT. T8 + QTF Plus)

m IGRA Positivo
= IGRA Negativo
" IGRA Indeterminado

2.492

FIGURA 27.- Resultados globales IGRA 2016-2018 (T-SPOT.TB + QTF Plus).

Los resultados comparados entre T-SPOT. TB y QuantiFERON TB Gold Plus

se muestran en la Tabla 6.

I QTF TB Gold Plus Total

Positivo  Negativo Indeterminado [yg= el i)

T-SPOT. TB  Positivo 445 117 d 569

Negativo 65 2.365 40
Indeterminado

20 87
Total QTFTBGoldPlus | 530/  2.569) 61

TABLA 6.- Resultados globales T-SPOT.TB vs. QTF TB Gold Plus.

QuantiFERON TB Gold Plus T-SPOT. TB
Sensibilidad 0,94 0,91
Especificidad 1 1
VPP 1 1
VPN 0,98 0,97

TABLA 7.- T-SPOT.TB vs. QTF TB Gold Plus. Sensibilidad, Especificidad, VPP: Valor predictivo positivo,
VPN: Valor predictivo negativo.
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CONCORDANCIAS

Los resultados entre ambos IGRA fueron concordantes en 2.824 muestras

(89,36%), se desglosan en la Figura 28.

Resultados CONCORDANTES
2.824/3.160 89,36%

14
0,5% _ 445

® Ambos IGRA Positivo
m Ambos IGRA Negativo
Ambos IGRA Indeterminado

2.365

FIGURA 28.- Resultados CONCORDANTES entre T-SPOT.TB y QuantiFERON TB Gold Plus.
DISCREPANCIAS

Se produjeron discrepancias en 336 muestras (10,63%), en 154 de ellas (que
suponen un 45,8% de las discrepancias y un 4,8% del total de muestras
estudiadas) el resultado de uno de los dos IGRA no era interpretable
(Resultado Indeterminado) por no cumplir el control positivo o negativo los
criterios necesarios. Entre las discordancias, es resefiable que la diferencia en
el nimero de resultados positivos a favor de T-SPOT.TB respecto a QTF Plus
se redujo en comparacion con los registrados con la versibn QTF In-Tube
siendo de 1,8:1, asi como que el nimero de resultados indeterminados de T-
SPOT.TB seguia duplicando a los de QTF Plus, al igual que ocurria con la
version In-Tube. Esta nueva combinacion de IGRA en pacientes de riesgo,
permite incrementar en algo mas del 10% las opciones de obtener un resultado
final (positivo o negativo) con al menos uno de las dos IGRA, asi como el
namero de positivos. El desglose de resultados discrepantes se presenta en la

Figura 29.
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W T-SPOT.TB Positivo / QTF Plus Negativo
m T-SPOT.TB Negativo / QTF Plus Positivo

Resultados D|SCRE PANTES m T-SPOT.TB Positivo / QTF Plus Indeterminado
T-SPOT.TB Negativo / QTF Plus Indeterminado
336 / 3‘ 160 10'63% W T-SPOT.TB Indeterminado / QTF Plus Positivo
ET.POT.TB Indetrminado / QTF Plus Negativo
87 (25,9%) 117 (34,8%)

20 (6%)

40 (11,9%)

7(2,1%)

65 (19,3%)

FIGURA 29.- Resultados DISCREPANTES entre T-SPOT.TB y QuantiFERON TB Gold Plus.

Finalmente, sefalar que en el caso concreto de pacientes VIH-positivo, T-
SPOT.TB fue la prueba IGRA mas sensible, pero al igual que ocurria en otros
pacientes con patologias diferentes, el que registraba un mayor niamero de
resultados indeterminados, mas del doble que con las dos versiones de QTF
(GIT y Plus).

4. RESULTADOS IGRA EN DIFERENTES CONTEXTOS

41 QuantiFERON  TB Gold Plus: LECTURAS
INDIVIDUALIZADAS REGISTRADAS EN LOS TUBOS TB1
(ESTIMULACION CD4+) Y TB2 (ESTIMULACION CD8+)

Se incluyeron 16.121 muestras en la que habia un resultado interpretable (se
excluyeron 237 muestras con Resultado Indeterminado), se registraron las
lecturas individualizadas en los tubos TB1 (contiene péptidos de ESAT-6 y
CFP-10 disefiados para generar respuesta a partir de linfocitos T-helper CD4+)
y TB2 (con un conjunto adicional de péptidos cuya funcidon es inducir
respuestas de linfocitos T-citotoxicos CD8+) de QuantiFERON TB Gold Plus.
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En la mayoria de muestras con rangos de lectura inferiores a 0,11 y superiores
a 0,46 las lecturas registradas en ambos tubos fueron muy similares, y las
diferencias no afectaron a la interpretacién final de la prueba como positiva o
negativa; pero en los rangos de lectura comprendidos entre 0,12 y 0,45 las
diferencias en las lecturas de los dos tubos ademas de ser mas frecuentes,
muchas veces resultaban criticas, porque implicaba que el resultado positivo lo
era a expensas solamente de uno de los dos tubos. En la Tabla 8 aparecen
diferentes rangos de lectura y en cada uno de ellos el niumero de muestras

incluidas en el mismo, tanto en el caso del tubo TB1 como del TB2.

ul/mL TB1 TB2
0-0,10 12.859 12.776
0,11-0,25 642 686
0,26-0,34 200 197
0,35-0,45 173 192
0,46-1 459 459
1,01-2 424 415
2,01-3 222 232
3,014 162 165
4,01-5 132 138
5,01-6 122 124
6,01-7 121 125
7,01-8 119 118
8,01-9 96 96
9,01-10 90 89
>10 300 309

TABLA 8.- QuantiFERON TB Gold Plus, lecturas individualizadas tubos TB1 y TB2 con resultado
interpretable. Aparecen sombreadas en amarillo las casillas correspondientes al rango de lecturas

anterior y posterior al valor critico (Positivo >0,35 Ul/mL).

4.2  QuantiFERON TB Gold Plus: RESULTADOS POSITIVOS A
EXPENSAS DE UNO DE LOS DOS TUBOS (TB1 O TB2)

Se registraron 2.518 muestras positivas (15,39%) con QuantiFERON TB Gold
Plus entre un total de 16.358 estudios realizados. En 2.258 el resultado fue

positivo en ambos tubos (89,7%). En 260 (10,3%) el resultado positivo fue a
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expensas de uno de los dos tubos TB1 o TB2 (Figura 18); en 116 (44,6%) fue
solo el tubo TB1 (CD4+), 98 tenian valores comprendidos entre 0,35-1 (84,5%);
y en 144 (55,4%) fue solo el tubo TB2 (CD8+), 129 con valores comprendidos
entre 0,35-1 (89,6%).

QuantiFERON TB Gold Plus
Resultados POSITIVOS tubes TB1 / TB2

260

M POSITIVO solo TB1 o solo TB2

m Tubos TB1 y TB2 Positivos

2.258

FIGURA 30.- QuantiFERON TB Gold Plus, positivos a expensas solamente de uno de los dos tubos.

4.3 T-SPOT.TB: RESULTADOS INDIVIDUALIZADOS ESAT-6 y
CFP-10

De manera sistematica, se llevé un registro individualizado del nimero de spots
observados en los pocillos correspondientes a los antigenos ESAT-6 (panel A)
y CFP-10 (panel B) en las 1.343 muestras T-SPOT.TB positivo. Los resultados
se muestran desglosados en la Tabla 9, y representados de manera gréafica en
la Figura 31. En conjunto, se registraron mas positivos con CFP-10 que con
ESAT-6. Las coincidencias en cuanto al criterio de positividad frente a uno y
otro antigeno guardaban relacion directa con los recuentos de spots altos,
siendo la coincidencia maxima por encima de 30 spots en cualquiera de los
pocillos, pero a partir de ese umbral, aunque no habia muchas discrepancias
respecto al criterio de positividad, los recuentos de spots podian diferir
bastante.

65



Resultados

Numero de spots ESAT-6 CFP-10
8-15 387 257
16-30 406 257
31-50 309 435
51-100 97 237
>100 19 40
TOTAL 1218 1226

(Positivo >8, Negativo <4, Limite 5-7)

TABLA 9.- T-SPOT. TB, nimero de spots visualizados (agrupados por rangos) en los pocillos ESAT-6 y

CFP-10, en muestras con resultado interpretable.

H ESAT-6 CFP10
500
450
400
350
300
250
200
150
100

0 ||

8-15 16-30 31-50 51-100 >100

Muestras

N2 de spots

FIGURA 31.- T-SPOT. TB, nimero de muestras por rango de spots ESAT-6 y CFP-10.

4.4 T-SPOT.TB, RESULTADOS POSITIVOS A EXPENSAS
SOLAMENTE DE UNO DE LOS DOS ANTIGENOS (ESAT-6
o CFP-10)

Se registraron 1.343 muestras positivas (16,81%) con T-SPOT.TB entre un
total de 7.988 estudios realizados. En 1.101 el resultado fue positivo en ambos
antigenos (82%). En 242 (18%) el resultado positivo fue a expensas de uno de
los dos pocillos ESAT-6 o CFP-10 (Figura 32); en 117 (48,3%) fue solo ESAT-
6, 80 tenian recuentos comprendidos entre 8-20 spots (68,3%); y en 125
(51,7%) fue solo CFP-10, 22 con recuentos comprendidos entre 8-20 spots
(17,6%).
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T-SPOT.TB
Resultados POSITIVOS ESAT-6 / CFP10

242

m POSITIVO solo ESAT-6 o solo CFP10

m ESAT-6 y CFP10 Positivos

1.101

FIGURA 32.- T-SPOT. TB, positivos a expensas solamente de uno de los dos antigenos.

45 RESULTADOS POSITIVOS AMBOS IGRA: CORRELACION
ENTRE LOS VALORES OBTENIDOS POR QuantiFERON
TB Gold Plus (UI/mL) Y T-SPOT.TB (n° de spots)

Se analizaron las muestras de pacientes en los que se habia obtenido un
resultado positivo coincidente en ambas pruebas IGRA para establecer una
correlacion entre los valores de los resultados de las mismas. Para ello, el
namero de spots contabilizado en T-SPOT.TB se subdividié en dos rangos de

positividad:

e T-SPOT.TB de pacientes con un numero de spots (en panel A y/o B)
comprendido entre 8 y 30 se correlacionaron con:
v' Lecturas de QTF Plus comprendidas entre 0,35-1 Ul/mL en el
100% de los casos.
v' Lecturas de QTF Plus comprendidas entre 1,01-5 Ul/mL en el
52,38% de los casos.

(No habia ningun caso con lecturas >5 Ul/mL)

e T-SPOT.TB de pacientes con >30 spots (en panel A y/o B) se
correlacionaron con:
v' Lecturas de QTF Plus comprendidas entre 1,01-5 Ul/mL en el

47.,62% de los casos.
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v' Lecturas de QTF Plus >5 Ul/mL en el 100% de los casos.

46 CONVERSIONES / REVERSIONES / DISCREPANCIAS
CUANDO EN UNO DE LOS DOS IGRA LOS CRITERIOS
PARA VALIDAR LOS RESULTADOS SE ENCONTRABAN
PROXIMOS A LOS LIMITES O EN SITUACIONES NO
ACLARADAS POR EL FABRICANTE

Resultados QuantiFERON cuando mitégeno >0,50 pero <40% de la media 'y T-
SPOT.TB cuando <250.000 células pero el control positivo de esas muestras

presentaba >20 spots.
» 62 de 75 pacientes con al menos uno de los IGRA “OK” (82,6%)
» 13 de 75 pacientes con los dos IGRA “no OK” (17,3%)
e T-SPOT.TB <250.000 células: 31 muestras (41,3%)

« 25 NEGATIVOS (2 fueron QTF POSITIVO)
+ 5 POSITIVOS
« 1 INDETERMINADO

e QuantiFERON Mitégeno >0,5 pero <4 Ul/ml: 24 muestras (32%)

+ 22 NEGATIVOS (2 fueron T-SPOT.TB
POSITIVO)
« 2 POSITIVOS

47 EFECTO DE LA SOBREINCUBACION EN LOS
RESULTADOS DE QTF Y T-SPOT.TB

En el caso de QuantiFERON TB Gold Plus se procesaron “en paralelo” y por
duplicado dos series completas de 4 tubos (NIL, TB1, TB2, MIT) a partir de 88
muestras de sangre extraidas en tubos de heparina litio. La sangre que se
utilizé para inocular las dos series de tubos de QTF (1 mL por tubo) procedia
de aquellas peticiones en las que se solicitaba realizar T-SPOT.TB, pero que
no podia llevarse a cabo por ser remitidas al laboratorio los viernes, o las
visperas de festivo y que, salvo excepciones, suelen ser rechazadas al no
poder completar su procesamiento ya que se precisan dos jornadas laborales

consecutivas para ello. La unica diferencia en el procesamiento de las dos

68



Resultados

series radicaba en que una de ellas fue procesada de acuerdo a las
indicaciones del fabricante, mientras que en la otra la incubacién de los tubos
se prolong6 hasta las 72h (tres veces mas del tiempo recomendado); el resto
de pasos fue idéntico. Los resultados se presentan en la Tabla 10.

Positivos Negativos Indeterminados
Serie 1 12 75 1
Serie 2-sobreincubacion 13 74 1

TABLA 10.- Resultados QTF en series de dos muestras del mismo paciente, en las que una de las dos

réplicas (serie 2) se prolongd el tiempo de incubacion recomendado (hasta 72h).

Los resultados fueron idénticos en 87 muestras, y solamente en una se obtuvo
un resultado discrepante. Esa muestra fue negativa (0,25 Ul/mL) en las
condiciones recomendadas, y positiva (0,45 Ul/mL) en la serie con incubacion
prolongada. En ningun caso se encontraron diferencias en los resultados del
tubo NIL, lo que evidencia que en el caso de QTF la incubacién hasta 72h no

parece inducir la liberacion inespecifica de interferon gamma.

En el caso de T-SPOT.TB se procesaron “en paralelo” y por duplicado dos
series de 4 pocillos cada una (control negativo, Panel A, Panel B, control
positivo) a partir de 48 muestras de sangre extraidas en tubos de heparina litio.
La Unica diferencia en el procesamiento de las dos series radicaba en que una
de ellas fue procesada de acuerdo a las indicaciones del fabricante, mientras
que en la otra la incubacion de los pocillos se prolongé hasta las 72h (tres
veces mas del tiempo recomendado). El resto de pasos fue idéntico. Los

resultados de las dos series aparecen reflejados en la Tabla 11.

Positivos Negativos Indeterminados
Serie 1 5 41 2
Serie 2-sobreincubacion 2 9 37

TABLA 11.- Resultados T-SPOT. TB en series de dos muestras del mismo paciente, en las que una de

las dos réplicas (serie 2) se prolong6 el tiempo de incubacién recomendado (hasta 72h).

Los resultados fueron muy dispares, con un incremento significativo de
resultados indeterminados por liberacion inespecifica de interferon gamma en
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el pocillo control negativo, lo que en el caso de T-SPOT.TB desaconseja

prolongar el periodo de incubacién, al menos hasta las 72h.

4.8 EFECTO DEL AJUSTE DE CELULAS POR POCILLO EN T-
SPOT.TB

En T-SPOT.TB se recomienda ajustar el nUumero de células que se inoculan a
250.000 + 50.000 por pocillo. Con la intencion de valorar el efecto que pudiera
tener en los resultados la falta de precision en el ajuste de células, a lo largo de
un afo, y en cada una de las tres tandas semanales de muestras procesadas
rutinariamente se incluyd una réplica de una de las muestras de esas tandas,
en esa replica los 4 pocillos llevaria en los 100 ul de AIM-V el numero de
células obtenido a partir de la muestra de sangre sin realizar ajuste alguno. En
total se duplicaron 150 muestras que se dividieron en dos series de acuerdo al
namero de células obtenido inicialmente: Serie-1 (entre 250.000-1.750.000) y
Serie-2 (entre 1.750.000 y 2.500.000), los resultados de ambas series se

recogen en las Tablas 12 y 13 respectivamente.

Células/pocillo Positivos Negativos Indeterminados
250.000 14 83 5
250.000-1.750.000 14 83 5

TABLA 12.- Resultados en Serie 1 de T-SPOT-TB con y sin ajuste de células.

Células/pocillo Positivos Negativos Indeterminados
250.000 5 40 3
1.750.000-2.500.000 3 36 9

TABLA 13.- Resultados en Serie 2 de T-SPOT-TB con y sin ajuste de células.

La concordancia de resultados fue total en muestras en las que las réplicas
incorporaban un nimero de células entre 2 y 7 veces superior al recomendado.
Aunque con cantidades mayores se incrementaron los indeterminados y

también se produjeron falsos negativos.

49 IGRA RESULTADOS PERSONAL SANITARIO

Servicio de Prevencién de Riesgos Laborales del HUCA, periodo 2016-2018.
QuantiFERON TB Gold Plus es la prueba IGRA recomendada en el Principado

de Asturias para este colectivo.
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e Numero de trabajadores estudiados: 1253

v" Reconocimiento laboral rutinario: 1106 (88,26%)

v' Reconocimiento post-exposicion: 147 (11,73%)

Los resultados se muestran en la Figura 33.

Resultados IGRA en PERSONAL SANITARIO

IGRA Positivo
M IGRA Negativo

® IGRA Indeterminado

FIGURA 33.- Resultados IGRA personal sanitario.
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Resultados

En la Tabla 14 y en la Figura 34 aparecen los resultados desglosados por

rangos de edad. Es resefiable que el porcentaje global de positivos era muy

inferior al de la poblacién general, practicamente la mitad, esas diferencias se

observaban en todos los rangos de edad por debajo de 45 afios, aunque por

encima de esa edad se igualaban con los de la poblacion general. Entre los

147 trabajadores estudiados post-exposicion se detectaron 2 conversiones

(1,36%).

Edad QTF Positivo QTF Negativo TOTAL
<24 3 (2%) 147 150

25-34 13 (3,32%) 378 391

35-44 16 (5,40%) 280 296

45-54 37 (14,8%) 212 249
55-64 30 (18,86%) 129 159
>65 2 (33,33%) 4 6

TABLA 14.- Resultados IGRA personal sanitario por rangos de edad.
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FIGURA 34.- Resultados IGRA personal sanitario por rangos de edad.

En algunos casos se incluyé también T-SPOT.TB por recomendacion del
propio Laboratorio, y condicionado por los resultados previos obtenidos con
QTF Plus (Negativo “LIMITE” y/o Negativo con un mitégeno <40% de la media
“MITOGENO BAJO”): 15 casos (Negativos 10, Positivos 5).

4.10 IGRA en ENFERMOS de TUBERCULOSIS

Resultados IGRA solamente en 96 enfermos TB (Tabla 15 y Figura 35), ya que

no se solicitd IGRA a todos los pacientes diagnosticados de TB.

N° de pacientes %
IGRA positivo* 83 86,4
IGRA negativo 11 11,5
IGRA indeterminado 2 2,1
Total pacientes 96 100

*4 conversiones IGRA

TABLA 15.- Resultados IGRA EN ENFERMOS-TB.
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Resultados IGRAen ENFERMOSTB

2,1%

11 2
IGRA Positivo \‘/ \

M IGRA Negativo
o IGRA Indeterminado

86,4%

83

FIGURA 35.- Resultados IGRA EN ENFERMOS-TB.

4.11 ENFERMOS TB CON QTF Plus POSITIVO, RESULTADOS
INDIVIDUALIZADOS TUBOS TB1 Y TB2

Se estudiaron 79 enfermos TB con resultado QTF Plus disponible.

v' TB1y TB2 ambos positivos en 70 muestras (88,60%)
v" Solo uno de los tubos positivo (1 TB1, 8 TB2) en 9 muestras (11,39%)

« Valores TB1=TB2: 14 (17,72%)
« Valores TB1>TB2: 19 (24,05%)
« Valores TB2>TB1: 46 (58,22%)

En la Tabla 16 se recogen de manera individualizada los valores
correspondientes a los tubos TB1 y TB2 en cada uno de los enfermos TB
estudiados, resaltando en amarillo el valor mas alto de cada pareja de tubos. El
tubo TB2 fue en el que con mayor frecuencia (46 muestras) se registraron los
valores mas altos, el TB1 en 19, y en 14 muestras se obtuvo idéntico resultado

en los dos tubos.
4.12 CONVERSION IGRA Y DESARROLLO DE ENFERMEDAD

Existe la potencialidad (resaltada por el fabricante) de que el tubo TB2
(CD8+) pudiera predecir riesgo de desarrollar la enfermedad. Se estudiaron
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durante 2 afos (desde julio 2016 hasta diciembre 2018), coincidiendo con la
incorporacion de QuantiFERON TB Gold Plus al protocolo diagndstico de ITL
en Asturias. Se detectaron 9 casos (0,4%) de conversiones IGRA (T-SPOT.TB
y/o QuantiFERON TB Gold Plus) en un total de 2.015 pacientes con IMID
estudiados, frente a los 81 casos (0,57%) detectados en el mismo periodo de
tiempo en poblacion general (solo con QuantiFERON TB Gold Plus) sobre un
total de 14.164 pacientes. En 4 de ellos (44%) la conversion fue seguida del
desarrollo de enfermedad TB primaria, mientras que, hasta la fecha, ninguno

de los 81 casos en poblacidon general desarrollo enfermedad.

En los 4 pacientes en los que se evidenci6 CONVERSION IGRA seguido del
desarrollo de enfermedad TB primaria, solamente en 2 de ellos se obtuvieron

valores mas altos en el TB2 pero las diferencias eran anodinas (Tabla 17).

TB1 TB2 MIT NIL
Caso 1 6,79 6,59 9,47 0,06
Caso 2 3,50 4,13 5,71 1,10
Caso 3 3,84 4,81 6,32 0,09
Caso 4 0,37 0,31 7,47 0,03

TABLA 17.- Pacientes en los que se detect6 conversion IGRA seguida de desarrollo de enfermedad
primaria.
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