A Biomédica

Biﬂ. me dica ISSN: 0120-4157

Buviwts dled Ineviouno P acammal do Sefud blomedlca@lns.gov.co
Instituto Nacional de Salud

Colombia

Castro, Claudia Marcela; Porras, Tania Bibiana; Guerrero, Martha Inirida; Leén, Clara Inés; Mojica,
Maria Antonieta; Lara, Martha; Parada, Maria Cristina; Espitia, Clara
Utilidad de una prueba seroldgica multiantigénica en el diagndstico de tuberculosis
Biomédica, vol. 25, num. 1, marzo, 2005, pp. 55-64
Instituto Nacional de Salud
Bogota, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84325107

Coémo citar el articulo r @\ //‘«

Numero completo . -, o
P Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84325107
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=84325107
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=843&numero=8191
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84325107
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org

Biomédica 2005;25:55-64

ARTICULO ORIGINAL

Utilidad de una prueba serolégica multiantigénica en el
diagnéstico de tuberculosis

Claudia Marcela Castro', Tania Bibiana Porras ', Martha Inirida Guerrero ', Clara Inés Leo6n ',
Maria Antonieta Mojica 2, Martha Lara?, Maria Cristina Parada 2, Clara Espitia?.

"Laboratorio de Micobacterias, Instituto Nacional de Salud, Bogotd, D.C., Colombia.
2 Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma
de México, México, D.F., México.

Introduccién. La heterogeneidad en el patrén de reconocimiento antigénico observado en los
enfermos infectados con Mycobacterium tuberculosis hace evidente la necesidad de contar
con una técnica rapida y accesible para el diagnostico de la enfermedad. La disponibilidad de
pruebas que empleen diferentes antigenos podria ser de utilidad para aumentar la sensibilidad
de la deteccion.

Objetivo. Evaluar el uso de una prueba multiantigénica (Mapia) de facil manejo y evaluacién
visual en el diagnéstico seroldgico de la tuberculosis.

Metodologia. Se estudiaron 66 sueros de pacientes con enfermedad tuberculosa comprobada
y 47 sueros de individuos no tuberculosos, y se detecté la presencia de anticuerpos para 8
antigenos: 3 mezclas enriquecidas en antigenos y 5 antigenos recombinantes, incluidos en
una matriz solida cuya lectura se realizé cualitativamente. Los antigenos fueron evaluados
por sus caracteristicas de sensibilidad, especificidad y valores predictivos, confirmados
mediante analisis de regresion logistica del cual se obtuvo la razén de prevalencia utilizada
para la seleccién de la combinacion antigénica mas adecuada.

Resultados. Los valores de sensibilidad y especificidad de los antigenos individuales variaron
entre 5% y 83%, y 9% y 100%, respectivamente; los valores de las mezclas enriquecidas
fueron mejores que los valores presentados por los antigenos recombinantes. La combinacién
de varios antigenos mejoré notablemente los valores de sensibilidad hasta 81%, pero en la
mayoria de los casos se obtuvieron valores de especificidad menores al 57%.
Conclusiones. Los resultados obtenidos sugieren que esta prueba podria ser util como
ayuda diagnostica, especialmente para el tamizaje de poblaciones con sospecha de
tuberculosis.

Palabras claves: tuberculosis/diagnosticos, tests serologicos, Mycobacterium tuberculosis,
antigenos/uso diagnéstico

Development of a multiantigenic serological test for tuberculosis diagnosis

Background. The heterogeneity of the antigenic recognition pattern in tuberculosis patients
makes evident the necesity of a rapid and accessible technique for tuberculosis diagnosis. One
approach is the involvement of an antigen spectrum so that the sensitivity of the assay is
improved.

Objective. The present work evaluated a multi-antigen printing immunoassay (MAPIA) for the
serological diagnosis of tuberculosis.

Materials and methods. Sera were obtained from 66 patients with tuberculosis, verified clinically
and bacteriologically and from 47 healthy individuals (control group). Sample sera were used
for detection of antibodies against 3 enriched mixtures of proteins and 5 unique recombinant
antigens. The antigens were presented in a solid matrix. Sensitivity, specificity and predictive
values were evaluated and confirmed by a logistic regression analysis. A prevalence value
was calculated and used for the selection of the best antigenic combination.

Results. The sensitivity and specificity values of individual antigens varied between 5-83% and
9-100%. The enriched mixtures values were more accurate than those obtained with the
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recombinant antigens. Combinations of several antigens improved the sensitivity values up to
the 81% level. In most cases, specificity values of 57% or less were obtained.

Conclusions. These results suggested that the multiantigenic test can be a useful screening
tool, to be used in conjunction with the more definitive diagnostic tests.

Keywords: MAPIA, serologic test, Mycobacterium tuberculosis, antigen combination.

La tuberculosis es considerada a nivel mundial
como una enfermedad reemergente que sigue
siendo un grave problema de salud publica en
muchos paises, entre ellos, Colombia. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud, gran parte de
la poblacién mundial ha tenido contacto con el
bacilo tuberculoso y podria presentar la
enfermedad en los proximos afios (1). Se ha
calculado que en el mundo se infectan alrededor
de 8 millones de personas por afno, de los cuales,
3 millones desarrollan la enfermedad anualmente.
En Colombia, segun el Ministerio de Salud,
aparecen anualmente de 9.000 a 12.000 nuevos
casos de tuberculosis (2). Por lo tanto, una
estrategia importante para controlar la tuberculosis
es la deteccion y el tratamiento temprano de los
individuos afectados. Por esta razon, el desarrollo
de métodos diagnédsticos rapidos, accesibles y
confiables constituyen una prioridad en la lucha
contra la tuberculosis.

En la actualidad, la deteccion del agente etiolégico
de la tuberculosis realizada por baciloscopia y
cultivo son las técnicas mas usadas, a pesar de
la limitada sensibilidad de la primera (3) y el tiempo
prolongado que toma la segunda. Ante el desarrollo
tecnoldgico en el area, se han producido e
implementado métodos diagnosticos moleculares
con ventajas y desventajas pero que, finalmente,
continuan siendo costosos, requiriendo personal
altamente capacitado e infraestructura sofisticada
para su aplicacion. Ademas, la toma de las
muestras que han presentado aporte contindan
siendo invasoras para el paciente.

Por otra parte, la posibilidad de obtener un
diagnostico serolégico de tuberculosis ha sido
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explorada por muchos grupos de investigacion.
El primer intento por desarrollar una prueba
serologica fue realizado por Arloing en 1898, quien
cred una prueba de aglutinacién con la cual no
tuvo éxito (4). Posteriormente, se dieron avances
importantes con la identificacion y purificacion de
antigenos. Uno de estos fue la proteina de 65 kd
(5), el antigeno 5 (6) y sustancias no proteicas
como el lipoarabinomanana y los glicolipidos
fendlicos que, al final, resultaron ser inespecificos
de especie (7). Después de innumerables intentos
se trat6 de buscar antigenos especificos de
especie; los mas estudiados fueron la proteina de
choque térmico A60 (7-10), el antigeno de 38 kd
(11-13) y el complejo antigénico 85 (14).

Se han estudiado diversos antigenos de manera
individual y obtenidos de forma recombinante entre
los cuales tenemos: la proteina de 38 kd (15-18),
el complejo antigénico 45/47 kd (19-21), el
antigeno de 16 kd (22), las proteinas ricas en
glicina PE_PGRS (23,24) y el antigeno de 30 kd
085b (24,25).

Los resultados de los diferentes estudios han sido
diversos y una de las principales limitaciones
asociada con esta metodologia ha sido la baja
sensibilidad atribuida a la gran variabilidad del
patrén de reconocimiento antigénico existente
entre individuos (25), lo cual ha hecho que las
pruebas que utilizan antigenos unicos no alcancen
los valores de sensibilidad adecuados.

Estudios recientes llevados a cabo por Gennaro
han demostrado que los valores de sensibilidad
pueden mejorarse significativamente utilizando
combinaciones de antigenos en lugar de utilizar
un solo antigeno. Esta premisa no sélo es
aplicable al diagndstico seroldgico (26), sino
también, a la evaluacién de reacciones cutaneas,
a las proteinas de M. tuberculosis, en individuos
que tienen contacto con el bacilo (27).

La técnica Mapia descrita por Konstantin
Lyashchenko (28) esta basada en la inmovilizacion
de una serie de antigenos dentro de una
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membrana de nitrocelulosa mediante
microinyeccion semiautomatica, seguida por el
desarrollo de una técnica inmunocromdgena que
detecta la presencia de anticuerpos 1gG, cuyo
resultado se obtiene por evidencias visuales, sin
requerimiento de equipos (28,29).

La serologia posee grandes ventajas: es una
técnica simple, rapida, no invasora, que no requiere
aislamiento ni cultivo del patdégeno v,
particularmente en el caso de Mapia, cuya lectura
puede ser hecha visualmente por una persona
entrenada, y que es posible llevarla a cualquier
parte del mundo principalmente a paises en
desarrollo para contribuir con el diagnéstico de la
tuberculosis extrapulmonar en la cual las ayudas
son muy pocas Y, en el caso de la tuberculosis
paucibacilar pulmonar, en la que el diagnostico
microbiolégico no juega un papel relevante.

Por lo tanto, el principal valor de la serologia se
enfoca en el hallazgo de una técnica adecuada
que contribuya en el diagndstico de los casos de
tuberculosis extrapulmonar, tuberculosis pulmonar
en nifios y adultos mayores en quienes se
presenta la mayor incidencia de tuberculosis y
entre los cuales se presenta dificultad en la
obtencién de la muestra y, ademas, de la poca
respuesta a ayudas diagnésticas como el PPD
en estos ultimos (13).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la utilidad
de la combinacion de antigenos puros y mezclas
de fracciones enriquecidas en antigenos,
inmovilizados en una matriz de polivinildifluoruro
(PVDF), cuya reaccién se pudiera detectar
visualmente sin hacer uso de lectores de ELISA u
otro equipo, metodologia con posible aplicacién
en sitios de atencion de salud de baja complejidad.

Materiales y métodos
Sueros

Se analizaron 113 sueros pertenecientes al banco
de sueros del Laboratorio de Micobacterias del
Instituto Nacional de Salud, en cuyas bases de
datos se encuentra la informacion demogréafica,
geografica, epidemioldgica y clinica de los
donantes de esos sueros. Las muestras
seleccionadas se distribuyeron en tres grupos con
caracteristicas diferentes, asi:

DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS POR SEROLOGIA

Grupo |: 33 sueros de pacientes con
tuberculosis multibacilar demostrada
bacteriol6gicamente por baciloscopia y cultivo,
de los cuales, 28 tenian tuberculosis pulmonar
y 5 tuberculosis extrapulmonar.

Grupo II: 33 sueros de pacientes con
tuberculosis paucibacilar (baciloscopia
negativa) confirmada por histopatologia, cultivo
o PCR, de los cuales, 19 tenian tuberculosis
pulmonary 14 tuberculosis extrapulmonar.

Grupo Ill: 47 sueros de individuos sin
tuberculosis, descartada clinica vy
bacteriologicamente por baciloscopia, cultivo
y PCR, de los cuales, 15 eran contactos de
casos indices de tuberculosis, 14 convivientes
de casos de lepra y 18 pacientes con otras
enfermedades pulmonares diferentes a
tuberculosis.

Antigenos

Se cultivé M. tuberculosis H37Rv en medio
Proskawer Beck Youmans (PBY) durante 4 a 5
semanas. Los extractos proteicos, filtrado de
cultivo y sonicado asi como la fraccién enriquecida
del filtrado de cultivo (Fo) se obtuvieron como se
ha descrito anteriormente (18,21,30). Los
antigenos individuales se obtuvieron como
proteinas recombinantes expresados en
Escherichia coli (Rv1759c 0 PGRS, Rv2031c 0 16
kd y Rv1816c o 30 kd), Mycobacterium smegmatis
(Rv0934 38 kd) y Streptomyces lividans (Rv1860
antigeno 45/47 kd o Apa). Las proteinas obtenidas
se purificaron segun el método descrito
previamente por Colangeli et al. (31) en el cual se
asegura la eliminacién de los diferentes
contaminantes que pueden influir en la
especificidad de la prueba, a la vez que comprueba
paso a paso la obtencion de la proteina de interés.

Tanto los extractos antigénicos como los
antigenos individuales han sido evaluados
previamente en su capacidad de generar una
respuesta inmune humoral en tuberculosis (18-25).

Preparacion de las membranas

La preparacion de las membranas se llevd a cabo
en el Departamento de Inmunologia del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
Nacional Autbnoma de México. En una membrana
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de polivilnildifluoruro (Millipore) se colocaron
manualmente 135 pl (60 pug/ml diluidos en PBS)
de cada uno de los antigenos recombinantes y
135 pl (50 pg/ml) de cada uno de los extractos
proteicos usando un miniblotter 45 (Immunetics).
Después de una hora de incubacion, las proteinas
fueron fijadas a la membrana mediante la adicién
de etanol al 50% vy, finalmente, las membranas
fueron cortadas perpendicularmente a las bandas
impresas en tiras de 2 mm de ancho (figura 1). Se
obtuvieron alrededor de 60 tiras por membrana con
0,15 mg de antigeno recombinante y 0,1 mg de
los extractos antigénicos, aproximadamente.

Prueba

Las muestras de suero se diluyeron 1:100 en
solucion amortiguadora de bloqueo constituida por
leche descremada al 2% en PBS-Tween (10 mM
de solucién amortiguadora de fosfato salino, pH
7,4,0,05% Tween 20 (Sigma P-3563), y con 1 ml
de esta solucién se impregné una tira la cual se
llevé a incubacion durante 1 hora. Posteriormente,
se lavé con PBS-Tween, y las tiras se reincubaron
durante 30 minutos con proteina A marcada con
fosfatasa alcalina (Sigma P7488) diluida 1:2.000
en solucién amortiguadora de bloqueo; concluido
el tiempo de incubacién se lavé con agua
destilada.

La actividad de la enzima fue evidenciada ante la
incubacion de las tiras con 5-bromo-4-cloro-3-
indolil fosfato/fosfatasa de tetrazolio (Laboratorios
Kirkegaard y Perry, Cat. 50-81-07) durante 5 min.

30 kd
PGRS
16 kd
Apa
38 kd
Fo
SE
CF

Zona para
identificacion 1

Corte de la membranay
obtencion de tiras de 2mm

—> | |
|
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Finalmente, las tiras se lavaron con agua destilada
y se pusieron a secar sobre papel filtro. Todo el
procedimiento se llevd a cabo a temperatura
ambiente con agitacion manual permanente para
asegurar la distribucién homogénea de muestras
y reactivos en la tira. Los resultados de la prueba
se evaluaron visualmente; la presencia de bandas
de cualquier intensidad se consideré como
resultado positivo para la deteccién de anticuerpos
IgG (figura 2) (28).

Analisis de resultados

Mediante el programa Epilnfo 6.04, se calcul6 la
sensibilidad (S), la especificidad (E) y los valores
pronosticos de los antigenos individuales y en
mezclas, con sus respectivos intervalos de
confianza del 95% (1C95%), haciendo uso de
tablas de contingencia.

La sensibilidad se calculé como el porcentaje de
los resultados positivos obtenidos con el suero
de pacientes tuberculosos. La especificidad se
calculé como el porcentaje de resultados
negativos obtenidos con sueros de individuos
control negativo. El valor pronéstico positivo (VPP)
se definié6 como la relacién entre resultados
verdaderamente positivos (pacientes tuberculosos)
y el total de resultados positivos obtenidos, y el
valor pronéstico negativo (VPN) como la relacion
entre los resultados verdaderamente negativos
(individuos control no tuberculosos) y el total de
resultados negativos.

!

L
T
L]
=l
=

Figura 1. A la derecha se observa la membrana de PVDF luego de la impresion de los antigenos y a la izquierda, las tiras
obtenidas por corte de la membrana en las cuales se tiene representacién de cada uno de los ocho antigenos utilizados.
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Figura 2. En la figura se observan los resultados obtenidos
luego del desarrollo de la prueba serolégica. Las bandas
violeta indican respuesta positiva frente a cada antigeno,
control positivo (M1); individuos enfermos (M2-M5, M8 y
M9); individuos grupo control (M6, M7 y M10).

La seleccion de la combinacién de antigenos se
realizé por analisis conjunto de datos de
sensibilidad, especificidad y valores pronésticos,
con sus respectivos IC95% y mediante el analisis
de regresion logistica, usando el programa
MedCalc, version 7.2.

Resultados

Se procesaron 113 sueros, 66 sueros de pacientes
tuberculosos y 47 sueros de individuos control, y
el analisis se realizd de 105 sueros debido a que
se obtuvieron 8 resultados inespecificos por la
presencia de coloracién de fondo que impidio la
lectura.

Antigenos analizados individualmente

Se evaluod la sensibilidad y la especificidad de 8
antigenos de M. tuberculosis mediante Mapia con

DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS POR SEROLOGIA

sueros de 60 pacientes con tuberculosis
confirmada y 45 controles no tuberculosos (cuadro
1); se encontrd que 54 sueros de pacientes con
tuberculosis (90%) reaccionaron, por lo menos,
con un antigeno del panel. Entre los pacientes
con tuberculosis confirmada que no respondieron
a la prueba encontramos 2 adultos jovenes
positivos para VIH con tiempo de evolucion de la
tuberculosis menor a un mes y 4 adultos mayores
de 64 afios negativos para VIH.

El antigeno de 38 kd mostré una elevada
sensibilidad (83%) pero present6 también la mas
baja especificidad (9%) en relacion con los demas
antigenos utilizados, por lo cual es poco util.
Después de éste, el antigeno con mayor respuesta
fue el sonicado, el cual presenté una sensibilidad
del 60% y especificidad del 56%.

Los antigenos de 30 kd y el PGRS tuvieron la
mejor especificidad, 100% y 96%, respectiva-
mente, aunque presentaron muy baja sensibilidad.
Los antigenos con mejor valor prondstico positivo
fueron 30 kd y 16 kd (cuadro 1).

Al evaluar por separado los resultados obtenidos
entre los pacientes con tuberculosis pulmonary
extrapulmonar, se evidencié claramente que al
descartar el antigeno de 38 kd, las proteinas
sonicadas eran las mas inmunorreactivas en
ambos grupos con porcentajes de respuesta del
64% y 50%, respectivamente (cuadro 1).

Vale la pena destacar la respuesta diferencial
generada contra el antigeno de 16 kd por parte de
los pacientes con tuberculosis pulmonar (S=24%

Cuadro 1. Valores de sensibilidad, especificidad, valores pronésticos con sus intervalos de confianza del 95%, para cada
antigeno utilizado en Mapia en el total de muestras y distribuidos segun el tipo de tuberculosis.

Total Pulmonar Extrapulmonar
Ag %S (ICqs, %E (ICy,,) VPN VPP %S(ICy,) %E(ICy,) VPN VPP %S (ICy,,) %E(ICy,) VPN VPP
CF 57 43,3-69,2 58 42272 50 64 62 46-76 58 46-76 62 58 44 224-68,7 58 42,2-72 72 30
SE 60 46,5-722 56 40,1-70 51 64 64 48-78 56 40-70 62 57 50 27-73 56 40-70 73 3
FO 60 46,5-722 51 36-66,1 49 62 64 4878 51 36-66 60 55 50 26873 51 36-66 72 29
38kd 83 71,0-913 9 29-221 29 55 76 60-87 9 322 29 44 100 78-100 9 322 100 30
Apa 22 12,5-345 78 62,5-883 43 57 21 11-37 78 62-88 51 47 22 7,448 78 62-83 71 29
16kd 38 264-51,8 89 752-958 52 82 24 13-39,8 89 90-100 58 74 50 27-73 89 7596 82 64
PGRS 5 1,3-148 96 83,6-99,2 43 60 5 08-17 96 84-99 52 50 6 0329 9 8499 72 33
30kd 18 9,9-30,9 100 90,2-100 48 100 24 13-40 100 90-100 58 100 37 20-57 100 90-100 73 100

CF: filtrado de cultivo, SE: sonicado, Fo: fraccién enriquecida del filtrado de cultivo, Apa: complejo antigénico 45/47, 16 kd, PGRS: proteinas

ricas en glicina y 30 kd o antigeno 85B.
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y VPN=58%) y extrapulmonar con sensibilidad de
50% y VPN de 82% (cuadro 1).

Mediante analisis de regresién logistica se
determind que el antigeno de 16 kd presentaba
una mayor asociacion con enfermedad en relacion
con los demas antigenos (OR=7,0; IC95%: 1,7 a
28,3; p=0,0031).

Evaluacion de las combinaciones antigénicas

Para la evaluacion de la combinacién antigénica
no incluimos en las mezclas el antigeno de 38 kd
por su notable inespecificidad, ni los antigenos
de 30 kd y PE_PGRS por su baja sensibilidad.
Con los restantes cinco antigenos se llevé a cabo
una serie de combinaciones para elegir la mejor
mezcla antigénica posible, entre las cuales se
seleccionaron aquéllas con mejores resultados
(cuadro 2).

Al analizar las combinaciones observamos que la
mejor combinaciéon era la integrada por los
antigenos filtrado de cultivo, sonicado, Apay 16
kd (combinacion 2) con sensibilidad del 73% y
VPP de 67% (cuadro 2), datos confirmados
mediante analisis de regresion logistica (OR=2,9;
IC95%:1,3a6,5; p=0,01) en comparacion con las
demas mezclas.

Al estratificar por grupos puede observarse que
los pacientes del grupo 1, microbiolégicamente
denominados multibacilares, tuvieron un
porcentaje de respuesta mejor a la combinacién
antigénica 2. Los pacientes del grupo 2,
paucibacilares, respondieron de igual forma a las
combinaciones 1 y 2 (cuadro 2), notandose un

Biomédica 2005;25:55-64

incremento en la especificidad al usar la
combinacién 5 en este grupo.

La combinacién total de antigenos (combinacién
3) presentd una sensibilidad y especificidad de
73%y 47%, respectivamente.

Al estudiar la respuesta dada por los pacientes
con tuberculosis pulmonary extrapulmonar a las
combinaciones podemos notar que ambos
responden de igual forma a las combinaciones 1
y 2 (cuadro 3).

Valor discriminatorio de la prueba

En nuestro estudio, la combinacién 2 detectd el
81% de los pacientes con baciloscopia positivay
cultivo positivo, el 65,5% de los pacientes con
baciloscopia negativa y cultivo positivo, y reconoce
como positivos al 49% de los pacientes del grupo
control. Teniendo como antecedentes que los
individuos del grupo control incluidos en el estudio
podrian estar infectados, se evidencia que la
prueba no es capaz de discriminar entre los
estados de enfermedad e infeccion.

Discusion

En nuestro estudio se observd que 6 de los
pacientes tuberculosos no respondieron a ninguno
de los antigenos, posiblemente debido al estado
de anergia que puede presentarse en este tipo de
pacientes: portadores de VIH y adultos mayores

(13), por lo cual, no generaron respuesta alguna a
los antigenos incluidos en la prueba.

Algunos autores afirman que el paciente responde
a determinados antigenos segun el tiempo de

Cuadro 2. Combinaciones antigénicas con mayores valores de sensibilidad, especificidad, valores pronésticos e intervalos
de confianza del 95%. Los resultados se presentan en la muestra total y estratificados por grupos.

Total Multibacilar Paucibacialr
(Grupo 1) (Grupo 2)
Combinacién %S (ICy,,) %E (ICq,) VPN VPP  %S(ICy,) %E(C,,) VPN VPP  %S(IC,) %E (IC,) VPN VPP
12 73 60-83 51 3666 59 67 81 62-92 51 3262 78 51 65 46-81 51 36-66 70 46
22 73 60-83 51 3666 59 67 81 62-92 51 3666 79 53 65 46-81 51 36-66 70 46
3° 73 60-83 47 3262 57 65 81 62-92 47 3262 78 51 65 46-81 47 32-62 68 44
4 72 58-82 47 3262 55 64 77 58-88,7 47 3262 75 50 65 46-81 47 32-62 68 44
50 70 57-81 53 3868 57 67 74 55-87 53 3868 75 52 65 46-81 53 38-68 71 48
6° 73 60-83 47 3262 57 65 81 62-92 47 3262 78 51 65 46-81 47 32-62 68 44
7 68 55-79 57 40-70 57 67 74 5587 57 3868 75 52 55 36-73 57 40-70 66 44

Combinaciones: 1=SE+Apa+16 kd; 2=CF+SE+Apa+16 kd; 3=mezcla total; 4=CF+FO+Apa+16 kd; 5=CF+Apa+16 kd; 6=SE+FO+Apa+16 kd;

7=SE+16 kd Valor p de Mantel-Haenszel: # < 0,011; ® < 0,035
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evolucion de la enfermedad, por ejemplo, los
antigenos 38 kd y 30 kd se han detectado casi
exclusivamente en estadios avanzados de la
enfermedad (17).

Al igual que otros autores, nuestro estudio
confirma que la especificidad del antigeno de 38
kd no es buena. Benjamin et al. (32) usaron el
antigeno de 38 kd en varios grupos de pacientes
y se encontraron respuestas positivas en el 30%
de los pacientes infectados con Mycobacterium
kansassi, el 36% de infectados con
Mycobacterium intracellulare, el 13% de pacientes
con sarcoidosis, el 17% de individuos PPD
positivos y el 5% de individuos PPD negativos.
Por otra parte, la sensibilidad de 38 kd tampoco
es absoluta puesto que en este estudio sélo el
70% de los pacientes con tuberculosis activa
respondieron a tal antigeno.

Con los resultados obtenidos podemos ver que la
maxima sensibilidad alcanzada por los antigenos
individuales fue tan solo del 60% y estuvo dada
por los sonicados y la fraccién enriquecida del
filtrado de cultivo, los cuales concentran la mayoria
de los antigenos expresados por M. tuberculosis,
razon por la cual la especificidad no resulta ser
tan alta pues se sabe que las especies del género
Mycobacterium comparten muchos de sus
antigenos. Ademas, pudimos ver que entre los
antigenos recombinantes unicos, la mayor
respuesta se presento frente a la proteina 16 kd,
la cual hasta ahora es reconocida como especifica
de especie, a pesar de haber sido reconocida por
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4 individuos del grupo control, lo cual podria
atribuirse a hiperglobulinemias comunes en la
enfermedad bronquial o por otras causas (22).

Una de las razones que se pueden atribuir a la
variacion en la sensibilidad es que los pacientes
responden a diferentes antigenos y no existe un
antigeno dominante en tuberculosis (25,26).

Nuestro trabajo confirma lo que previamente han
encontrado otros investigadores, en el sentido de
que los antigenos unicos, no son la mejor
alternativa para una prueba diagndstica; razén por
la cual la combinacién de antigenos se propone
como alternativa para aumentar la sensibilidad.

Las combinaciones 1 y 2 mostraron alta
sensibilidad en la deteccion de tuberculosis
multibacilar pulmonar y extrapulmonar y, en un
grado un poco menor, en la deteccion de
tuberculosis paucibacilar; en ésta, la especificidad
fue tan sélo un poco superior al 50%, lo cual
demuestra su aplicabilidad como prueba de
tamizaje.

De cualquier manera, si comparamos la
sensibilidad de la baciloscopia en tuberculosis
extrapulmonar (10% a 40%) con la de estas
combinaciones (72%), vemos que en el mismo
lapso de tiempo se tiene una prueba con un
incremento significativo en la sensibilidad. Por otra
parte, si tenemos en cuenta que el cultivo en
tuberculosis extrapulmonar tiene una sensibilidad
alrededor del 30%, se debe considerar el
sustancial ahorro de tiempo en la obtencién del

Cuadro 3. Respuesta generada contra las combinaciones por los pacientes tuberculosos con enfermedad pulmonar y

extrapulmonar.

Combinacién Pulmonar Extrapulmonar

%S (IC,,,,) %E (IC,,,) VPN VPP %S (IC,,,) %E (IC,,,) VPN VPP
1 74  58-86 51 36-66 68 59 72  46-89 51 36-66 82 37
2 74  58-86 51 36-66 68 59 72  46-89 51 36-66 82 37
3 74  58-86 47  32-62 66 56 72  46-89 47 32-62 81 35
4 74 58-86 47  32-62 66 57 67 41-86 47 32-62 78 33
5 71 55-84 53  38-68 67 59 67 41-86 53 38-68 80 36
6 74  58-86 47  32-62 66 56 72  46-89 47 32-62 81 35
7 71 45-73 56  36-74 68 60 61  36-82 56 40-70 78 35

Combinacién: 1=SE+Apa+16 kd; 2=CF+SE+Apa+16 kd; 3=mezcla total; 4=CF+FO+Apa+16 kd;
5=CF+Apa+16 kd; 6=SE+FO+Apa+16 kd; 7=SE+16 kd
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resultado. Ademas, al comparar la serologia Mapia,
en particular el antigeno de 16 kd (S=50%,
E=89%), con otras ayudas diagnésticas como la
adenosindeaminasa (ADA) (S=22% y E=69%)
(Guerrero MI, Naranjo N, Chaparro P, Matyas RE,
Pacheco D, Latorre P et al. La reaccion en cadena
de la polimerasa para el diagnostico de
tuberculosis extrapulmonar. Biomédica
2000;22(Supl):21-2) entre el grupo de pacientes
extrapulmonares, podemos destacar la utilidad de
dicha serologia como ayuda diagnéstica en estos
casos.

Por lo tanto, debido a la facilidad, rapidez, bajo
costo y poco riesgo en la manipulacion, la prueba
Mapia que contiene la combinacion 2 constituye
una alternativa importante para escoger a los
individuos que deben ser sometidos a estudios
mas costosos, demorados y complicados, en la
cual el antigeno de 16 kd garantiza una elevada
especificidad entre el grupo de pacientes
extrapulmonares. Ademas, sugiere la posibilidad
de instaurar quimioterapia prontamente en los
casos de alto riesgo como las tuberculosis
extrapulmonares, principalmente la meningitis
tuberculosa en la cual no es posible esperar el
resultado del cultivo.

Como ya se ha demostrado que en el periodo
comprendido entre la consulta y el diagnéstico se
pierden alrededor del 40% de los casos, la
aplicacion de esta metodologia contribuiria a la
disminucién de tal pérdida (33).

La combinacion seleccionada fue escogida porque
presentaba los mejores valores de S, E, VPP, VPN
y OR, enla cual se logré aumentar la sensibilidad,
razon ultima del estudio. Sin embargo, no se logré
discriminar entre infeccion y enfermedad pues se
capté el 49% de los individuos control, lo cual
constituye una gran limitacion de la prueba, ya
que en paises como el nuestro en el que la
prevalencia de tuberculosis y de lepra son altas,
y hay presencia de infecciones micobacterianas
causadas por micobacterias ambientales, se hace
necesario diferenciar entre infeccion y enfermedad
tuberculosa. A este respecto, existen estudios que
muestran un 49% de reactividad en pacientes con
lepra sin enfermedad tuberculosa (11) frente a 38
kd, uno de los principales componentes de las
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proteinas del filtrado de cultivo, incluido en la
combinacion 2.

Este estudio nos demuestra que la consecucion
de una prueba seroldgica que sea diagnéstica para
tuberculosis no es facil. Con base en los
resultados de este estudio proponemos la
serologia Mapia utilizando la combinacién 2 como
prueba de tamizaje mas no como prueba
diagndstica confirmatoria.

Después de esta primera fase del trabajo creemos
que se hace necesario realizar un estudio clinico
utilizando las metodologias tradicionales v,
ademas, la serologia de Mapia en el cual se siga
ala poblacién para determinar cual es el verdadero
aporte de esta prueba serologica, enfocando
principalmente la utilidad como ayuda diagnéstica
en los casos de tuberculosis extrapulmonar.
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