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TUBERCULOSIS PULMONAR: ESTUDIO SEROLOGICO

M. Casal Roman, F. Solis Cuesta, M.J. Linares Sicilia, M. C. Arias Blanco, J.M. Redondo Ecija, C. Puig Lépez.
Centro de Referencia de Micobacterias. Facultad de Medicina. Universidad de Cérdoba. Espafia.

Realizamos un estudio seroldgico utilizando antigeno 60 en 83 enfermos diagnosticados bacteriolégicamente
de tuberculosis y en 147 sujetos sanos (donantes de sangre).

Un 70% de los enfermos diagnosticados de tuberculosis mostraron titulos superiores a 300 Ul y sélo un 9 % de
los individuos del grupo control, lo que confirma la alta especificidad y la aceptable sensibilidad de la prueba que hace
de este nuevo test de gran ayuda en el diagndstico de esta enfermedad.

El seguimiento a lo largo del tratamiento en los enfermos de tuberculosis mostr6é que los valores se mantenian

0 aumentaban.

PULMONARY TUBERCULOSIS: SEROLOGICAL STUDY

We have studied serum levels of 60-antigen in 83 patients diagnosed of tuberculosis and in 147 healthy
subjects as a control group. Levels higher than 300 IU were detected in 70% of patients with tuberculosis, and only in
9% of the control group, wich confirms the high specificity for this test with acceptable sensitivity. Followup shower
either stable or resing levels in tuberculous patients.

Las enfermedades causadas por micobacterias y particularmente M. tuberculosis siguen siendo de una gran

incidencia en nuestro pais .
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Los métodos actuales de diagndstico tienen problemas , el diagnostico de certeza sigue consiguiéndose

mediante baciloscopia y/o cultivo, pero el cultivo es lento y a veces no es realizable en adultos que no espectoran y
en nifios®, todo ello nos lleva a la busqueda de nuevos métodos diagnésticos para ayudar a la deteccién seguimiento
de la tuberculosis.

El diagnéstico serolégico es ampliamente usado en medicina para diagnosticar muchas enfermedades ©

7,8) (9,10)

Pretendemos, mediante un método serolégico ELISA ¢

detectar anticuerpos para llegar al diagnéstico de tuberculosis 2.

utilizando el antigeno 60 de micobacterias

MATERIAL Y METODOS

Hemos realizado un seguimiento desde Febrero de 1988 a Febrero de 1990 de 83 enfermos todos ellos
diagnosticados bacteriolégicamente de tuberculosis: 4 eran enfermos con tuberculosis diseminada asociada a SIDA,
3 diagnosticados de tuberculosis extrapulmonar y 73 diagnosticados de tuberculosis pulmonar activa. En 20 sueros
de enfermos del grupo mas amplio se repitio la prueba con un mes de intervalo durante 6 meses, para observar su
reproducibilidad y en otros 12 se realizaron determinaciones en el momento del diagndstico, durante el tratamiento
entre el 1°y 8° mes y al concluir el tratamiento de 9 meses.

El resto de los enfermos sélo se estudiaron en una ocasion.

La misma prueba se realizé en 147 individuos sanos donantes de sangre que se utilizd6 como grupo control (1)
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Los sueros pertenecientes a estos enfermos se mantuvieron congelados a -30% hasta su utilizacion.

La técnica ELISA se realizd con los equipos comercializados Anda-TB (ANDAELISA Anda Biologicals.
Strasbourg, France).

Los sueros se descongelaron a temperatura ambiente una hora antes de su realizacién y se diluyeron a 1/100,
posteriormente las muestras de suero diluido se distribuyeron en los pocillos recubiertos con A60 de las placas de
microtitulacién formando complejos antigeno-anticuerpos tras un periodo de incubacion. Los componentes no unidos
se eliminaron por lavado. A continuacion, se incubaron los pocillos con anti-inmunoglobulina humana marcada con
peroxidasa.

Los componentes no unidos se eliminaron nuevaimente por lavado. El sustrato de la peroxidasa,
ortofenildiamina (OPD), que contiene peroxido de hidrogeno se inocul6 a continuacién en los pocillos. La reaccion de
la peroxidasa con el OPD produce un cambio de color, proporcional a la cantidad de anticuerpos especificos
presentes en la muestra. La lectura se realizd en un lector Titertek Multiskan a 492 nm.

A partir de la densidad optica de los sueros de referencia positivos, se determiné el valor umbral y la zona de
incertidumbre. Se trazé una curva de referencia situando las densidades opticas (DO) de los sueros de referencia en
el eje aritmético de ordenadas y sus concentraciones correspondientes en el eje logaritmico de abcisas X. La
concentracién de las muestras problema analizadas a la vez que los sueros de referencia se determinaron a partir de
sus DO correspondientes y a la curva de referencia trazada.

Las pruebas se realizaron por duplicado calculandose el valor medio de ambos resultados obtenidos.

Se utilizan 3 controles positivos, uno negativo y uno blanco.

RESULTADOS

Calculamos el valor umbral en nuestra zona para considerar a partir de qué valor es positivo el resultado. Para
ello utilizamos 147 sueros control y 70 sueros de enfermos diagnosticados bacteriolégicamente de tuberculosis y
colocamos el valor umbral en 300 Ul (Tabla I).

TABLA 1
CALCULO DEL UMBRAL EN NUESTRA ZONA

Valor umbral S E VP positivo VP negativo TVFP TVEFN
% % %o % % % %

150 86 67 53 87 33 14
200 78 80 65 86 20 22
250 72 87 72 85 13 28
300 68 91 77 85 9 32
350 67 92 79 84 8 33
400 63 94 83 82 6 37
450 57 96 88 81 4 43
500 52 97 89 79 3 48

S= Sensibilidad E= Especificidad VP= Valor Predictivo

TVFP= Tasa valor falso positivo TVFN= Tasa valor falso negativo
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De los 83 enfermos de tuberculosis en los que se

realizd la prueba, el 70% fueron positivos y solo

encontramos un 9% de los 147 sueros del grupo control TABLA 11
(Tablas Il y I1). Serologia de enfermos tuberculosos
Los resultados obtenidos realizando este estudio N° %
sobre distintos estadios clinicos de tuberculosis nos
muestran que el porcentaje mas alto (71.26%) se (<30.0.UI) 58 70
0S1{1vO
obtiene en enfermos diagnosticados de tuberculosis P
pulmonar activa (Tabla IV). 100-300 UI 11 13
El total de los 20 sueros con resultado positivo (Intermedio)
(300 UI) que se repitieron tras 6 meses mantuvieron <100 Ul 14 17
todos la positividad. (negativo)
De los 12 sueros de enfermos de tuberculosis a
_ o _ TOTAL 83
los que se hizo seguimiento, 10 mantuvieron la
positividad en las diferentes determinaciones y 2
aumentaron significativamente el nimero de unidades TABLA III
(1: de 950 a 1350 y 2: de 900 a 1350). Serologia del grupo control
N° %
DISCUSION <300 UI 14 9
(positivo)
Los resultados confirman la alta especificidad y la 100-300 [,H 69 47
I (Intermedio)
sensibilidad aceptable que hace de este nuevo test de
gran ayuda en el diagnostico de esta enfermedad “. <100 UI 64 44
Coincidimos con Daza en colocar el valor umbral (negativo)
en 300 IU como mas apropiado, debido a que en una TOTAL 147
sensibilidad que se acerca al 70% tenemos una
especificidad de mas del 90% V.
Encontramos  mejores  resultados  cuando TABLA IV
estudiemos la tuberculosis pulmonar activa, al igual que Resultados segiin el estadio clinico de tuberculosis
®)
otros autores ™. Estadio clinico <300 100-300 <100 TOTAL
La aparicion de falsos negativos en enfermos TBC
diagnosticados bacteriolégicamente de tuberculosis, o
. i ; TBC primaria 2 1 0 3
aunque esta actualmente en estudio, podria deberse a TBC diseminada
varios mecanismos, por un lado a la débil avidez de los asociada a SIDA 3 0 1 4
anticuerpos sintetizados, por otro a la formacién de TBC extrapulmonar 1 ! 1 3
. . . ) TBC pulmonar
inmunocomplejos o bien a factores supresores. Varios activa 50 7 14 73
autores han demostrado que los pacientes con
TOTAL 58 9 16 83

tuberculosis, ademas de anticuerpos, también tienen

antigenos micobacterianos circulantes, los cuales

pueden wunirse al anticuerpo y formar complejos
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inmunes, dejando un poco anticuerpo libre para poderse ligar al antigeno utilizado en la prueba serolégica,
disminuyéndose su eficacia "

La positividad de los sueros se mantiene a pesar del tiempo de congelaciéon de los mismos.

Parece ser que la respuesta serologica de tuberculosis con relacion al Antigeno 60 discurre de forma

independiente al efecto de la quimioterapia antituberculosa.
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