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Diagnostico de infeccion tuberculosa. Papel de los IGRAs
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INTRODUCCION

El factor esencial para el control de la tuberculosis (TB)
es el diagndstico de la enfermedad en sus primeras etapas
y el tratamiento correcto de los pacientes. Sin embargo, para
poder controlar realmente la TB es necesario, ademds, iden-
tificar y tratar a los individuos infectados antes de que pro-
gresen hacia enfermedad y se conviertan en fuente de con-
tagio. La prueba de la tuberculina (PT) es la herramienta cla-
sica para el diagnéstico de la infeccion tuberculosa; pone de
manifiesto un estado de hipersensibilidad retardada del
organismo frente a la inyeccién de un derivado proteico
purificado (PPD). El principal inconveniente de la PT radi-
ca en que la mayoria de proteinas presentes en el PPD no
son especificas de M. tuberculosis sino que las comparte con
otras micobacterias no tuberculosas (MNT). Esto conlleva
una disminucién en la especificidad de la prueba, ya que
individuos sensibilizados por exposicion previa a MNT o
vacunados con BCG pueden dar falsos positivos.

La técnica de Mantoux consiste en la inyeccién intra-
dérmica con aguja del calibre 27 en la cara anterior del ante-
brazo de 2 unidades de tuberculina PPD RT-23 (0,1 ml), en
una zona donde no existan lesiones cutaneas. Debe pro-
ducirse una papula de 6-10 mm de didmetro en el momen-
to de la inyeccion para que la técnica sea correcta. A las 72
horas de la inyeccién se realiza la lectura midiendo el dia-
metro transversal de la induracion segtin el eje longitudinal
del antebrazo. El resultado se registra en milimetros.

Segtin SEPAR (Sociedad Espafiola de Neumologia y Ciru-
gia Toracica) se considera positiva una induracién = 5 mm
en personas no vacunadas; en personas vacunadas con BCG

se tienen en cuenta determinadas condiciones clinicas, con-
siderando PT positiva con didmetro = 5 mm si ademas de
vacunados son convivientes o mantienen contactos frecuentes
con pacientes baciliferos, si presentan radiografia de torax
con lesiones sugestivas de tuberculosis antiguas y que nunca
hubieran sido tratados, si estdn infectados por VIH o si son
enfermos de neumoconiosis. En el resto de vacunados con
BCG, se considera infeccién y no reaccién secundaria a la
vacuna si el tamafio de la induracion es > 15 mm.

Cuando se trata de un estudio de contactos la interpre-
tacion se simplifica bastante ya que no se debe tener en cuen-
ta el antecedente vacunal y habra que considerar una indu-
racién = 5 mm como indicativa de infeccién tuberculosa.

Existen determinadas circunstancias clinicas bien cono-
cidas que pueden provocar tanto falsos positivos como fal-
sos negativos de la prueba.

En algunos individuos, fundamentalmente en personas
mayores infectadas afios antes, o en personas vacunadas en
la infancia, una primera prueba de la tuberculina puede ser
negativa y cuando se repite 7-10 dias después hacerse posi-
tiva (fendmeno booster). Se considera que el resultado defi-
nitivo de la prueba es el de la segunda lectura.

NUEVAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO IN VITRO DE
LA INFECCION TUBERCULOSA

En los tltimos aflos se han desarrollado nuevos métodos
diagndsticos basados en la cuantificacién in vitro de la res-
puesta inmune celular. Estos métodos, denominados gené-
ricamente con el acrénimo IGRAs (Interferon-Gamma-Relea-
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se Assays) detectan la liberacion de interferén-gamma por las
células T sensibilizadas en respuesta a diferentes antigenos
micobacterianos. El interferon-gamma es una molécula
importante para el control de la infeccién tuberculosa, su
participacién es imprescindible en la respuesta inmune pro-
tectora frente a dicho microorganismo. Esta citoquina, pro-
ducida por los linfocitos T CD4+, CD8+ y NK, activa a los
macréfagos infectados con la consiguiente liberacion de IL-
1y TNF-a, que limitan el crecimiento y multiplicacién de las
micobacterias. Los individuos con deficiencias en los recep-
tores o en los genes que codifican la sintesis de esta molécula
son mds susceptibles de padecer infecciones micobacteria-
nas con mayor frecuencia y de mayor gravedad.

Los principales antigenos utilizados son ESAT-6 (Early
Secreted Antigenic Target-6) y CFP-10 (Culture Filtrate Protein-
10). Estas dos moléculas son péptidos sintéticos que estan
codificados por la regién de diferencia 1 (RD1) del genoma
del M. tuberculosis. Estos antigenos estdn ausentes en M.
bovis BCG y en la mayoria de las MNT (excepto M. kansasii,
M. marinum, M. szulgai).

Existen dos técnicas comercializadas para el diagnésti-
co in vitro de la infeccién tuberculosa: el T-SPOT.TB (Oxford
Immunotec®, Oxford, UK) y el QuantiFERON-TB-Gold In
Tube (Cellestis®, Victoria, Australia), esta tltima incorpora
un tercer antigeno, el TB 7.7 codificado por la regién de dife-
rencia RD11.

Realizacién e interpretacion de las pruebas

1. QuantiFERON-TB-Gold In Tube: para realizar la prueba
se emplean 3 tubos especificos que se sirven con el kit de
reactivos (uno de los tubos incluye los antigenos tuber-
culosos especificos ESAT-6, CFP-10, TB 7.7 —tubo proble-
ma-, otro contiene fitohemaglutinina —tubo control posi-
tivo—y el tercero no contiene reactivos —tubo control nega-
tivo-). Se precisan en total 3 ml de sangre (1 ml por tubo)
y la sangre es extraida directamente en los propios tubos.
Posteriormente, y previa agitacion de los tubos, se lleva
a cabo la incubacién de los mismos durante 18-22 h en
estufa a 37°C, tras lo cual los tubos se centrifugan y el plas-
ma obtenido se emplea para realizar el enzimoinmuno-
ensayo que permite detectar y cuantificar el interferén
gamma liberado por los linfocitos del paciente. Este paso
puede ser realizado de manera manual o totalmente auto-
matizado. El plasma también puede ser almacenado lo
que permite al laboratorio diferir la realizacién de la prue-
ba y organizar la carga de trabajo. La técnica emplea soft-
ware especifico para la emision de los resultados.

2. T-SPOT.TB: para realizar la prueba se emplean 8-10 ml
de sangre heparinizada. En el laboratorio, y siguiendo
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las indicaciones del fabricante, debe separarse la capa
mononuclear, que tras los lavados oportunos y un pos-
terior recuento de las células presentes, permitird ajus-
tar el nimero de células a una cantidad de 250.000 célu-
las/ml. Esta cantidad de células sera la que se utilizard
como indculo para interaccionar con los antigenos mico-
bacterianos (consta de una placa con 4 pocillos, 2 con-
tendran los antigenos ESAT-6 y CFP-10, y los otros 2 se
destinaran a control positivo y negativo respectiva-
mente). La placa se incubara 18-22 h a 37°C en estufa de
CO,, tras lo cual se procede a realizar el inmunospot que
permite cuantificar el nimero de células productoras de
interferon (lo que se evidencia como niimero de man-
chas o spots. Cada mancha representa la huella de un lin-
focito T individual secretor de interferén. Un algoritmo
de interpretacion facilitado por el fabricante facilita la
emision de los resultados.

Técnicamente, T-SPOT.TB, requiere mas sangre, mayor
tiempo de preparacién y es mas laborioso de realizar que
QuantiFERON-TB-Gold In Tube, y ademds no permite tra-
bajar con las muestras de manera diferida. QuantiFERON-
TB Gold In-tube parece mas recomendable para el ambito
extra-hospitalario y para estudios de contactos mas o menos
numerosos. T-SPOT.TB parece mas recomendable para el
ambito hospitalario, especialmente en pacientes con inmu-
nodepresion, o en valoraciones previas a terapias con inmu-
nosupresores en general y anti-TNF en particular; aunque,
probablemente, en estos casos, lo mas recomendable sea la
realizacién simultdnea de ambos IGRAs.

Ventaja de las técnicas de determinacion de IGRAs
sobre la prueba de la tuberculina

Las nuevas técnicas de diagnéstico in vitro de la infec-
cion tuberculosa ofrecen importantes ventajas sobre la PT:
no presentan interferencias con la vacuna BCG; se evita la
subjetividad de la interpretacion; evitan la visita de lectura;
incorporan un control positivo que proporciona valiosa infor-
macién a la hora de interpretar una prueba, aparentemen-
te negativa, como verdadera negativa o indeterminada como
resultado de errores técnicos o por la inmunodepresion.

Sensibilidad y especificidad

En ausencia de una auténtica prueba de referencia para
el diagnoéstico de la infeccion tuberculosa es dificil estable-
cer la sensibilidad y especificidad de estas nuevas técnicas
diagndsticas.

Para solventar el problema de la sensibilidad se han uti-
lizado tres estrategias: 1) Evaluar a los pacientes que tienen
una tuberculosis activa y por lo tanto deben estar infecta-
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- Se pueden emplear en todos los casos en los que la prueba
de la tuberculina estd actualmente recomendada.

— Deberan utilizarse en lugar de la prueba de la tuberculina y
no ademds de ella.

- No se recomienda usar solamente IGRAs para excluir LTBI
en:
- Inmunodeprimidos.
- Niflos menores de 5 afios de edad.
- Pacientes que van a ser tratados con antagonistas TNF-o..

dos; 2) Evaluar a los individuos que han estado en contac-
to con pacientes tuberculosos y estratificarles en funcién del
grado de exposicion; y 3) Analizar la concordancia entre las
pruebas de determinacion de IGRAs y la prueba de la tuber-
culina.

La bibliografia relacionada con los IGRAs es muy exten-
sa y variada, pero un reciente meta-anélisis' nos permite
una aproximacion al rendimiento de esta metodologia diag-
nostica. De los trabajos incluidos se puede inferir una cifra
de sensibilidad del 87,5% para T-SPOT.TB; del 74-84% para
QuantiFERON-TB-Gold In Tube; y del 70% para la prueba
de la tuberculina. En cuanto a la especificidad, 99% para
QuantiFERON-TB-Gold In Tube y 86% para T-SPOT.TB.

NORMATIVAS

Las diferentes normativas en lo que se refiere al uso de
IGRAs dependen de cada pafs, asi por ejemplo, los CDC
(Centers for Diseases Control) en EEUU recomiendan sus-
tituir la prueba de la tuberculina por los IGRAs en todos los
casos. Por el contrario en el Reino Unido, The Nacional Inti-
tute of Health and Clinical Excellence (NICE) recomienda el
uso de los IGRAs en combinacién con la prueba de la tuber-
culina, pero sdlo en aquellos casos en los que la tuberculi-
na haya sido positiva. En las tablas I y II presentamos un
extracto de algunas recomendaciones de uso de distintas
instituciones.

Discordancias en los resultados y posibilidades futuras
El estudio de los resultados discordantes entre la tuber-
culina y los IGRAs, y de los IGRAs entre si, sin duda requie-
re una atencion especial. Ademas de las discordancias entre
tuberculina e IGRAs atribuibles a la infeccién por MNT, se
ha sugerido que también podrian guardar relacién con la
deteccién de la infeccién remota versus reciente. El formato
actual de los IGRAs se basa en una estimulacién de las célu-

- IGRAsy tuberculina no permiten distinguir entre LTBI y
enfermedad activa

- IGRAs presentan una elevada especificidad en vacunados
93-99%, son mas consistentes los estudios con QFT que con
T-SPOT.TB (derivan de la experiencia con la versién
ELISPOT)

— Tuberculina especificidad alta (aprox. 97%) en no
vacunados y es variable o baja (aprox.60%) en vacunados

- IGRAs sensibilidad en TBC activa 75-90% (QFT aprox. 75-
80%, T-SPOT.TB aprox. 90%), tuberculina similar a QFT
inferior a T-SPOT.TB

- Existen pocos estudios, y son muy heterogéneos, sobre
sensibilidad IGRAs en inmunodeprimidos, T-SPOT.TB
parece superar a la tuberculina

- IGRAs en estudio de contactos se correlacionan bien con
otros marcadores pero no necesariamente mejor que la
tuberculina en todas las poblaciones

- IGRAs se correlacionan mejor que la tuberculina en
poblaciones con incidencia baja + BCG

- Siempre se encontraran casos con discordancias entre
IGRAs y tuberculina pero no siempre podran ser
explicadas. Parecen reducirse cuando se modifican los
puntos de corte

- Discordancias significativas en personal sanitario
tuberculina+,IGRAs-

- IGRAs en < 18 afios sensibilidad en TBC activa variable T-
SPOT.TB parece superior a QTF

- Discordancias frecuentes en nifios tuberculina+,IGRAs-

- IGRAs estin descritas conversiones y reversiones, su valor
prondstico se desconoce

- Enlaactualidad se desconoce el valor predictivo de
IGRAEs, los resultados de los 3 estudios publicados no son
consistentes.

las de corta duracién (18 h) con los antigenos micobacteria-
nos. Por lo tanto, se considera que estas técnicas tinicamen-
te detectan infeccion tuberculosa recientemente adquirida.
La produccién del interferén-gamma por las células T memo-
ria podria ser detectado por técnicas in vitro tras periodos de
incubacion mayores. Poder identificar los individuos recien-
temente infectados tiene una gran trascendencia en la prac-
tica clinica, ya que son los que tienen un riesgo mayor de
progresion hacia enfermedad. Algunos estudios en inmu-
nodeprimidos, y también en poblacién pediatrica, han mos-
trado que cuando existe discordancia entre los IGRAs, esta
discordancia tiene una correlacion negativa entre el ntime-
ro de células T que responden y la cantidad de interferén-
gamma producido. Es decir, que presentan muchas células
T reactivas, pero que producen una muy pequefia cantidad
de interferén-gamma. Otro aspecto a tener en cuenta es que
la infeccién por M. tuberculosis deberia ser contemplada como
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un espectro continuo, que va desde una situacién de elimi-
nacién total de la micobacteria por la respuesta inmune,
pasando por una situacion de TB subclinica, hasta una enfer-
medad tuberculosa establecida, por lo que la designacién
convencional de infeccién o enfermedad tuberculosa en rea-
lidad corresponde a diferentes regiones de heterogeneidad
bioldgica que se solapan parcialmente. Atn no esta sufi-
cientemente estudiada la respuesta inmune mediada por
células T frente a antigenos de persistencia de M. tuberculo-
sis, especialmente en el contexto de la latencia y de la pro-
teccion contra la progresion hacia la enfermedad tuberculo-
sa. Durante la latencia M. tuberculosis estd sometido a una
privacion de nutrientes y oxigeno, y como parte de su res-
puesta adaptativa expresa una serie de proteinas que estan
codificadas en genes relacionados con la latencia, denomi-
nados de forma conjunta como Dormancy-related (DosR) anti-
gens. Estos antigenos inducen en las células T humanas la
expresion de citoquinas y de algunos factores ligados a la
resucitacion (resuscitation-promoting factors y resuscitation-asso-
ciated protein). Las funciones de muchas de estas proteinas
no estan todavia totalmente caracterizadas. También se han

126 VOL. 51 N® 216, 2011

descrito que algunos antigenos relacionados con latencia son
mas frecuentemente reconocidos por individuos infecta-
dos que por pacientes con TB activa. Por lo tanto, son nece-
sarios nuevos antigenos de latencia que exploren la biologia
de la respuesta inmune durante la infeccién, que permitan
caracterizar la respuesta protectora, identificando infeccién
remota y reciente, y que permitan diferenciar entre infeccion
y enfermedad tuberculosa.
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