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RESUMEN

El diagndstico de tuberculosis (TB) no axc#k de realizar. Los signos clinico-radiolégiaus
son especificos y la distincién de otras enfermeslatbmo micosis 0 micobacteriosis puede ser
dificultosa. Si bien la baciloscopia de esputo #syttiene alto valor predictivo, una proporcioe d
pacientes con TB pulmonar (pTB) y la mayoria deelgs con TB extrapulmonar (epTB) son
baciloscopia negativa. El cultivo provee el diagicdsde certeza de la enfermedad, es especifico y
mas sensible que la baciloscopia, pero requiemeabs 3 semanas para la obtencién de un resultado
y tiene requerimientos de bioseguridad mas exigemstre las pruebas complementarias que se han
investigado, las técnicas seroldgicas apareciemnocherramientas muy prometedoras para la
deteccion temprana de TB, debido a su sencillgidea y costo-efectividad. En un principio, estas
pruebas se realizaban usando antigenos semipdaficaiue contenian epitopes con reactividad
cruzada, lo que conducia al desarrollo de pruebasina especificidad relativamente pobre. El uso
de antigenos purificados permitié solucionar péraate este problema, incrementado en forma
importante la especificidad pero a costas de uoets® en la sensibilidad de las pruebas. La falta d
respuesta seroldgica en una gran proporcion desrgasi que conduce a estos pobres niveles de
sensibilidad, ha sido atribuida principalmente & dactores: (i) la formacion y circulacion de
complejos inmunes especificos no detectables psrelazimoinmunoensayos (EIE) regulares,
realizados con sueros y (ii) la variacién de recon@@nto antigénico de persona a persona. Por otro
lado, parece claro que la utilizacion de antigexspecificos del complejo tuberculosis es un reigquisi
primordial para la obtencién de una prueba cordiabl

En este trabajo se evaluo la utilidad padiagnostico de TB de la determinacion de antisogr
libres y disociados de complejos inmunes por ElEpleendo tres proteinas recombinantes
previamente caracterizadas como inmunogénicas erarms: el antigeno de 38kDa (Ag 38kDa), el
antigeno de 16kDa (Ag 16) y el antigeno B del cajopproteico de Antigeno 85 (Ag 85B), las que
fueron evaluadas tanto en forma individual como lwoadas en un solo pocillo de la microplaca de
ELISA. Se emplearon muestras de suero de: i) 16lems con TB: 50 pTB baciloscopia/cultivo
positivo (pTBb+), 60 pTB con dos baciloscopia contgas negativas (pTBb-), 51 epTB; ii) 114
muestras de pacientes con otras patologias: 14badtariosis, 14 micosis pulmonares, 82 otras
enfermedades, 4 lepra; iii) 100 personas clinicaenssnas (100).

Empleando los antigenos recombinantes iddales la sensibilidad de la prueba vario en un
rango de 25% a 42% para anticuerpos IgG libres gsteecificidad 1o hizo desde 93% a 96%. Al
considerarse la contribucion de la determinacidlogl@nticuerpos disociados a los libres contra cad
antigeno individual, la sensibilidad se incremdrmaéta un 55%. El mejor aporte en la sensibilidad fu
observado para los casos de pTB paucibacilar. Elendl de antigenos serolégicamente reactivos,
vari6 ampliamente de individuo a individuo. En uetetminado suero, el nivel de anticuerpos

especificos varié segun el antigeno, independiezteandel nimero total de antigenos reconocidos



por este suero y esta heterogeneidad fue evidenciadsolamente para los anticuerpos libres sino
también por aquellos anticuerpos acomplejados.dnabmacion de los resultados individuales a los
antigenos 38kDa, Ag 16 y Ag 85B para anticuerpadotdibres como disociados permitié la
obtencion de niveles de sensibilidad y especifitida 76% y 83%, respectivamente. Cuando se
estudio la actividad serol6gica de los tres antigamlocados en el mismo pocillo de la placa de EIE
los niveles de sensibilidad obtenidos (63%) fuenemores a los esperados en base al combinacién de
los resultados individuales (76%), mientras queniusles de especificidad fueron elevados aun para
los grupos controles de micosis y micobacteridisevidencié que niveles altos de reactividad a un
solo antigeno eran suficientes para dar un resufiaditivo cuando se empleaba ese mismo antigeno
en una mezcla. En cambio, algunos sueros de pesieoin TB y controles que mostraban baja
reactividad para uno o méas antigenos perdierorositiyidad cuando se emplearon las mezclas. En
conclusién, encontramos que ninguna de las pratei@eombinantes evaluadas, por si sola, fue
reactiva con la mayoria de los sueros de paci¢nbesculosos, ni siquiera después de considerar la
contribucion de la medicion de anticuerpos disazsade complejos inmunes; el uso de mezclas de
antigenos mejord significativamente la utilidad dgE como técnica complementaria para el
diagnodstico de la enfermedad, permitiendo la ifieation de casi un 70% de los pacientes con
pTBb-, con una alta especificidad, especialmenteelegrupo de enfermedades incluidas en el
diagnéstico diferencial, como micosis o micobacks.

Estos hallazgos son promisorios y permitesymir que el empleo de antigenos recombinantes
especificos adicionales podria conducir a la d&ieate anticuerpos libres y disociados de la mayori
de los pacientes con TB activa. Adema4s, la obsEmaacerca de que altas reactividades séricas
frente a un antigeno son suficientes para mantamgrositividad cuando se emplean mezclas de
antigenos, mientras que algunas reactividades bajgia uno o mas antigenos se pierden cuando
estos sueros se enfrentan a las mezclas, tienetanfes implicancias préacticas para el disefio de
combinaciones de antigenos que permitan incremdatarapacidad diagndstica de una prueba
seroldgica; por tanto para una buena caracterizat#oun determinado antigeno seria muy valioso
gue los estudios acerca de su reactividad evaluayasolo la proporcion de pacientes tuberculosos

positivos, sino también la proporcion de los suemsalta reactividad frente al antigeno en cuestié



INTRODUCCION

Desde que Chopin, Dostoiewski, Keats, Allan PoétaVe y otros muchos
padecieron y murieron de tuberculosis, la dolerfatema de interés en el
campo de las Letras, destacando Thomas Mann corMbatafia Magica”,
Cela con “Pabellén de Reposo”, y mas recienteméfa@uel Rivas, en “O
Lapis do Carpinteiro” retoma el viejo tema de lallbea tisica. A causa de
la evolucién de las ciencias, la enfermedad dejoépddaenecer a almas
romanticas y paso a ser una enfermedad de logposer

Al hallazgo del germen causal comunicado por KoohBerlin el 24 de

marzo de 1882, siguieron multiples estudios y desmientos (1)

La tuberculosis (TB) continda siendo un imporgmtoblema de salud publica
en el mundo. Se estima que anualmente mueren paefidd de dos millones de personas,
siendo una de las causas mas comunes de muehitdéria un Unico agente infeccioso.
Aproximadamente un tercio de la poblacion mundisth e@nfectada corMycobacterium
tuberculosis (M.tuberculosis)y entre ocho y diez millones de personas desarrddan
enfermedad cada afio (2). En Argentina, desde 1888sa de mortalidad por TB mantiene
una tendencia descendente. Durante 2005 ocurrg8@ndefunciones; de las mismas, 114
(13,8 %) estuvieron asociadas a infeccién con Vilednmunodeficiencia Humana (VIH).
También la tasa de notificacion de casos de TRifrade una disminucion desde 60,5 a 28,4
casos por cada 100.000 habitantes, informandosean@u2006 un total de 11.068 casos
nuevos de todas las formas de tuberculosis (3jh).eSbargo, segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), durante 2006 la tasadéeccion de casos nuevos fue soélo
cercana al 61% del total de casos estimados (2psEn sentido, el principal objetivo del
Programa Nacional de Control de Tuberculosis (PNC@&B Argentina, conducido por el
Instituto Nacional de Enfermedades RespiratoriddER) “Emilio Coni”, Santa Fe, es
diagnosticar los pacientes en un estadio temprana enfermedad y tratarlos efectivamente
utilizando la estrategia de Tratamiento Acortadtri@iamente Supervisado (TAES) que se

encuentra en proceso de expansion.



Historia natural de la enfermedad

La TB es una enfermedad infectocontagiosanugomatosa crénica, causada por
organismos del complejoM. tuberculosisque comprende las siguientes espechs:
tuberculosis agente de la enfermedad humailajcobacterium bovijsel agente de la
enfermedad en ganaddycobacterium africanupreponsable de una proporcién variable de
casos de tuberculosis humana en Africa centrislygobacterium microtiel agente de la
enfermedad en roedores (5,6).

El mecanismo de transmision mas importané gque causa la casi la totalidad de los
contagios es la via aérea. La transmisién de larerfdad se lleva a cabo cuando una
persona inhala uno o mas bacilos contenidos ena¢o de una gotita de Pflige, que es el
material infectante que un paciente bacilifero fizdu especialmente, al toser. Las
microgotas mas grandes (>1@m), aunque son las que llevan mayor numero de
micobacterias, debido a su gran peso sedimentapactan en la via aérea superior, y por lo
tanto no son infecciosas. Otro grupo de microga&®esolizadas, con un tamafio de 5-10
um, alcanzan las vias aéreas mas proximales, siraguieencuentre el bacilo condiciones
idoneas para su multiplicacion. Sin embargo, lasragotas de 1-um, formadas por la
condensacion de las anteriores, al perder partsudeontenido en agua, que contienen
aproximadamente entre 1 y 5 bacilos cada una,asoreblmente infecciosas, al poder llegar
y depositarse en la regiéon alveolar. La zona dgatla es, l6gicamente, la zona mejor
ventilada del pulmén, o sea, la region subpleudlldbulo medio. Es en esta parte del
pulmén, dondeM. tuberculosisencuentra las condiciones ideales para reproduposesu
elevada tension de oxigeno (7).

La llegada del bacilo de Koch a los alvéolos preduoa inflamacién inespecifica,
inicialmente de grado minimo, caracterizada poretd@mia, edema, e infiltracion de
polimorfonucleares neutréfilos. A las 48 horas apar la respuesta de células
mononucleares, constituida por macréfagos resideete el pulmoén. Los macrofagos
alveolares fagocitan el germen, y lo transpodalos ganglios linfaticos hiliares. Las
micobacterias se multiplican libremente dentro de Mmacrofagos, pudiendo llegar a
destruirlos liberandose en el medio extraceluldguAos bacilos son transportados por
circulacion linfatica o dentro de los macréfagosos ganglios hiliares y del mediastino;
desde alli se vacian a la sangre venosa y se digemor todo el organismo produciendo las
llamadas siembras orgénicas de la TB. Hoy se aapmadurante la primera infeccion se

produce siempre una bacteriemia silenciosa, mediantual el bacilo se siembra en uno u



otro 6rgano dependiendo de la tension de oxigeeoequél encuentre; asi, se explicaria el
desarrollo de tuberculosis en la metéfisis de losshs en la etapa del crecimiento o en
organos genitales durante la pubertad (8).

Sin embargo, no todas las personas que redéerisita del bacilo contraerian la
infeccién. En algunos casos el germen puede saudispor las defensas naturales innatas,
las que no le darian muchas oportunidades de iicdtipe. No se sabe aun si esto depende
del momento inmunitario del individuo, de la cargatigénica o de otros factores
desconocidos.

Una vez producida la primera infeccién, en la mi@yale los casos el bacilo queda
encapsulado en pequefios focos que no progresatariminan enfermedad; s6lo sabemos
que el individuo ha sido infectado, es decir geed bacilos tuberculosos vivos que se
encuentran en un estado latente en alguna partegieiismo. Se establecié que alrededor de
un 10% de las personas infectadasotuberculosigienen riesgo de enfermar durante su
vida; en la mitad de las veces tempranamente detanofo las llamadas TB posprimarias y
en la otra mitad de los casos mas tardiamente gietio la TB de reactivacion enddgena
(8). No se conoce en forma precisa cual es el ngoarintimo por el cual un individuo pasa
de infectado a enfermo y sélo se saben algunosréctjue pueden favorecer este evento: i.
los factores que dependen del bacilo, como vinideni. otros que dependen del ambiente
como intensidad y duracion de la exposicion ylis factores que dependen del huésped
como son: edad, sexo, genética, desnutricibn,ani@nto con inmunosupresores y la co-
infeccion con VIH.

En los primeros cinco afios que siguen aitagra infeccion se presenta la tuberculosis
posprimaria. En los paises con alta prevalencidBela mayoria de las formas de la
enfermedad proviene de las siembras posprimariasmprémas, pulmonares o
extrapulmonares. Estas siembras pueden tener mi#srdiempos de maduracion en los
distintos 6rganos antes de producir las diversasds de la enfermedad, como son pleuresia
tuberculosa, linfoadenitis, tuberculosis osteoaldic genitourinaria, entre otras.

En la reactivacion enddgena, la enfermedador®duce a partir de focos latentes
derivados de siembras posprimarias ocurridas haoeheos afios atrds. Ademas, la
tuberculosis puede también adquirirse debido de®iiones exdgenas, que ocurren como
consecuencia de nuevas infecciones que se presantnetos infectados anteriormente. En
conclusién se puede progresar a enfermedad a gdarta primoinfeccion misma. También
pueden quedar bacilos latentes en un equilibristétde en lesiones activas pero subclinicas,

para activarse en cualquier momento de la vidajrsegrien las condiciones inmunitarias del
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organismo. Ademas, cualquier individuo que se déifehien de la primera infeccion, puede
desarrollar la enfermedad frente a una reinfecajde lo sorprende en otro momento

inmunitario.

Formas de tuberculosis mas frecuentes

Tuberculosis pulmonar de tipo adulto

Es la forma mas frecuente de la TB en lésgsade alta prevalencia, la mas contagiosa y
la principal causa de muerte. Puede aparecer pesouds de la primoinfeccion como una
manifestacion mas de las siembras hematdégenasmpasias, también puede aparecer como
resultado de una reactivacion endogena de un foberduloso dormido o como
consecuencia de una reinfeccién exdgena. Las fodmggesentacion mas frecuentes de la
TB pulmonar suelen combinar una mezcla de mandestas sistémicas inespecificas y
respiratorias. Los sintomas sistémicos, consistesséenia, decaimiento, fatiga, pérdida de
peso, sensacion febril y malestar general. Lo®sias respiratorios son mas orientadores,
tos, expectoracion mucopurulenta (con eliminadién bacilos cuando se expectora) y

hemoptisis, que sigue siendo un signo importania @& pulmonar.

Tuberculosis infantil
Puede presentarse con manifestaciones sistémieaperificas como por ejemplo:
febriculas, tos, expectoracion, disminucién del tisme compromiso ganglionar vy
ocasionalmente irritacion meningea. El diagnostichas veces es dificil debido a que no
presenta una expresion radioldgica definida. Lztdilogia tampoco ayuda demasiado al
diagndstico ya que la mayoria de las veces sedealasiones cerradas con escasa poblacion

bacilar en pacientes que tienen poca expectoracion.

Tuberculosis extrapulmonar

Las formas extrapulmonares de TB derivalaglsiembras hematdgenas secundarias a la
infeccion. Constituyen aproximadamente el 20% atkos los casos de esta afeccion y las
formas mas frecuentes son pleuresia y adenitisdulosa seguidas por la TB genitourinaria,
osteoarticular, miliar y meningitis tuberculosa. ézlucion de la pandemia de Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), entre cuyas qoitaeciones se destacan las formas
diseminadas y extrapulmonares de TB, sin duda teaadb las frecuencias de las diversas

presentaciones clinicas de esta enfermedad. Ei@stigo de la TB extrapulmonar plantea un



11

importante problema, ya que las poblaciones baslaon reducidas, asentadas en 6rganos

relativamente inaccesibles, lo que hace mas dificdbnfirmacion bacteriologica (8).

Respuesta inmune del huésped

Inmunidad innata

La respuesta inmune frente a la infeccion fpacilos es muy variable, dependiendo
principalmente del bagaje genético del individu@ su edad, de sus condiciones
nutricionales y del ambiente biologico que lo radea la TB pulmonar, dii. tuberculosis
ingresa al organismo por via aérea y alcanza all@los. La llegada déll. tuberculosis
hasta el espacio alveolar significa que ha superdaddoarrera mucociliar del tracto
respiratorio; sin embargo, ahora se enfrenta amasrofagos (MA que constituyen la
primera linea de defensa y este primer contactesal ya que va definir el control de la
infeccién por inmunidad innata o el desarrollo @edspuesta inmune especifica. Los bacilos
tuberculosos se encuentran en la region alveolatres tipos de células que potencialmente
se oponen a la infeccion: los macréfagos alveglaeda luz y las células “natural killer”
(NK) y los linfocitos T gamma/delta/§) en el parénquima pulmonar. El papel de las cglula
NK parece ser poco relevante en las fases inicitdda infeccion e incluso se ha demostrado
gue determinados lipidos micobacterianos modulgathemente la funcién de esta estirpe
celular, mientras que el de los linfocitosyd es mas controvertido, y no se ha podido
demostrar hasta el momento que cumplan en el humagana funcion importante durante
la primoinfeccién. Por ello, en humanos, los MAeallares con alta capacidad para generar
oxigeno reactivo, particularmente® con 6xido nitrico sintetasa, van a ser las célciage
en la interaccion inicial con el bacilo de la tuh#osis, aunque también participan en los
mecanismos innatos de defensa las células deadrit@s neutrdéfilos, las células epiteliales,
las células alveolares y factores solubles comanigina, lisosima, etc. (9-12). Estas
defensas, alcanzarian el control de la infecciGiesade desarrollar la respuesta inmune

adquirida.

Las micobacterias, son fagocitadas inespecificeangor los MA residentes no
activados, que tratan de controlar la infeccions&itiene en cuenta que los MA no se
encuentran “primados” por citocinas linfocitarias que varios componentes de las
micobacterias inhiben los sistemas bactericidassthes células, se puede comprender que en

esta fase predomine el crecimiento bacteriano. tiPaacente todos los mecanismos
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bactericidas macrofagicos son anulados por produt#dvados de las micobacterias. En este
momento es importante mencionar los mecanismos ujiliea M. tuberculosiscomo

estrategia para escapar de los mecanismos inmucasdgsobrevivir dentro del MA (11):

- la inhibicién de la fusién de los fagosomasspsomas (11), causada principalmente por
los glicolipidos bacterianos,
- la liberacién, en caso de que ocurra la unionfdgbsoma y el lisosoma, de grandes
cantidades de amonio, las que alcalinizan el caideimtralisosomal, inactivando muchas
enzimas microbicidas del macréfago (13-15),
- la produccion de catalasa micobacteriana querwestel perdxido de hidrégeno y de
diversos componentes micobacterianos que inhébgereracion de superoxido, y
- la exportacién de lipidos desde el interior @enicobacteria hacia la pared celular, lo que
juega un papel crucial en la evasion a la respuestane de los macréfagos (16).

Esta fase termina con la destruccionadeMA y el crecimiento intracelular de los
bacilos. La resistencia natural a la infecciéonaadundamentalmente, en esta fase.

Los bacilos llegan asi por via linfatica, hacia t@nglios regionales, en los que tiene
lugar la respuesta inmunolégica del organismo @fieccion. Para ello, y pesar de las
estrategias utilizadas por la micobacterias, lagod@osis puede ser exitosa, y asi la
micobacteria es incluida en un fagosoma, destr@dael fagolisosoma por enzimas
lisosomales y algunos de sus antigenos (Ags) sowegados y presentados junto al
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) a lieftos T CD4+ y CD8+; por ello, los
MA, ademas de ser células efectoras funcionan coéhdas presentadoras de antigenos
(CPA) y pueden definir el curso de las respuestmmenidad adaptativa. Este es el paso de
transicion entre la respuesta de inmunidad inndar@spuesta de inmunidad adaptativa, que
consiste en el reconocimiento especifico entrerafites células y la secrecion de factores

solubles como las citocinas y quimiocinas (17).

Inmunidad adaptativa
La inmunidad adaptativa, que es la respuessiacifica, comprende la inmunidad celular

y la inmunidad humoral.

Inmunidad celular

El control de la infeccibn o de los bacitoderculosos requiere principalmente del

desarrollo de una respuesta celular del tipo Timll@garticipacién de los MA, los linfocitos
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T CD4+, TCD8+ y Ty 3, y la produccién de citocinas como IL-2, IFN-IL-12 y el factor
de necrosis tumoral alfa (TN). La inmunidad celular es generada cuando Ideditos T
CD4+ (@B TCR) reconocen antigenos Bl tuberculosigprovenientes del fagosoma que son
presentados por los MA en el contexto de molécGlel$1 I1l. Como resultado de esto, los
linfocitos TCD4+ son activados y comienzan a praddEN-y, con capacidad de
incrementar la funcion microbicida de los MA. Ptiagparte, los MA liberan principalmente
otras dos citocinag, la IL-1, que promueve la produccion de IL-2 ydapresion del
receptor para IL-2 con la subsecuente expansidgratchte los linfocitos T CD4+ yii. la IL-
12, que induce la produccion de IFN+4], la proliferacion de linfocitos T CD4+ y aumenta
la citotoxicidad de los linfocitos CD8+ y las c&lsINK (13,18).

Ademés de los linfocitos CD4+ y las c&ulK, otra fuente importante de IEN-la
constituyen los linfocitos T CD84f TCR), los cuales reconocen antigenos micobactesian
en el contexto de moléculas CMH | con funcionestékicas sobre las células infectadas a

través de un mecanismo dependiente de granuldZR)1

Otra citocina importante en la respuesta inmurelarecontraM. tuberculosises el
TNF-a, mediador principal de la respuesta inflamatogada frente a microorganismos
intracelulares.Una de las funciones mas importantes del TiNFies la de inducir la
formacién del granuloma; para lo cual provoca lpregion de “las quimiocinas”, que son
factores que reclutan células del sistema inmummddlinfocitos, monocitos (MN) y
neutréfilos) para la formacion del granuloma absite infeccion (21). Asi, el granuloma, es
una estructura defensiva muy eficaz, suficientea panitar o controlar la infeccion,
desarrollando un medio anaerébico en el cual lasldsano pueden sobrevivir (22-24).
Cumplido su papel defensivo, este acumulo de laginflamatorias puede reabsorberse, o
bien se organiza dejando cicatrices fibrosas qeelgru contener desde material caseoso y
cretaceo, hasta calcificaciones. Sin embargo, adadespuesta inmune se demora, las
micobacterias alcanzan una poblacion considerablda yconcentracion de células
inflamatorias es muy elevada, el tejido se dafiadumiendo extensas areas de necrosis
caseosas y posteriormente ese caseum es licuadenpionas proteoliticas y eliminado,
dejando paso a la formacion de cavernas que squrinaipal fuente de progresion y
cronicidad (8). La diseminacién del bacilo es emuencia de una falla en la formacion de
granuloma, debido a que no hay produccion de lasicas (principalmente TNE) y las
quimiocinas involucradas en este proceso, lo quaga a que los MN/MA se conviertan en

células permisivas dentro de las cuales se muhifdi micobacteria (19).
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Inmunidad humoral

La respuesta inmunitaria humoral no edegtora frente a la infeccion tuberculosa y
generalmente puede asociarse con anergia cutar&ajada poblacion bacilar. Sin embargo,
los pacientes con una muy deficiente inmunidadl@elyeneralmente presentan una pobre
respuesta humoral; ambos mecanismos se hallanesitarrelacionados aunque la respuesta
mediada por células no ocurre simultaneamenteacproduccion de anticuerpos (25).

La respuesta humoral en TB lesterogénea esto es, los niveles de anticuerpos y el
namero de antigenos reconocidos por los paciematéa fuertemente de un individuo a otro
(25). Esta variacion en el reconocimiento egesliitado de mdultiples factores como los
antecedentes inmunogenéticos del huésped infegtati@stadio de la enfermedad; asi, por
ejemplo, cuando aparecen lesiones cavitariad). eéuberculosisexpresa ciertos antigenos
que no son expresados en estadios tempranos nfedaidn (26). Ademas, en presencia de
grandes concentraciones de antigenos, es decirdautas poblaciones bacilares son
numerosas, aumentaria la sintesis de anticuerpws, la& consiguiente formacién de

inmunocomplejos circulantes que tendrian una acd@presora sobre la inmunidad celular

(8).

Diagndstico microbiolégico

El diagnéstico de TB no es sencillo; lagnes clinicos y cambios radiolégicos
incrementan la sospecha de tuberculosis, percstaciion con enfermedades como, cancer
de pulmén o histoplasmosis, entre otras, puede€iienltosa. La radiologia, es una técnica
diagndstica complementaria, que requiere de unegitienamiento y experiencia por parte
del profesional médico para su interpretacion y anrlas mejores condiciones presenta
menor especificidad que la bacteriologia (7).

El diagnéstico de tuberculosis recae fumelatalmente en el examen bacterioldgico de
muestras clinicas. La piedra angular del diago@ste la TB pulmonar en el laboratorio es
el examen microscopico directo de las muestrassgate sometidas a técnicas de tincion
adecuadas para la deteccion de bacilos de la tubsix (baciloscopia). Esta técnica es
simple, rdpida, de bajo costo, puede diagnosticadedor de un 70% de los cagass de un
alto valor predictivo positivo; ademas es una ®gnitil para el monitoreo del tratamiento;
sin embargo presenta una sensibilidad limitgdaue para que una muestra sea positiva a la

baciloscopia se requieren alrededor de 5000-1008¢ilos por mililitro, y sélo una



15

proporcion de los pacientes con TB presentan tarcahcentracion bacilalPor otro lado, el
método de cultivo, que provee el diagndstico déezarde la enfermedad, es especifico y
mas sensible que la baciloscopia, permitiendo atanesl rendimiento del diagndstico
bacterioldgico (hasta un 30-50% de los casos cuoafios); ademas el cultivo también
provee el material necesario para la prueba de eptisitidad a medicamentos
antimicobacterianos. Presenta como desventajalgasuttado de un cultivo en medio sélido
a base de huevos se obtiene en forma tardia (camena3 semanas), es mas costoso y
requiere un espacio dentro del laboratorio parprégparacion de medios de cultivos, asi
como un personal altamente entrenado y condicidedsoseguridad adecuadas (27,28).

En comparacion con los métodos de cultoanvencionales, los sistemas que
monitorean autométicamente botellas en las quellfgann muestras de pacientes, permiten
disminuir a la mitad el tiempo necesario para dateel desarrollo del bacilo. Estos medios
contienen algun sensor que cambia de color o dhadeescencia cuando el bacilo consume
02 o libera CO2 (los sistemas comerciales querse@i en Argentina son BACTEC-960 y
MB/Bact) (7). Por otro lado el equipo BACTEC-460equtiliza medios de cultivo con una
fuente marcada radioactivamente, esta en proceseedeplazo por los inconvenientes que
originan el empleo y desecho del material radivactuna vez evidenciado el desarrollo del
bacilo, los equipos BACTEC permiten detectar coecision la resistencia a drogas
antituberculosas, en la mayor parte de los casosl, ttanscurso de una semana; sin embargo

poseen como desventaja el importante incremenkosdmstos (29).

Métodos diagnosticos no convencionales

En los dltimos afos, se han propuesto rsiage metodologias alternativas para el
diagnéstico que incluyen técnicas cromatografickterminacion de la enzima adenosin
deaminasa (ADA) en liquidos de puncion, metodokgioleculares y seroldgicas. La
Cromatografia Gaseosa, qpermite detectar los &cidos grasos constitutivodadpared
celular de la micobacteria y los productos de diagi®din de acidos micdlicos, es una técnica
rapida y de alto valor predictivo. Presenta comevertaja que es una prueba de alta
complejidad con equipamiento caro y es necesantac@on personal altamente capacitado
(30).

La técnica de ADA se utiliza como pruelamplementaria en el diagnéstico de
pleuresia tuberculosa. No detecta ningin componespecifico ni del bacilo ni de la

respuesta inmune en TB, sino que un valor elevaddl es el reflejo de la presencia de
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linfocitos T activados que producen la enzima eniglido de puncion. La presencia
aumentada de esta enzima en una muestra de ligledoal claro, con predominio de
linfocitos, puede contribuir al diagnoéstico, sim@ssible descartar por los signos e imagen
radioldgica algunas otras enfermedades que tanphiéden estimular la produccién de esta
enzima tales como linfoma o neoplasias (31-33).

Las pruebas de amplificacion de acidodemtms son un conjunto de técnicas, cuyo
principal exponente es la denominada PCR (polyreecésin reaction) que, mediante la
mutiplicacién de segmentos especificos del matgeaaktico del microorganismo permiten
su deteccion e identificacién. Se ha demostradaaglieando procedimientos estrictos, estas
técnicas pueden resultar de utilidad para el distipghde casos de TB a partir de muestras
respiratorias (esputo, lavado bronquial) de paegsbspechosos sin historia de tratamiento
previo por TB. En muestras baciloscopia positivauslidad reside sélo en la capacidad de
diferenciar la presencia de M tuberculosis de otrasobacterias. Por otro lado, se ha
evidenciado que aun en las mejores condicioneglameion, existe riesgo de generar falsos
resultados positivos, por lo cual un resultado tpasi a partir de una muestra respiratoria
baciloscopia negativa debe ser confirmado procesamt nueva muestra del paciente
durante otro dia. Ademas, dado que estas técniraep resultar negativas en pacientes con
TB confirmada por cultivo o con diagnéstico cliniocm pueden ser utilizadas para descartar
la enfermedad. Los organismos de regulacién de EBUropa adn no han aprobado el uso
de estas pruebas para el diagnostico de TB extramalr. Por otro lado, es importante
recalcar que la evidencia actual indica que suilsiddad para el diagnéstico de casos
extrapulmonares es menor que para el de casos paitesd Un metaanalisis reciente (34),
muestra de la sensibilidad de los métodos moleesilemmerciales es inferior a la del cultivo,
lo que sumado a la ocurrencia de falsos positilasnecesidad de equipamiento y
condiciones edilicias especiales, constituyen ingmes limitaciones para su empleo en
laboratorios de rutina (35-38).

Los métodos serologicqgpor otro lado, estan usualmente basados endaaén de
anticuerpos libres solubles circulantes contregentis de micobacterias. La identificacion de
los antigenos mas apropiados para el diagnosticiBgdna sido motivo de estudio durante
muchos afios y existe aun, un largo camino por rec@B9-41). Se trata de métodos
simples, rapidos, de bajo costo, reproduciblesfiaioles y relativamente no invasivos, por lo
que desde el inicio de su desarrollo han sido yistimotécnicas complementariasnuy

atractivas para el diagnostico de TB.
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Pruebas seroldgicas: alcances y limitaciones acasl

La existencia de anticuerpos antimicobaates fue demostrada en sueros de pacientes
con TB en forma reiterada desde hace mas de um &gl 1898 Arloing report6 la primer
prueba seroldgica para tuberculosis; durante laad#s siguientes, se evaluaron numerosas
técnicas seroldgicas, pero con resultados pocosastdebido a las reacciones cruzadas que
se presentaban como consecuencia de los antigeiizados. En la década del 70, el
desarrollo de métodos inmunodiagndsticos de altssilstidad estimulé el trabajo de
numerosos investigadores en este tema. Desde mu®,7é Nassau y col (42) publicaron el
primer trabajo de enzimoinmunoensayo (EIE) apbicalddiagndstico de TB, comenzaron a
sucederse numerosas experiencias para la detedei@mticuerpos empleando antigenos
obtenidos a partir deM. tuberculosiso BCG. Los diferentes antigenos utilizados
comprendieron desde células sonicadas (43,44)ivasilfiltrados (45,46), antigenos de
proteinas purificados (47) asi como numerososdfpitk la pared celular (48-50), hasta los
actuales antigenos recombinantes.

Hasta ahora, las pruebas seroldgicas no han sidiasigle rutina en el diagndstico de
TB; una de las principales razones es la baja lsédad y especificidad de varios de los
antigenos probados. En los primeros afios, est@y@ngueron realizados con antigenos
semipurificados. Sin embargo estos antigenos ciamepitopes con reactividad cruzada con
otras especies bacterianas, lo que daba lugar eioeas de baja especificidad. La
especificidad ha sido incrementada utilizando antbg purificados pero desafortunadamente
a costa de la persistencia de una baja sensibil#fjd

El conocimiento actual de la respuesta humoral rdarda TB, evidencia que la
produccion de anticuerpos no estaria dirigida eountr sélo antigeno, sino que se trataria de
unarespuesta heterogéneamientras en la TB post-primaria se cree que ldg@erpos
estarian dirigidos contra antigenos secretadoky €B primaria, se postula que la respuesta
humoral estaria dirigida contra moléculas citoplkasras (40). Ademas, el repertorio de
anticuerpos producidos durante la enfermedad esdiveyso; sueros de diferentes personas
son reactivos con diferentes antigenos, lo quejaefa que para un correcto serodiagnéstico
posiblemente se requiera de mdultiples antigenos mabrir la amplia respuesta de
anticuerpos (51). Sin embargo, independientemerte udo de antigenos simples o
combinados, un porcentaje de pacientes con TBept@®scasa respuesta o ausencia de

anticuerpos especificos contra cualquiera de ldgemos evaluados. Tales resultados falsos
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negativos podrian ser explicados por la ausencidaddeteccion de anticuerpos libres
mediante los EIE regulares a causa de la formatg@dnmunocomplejos (IC), como ya se ha
reportado (52-54). La formacion de IC esta presentena gran cantidad de enfermedades
autoinmunes (Lupus, Tiroiditis de Hashimoto, Heifieofy de origen infeccioso como es la
TB. Asi, trabajos recientes han evidenciado quenétdos basados en la determinacion de
anticuerpos especificos libres y acomplejados emnospueden ser estrategias validas para
aumentar la sensibilidad de las técnicas serolégE 56).

El desarrollo de reactivos requiere de gran cadtide antigenos. La purificacién de
antigenos dél. tuberculosises dificultosa debido a su alta virulencia y @daa produccién
de células, asociada a la velocidad de crecimiento del bacilo. Una potencial solucion del
problema es la produccion de antigenos recombis@&mt@rganismos tales corfascherichia
coli (E.Cali).

Por otro lado, parece claro que la utilizacioraddgenos especificos del complejo TB
es un requisito primordial para la obtencion de pn#eba confiable. Entre los antigenos
especificos mas frecuentemente estudiados se relllantigeno de 38kDa (Ag 38kDa), el

antigeno de 16kDa (Ag 16) y el complejo proteicdAdéigeno 85.

Caracteristicas del antigeno 5 (38 kDa phoS)

El antigeno 5 (38kDa phoS) es una lipoproteinaaegtular especifica del complejo
TB, involucrada en el metabolismo del fosfato; sedus resultados de diversos estudios
serolégicos, la especificidad de la proteina 8&D& utilizada para la deteccién de
anticuerpos libres, fue de aproximadamente 98%mtnaie que la sensibilidad varié entre 45-
80% (40,41,57)Los genes que codifican la expresion de este antipan sido clonados y
secuenciados, y la proteina recombinante fue sageeerk. coli (58,59).El Ag 38kDa,
presenta epitopes especificos pitatuberculosisdenominados TB7Y TB72, altamente
inmunogénicos. Los anticuerpos anti-38kDa, estapsgmte fundamentalmente en TB
avanzadas, recurrentes y cronicas, es decir quigetlde su produccién depende de la carga
bacteriana o de ciertos eventos asociados a estadémzados de la enfermedad). Este
antigeno se encuentra en una concentracion dies vaenor et. bovisBCG que erM.
tuberculosis;en personas sanas vacunadas con BCG en é&reas esslgB0,61) se ha
demostrado una escasa respuesta para este an#igiemeas, en pacientes coinfectados con
VIH-TB, la respuesta de anticuerpos anti 38kDadseasg62).
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Caracteristicas del antigeno 16 (Ag 16)

La molécula citosdlica de 16 kDa #& tuberculosismostré ser potencialmente util
para la deteccion de pacientes con examen directesguto negativo. EI Ag 16 ha sido
secuenciado y se encontré6 homologia estructurapoateinas que integran la familia de las
proteinas del shock térmico de bajo peso mole¢@&) Como en el caso del Ag 38kDa se
ha sugerido que su antigenicidad especifica deetéspmicobacteriana” no reside en la
molécula completa sino en sus epitopes inmunodaorteésg 64) Este antigeno es altamente
inmunogénico en etapas tempranas de la infeccién tuberculosis primarias (40,64n
Argentina, se realizé una prueba de EIE para détarmsu valor diagnostico en la TB
infantil; se obtuvo una especificidad del 95% coa gsensibilidad méaxima alcanzada de 43%
(65).

Caracteristicas del antigeno del Complejo 85

El complejo proteico del antigeno 85, es fuertam@mmunogénico en infecciones por
micobacterias tanto naturales como experimentaddsciendo respuesta humoral y celular
(66). Es uno de los antigenos excretados mas teapente por eM. tuberculosis,
induciendo una importante respuesta linfoprolifgeat Cuandoel M. tuberculosisesta
reproduciéndose, este complejo es una de las pastegile se hallan en mayor concentraciéon
en el medio de cultivo. Actia como micolicostrars$a y como tal, juega un papel
importante en la sintesis de la pared celular gretimiento del bacilo. Este antigeno fue
estudiado en forma intensiva por diferentes ingasibres, obteniéndose valores de
sensibilidad desde un 41% a 94%. Aun cuando sd$ervado la presencia de antigenos con
homologia al antigeno 85 en micobacterias no paa®e corinebacterias (67), se ha
sugerido que su inmunogenicidad, al igual queleraso de los antigenos 38kDa y Ag 16,
esti asociada a la presencia de epitopes serodussrespecificos del complejo TB (68). El
complejo se halla formado por tres proteinas 85Xk[&), 85B (30kDa) y 85C (32,5 kDa).
La proteina 85C es cuantitativamente menor y lpuesta de anticuerpos para Ag 85Ay Ag
85B en suero de pacientes es significativameny®ntpue para Ag 85C. Los genes para Ag
85A y Ag 85B han sido identificados tanto EnbovisBCG (69) como em. tuberculosis
Distintos ensayos serdélogicos utilizaron Ag 85A g 6B, con una sensibilidad aproximada
del 70% (70)Ademas, se ha descripto que este antigeno ciroulsamgre formando un gran
complejo junto con Inmunoglobulinas G y fibroneatidel plasma (71). La respuesta a la

proteina 85B, fue hasta ahora la méas valorablel eimgndstico de TB, ya que cuando se
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utilizé la proteina 85A como antigeno se obtuviet@nlos elevados tanto en pacientes

tuberculosos como en controles sanos (72,73).

OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo fueron:

- Evaluar el potencial diagnostico de la detesmidn de anticuerpos libres y disociados de
complejos inmunes en sueros de pacientes con TiBsulegrupos de controles, empleando
en forma individual tres proteinas recombinantevipmente caracterizadas (Ag 38kDa, Ag
16 y Ag 85B).

- Evaluar el potencial diagnoéstico de la deterwiia de anticuerpos libres y disociados de
complejos inmunes en sueros de pacientes con TiBsulegrupos de controles, empleando
los tres antigenos antes mencionados combinadas golo pocillo de la microplaca de EIE.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Se obtuvieron un total de 375 muestras de suexgandos siguientes grupos de pacientes:

(i) Pacientes tuberculosoSe estudiaron ciento sesenta y un (161) mued&as

sueros de pacientes VIH negativos (rango de &8atD afios, 60% hombres).
Ciento diez de las muestras provenian de pacieoted B pulmonai(pTB) y
51 muestras de pacientes con TB extrapulméeafB) En el grupo pTB, 50
muestras correspondian a pacientes con TB bagfiesg/ cultivo positivo
(pTBb+) y 60 muestras de pacientes con dos baciloscompigecutivas
negativas (pTBb-); 47 de ellos con cultivo positivo y lesion actie
radiografia de torax y 13 pacientes con cultivgatieo, los cuales habian sido
diagnosticado por clinica y radiografia, con meajaiento clinico luego del
tratamiento antituberculoso. La localizacion extitappnar de los casos incluyé

pleura (28 pacientes), tracto urinario (5 pac®ntemcalizacion diseminada (5
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pacientes), meningitis (4 pacientes) tejido lidét{(4 pacientes), peritoneo (2
pacientes), pericardio (2 pacientes), hueso (lept&). En el momento en que
se tomaron las muestras de suero los pacienteahiarhiniciado el tratamiento
antituberculoso.

(i) Controles Se incluyeron doscientos catorce muestras desukr individuos

VIH negativos, los que fueron subdivididos en ligei€ntes grupos:

a. Pacientes con micobacteriosis y micosis (PME$te grupo estaba

constituido por 28 pacientes (rango de edad: 2&#ds, porcentaje de
hombres: 58%) con enfermedades pulmonares usua@mensideradas en
el diagnostico diferencial de tuberculosis, micdbacsis y micosis. Se
incluyeron 14 pacientes con enfermedades pulmonpreducidas por
micobacterias no tuberculosas (MNT) (compldjtycobacterium avium
diez pacientesMycobacterium abcessusios pacientesMycobacterium
fortuitum dos pacientes), y 14 pacientes con micosis pudnesn
(paracoccidiodimicosis, diez pacientes; aspergjosdos pacientes;
histoplasmosis, dos pacientes).

b. Pacientes con otras enfermedades distintas a isigosicobacteriosis

(POE) Este grupo estuvo compuesto por pacientes eguesnicialmente

se sospechaba TB pero en quienes fue confirmadaliatgnostico. Incluyd

a 82 pacientes (rango de edad: 16-78 afios, pgajeemombres: 54%)
cuyos diagnésticos fueron; neumonia, 48 paciert@scer de pulmon, 2
pacientes; asma, 2 pacientes y enfermedades nivatesps, 30 personas
(sindrome nefrético, 6 personas; abscesos porilestafos, 2 personas;
fallo cardiaco, 11 personas; meningitis bacteriagada, 11 personas).
Todos los pacientes controles con sintomas respwatfueron evaluados
por radiologia; aquellos con tos productiva fueemaluados por estudios
bacteriologicos para TB. Setenta y un pacientedanerhistoria de

vacunacion BCG.

c. Personas clinicamente sar(®CS) Este grupo incluyé a 100 pacientes

aparentemente sanos (rango de edad: 15-69 afi@gnmmie de hombres:
51%) que concurrieron a un laboratorio para reaga&ontroles de rutina.
Estos pacientes presentaron valores normales ¢aniws analisis de sangre
de rutina como en los examenes clinicos. Noveriago de estos pacientes

tenian historia de vacunacion BCG.



22

d. Pacientes con lepisste grupo incluy6 a cuatro pacientes con le@nag@
de edad: 36-46, porcentaje de hombres: 75%).

Antigenos micobacterianos

Los antigenos de un cultivo filtrado (ACF) Nk tuberculosisobtenidos segun se describio
previamente (74) fueron provistos por el CEPANZAara ello se utilizé un cultivo dd.
tuberculosis H37Rwvealizadoen medio Dorset Henley. Después de un periodoaidation

de 8 semanas, el mismo fue tratado con fenol ah B%° C durante 3 dias y filtrado a través
de membrana de celulosa. El filtrado fue precipitatn acido tricloroacético (4%) y
redisuelto en un buffer salino de fosfato (BSF)&#& una concentracién de 2mg/ml.

Los antigenos recombinantes 38kDa, Ag 16 y Ag 8&8dn provistos por Lionex GmbH,
Alemania. Las proteinas recombinantes unidas acadana de polihistidinas, se expresaron

enE.coliy se purificaron por cromatografia de afinidad bldquel (75).

Disociacion de inmunocomplejos y preparacion deiaoerpos

La disociacion de inmunocomplejos (IC), se réated como se describié previamente (56).
A 100 pl de suero se le adicionaron 1ADde BSF (1:1). Luego se le agreg6 (24D de
polietilenglicol (PEG 6000) al 5% en BSF (PEG-BSF)a mezcla fue incubada a 4°C
durante toda la noche. Después de la incubaciéeerseifugé a 1500g durante 20 minutos;
el precipitado fue lavado dos veces con soluadénPEG-BSF al 2,5%, resuspendido en 200
ul de BSF con 10mM EDTA a pH 7,4 e incubado por 3@utos a 37°C. Después de su
redisolucion, se agregaron §0@e una solucion de Glicina — HCI (0,2 M) (pH 6ffg, vy

se incub6 durante 15 minutos a 4° C. La mezclees&aliz6 con 50l de una solucion de
K2HPO: (1IM) pH 9, después de lo cual se le adicionarobrid|3le solucion de BSF con
albumina al 1%, dando una dilucién final de 1:3Z muestras asi preparadas fueron

utilizadas para Enzimoinmunoensayo (EIE) dentrode€80 minutos.

Estandarizacion del enzimoinmunoensayo.

El pH 6ptimo de adsorcion de los antigentasalacas de poliestireno (utilizadas como
fase solida de este EIE) fue determinado utilizacolmo soluciones para la disolucion del
antigeno buffer carbonato 0,05 M pH 9,6 y buffdéinsade fosfatos 0,02 M pH 7,2.
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Para estudiar la concentracion 6ptima de antigandizar para la sensibilizacion de la fase
sOlida se realiz6 una titulacion empleando una faezde sueros de pacientes con TB
confirmada bacteriolégicamente (utilizado como oarpositivo) y una mezcla de sueros de
pacientes aparentemente sanos (utilizado como atomntegativo). Siguiendo las
concentraciones de sensibilizacién publicadas parsaautores (51, 76-79) se realizdé una
curva dosis-respuestaempleando 4 concentraciones diferentes del amtiges, 1, 2, 4
pg/ml de cada antigeno). Para ello, se sensibilizanicroplacas Immulon Il (Dinatech
Laboratory, Alexandria, VA), fondo plano, con @bde una solucion del antigeno diluido en
buffer carbonato o fosfato. Después de una incdbaié 16 hs a°€ en camara humeda, las
placas fueron lavadas 3 veces durante 1 minutoB®R-0,1% Albamina Sérica Bovina
(ASB) -0,05% de Tween-20, bloqueadas durante 1 &&&AC con 10Qul de BSF -5% ASB
e incubadas durante 1h a°@7con 50ul de diluciones seriadas (de 1:50 a 1:800) de una
mezcla de sueros positivos y negativos. Las dihesale los sueros fueron realizadas en BSF
-1% ASB-0,05% Tween-20. Después de 3 lavados denlitm las placas fueron incubadas
durante 1 h a 3€ con anticuerpo anti IgG humana marcado con pdasai (SIGMA
CHEMICAL) diluido 1:2000-1:16.000 en BSF 1% ASB. dpeiés de los lavados, se
colocaron 10Qul de una solucion de 3, 3,5 ,5" Tetrametil benc&{TMB) en presencia de
peréxido de hidrégeno utilizada como sustrato ynsab6 durante 15 minutos. La reaccion
fue detenida por adicion de 10 de H, SO, 2 N y se determiné la Absorbancia a doble
lectura (4501m-620nm) utilizando el lector de microplacas Dynatech B2

Para el inicio de la puesta a punto de la técrsieaytiliz6 como solucion de
bloqueo urBsFal que se adicion6 un 5% de ASB. Para determiaohcentracion 6ptima

del blogueante se emplearon soluciones con ASBeceatraciones de 1 %, 2,5% y 5%.

Cada muestra fue probada por duplicado en cuadraeestos. Para evaluar la
reproducibilidad intra-ensayo se determiné el ciefiie de variacion de cada muestra
calculado como CV % = SD /X x 100, donde X es laimeale las dos lecturas y SD es la
desviacion estandar. Se considerd que la variaotéamensayo era aceptable si el CV % de

cada muestra no superaba el 5%.
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EIE para la determinacion de anticuerpos libres thACF

Los niveles de anticuerpos libres fuerorederinados como fue descripto previamente,
con modificaciones menores (74). Las microplacasoiu sensibilizadas con ACF diluido a
una concentracién de 2/ml en 0,05M buffer carbonato, pH 9,6 e incubamttatla noche a
4° C. Después de la incubacion, los posibles sitastivos libres fueron bloqueados por
incubacion durante 1h a 37° C con BSF-ABS al 19%. aiestras de suero fueron diluidas
1:200 en 1% de leche descremada — BSF con la adiei®,05% de Tween—20. Para revelar
los complejos inmunes se empledé Proteina A conpgaih peroxidasa (Sigma Chemical
Co;St Louis, MO,USA), 2,2 —azino -bis (3-ethylbdmnarolin —6-sulfonicacid) (ABTS) y
peroxido de hidrégeno, la reaccion se detiene ecwto&luorhidrico 0,1M pH 3,3 y se lee
410nm .

EIE para la determinacion de anticuerpos disociados

Para la determinacién de anticuentiesciados, las muestras fueron diluidas 1:32
en ASB-BSF sin Tween-20 como fue descripto anterdmte (SeccioPreparacion de los
anticuerpos disociados de los complejos inmunesCon el fin de eliminar la posible
existencia de uniones inespecificas, para cadsstrauestudiada y cada antigeno evaluado,
se adicionaron 50ul de la muestra de inmunocomplejos (diluida como iséico
previamente), tanto a un pocillo de la placa $#limada (placa con antigeno) (preparada
como se indicd en las secciondSstandarizacion del EIE para la determinacion de
anticuerpos libres con antigenos recombinantes” yEIE para la determinacion de
anticuerpos libres anti-ACF”), como a un pocillo de la placa no sensibilizadague

previamente fue bloqueada con ASB (placa sin antyy

Cuantificacion de los anticuerpos libres o acomg@dps

Para la cuantificacion de los anticuerpomeklyeron en cada placa seis pocillos en los
gue se colocaron una muestra de suero de refardihgida al medio desde 1:50 a 1:1600.
Los titulos de cada muestra incognita fueron deterdos en relaciéon a los de la muestra de
suero de referencia usando el “método de linea deeferencia con punto Unico”. Asi, se
realizaron curvas dosis-respuesta en las que §eagom los valores de absorbancia de las
diluciones del suero de referencia en el eje deYla®ntra 2log de los titulos sueros de

referencia en el eje de las X. Se utiliz6 el métdeddos cuadrados minimos para generar una
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linea recta, que se considero aceptable si lalaoida entre A450y log de las diluciones fue

> 0,95 (80). Los valores considerados desviadoa decta fueron omitidos. Para anticuerpos
libres el valor de absorbancia de cada muestrardunsferido a la linea recta de la curva para
obtener el titulo en unidades enzimaticas (ue)/Mhra anticuerpos disociados de

inmunocomplejos, el valor de absorbancia de cadsstraifue calculado sustrayendo el valor
de la absorbancia de cada muestra en pocillos rdgigemos de la absorbancia de cada
muestra en pocillos con antigenos; el valor derbbseia de cada muestra calculado asi fue
transferido a la curva para obtener ue/ml.

Todas las muestras fueron realizadas en duplicedda dia y al menos dos veces en

diferentes dias para verificar la reproducibilidiedos resultados.

Analisis de datos

La comparacion de la distribucion de tisuémticuerpos y la frecuencia de positividad
entre los grupos de pacientes fue realizada uslangdnueba de la U de Mann-whitney y la
prueba dex? respectivamente. El grado de significacion de BHiferencia entre las
frecuencias de positividad obtenidas con cada @ardebas fue estudiado usando la prueba
de Mc Nemar. La correlacion entre los niveles décaerpos libres y acomplejados contra
cada uno de los antigenos fue estudiada por ebmndé Regresion de Pearson. El nivel de
concordancia de la respuesta a diferentes antiganéiss mismos pacientes fue investigado
usando el estadistico Kappa, un método que cagtigeuerdo debido al azar. La sensibilidad

y especificidad fue calculada por métodos stan(&i}l

RESULTADOS

Estandarizacion del EIE para la determinacion de tiguerpos
libres con antigenos recombinantes

Condiciones de pH éptimas para la adsorcion del aiggeno

En la Figura 1 se observa que los valores de Abscrd obtenidos utilizando el control
positivo son mayores cuando el Agl6 es inmovilizadn buffer carbonato, lo que indica
una mayor adsorcion de este antigeno a pH alcaimoque, en esta figura se representan los

valores de absorbancia obtenidos cuando se udiligiml de Agl6 en la
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solucion de sensibilizacion, esta observacion giidecuando se empleé este antigeno a las
concentraciones de 2, 1 o @u&/ml.

Por otro lado, cuando se empleaba BSF pH 7,2plagpcion de malos duplicados (es
decir aquellas muestras cuyo CV (%) superaba eldd@anzo el 13%, 6%, 6% Yy 4% para las
placas en las que se empleé 4, 2, 1 w@/ml de antigeno respectivamente en tanto que fue
del 0% cuando se uso6 buffer Carbonato pH 9,6 cdhageahte.

Aunque en la figura se representan los valoresdmae empleé Agl6, la
observacion acerca de la mayor adsorcion del amtigela fase sélida a pH alcalino se

repitié tanto para el Ag 38kDa como para el Ag 85B.

—LJ—Con buffer carbonato ——Con buffer fosfatos I

1.2

1
0.8 D\D\n
0.6
0.4 -\-\-

0.2

Absorbancia(450 nm)

Figura 1: Condiciones de pH 6ptimas para la adsorcion delgerto recombinantd.as placas Immulén Il se
incubaron durante 18 hs 4Clcon una solucion de dg/ml de antigeno recombinante preparada en buffer
Carbonato pH 9,6 y buffer fosfatos pH 7,2. Desgle&fos lavados, se incubé con diluciones de urekmele
sueros positivos (de 1/50 a 1/200). La inmunogliolusérica unida al antigeno recombinante fue agleepor
agregado de un conjugado anti IgG humana seguesseiloe en Materiales y Métodos.

Concentracion éptima del antigeno recombinante paré& inmobilizacién

La curva dosis-respuesta para la mezcla de sderpacientes con TB mostrd
gue la maxima sensibilidad, es decir la mayor pamdi de la curva, se alcanza a
concentraciones de alrededor dadZml (Figura 2). Mayores concentraciones del @mifg
fallan en producir una sefial mayor, posiblementedde a la superposicion de moléculas de
antigeno sobre si mismas y no sobre el soporteedfas condiciones, las moléculas de
antigeno, que se hallan levemente unidas a otréomlal, se despegan durante el periodo de

bloqueo de la placa por lo que la cantidad de entignmovilizado resulta menor.
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Se grafican los valores de Absorbancia (480) obtenidos para distintas
diluciones de una mezcla de sueros positivos atiip diferentes concentraciones del Ag16
como sensibilizante. Dado que los resultados fusharilares para cada antigeno empleado

sélo se grafico una curva.

—— 4 ug/ml
—0—2 ug/ml
—— 1 ug/ml
—=—0,5 ugiml
=

D.0. (450 nm)
S

Figura 2: Representacion de los valores de absorbancia asd®btenidos por EIE empleando distintas concenraes

del antigeno recombinante de 16kDa como sensibtkizdas placas Immulén Il se incubaron durante 18 WSGacon
soluciones de 0,5, 1, 2 yu8/ml del antigeno recombinante. Después del bloguawados de las placas, se incubd a 37°C
con diluciones de una mezcla de sueros positives (&0 a 1/800). La inmunoglobulina sérica unidaaatigeno
recombinante fue revelada por agregado de un cadugnti IgG humana segun se describe en MateyidfEtodos.

Concentracion éptima de albumina durante el bloqueo

Para el inicio de la puesta a punto de la técrsieajtiliz6 como solucion de
bloqueo una solucién bufferada de fosfatos a la sg adiciondé un 5% de ASB. Para
determinar la concentracion 6ptima del bloqueastermplearon soluciones con ASB en

concentraciones de 1%, 2,5% y 5%.

Tabla 1: Concentracién éptima de albumina durante el bloqesopleando Agl6 como
sensibilizante

Absorbancia 450nm

AlbUmina al 1% AlbUmina al 2,5% AlbUmina al 5%

Suero positivo 1:50 1,200 1,220 1,150
1:100 1,030 1,000 1,100
1:200 0,850 0,830 0,800

Suero Negativo 1:50 0,220 0,180 0,250
1:100 0,105 0,080 0,110

1:200 0,065 0,025 0,070
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Como se ve en la tabla, el aumento de la coneedtrae ASB por encima de 1 % durante
la etapa de bloqueo no altera los valores de Abswmia obtenidos con las distintas
muestras, por lo cual se consideré que una cormédir de ASB al 1% era suficiente para

bloquear los sitios reactivos remanentes luega densibilizacion.

Dilucién 6ptima de suero y conjugado

La seleccion de la dilucién 6ptima del suero yjegado fue realizada sobre la base de
encontrar aquella concentracion en la que se néeimil unién inespecifica a la placa, pero
se obtengan sefales elevadas para las muestra® ese @ncuentran los anticuerpos en alta
concentracion. Se probaron en un esquema tipo dardéuciones de sueros positivos y
negativos desde 1/50 a 1/800 y diluciones de cadjoglesde 1/3000 a 1/24.000 empleando
como sensibilizantes los antigenos 38kDa, Ag 1§ 8BB a las concentraciones dggZml.

Para la seleccion de la dilucion 6ptima de sueconjugado, se consideraron los siguientes

criterios:

- Absorbancia del control de PBS
<0,1.

- Absorbancia del control negativo
<0,2.

- Absorbancia de control positivo
fuerte > 0,9.

Bajo estas condiciones se decidi6 que la dilucigtim@ de suero era de 1/100 mientras que
la de conjugado era de 1:6000.

En resumen, para la realizacién del Eipleando antigenos recombinantes, las
microplacas fueron cubiertas con antigenos recanb#s diluido a una concentracion de 2
pg/ml en 0,05M buffer carbonato, pH 9,6 e incubatas la noche a 4°C. Después de esta
incubacioén, los posibles sitios reactivos remargefiieron bloqueados con ASB al 1% en
BSF durante 60 minutos a 37° C. Los sueros fuetlaidds 1:100 en 1% ASB-BSF con el
agregado de 0,05% de Tween-20 yils@e esta dilucion se adicionaron en cada poc#lded
placa sensibilizada con antigenos. Después denaohacion durante 60 minutos a 37°C, las
placas fueron lavadas tres veces y se agregaradaapocillo 5 de conjugado anti —IgG
humano marcado con peroxidasa diluido 1: 6000 dr-B% ASB. Luego de una incubacién
a 37°C durante 1 hora, los pocillos fueron lavatites veces con BSF-0,1% ASB-0,05% de

Tween-20. La cuantificacién de anticuerpos fudizada usando TMB como sustrato en
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presencia de peroxido de hidrogeno. La reaccionétenida por adicién de 1pDde SQH,
2 N y se determiné la Absorbancia a doble lectdBd m-620nm) utilizando el lector de
microplacas Dynatech MR250.

Niveles de anticuerpos anti-antigenos recombinanye&CF libres

en suero e inmunocomplejos disociados
Los niveles de anticuerpos contra los antigerecombinantes de 38kDa, Ag 16, y Ag

85B y el antigeno crudo ACF libres en suero yrenunocomplejos disociados se presentan
en las Figuras 3, 4, 5 y 6. Estas figuras muegtarbién el grado de significacién de la
diferencia entre los niveles medios de anticuemposel grupo de los (PCS) y aquellos

encontrados en cada uno de los grupos estudiados.

/ml
1800
1600 OO0 00
1400
*
1200
* L J
1000 *
800 : *
* * *
600 ° . *
400 0‘0
200~ === - ---- it - Solnininiait Sufadnfednieds’ ~ yiafiadeied R s . i >
.
0
a b c d e f g h
*%*% **% **% **% *%* * **&
B /mi
300
1600 <0 *
1400
1200 >
*
1000 *
800 30
600 * z
00
400 “ * )
*
wof=---- ol - -~ S o~ S St
5 ‘* 8 " - X
0
a b C d e f g h
**% **% *k% * *k*k *k*k

Figura 3: Diagrama de dispersion de los niveleamt&cuerpos anti-38kDa libres (A) y en inmunocorjgde
disociados (B) identificados en los siguientes geugle pacientes: TB pulmonar examen directo posféy, TB
pulmonar examen directo negativo (b), TB extrapularo(c), micobacteriosis (d), micosis (e), lepry (f
personas clinicamente sanas (g), pacientes canetfarmedades (h). Las lineas de puntos cortegessentan
el valor de corte calculado para cada anticuerpaiamte asteriscos se muestra el grado de sigriditale la
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diferencia entre los niveles medios de anticuegrol grupo de PCS vy los niveles medios de anposer
“““““ *-ados en cada uno de los otros grupos (Prdeb&m U de Mann-Whitney; *p<0.05; **p<0.01;
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Figura 4: Diagrama de dispersion de los niveleamteeuerpos anti-Ag 16 libres (A) y en inmunocoejps
disociados (B) identificados en los siguientes geugle pacientes: TB pulmonar examen directo pos(&y, TB
pulmonar examen directo negativo (b), TB extrapularo(c), micobacteriosis (d), micosis (e), lepra (f
personas clinicamente sanas (g), pacientes canentfarmedades (h). Las lineas de puntos cortadessentan
el valor de corte calculado para cada anticuerpiamte asteriscos se muestra el grado de sigriditale la
diferencia entre los niveles medios de anticuegro®l grupo de personas clinicamente sanas y Vedeni
medios de anticuerpos encontrados en cada un d¢rtis grupos (Prueba de la U de Mann-WhitneyQ*@s;
**p<0.01; **p<0.001)
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Figura 5: Diagrama de dispersién de los nivelesm&uerpos anti-Ag 85B libres (A) y en inmunocoejps
disociados (B) identificados en los siguientes geugle pacientes: TB pulmonar examen directo posféy, TB
pulmonar examen directo negativo (b), TB extrapularo(c), micobacteriosis (d), micosis (e), leprp (f
personas clinicamente sanas (g), pacientes canetfarmedades (h). Las lineas de puntos cortegessentan
el valor de corte calculado para cada anticuerpiamte asteriscos se muestra el grado de sigridicale la
diferencia entre los niveles medios de anticuegro®l grupo de PCS y los niveles medios de anfioser
encontrados en cada uno de los otros grupos (Prdeb& U de Mann-Whitney; *p<0.05; **p<0.01;
***p<0.001)
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Figure 6: Diagrama de dispersion de los niveleamt&cuerpos anti-ACF libres (A) y en inmunocompéejo
disociados (B) identificados en los siguientes gsuge pacientes: TB pulmonar examen directo pos{ay,

TB pulmonar examen directo negativo (b), TB extiaymnar (c), micobacteriosis (d), micosis (e), leff)a
personas clinicamente sanas (g), pacientes cos etmfermedades (h). Las lineas de puntos cortadas
representan el valor de corte calculado para catiauarpo; mediante asteriscos se muestra el gdado
significacién de la diferencia entre los nivelesdine de anticuerpos en el PCS sanas y los nivedeos de
anticuerpos encontrados en cada uno de los otngzogr(Prueba de la U de Mann-Whitney; *p<0.05;
**p<0.01; **p<0.001)
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Entre los grupos de pacientes con TB serebspie, solo para los antigenos de 38-kDa
y ACF, el nivel de anticuerpos libres en el gruptBp+ era significativamente mayor
comparado con los niveles encontrados en los grdeopacientes con pTBb- y epTB,
(p<0,05; Prueba de la U de Mann-Whitney). Por @dw, se encontré que el nivel medio de
anticuerpos disociados en el grupo pTBb+ era fiigivante mayor que los observados
para los grupos pTBb- y epTB soélo para Ag 85B 0O(p5; Prueba de la U de Mann-
Whitney)

Ademas, el andlisis de correlacion entre los nsvaldividuales de anticuerpos libres

y disociados contra cada antigeno recombinant@®isderos de pacientes con TB mostré
una leve correlacion entre estos dos paramétres0.24, p=0,03 para anticuerpos libres y
disociados anti-38kDa(r =0.12, p= 0.04 para anticuerpos libres y disausaadnti-Ag16;
(r=0.24, p=0.02 para anticuerpos libres y acomgteaanti-Ag 85B); se obtuvieron

resultados similares cuando este analisis sepaimACF (r=0.17, p=0.03).

Determinacion del valor de corte del EIE

En evaluaciones previas de diferentes pruebasiggeab utilizadas para el diagnostico
de TB, se ha encontrado que los pacientes conneafilades no tuberculosas mostraban una
mayor frecuencia de resultados falsos positivos lueobservada en personas sanas;
probablemente esto esté indicando que algunasneededes (especialmente la neumonia
aguda) pueden causar ciertas interferencias paraedtudios seroldgicos, posiblemente
debido a desérdenes en la respuesta inmunolégeaaparecen durante el curso de estas
enfermedades (82,83). En el presente trabajo, ilkldes medios de anticuerpos libres y
disociados obtenidos para pacientes con enferrasdiifbrentes a micosis, micobacteriosis
lepra (POE) fueron mayores que los encontrados glagaupo PCS, con excepcion de la
determinacion de anticuerpos disociados anti-Ag Si6bien la diferencia fue solamente
significativa para anticuerpos libres anti-antige88kDa y AFC, el valor de corte para cada
antigeno fue calculado como el promedio mas 2 dewries standard del nivel de

anticuerpos encontrado en el grupo POE ( Figur®8).

Resultados del EIE con antigenos recombinantes widiales y
ACF

En la Tabla 2 se presentan los porcentajes detadssl positivos por EIE para
anticuerpos libres y disociados anti-antigenosmdxinantes ( Ag 38kDa, Ag 16 y Ag 85B)
y ACF en los subgrupos de pacientes con TB y endasroles. Para cada antigeno evaluado,
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se muestran los resultados del EIE para anticuditpes y disociados tanto individualmente
como en combinacién (calculados sobre la base serdeultados obtenidos con cada
anticuerpo y antigeno individualmente).

En relacion a la determinacion de anticuerpos dibta sensibilidad de la
prueba para el Ag de 38kDa fue significativamentgyan en el grup@TBb+ que en el
grupo pTBb- (54% vs 33% para pTBb+ vs pTBb-, respectivameprigebay 2, p= 0,047) y
en el grupo de pacient@d B con respecto al grupo de pacientes T8nextrapulmonar
(41% vs 22%, para pTBy epTB respectivamente;hqay@, p= 0,015). Por otro lado, el Ag
85B, fue el més eficiente para el diagnostico d& eXtrapulmonar (47% vs. 22%, para Ag
85B y 38kDa, respectivamente, prueba de Mc NemarQ©04; 47% vs. 25% para Ag 85B y
Agl6 respectivamente, prueba de McNemar, p = 0.0Bdbla 2). Para los tres antigenos
recombinantes la especificidad fue del 95% en RA&ntras que varid entre 95% y 100% en
PCS, de 86% a 100% en MNT y micosis y de 25% a &B%epra; por otro lado cuando se
empledé ACF como antigeno se obtuvieron niveleseeddamente pobres de especificidad,
con valores del 7% en el grupo de MNT, 29% en nicgs0% en lepra. Analizando la
concordancia entre la respuesta serologica deuanpios libres y disociados anti- cada uno
de los antigenos dentro del mismo subgrupo de qasiel B, encontramos que el nivel de
Kappa nunca fue superior a 0,4, lo que reflejaalteaheterogeneidad entre las respuestas de
anticuerpos libres y disociados frente a cada wuntosl antigenos estudiados. Considerando
esta heterogeneidad, era importante estudiar, pada antigeno, la contribucién de la
respuesta de anticuerpos disociados a los reesltdd la determinacion de anticuerpos
libres. En casi todos los subgrupos de pacientes¢ulosos y para cada uno de los antigenos
estudiados, la combinacion de anticuerpos librdsgciados incrementé significativamente
la sensibilidad de la prueba en comparacién codel@rminacion de anticuerpos libres
Unicamente (Prueba de Mc Nemar, p<0.05, para ldrm@uion de resultados de anticuerpos
libres y disociados vs. anticuerpos libres en tolbss subgrupos de pacientes TB, con
excepcion del subgrupo de pacientes con pTBb+ glaaatigeno de 38kDa y del subgrupo
epTB para Ag 85B) sin ninguna pérdida significatieaespecificidad (Prueba de Mc Nemar,
p>0.05, para la combinacion de anticuerpos libreispciados vs. anticuerpos libres anti-

antigenos en todos los subgrupos de controlesBin T
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Tabla 2. Resultados de EIE para anticuerpos libres y disiod anti antigenos recombinantes (38kDa, AgA§ §5B) y antigenos de cultivo filtrado
en subgrupos de pacientes tuberculosos y controles.

% de individuos positivos (n? de resultados positos)

Antigenos Pacientes tuberculosos Controles
Todos TB  pTBb+ PTBb- EpTB MNT Micosis Lepra POE PCS
N=161 n=50 n=60 n=51 n=14 n=14 n=4 n=82 n=100
38kDa
Libre 36% (58) 54% (27) 33% (20) 22% (11) 14% (2) 0% (0) 25% (1) 5% (4) 2% (2)
IC 24% (38) 18% (9) 32% (16) 25% (13) 7% (1) 0% (0) 75% (3) 5% (4) 4% (4)
Libre +IC 44% (79) 60% (30) 48% (29) 39% (20) 21% (3) 0% (0) 75% (3) 7% (6) 7% (7)
Ag 16
Libre 25% (41) 24%(12) 27% (16) 25% (13) 7% (1) 7% (1) 50% (2) 5% (4) 0% (0)
IC 27% (44) 28% (14) 28% (17) 25% (13) 0% (0) 0% (0) 50% (2) 5% (4) 5% (5)
Libre +IC 43% (69) 40% (20) 50% (30) 37% (19) 7% (1) 7% (1) 50% (2) 7% (6) 5% (5)
Ag 85B
Libre 42% (68) 44% (22) 37% (22) 47% (24) 0% (0) 14% (2) 75% (3) 5% (4) 5% (5)
IC 25% (41) 26% (13) 28% (17) 22% (11) 7% (1) 7% (1) 75% (3) 6% (5) 0% (0)
Libre +IC 53% (86) 56% (28) 52%(32) 51% (26) 7% (1) 14% (2) 75% (3) 7% (6) 5% (5)
ACF
Libre 53% (86) 72% (36) 53%(32) 36% (18) 93% (13)  71% (10) 100% (4) 5% (4) 6% (6)
IC 42% (67) 48% (24)  42% (25) 36% (18) 14% (2) 29% (4) 75% (3) 6% (5) 3% (3)
Libre +IC 69% (111) 78% (37) 77% (46) 56% (28) 93% (13) 71% (10) 100% (4) 11% (9) 11% (9)

pTBb+ = pacientes con TB pulmonar baciloscopia positp@Bb- = pacientes con TB pulmonar con dos resultadoatives a la baciloscopia en el momento de la
admision;epTB= Pacientes con TB extrapulmon®iNT = micobacteriosisPOE= Pacientes con otras enfermedades distintas éattariosis, micosis y leprRCS=
personas clinicamente sanli3= inmunocomplejos; ACF=Antigenos de Cultivo filtcad
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La reactividad seroldgica de un antigeno dado @t evaluada no solo
mediante la estimacion del nimero de pacientesT&non resultados positivos frente a un
determinado antigeno, sino también mediante lamé@tacion de la proporcién de pacientes
altamente reactivos entre los pacientes positiesa pn antigeno. Para analizar el grado de
respuesta de anticuerpos, contamos el numero efessaltamente reactivos (definidos
como aquellos sueros que tienen niveles de antiosemayores o iguales al nivel medio de
anticuerpos del grupo de POE méas 6 desviacionedatd) y luego calculamos la proporcién
sueros altamente reactivos en relacion a los posipara cada uno de los antigenos. El Agl6
estimulé altos de niveles de anticuerpos libresnés de la mitad (21 de 41, 51%) de los
pacientes TB positivos mientras que el Ag de 38ld3amulé una respuesta inmune
altamente reactiva en el 40% (23 de 58) de logiposia este antigeno. Para el Ag 85B, se
obtuvo una respuesta fuerte en sélo aproximadamentercio (22 de 68) de los pacientes
positivos. Sélo alrededor de un cuarto de los paege que resultaron positivos para la
determinacion de anticuerpos disociados anti-38kD¥g16 (11 de 38 y 11 de 44, para
38kDa y Ag 16, respectivamente) tenian respuestasiente reactivas, mientras que entre

los reactores al Ag 85B, casi ninguno lo fue da \dactividad (5%, 2 de 41).

Heterogeneidad del reconocimiento antigénico

El analisis del reconocimiento antigénico de losres individuales revelé que el
patrén de antigenos que reaccionan con los anpesieséricos es altamente variable de
paciente a paciente. Ningln antigeno solo o grdgoantigenos fue reactivo con todos los
sueros de pacientes TB (0 incluso con la mayoBlajimero de antigenos reconocidos por
anticuerpos libres varié ampliamente de uno (546lkepacientes con TB) a tres (15 de 161
pacientes). Por otro lado el nimero de antigenumnpoeidos por anticuerpos disociados de
inmunocomplejos varié de uno (29 a 161) a tres q&4161 pacientes) Analizando la
concordancia de la respuesta serolégica de catgena dentro del subgrupo de pacientes
con TB (tabla 3), encontramos que los niveles dppianunca fueron mas altos que 0,5,

reflejando la mencionada heterogeneidad en laies¢@ de anticuerpos.
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Tabla 3. Concordancia de las respuestas seroldgicas ddetranismo subgrupo de
pacientes TB

Grupo 38kDay Ag 16 38kDay Ag 85B Ag 16 y Ag 85B
Kappa (95%IC) Kappa (95%IC) Kappa (95%IC)
Libre IC Libre IC Libre IC
pTBb+ 0.15 (-0.11-0.41)  0.31 (0.05-0.57) 0.43 (0.15-D.710.22 (0.04-0.48) 0.32(0.08-0.60)  0.44 (0.162).7
pTBb- 0.16 (-0.10-0.42)  0.49 (0.23-0.75) 0.19 (-0.079).4 0.45 (0.19-0.71) 0.19 (-0.05-0.43)  0.42 (0.168)
epTB 0.35 (0.07-0.63)  0.38 (0.1-0.66) 0.33 (0.09-0.57)0.34 (0.06-0.62) 0.18 (-0.08-0.44)  0.46 (0.18-).74

IC= Intervalo de ConfianzapTBb+ = pacientes con TB pulmonar baciloscopia positiyalBb- =
Pacientes con tuberculosis pulmonar con dos baojias negativas consecutivas en el momento de la
admision;epTB= pacientes con tuberculosis extrapulmonar.

Combinacion de los resultados individuales de lastidtos ensayos

Teniendo en cuenta la citada heterogenet#ada respuesta inmune, era importante
analizar los resultados de la combinacién de teayos con cada uno de los antigenos
considerando como positivo cuando cualquiera dealat$genos diera una respuesta positiva
en las pruebas con anticuerpos libres y /o disosiad
Los resultados de combinacion se muestran &bla 4.

En el grupo de pacientes con TB, la combinacionrekultados positivos para
anticuerpos libres contra cualquiera de los antigéncremento el porcentaje de positividad
de los ensayos individuales desde 42% (para Ag8bBntigeno con la mayor sensibilidad
(tablal)) hasta 64% (tabla 4); el mayor incremamtda sensibilidad se obtuvo en el grupo
pTBb-, para el cual la sensibilidad se incremehtdenos en un 25% (de 37% para Ag 85B
a 62% después de la combinacion de diferentes esgagividuales). La contribucion de los
resultados de los ensayos con anticuerpos disaciga@mbién incrementd la utilidad
diagnéstica, pero este incremento fue solo sigtifio para el grupo de pTB- (de 62%
después de la combinacién de los resultados deuanpios libres a 80% después de la
combinacion de los resultados de la medicion diewsripos disociados contra cualquiera de
los antigenos, p=0.001, Prueba de Mc Nemar tes®pVB (de 57% después de la

combinacion de los resultados de anticuerpos li@ré8% después de la combinacion de los
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resultados de la medicion de anticuerpos disociadwdra cualquiera de los antigenos,
p=0.031, Prueba de Mc Nemar)( tabla 4).

Por otro lado, la combinacién de resultados indialds incremento el porcentaje de falsos
positivos, especialmente en el grupo de POE, enalla especificidad bajoé de un 95% para
los ensayos que determinaban anticuerpos libresracarada uno de los antigenos
recombinantes (Tabla 2), a un 88% después la c@uidn de resultados positivos de los
ensayos de anticuerpos libres para cualquieraglandtigenos individuales, y a un 83%
después de considerar la contribuciébn de cualqusultado positivo obtenido en la

determinacion de anticuerpos disociados contraqoiera de los antigenos (p = 0.002,
Prueba de Mc Nemar)( tabla 4).

Analisis de EIE utilizando una mezcla de antigenos

El desarrollo de pruebas serologicas utilizandozatas de antigenos para la
sensibilizacion de la fase soélida, es consideratoaimente, junto con la combinacién de
resultados de EIE que utilizan antigenos Unicognacoun camino Vvalido para el
perfeccionamiento de la utilidad diagnostica desstétodos. Por tanto, decidimos estudiar
la actividad seroldgica de la mezcla de los tr@$ganos recombinantes. Los niveles de
anticuerpos contra la mezcla de antigenos recomigisale 38kDa, Ag 16, y Ag 85B libres

y disociados se presentan en la Figura 7.
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Figura 7: Diagrama de dispersion de los nivelesmticuerpos anti-mezcla de antigenos recombinantes
(38kDa, Agl6 y Ag 85B) en suero (A) y en inmunoctejgs disociados (B) identificados en los siguiente
grupos de pacientes: TB pulmonar examen directitiypmga), TB pulmonar examen directo negativo (b),
TB extrapulmonar (c), micobacteriosis (d), micdgls lepra (f), personas clinicamente sanos (@ieptes

con otras enfermedades (h). Las lineas de punttedes representan el valor de corte calculadoqzta

anticuerpo.
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Utilizando para la determinacion del valor de caitenismo método estadistico que
el empleado para los antigenos simples, se catculéws niveles de sensibilidad y
especificidad para los distintos subgrupos de psese(Tabla 4). La sensibilidad de la
mezcla resulté mas baja que lo esperado en baseradultados obtenidos con cada uno de
los antigenos simples. Sélo 87 de las 103 mueptiativas esperadas en los ensayos de
anticuerpos libres individuales y 48 de los 69 nrasspositivas esperadas en los ensayos de
anticuerpos disociados individuales fueron posgtiempleando la mezcla de antigenos, lo
gue determiné una pérdida de sensibilidad de 10%3% para anticuerpos libres y
disociados, respectivamente. Observamos que ldiyidad de algunos sueros con bajos
niveles de reactividad para uno o méas antigengsleinse perdia cuando dichos sueros eran
evaluados usando la mezcla como antigeno (FiguraE®rm observacién fue también
detectada para las muestras controles, resultamdm& ganancia en la especificidad del
diagndstico tanto para los ensayos que determiratitzouerpos libres como disociados.

La contribucion de los resultados de la deterniémade anticuerpos disociados a los
resultados de la medicién de anticuerpos libresraercla fue solo significativa para el
diagndstico de pacientes pTBb-, con una ganancgeesibilidad del 15% (p = 0,04, prueba
de Mc Nemar). Es importante recalcar que luegoadeombinacioén de los resultados de
anticuerpos libres y disociados anti-mezcla, eéinde resultados falsos positivos entre los
controles fue bajo, con valores de especificidad gariaron en un rango de 93% a 98%
entre los diferentes subgrupos de controles, caepexdn del grupo de los pacientes con

lepra.
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Tabla 4. Resultados de la combinacion de las pruebas ggcakcon antigenos individuales (resultados acanhos) y del ensayo con la mezcla de los
antigenos recombinantes en subgrupos de paciantéiBcy en controles.

Resultados acumulados con antigenos Mezcla”
individuales'
Grupo de pacientes  Anticuerpos Anticuerpos Libres + Anticuerpos Anticuerpos Libres +
(nimero) libres disociados disociados libres disociados disociados
Sensibilidad (nimero de resultados positivos)
Todos los TB (161) 64% (103) 43% (69) 76% (123) 54% (87) 30% (48) 63% (102)
PTB b+ (50) 74% (37) 42% (21) 80% (40) 64% (32) 30% (15) 70% (35)
PTBb- (60) 62% (37) 45% (27) 80% (48) 50% (30) 30% (18) 65% (39)
EpTB (51) 57% (29) 41% (21) 69% (35) 49% (25) 29% (15) 55% (28)
Especificidad (nimero de resultados negativos)
Controles (214) 89% (191) 90% (192) 83% (178) 96% (205) 96% (206) 95% (204)
MNT (14) 86% (12) 86% (12) 76% (11) 93% (13) 100% (14) 93% (13)
Micosis (14) 86% (12) 93% (13) 86% (12) 93% (13) 100% (14) 93% (13)
Lepra (4) 25% (1) 25% (1) 25% (1) 25% (1) 25% (1) 25% (1)
POE (82) 88% (72) 90% (74) 83% (68) 98% (80) 96% (79) 96% (79)
PCS (100) 94% (94) 92% (92) 86% (86) 98% (98) 98% (98) 98% (98)

@ calculado sobre la base de los resultados obten@o®s antigenos individuales (38kDa, Agl16 y ABB5
® experimentalmente obtenido mediante la mezclatigenos.

Mezcla= 38kDa + Agl6 + Ag 85BpTBb+ = pacientes con TB pulmonar baciloscopia positp@Bb- = pacientes con TB pulmonar con dos baciloscamastivas
al momento de la admisiéapTB= pacientes con TB extrapulmonBNT = micobacteriosisPOE= pacientes con otras enfermedades distintas desisjc
micobacteriosis y lepr&CS= personas clinicamente sanas.
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Figura 8. Reactividad de los sueros de pacientesberculosos frente a los distintos antigenos empleasl En el diagrama se representan los grados devidadtde
los sueros frente a los tres antigenos recombis@viEuados segun el siguiente esquema:  rielatifuerte (definida como aquellos suefsis questietiveles de
anticuerpos mayores o iguales al nivel medionfie@erpos del grupo de POE mas 6 desviacionedatdr); reactividad débil (definidgglomo atpekueros que
tienen niveles de anticuerpos entre el valor deedmedia mas 2 desviaciones estandares del gaip®E) y al nivel definido como reactividad fegmedio de
anticuerpos del grupo de POE mas 6 desviacionedastd). Los sueros que resultaron positivos pamelecla de antigenos se representaron con unanXa farte de
arriba de figura se represeflan los sueros posiéuda medicion de anticuerpos libres, clasifisagkgin: sueros 1-37, pacientes con TB pulmongsdsibivo; sueros
38-74, pacientes con TB pEimonar ED negativo, ué8103, pacientes con TB extrapulmonar. En Ieepaferior de la figura se representan los suposdtivos en la
medicién de anticuerpo disociados, clasificadosisegueros 1-21, pacientes con TB pulmonar ED ipositsueros 22-48, pacientes con TB pulmonar Edatieo,
sueros 49-69, pacientes con TB extrapulmonar.
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DISCUSION

El diagndstico de tuberculosis no es sencillo ddizar. Los signos clinicos no son
especificos, las imagenes radioldgicas incremelatasospecha de TB y pueden mostrar
patrones caracteristicos, pero la distincion deasotenfermedades como micosis o0
micobacteriosis suele ser dificultosa. Si biendailbscopia de esputo es Util y tiene alto
valor predictivo, una proporcion de pacientes cd6B gon baciloscopia negativa. Por otro
lado, en pacientes con TB extrapulmonar, la deiaate bacilos acido alcohol resistentes
mediante el examen microscopico directo de muediaaspirados o material histologico
es poco comun. Entre todas las pruebas complensentane se han investigado, las
técnicas seroldgicas aparecieron como herramientgsprometedoras para la deteccion
temprana de TB, debido a su sencillez y costodgidad. En un principio, estas pruebas
se realizaban usando antigenos parcialmente @ddg Estos antigenos contenian
epitopes con reactividad cruzada, lo que condatidesarrollo de pruebas con una
especificidad relativamente pobre. Varios autosgsgembargo, identificaron que el uso de
antigenos purificados podria solucionar parcialmesste problema, incrementado en
forma importante la especificidad pero a costa Welescenso en la sensibilidad de las
pruebas (40,51,84). Nuestro estudio confirma eshagrvaciones. En efecto, el uso de
antigenos recombinantes simples tales como Ag 88KBDa y Ag 16 para la deteccion de
anticuerpos libres proporcioné una mayor espeddigique un ensayo basado en antigenos
crudos obtenidos a partir de un filtrado de cultero medio liquido déV. tuberculais,
especialmente en el grupo de pacientes con migasisobacteriosis, pero con el costo de
un pobre nivel de sensibilidad. La falta de resgauesroldgica en una gran proporcion de
pacientes, que conduce a estos pobres niveles wbifidad, ha sido atribuida
principalmente a dos factores: (i) la formacién iyculacion de complejos inmunes
especificos que no son detectados por serologiaenoinal (i) la variacion de
reconocimiento antigénico de persona a persona.

Para la deteccion y cuantificacion de inmunoconeglegn varias enfermedades
cronicas (85) se han empleado numerosos meétodasleDpe Bhattacharya y col (86),
Singh y col (87) y Bajaj y col (88) reportaron lélidad de un método basado en la
precipitacion de IC mediante el uso de PEG en sugggacientes con TB, este método ha
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sido el de eleccion en una gran cantidad de estuHio nuestro trabajo, los niveles de IgG
acomplejada se determinaron usando el método dgpaeion con PEG, con la adicion
de un proceso de disociacion de inmunocomplejogratamiento con una solucion de pH
acido. Udaykumar y Saxena (89) demostraron quél égddo inducia una mayor habilidad
de los anticuerpos disociados de los complejos masude los pacientes con TB para
unirse a los antigenos en el ensayo. Sin embagién observaron que los anticuerpos,
después de este tratamiento con medio acido, smdimas pegajosos”, y esto daba lugar
a uniones inespecificas que podian conducir ateggd falsos positivos; por lo tanto, y
para evitar la disminucion de la especificidad,acadero se proces6 en dos pocillos, cony
sin la sensibilizacion con antigeno de tal manera, gpara la evaluacion estadistica, el
valor de absorbancia de cada muestra se obtuvoapsestraccion de los valores de
absorbancia obtenidos en los pocillos sin antigeno.

En nuestro trabajo, usando un antigeno crudo, @sya antigeno de un filtrado de
cultivo en medio liquido deM. tuberculosis encontramos valores positivos para los
anticuerpos disociados de inmunocomplejos en ugorgue vario entre el 36% y el 48%,
dependiendo del subgrupo de pacientes con TBiadtmdEn concordancia con nuestros
resultados, otros autores (89), usando antigemoasts, informaron que alrededor del
40% de los pacientes tuberculosos tenian resultpdsiivos para la determinacion de
anticuerpos IgG disociados. En total, en nuestrtudes encontramos valores de
sensibilidad de alrededor del 40% y 50% para tardénacién de anticuerpos libres anti-
ACF en pacientes con epTB y pTBb-, respectivamemientras que estos valores se
incrementaban hasta 60% y 80%, respectivamentpuéesle sumar la contribucién de los
resultados positivos obtenidos para anticuerpascididos de IC. Sin embargo, utilizando
estos antigenos crudos, los niveles de especifi@dan pobres, especialmente en el grupo
de enfermedades consideradas en el diagnéstigenlifal de TB, como micobacteriosis y
micosis. Por otro lado, usando antigenos recomtesamuestros estudios mostraron para
la determinacion de IgG libre, niveles de senisiéd entre 22% y 54% entre los diferentes
subgrupos de TB estudiados; Lyashchenko y col ¢bfl)vieron también niveles bajos de
sensibilidad cuando estudiaron estos mismos amt$gestombinantes. Observamos que la
contribucién de anticuerpos acomplejados a loslteeas obtenidos con los anticuerpos

libres era variable, dependiendo de los distintasggipos de pacientes tuberculosos
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estudiados y del antigeno utilizado. Globalmenéedeterminacién de anticuerpos libres y
disociados contra cada antigeno individual mosti sensibilidad de hasta un 55% de los
casos de TB. El mejor aporte a la sensibilidadohservado para los casos de tuberculosis
pulmonar paucibacilar. En estudios previos (77-Q® utilizaron los mismos antigenos
qgue los empleados por nosotros, es decir los amtsgde 38kDa, Ag 16 y Ag 85B, pero
obtenidos en forma nativa a partir de su purifiGaairomatografica, se evidencio que la
deteccidon de anticuerpos acomplejados, junto cafetarminacion de anticuerpos libres,
incrementaba en forma muy importante la utilidadiate ensayos seroldgicos, con altos
niveles de sensibilidad (cercanos al 85% en caglosgmares cultivo positivo y al 70% en
casos pulmonares diagnosticados por radiologispgaficidad. Estos hallazgos, si bien
difieren de los encontrados por nosotros, no sopraodentes ya que otros estudios que
emplearon antigenos recombinantes o péptidos ismg&bara la deteccion de anticuerpos
libres obtuvieron una disminucion de la reactividadentre un 20% a un 50% en relacion a
la observada cuando se empleaban proteinas néiv#&l,90). Ademas, algunos estudios
acerca de la reactividad de sueros humanos y de cain antigenos dd. tuberculosis
mostraron que, a diferencia de los anticuerpos aény los anticuerpos humanos
producidos durante la progresion de la enfermedsdral podrian reconocer epitopes
conformacionales glicosilados en la proteinas aati26,90). Debido a que los antigenos
recombinantes usados en este estudio, fueron exjueerE. coli, la baja reactividad del
suero frente a estas proteinas podria deberséalidale glicosilacion. Este factor podria
contribuir a explicar la reactividad disminuida ebsda con cada uno de los antigenos
recombinantes en este estudio en comparacion saesaoltados obtenidos por Uma Devy
y col y Raja y col (77-79) con proteinas nativago factor que puede estar relacionando
con la baja reactividad de nuestros antigenos @adni la existencia de una asociacion
entre los titulos de anticuerpos contra determisagntopes d&l. tuberculosisy ciertos
alelos, de tal manera que la evaluacion del misngay® en poblaciones de diferentes
origenes étnicos podria conducir a resultadogastantes. La restriccion genética de la
respuesta inmune para micobacterias (91) y/o fesedites caracteristicas entre cepas de
micobacterias prevalentes en distintas regiones ndehdo, que inducen diferentes
respuestas humorales podrian ser las responsablesstds diferencias. Asi, distintas

evaluaciones de un mismo ensayo comercial basada determinacion de anticuerpos
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anti-38kDa y Ag16, dieron resultados contrastantesido fueron usados en poblaciones
de diferentes origenes étnicos (65, 92).

Nuestros resultados confirman la variabilidad enrdapuesta de anticuerpos
antimicobacterianos entre los diferentes individuasi como reafirman la importante
dificultad que existe al intentar identificar untigeno Unico para el desarrollo de ensayos
serologicos de amplia aplicacion. El nUmero déganbs seroldgicamente reactivos, varia
ampliamente de individuo a individuo. En un detewdio suero, el nivel de anticuerpos
especificos varia segun el antigeno, independiemtmdel namero total de antigenos
reconocidos por este suero y esta heterogeneigaévidenciada no solamente para los
anticuerpos libres sino también por aquellos aatpos que se hallaban acomplejados.
Esta respuesta humoral heterogénea encontradaesalisgacion de antigenos proteicos es
la que dio sustento al desarrollo de pruebas sgoal® empleando mezclas antigénicas. En
nuestro trabajo estudiamos la actividad seroléde#res antigenos recombinantes en una
sola mezcla. En concordancia con lo encontrado@ennaro (39), nuestro estudio mostré
qgue niveles altos de reactividad a un solo antiggaa suficientes para dar un resultado
positivo cuando se empleaba ese mismo antigenonanmezcla. En cambio, algunos
sueros de pacientes con TB o de pacientes cont(alesTB) que mostraban baja
reactividad para uno o mas antigenos perdieronositipdad cuando se emplearon las
mezclas; por tanto, la proporcion de falsos passtiasociados a sueros de pacientes no
tuberculosos con reactividad baja, disminuyé cuasel@mpled la mezcla de antigenos,
con la consecuente ganancia de especificidad (#§blain embargo, existi6 también una
disminucién de la sensibilidad diagnéstica asoceagaeros de pacientes tuberculosos con
bajos niveles de reactividad a uno o0 mas antigdétsies hallazgos presumiblemente serian
debidos a que al colocar varios antigenos en umenj®ocillo, la competencia entre ellos
para unirse al poliestireno podria causar cienteexferencias entre unos y otros, las que
serian responsables de la pérdida de reactividad bi@rtos antigenos.

En este sentido, se observé que el Ag 16, autrama® el nivel mas bajo
de sensibilidad en forma individual, tuvo un ropmontante en la positividad de la mezcla
de antigenos, posiblemente, debido a que la maglerlas sueros evidenciaron niveles de
reactividad alta; en cambio, el Ag 85B, que prohdéalto nivel de sensibilidad, debido a

que la mayor parte de la respuesta seroldgicaesraattividad baja, su contribucion a la
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sensibilidad de la prueba empleando la mezcla tigeanos, fue marcadamente menor a la
esperada.

Aunque claramente eliminan menos bacilos que lasopas con baciloscopia
positiva, los pacientes con baciloscopia negativedp contribuir significativamente a la
propagacion de la TB a causa del retraso en sad@hégo y tratamiento y a la ausencia de
medidas de aislamiento (93). Aquellas medidas ¢mes a acelerar el diagndstico en estos
pacientes pueden favorecer al control de la enfdgawheNuestros resultados mostraron que
s6lo una baja proporcion de pacientes con TB VIHatigos, con baciloscopia negativa,
tienen niveles positivos para anticuerpos libreBsociados de inmunocomplejos cuando
se emplea como método de diagndstico un EIE basada sensibilizacion de la fase
sélida con los antigenos 38kDa, Ag 16 y Ag 85B osaeh forma individual; sin embargo,
la combinacion en un solo pocillo de los tres ariay eleva la sensibilidad a cerca de un
65%, con un buen nivel de especificidad, especiatenen el grupo de pacientes incluidos
en el diagnostico diferencial de TB, como micobaosés 0 micosis.

Existen pocos estudios que evaluan la utilidad rdiatica de la medicion de
anticuerpos libres y disociados en sueros de pasieton tuberculosis extrapulmonar.
Nuestros datos mostraron que, aun después de kiraxion de resultados de los ensayos
de anticuerpos libres y disociados anti- antiggrosmbinantes, soélo el 55% de los casos
de TB extrapulmonar dio un resultado positivo. Emaordancia con estos hallazgos,
Simmoney y col (94), en su evaluacién de los ns/ele anticuerpos anti-glicolipidicos,
también encontraron que el efecto contributivo o dénticuerpos acomplejados a los
anticuerpos libres, estaba practicamente restngidlas formas pulmonares de la
enfermedad. En meningitis tuberculosa, muchos esitd®5) han sugerido que los
complejos antigenos-anticuerpos formados en eéms@tnervioso central podrian ser
incapaces de atravesar la barrera hematoencefalidegndo ello ser la causa de los falsos
resultados negativos encontrados en varios estugliopacientes con meningitis; los
complejos antigeno—anticuerpo podrian estar presamt el LCR, pero no se encontrarian
en suero. Asi, en este estudio, en los cuatro aEsoseningitis tuberculosa incluidos, los
niveles de inmunocomplejos estuvieron por debajopdato de corte. Estos pacientes
respondieron a la terapia antituberculosa espacificque refuerza la posibilidad de que se

trate de resultados falsos negativos a la serologia
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En nuestro conocimiento, éste es el primer esiyué@valla el potencial diagndstico
de la determinacion de anticuerpos libres y distmgade complejos inmunes empleando un
conjunto de proteinas recombinantes especificasameplejotuberculosisy en un amplio
rango de pacientes con TB incluyendo pacientes wdrerculosis extrapulmonar.
Encontramos que ninguna de las proteinas recombmasvaluadas, por si sola, fue
reactiva con la mayoria de los sueros de paciectes TB, ni siquiera después de
considerar la contribucién de la medicidon de amtipos disociados de complejos inmunes;
el uso de mezclas de antigenos mejoré significadrde la utilidad del EIE como técnica
complementaria para el diagnostico de la enfermguiamhitiendo la identificacion de casi
un 70% de los pacientes con tuberculosis pulmoaaidscopia negativa, con una alta
especificidad, especialmente en el grupo de enfiades incluidas en el diagnostico
diferencial, como micosis 0 micobacteriosstos hallazgos son promisorios y permiten
presumir que el empleo de antigenos recombinanspgc#dicos adicionales podria
conducir a la deteccion de anticuerpos libres paiéslos de la mayoria de los pacientes
con TB activa. Ademas, la observacion acerca deatias reactividades séricas frente a un
antigeno son suficientes para mantener su pakitivcuando se emplean mezclas de
antigenos, mientras que algunas reactividades hafEa uno o mas antigenos se pierden
cuando estos sueros se enfrentan a las mezclas, itportantes implicancias practicas
para el disefio de combinaciones de antigenos qumitge incrementar la capacidad
diagnéstica de una prueba seroldgica; por tanta paa buena caracterizacion de un
determinado antigeno seria muy valioso que loslestacerca de su reactividad evaluaran
no solo la proporcion de pacientes con TB positiedso también la proporcion de los

sueros con alta reactividad frente al antigencuesten.
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