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Resumen Se evalud un enzimoinmunoensayo (EIE) para la deteccion de anticuerpos 1gG circulantes

anti-PPD en el diagnodstico de la tuberculosis paucibacilar del adulto. El 73,9% de 142 pacien-
tes baciliferos y el 52,7% de 83 casos con baciloscopia negativa resultaron seropositivos por EIE. Particular-
mente en este Gltimo grupo la prueba fue positiva en el 55,2% de 58 pacientes diagnosticados por cullivo y en
el 48,6% de 35 pacientes con diagnéstico clinico-radiologico de tuberculosis. El 92,7% de 137 sueros de la
poblacion control carecia de anticuerpos detectables. En los sujetos sanos que fueron tuberculinizados los
resultados del EIE no se realacionaron con la respuesta tuberculinica: el 83.7% (30/32) de los tuberculino
negativos y el 85,2% (40/42) de los reactores a la tuberculina fueron negativos por EIE. Trece de 33 casos de
micosis y 5 de 11 pacientes con micobacteriosis no tuberculosa tenian altos niveles de anticuerpos anti-
PPD. Ciertamente el EIE tuvo maxima sensibilidad en la deteccion de casos baciliferos, no obstante permitio
identificar también a mas de la mitad de los pacientes con baciloscopia negativa. Por lo tanto, puede ser con-
siderado un método Gtil para el diagnostico presuntivo rapido de la tuberculosis paucibacilar, excepto en los

casos en los que se plantee el diagnostico diferencial con micosis o con ofras micobacterosis.

La tuberculosis continta siendo un importante
problema de salud publica mundial, cuya situa-
cién epidemioldgica se relaciona directamente con
el estado econdmico y social de cada regién. En
Argentina, como en otros paises en desarrollo,
gran parte de la poblacién esta expuesta a la infec-
cién por Mycobacterium tuberculosis. Las tasas de
morbilidad por tuberculosis variaban en 1985 entre
22 y 214 por 100000 habitantes con una media de
52,3", y se ha establecido que es una de las cuatro
principales enfermedades infecciosas causantes de
muerte junto con la septicemia, la neumonia y la
influenza'®.

La medida de mayor impacto para el control de
la tuberculosis es la deteccion de casos, seguida de
tratamiento. Ello pone de relieve la necesidad de
desarrollar métodos y estrategias que mejoren y
hagan mds rdpida esa deteccion.

Recibido: 25-1-1989. Aveptado: 5-IV.1989.
Direccidn postal: Laboratorio de Tuberculosis, CEPANZO
{OPS/OMS), C.C. 3092, 1000 Buenos Aires, Argenting.

En Argentina, el diagnostico bacteriologico de
la tuberculosis se efectda, en general, mediante el
examen microscdpico directo (ED) de la muestra
clinica. El cultivo se realiza sélo en laboratorios con
cierta complejidad técnica v se reserva especial-
mente para el estudio de formas extrapulmonares
y de tuberculosis infantil, en las que el ED es en
general negativo.

Los métodos habitualmente utilizados para el
aislamiento de M. tuberculosis aportan resultados
en forma tardia (3 semanas como minimo), ne al-
canzan la sensibilidad suficiente para detectar los
casos paucibacilares y obviamente no pueden ser
aplicados cuando existen lesiones cerradas de las
que no es posible obtener una muestra clinica atil
para el estudio bacteriolégico.

Si bien el ED y el cultive son los Gnicos métodos
de certeza en el diagndstico de la tuberculosis, tie-
nen, como queda expresado, ciertas limitaciones
cuya resolucion se intenta mediante pruebas com-
plementarias. Cualquier métode que se proponga
para tal fin debe ser ademads de rdpido y confiable,
técnicamente sencillo y de bajo costo. Por ello, la

561



MEDICINA

deteccion de anticuerpos especificos circulantes
fue una de las primeras alternativas exploradas. La
presencia de anticuerpos antimicobacterias fue
demostrada en el suero de pacientes tuberculosos
en forma reiterada desde inicios de este siglo, pero
ninguna de las técnicas convencionales evaluadas
resultd aceptable para el diagndstico de la enfer-
medad".

En la década del 70, el desarrollo de métodos
inmunodiagnésticos de alta sensibilidad estimulé
el trabajo de numerosos investigadores en este
tema. Desde que en 1976 Nassau et el® publicaron
el primer trabajo de aplicacién del enzimoinmu-
noensayo (EIE) al diagndstico de la tuberculosis,
fueron realizadas numerosas experiencias sobre
deteccion de anticuerpos antimicobacterianos,
empleando antigenos obtenidos a partir de M. tu-
berculosis o de BCG’. La sensibilidad hallada varié
entre 0,55 y 0,95, segun la localizacion y la exten-
sion de la lesion en los casos investigados. Si se
reanaliza la sensibilidad para detectar tuberculosis
activa, hallada en estudios efectuados en un niime-
ro adecuado de pacientes, empleando antigenos
con diferente grado de purificacién® 7, y se exige
para cada prueba una especificidad de 0,95 o ma-
yor, se encuentra que ninguno de esos antigenos
demostro ser significativamente superior al resto.

La mayor parte de estas investigaciones ha sido
llevada a cabo en pafses desarrollados. Sélo el gru-
po de Daniel y col”*® aplicé el EIE en las condi-
ciones de trabajo existentes en los paises con recur-
sos limitados y alta incidencia de tuberculosis. Por
otra parte, los casos pulmonares estudiados, han
sido en su mayoria baciliferos. Ademds, son esca-
sos los estudios que incluyeron formas extrapul-
monares y entre ellas no se ha investigado, en par-
ticular, la localizacion pleural que es la mds fre-
cuente.

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, el
objetivo de este trabajo fue determinar el valor
diagnéstico del EIE, en las formas de tuberculosis
del adulto no detectables por el ED, en las condi-
ciones epidemioldgicas y de infraestructura exis-
tentes actualmente en Argentina. El estudio se efec-
tud con la-coordinacién de CEPANZO vy la partici-
pacion de ocho instituciones nacionales.

Material y métodos

Sueros: fueron analizadas muestras de suero de 416
individuos mayores de 15 anos de edad clasificados de la
siguiente forma:

a) Sanos (n = 105)

Fueron colectados noventa y dos sueros en un control
médico laboral. Se ralizé prueba tuberculinica con PPD
2UT sélo en 74 individuos de este grupo. Cuarenta y dos
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tuvieron una reaccién positiva de mds de 10 mum y 32 fue-
ron tuberculino negativos.

Trece sueros correspondieron a contactos de casos baci-
liferos citados para control médico.

b) Con patologia no tuberculosa (n = 76)

Sesenta y ocho sueros pertenecian a pacientes con en-
fermedades que podrian requerir diagndstico diferencial
con tuberculosis: 33 casos de micosis, 11 de micobacterio-
sis (10 debidos al complejo M. avium - intracellulare y uno a
M. fortuitum), 22 de neoplasia y 2 de silicosis. Ocho sueros
provenian de pacientes con patologia de etiologia diversa.

¢) Con tuberculosis (n = 235)

De 176 casos de tuberculosis pulmonar, 137 fueron
diagnosticados por ED, 25 por cultivo y 14 por examen cli-
nico - radiolégico.

De 59 casos de tuberculosis extrapulmonar, 5 fueron
diagnosticados por ED, 33 por cultivo y 21 por radiologia,
clinica y/o anatomia patolégica. Cuarenta y cinco pacien-
tes tenian localizacién pleural, 4 meningea, 4 osteoarticu-
lary 2 renal. Los restantes fueron casos inicos con localiza-
cién ganglionar, cecal, pericdrdica y peritoneal.

Los sueros fueron alicuotados y conservados a —20°C.
En el momento de realizar las determinaciones fueron di-
luidos 1:200 en solucién reguladora de fosfatos pH 7.0 (SR)
con albiimina sérica bovina fraccién V (ASB) 1% y Tween
20, 0.05%.

Antigeno: se empleé PPD 3,7 mg/ml, elaborado en
CEPANZO a partir de M. tuberculosis cepa H Rv*. La pre-
paracion difirié de la del método estandarizado en que la
suspension del cultivo bacteriano, no autoclavado, fue tra-
tada con fenol 1% durnate 3 dias a 37°C. El antigeno fue
alicuotado, liofilizado y conservado a 4°C.

Conjugado: proteina A-peroxidasa (SIGMA Co, St
Louis M.O.), reconstituida en SR-ASB 1% a una concentri-
cion de 0,25 mg/ml. Se alicuotd y conservd a —20°C. Se
diluyd en la misma SR 1:750 antes de ser utilizada, segtinlo
determinado en titulaciones previas.

Sustrato-cromdgeno: se preparé inmediatamente antes
de su uso con 200 pl de una solucién “stock” 32.9 mg/ml
de 2,2"-azinobis (3 etilbenzotiazolin sulfato) (ABTS), 50 pl
de H,O, 30 V y 12 ml de solucién reguladora de citratos
0,05M, pH 4.

Enzimoinmunoensayo: las placas de poliestireno (lmunu-
lon 1I, Dynatech Lab., Alexandria Va) fueron sensibiliza-
das con 75 pl por hoyo de la solucién de antigeno, durante
18 horas a 4°C en cdmara hiimeda. Después de descartar el
exceso de antigeno fueron lavadas durante un minuto, tres
veces, con 200 pl por hoyo de SR-ASB 0,1%-Tween 20
0,05%. Cincuenta pl de cada suero diluido segiin lo indica-
do tueron incubados por duplicado durante una hora a
37°C. En cada placa se incluyé 3 sueros de referencia con
valores de densidad 6ptica (DO) altamente positivo, limite
y negativo y 4 diluciones de un suero positivo. Después de
lavar segiin el procedimiento ya descripto, se colocé en
cada hoyo 50 pl del conjugado y se incubé una hora a 37°C.
Se lavé nuevamente y se agregd 100 pl del sustrato cromé-
geno. La reaccién enzimdtica y su revelado se prolongd
durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuri-
dad, y se detuvo con 100 pl de dcido fluorhidrico 0,1 M, pH
3,3. Los niveles de anticuerpos tueron expresados en valo-
res de DO, cuantificados con un lector microELISA Dyna-
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tech MR 600 a 410 nm. 5i existfan minimas variaciones in-
terplaca, los resultados fueron uniformados calibrando el
lector segiin los valores obtenidos con los sueros de refe-
rencia. Cada suero fue ensayado al menos en dos oportura-
dades para asegurar la reproducibilidad de los resultados
y se registrd el valor promedio de los mismos.

Andlisis de datos: se determind el valor limite entre re-
sultados positivos y negativos en 0,170, equivalente al
dobie de la DO media de la poblacién control. Se establecio
la significacion de la diferencia entre los niveles medios de
anticuerpos mediante la prueba de t.

Resultados

En la Figura 1 se presenta la distribucion de va-
lores de DO y en la Tabla 1 la clasificacién de los
resultados de los sueros estudiados. La sensibili-
dad del EIE, aplicado al diagnéstico de 200 casos
de tuberculosis confirmados por bacteriologfa, fue
0,69. El 73,9% (105/142) de los pacientes identifica-
dos por ED y el 55,2% (32/58) de los detectados
por cultivo resultaron correctamente clasificados.

ENZIMOINMUNOENSAYO PARA TUBERCULOSIS

Con relacion a la localizacion de la tuberculosis de
estos casos, el EIE resulté positivo en el 72,2%
(117/162) de las formas pulmonares y en el 52,6%
(20/38) de las extrapulmonares.

En la Tabla 2 se relacicnan los resultados obteni-
dos por el EIE con los del ED en estos 200 casos.
Ambos métodos demostraron tener una sensibili-
dad muy semejante (0,69 y 0,71 respectivamente).
Detectaron simultdneamente el 52,5% (105/200) de
los pacientes; el EIE identificé 32 casos adicionales
y el ED otros 37. Entre los 32 casos positivos sélo
por EIE fue mayor la proporcién de localizaciones
extrapulmonares (16/32) que entre aquéllos positi-
vos sélo por ED (1/37). El 87% (174/200) de los
pacientes resultd positivo por uno o ambos méto-
dos de diagndstico rdpido. Diecisiete de los 35 pa-
cientes (48,6%) con diagndstico de tuberculosis no
confirmada bacterioldgicamente tuvieron resulta-
dos positivos por EIE.

La especificidad de la prueba, determinada en
137 sueros de la poblacién control fue 0,93. La DO

TABLA 1.— Resultados obtenidos por enzimoimmnunoensayo (EIE) aplicado a la deteccidn de anticuerpos
1gG anti-PPD en el suero de adultos.

Namero de EIE
sujetos Pasitivo Negativo
estudiados n{%) n (%)
Pacientes con tuberculosis
Con ED(+)
Pulmonar 137 101 36
Extrapulmonar 5 4 1
Total 142 105 (73,9) 37 (26,1)
Con ED(—) Cultivo (+)
Pulmonar 25 16 9
Extrapulmonar 33 16 17
Total 58 32 (55,2) 26 (44,8}
Sin confirmacion bacterioldgica
Pulmonar 14 10 +
Extrapulmonar 21 7 14
Total 35 17 (48,6) 18 (51,4)
Grupo control
Sujetos sanos 92 6 86
Otras enfermedades 32 1 |
Contactos 13 3 10
Total 137 110 (7,3) 127 (92,7)
Micosis 33 13 (39,4) 20 (60,6)
Micobacteriosis no
tuberculosa 11 5 (45,5) 6 (54,5)

ED: Examen microscépico directo.
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Fig. 1.— Niveles de anticuerpos circulantes lgG anti PPD
determinados por enzimo-inmunoensayo en adultos.
Buenos Aires, 1987-1988.

TABLA 2.— Relacidn entre los resultados obtenidos por
enzimoinmunoensaye {EIE) y por examen microscdpico directo
(ED) en 200 pacienles adultos con tuberculosis dingnosticada

bacterioldgicamente.
Resultados ED)

EIE Positiva Negativo Total
Positivo 105 32 137
Negalivo 37 26 63
Total 142 58 200

media de los individuos sanos tuberculino negati-
vos (0,090 + 0,067) no fue significativamente dife-
rente de la de los tuberculinoe positivos (0,082 +
0,064, p > 0,1), ni de la correspondiente a los con-
tactos de pacientes tuberculosos (0,145 + 0,114, p >
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0,1). Trece de los 33 sueros de pacientes con mico-
sis (394%) y 5 de 11 muestras de pacientes con
micobacteriosis (45,5%) fueron clasificados como
positivos por EIE.

Discusién

La prueba aqui descripta resulté de ejecucidn
sencilla, con empleo de antigeno y ractivos de facil
obtencion. Se comprobd su reproducibilidad y una
correlacidn casi total entre la lectura visual y la in-
strumental, lo que permitiria su aplicacion en labo-
ratorios de infraestructura de baja complejidad.
Por otra parte el EIE es va utilizado en muchos
centros asistenciales de Argentina para el diagnds-
tico de otras enfermedades infecciosas, por 1o que
se cuenta con la capacidad técnica bdsica para su
aplicacion a la deteccién de anticuerpos antimico-
bacterias.

El EIE aqui evaluado demostré tener madxima
sensibilidad cuando se aplicé al estudio de casos
baciliferos de tuberculosis, diagnosticados por el
ED. No obstante, permitié ademas identificar mas
de la mitad de los pacientes cuya confirmacion
diagndstica se obtuvo tardiamente mediante el cul-
tivo. El hecho de que un alto porcentaje de estos
casos positivos por EIE y negativos por ED hayan
tenido localizacion extrapulmonar, destaca la posi-
ble utilidad del método para reforzar el criterio
diagnostico e iniciar con celeridad el tratamiento
especifico, en formas que generalmente son mas
severas y tienen secuelas mds graves que las pul-
monares.

Se detectaron anticuerpos anti-PPD en casi la
mitad de los pacientes con diagndstico de tubercu-
losis no confirmado bacteriolégicamente. Si se con-
sidera hipotéticamente, que sélo uno de cada dos
de estos pacientes fueran verdaderos casos de tu-
berculosis, la prevalencia de la enfermedad en este
grupo seria del 50%. Como se trata de casos no
baciliferos, es posible que la sensibilidad real del
EIE en esta poblacion se aproxime a la determina-
da para los casos con ED negativo, es decir 0,55.
Con estas presunciones, e incorporando al calculo
una especificidad de 0,93, el valor predictivo posi-
tivo del EIE —porcentaje de casos de tuberculosis
entre todos los pacientes positivos por EIE— seria
cercano al 89%. Ello significa que si bien un resul-
tado negativo no excluye la existencia de enferme-
dad, un resultado positivo tiene valor diagndstico
alto.

Los adultos sanos, reactdres a la prueba tuber-
culinica, fueron negativos por EIE. Este hecho ha-
bia sido descripto con anterioridad por otros auto-
res, en paises con bajo'® '™ intermedio®?, o con
alto riesgo de infeccion’.
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Se ha sugerido que similitudes entre antigenos
micobacterianos y tumorales serian responsables
de reactividad cruzada''. En los casos de neoplasia
investigados en el presente estudio no se obtuvo
evidencia de tal tipo de reaccién. En cambio el EIE
no resulté apto para diferenciar tuberculosis de
otras micobacteriosis ni de micosis. Cinco de 11
pacientes con micobacteriosis no tuberculosa pre-
sentaron altos niveles de anticuerpos anti-PPD, lo
cual confirma observaciones previas de otros auto-
res que aplicaron el EIE utilizando PPD'®# y anti-
genos purificados. La prevalencia de otras mico-
bacteriosis con relacién a la tuberculosis es menor
del 0,5% en Argentinaz, lo cual resta significacion a
esta limitacion en la especificidad del EIE.

En contraste con las observaciones de Kalish et
al'®, también hemos hallado positividad en el EIE
en gran parte de los casos de micosis investigados.
En el presente estudio so6lo se incluyeron pacientes
de micosis sin antecedentes de tuberculosis, y en
los cudles esta enfermedad fue investigada y des-
cartada, por lo que quedd eliminada la posibilidad
de asociacion morbosa (tuberculosis-micosis)
como causa de la respuesta seroldgica cruzada. Si
bien la relacién numérica de los casos de micosis
broncopulmonares con respecto a los de tuberculo-
sis es baja en Argentina {(menor del 5% estimativa-
mente) estos hallazgos exigen un mayor estudio
futuro.

Los avances introducidos en el drea de la inmu-
nologia y la biologia molecular han creado nuevas
expectativas en el logro de una mayor especifici-
dad en las pruebas serodiagnésticas®’. Se ha inten-
tado detectar inmunoglobulinas capaces de reac-
cionar con epitopes especificos del bacilo tubercu-
loso mediante el uso de antigenos altamente purifi-
cados, y con pruebas de competicion con anticuer-
pos monoclonales* %1415, Sin embargo, es relativa-
mente bajo el porcentaje de pacientes con tubercu-
losis poco avanzada que presentan niveles detecta-
bles de anticuerpos altamente especificos. Por el
contrario, pareciera que la respuesta humoral estd
dirigida, en mayor medida, contra antigenos co-
munes a diferentes especies del género Mycobacte-
rium y a otros géneros relacionados. Ademds se ha
puesto en evidencia con estas experiencias, que la
respuesta humoral tendria caracteristicas propias
en cada individuo. En definitiva, todavia no se
cuenta con antigenos de alta especificidad y amplia
aplicacion para el serodiagndstice de ia tuberculo-
sis.

En tales condiciones, consideramos que el EIE
aqui evaluado, puede ser de utilidad como método
rapido de diagndstico, complementario de la baci-
loscopia, en las formas pulmonares incipientes, y
extrapulmonares de la tuberculosis. Debe tenerse

ENZIMOINMUNOENSAYO PARA TUBERCULOSIS

en cuenta, sin embargo, que el mismo no permite
el diagndstico diferencial con micosis ni con otras
micobacteriosis.

Summary

Evaluation of an enzymoimmunoassay for the
rapid diagnosis of adult tuberculosis

The ELISA has been exitensively evaluated as a sero-
diagnostic method for tuberculosis. However, there is scar-
ce information about its application to cases that cannot be
diagnosed by microscopic examination: those with closed
lesions or undergoing early stages of the disease. Since a
reliable serological test might substantially contribule to
their prompt detection, the objective of the present study
was to determine the diagnostic value of an ELISA applied
to adult smear-negative cases of tuberculosis. Sera from
235 patients with active fuberculosis —176 pulmeonary and
59 extrapulmonary cases— and 181 conirol subjects were
tested for IgG antibodies to PPD by ELISA. Eleven cases of
non tuberculous mycobacterial (MOTT) disease and 33
cases of mycosis were also included in this group. With the
adopted cut-oft value, 73,8% (105/142) of smear positive
and 52.7% (49/93) of smear negative tuberculosis cases,
were correctly classified. Particularly in the latter, the test
was positive in 55,2% (32/58) of patients with positive cultu-
res for Mycobacterium tuberculosis and in 48.6% (17/35) of
patients diagnosed by clinical, radiological and or histopa-
thological findings. No antibody activity was demonstrated
in 92,7% of sera from the control population which included
92 healthy volunteers, 32 non tuberculous diseased sub-
jects and 13 household contacts of smear-positive cases.
Among those control subjects who were skin tested, ELISA
results were not related 1o the tuberculin reactivity: 83,7%
(30/32) of tuberculin negative and 95,2% (40/42) of tubercu-
lin positive healthy individuals had no detectable antibodies.
However, the assay did not provide helpful discrimination
between tuberculosis and MOTT or fungal diseases: thir-
teen out of 33 sera from patients with mycosis and 5 out of
11 samples from MOTT disease cases strongly reacled o
PPD antigen by ELISA. Certainly, the test yielded higher
sensitivity when applied to the study of patients with advan-
ced smear-positive tuberculosis. Nevertheless, it did iden-
tify more than half of the cases which could not be detected
by microscopic examination. Therefore, the ELISA might
have a polential use as a rapid presumptive diagnostic test
in patients with suspected tuberculosis long before cullure
results are available. It is necessary to consider, anyhow,
that differential diagnosis with non tuberculous mycobacte-
rial and fungal diseases is not possible using PPD as anti-
gen in this kind of assay.
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