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1.1 SITUACION ACTUAL DE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis (TB), es una enfermedad infecciosa transmisible que est4 causada
por especies bacterianas pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis. De
todas las especies componentes de este complejo, Mycobacterium tuberculosis es el
agente etiologico mas frecuente causante de la enfermedad, aunque existen otras (M.
bovis, M. africanum, M. canetii, M. caprae y M. canetii), que ocasionalmente pueden

producir patologia en el ser humano [1-3].

A pesar que desde hace mas de 70 afios se conocen tratamientos eficaces y
baratos, la TB se encuentra, junto al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el
paludismo, entre las tres enfermedades infecciosas causantes de mayor mortalidad a

nivel mundial [4].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que en el afio 2013 se
produjeron 9 millones de nuevos casos de enfermedad tuberculosa y 1,5 millones de
muertos por su causa, de los que 360.000 presentaban también co-infecciéon por VIH
[4]. Los paises y sociedades con menores recursos econdmicos y sociales son los de
mayor prevalencia de enfermedad, por lo que destacados tisidlogos han definido a la TB

como una enfermedad social (Figura 1) [5].

Estimated TB incidence rates, 2013
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Figural  Incidencia estimada de tuberculosis por paises en 2013.
Fuente: Global tuberculosis report, WHO 2014

-21 -



Introduccion

A pesar de la espectacularidad de las cifras, en los ultimos afios se observa ya una
tendencia descendente tanto en la incidencia de la enfermedad, que fue del 2,2% entre
2010 y 2011, como en la mortalidad, que ha decrecido en un 45% desde 1990 (Figura
2).

Prevalence Incidence Mortality
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Figura2.  Tendencia global de prevalencia, incidencia y mortalidad por
tuberculosis
Fuente: Global tuberculosis report, WHO 2014

Espafia sigue presentando una incidencia superior a la que presentan otros paises
de nuestro entorno. Los datos oficiales de incidencia estan probablemente
infraestimados debido a la infradeclaracion de casos por parte de los médicos

responsables del diagnodstico [6-9].

Segtin el informe de 2014 del European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC), la tasa de enfermedad declarada en 2012 en Espafia fue de 13,0
casos/100.000 habitantes, con un descenso medio anual del 8% desde el afio 2008 [10].
En Galicia existe desde 1996 un Programa de Prevencion y Control de la TB. Entre sus
funciones estd la de realizar una busqueda activa de casos, tanto entre personas con
riesgo de enfermedad, como a través de distintos registros que tratan de localizar a
enfermos no declarados. Por ello, es probable que los datos oficiales sean muy proximos
a la realidad [11]. En 2013, la incidencia de enfermedad se estim6 en 21,8
casos/100.000 habitantes [12]. A pesar de que el nimero de enfermos nuevos anuales es
aun superior al del resto del estado, es de sefialar el notable progreso realizado desde los
inicios del programa en 1996, cuando el niimero de casos nuevos mostraba una
incidencia superior a los 70 casos/100.000 habitantes (Figura 3). Sin duda alguna, la
cumplimentacion de los pilares basicos de control de la enfermedad (diagndstico precoz,
tratamientos eficaces y estudio de personas con elevado riesgo de progresion a

enfermedad), han contribuido a esta gran disminucion de la incidencia [13].
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Figura3. Incidencia de tuberculosis en Galicia desde Ia creacion del Programa
Gallego de Prevencion y Control de tuberculosis.
Fuente: Informe da tuberculose en Galicia. Xunta de Galicia 2014

En el area de Pontevedra-Salnés y en la ciudad de Pontevedra, la incidencia es
levemente superior a la media gallega, tal y como ocurre en otros areas costeras de la

comunidad autonoma (Tabla 1) [12].

Tabla 1. Niimero de nuevos casos de tuberculosis e incidencia de Ia enfermedad
por Unidades de Tuberculosis en Galicia durante el afio 2013.

uUTB Nam. Incidencia
A Coruna 146 26,5
Ferrol 45 22,6
Lugo 6l 17,6
Ourense 54 16,5
Pontevedra 85 27,7
Santiago 83 17,8
Vigo 129 22,6
603 21,8

Fuente: Informe da tuberculose en Galicia. Xunta de Galicia 2014

Por otra parte, el porcentaje de cepas de M. tuberculosis resistentes al farmaco
isoniacida entre los pacientes con diagnéstico inicial de tuberculosis (aquellos que
nunca han recibido tratamiento previo), es del 5%, lo que puede considerarse como

valores claramente inferiores a los observados en otras partes del mundo (Figura 4).
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Igualmente, las cepas multirresistentes (resistencia al menos a isoniacida y rifampicina),
son practicamente anecdoticas, detectandose un solo caso en el afio 2013 entre los
pacientes nunca tratados, y otros dos casos entre los pacientes que habian recibido

tratamiento previo [12].

we 1
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Figura 4. Porcentaje de enfermos nunca tratados de tuberculosis con enfermedad
multirresistente (resistencia a isoniacida y rifampicina).
Fuente: World Health Organization. Global tuberculosis report 2014
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1.2. PATOGENIA

1.2.1. MYCOBACTERIUM TUBERCULQSIS.

Mycobacterium tuberculosis es el agente causante de la TB. Se trata de un bacilo
débilmente Gram negativo, perteneciente al género Mycobacterium el cual engloba a
mas de 50 especies [14]. De todas ellas, solo unas pocas son capaces de producir
enfermedad en la especic humana: M. tuberculosis tuberculosis, M. bovis, M.
africanum, M. canetii, M. pinnipedi y M. caprae [1, 3, 15-17]. Como las restantes
especies del género Mycobacterium, M. tuberculosis posee una pared muy rica en
lipidos (hasta un 40%), lo que le hace ser un bacilo acido-alcohol resistente y que
presente dificultades para su tincion en el laboratorio. La acido-alcohol resistencia es
una caracteristica de alta especificidad de la bacteria, y en ella se ha basado
historicamente el diagnostico microbioldgico con tinciones como la de Zielh-Neelsen

[18]. En la Figura 5 se muestra una tincion caracteristica de esta bacteria.

- . ‘/ ; £ = <

AN, -ﬁl o9 VAR PN

Figura 5. Tincion de Zielh-Neelsen. Se observan muiltiples bacilos dcido-alcohol
resistentes.

La bacteria es inmovil, de unas 0,5 a 4 micras de didmetro, es aerobia y no
produce esporas. Su velocidad de crecimiento, incluso en medios especificos es muy
lenta. Su tiempo de division es de unas 18 horas, extremadamente elevado si lo
comparamos con otras bacterias de alta prevalencia infecciosa como Streptococcus
pneumoniae o Escherichia. coli (20-30 minutos) [18]. Es precisamente esta
caracteristica, la lentitud en su replicacion, junto con su capacidad de eludir la respuesta
inmunitaria humana, lo que hace que esta especie presente alta dificultad para su

eliminacion y sea probablemente la causa de su alta prevalencia historica.
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1.2.2. TRANSMISION

La TB es una enfermedad transmisible, habitualmente por via aérea, aunque
existen otros modos de transmision como la via digestiva, a través de la ingesta de leche
proveniente de ganado infectado [19], o incluso la sexual [20]. La fuente mas
importante de infeccion es a partir de un enfermo con TB respiratoria que expulsa
gotitas de 1-5 um de diametro (gotas de Fliigge) que contienen bacilos tuberculosos.
Debido al tamafio y peso de las gotitas, éstas pueden permanecer en suspension en el
aire durante algunos minutos o incluso horas. Las secreciones contaminadas de
enfermos pueden ser inhaladas por otras personas que de esta forma adquieren la

infeccion (Figura 6).

El riesgo de infeccion depende de diversos factores. Los mas decisivos son la
carga bacilar del enfermo, la proximidad fisica y el tiempo de contacto [21-23]. Los
pacientes baciliferos son aquellos en los que se visualizan bacilos directamente al
microscopio tras tincion de esputo. Su capacidad de transmisioén de la enfermedad es
mayor que en aquellos en los que la presencia de bacilos en el esputo solo es

demostrable mediante cultivo.
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Figura 6. Transmision por via aérea de la tuberculosis

1.2.3. TUBERCULOSIS ACTIVA'Y TUBERCULOSIS LATENTE.
RESPUESTA INMUNITARIA

Tras la inhalacion de M. tuberculosis y su llegada al espacio alveolar se pueden

producir cuatro situaciones:
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1. Eliminacién directa del bacilo

2. Infeccion latente

3. Desarrollo de enfermedad tuberculosa (tuberculosis primaria)

4. Desarrollo de enfermedad tras un periodo previo de infeccion latente

(reactivacion tuberculosa).

Tras la llegada de M. tuberculosis a los alvéolos pulmonares, el bacilo es
fagocitado por los macréfagos alli presentes. Existe evidencia indirecta de que la
inmunidad innata puede eliminar directamente a la bacteria [24, 25]. En condiciones
normales en un macrofago, el fagosoma que contiene los bacilos fagocitados se fusiona
con el lisosoma (que contiene enzimas hidroliticos), llevando a la destruccion de la
bacteria en el interior del fago-lisosoma. Los macréfagos tienen ademas otros
mecanismos que ayudan a la destrucciéon de patdgenos, como es la produccion de

especies reactivas de oxigeno (ROS), que dafian a las bacterias.

Sin embargo, M. tuberculosis es un patogeno intracelular y habitualmente logra
evitar su destruccion en el interior del macrofago alveolar [26]. Para ello utiliza
multiples mecanismos, algunos de ellos bien conocidos como la inhibicion de la unién
del fagosoma con el lisosoma [27, 28], la inhibicién o resistencia a la acidificacion del
fagosoma [29, 30], la generacioén de resistencia a especies intermediarias reactivas de
oxigeno (ROI) (habitualmente toxicas para otros patdogenos) [31] o la inhibicion de la

maduracion del fagosoma [32, 33].

Por otra parte, aunque la respuesta inmunitaria no sea capaz de eliminar el bacilo,
si que logra su contencién en un estado de persistencia sin replicacion [34], o con
replicacion ocasional dindmica [35, 36]. La situacion final del control de la infeccion
dependera del equilibrio que se establezca entre la respuesta inmunitaria y la bacteria.
En funcion del predominio de una u otra, se establecera un estado de latencia que puede

ser persistente, o la generacion de enfermedad tuberculosa activa.

Con todo, el concepto de latencia-enfermedad no se entiende como
compartimentos excluyentes unidireccionales. Existe un equilibrio dindmico que puede

ser bidireccional, e incluso con situaciones “frontera” entre ambas situaciones para las
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que se han propuesto terminologias como “tuberculosis subclinica” o ““‘tuberculosis
incipiente” [37-39] (Figura 7).

Se conocen multiples factores que pueden intervenir en el equilibrio entre la
respuesta inmunitaria del huésped y la bacteria, que pueden condicionar la progresion
del estado de latencia a tuberculosis activa. Existen factores dependientes de la bacteria,
como la carga bacilar y su virulencia, pero también del huésped, como la respuesta

inflamatoria que se genera, factores genéticos, o su situacion inmunitaria [40-46].

A B
Symptomatic
g g
E E Subclinical Incipient Asymptomatic
= e TB B
% - %
2 - Disease 3 -------------------------- Disease
- =
Weak Strong Weak Strong
Host response Host response

Figura 7. Vision conceptual de Ia infeccion latente tuberculosa, enfermedad
tuberculosa y situaciones subclinicas e incipientes
Fuente: Achkar [M, et al. Journal of Infections Diseases 2011:204:Suppl 4: $1179-86

Respuesta inmunitaria frente a M. tuberculosis

Como antes se comento, los macrofagos alveolares son las principales células del
sistema inmunitario innato que participan en la eliminacion del bacilo tras su entrada en
los alveolos pulmonares. Junto a los macréfagos alveolares, la implicacion de otras
células inmunitarias van a jugar un papel muy importante en la respuesta frente a la
infeccion tuberculosa, bien participando en ayudar a su eliminacion (caso de los
linfocitos T helper y citotdxicos), o incluso ayudando a su diseminacion. Esto ultimo es
lo que pueden realizar las células dendriticas, células especializadas en la presentacion
de antigenos a los linfocitos T helper. Estas células, a diferencia de los macrofagos
diferenciados, tienen capacidad migratoria, lo que hace que puedan participar en la
difusién por via linfatica y sanguinea de M. tuberculosis. Se ha descrito que la
micobacteria puede impedir la maduraciéon de las células dendriticas, afectando a su

capacidad de activar la proliferacion de linfocitos T y de producir citocinas [47].
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Pero sin duda, el componente leucocitario crucial para controlar la infeccion
tuberculosa por parte del sistema inmunitario es el compartimento de los linfocitos T.
No solo son capaces de activarse y ayudar a que los macrofagos destruyan a los bacilos
intracelulares, sino que se ha observado que las multiples interacciones entre los

linfocitos T y los macréfagos infectados, conllevan a la formacion de granulomas [48].

Los linfocitos principalmente implicados en la respuesta frente a M. tuberculosis
son los linfocitos T helper. La presentacion antigénica a los linfocitos T helper CD4+
por parte de las células dendriticas induce su capacidad efectora productora de citocinas,

presentando diversos fenotipos funcionales: Th1l, Th2, Th3, Th17, Th22.

De todos estos posibles fenotipos, es la respuesta Thl la predominante en
situaciones de infeccion por M. tuberculosis. Los linfocitos Thl activados migran hacia
el foco de infeccion y son los responsables de organizar la respuesta inmunitaria celular
encargada de contener al bacilo. En esta respuesta frente a la bacteria van a participar
tanto células del sistema inmune innato (fundamentalmente los macréfagos) y del
sistema inmune especifico (sobre todo los linfocitos Th1). En situaciones en donde hay
una potenciacion de la respuesta inmunitaria hacia los linfocitos Th2, en lugar de hacia
los Thl, como ocurre en los casos de infestacion cronica por helmintos, se ha sugerido

un mayor riesgo de progresion a TB activa [49], aunque no de manera concluyente [50].

Otras células también importantes en la respuesta inmunitaria frente a M.
tuberculosis son los linfocitos T y/0 y los linfocitos T citotoxicos (CD8+). Los
linfocitos T y/6 combinan propiedades tanto de respuestas inmunitarias de tipo innato
como de tipo adaptativo. Reconocen lipidos y glicolipidos presentados por moléculas
CDI1, asi como fosfoantigenos no peptidicos. Se ha sugerido que estas células se
expandirian en etapas tempranas de la infeccion tuberculosa, con importante funcion
microbicida tanto por la produccion de citocinas pro-inflamatorias, como de perforinas

y granzimas [47, 51].

En el caso de los linfocitos T citotoxicos CD8+, se ha observado que no sélo
eliminan macréfagos infectados, sino que pueden destruir directamente a la bacteria

intracelular, gracias a la produccién de granulolisina [52, 53] .

Infeccion tuberculosa
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El proceso de infeccion se inicia tras la internalizacion de la micobacteria por
parte de los macrofagos, con su consiguiente activacion y produccion de numerosas
citocinas, principalmente la interleucina 12 (IL-12). Ademas, el propio linfocito Thl
regula la respuesta del macrofago mediante la produccion de otras citocinas, entre las
que destaca el interferon gamma (IFN-y) que activa al macrofago y facilita la
destruccion intracelular del bacilo (Figura 8). Finalmente, si el proceso de activacion
persiste, se forma un granuloma constituido sobre todo por macréfagos, aunque también
por otras células con actividad [54] que logran la contencién del bacilo [55-57]. La

persistencia del granuloma evita asi la progresion a enfermedad.

Se ha observado que para que se produzca la formacién y contencion del
granuloma, es fundamental también la presencia de otra citocuina, denominada factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), que es producida fundamentalmente por los macrofagos
presentes en el granuloma [58]. La inhibicion de TNF-a en terapia biologica con
anticuerpos monoclonales anti-TNF o con proteinas de fusion frente a esta citocina,

aumenta el riesgo de desarrollo de enfermedad tuberculosa activa [59].

Fagosomacon

M. tuberculosis

Figura 8. Esquema del eje IL-12/IFN-y durante la respuesta inmunitaria frente
al patégeno intracelular M. tuberculosis
Fuente: Anibarro L, Garet E, Felpeto 1, del Campo 1/, Montes |, Gonzalez-Fernandez
A. Inmunologia 2011, 30:36-44
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1.2.4. FACTORES DE RIESGO DE DESARROLLO DE ENFERMEDAD
TUBERCULOSA

Aunque, como ya se ha sefialado, la frontera entre infeccion latente y enfermedad
tuberculosa no es siempre nitida y definida, son bien conocidos una serie de
condicionantes epidemioldgicos y personales que favorecen el desarrollo de enfermedad

activa.

El desarrollo de tuberculosis en un paciente infectado es habitualmente un proceso
que consta de dos fases: en la primera fase la respuesta inmunitaria es capaz de detener
la expansion del bacilo, el cual queda contenido en las formaciones granulomatosas [60,
61]. Sin embargo, se estima que en alrededor de un 10% de las personas infectadas hay
una segunda fase en la que acaban desarrollando enfermedad tuberculosa, tras la
activacion y proliferacion continuada de M. tuberculosis [60, 62]. En términos globales,
un 5% lo haran durante los dos primeros afios después de la infeccion, mientras que el

5% restante pueden desarrollarla en los afios posteriores.

Tras el inicio de la epidemia de infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), éste se ha constituido como el factor individual de mayor riesgo de
progresion a enfermedad tuberculosa [63, 64]. Se calcula que el riesgo relativo de
desarrollo de enfermedad tuberculosa es de entre 50 y 110 veces superior al de la
poblacion sana [65, 66]. Ademads, las caracteristicas clinicas de la enfermedad en
pacientes con infeccion por VIH son de mayor complejidad diagnoéstica y severidad [67,
68]. La razon de esta alta prevalencia de infeccion tuberculosa es debida a la alteracion
que produce el virus VIH sobre los linfocitos T helper CD4+ de los pacientes
seropositivos, con la consiguiente inmunosupresion sobre todo frente a patdgenos

intracelulares.

Otras situaciones en las que la respuesta inmunitaria celular esta alterada son bien

conocidas como factores de riesgo de desarrollo de enfermedad:

e Como antes se comentod, tratamiento con farmacos inhibidores del factor

de necrosis tumoral alfa [59, 69]

e tratamiento sistémico con corticoides y otras inmunosupresiones [70]
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e desnutriciéon y bajo peso [71, 72]

o diabetes mellitus especialmente en fases avanzadas [73-75]

e insuficiencia renal terminal [76-79]

e neoplasias hematologicas [80-83]

Existen otros factores que han querido también relacionarse con cierto grado de
riesgo de progresion a enfermedad como las edades extremas de la vida [60],
tabaquismo [84-86], consumo de alcohol [87], asociacion con otras enfermedades como
la silicosis [88] y enfermedad celiaca [89, 90], asi como factores sociales y laborales

[91-97].

Ademas, se ha demostrado la existencia de predisposicion genética al desarrollo
de enfermedad en algunos grupos étnicos y familiares [98-102]. Entre los factores
genéticos descritos de susceptibilidad a infeccion tuberculosa, se han incluido defectos

en la generacion de citocinas (IFN-y, IL-12, TNF-a), o en sus receptores [103, 104].
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1.3. DIAGNOSTICO

1.3.1. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD ACTIVA

El diagnostico de la enfermedad tuberculosa supone en muchas ocasiones un reto
debido a la frecuente aparicion de sintomatologia inespecifica. La presentacion clinica
asocia la aparicion de sintomatologia constitucional (astenia, anorexia, adelgazamiento)
y la propia de la localizacién de la enfermedad. La presentacion mas frecuente es la
respiratoria, siendo la tos prolongada el sintoma mds comin. La confirmacién
diagnostica serd siempre microbioldgica demostrando la presencia en cultivos de bacilos
tuberculosos. Su presencia es siempre patoldgica y debe ser considerada sinébnimo de

enfermedad.
Los métodos empleados en la practica clinica habitual para el diagndstico son:
1- La deteccion de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR).

La 4cido-alcohol resistencia es una caracteristica altamente especifica de M.
tuberculosis. La identificacion de BAAR en microscopia directa es una técnica barata y
sencilla, por lo que es ampliamente utilizada en todo el mundo para el diagnostico de
enfermedad tuberculosa. Las técnicas mas comunmente utilizadas son la tincion de
Ziehl-Neelsen, que es la técnica convencional, y la tincidn con auramina, que es de
mayor rapidez. Sin embargo, la sensibilidad diagnostica de estas pruebas es
relativamente baja (50-60%) especialmente en el caso de nifios, pacientes coinfectados
por VIH y en muestras no respiratorias [105, 106]. Por otra parte, la acido-alcohol
resistencia es una caracteristica presente también en otras especies de micobacterias no
tuberculosas e incluso en otros géneros como Actinomyces o Nocardias [107]. Por ello,
la presencia de BAAR no es nunca concluyente de tuberculosis, aunque en la mayor
parte de los contextos si es altamente sugestiva. Ademas, la presencia de BAAR en

muestras respiratorias es un indice de contagiosidad del enfermo [108].
2- El cultivo y posterior identificacion de M. tuberculosis

Este es el método de referencia para el diagnostico de tuberculosis [62]. Existen

basicamente dos sistemas de cultivo para micobacterias: los medios sélidos y los
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medios liquidos. Los medios sélidos (Lowenstein-Jensen, Coletsos, etc) son de menor
coste, pero de crecimiento lento (no es inhabitual la deteccion de colonias tras mas de 6-

8 semanas de incubacion) (Figura 9).

Figura 9. Morfologia de colonias de M. tuberculosis en medio de Léwenstein-
Jensen.

Los medios liquidos (ESP, Middlebrook 7H9, etc) presentan crecimientos mas
rapidos, pero su coste es mas elevado. Es interesante destacar que las pruebas de

sensibilidad a farmacos de la M. tuberculosis se realizan sobre crecimientos en cultivos.

3- Las pruebas de amplificacion y deteccion de acidos nucleicos especificos de

M. tuberculosis (y de otras micobacterias no tuberculosas).

Estas son técnicas complementarias para el diagnostico e identificacion de la
especie. El uso de estas técnicas se ha generalizado en los ultimos afios en nuestro
medio. Permiten establecer diagnésticos muy rapidos (menos de 24 horas), alcanzando
valores de sensibilidad y especificidad muy proximas a las obtenidas con los cultivos.

El estudio genético permite también la deteccion de genes de resistencia a
farmacos, que en el caso de la Rifampicina alcanza una especificidad préxima al 95%
[109]. De hecho, existe desde hace unos afios un método diagnostico denominado Xpert
MTB/RIF que en menos de dos horas detecta simultaneamente la presencia de ADN de
M. tuberculosis y una eventual resistencia genética a Rifampicina que es un marcador
habitual de multirresistencia [110, 111]. Su sensibilidad en muestras respiratorias es del
75% en pacientes no baciliferos, y superior al 98% en pacientes con presencia de BAAR

en esputo [112, 113].
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4- Otros métodos

Existen otros métodos menos utilizados para el diagnostico de enfermedad. La
deteccion en orina de antigenos micobacterianos (lipoarabinomanano, LAM), por
ejemplo, es un campo prometedor para el diagndstico en pacientes coinfectados por el

virus de la inmunodeficiencia humana [114-116].

1.3.2. DIAGNOSTICO DE LA INFECCION LATENTE

A diferencia de lo que ocurre para el diagndstico de la tuberculosis activa, no
existe ninguna prueba de referencia (“gold standard”) que asegure de manera definitiva

el diagnostico de la Infeccion Latente Tuberculosa (ILT).

Los métodos empleados en personas sin enfermedad tuberculosa se basan en la
respuesta inmunitaria generada por sus células linfocitarias sensibilizadas frente a la M.
tuberculosis, tras haber tenido un contacto previo con la bacteria. Todas las pruebas
disponibles no son mas que marcadores indirectos de infeccion, y ademads, ninguna de

ellas distingue entre la situacion de latencia con la de enfermedad activa.

Existen en la actualidad dos sistemas de deteccion de infeccion tuberculosa

basados ambos en la respuesta inmunitaria del paciente:

1) El primero de ellos, de una antigiiedad proxima a los cien afios es la

Prueba cutanea de Tuberculina (PT) que se realiza in vivo.

2) El segundo sistema se basa en la deteccién “in vitro” de interferon-y
secretados por linfocitos T sensibilizados frente a antigenos de M.

tuberculosis.

Con respecto al valor diagndstico de la presencia de anticuerpos especificos frente
a M. tuberculosis, se han realizado numerosos estudios de su valor para el diagndstico
de la enfermedad o infeccion tuberculosa, e incluso existen pruebas comercializadas.
Sin embargo, a pesar de que existe una evidencia creciente de que los linfocitos B tienen
participacion en la inmunidad frente a M. tuberculosis [117], su validez esta todavia en

discusion [118].
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ANTIGENOS DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Como ya se ha comentado, el diagndstico de ILT se basa en la respuesta bien in

Vivo o bien in vitro frente a distintos antigenos presentes en M. tuberculosis. Han sido

multiples los antigenos analizados hasta el momento en busqueda de algin marcador de

infeccion tuberculosa, y otros muchos aun se encuentran en fase de investigacion.

Los antigenos empleados actualmente en las pruebas comercializadas aprobadas

por el “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC) y el “European Center for

Disease prevention and Control” (ECDC) son Gnicamente cuatro: la tuberculina, CFP-
10, ESAT-6y TB7.7.

1)

2)

La tuberculina o PPD (derivado proteico purificado) es un extracto de
decenas de antigenos de M. tuberculosis. Son los que se emplean en la
prueba cutdnea de la tuberculina segun la técnica de Mantoux. Estos
antigenos no son especificos de M. tuberculosis, sino que estan también

presentes en otras micobacterias y en la vacuna BCG.

Existen actualmente varios tipos de tuberculinas comercializadas en
el mundo para la realizacion de la prueba, siendo la PPD-S (purified
protein derivative de Seibert) la de referencia. En Espafia, el equivalente
habitualmente utilizado de tuberculina es el PPD-RT23.

ESAT-6 (del inglés “Early Secretory Antigen Target 6”), CFP-10 (del
inglés ““Culture Filtrate Protein 10”") y TB7.7. (Proteina Recombinante
Rv2654) son antigenos mas especificos de la M. tuberculosis, ya que no
estan presentes en la vacuna BCG, ni son expresados por otras

micobacterias, excepto M. marinum, M. kansasii y M. szulgai.

Son los antigenos empleados en las pruebas comercializadas de
deteccion in vitro de IFN-y (IGRA) para el diagndstico de infeccion
tuberculosa. Estos antigenos se expresan en las fases de replicacion de la
bacteria tuberculosa, aunque también en medios hipoxémicos [36].

Actualmente existen estudios prometedores que analizan la respuesta a la

-36 -



Introduccion

inyeccion intradérmica de ESAT-6 y CFP-10 segun la técnica de Mantoux,

como sustituto de la tuberculina empleada habitualmente [119].

Ademas de estos antigenos, existen otros con potencial diagnostico, pero sin

aplicacion practica ain en la clinica diaria:

1)

2)

3)

4)

5)

TB10.4. Se ha visto que esta proteina tiene alto poder inmunogénico, y por
tanto un posible papel en el diagnodstico de infeccion tuberculosa [120,

121]

Rv3425. Se trata de un antigeno inmunodominante de M. tuberculosis no
presente en la vacuna BCG. Este antigeno es capaz de provocar liberacion
de IFN-y por parte de linfocitos sensibilizados. En base a esto, se ha
propuesto como marcador de infeccion tuberculosa, bien alternativo o bien

complementario a las pruebas convencionales ya existentes [122].

Rv1985¢. Ha mostrado valor potencial en la deteccion de ILT, y como
ayuda diagnoéstica de TB activa, tanto en la evaluacion de su respuesta
humoral como antigeno de provocacion de secrecion de IFN-y en

pacientes con infeccion tuberculosa [122, 123].

RV2628. La expresion de este antigeno es mayor en pacientes con
infeccion antigua que no han desarrollado enfermedad, que en los
pacientes con adquisicion reciente de infeccion tuberculosa. Se ha
propuesto como marcador de proteccion al desarrollo de enfermedad

[124].

El lipoarabinomanano (LAM) es un lipopolisacarido que constituye uno
de los antigenos dominantes de la pared celular de M. tuberculosis. Como
ya se ha sefialado, su utilidad diagnostica estd basada en su deteccion
directa, especialmente a nivel urinario en pacientes con infeccion VIH y
recuentos bajos de células CD4. Sin embargo, no se encontrado una clara
utilidad diagnostica en la respuesta celular ni humoral frente a este

antigeno [125, 126]
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6) Antigenos de latencia. Los antigenos actualmente empleados para el
diagnostico de infeccion tuberculosa no distinguen el grado de actividad o
replicacion de la bacteria. Por ello se han buscado numerosas maneras de
encontrar marcadores que distingan la infeccion latente de la activa por M.
tuberculosis. La respuesta linfocitaria in vitro a antigenos de mayor

expresion en la fase latente es una de ellas.

Los antigenos Rv2389, Rv2435n y especialmente el Rv1733 han mostrado en
estudios iniciales, buena capacidad de diferenciacion entre los pacientes con infeccion
latente, los que tienen TB activa y los no infectados [127]. Ademas, el estudio de
antigenos de mayor expresion en la fase de latencia del bacilo es una de las bases para el
desarrollo no solo de nuevas potencialidades diagnosticas, sino también para el

desarrollo de nuevas vacunas que refuercen la inmunidad post-exposicion [128].

PRUEBA CUTANEA DE TUBERCULINA

La Prueba Cutianea de Tuberculina (PT) es la prueba diagndstica vigente de
mayor antigiiedad. Ideada en un principio como medida terapéutica, es ya en la década
de los 1920 cuando se descubre su valor diagndstico e incluso prondstico de progresion
a enfermedad [129-132]. Como antigeno se emplea la tuberculina que, como ya se ha

sefialado, esta compuesta de decenas de antigenos presentes en la M. tuberculosis.

La inyeccion intradérmica de tuberculina en el antebrazo (segun la técnica de
Mantoux), produce en pacientes previamente expuestos a la bacteria, una respuesta local
celular retardada que se manifiesta por la formacién de una induracién en la zona de la
inyeccion [133-135] (Figura 10). El tamafio de la induracion estd en relacion directa

con la probabilidad de infeccion [136].
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Figura 10. Lectura de la Prueba de Tuberculina (PT).

La realizacion de la PT requiere cierta experiencia en su realizacion y lectura.
Presenta ademas diversos inconvenientes de tipo operacional como son la ausencia de
privacidad de resultado o la necesidad de una segunda visita del paciente a las 48-72

horas para la lectura de la prueba.

Por otra parte son bien conocidas sus limitaciones de fiabilidad diagnostica.
Probablemente la mayor de ellas sea su baja especificidad. Ello es debido a la alta
cantidad de antigenos presentes en la tuberculina inyectada, muchos de ellos también
presentes en micobacterias no tuberculosas. Existen por tanto reacciones cruzadas en
pacientes infectados con otras micobacterias, y muy especialmente en pacientes con
antecedentes de vacunacion con BCG, una de las vacunas mas empleadas en todo el

mundo (Figura 11) [137, 138].

Figura 11. Cicatriz de vacunacion BCG

En la actualidad, se estan llevando a cabo ensayos clinicos que analizan la
seguridad y el valor de otras tuberculinas altamente purificadas, con menor cantidad de
antigenos y mas especificos de M. tuberculosis [119, 139, 140]. Desde un punto de vista
teorico, la hipotética implantacion de estas pruebas solventaria en gran medida la baja

especificidad diagnostica de la actual PT.

La PT puede presentar en ciertas situaciones reacciones falsamente negativas,
especialmente en pacientes inmunodeprimidos o en tratamiento inmunosupresor, en
personas con desnutricion, en edades extremas de la vida, en la infeccion reciente, o en

relacion con problemas de la técnica de inyeccion [34, 134].

A pesar de todo ello se trata de una prueba de bajo coste econdomico y sobre la que
se tiene una experiencia acumulada de casi 100 afios. Son diversos los estudios que han

demostrado el valor prondstico de esta prueba con relacion a progresion a enfermedad,
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asi como la eficacia del tratamiento preventivo basado en los resultados de la PT [130,

132, 141, 142].

PRUEBAS DE DETECCION DE LIBERACION DE INTERFERON-y
(IGRAs)

El fundamento de las pruebas de deteccion de liberacion de interferon-y (IGRAs,
del inglés “Interferon-gamma release assays”) es basicamente el mismo que el de la
PT. El diagnéstico de infeccion tuberculosa se realiza de manera indirecta, con la
determinacion de la produccion in vitro de IFN-y a partir de sobrenadantes o bien a
partir del contaje de linfocitos T de sangre periférica productores de INF-y tras ser
estimulados con determinados antigenos de M. tuberculosis (Figura 12). En caso de
exposicion previa al bacilo por parte del paciente, sus linfocitos T reconoceran los
antigenos presentados por células presentadoras, provocando una respuesta inmunitaria
con la produccién de, entre otras sustancias, IFN-y. La medida de la produccién de IFN-
v, o del nimero de células productoras, es por lo tanto, indicador indirecto de infeccion

tuberculosa [143, 144].

Existen en la actualidad dos métodos comercializados para la determinacion de

IFN-y basados en células mononucleares de sangre periférica de los pacientes.

1) Quantiferon®-TB Gold In-Tube (QFT). En esta técnica se determina la
cantidad de INF-y producida tras la activacion in vitro de leucocitos de
sangre periférica con antigenos de M. tuberculosis mediante un
inmunoensayo enzimatico denominado ELISA (del inglés “Enzyme-linked

ImmunSorbent Assay’”)

2) T-SPOT.TB®. En esta técnica se realiza un recuento del nimero de
células productoras de IFN-y (Figura 12) mediante una variante de la
técnica anterior. En este caso no se detecta la citocina soluble, sino el
numero de células productoras, mediante un ensayo conocido como

ELISPOT.

Ambas pruebas miden la respuesta frente a antigenos presentes en M. tuberculosis

complex, pero no de antigenos presentes en la BCG ni de la mayoria de las
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micobacterias no tuberculosas (excepto M. marinum, M. szulgai y M. kansasi). T-
SPOT.TB® utiliza los antigenos ESAT-6 y CFP-10, mientras que Quantiferon®-TB
Gold In-Tube incorpora también TB7-7 [145].

Whole blood (diluted or Mycobacteria tuberculosis
undiluted)/peripheral blood < > antigens (eg PPD, ESATE,
mononuclear cells CFP10, MPTG4)

l

Incubation
(overnight
or 5-6 days)

'

Sensitised T
cells release
IFNYy

h
A

\ y

b || IFNy production
- -l = | measured using

ELISA (eg Quanti- ELISPOT
FERON-TB) (eg T SPOT-TB)
Results expressed Results expressed
\ | as IFNy (pg/mL or as number of IFNy | [~ =
E 70 U/mL) secreting T cells ,.;L:jll ___}
‘ (spot-forming cells) HH

Figura 12. Esquema de Ia metodologia de laboratorio de los IGRAs: ELISA
(izquierda) y ELISPOT (derecha)
Fuente: Pai M, et al. Lancet Infections Diseases 2004;4:761-776.

Los IGRAs presentan ciertas ventajas teoricas sobre la PT. Desde el punto de vista
operativo, requieren una Unica visita del paciente, son de medicién objetiva,
reproducible y conservan la privacidad del resultado. Ademads, incorporan un tubo con
mitégeno (control positivo) y otro con control negativo, con lo que el resultado de la
secrecion de IFN-y se puede valorar en un contexto de supuesta secrecion basal elevada
o de anergia, como en el caso de pacientes con infeccion VIH o bajo tratamiento

Inmunosupresor.
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Sin embargo, los IGRAs carecen de la experiencia acumulada con la PT y su coste

es mayor. No obstante, existen multiples estudios de coste-eficiencia que cuestionan la

supuesta mayor eficiencia de la PT sobre los IGRAs en diversos contextos, bien como

alternativa a la PT o bien como prueba complementaria [146-170].

Como ya se ha comentado con anterioridad, no existe ninguna prueba diagnostica

que pueda asegurar con certeza la presencia de infeccion por M. tuberculosis en una

persona no enferma. Por ello, se ha recurrido a distintos marcadores sustitutivos de

infeccion con los que evaluar el valor de los IGRAs o, lo que es mas importante, su

capacidad de predecir progresion a enfermedad tuberculosa.

De una manera breve, los estudios que han evaluado la validez de los IGRAs son

de los siguientes tipos:

ii.

Estudios que comparan los resultados obtenidos de IGRAs con la PT.
Son los de menor calidad de evidencia. Dada la multiplicidad de estudios
existentes, los resultados obtenidos son dificiles de sintetizar. En general,
se puede afirmar que la concordancia entre ambas pruebas es menor en
personas vacunadas con el bacilo de Calmette y Guérin (BCG), en paises
de alta prevalencia de enfermedad y en situaciones de inmunosupresion.
Los primeros estudios que analizaban el valor de los IGRAs utilizaban esta

metodologia [171, 172].

Estudios que evalian los IGRAs en enfermos con confirmacion
microbioldgica, en los que la infeccion es por lo tanto segura.
Frecuentemente los pacientes con tuberculosis activa presentan algin
grado de inmunodepresion, desnutricion o dificultad para la elaboracion de
una respuesta inmunitaria adecuada [173, 174]. Por ello, y al igual que lo
que ocurre con la PT, la sensibilidad de los IGRAs en pacientes con

tuberculosis confirmada microbiolégicamente no es del 100% [175]. En un
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11l.

1v.

meta-analisis realizado en 2011, la sensibilidad global de QFT en
enfermos adultos con tuberculosis activa fue del 81%, superior a la
presentada por la PT que fue del 68% [176]. En el caso de enfermos de
edad pediatrica, las diferencias no son tan evidentes, especialmente en

nifios menores de 5 afios [177].

Estudios que evaluan los IGRAs segtn el riesgo clinico-epidemiologico
de exposicion a M. tuberculosis. En este caso, dada la ausencia de un
patron para el diagndstico de infeccion latente, se recurre al grado de
exposicion a la bacteria como marcador sustitutivo de infeccion. Los
multiples estudios realizados muestran en general una similar o mayor
correlacion de los IGRAs que la PT con el riesgo de exposicion. Variables
como los antecedentes de vacunacion con BCG, edad, inmunosupresion o
prevalencia local de la enfermedad, son factores en ocasiones claves para

la interpretacion de los resultados [178-181].

Estudios que evalian el riesgo de progresion a enfermedad en
pacientes con resultados positivos, y también la ausencia de
progresion a enfermedad en pacientes con IGRAs negativos en
ausencia de tratamiento. Son estudios con mayor calidad de evidencia,
ya que evaluan el aspecto mas practico de estas pruebas que es su valor
predictor de progresion a enfermedad. Existen hasta el momento mas
de dos decenas de trabajos que han evaluado de manera prospectiva este
aspecto en distintos contextos. Todos ellos confirman el valor pronostico
de los IGRAs de desarrollo de enfermedad, aunque con valores predictivos

positivos bajos, inferiores habitualmente al 20% a medio plazo [182]. Sin
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embargo, la comparacion de su valor prondstico con el de la PT no
muestra por el momento resultados enteramente concluyentes. Algunas
revisiones o meta-analisis observan un valor prondstico similar de ambas
pruebas [183], mientras que los IGRAs muestran superioridad en otros

[184].

El uso global de IGRAs (bien como prueba diagnostica Unica, o
complementaria a la PT) disminuye la indicacion del numero de
tratamientos de infeccion latente sin que aumente el nimero de enfermos.
Esto se ha demostrado de manera mas concluyente en paises con baja

prevalencia de enfermedad [185].

Por otra parte, se ha sugerido que el riesgo de progresion a
enfermedad activa estd en relacion directa con la cantidad de producciéon
de IFN-y [186-188].

Estudios que evaluan la eficacia del tratamiento de infeccion latente
basada en el resultado obtenido con IGRAs. Existen ya estudios que
validan la eficacia del tratamiento de la ILT en base al resultado de
IGRAs. Un estudio reciente realizado en contactos de enfermos
tuberculosos en Gran Bretana, demuestra que la realizacion de tratamiento
preventivo basado en el resultado de QFT es eficaz en la prevencion de

tuberculosis, especialmente en pacientes jovenes [182].
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1.4 TRATAMIENTO

1.4.1. BASES MICROBIOLOGICAS DEL TRATAMIENTO

Se ha postulado la existencia de tres estados metabdlicos posibles de M.
tuberculosis: 1) bacterias con crecimiento y replicacion activa 2) bacilos en situacion de
replicacion lenta o intermitente; y 3) bacilos en estado latente, sin actividad replicante

[65, 189, 190].

Los farmacos de primera linea empleados en el tratamiento antituberculoso tienen
un mecanismo de acciéon selectivo frente a cada una de estas subpoblaciones
bacterianas. Asi, la isoniacida es activa y bactericida frente a bacilos en fase de
crecimiento activo, la pirazinamida frente a los bacilos en replicacion lenta en las fases
iniciales de tratamiento, mientras que la rifampicina tiene también su mecanismo de

accion frente a bacilos de replicacion lenta [191, 192].

Histéricamente, la introduccion en 1944 de monoterapia con estreptomicina y
afnos después con isoniacida, conducia a una mejoria clinica y bacteriologica inicial de
los pacientes, por lo que se depositaron en su momento grandes esperanzas [193, 194].
Sin embargo, la mejoria inicial iba seguida meses después de una recaida con aparicion
de resistencia al farmaco empleado [195, 196]. La introduccion de esquemas de
tratamiento con al menos tres farmacos, logré evitar la generacion de resistencias,

comenzando entonces la era de un tratamiento eficaz frente a la tuberculosis [197, 198].

La carga bacilar total presente en un paciente con TB activa se ha calculado entre
10 — 10!° bacilos, ampliamente superior a la estimada en la ILT (10° - 10%). La
poblacion bacilar necesaria para la generacion de resistencias espontaneas por mutacion
cromosomica es de 10°-10% bacilos para la isoniacida y de 103-1071° en el caso de la
rifampicina [196, 199, 200]. Se precisaria en consecuencia una poblacién mayor o
superior a 10'* bacilos para la generacion de una doble resistencia antimicrobiana [201,
202]. Por tanto, el tratamiento de la ILT en monoterapia con isoniacida o rifampicina es
adecuado, ya que el riesgo de generacion de resistencias es practicamente nulo.
Consecuentemente, la base del tratamiento de la TB activa es la combinacion de

farmacos.
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1.4.2. TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS ACTIVA

Los farmacos considerados de primera linea en el tratamiento de la TB son la
isoniacida (INH, H), rifampicina (RIF, R), etambutol (EMB, E) y pirazinamida (PZ, Z).
La pauta de tratamiento estdndar recomendada por las organizaciones mas significativas
a nivel mundial y nacional, tales como la Organizacion Mundial de la Salud, la Union
Internacional contra la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias, y las sociedades
espafiolas de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica y Patologia
Respiratoria), es la de dos meses asociando INH, RIF, PZ y EMB, seguida de cuatro
meses mas con INH y RIF (pauta 2HRZE+4HR) [136, 203-205] . La intencion es que
en la fase inicial o intensiva de tratamiento (los dos primeros meses), se eliminen los
bacilos de crecimiento rapido que son porcentualmente los de mayor presencia en la TB
activa. En la fase de continuacion se intenta eliminar a los bacilos intracelulares de
crecimiento intermitente o lento, con lo que se logra prevenir los fracasos de tratamiento

y las recaidas tras la finalizacién del mismo.

En los pacientes con cepas sensibles a los farmacos de primera linea
(aproximadamente el 95% en el caso de pacientes nunca tratados en Galicia) [206], y en
ausencia de toxicidad, son escasas las situaciones en las que se deba modificar esta
pauta. Con el objeto de evitar recaidas, se debe valorar la prolongacion del tratamiento
mas alld de 6 meses en casos de lenta respuesta bacteriologica (persistencia de cultivos
de esputo positivos en el segundo mes de tratamiento), silicosis y en pacientes
coinfectados por el VIH sin tratamiento antirretroviral asociado [207-212]. La
utilizacion de preparados comerciales con dosis fijas de 3 6 4 farmacos simplifica la
toma de medicacion para el paciente, con lo que se logra una mejoria de la adherencia y
prevencion de resistencias [213-216]. Las tasas de curacidon con estas pautas en
pacientes con cepas sensibles, con adherencia correcta y en ausencia de toxicidad

farmacolodgica, son superiores al 95% [217].

1.4.3. TRATAMIENTO DE LA TUBERCULOSIS LATENTE

El objetivo del tratamiento de la ILT es la eliminacion de M. tuberculosis en fase
latente, prevenir su activacion y de esta manera evitar el desarrollo de enfermedad y
eventual transmision a terceros. Estudios realizados en los afos 1950 y 1960,

demostraron que la monoterapia con isoniacida durante periodos de 6 a 12 meses
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lograban prevenir de manera eficaz el desarrollo de enfermedad tuberculosa [130, 132,
218-220] y que esta proteccion se mantenia durante anos [221]. Desde entonces, el
tratamiento preventivo de la TB, después mds conocido como tratamiento de la
Infeccion Latente Tuberculosa, es uno de los pilares del control de la enfermedad en
paises con avanzado desarrollo econémico y tasas bajas o medias de prevalencia de

enfermedad.

Existen en la actualidad 3 pautas reconocidas eficaces de tratamiento de infeccion
latente tuberculosa: pautas de 6 a 12 meses con isoniacida, de 4 a 6 meses con
rifampicina o de 3 meses con la combinacion de ambos [136, 222]. Aunque con
diferencia las mas evaluadas y conocidas son las pautas que usan isoniacida en
monoterapia, las otras alternativas gozan de popularidad creciente debido a la menor

duracion del tratamiento [223-225].

En términos generales, se estima que Unicamente un 10% de los pacientes con
infeccion latente acabaran desarrollando enfermedad [56]. Por este motivo, y dado que
el tratamiento preventivo puede ocasionar efectos secundarios potencialmente graves, el
tratamiento no se debe recomendar de manera universal a todos los pacientes con ILT,
sino que debe restringirse inicamente a aquellos en los que el riesgo de progresion sea
lo suficientemente elevado para asumir los riesgos derivados del tratamiento y las

molestias propias de la toma de medicacion en una persona sana.

Como se ha descrito anteriormente, son multiples las situaciones conocidas de
riesgo de progresion a enfermedad (y por tanto con mayor indicacion de tratamiento
preventivo en caso de ILT). La infeccion por VIH, el antecedente de exposicion reciente
a una persona con TB pulmonar con capacidad de transmision, la silicosis, la
enfermedad radioldgica cicatricial y el tratamiento inmunosupresor, especialmente con
farmacos anti-TNF, son las entidades de mayor riesgo en las que se debe ofrecer y

persuadir al paciente para la toma de tratamiento preventivo [63, 226].

En el resto de condiciones con factores de riesgo de progresion, se debe
considerar también el tratamiento de la ILT, aunque se deben valorar otros factores
personales y médicos para la decision final. En caso de no indicacion (o rechazo del

paciente) es necesario vigilar la presencia de posibles signos clinicos de alarma de
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presentacion de enfermedad tuberculosa. Se ha recomendado también la realizacion de

controles radioldgicos seriados durante dos afios.

La eficacia del tratamiento de la ILT se estima entre el 60% y 90%. El grado de
adherencia del paciente y la duracion del tratamiento (en las pautas con isoniacida), son

los factores condicionantes del éxito final de esta terapia [227].
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1.5. PREVENCION

1.5.1. VACUNAS

La vacuna con el bacilo de Calmette y Guérin (BCG) compuesta por bacilos
atenuados de la especie M. bovis perteneciente al complejo M. tuberculosis, es hoy dia
la unica disponible y autorizada para la prevencion de desarrollo de enfermedad. Su
instauracion data ya de la década de los 1920 [228] y es aun hoy dia una de las vacunas
mas administradas en nifios a nivel mundial. Sin embargo, su eficacia estd lejos de
alcanzar los niveles de otras, especialmente en la prevencion de la TB pulmonar (la
causante de transmisibilidad) en adolescentes y adultos, y en poblaciones de paises

tropicales (los paises de mayor prevalencia de enfermedad).

El efecto protector de la vacuna BCG es variable, y se ha cifrado entre un 0 y 80%
[229]. No es bien conocida la causa, pero esta enorme variabilidad se ha relacionado
con la exposicion previa a micobacterias ambientales, virulencia de las distintas cepas
de M. tuberculosis, edad de vacunacion o la coinfeccion con parasitos y helmintos que
provocan una a respuesta inmunitaria celular predominante hacia los linfocitos T helper
2 (Th2) o de células T reguladoras (Treg), interfiriendo con la eficacia protectora de las

células Th1 [230].

La falta de eficacia protectora de la BCG y su contraindicacion en nifios
infectados por VIH [231], ha promovido la investigacién en nuevas vacunas en TB.

Actualmente existen dos vias prioritarias de investigacion [232-234]:

1) La primera de ellas pretende sustituir a la BCG, bien mediante la
creacion de nuevas cepas con BCG recombinante que ofrezca mayor
seguridad y poder inmuno6geno, o bien con nuevas cepas genéticamente

atenuadas de M. tuberculosis [235, 236].

2) Una segunda via de investigacion consiste en la busqueda y desarrollo de

vacunas que amplifiquen el efecto protector de la BCG [237].
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3) Una estrategia alternativa consiste en una vacuna terapéutica, consistente
en la combinacion de una vacuna con un tratamiento corto de ILT [238-

240].

1.5.2. PREVENCION PRIMARIA

La prevencion primaria de la tuberculosis es la base de las estrategias de los
programas de Salud Publica. Su objetivo es evitar la transmision de la bacteria desde la
fuente de infeccion, interrumpiendo asi la cadena de transmisién en la comunidad.
Consta de dos pilares basicos, que a su vez son considerados los mas importantes en el

control de la enfermedad [11, 203]:

e Diagnostico precoz del enfermo

e Tratamiento eficaz.

Diagnéstico precoz del enfermo

Es bien conocida la existencia de una demora diagndstica importante desde la
aparicion de sintomas hasta la realizacion del diagnostico e instauracion del tratamiento
antituberculoso. Existen causas atribuibles al enfermo y otras atribuibles al sistema
sanitario. Distintos estudios en Espafa y en otras partes del mundo muestran
invariablemente retrasos diagndsticos desde la instauracion de sintomas. En Espaia
existen trabajos que han analizado de manera estructurada este aspecto [241]. Un
estudio realizado en una unidad monografica de TB en Barcelona, encontré una media
de 82 dias desde el inicio de los sintomas hasta la instauracién del tratamiento. Es
remarcable el hecho de que 39 dias eran demoras atribuibles al sistema sanitario [242].
La falta de sospecha clinica de enfermedad es causa asimismo de brotes de transmision
intrahospitalaria [243-247]. En Galicia no existen estudios que hayan analizado de
forma sistematica el retraso diagndstico, aunque se cifra en 52,5 dias en el caso de las

tuberculosis respiratorias [206].

Se considera que el periodo de transmisibilidad de la enfermedad comienza, como

término medio, 3 meses antes de la presentacion de los primeros sintomas [248].
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Tratamiento eficaz

El tratamiento eficaz, una vez ya diagnosticada la enfermedad, es el segundo gran
pilar en el que se basa el control de la tuberculosis. Para ello son necesarias tanto la
disponibilidad del personal sanitario y social del sistema sanitario, como la adecuada y
eficaz adherencia del paciente. Se estima que para la disminucion de la incidencia de
TB en un pais, es preciso diagnosticar de manera precoz por lo menos a un 70% de los
pacientes con enfermedad transmisible (especialmente baciliferos) y lograr la curacion

en el 85% de ellos [249, 250].

En el afio 1991 la Organizacion Mundial de la Salud lanzé y recomend6 la
conocida estrategia DOTS (del inglés “Directed Observed Therapy Short course”) para
implantacion en los programas nacionales de control de la TB (WHO (1991) Forty-
fourth World Health Assembly. TB Control Programme, Resolution WHA44.8, 13 May
1991. Geneva, World Health Organization).

Los puntos basicos de esta estrategia son 5:

1) Compromiso de las autoridades politicas y sanitarias, con financiacion

adecuada y sostenida.

2) Acceso a medidas de diagndstico microbiologicas de calidad que permitan

diagndstico precoz.

3) Tratamiento eficaz con supervision y apoyo al paciente.

4) Acceso y disponibilidad de farmacos eficaces y de calidad.

5) Sistema de vigilancia y evaluacion epidemiologica con medida del

impacto de la enfermedad.

Se ha demostrado que la implantacion efectiva de esta estrategia viene
acompafiada de una disminucioén significativa en la incidencia de la enfermedad

tuberculosa [251, 252].
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1.5.3. PREVENCION SECUNDARIA. ESTUDIO DE CONTACTOS.

Un paciente con TB activa de vias respiratorias (fuente de infeccion) puede

transmitir la enfermedad a diversas personas (“‘contactos”) durante meses antes del

diagnostico de su enfermedad. La infeccion reciente es un factor de riesgo reconocido

para el desarrollo de la TB, por ello el objetivo del estudio de las personas con

exposicion reciente a M. tuberculosis es doble:

La deteccion de enfermos en fases iniciales de la enfermedad,
asintomaticos o paucisintomaticos. Con ello se logra un diagndstico precoz
y por tanto la instauracion de tratamiento eficaz que logre disminuir la
transmisibilidad de la enfermedad. Se obtiene ademas un beneficio para el
enfermo, ya que al detener la progresion de la TB, se disminuye la
morbilidad e incluso mortalidad. No obstante, en la mayoria de series
analizadas, el porcentaje de enfermos encontrados en estudios de cribados,

rara vez es superior al 2-3% [13, 206, 253, 254].

La deteccion de pacientes ya infectados, pero alin en estado de
infeccion latente. En situaciones de exposicion reciente al bacilo, el riesgo
de progresion a enfermedad se considera lo suficientemente elevado como
para indicar la instauracion de tratamiento que prevenga el desarrollo de
enfermedad (y por tanto la continuidad del ciclo de transmision de la TB).
Es bien sabido que el riesgo de infeccion es dependiente de tres variables

[108] :

1) La capacidad infectiva del caso fuente. En general, a mayor carga

bacilar del enfermo, mayor es su capacidad de contagio. La presencia
de cavitacion en la Rx de torax se ha relacionado directamente con la
carga bacilar, y por tanto con una mayor transmisibilidad de la

enfermedad.

2) El tiempo de contacto con el enfermo. A mayor tiempo de contacto,

mayor es la posibilidad de contagio.
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3) El lugar de contacto con el caso fuente de infeccion. Espacios

pequefios y poco ventilados son los mas propensos para adquirir la

infeccion.

El estudio de contactos y el tratamiento de la infeccion latente en los infectados es
una medida de aplicacion habitual en los paises de prevalencias bajas y medias de
enfermedad [254]. Sin embargo, su eficacia es cuando menos dudosa en situaciones de
alta prevalencia, probablemente en relacion con la gran probabilidad de exposicion
continua a la bacteria tuberculosa, para lo que el tratamiento preventivo previo no ofrece

proteccion [255].
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Justificacion

En el Complexo Hospitalario de Pontevedra se introdujo la metodologia IGRA
(QFT) en el ano 2008. En aquel momento, ya se habian consensuado las primeras guias
clinicas o recomendaciones de uso a nivel internacional [256] y se estaban ya
preparando a nivel nacional [257]. A pesar de ello, y debido a que su introduccion en la
practica clinica era ain muy reciente (especialmente en comparacion con la PT con
cerca de un siglo de uso), existian una serie de circunstancias en los que la evidencia
cientifica disponible era atin insuficiente y el empleo de los IGRAs estaba por definir de

forma concreta.

Una de estas situaciones era la que se presentaba durante la realizacion del estudio
de contactos de personas que habian estado expuestas a un enfermo con capacidad de
contagio. En aquel momento existia ya evidencia de que la correlacion con el grado de
exposicion a la bacteria tuberculosa era superior con los IGRAs que con la PT [258,
259]. Sin embargo, no existia ningin trabajo que hubiera estudiado la existencia de
un periodo de conversion de los IGRAs (“periodo ventana”) tras la adquisicion de
infeccion por M. tuberculosis. En el caso de la PT estaba bien establecido que el periodo
ventana era de entre 2 y 12 semanas, que es el tiempo que tarda la PT en ser positiva
tras la adquisicién de la infeccion. Sin embargo, la existencia de este periodo en los
IGRAs era completamente desconocida. En consecuencia, habia incertidumbre en la
utilidad de los IGRAs en personas con exposicion reciente a la bacteria y con resultado
negativo en este test. Mientras que en el caso de la PT, se recomienda repetir la prueba
pasadas 8-12 semanas después de la ultima exposicion posible al bacilo, en el caso de
los IGRAs no existia ninguna evidencia cientifica que apoyara esta recomendacion.
Mas ain no existia ni siquiera la evidencia de la existencia de un “periodo

ventana” en este tipo de determinaciones.

La ausencia total de trabajos que hubieran evaluado la posible existencia de un
periodo ventana en el estudio de despistaje de infeccion tuberculosa con los IGRAs fue
lo que motivo la puesta en marcha de un estudio prospectivo de contactos que

analizara este aspecto con la prueba de QFT.

En la Unidad de Tuberculosis (UTB) de Pontevedra concurren una serie de

circunstancias favorables para la realizacion de este estudio:
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e La actividad asistencial cotidiana de la Unidad se encuadra en el desarrollo
del Programa Gallego de Prevencion y Control de la Tuberculosis en donde
se aborda la enfermedad de una manera integral y centralizada, tanto del

enfermo como de sus contactos [227].

e La prevalencia relativamente elevada de enfermedad en nuestra drea de

actuacion.

e Y finalmente, la existencia de una Unidad de Tuberculosis consolidada,
con personal cualificado y experimentado, lo que permitia realizar el estudio
con todas las garantias entre los contactos de personas con TB con capacidad

de contagio.

Por otra parte, en el afio 2010, iniciado ya el estudio entre los contactos de
pacientes con TB, se diagnostic6 un caso de TB bacilifera en un trabajador sanitario que
atendia de forma regular en la sala de Hemodialisis de nuestro hospital. Se presentaba
con ello una oportunidad unica para el estudio de despistaje de infeccion tuberculosa
entre los pacientes con insuficiencia renal terminal sometidos a programa de
hemodialisis, ya que hasta ese momento se habia descrito tinicamente un tnico episodio

de caracteristicas similares de brote de TB en este tipo de poblacion [260].

Asi pues, se planted la realizacion de tres estudios en dos grupos de poblacion:

Estudio 1. Determinacion de la existencia de un “periodo ventana” con la prueba de
QFT entre las personas adultas sanas con contacto reciente con un enfermo con

tuberculosis pulmonar con capacidad de contagio.

Estudio 2. Correlacion de QFT y PT con el grado de exposicion a la bacteria

tuberculosa antes y después del “periodo ventana”.

Estudio 3. Comparacion de QFT y PT en pacientes con insuficiencia renal terminal
sometidos a programa de Hemodidlisis, después de una exposicion prolongada a M.

tuberculosis.
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Hipotesis y objetivos

3.1. HIPOTESIS

Las hipotesis de trabajo fueron las siguientes para cada estudio

3.1.1. IDENTIFICACION DE LA EXISTENCIA DEL PERIODO VENTANA
EN LOS IGRAS EN PERSONAS SANAS CON EXPOSICION
RECIENTE A UN ENFERMO CON TUBERCULOSIS PULMONAR

Es conocido que el tiempo de conversion de negativa a positiva de la prueba de
tuberculina tras la adquisicion de la infeccion puede demorarse hasta 8-12 semanas, lo
que corresponde al tiempo de desarrollo de la hipersensibilidad retardada. Sin embargo,

se desconocia la existencia de este tiempo en las pruebas de deteccion in vitro de IFN-y.

La hipotesis de trabajo se basa en que debe existir también un periodo de
tiempo entre la adquisicion de la infeccion y la conversion del IGRA de negativo a
positivo (“periodo ventana”). Sin embargo, dado que la secrecion de IFN-y por los
linfocitos sensibilizados forma también parte de la respuesta inmunitaria efectora (de
menor tiempo de aparicion que la retardada), es de esperar que en algunos pacientes el

periodo de conversion tras la infeccion sea inferior con los IGRAS que con la PT.

3.1.2. VALORACION DE LA CORRELACION DE LA PT Y QFTEN
PERSONAS SANAS EXPUESTAS A M. TUBERCULOSIS ANTES Y
DESPUES DEL “PERIODO VENTANA”

En base a la anterior hipdtesis, una vez transcurrido el tiempo suficiente para la
respuesta positiva de la PT y el QFT, la correlacion y concordancia entre ambas
pruebas debe ser superior a la establecida en la primera visita del enfermo,
momento en el que varias personas estaran ya infectadas pero sin capacidad ain de dar

un resultado positivo en una o ambas pruebas.

3.1.3. ESTUDIO DIAGNOSTICO DE INFECCION TUBERCULOSA EN
PACIENTES EN HEMODIALISIS EXPUESTOS A M.TUBERCULOSIS

Es conocido que los pacientes en insuficiencia renal terminal presentan deterioro
de la inmunidad celular que condiciona una respuesta subdptima a la PT. Se sabe

también por diversos estudios previos, que la sensibilidad diagnostica para la deteccion
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de ILT es superior con los distintos IGRAs que con la PT. Es de esperar, en teoria, que
la sensibilidad del IGRA (QFT en el presente estudio) sea también superior a la de
la PT ante un brote de TB en una sala de dialisis con pacientes con insuficiencia

renal.
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3.2. OBJETIVOS

El objetivo global de esta tesis doctoral consiste en determinar el comportamiento
de QFT frente a la PT en los dos grupos de poblacion: en personas adultas sanas y en
pacientes en programa de dialisis que estuvieron en contacto con un enfermo de TB
pulmonar. Los resultados obtenidos podran proporcionar bases para la practica clinica
diaria en el estudio de contactos adultos sanos con un enfermo con TB, asi como en
brotes de la enfermedad en pacientes con insuficiencia renal terminal en programa de

dialisis.

Los objetivos especificos de cada estudio son:

Estudio 1:

0 Determinacion de la existencia de un “periodo ventana” con la prueba de
QFT entre las personas adultas sanas con contacto reciente con un enfermo

con tuberculosis pulmonar con capacidad de contagio.

0 Determinar cudl de las dos pruebas de diagnostico de infeccion latente
(QFT o PT) se convierte antes positiva tras infeccion reciente por M.

tuberculosis.

Los resultados que se obtengan de este estudio permitiran averiguar
el mejor momento para la realizacion de dicha prueba en contactos de

pacientes.

- Estudio 2:

0 Determinar la concordancia de QFT y PT en personas sanas expuestas a

M. tuberculosis antes y después del “periodo ventana”.

0 Determinar la correlacion de ambas pruebas con el gradiente de exposicion

a TB antes y después del “periodo ventana”.

Con estos datos, se permitird establecer las bases para la practica

clinica diaria con contactos de pacientes con TB.
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- Estudio 3:

0 Comparacion de QFT y PT en pacientes con insuficiencia renal terminal
sometidos a programa de Hemodialisis, después de una exposicion

prolongada a M. tuberculosis.

O Identificar los factores asociados al diagnostico de infeccion latente tras la

exposicion.

0 Evaluacion a largo plazo de la progresion a TB entre los pacientes

estudiados.

Con el analisis de los resultados, se permitird proporcionar bases
para la practica clinica diaria ante brotes de la enfermedad en pacientes

con insuficiencia renal terminal en programa de dialisis.
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Material y métodos

4.1. AMBITO DE ESTUDIO

Todos los estudios estuvieron coordinados y dirigidos desde la Unidad de
Tuberculosis (UTB) del servicio de Medicina Interna del Complexo hospitalario de
Pontevedra. La Unidad es responsable de la atencion clinica y epidemiologica de las
actuaciones referidas a la enfermedad tuberculosa y a su prevencion. En ella se aborda
de una manera integral y centralizada todos los aspectos derivados de la infeccion por
M. tuberculosis segun esta establecido en el Programa Gallego de Prevencion y Control

de la tuberculosis [13].

La UTB en Pontevedra esta en pleno funcionamiento desde el afio 1996. Esta
constituida por un equipo de médicos, diplomados universitarios en enfermeria, auxiliar
de clinica y un trabajador social cuya actividad basica consiste en proporcionar atencion
clinica y social a enfermos con tuberculosis y personas no enfermas con riesgo de
progresion a enfermedad. La actividad se realiza a nivel hospitalario, ambulatorio
(consultas externas) y extrahospitalario en caso de estudios de colectivos y soporte
social. Existe una relacion fluida y estrecha con los servicios de Radiologia y

Microbiologia, aspecto clave para el control de la enfermedad tuberculosa.
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4.2. DISENO

Los estudios con contactos adultos sanos (Estudios 1 y 2) fueron parte de un
disefio prospectivo y longitudinal entre adultos que habian estado en contacto reciente
con un caso de tuberculosis pulmonar con confirmacién microbioldgica, esto es con
capacidad de contagio a terceros. La inclusion de contactos se llevo a cabo entre enero
de 2008 y febrero de 2009. El estudio de los pacientes incluia la realizacion de la PT y
QFT en el momento de la primera visita y la repeticion de las pruebas en caso de que la
inicial fuera negativa dos meses después, una vez transcurrido el tiempo necesario

conocido para la conversion de la PT tras la infeccion (“Periodo Ventana™).

El estudio realizado con los pacientes en didlisis fue descriptivo observacional
realizado en enero de 2011, a raiz del diagndstico de tuberculosis pulmonar bacilifera en
un trabajador de la Unidad de Dialisis. El estudio entre los contactos se realizo trece
semanas después del ultimo contacto posible con el caso indice e incluia la realizacién
simultdnea de la PT e IGRA. No se consider6 la repeticion de las pruebas, ya que el
tiempo transcurrido entre el ultimo momento posible de la infeccion y la realizacion de
las pruebas era superior al tiempo necesario para la conversion de ambas en caso de
haber adquirido la infeccion tuberculosa. Ademas, se realizé un seguimiento activo para
descartar el desarrollo de enfermedad tuberculosa entre los sujetos estudiados hasta julio

de 2012.
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4.3. POBLACION A ESTUDIO

Los estudios 1 y 2 se realizaron sobre el mismo grupo de pacientes. Todos ellos
eran adultos no inmunosuprimidos que habian estado en contacto con un caso de TB
pulmonar con confirmacién microbiologica. Se excluyeron para el estudio aquellos
pacientes con antecedentes de tuberculosis o de infeccion latente tuberculosa (aquellos
en los que se hubiera realizado una PT con anterioridad y esta hubiera resultado

positiva).

El estudio 3 se realiz6 en pacientes adultos que acudian regularmente a sesiones
de hemodialisis en la sala en donde trabajaba la persona que seria finalmente
diagnosticada de TB pulmonar bacilifera. Los antecedentes de tuberculosis o de PT

positiva previa fueron también motivo de no inclusion en el estudio.
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4.4. RECOGIDA DE DATOS

Para cada estudio se disefi6 una hoja de recogida de datos sobre la que se elabor6

una base de datos informatica especifica. Las variables recogidas para los estudios en

adultos sanos incluian:

Variables demograficas.

Antecedentes personales.

Datos de contagiosidad del caso indice.

Variables relacionadas con el riesgo de exposicion a la bacteria tuberculosa

(lugar y duracion del contacto con el enfermo).

Antecedentes epidemiologicos de tuberculosis o de otros contactos con la

propia enfermedad.

Antecedentes por vacunacion BCG, bien mediante inspeccion cuidadosa de
cicatriz vacunal (principalmente, aunque no limitado, en regiones deltoideas
y zona escapular) o bien mediante revision de la cartilla de vacunacion en

aquellas personas que la conservaban.

Resultados de la PT (mm de induracion transversal). En el estudio entre los
pacientes de hemodialisis, ademas de la induracion de la PT se anotd

también la medicion del eritema resultante.

Resultado de QFT (Ul/ml).

En el estudio de los pacientes en programa de didlisis se realizé un seguimiento

clinico activo de desarrollo de enfermedad, contando para ello con la colaboracion de

los médicos del servicio de Nefrologia, que atienden de manera regular y continua a

estos pacientes.
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4.5. DETERMINACIONES

4.5.1. PRUEBA DE TUBERCULINA

Se realizd la PT en todos los pacientes de ambas poblaciones de estudio segin la
técnica convencional (técnica de Mantoux). Consiste en la inyeccion intradérmica en la
parte anterior del antebrazo no dominante de 0,1 ml de la solucién que contienen 2 Ul
de derivado proteico purificado (PPD) RT-23 (Statens Serum Institute, Copenhague,
Dinamarca). La presencia durante unos minutos de una péapula intradérmica
inmediatamente después de la inyeccidon era indicativo que ésta habia sido realizada
correctamente (Figura 13). La lectura de la prueba se realizo a las 48-72 horas mediante
la medicion en mm de la induracidon transversal. En los pacientes en hemodialisis se

realizé también lectura del eritema.

Figura 13. La existencia de una pdpula inmediatamente después de la inyeccion
es indicativa de su correcta realizacion

La PT se repitido dos meses después de la ultima exposicion posible al caso indice
(“periodo ventana”) en el caso de que hubiera resultado negativa en la primera ocasion
en los pacientes correspondientes a los estudios de contactos sanos (estudios 1 y 2). En
el estudio de contactos de pacientes en hemodialisis (estudio 3) no se considero el
periodo ventana, ya que la PT fue realizada cuando habian transcurrido 13 semanas
desde la ultima exposicion posible al bacilo. En aquellos pacientes que la PT inicial
hubiera resultado negativa, si se realizd6 una segundo PT, buscando un posible efecto

activador o booster [261-263]
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4.5.2. QUANTIFERON®-TB GOLD IN-TUBE

Inmediatamente antes de la PT, se realiz6 la extracciéon sanguinea para la
realizacion de QFT. El proceso se realizoé segun el protocolo propuesto por el fabricante
(Cellestis Ltd, Carnegie, Australia) De la misma manera que con la PT, tanto la
extraccion como los procesos de manipulacion inmediata tras la extraccion, transporte al
laboratorio, almacenaje, centrifugacion y andlisis, fue realizado por personal con
experiencia en la materia (enfermeria, técnicos de laboratorio y microbidloga). A pesar
de tratarse de una técnica relativamente de reciente introduccion en nuestro hospital, se

poseia ya cierta experiencia por trabajos colaborativos en estudios anteriores [264].

Para la realizacion del protocolo de QFT, se afiade 1 ml de sangre a cada uno de
los tres tubos diferentes del kit de QFT. El primero es el que contiene los antigenos de
alta especificidad para M. tuberculosis ESAT-6, CFP-10 y TB7-7; el segundo es el tubo
con mitégeno con fitohemaglutinina (PHA) —control positivo- y un tercer tubo “nulo” o
control negativo que permite valorar la secrecion basal de IFN-y. Tras la extraccion se
realiza una agitacion vigorosa de los tubos que permitan el contacto de la sangre del
paciente con las paredes del tubo. Posteriormente, y dentro de las 4 horas siguientes a la
extraccion (habitualmente pocos minutos), los tubos se incuban en posicion vertical
durante 16-24 horas para después centrifugarlos a 2000-3000 rcf y separar el plasma de
los componentes celulares de la sangre. Se extraen unos 200 puL de plasma de cada uno
de los tubos y se almacenan a -80°C durante un tiempo inferior a 3 semanas, hasta la
descongelacion para realizacion del andlisis de la concentracion de IFN-y mediante la

técnica de ELISA tipo Sandwich (Figura 14).
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Figura 14. Técnica de Quantiferon®-TB Gold In-Tube (Cellestis Limited,
Carnegie, Victoria, Australia)

El ELISA tipo sandwich tiene una gran especificidad y sensibilidad. Se realiz6
siguiendo el protocolo propuesto por la casa comercial. Brevemente, en este ensayo los
pocillos estan recubiertos con un primer anticuerpo anti-Interferon vy, que captura el
IFN-y soluble presente en la muestra. Después de lavados para eliminar el material no
retenido, se aplica el segundo anticuerpo anti-Interferon vy, en este caso conjugado a un
enzima. Se afiade posteriormente un sustrato incoloro que por accidén de la enzima se
convierte en una solucion coloreada que puede ser medida en un espectrofotometro. A
mayor cantidad de IFN-y, mas color en el pocillo. La medida de la absorbancia de esta
muestra, comparada con las obtenidas con cantidades conocidas de IFN-y representadas
en una recta patrdn, permite conocer la cantidad exacta del interferon en la muestra. Los
resultados se interpretaron como positivos, negativos o indeterminados segun los

criterios establecidos por el fabricante (Figura 15).
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TB Antigen - Nil

2 0.35 IU/mL

INTERPRETATION

TB Antigen - Nil =2 25%
of Nil IU/mL value

Y
Mitogen - Nil < 0.50 IU/mL | ves
andlor Nil = 8.0 IU/mL

Nil > 8.0 IU/mL

INDETERMINATE

VALIDATION

No Yes

Y

(e (reme)

Figura 15. Interpretacion de los resultados de Quantiferon®-TB Gold In-Tube
segtin criterios del fabricante.

Al igual que lo realizado con la PT, se repitié el QFT dos meses después en
aquellos contactos con QFT inicial negativa, sin tener en cuenta el resultado de la PT o

si estaban ya recibiendo tratamiento de infeccion latente tuberculosa.
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4.6. DIAGNOSTICO DE INFECCION LATENTE

En el estudio de contactos, el diagnoéstico de infeccion tuberculosa y en
consecuencia las recomendaciones de tratamiento, se basaron exclusivamente en el
resultado de la PT, ya que el médico responsable del paciente estaba ciego a los
resultados de QFT. Se considerd positiva toda induracion mayor o igual de 5 mm,
independientemente del estado vacunal de cada paciente. En el estudio de pacientes con
insuficiencia renal, se consideraron de manera combinada tanto la medida de la PT
como de QFT, atendiendo preferentemente a aumentar la sensibilidad en los resultados

discordantes.

En aquellos pacientes con presencia de sintomas sugestivos de tuberculosis, o con
PT positiva (o QFT en el caso de pacientes en dialisis) se realizd una radiografia de
torax y analitica general para descartar actividad, y como prueba previa a la
recomendacion de tratamiento de infeccion latente tuberculosa. No fue necesaria en
ningln caso la realizacion de pruebas microbioldgicas de deteccion de M. tuberculosis

(pruebas de amplificacion de 4cidos nucleicos o cultivos).

A las personas finalmente diagnosticadas de infeccion latente tuberculosa y sin
contraindicaciones, se recomendd tratamiento, habitualmente isoniacida 300 mg/dia
durante un periodo de 6 meses, o preferentemente 9 meses en los pacientes con

insuficiencia renal.
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4.7. ESTUDIO DEL PERIODO VENTANA

Dada la ausencia de referencias en la literatura sobre el tiempo de conversion de
los IGRAs, se considero la realizacion tanto de la PT como de QFT segun lo establecido
con la PT, que es la préctica clinica habitual. No se considerd por motivos econdomicos y
de aplicabilidad practica la realizacion de pruebas seriadas con menor tiempo de

intervalo.

El disefio final de realizacion se esquematiza en la figura 16.

Primera visita tras contacto con un
enfermo con TB pulmonar:

PToy QFTo

PTo negativa (<5 mm) PTo positiva (25 mm)

| 2 meses Si QFTo negativo | 2 meses

PT2y QFT2 QFT>

Figura 16. Disefio del estudio para la determinacion del “periodo ventana”.
PTo, Prueba de tuberculina tras la exposicion a tuberculosis. QF Ty, Quantiferon®-TB Gold In-Tube tras

la exposicion a tuberculosis; PT,, Prueba de tuberculina 2 meses después de la exposicion; QFTo,
Quantiferon®-TB Gold In-Tube 2 meses después de la exposicion.

-76 -



Material y métodos

4.8. ANALISIS ESTADISTICO

En cada poblacion de estudio, la comparacion de proporciones entre los resultados
de cada prueba se realizdo mediante la prueba de McNemmar. Las comparaciones entre
variables categdricas entre grupos se realizaron mediante la prueba de > de Pearson o el

test de Fisher.

Para la comparacion de medias en variables cuantitativas se empleo el test t de
Student’s o el de Mann-Whitney, en funcion de tratarse de variables paramétricas o no

respectivamente, lo que se comprobd mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.

Todas las variables con significacion estadistica (p <0.05) o clinicamente
relevantes con p <0.2 en el andlisis univariante, se incluyeron en un modelo de

regresion logistica multivariante.

La validez del andlisis multivariante se verificé mediante la Prueba de bondad de
ajuste de Husmer-Lemeshov. Todos los resultados estadisticos se consideraron
bilaterales. La concordancia entre la PT y QFT se realizé usando el coeficiente Kappa
(x), indicando una concordancia débil (< 0.40), moderada (0.41-0.60), buena (0.61-
0.80), o excelente (>0.80). Todos los andlisis se realizaron con el paquete estadistico

SPSS para Windows (SPSS version 15.0; SPSS Inc, Chicago, IL, USA).
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4.9. CONSIDERACIONES ETICAS

Los estudios fueron aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica de
Galicia (CEIC). Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron informados
verbalmente y por escrito de la naturaleza y objetivos del mismo y otorgaron su

consentimiento escrito (ver Anexo 4).

En el caso del estudio del brote en la sala de hemodidlisis, aunque en ningin
momento se identificé al caso indice ni se aportd ninguna otra informacién que la
estrictamente necesaria para la realizacion del estudio de contactos, era posible en la
practica su identificacion por parte de distintas personas usuarias del servicio de
Nefrologia o del propio hospital. Con tal motivo, se solicitdé y se obtuvo su

consentimiento informado para la realizacion y difusion del estudio.
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Resultados

5.1. ESTUDIO 1

EXISTENCIA DE PERIODO VENTANA EN
PACIENTES QUE ESTUVIERON EN CONTACTO
CON UN ENFERMO CON TUBERCULOSIS
PULMONAR

PUBLICACION (ver Anexo 1)

Autores: Anibarro L, Trigo M, Villaverde C, Pena A, Cortizo S, Sande D,

Pazos RA, Gonzilez-Ferndndez A.

Titulo: Interferon-y release assays in tuberculosis contacts: is there a
window period?
Revista: European Respiratory Journal 37:215-217 (2011)

Durante el periodo de estudio, 184 contactos, personas sanas que habian estado
en contacto reciente con un paciente con TB respiratoria activa, aceptaron la
participacion en el estudio. Finalmente se excluyeron a 32 de ellos, 28 por antecedentes
de TB previa o PT positiva documentada, y otros 4 por no disponer de datos suficientes

del caso indice.

Las caracteristicas basales de los 152 pacientes incluidos finalmente en el estudio

se sefialan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas basales de 152 pacientes adultos sanos que estuvieron
en contacto con una persona con tuberculosis pulmonar

CARACTERISTICAS BASALES

Edad en afios, mediana (rango IC)

Género masculino, n (%)

Vacunaciéon BCG n (%)

PT previa (%)

Caso indice bacilifero (%)

Caso indice con Rx térax cavitada (%)

Relacion con el caso indice (%)
Familiar conviviente
Familiar no conviviente
TLaboral / escolar
Otro

Lugar de contacto con el caso indice (%)
Como una habitacién o menor
Como un salén
Como una oficina

Como una nava o mayor (aire

libre)

Horas de contacto con el caso indice (%)
1a 8 horas
9 a 24 horas
252 100 horas

Mais de 100 horas

44 (32-55)
65 (42.8)
55 (36.2)
34 (22.4)
137 (90.1)

84 (55.3)

48 (31.6)

43 (28.3)

52 (34.2)
9 (5.9)

50 (32.9)
66 (43.4)

22 (14.5)

14 9.2)

47 (30.9)
27 (17.8)
38 (25.0)
40 (26.3)

IC. Intercuartil. PT: Prueba de tuberculina. Rx: Radiografia

De los 152 contactos restantes, a todos ellos se les realizaron las dos pruebas en su

primera consulta en nuestra Unidad, la PT y QFT (considerado tiempo 0: PTo y QFTo,

respectivamente) (Figura 16).

En 62 (40,8%) de ellos, la PTo fue positiva (> 5 mm), mientras que QFTo (>0,35

Ul/ml) lo fue en 57 casos (37,5%) en su primera visita a la Unidad de Tuberculosis
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(Figura 17). Ningun paciente fue diagnosticado de TB activa durante el estudio de

contactos.

La recomendacion de instaurar tratamiento de infeccion latente en los contactos se
basd en la positividad de la PT (independientemente del resultado de QFT), que
iniciaron 41 de los 62 pacientes con PT positiva. En 38 de ellos se indic6 tratamiento
con isoniacida durante 6 meses, mientras que en los otros tres pacientes iniciaron la

combinacion de isoniacida y rifampicina durante 3 meses.

Dos meses después de la primera visita (o alternativamente dos meses después
del ultimo contacto posible con el caso indice) se indic6 repetir la PT (PT2) en aquellos
que habia sido inicialmente negativa (Figura 16). Ademas, se solicitd repetir QFT
(QFT2) en los pacientes en los que el primer QFT hubiera resultado negativo,
independientemente de si estaban ya recibiendo tratamiento de ILT o no, y del resultado

de la PT inicial.

Entre los 90 pacientes con PT inicial negativa, 81 acudieron a la realizacion y
lectura de la segunda PT. En 24 de ellos se objetivo una conversion de la PT, indicando
que casi un 30% de los contactos (29,6%; IC 95%:19,1-40,2%), habian desarrollado

respuesta inmunitaria frente a la tuberculina durante este tiempo (Figura 17).

Por otra parte, entre los 95 pacientes con QFT inicial negativo, en 80 de ellos se
repitio la prueba dos meses después. En este caso se objetivaron 17 conversiones

positivas, lo que representa un 21,2% (IC95%:11,7-30,8%) de los contactos estudiados.

De esta manera, se demuestra la existencia de un periodo ventana tras la
exposicion e infeccion por M. tuberculosis, tanto en la PT como en el IGRA a

estudio, en este caso el QFT.

Es de resenar que entre los 24 pacientes en los que se objetivd conversion de la
PT, en 9 de ellos (37,5%; IC 95%:1,60-59,0%) el QFT era ya positivo desde el primer
momento, lo que es sugestivo de que hubo una conversion mas precoz de la QFT que

de la PT.

A la inversa, entre los 17 pacientes con conversion de QFT, se objetivo que en 3

de ellos (17,6%; 1C95%: 3,8-43,4%) la PT era ya positiva en la primera visita. Este
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resultado, en principio, podria ser también sugestivo de una conversion anterior de la PT

(Figura 17). Otros 12 pacientes con conversion de QFT presentaron también

conversion de PT.

Los otros dos pacientes con conversion de QFT, tenian PT negativas, tanto al

inicio como dos meses después, aunque ambos tuvieron resultados de QFT muy

proximos al punto de corte propuesto por el fabricante: 0,37 y 0,45 Ul/ml,

respectivamente.

PT,

QFT,

N=152

1 NEGATIVE
m POSITIVE

N=152

W NEGATIVE
m POSITIVE

9 pacientes perdidos « I

2 MESES “periodo ventana”

[ L 15 pacientes perdidos

TST,

Incluye 9 QFTo +

QFT,

N= 81

m NEGATIVE
m POSITIVE

Incluye 3 PTo +

N=80

I NEGATIVE
W POSITIVE

Figura 17. Resultados de Ia prueba de tuberculina (PT) y de Ia prueba de

Quantiferon®-TB Gold In-Tube (QFT) tras contacto reciente con un
caso indice con tuberculosis (PTy y QFTy) y después del periodo
ventana, dos meses mias tarde (PT;y QFT3)

23 de los 24 pacientes con conversion de PT iniciaron tratamiento de ILT, 22 de

ellos con pauta de Isoniacida, mientras que al otro paciente se le indicé pauta con

combinacion de isoniacida/rifampicina.

La discusion de todos estos resultados se expone de forma conjunta tras la

presentacion de los trabajos.
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5.2. ESTUDIO 2

CONCORDANCIA DE QFT Y PT EN PERSONAS
SANAS EXPUESTAS A M. TUBERCULOSIS ANTES
Y DESPUES DEL PERIODO VENTANA.

PUBLICACION (ver Anexo 2)

Autores: Anibarro L, Trigo M, Villaverde C, Pena A, Gonzalez-Fernandez,
A.
Titulo: Tuberculin skin test and interferon-y release assay show better

correlation after the tuberculin ‘window period’ in tuberculosis

contacts.

Revista: Scandinavian Journal of Infectious Diseases 43:424-429 (2011)

Una vez verificada la existencia del “periodo ventana” en QFT en los contactos,
se investigd la concordancia entre ambas pruebas (QFT y PT) antes y después del

periodo ventana, en la misma poblacion que en el Estudio 1.

Por otra parte, y ante la inexistencia de un “gold standard” que determine con
certeza el diagnostico de ILT, se buscd también la correlacion de ambas pruebas con el
gradiente de exposicion a M. tuberculosis, como marcador indirecto de infeccion. Estos

analisis se realizaron también antes y después de la finalizacion del periodo ventana.

PT, KTy

En la primera visita a la Unidad, los resultados entre la PT, y QFT,
coincidieron en 123 pacientes (80,9%): 45 con ambas pruebas positivas y otros 78 con
ambas negativas. Los 29 casos discordantes fueron 17 por PT positiva y QFT negativa,

mientras que 12 pacientes fueron PT negativa y QFT positiva (Tabla 3).

El grado de concordancia entre la PT y QFT fue moderada (K=0,60) entre los 152

pacientes que iniciaron el estudio. Al analizar separadamente el grupo de los contactos
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vacunados con BCG y los no vacunados, la concordancia fue débil entre los pacientes

vacunados (K=0,457) y buena entre los no vacunados (K=0,687) (Tabla 3).

Tabla 3. Concordancia entre los resultados de prueba de tuberculina (PT) y de
Ia prueba de Quantiferon®-TB Gold In-Tube (QFT) tras contacto
reciente con un caso indice con tuberculosis respiratoria

Total (n=152) BCG (n=55) No BCG (n=97)
QFT- QFT+ QFT - QFT + QFT - QFT +
PT - 51% 8% 42% 7% 57% 8%
PT + 11% 30% 20% 31% 6% 29%
valor 0.60 0.457 0.687

PT: prueba de tuberculina. QFT: prueba de Quantiferon®-TB Gold In-Tube. Pacientes vacunados
con BCG (BCG) o sin vacunar (no BCG)

Las variables asociadas al resultado positivo de la PT (>5 mm) fueron la
realizacion previa de otra PT (con resultado siempre negativo por definicién para la
inclusion en el estudio) (p=0.042) y el lugar de contacto con el caso indice (a menor
tamaifo del lugar, mayor posibilidad de PT positiva) (p=0,017). La vacunacion previa

con BCG, se aproxim6 como variable a la significacion estadistica (p=0,056).

Sin embargo, la unica variable asociada a positividad de QFT fue el lugar de

contacto con el caso indice (p=0,002).

Entre los 62 pacientes con PT inicial positiva (=5 mm), en 3 de ellos la induracion
de la PT fue 5-9 mm; en 13 de 10-14 mm y en el resto la lectura fue en todos >15 mm

(Figura 18).
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% de contactos con PT, positiva
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Figura 18. Medida de la Prueba de tuberculina en pacientes con resultado positivo
PTo. Resultado de la Prueba de tuberculina realizada en la primera  visita a la Unidad

Resultados definitivos de PT v OFT

En las personas con pruebas iniciales negativas (PTo y/o QFTo), se indico su
repeticion dos meses después (denominados PT2 y QFT:) del ultimo contacto posible
con la persona enferma. Se considerd resultado definitivo (tanto para PT como para
QFT) los resultados obtenidos en la primera visita si estos habian sido positivos, o los

obtenidos dos meses después, si los primeros habian sido negativos.

El anélisis final de la concordancia entre ambas pruebas y la correlacion con el
grado de exposicion a la micobacteria se realizd unicamente en aquellas personas que
hubieran finalizado correctamente ambos estudios. Un total de 136 contactos

completaron de manera correcta ambas determinaciones.

La PT fue definitivamente positiva en 81 contactos (59,6%). La induracion fue
entre 5 y 9 mm en tan solo 2 pacientes; en 15 casos fue de 10-14 mm y en los restantes

64 contactos, la induracion fue >15 mm.

El QFT fue definitivamente positivo en 73 contactos (53,7%).

Los porcentajes de los resultados obtenidos en cada una de las determinaciones se

muestran en la Figura 19.
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Figura 19. Resultados de la prueba de tuberculina (PT) y de la prueba de
Quantiferon®-TB Gold In-Tube (QFT) tras contacto reciente con un
caso indice con tuberculosis en Ia primera visita y después del periodo
ventana, 8 semanas mds tarde.

La concordancia final global entre las dos pruebas se consideré buena (K=0,73).
Fue excelente entre las personas no vacunadas con BCG (91% de concordancia;

K=0,81) y moderada (80% de concordancia; K=0,59) entre los vacunados (Tabla 4).

El niimero de horas compartido con el caso indice y el lugar de contacto se
relacionaron ambos con la positividad tanto de PT como de QFT (p=0,006 y 0,007
respectivamente para el numero de horas; y p=0,022 y 0,02 respectivamente, en lo

referente al lugar de contacto).

Tabla 4. Concordancia entre los resultados definitivos de prueba de tuberculina
(PT) y de Ia prueba de Quantiferon®-TB Gold In-Tube (QFT) tras
contacto con un caso indice con tuberculosis respiratoria

Total (n=136) BCG (n=49) No BCG (n=87)
QFT- QFT+ QFT - QFT + QFT - QFT +
PT - 37% 4% 33% 6% 39% 2%
PT + 10% 50% 14% 47% 7% 52%
valor k 0.73 0.59 0.81

PT: Prueba de tuberculina. QFT: Prueba de Quantiferon®-TB Gold In-Tube
(QFT). BCG: Bacilo de Calmette y Guérin.
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5.3. ESTUDIO 3

COMPARACION DE QFT Y PT EN PACIENTES EN
PROGRAMA DE HEMODIALISIS TRAS
CONTACTO CON UN CASO DE TB PULMONAR.

FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA
INFECCION Y SEGUIMIENTO A LARGO PLAZO

PUBLICACION (ver Anexo 3)

Autores: Luis Anibarro, Matilde Trigo, Diana Feijoo, Monica Rios, Luisa
Palomares, Alberto Pena, Marta Nunez, Carlos Villaverde and

Africa Gonzdlez-Ferndndez

Titulo: Value of the tuberculin skin testing and of an interferon-gamma
release assay in haemodialysis patients after exposure to M.

tuberculosis.

Revista: BMC Infectious Diseases 12:195 (2012)

En la sala de Hemodialisis del Complexo hospitalario de Pontevedra se detectd un
caso de TB pulmonar en un trabajador que atendia regularmente la sala en turnos
alternativos de mafnana y tarde. Desde cinco meses antes del diagndstico de TB,
presentaba un cuadro progresivo de tos con expectoracion y sintomatologia
constitucional. Habia dejado de acudir al hospital 9 semanas antes del diagnostico
debido a baja laboral, sin que volviera desde entonces a establecer contacto con ninguno

de los pacientes en hemodialisis.

En el momento del diagnostico, el paciente presentaba TB pulmonar bacilifera
(++++, maximo grado de bacilos por campo microscopico) y radiografia de térax con
cavitacion unilateral. La cepa fue identificada como M. tuberculosis complex y era
sensible a todos los farmacos de primera linea (isoniacida, rifampicina, etambutol,

pirazinamida y estreptomicina).
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Inicialmente se consideraron para el estudio a 58 pacientes que estaban en
programa de hemodialisis y que habian estado en contacto con esta persona enferma. De
las 58 personas expuestas, una declino la realizacion de estudios y otros cinco no se

incluyeron por haber constancia de una PT positiva previa.

De los 52 pacientes finalmente incluidos para el estudio, 46 (88,5%) se considerd
que habian estado en contacto durante las 17 semanas estimadas de capacidad de

contagio. La edad media de los pacientes era de 62 + 16,8 afios y el 59,6% eran varones.

En 7 pacientes se constaté antecedentes de vacunacion por BCG, en todos ellos
por observacion de la cicatriz por parte del personal de enfermeria de la Unidad de
tuberculosis. El resto de caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el estudio

se muestran en la Tabla 5.

La PT inicial fue positiva unicamente en 3 pacientes (5,8%). En todos ellos la

induracion fue >10 mm. En otros 3 pacientes se documentd eritema sin induracion.

Tabla 5. Caracteristicas basales de los 52 pacientes en hemodiilisis con contacto
con un caso de tuberculosis pulmonar bacilifera.

'Edad en afios, media +DE (rango) 624168 (rango 24a 89 afios)
Género masculino, n (%) 31 (59.6)
Vacunaciéon BCG n (%) 7 (13.5)
IMC, media *DE 27.1£5.0
Hemoglobina (mg/dL), media +DE 115+ 1.4
Albimina (mg/dL) media + DE 28*04
Diabetes mellitus, n (%) 8 (15.4)

Exposicion al caso indice (semanas, %)

17 semanas 46 (88.5)
<17 semanas 6 (11.5)
Rx torax cicatriz sugestiva de TB, n (%) 5(9.6)

IMC. Indice de masa corporal. DE: desviacién estindar

En un segundo paso, realizado dos semanas después con el fin de buscar un

refuerzo a la respuesta inmunitaria frente a la tuberculina o “efecto booster”, la PT se
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habia vuelto positiva en 8 (16,3%) de los 49 pacientes con PT inicial negativa,
incluyendo los 3 pacientes que habian presentado tinicamente eritema en el primer paso.
Todos estos pacientes presentaron también una induracion de la PT > 10 mm. Ademas,
se vio que entre los 41 pacientes restantes con PT negativa, 9 presentaban una

respuesta con eritema cutianeo en la zona de la puncion, sin ningtn tipo de induracion.

La prueba de QFT se realizoé en todos los pacientes inmediatamente antes de la
primera PT y fue positiva en 18 enfermos (34,6%). La concordancia entre ambas
pruebas fue débil (K=0,21), si consideraramos unicamente la primera PT y moderada

(K=0,49) si consideramos ambas PT (Tabla 6).

Tabla o. Concordancia entre los resultados de Ia prueba de tuberculina de Ia
prueba de Quantiferon®-TB Gold In-Tube en pacientes en programa
de hemodiilisis tras contacto con tuberculosis pulmonatr.

PT-1 | PT global | Total
negativa positiva | negativa positiva

QFT  negativo n 34 0 32 2 34
(%) 65.4% 0% 61.5% 3.8% 65.4%

positivo n 15 3 9 9 18
(%) 28.8% 5.8% 17.3% 17.3% 34.6%

Total n 49 3 41 1 52
(%) 94.2% 5.8% 78.8% 21.2% 100%

valor kappa 0.21 0.49

PT: Prueba de tuberculina. PT-1: Prueba de tuberculina realizada por primera vez. PT global:
Resultado global incluyendo la PT-1 y una segunda prueba realizada 15 dias después de la primera.
OFT: Prueba de Quantiferon®-TB Gold In-Tube.

Debido al elevado niimero de pacientes con PT negativa pero que presentaban
eritema sin induracién en la respuesta tuberculinica, se plante6 la hipotesis de que la
sola presencia de eritema sin induracion, podria considerarse también como prueba PT
positiva. En este caso, 20 contactos habrian tenido la PT positiva y la concordancia PT-
QFT subiria hasta K=0,67 (concordancia fuerte ente ambas pruebas) (Tabla 7), lo que es
sugestivo del importante valor que tendria la presencia del eritema en la prueba cutanea,

aun en ausencia de induracion, en este grupo de pacientes.
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Tabla 7. Concordancia entre los resultados de prueba de tuberculina y
presencia de eritema con la prueba de Quantiferon®-TB Gold In-Tube
en pacientes en programa de hemodiilisis tras contacto con un caso
indice con tuberculosis respiratoria

PT / eritema

PT (-) PT(H)o Total
eritema (-) eritema (+)
QFT negativo n 29 5 34
% 55.8% 9.6% 65.4%
Positivo n 3 15 18
Y% 5.8% 28.8% 34.6%
total n 32 20 52
% 61.5% 38.5% 100%
valor kappa 0.67

PT: Prueba cutinea de tuberculina. QFT: Prueba de Quantiferon®-TB Gold In-Tube

No se encontr6 relacion entre la positividad de la PT y ninguna de las variables
analizadas como factores de riesgo de infeccion tuberculosa, aunque la presencia de
imagen en la radiografia de toérax radiografica sugestiva de cicatriz de origen
tuberculoso antiguo, se aproxim¢ a los limites de la significacion estadistica (p=0,057),
que si alcanzd en el caso de QFT (p=0,043). Ninguna otra variable analizada se

relacion6 con la positividad de QFT.

No se detectd ningun paciente con TB activa durante el estudio de contactos.

En 20 pacientes el diagnostico final fue de ILT: 9 en base a los valores positivos

de QFT, 2 por la PT positiva y en los otros 9 por presentar ambas pruebas positivas.

Entre los 20 pacientes con ITL, 11 comenzaron tratamiento con isoniacida 300
mg/dia, finalizdndolo correctamente 8 personas. Otros dos presentaron toxicidad que
obligd a la retirada de la medicacién y el otro enfermo fallecid por causas no

relacionadas con TB ni con toxicidad medicamentosa.

Seguimiento de los contactos

Se realiz6 un seguimiento activo durante 18 meses a todos los pacientes,
mediante controles clinicos y analiticos seriados. En caso de indicacion clinica por parte
de los médicos con responsabilidad asistencial sobre los pacientes (servicios de

Nefrologia y en la propia Unidad de Tuberculosis) se realizaban también pruebas de
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imagen, especialmente radiografias de torax. Ninguno de ellos desarrollé TB durante
el periodo de seguimiento. Nueve pacientes (5 con ILT y otros 4 sin infeccion)
fallecieron antes de la finalizacion del periodo de seguimiento, aunque ninguno de ellos

en relacion con enfermedad tuberculosa ni su tratamiento.
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Discusion

En este proyecto quisimos evaluar el comportamiento de las nuevas pruebas de
liberacion de interferon gamma (IFN-y) y compararlas con la convencional PT, ante
situaciones en las que apenas existian estudios (enfermos en programas de hemodialisis
con exposicion reciente a M. tuberculosis) o incluso ninguno (la valoracion de la
existencia de un “periodo ventana” en personas sanas también expuestas a la

micobacteria).

De manera global, nuestros resultados demuestran la existencia de un periodo de
tiempo (“periodo ventana”) que los IGRAS precisan para la conversion de negativo a
positivo tras la infeccioén, y la mayor sensibilidad de los IGRAS en pacientes con
insuficiencia renal terminal con exposicion reciente a TB. Si trasladamos nuestros
resultados a la practica clinica, se puede concluir que es necesario considerar la
existencia de un periodo de conversion (“periodo ventana”) en el estudio de personas
que han estado en contacto con un enfermo de TB y que se debe realizar un IGRA en el
estudio de contactos de pacientes en didlisis, cuando menos ante un resultado negativo

de la PT.
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6.1. EXISTENCIA DE UN PERIODO VENTANA TRAS LA
INFECCION POR MYCOBACTERIUM
TUBERCULQOSIS

A lo largo de las décadas de experiencia acumulada con la PT, era un hecho bien
conocido que el tiempo necesario para descartar razonablemente una infeccion
tuberculosa tras contacto con un enfermo era aproximadamente de 8 semanas [262]. La
negatividad de la PT después de este periodo de tiempo permitia descartar
razonablemente infeccién en la mayor parte de personas expuestas y por tanto con un
riesgo minimo de desarrollo de enfermedad [44, 265]. Sin embargo, nunca se habia

estudiado este aspecto con ninguno de los IGRAs comercializados.

En nuestro estudio, comparamos la respuesta de ambas pruebas en la primera
visita del paciente y posteriormente, tras las 8 semanas establecidas como periodo
ventana. Se encontraron conversiones de ambas pruebas, tanto con la PT tal y como era

de esperar, como con QFT, lo que era el objeto del estudio.

Sin embargo, las tasas y tiempos de conversiones fueron distintas para cada
prueba. Entre los 24 pacientes que mostraron conversion de la PT (sugestivo por lo
tanto de infeccion reciente), 9 de ellos (37,5%) ya presentaban QFT positivo en la
primera determinacion, lo que sugiere una conversion mas precoz de QFT que con la
prueba cutanea. Por otro lado, entre los 17 pacientes que presentaron conversion de
QFT en la determinacion realizada a los dos meses, solamente 3 (17,6%) presentaban ya

la PT positiva con anterioridad.

Se ha sugerido que los IGRAs evaltan la respuesta efectora celular, de aparicion
mas rapida que la respuesta de hipersensibilidad retardada de los linfocitos T memoria
(en la que se basa la PT), lo que al menos en teoria podria explicar la mayor precocidad

de la respuesta de QFT en nuestro estudio [266].

Es de destacar el hecho de que entre los pacientes con conversion de QFT, en dos
de ellos las dos PT realizadas fueron negativas, existiendo por tanto discordancia PT-
QFT. Las discordancias son un hecho frecuente en todos los estudios que han analizado

el comportamiento de cada una de estas dos pruebas, tanto durante los estudios de
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contactos, como en otras situaciones con riesgo de progresion a enfermedad [265, 267].
Sin embargo, en nuestro estudio es de resaltar que en estos dos pacientes el resultado de
QFT (0,37 y 0,45 Ul/ml) se aproximara al nivel de positividad establecido por el
fabricante (0,35 Ul/ml).

Existe cierta controversia sobre el punto de corte de para considerar positiva esta
prueba, y especialmente sobre la conveniencia de que sea un valor unico definido para
todas las situaciones en las que se indica su realizacion. En estudios seriados, realizados
en personal sanitario o en pacientes con tratamiento continuo inmunosupresor, se
observan conversiones y reversiones de QFT sin relacion con exposicion conocida a M.
tuberculosis y habitualmente en valores proximos a los puntos de corte de cada prueba
[268, 269]. En base a ello, se sugiere la existencia de una “zona gris” en la que la
incertidumbre diagnostica de infeccion latente tuberculosa (y consecuentemente la

incertidumbre del riesgo de desarrollo de enfermedad) es mayor.

Algunos autores sugieren que se realice una nueva determinacion de QFT en
casos con valores entre 0,2 y hasta 1 6 1,11 Ul/ml [270-272]. En nuestro estudio,
ninguno de los dos pacientes con discordancia PT negativa / QFT positiva habia
recibido tratamiento de ILT (en base a la negatividad de la PT) y a pesar de ello no
desarrollaron enfermedad tras dos afios de seguimiento (revision del Registro del Plan
Gallego de Tuberculosis). Ademds, como ya se discutird mas adelante, no se puede
descartar de manera definitiva la existencia de un efecto booster de la primera PT sobre

el resultado de QFT realizado 8 semanas después [273].

Por otro lado, tampoco es posible distinguir si el resultado positivo de cualquiera
de las pruebas realizadas fue debida a infeccion reciente por el contacto con el enfermo
fuente de infeccion reconocida o por un contacto antiguo no reconocido, especialmente
en un contexto como el de nuestra region (Galicia) con una prevalencia historica de TB
elevada para el contexto econdmico y social [13, 274]. Una vez que los linfocitos se
encuentran ya sensibilizados frente a los antigenos de M. tuberculosis, estos mantienen
permanentemente su capacidad de respuesta frente a los antigenos contenidos en la

tuberculina o en los tubos de QFT.

Los estudios que realizaron un seguimiento de la respuesta de los IGRAs al menos

a medio plazo, demuestran que esta permanece mayoritariamente positiva incluso tras la
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administracion de tratamiento especifico [275-277]. Sin embargo, debido a que el
tiempo de su utilizacion en la practica clinica diaria es ain escaso, no existen
seguimientos a largo plazo. En nuestro trabajo, 34 pacientes (22%) tenian antecedentes
documentados de PT negativa previa. Son los unicos (ademés de los pacientes que
presentaron conversion), en los que la posibilidad de que la infeccion hubiera sido

transmitida por el caso indice conocido es mayor.

Con posterioridad a la publicacion de nuestro estudio, se dio a conocer otro
trabajo realizado en Corea del Sur. En este estudio se realizaron QFT seriados a las 2, 4,
8, 14 y 30 semanas del ultimo contacto posible con un enfermo con TB. Al igual que los
resultados que obtuvimos en nuestro estudio, se objetivo la existencia de un periodo
ventana tras la infeccion por M. tuberculosis. Ademas, no se detectd ninguna conversion

de QFT en las pruebas realizadas a las 30 semanas del contacto con el enfermo [278].

En base a esta publicacion y a nuestros resultados, hoy en dia es practica habitual
establecer el periodo ventana en los estudios de contactos con IGRAS, de la misma
forma que lo que ya estaba establecido anteriormente con la PT: hacia la 8* semana

después de la tltima exposicion posible [279].
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6.2. CONCORDANCIA Y ASOCIACION CON EL
RIESGO DE INFECCION DE LA PT Y QFT ANTES Y
DESPUES DEL “PERIODO VENTANA”.

En una segunda fase del estudio, se comparé la concordancia de ambas pruebas
(PT y QFT) antes y después del “periodo ventana”. En base a los resultados obtenidos,
se demuestra que la correlacion entre la PT y QFT en personas sanas con riesgo de
infeccion por M. tuberculosis es mayor cuando se tiene en consideracion el periodo
ventana (es decir, cuando la valoracion de la respuesta inmunitaria esta ya establecida) y
en personas no vacunadas con BCG. Ademas, tanto la PT como QFT se correlacionan
mejor con el riesgo de infeccion después del periodo ventana que en la primera visita a

la Unidad.

Hasta la publicacion de nuestro trabajo, numerosos estudios trataron de establecer
concordancia entre ambas pruebas. Pero en muchos casos no se especificaba el tiempo
transcurrido entre la realizacion de la prueba y el momento del ultimo contacto, o no
estaban adecuadamente controlados [280-284]; en otros casos se esperaba un minimo de
8 semanas para la realizacion de la prueba [285-287]. Al igual que lo que hemos
encontrado en nuestro trabajo, en estos ultimos casos la correlacion entre ambas pruebas

es buena o incluso excelente.

A nivel practico, en base a estos resultados, parece prudente mantener la PT como
la prueba de eleccion en el estudio de contactos en personas sanas (especialmente en
ausencia de vacunacion por BCG), ya que ambas son pruebas comparables y la PT es de

menor coste econdomico.

En este sentido, existen diversos trabajos de coste-efectividad del uso de PT frente
al uso de IGRAs o su utilizacion secuencial, con distintos resultados [147, 167, 288].
Sin embargo, su aplicabilidad depende de multiples factores, especialmente de la
prevalencia local de la enfermedad y de la cobertura vacunal con BCG. Hasta la fecha,
en Espafia solo dos estudios han evaluado el uso de las dos pruebas desde el punto de
vista de coste-eficacia [157, 289]. Ambos se realizaron entre personal sanitario
hospitalario por lo que estimamos que sus resultados no son aplicables a la poblacién

general. Si se llegara a demostrar en nuestro medio una mejor o similar ratio de coste-

- 101 -



Discusion

efectividad, o se considerasen otros aspectos de tipo operacional, estimamos que los
IGRAs serian igualmente una alternativa valida a la PT en el estudio de contactos. La
necesidad de al menos dos visitas para la realizacion de la PT, la mayor posibilidad de
no conocer el resultado por no acudir a la lectura de la segunda cita, la menor
confidencialidad del resultado, la peor reproducibilidad de la PT y la mayor dificultad
para la busqueda de resultados en el historial clinico, son factores que pueden incidir de

manera negativa en la practica clinica diaria en la realizacion de la técnica de Mantoux.

Al igual que lo descrito por otros autores, encontramos que tanto la PT como QFT
se relacionan de manera directa con la intensidad de exposicion a la bacteria [290, 291].
En general, son tres los factores que inciden en el riesgo de infeccion: las caracteristicas
del caso indice (en nuestro caso mas del 90% eran baciliferos), la duracion del contacto

y el lugar del contacto [292].

En nuestra serie, el resultado definitivamente positivo de ambas pruebas (teniendo
en cuenta los dos periodos de realizacion) se relaciond con el lugar de contacto con el
caso indice (mayor probabilidad de prueba positiva cuanto menor el tamafo del lugar de
contacto) y con el nimero de horas compartidas con el enfermo. Este hallazgo es
compartido con otros estudios que analizan este aspecto [280, 281, 285], aunque en
otros no se ha encontrado especial correlacion con el grado de exposicion, posiblemente

debido a exposiciones previas al bacilo [293].
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6.3. VALIDEZ DE LA PRUEBA DE QFT ENTRE
PACIENTES EN PROGRAMAS DE HEMODIALISIS
CON EXPOSICION RECIENTE A M.TUBERCULOSIS.

En esta parte del estudio, estudiamos otro grupo de pacientes con doble riesgo de
desarrollo de enfermedad tuberculosa. Se trata de enfermos con insuficiencia renal en
fase terminal, lo que por si mismo es un factor reconocido de riesgo de TB [79, 294,
295]. Ademas, estos pacientes habian estado en contacto durante un periodo prolongado

de tiempo en una sala cerrada con una persona con alta capacidad de contagio [254].

Como ya era conocido con anterioridad incluso a la utilizacion de los IGRAs,
nuestro estudio demuestra la baja sensibilidad de la PT como marcador de infeccion
tuberculosa en estos pacientes [296, 297]. Atn en ausencia de un “gold standard” que
valide esta afirmacion, son varios los resultados que hemos encontrado en nuestro

estudio que apoyan esta teoria:

1. El alto nimero de pacientes en los que la PT solo se mostr6 positiva tras la
busqueda de efecto booster (5,8% de pruebas positivas en la primera

determinacion y 21,2% dos semanas después).

2. Incluso tras la realizacion de la segunda prueba cutanea, el numero de PT

positivas fue menor que las QFT (21,2% frente a 34,6%).

3. El hallazgo inesperado del valor del eritema sin induracion: resultado

tedricamente negativo pero sugestivo de infeccion.

La presencia de eritema no es habitualmente valorada a la hora de interpretar la
PT segtn la técnica de Mantoux. Sin embargo, si que se ha sugerido como posible
criterio de positividad en ciertas situaciones [298], incluso existen guias que si valoran

la presencia del eritema en la respuesta frente a los antigenos tuberculinicos [299].

La mayor tasa de resultados positivos tras realizar la segunda inoculacién de la
tuberculina, indicaria una respuesta inmunitaria celular deficiente inicial [262], lo que
ya se ha sugerido que ocurre de forma mads significativa en los pacientes con

insuficiencia renal terminal [261, 300-302].
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La presencia de eritema sin induracién en un elevado numero de pacientes y la
mejor correlacion de la PT con QFT si se considera su valor en la interpretacion de la
PT como positiva, es posiblemente otra manifestacion de la respuesta inmunitaria
deficiente en este grupo de enfermos [303-305]. La respuesta inmunitaria frente a los
antigenos tuberculinicos seria capaz de provocar eritema (evidencia de inflamacion
local con vasodilatacion), pero no induracion en estos pacientes inmunodeprimidos. Son
muy escasos los estudios que hayan analizado el valor del eritema en la interpretacion
de la respuesta tuberculinica. En nuestro conocimiento tan solo un estudio realizado
entre  poblacion  estudiantil  japonesa encontrd correlacion del eritema
(independientemente de la induracion) con el riesgo de infeccion por M. tuberculosis

[306].

En nuestro estudio, se podria plantear la posibilidad de que la presencia de una
segunda PT positiva se deba a la conversion tras contacto con el enfermo bacilifero en
vez de a la presencia de un efecto booster. Sin embargo, estimamos que esto no es asi,
ya que el tiempo transcurrido desde la ultima exposicion (més de 12 semanas) es
superior al tiempo necesario para la conversion tras la infeccion (el “periodo ventana”),
por lo que no se debe atribuir la presencia de una segunda PT positiva a la conversion

tras contacto.

Al contrario que lo encontrado en los estudios 1 y 2 realizados entre poblacion
sana de contactos de pacientes con tuberculosis, en el brote de la sala de hemodialisis no
se encontrd relacion de la positividad de las pruebas con los factores de riesgo de
infeccion, con excepcion de la presencia de radiografia de torax sugestiva de
enfermedad tuberculosa remota cicatricial. La explicacion a este hecho puede ser
multiple: por una parte se trata de enfermos con contacto continuo con el medio
hospitalario, lo que hace probable que muchos de ellos hubieran adquirido la infeccién
anteriormente a la exposicion (ni QFT ni PT distinguen entre infeccion reciente o
antigua); otra posible explicacion estaria basada en la homogeneidad de varias variables
de riesgo, ya que la distancia a la fuente de infeccion, el tiempo de contacto y el lugar
del contacto fueron idénticos en la mayor parte de los casos, lo que invalidaria su

analisis estadistico.
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6.4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Los estudios realizados presentan algunas limitaciones que deben ser tenidas en

consideracion.

En los estudios 1 y 2 realizados en el grupo de contactos adultos sanos, no se
efectuaron determinaciones seriadas (realizacion periddica de las pruebas), buscando el

momento de la conversion, ya que estaba fuera del alcance de los objetivos planteados.

Es muy dificil en la practica determinar el momento preciso de la infeccion,
especialmente en aquellos pacientes con PT y/o IGRA positivo en la primera visita. Esta
respuesta inicial podria deberse bien a una infecciéon antigua no conocida ni detectada, o
bien a la exposicion reciente en las semanas anteriores, pero ya con tiempo suficiente
para que la prueba sea positiva en la primera visita. El tiempo transcurrido entre el
inicio de sintomas (o la capacidad de contagio) y el diagnostico, es frecuentemente de
varios meses de duracion [242, 243]. Esta limitacion es inherente a la mayor parte de
estudios “sobre el terreno” de contactos, con la posible excepcion de los escasos
trabajos en los que el momento de la infeccion esté bien determinado por la existencia
de una exposicion unica bien definida como ocurre en casos de vuelos en avion o en

otro medio de transporte [307].

En la practica clinica, ante una prueba positiva en la primera visita durante un
estudio de contactos, se debe considerar en principio la posibilidad de infeccion reciente

y por tanto un mayor riesgo que el paciente tiene de enfermar

Otra limitacion de los estudios 1 y 2 es el posible efecto de inmunizacion o
booster que puede ejercer la introduccion de antigenos de tuberculina en la PT sobre el
test QFT, incrementando asi el porcentaje de contactos positivos para esta segunda
prueba. Algunos estudios han encontrado que los antigenos del PPD contenidos en la
tuberculina serian capaces de inducir cierto grado de respuesta linfocitaria al estimulo
antigénico posterior en los IGRAs, si estos se realizan unas semanas después [273, 308,
309]. Sin embargo, otros autores no han observado este efecto [310]. La ausencia de
adyuvantes en la PT hace de todas formas que esta prueba no sea capaz de generar una

potente respuesta inmunitaria, sino que su efecto inmunizante lo llevaria a cabo
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activando a las células T memoria, y no a iniciar una respuesta activa en linfocitos no

previamente sensibilizados.

En cualquier caso, este hecho podria ser especialmente significativo en los dos
pacientes con discordancia PT negativa / QFT positivo en las segundas pruebas,
especialmente teniendo en cuenta los bajos niveles encontrados con QFT, proximos al
punto de corte establecido por el fabricante. Desde un punto de vista teodrico, el QFT
podria no ser valido como marcador de infeccion reciente por M. tuberculosis en estas
situaciones. Para evitar esta posible confusion, se recomienda la realizacion del IGRA
simultaneamente a la PT o bien inmediatamente después de la lectura de la PT (a las 48-
72 horas), ya que el efecto de la posible inmunizacidén no tendria lugar durante en este

corto periodo de tiempo [311].

Por tultimo, cabe considerar la posibilidad de que los pacientes que presentaron
conversion de QFT y que ya tenian PT positiva inicial, no se deba a que el cambio sea
mas precoz en la PT, sino que podria deberse al efecto booster de una anterior PT y/o
por vacunacion con BCG. Efectivamente, la prueba inicial positiva de PT se relacionaba
tras el andlisis multivariante con la realizacion de una PT previa (que por definicion era
negativa), lo que podria ser indicativo de una infeccidn antigua solo detectada con una
segunda PT [262]. Por otra parte, una PT positiva inicial se relaciona también con los
antecedentes de vacunacion con BCG de una forma cercana a la significacion estadistica

(p=0,056), lo que seria sugestivo también de un posible ”falso positivo” de la prueba.

El estudio 3 presenta también limitaciones que deben tenerse en consideracion. La
primera es inherente a todos los estudios que comparan ambas pruebas para el
diagnéstico de ILT. En ausencia de un método “gold standard” que defina con certeza
la presencia o no de ILT, no es posible delimitar con seguridad si el resultado de las
pruebas se corresponde con una verdadera ILT, o si por el contrario se trata de

resultados falsamente positivos o negativos.

Existen distintos métodos que intentan solventar este problema: comparacion del
resultado del IGRA con la prueba la PT que es la prueba previamente establecida;
correlacion con el riesgo de infeccion, o incluso el resultado de ambas pruebas ante
ciertos casos de infeccion en enfermos con confirmacion microbiologica. Pero todos

ellos no son mas que medidas indirectas de aproximacion diagnodstica a la ILT.
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Sin embargo, como ya se ha sefalado, es un hecho conocido que la PT no es un
buen marcador de ILT en enfermos en programa de didlisis [296, 297]. Por otra parte,
cada vez es mayor la evidencia del valor de los IGRAs como marcador de riesgo de
progresion a enfermedad, o mas aun, su alto valor predictivo negativo que en numerosos
estudios se aproximan al 100%, incluso en situaciones con inmunidad comprometida

[184, 312-314].

El escaso niimero de pacientes incluidos en el estudio es otra limitacion en la
interpretacion de los resultados. En este sentido, seria deseable un mayor nimero de
estudios que validen nuestros hallazgos, especialmente en lo referente al valor

diagnostico de la presencia de eritema sin induracion en estos pacientes.

Y por ultimo, se debe tener en cuenta que se analizd Uinicamente uno de los dos
IGRAs comercializados. Algunos autores han estudiado el valor de T-SPOT.TB® en
pacientes con insuficiencia renal, encontrando tasas mas altas de resultados positivos,
sugestivo que esta técnica diagnostica tendria mayor sensibilidad [315]. Sin embargo en

los estudios realizados por otros grupos, no se encontraron estas diferencias [316, 317].
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Estudio 1. Estudio de la existencia de un periodo ventana con QFT

1. En el estudio prospectivo de contactos con pacientes enfermos de

tuberculosis se constata la presencia de conversiones de QFT ocho

semanas después de una primera prueba inicial negativa. Se demuestra

por vez primera la existencia de un “periodo ventana” de conversion

de QFT tras exposicion reciente a M. tuberculosis.

2. En la mayor parte de los casos, el periodo ventana es mas corto o

similar al de la PT. Sin embargo, al existir el “periodo ventana” tanto

en la PT como en QFT, este se debe tomar en consideracion al realizar

estudios de contactos cuando la primera prueba, bien la PT o bien las

nuevas pruebas de IGRA, sea negativa.

Estudio 2. Comparacion de la concordancia entre PT y QFT y su

correlacion con factores de riesgo de infeccion por M. tfuberculosis antes

y después del “periodo ventana”

1. La concordancia entre las dos pruebas PT y QFT mejora tras considerar el

“periodo ventana”. De este hecho se deduce que PT y QFT tienen una

validez similar para el diagndstico de infeccion latente tuberculosa en

contactos sanos con riesgo de infeccion por M. tuberculosis. Esta

afirmacion es especialmente cierta en personas no vacunadas con BCG,

donde la correlacion entre ambas pruebas es excelente.

2. La correlacion de PT y QFT con los factores de riesgo de infeccion por M.

tuberculosis también mejora tras considerar el “periodo ventana”. De este

hecho se deduce que con ambas pruebas debe tenerse en consideracion

que haya transcurrido al menos 8 semanas tras la udltima posible

exposicion a la bacteria, para descartar asi la adquisicion de infeccion

reciente.

3. En ausencia de estudios de coste-eficacia o de tipo operacional que avalen

el uso unico o secuencial de los IGRAs en los estudios de contactos en

nuestro medio, la PT parece adecuada que continte siendo el método
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diagnostico de eleccion para descartar infeccion latente tuberculosa,

especialmente en pacientes no vacunados con BCG.

Estudio 3. Diagnédstico de infeccion tuberculosa en pacientes en

hemodialisis expuestos a M. tuberculosis

1.

La menor prevalencia de resultados con PT positivos respecto a QFT,
incluso tras la realizacion de un booster, es sugestiva de menor
sensibilidad de la PT en pacientes con insuficiencia renal terminal
expuestos a un enfermo con TB con capacidad infecciosa. La QFT debe
ser el método de referencia para el diagnodstico de infeccion
tuberculosa en estos pacientes, al menos si el resultado de la PT es

negativo.

La concordancia de PT con QFT es mejor si se tiene en cuenta el eritema
al valorar la respuesta cutanea al PPD. El eritema en ausencia de
induracion en estos pacientes puede ser también indicativo de

infeccion tuberculosa.
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Interferon-y release assays in tuberculosis contacts:

Is there a window period?

The tuberculin skin test (TST) is the established procedure for
diagnosis of latent tuberculosis infection (LTBI) among the
contacts of an infectious tuberculosis (TB) case. TST may
convert to positive <8 weeks after Mycobacterium tuberculosis
infection, an interval that is usually referred to as the “window
period”. A negative TST obtained <8 weeks before does not
exclude infection, and a second test is recommended [1, 2].
However, TST has some limitations, such as cross-reactivity
with Bacille Calmette-Guérin (BCG) and with nontubercular
mycobacterial infections.

T-cell interferon-y release assays (IGRA) are emerging as new
screening tools for LTBI diagnosis. IGRAs incorporate specific
antigens of M. tuberculosis that are absent in BCG strains and in
the majority of nontubercular mycobacteria, offering enhanced
specificity for detecting M. tuberculosis infection [3]. In addition,
their use has been approved for screening of infection in contacts
[1, 4]. Most TB contact studies have shown a better correlation of
IGRA with the intensity of M. tuberculosis exposure than that
obtained using TST, particularly in patients previously vacci-
nated with BCG [5]. Yet, to our knowledge, no study has
considered carefully the window period after M. tuberculosis
exposure while simultaneously evaluating responses for TST
and IGRA. The aim of this study was to find out which of the two
tests converts earlier to positive in persons with recent infection
after contact with an infectious TB case.

We used a longitudinal prospective analysis to study 184
healthy adults, all having had recent contact with a micro-
biologically confirmed pulmonary TB index patient. The
setting was a specialized TB clinic in Pontevedra, Spain, where
the incidence of TB has historically been among the highest in
Western Europe. In 1996, a TB control programme was
established, and incidence has steadily dropped from 72.3 to
32.6 per 100,000 in 2008.

TST and a commercially available IGRA, Quantiferon®-TB
Gold In-Tube (QFT; Cellestis, Carnegie, Australia), were both

EUROPEAN RESPIRATORY JOURNAL

carried out at the first visit of the contacts to our clinic after TB
exposure (time 0: TSTo and QFTo, respectively). The attending
physician was blind to the QFT result, and medical advice was
offered to the patient only on the basis of the TST result.
Patients with positive TST were offered to start LTBI
chemotherapy after active TB was excluded. For those contacts
with a negative TSTo, a repeat TST and QFT were undertaken
2 months later (time 2: TST2 and QFT?2, respectively), at the end
of the window period. In addition, patients with a positive
TSTo but negative QFT0 were recalled to have a second QFT
2 months later, irrespective of whether the patient was
receiving treatment for LTBL

Peripheral blood was processed for the QFT assay according to
the manufacturer’s instructions. Samples were frozen and
stored at -70°C for analysis 3—4 weeks later. The cut-off value
for a positive test was 0.35 [U-mL™. TST was carried out
according to the Mantoux method, with 2 units of tuberculin
RT-23 (purified protein derivative; State Serum Institute,
Copenhagen, Denmark), following the standardised protocol.
A positive TST was defined as an induration of >5 mm. We
excluded from the study HIV-infected persons or those with
other immunosuppressive conditions, pregnant females, and
those with a previous documented positive TST. Institutional
ethical approval was obtained from the Ethical Committee of
Clinical Research (Xunta de Galicia, Spain). All participants
included in the study gave their written informed consent.

Initially, 184 participants, recent contacts of microbiologically
confirmed pulmonary TB patients were enrolled in the study,
but 32 were excluded due to a history of a previous positive
TST (28 cases) or because of incomplete data for the index TB
case (four cases). The remaining 152 participants had a median
age of 44 yrs (interquartile range 32-55 yrs) and were contacts
of 48 different index TB patients. None had ever previously
received TB or LTBI treatment. 55 (36.2%) contacts had had a
previous BCG vaccination. For 137 (90.1%) contacts, the index
TB case was acid-fast bacilli positive.
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The results of our study are summarised in figures 1 and 2. At
the first visit, 62 (40.8%) contacts showed a positive TSTo, while
57 (37.5%) contacts had a positive QFT0. A total of 90 contacts
with an initial negative TSTo (0 mm) were called 2 months
later for TST2 and QFT2 studies, which were finally performed
on 81 patients (nine patients did not return after 2 months). Of
those contacts, 24 converted to a positive TST2, representing
29.6% (95% CI 19.1-40.2%). It is worth noting that nine of them
(37.5%, 95% CI 16.0-59.0%) had already been positive in QFTo,
suggesting an earlier conversion of QFT than TST.

In 80 participants with an initial negative QFTo (12 with
positive TSTo and 68 with negative TST0), a second QFT2 was
also carried out. Of this group, 17 converted to positive (21.2%,
95% CI 11.7-30.8%), including three who had had a positive
TSTo (17.6%, 95% CI 3.8-43.4%), while a further 12 showed

a)

9 patients lost

c)

9 QFT,*

both TST and QFT conversion. In two cases, negative at TSTo
and TST2, both had QFT2 results slightly above the diagnostic
cut-off limit suggested by the manufacturer (0.37 and
0.45 TU-mL", respectively).

Our results indicate that, as for TST, QFT has a window period
of conversion after exposure to M. tuberculosis. Time of
conversion may differ between the two, but still has to be
clearly determined for QFT. Nevertheless, QFT conversion
preceded that of TST in 37.5% of participants with documented
TST conversion, while TST was found to be positive at the first
visit after exposure in only three out of 17 cases with QFT
conversion, suggesting that an earlier TST conversion is also
possible. In at least two of these cases, we cannot rule out that a
positive TST0 could be related to previous TB infections or
BCG vaccination.

b)

95

— 15 patients lost

v

63

v

3TSTy*

FIGURE 1. Results of a, ¢) tuberculin skin test (TST) and b, d) Quantiferon«-TB Gold In-Tube (QFT) assay after a, b) recent contact with a tuberculosis index case (TSTo

and QFTo) and c, d) after the 2-month window period (TST2 and QFT2). a) n=152. b) n=152. ¢) n=81. d) n=80. Data are presented as contacts n.

M positive test result.

216 VOLUME 37 NUMBER 1

: negative test result;

EUROPEAN RESPIRATORY JOURNAL



601

50-
40

*

2

8 304

c

Q

O
20
107

TST+/QFT+ TST+QFT- TST-/QFT+ TST-/QFT-

FIGURE 2. Results of tuberculin skin test (TST) and Quantiferons-TB Gold In-
Tube assay (QFT) after recent contact with a tuberculosis index case (M) and
8 weeks later ().

Our findings suggest that IGRAs could be a valid alternative to
TST in the study of TB contacts, especially with increasing
evidence that a positive IGRA result is a predictive factor for
progression to TB [6, 7]. Nevertheless, to the best of our
knowledge, this is the first study that simultaneously compares
TST and an IGRA, looking for a possible conversion in both
tests. Although the time of QFT conversion still has to be
clearly determined, our work contributes towards clarifying
the time for studying contacts with IGRAs.

Our study has some limitations that deserve comment. First,
there is some concern about the possibility that a prior skin test
could boost the response of subsequent IGRAs [8]. In theory,
this could invalidate some of the positive IGRA responses
obtained 2 months after the TST, but other authors have
reported no effect [9]. A second limitation is that QFT reversion
to negative in patients with an initial positive QFT0 cannot be
ruled out. In addition to the spontaneous reversion reported
for TST responses, IGRA reversion has also been described in
TB contacts, and its significance is still a matter of debate [10].

From the results of our study, we conclude that QFT has a
“window period” after exposure to M. tuberculosis. Therefore,
for those cases with an initially negative result with QFT after
recent exposure, a later second test must be carried out to
definitely exclude infection. Alternatively, when QFT is the
only technique used, the last possible exposure time to the
index case can be assessed, and blood is only drawn for
the QFT after an 8-week interval.
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Tuberculin skin test and interferon-y release assay show better correlation
after the tuberculin ‘window period’ in tuberculosis contacts
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AFRICA GONZALEZ-FERNANDEZ*
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Abstract

Background: T-cell interferon-gamma release assays (IGRAs) have been shown to be effective tools for the detection of
Mycobacterium tuberculosis infection, offering an enhanced specificity compared to the tuberculin skin test (T'ST). Most
tuberculosis (TB) contact studies have shown a better correlation of IGRA with the intensity of M. tuberculosis exposure
than that obtained using the TST. However, the correlation between tests performed before and after the tuberculin ‘win-
dow period’ (time between infection and when the immunological response becomes measurable) remains to be studied.
Methods: A longitudinal prospective analysis was performed in TB contacts. We analyzed the correlation between a com-
mercially available IGRA (QuantiFERON®-TB Gold in-Tube, QFT) and the TST before and after the tuberculin window
period (2 months). Concordance between both tests was assessed using the Kappa coefficient (k). Correlation of both tests
with the degree of TB exposure was also analyzed. Results: One hundred and fifty-two TB contacts were included in the
study. Agreement between the TST and IGRA was better after the window period (x = 0.60 at the first visit and k¥ = 0.73
after 2 months), especially for non-BCG vaccinated subjects (k = 0.81). Both a positive TST and QFT were correlated,
after the window period, with the size of place of contact (the smaller the place of contact, the higher the probability of
having a positive test) (p = 0.022 and p = 0.02, respectively) and with the total numbers of hours spent with the index
case (p = 0.006 for TST and p = 0.007 for QFT). Conclusions: IGRAs are a good alternative to the TST in contact tracing
studies, especially after the tuberculin window period.

Keywords: Contact tracing, interferon-y release assay, latent tuberculosis infection, tuberculin skin test, tuberculosis

Introduction . .
with non-tuberculous mycobacteria. In an attempt to

Both contact tracing and early treatment of latent tuber-
culosis infection (L'TBI) are essential components of
the tuberculosis (TB) control strategy in low-prevalence
countries. It is known that treatment of LTBI inter-
rupts TB transmission by preventing the development
of active disease in high-risk people, such as those
recently infected by an infectious TB patient [1].
The tuberculin skin test (T'ST) has been the stan-
dard tool for the diagnosis of LTBI among the con-
tacts of an infectious TB case. However, the value of
the TST is limited by its lack of specificity, due to
cross-reactive immune responses caused by bacille
Calmette—Guérin (BCG) vaccination or infection

overcome these limitations, T-cell interferon-gamma
(IFN-y) release assays, known as IGRAs, are emerg-
ing as new screening tools for the detection of Myco-
bacterium tuberculosis infection. IGRAs incorporate
specific antigens of M. tuberculosis that are absent in
BCG strains and in the majority of non-tuberculous
mycobacteria [2]. Currently, 2 ex vivo assays are avail-
able: the ELISpot test that directly counts the number
of IFN-ysecreting T-cells (I-SPOT™.TB, Oxford Immu-
notec, Abingdon, UK) and the whole-blood enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) that measures
IFN-y production of activated peripheral blood mononu-
clear cells (QuantiFERON®-TB Gold in-Tube, QFT).
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IGRAs offer enhanced specificity for detecting M.
tuberculosis infection, and their use has been approved
for screening of infection in contacts [3,4]. However,
because there is no ‘gold standard’ method for detect-
ing L'TBI, the intensity of exposure to M. tuberculosis
has been used as a surrogate marker of LTBI [5-9].
Most TB contact studies have shown that correlation
with the intensity of M. tuberculosis exposure is bet-
ter for the IGRA than that obtained using the TST,
particularly in patients who have previously been vac-
cinated with BCG [5,6,8]. Yet, studies analysing the
correlation between IGRAs and the degree of expo-
sure to M. tuberculosis have so far not taken into account,
neither before nor after, the tuberculin ‘window
period’ — the time between infection with M. tuber-
culosis and the test becoming positive. This window
period is up to 8 weeks in the case of the TST [10],
and our group has recently shown that it also exists
for IGRAs [11].

The aims of this study were: (1) To evaluate the con-
cordance between the results of the TST and IGRA
in TB contacts, before and after the tuberculin win-
dow period; (2) to study the correlation of both tests
with the degree of TB exposure, also before and after
the window period.

Patients and methods
Study setting

Our study was conducted in a specialized TB clinic
in Pontevedra, Galicia (Spain), where the incidence of
TB has historically been among the highest in Western
Europe. In 1996, aTB control programme was estab-
lished, and incidence has steadily dropped from 72.3
per 100,000 to 31.0 per 100,000 in 2009. The TB con-
trol programme is now well established and, among its
functions, contact studies are offered to exclude TB
and LTBI [12].The present report is part of an ongo-
ing project evaluating the TST and IGRAs in TB
contacts [11].

Study design

We have studied TB contacts in a longitudinal prospec-
tive analysis.

TST and QFT were both carried out at the first visit
of the contact to our clinic following TB exposure
(‘time 0’: TST, and QFT,, respectively) (Figure 1).

The attending physician was blind to the QFT
result, and medical advice was offered to the patient
only on the basis of the TST result. Patients with a
positive TST were offered LTBI chemotherapy after
active TB was excluded. According to local guide-
lines, no primary chemoprophylaxis was given to any
contact.

Window period of TST and QFT in TB contacts 425

Contacts with infectious TB patient

at time of exposure:
TSTO and QFTO

TSTy negative (<56 mm) }74‘ TST positive (25 mm) ’

2 months l If QFT, negative l 2 months

‘ Contact subjects ’

‘ TST2 and QFT2 ’ ‘ QFT2 ’

Figure 1. Study design (Abbreviations: TST , tuberculin skin test
after TB exposure; QF T, Quantiferon-TB Gold in-Tube after TB
exposure; TST),, tuberculin skin test 2 months after TB exposure;
QFT,, Quantiferon-TB Gold in-Tube 2 months after TB exposure).

A second test was undertaken 2 months later
(‘time 2’: TST, and QFT,, respectively), at the end
of the window period, for those contacts with a neg-
ative TST,,. In addition, patients with a positive TST(),
but negative QFTO’ were recalled to have a second
QFT 2 months later, irrespective of whether the
patient was or was not receiving treatment for LTBI
(Figure 1).

A ‘definitive’ diagnosis was made once the results
for before and after the window period of both pro-
cedures were analysed. Positive TST, . or QF T, ;
results were established when either TST or TST,,
and QFT or QFT, were positive, respectively. Con-
versely, for a definitive negative result, each test had to
be negative at both analysed time-points (at ‘time 0’
and at ‘time 2°).

Methods

Peripheral blood was processed for the IGRA using
the QuantiFERON-TB Gold In-Tube assay (QFT)
according to the manufacturer’s instructions (Celles-
tis Ltd, Carnegie, Australia). Samples were frozen and
stored at —70°C until analysis, 3—4 weeks later. The
cut-off value for a positive test was 0.35 IU/ml, as
recommended by the manufacturer. No indeterminate
results were found.

The TST was carried out according to the Man-
toux method, with 2 units of tuberculin RT-23 (PPD;
Statens Serum Institute, Copenhagen, Denmark),
following the standardized protocol. The induration
diameter was measured at 48-72 h. A positive TST
was defined as an induration of =5 mm, following
Spanish national guidelines [4]. TST conversion to
positivity was indicated by an increase in induration
diameter of at least 10 mm over a previously negative
TST, result.
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Study subjects

From January 2008 to the end of June 2009, 152
healthy adults aged =18 y were recruited, all having
had recent contact with a microbiologically-confirmed
pulmonaryTB index patient. Those excluded from the
study were: HIV-infected persons or those with other
immunosuppressive conditions, pregnant women and
those with a previous documented positive TST.
Intensity of exposure to the TB index patient was
assessed by a questionnaire with a directed and detailed
interview. The following data were obtained: age, gen-
der, previous BCG vaccination, origin (from a country
with or without a high prevalence of TB), previous
TST, total time (h) of exposure to the TB index case
after the beginning of cough, and place of exposure.
BCG status was determined by careful revision of
the BCG scar or by vaccination certificate. Place of
exposure to the patient with TB was categorized acc-
ording to the size of the place of contact (such as a car,
bedroom, living room, office, shelter or outdoors) [7].
Characteristics of the index case were obtained by
a questionnaire with detailed interview. Duration of
cough was carefully assessed. Chest films were catego-
rized as with or without cavitation. The intensity of
sputum smear was graduated from O to 3+.

Statistical analysis

Unless otherwise indicated, data are reported as
mean *+ standard deviation (SD). Concordance
betweenTST and QFT was assessed using the Kappa
coefficient (x) from respective cross-tabulation anal-
yses. Kappa values indicate weak (=0.40), moderate
(0.41-0.60), strong (0.61-0.80) and excellent (>0.80)
agreement. Associations between test results and expo-
sure were assessed by correlation tests, including mea-
surements of the strength of association with p-values
and odds ratio (OR) results. Multivariate case—control
analyses were carried out using binary logistic regres-
sion. SPSS statistical software for windows (SPSS ver-
sion 15.0; IBM-SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used
in the analyses.

Ethics issues

Institutional ethics approval was obtained from the
Ethics Committee for Clinical Research (Xunta de
Galicia, Spain). All participants included in the study
gave their written informed consent.

Results
Contacts and index cases: characteristics

A total of 152 participants, all contacts of 48 differ-
ent index TB patients, were included in the study

(Table I). An overwhelming majority of the contacts
were Spanish born, with only 2 immigrants, while 55
(36.2%) had a previous BCG vaccination. Some 34
contacts (22.4%) had a previous documented nega-
tive TST; none had ever previously received TB or
LTBI treatment. The number of contacts for each index
case ranged from 1 to 15.The mean cumulative exposure
time to the index case (=SD) was 133.2 * 365.4 h
(range 1-3640; p < 0.001).

For 137 contacts (90.1%), the index T'B case was
acid-fast bacilli (AFB)-positive and in 84 of these con-
tacts (55.3%) cavitation on chest X-ray was present.
Cough was present in the index case of 145 contacts
(95.4%), with a median duration of 5 weeks (inter-
quartile range 4-8) before the diagnosis of TB. Other
characteristics of contacts and index cases are sum-
marized in Table 1.

TST and QFT results at the first visit after contact
with the index case (TST, and QFT,)

At the first visit, 62 contacts (40.8%) showed a pos-
itive TST,, while 57 (37.5%) had a positive QFT,,.
Agreement between the 2 tests was 80.9% (k = 0.60)
(Table II).

A significant relationship for positive TST, (=5
mm) results was found for those patients who had
had a previous skin test (p = 0.042; OR 1.534, 95%
confidence interval (CI) 1.047-2.247), and for place
of exposure (the smaller the size of the place of con-
tact, the higher the probability of having a positive

Table I. Characteristics of 152 healthy contacts of patients with
pulmonary tuberculosis and their index cases.

Characteristic Value (%)
Contacts
Age, y, median (IQR) 44 (32-55)
Gender male, n (%) 65 (42.8)
Documented previous negative TST, n (%) 34 (22.4)
BCG vaccination, n (%) 55 (36.2)
Immigrant, n (%) 2 (1.3)
Place of exposure to a TB index case, n (%)
Size:
of a car 5 (3.3)
of a bedroom 45 (29.6)
of a living room 66 (43.4)
of an office 22 (14.5)
of a shelter 11 (7.2)
Or:
Outdoors 3 (2.0)
Index cases
Index sputum density, # (%)
AFB-negative 15 (9.9)
AFB-positive 137 (90.1)
Cavitation on chest X-ray, n (%) 84 (55.3)
Cough, weeks, median (IQR) 5 (4-8)

IQR, interquartile range; BCG, bacille Calmette—Guérin; TST,
tuberculin skin test; TB, tuberculosis; AFB, acid-fast bacilli.
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Table II. Comparison of TST,, and QFT, responses in healthy adults in recent contact with a pulmonary tuberculosis index case.

All (n = 152) (%)?

BCG vaccinated (n = 55) (%)*

BCG unvaccinated (z = 97) (%)?

QFT-neg QFT-pos QFT-neg QFT-pos QFT-neg QFT-pos
TST-neg 51 8 57 8
TST-pos 11 30 31 6 29
K-Value 0.60 0.457 0.687

TST, tuberculin skin test performed after the first visit (time 0) following exposure to a TB patient; QFT, QuantiFERON-TB Gold in-Tube
performed after the first visit (time 0) following exposure to a TB patient; BCG, bacille Calmette-Guérin.
aPercentage of contacts showing positive (pos) or negative (neg) results in the tests.

test; p = 0.017). BCG vaccination also approached
significance (p = 0.056; OR 1.922, 95% CI 0.980-
3.768). In contrast, no statistically significant associa-
tion was found between TST , results and age, gender,
hours of exposure to the index case, place of exposure,
duration of cough of the index case, or cavitation on
the chest X-ray film. Intensity of the sputum smear of
the TB index case was found not to be related to the
TST, result, neither by AFB smear grade nor by sim-
ple ‘positive and negative’ grading.

When considering a cut-off value of =10 mm for
TST positivity, BCG vaccination reached significance
(p = 0.05; OR 1.959, 95% CI 1.000-3.855), while
no additional substantial changes were found for the
remaining parameters.

For QFT,, a positive correlation was found with
the place of exposure (p = 0.02), while no other param-
eters analysed were correlated to a positive result at
QFT,.

For the 55 contacts with BCG vaccination, TST,
was positive in 28 participants (50.9%), whereas
QFT, was positive in 21 (38.2%) (Table II). Agree-
ment between the 2 tests was of 72.7% (k = 0.457).
In contacts without BCG vaccination (97 cases),
TST, was positive in 34 (35.1%) and QFT in 36
(37.1%). Agreement between the 2 tests was consid-
erably better than for the vaccinated contacts (85.6%;
K = 0.687).

TST and QFT results at the second visit (2 months
after the first visit; TST, and QFT,)

Patients with negative TST,. Of the 90 contacts with
an initial negative TST, 81 returned for a sec-
ond TST (TST,), and 24 of these 81 converted
to a positive TST,, representing 29.6% (95% CI
19.1-40.2%).

Patients with negative QFT,. In 80 participants with
an initial negative QF T, a second QFT, was carried
out. Of this group, 17 converted to positive (21.2%;
95% CI 11.7-30.8%). Agreement between patients
in whom both TST, and QFT, were performed was
88% (x = 0.73).

Definitive results (TST dof and QFT def)

The TST and QFT results were considered definitive
(TST, and QFT ., respectively) once a definitive
diagnosis was made, after taking into account the
2 studies at ‘time 0’ (first visit after contact with the
TB index case) and those conducted 2 months later
(second visit after the window period). Nine patients
with negative TST ), and 7 others with negative QF T,
results, did not return for the test 2 months later, and
were excluded from further analysis. Hence, definitive
results were obtained for the remaining 136 contacts.

TST,, was positive (=5 mm) in 81 participants
(59.6%), 57 at their first visit and 24 after the win-
dow period. Very similar figures were obtained for
QFT,» being positive in 73 participants (53.7%),
56 at the time of their first visit and 17 after 2 months.
Agreement between the 2 tests was 86.8% (k= 0.73)
(Table III). Concordance was excellent in patients
without BCG vaccination (total agreement: 91%;
K = 0.81), while in patients with previous BCG vac-
cination, concordance was much lower (total agree-
ment: 80%; K = 0.59).

Both positive TST; ; and QFT,; were correlated
with place of contact and total number of hours
spent with the index case. In the first case, there was
a correlation between the size of place of contact (the
smaller the place of contact, the higher the probabil-
ity of having a positive test; p = 0.022 for TST and
p = 0.02 for QFT). In the case of total number of
hours spent with the index case before diagnosis,
both tests also showed a correlation (p = 0.006 for
TST and p = 0.007 for QFT).

When considering a cut-off value of =10 mm for
TST positivity, the variable place of contact did not
reach statistical significance (p = 0.087), while no addi-
tional substantial changes were found for the remaining
parameters.

Discussion

TST and a commercially available IGRA (QFT) were
compared in the routine setting of a contact study of
TB cases. The setting was a European location with
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Table III. Comparison of definitive TST ; and QFT; responses in healthy adults after contact with a pulmonary tuberculosis index case.

All (n = 136) (%)?

BCG vaccinated (n = 49) (%)?*

BCG unvaccinated (z = 87) (%)?

QFT, neg QFT, pos QFT, -neg QFT, pos QFT, neg QFT, pos
TST, neg 37 4 3 39 2
TST 4 pos 10 50 47 7 52
K-Value 0.73 0.81

TST, tuberculin skin test; QF T, QuantiFERON-TB Gold in-Tube; BCG, bacille Calmette-Guérin.
2Percentage of contacts showing positive (pos) or negative (neg) results in the tests.

medium incidence of TB and a low proportion of
immigrants. The tuberculin window period was taken
into account.

Our results indicate that QFT and TST have high
agreement between them, and a better correlation
with the intensity of exposure to M. tuberculosis,
after the tuberculin window period.

Itis well know that conversion of the TST response
after infection with M. tuberculosis may take up to
8 weeks, usually referred as the ‘window period’ [10].
However, the conversion time required for IGRAs to
become positive after a new infection has still not been
clearly determined. This has been a limiting factor in
the practical use of IGRAs for the study of contacts.
In the same cohort of patients as that used in the pres-
ent study, we have previously shown that QFT also
has a window period of conversion after exposure to
M. tuberculosis, which must be taken into account
in contact tracing studies [11].

Several contact tracing studies have directly com-
pared TST and IGRAs [5-7,9,13—16], but these studies
have not taken into account the window period in a
formal and systematic way. To the best of our knowl-
edge, this is the first study to directly compare the
TST and an IGRA before and after the tuberculin win-
dow period. In a German prospective community-
based study of contacts with recent exposure to M.
tuberculosis, contacts had blood drawn for the IGRA
at least 8 weeks after exposure, i.e. after the tubercu-
lin window period [13]. They obtained an excellent
agreement between IGRAs (T-SPOT.TB and QFT)
in TST=positive contacts. Similar study designs (com-
paring tests performed after the window period) have
been used to compare the TST with IGRAs [6,9],
while in other studies, the time of testing after exposure
has not been stated or has not been well controlled
[5,7,14-16]. As with our results, most groups have found
a high agreement between both tests, especially in
unvaccinated contacts.

The increasing evidence that a positive IGRA result
is a factor predicting progression to TB [17,18], the
operational limitations of the TST, such as the
requirement of 2 visits (to evaluate skin reaction 48-72
h after tuberculin injection), as well as the potential

cost-effectiveness of IGRAs in contact tracing [19,20]
are all factors that strengthen the case for using
IGRAs in the study of contacts in countries with
a low-intermediate prevalence of TB. The results
obtained in our study support the view that IGRAs
could be a valid alternative to the TST in the study of
TB contacts, and while the timing of QFT conversion
remains to be established, the test should be carried
out 2 months after exposure, either for the first time
or as a confirmatory analysis in cases with a positive
TST. Some countries have already included these
recommendations in their national guidelines [3].

In our study, a moderate association was found
for the 2 tests with the intensity of exposure or infec-
tiousness of the index patients. A correlation was only
found for place of exposure and number of hours spent
with the index case. Although most studies have shown
a good correlation between a positive IGRA and inten-
sity of exposure [5-7,13], other authors have found
no association or only a very weak one [9,21].

Our study has several limitations that deserve fur-
ther comment. First, there is some concern about the
possibility that a prior skin test could boost the response
of subsequent IGRAs [22,23]. In theory, this could
invalidate some of the positive IGRA responses obtained
2 months after the TST. However, other authors have
reported no effect of TST on the IGRA responses
[24]. Blood drawn for QFT either on first visit or on
day 3 after TST may be a good option to avoid the pos-
sible booster effect of tuberculin on IGRA. Thus, some
guidelines are already taking this problem into account
and recommend this protocol [25]. A second limita-
tion is that QFT reversion to negative in patients with
an initial positive QFT,, cannot be ruled out. Spon-
taneous IGRA reversion has been described in TB
contacts, and its significance is still a matter of debate
[26]. Nevertheless, we have assumed a positive QF T,
test as a definitive positive test, in the same way that
it is well established that a positive TST|, is consid-
ered to be a definitive positive test in contact studies.
At present, there is insufficient evidence to recommend
that contacts with a positive IGRA wait for a spontaneous
reversion to negative. Therefore, such patients must
be considered as infected and be offered treatment
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for LTBI. Moreover, in our study no QFT reversion was
detected in the 10 patients who were discordant TST -
negative/QF T -positive, who had a second QFT,
performed, all well above the cut-off limit for the
diagnostic test.

In conclusion, agreement between the TST and
QFT, and correlation with the intensity of exposure
to M. tuberculosis, are both better after the window
period. While the QFT window period remains to be
established, QFT could be a good alternative to the TST
in contact tracing studies, especially after the tuber-
culin window period.
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Abstract

between tests were both analysed.

were considered.

Background: Patients with end-stage renal disease (ESRD) and Mycobacterium tuberculosis infection pose a high risk
of developing active TB disease. It is therefore important to detect latent TB infection (LTBI) to be able to offer
treatment and prevent progression to TB disease. We assessed the value of the tuberculin skin test (TST) and of an
interferon-gamma release assay (Quantiferon®-TB Gold in-Tube, QFT) for diagnosing LTBI in ESRD patients, after
prolonged exposure to a highly contagious TB case in a haemodialysis unit. As a high number of patients
presented erythema without induration in the TST response, this type of reaction was also analysed.

Method: The TST and QFT were simultaneously performed twelve weeks after the last possible exposure to a
bacilliferous TB patient. If the first TST (TST-1) was negative, a second TST (TST-2) was performed 15 days later to
detect a booster response. A comparison was made between the TST responses (including those cases with
erythema without induration) and those for the QFT. The correlation with risk of infection and the concordance

Results: A total of 52 patients fulfilled the inclusion criteria. Overall, 11 patients (21.2%) had a positive TST response:
3 for TST-1 and 8 for TST-2, and 18 patients (34.6%) showed a positive QFT response (p =0.065). Erythema without
induration was found in 3 patients at TST-1 and in a further 9 patients at TST-2. The three patients with erythema
without induration in TST-1 had a positive TST-2 response. Concordance between TST and QFT was weak for TST-1
(k=0.21); it was moderate for overall TST (k=0.49); and it was strong if both induration and erythema (k=0.67)

Conclusions: In patients with ESRD, erythema without induration in the TST response could potentially be an
indicator of M. tuberculosis infection. The QFT shows better accuracy for LTBI diagnosis than the TST.

Background

Patients with end-stage renal disease (ESRD) have an
increased risk for developing tuberculosis (TB) disease.
It is estimated that once the infection is produced, the
risk for developing active TB is 6 to 25 times higher than
that in the general population [1,2]. It is difficult to diag-
nose TB disease in such cases, as there are frequently
extrapulmonar locations and nonspecific symptoms.
Moreover, they present a high mortality rate [3].
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Patients with Mycobacterium tuberculosis infection
after a recent exposure also have an increased risk for
developing TB disease [4,5]. Hence, the risk of TB infec-
tion and disease is even higher in ESRD patients after a
recent exposure to M. tuberculosis [6]. It is therefore
crucial to detect latent TB infection (LTBI) in these
patients and to offer early treatment that can prevent
progression to active TB disease.

The Tuberculin Skin Test (TST) is based on a
delayed-type hypersensitivity response against a purified
protein derivative (PPD) from M. Tuberculosis, and has
for many years been the standard tool for detecting
LTBI. However, the value of this test is limited by its lack
of specificity, due to cross-reactive immune responses

© 2012 Anibarro et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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caused by previous bacille Calmette-Guérin (BCG) vac-
cination, or by infection with non-tuberculous mycobac-
teria [7]. Moreover, TST has shown limited sensitivity
for detecting M. tuberculosis infection in ESRD patients
[8-12].

T-cell Interferon-gamma (IFN-y) release assays, known
as IGRAs, are emerging as new screening tools for the
detection of M. tuberculosis infection. They incorporate
specific antigens from M. tuberculosis to induce secre-
tion of INF-y as a marker of immune responses by T-
cells. Such specific antigens are absent in the BCG
strains and in the majority of non-tuberculous mycobac-
teria, avoiding antigenic cross-reactivity. IGRAs also in-
corporate an internal positive control, so that a failure of
response may reflect an underlying anergy [13]. Two
commercial tests are available: the Quantiferon®-TB
Gold In-Tube (QFT) test (Cellestis Ltd, Carnegie, Aus-
tralia), which uses ELISA to detect INF-y in the culture
supernatants, and the T-SPOT®.TB (Oxford Immunotec,
Abindgdon, UK), which is based on the enzyme-linked
inmunospot (ELISpot) assay.

As there is no gold-standard method for the diagnosis
of LTBI, it is difficult to estimate the value of IGRA (and
TST) for detecting asymptomatic M. tuberculosis infec-
tion. Correlation with the degree of exposure has been
proposed as a surrogate marker of infection. In ESRD
patients, IGRAs have shown a better correlation with
risk factors for M. tuberculosis infection, and their use
has recently been proposed instead of the TST in the
British Thoracic Society Guidelines for prevention and
management of TB infection and disease in patients with
chronic kidney disease [14]. In addition, IGRAs show
better correlation than TST in TB outbreaks in im-
munocompetent populations [15]. However, very few
studies have directly compared the TST with an IGRA
in haemodyalisis patients after a prolonged exposure to
a bacilliferous patient [16,17].

After the notification of the diagnosis of a bacilliferous
pulmonary TB case in a nurse working at a dialysis unit,
we evaluated patients with ESRD who were attending
the dialysis centre, with the TST and an IGRA test
(QFT). The aims of the present study were to compare
the results of an IGRA with those for the TST in
patients with ESRD after a TB outbreak at the dialysis
centre, as well as to identify factors associated with posi-
tive test results. The study also included an 18-month
follow-up of the cohort of patients.

Methods

Description of the outbreak

A 52-year-old nurse working in a renal dialysis unit was
diagnosed with bacilliferous pulmonary TB. Five months
before diagnosis, the worker developed a cough and dys-
phonia. For nine weeks prior to diagnosis, the worker
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was off sick and she did not attend the work place.
Therefore, she had no more contact with the patients
attending the dialysis unit. Microscopic examination of
sputum was 4+ positive of acid-fast bacilli, indicating in-
fectiousness, and sputum culture yielded M. tuberculosis
susceptible to all first-line anti-TB medications. The
nurse had been working at the renal dialysis unit on
week-long alternating morning and evening shifts. Each
shift consisted of four hours of contact time with
patients on haemodialysis treatment. The worker was
considered to be infectious 17 weeks before she left her
workplace [4]. All patients who attended the dialysis unit
during this period were considered to be contacts and
were evaluated. Twelve weeks after the last possible ex-
posure to M. tuberculosis, initial screening was under-
taken by simultaneously performing the tuberculin skin
test (TST) and the QFT assay.

Tuberculin skin test

Trained personnel performed the TST according to the
Mantoux method following the standardized protocol:
0.1 mL (2 TU) of purified protein derivative of tubercu-
lin RT 23 (Statens Serum Institute, Copenhagen, Den-
mark) was injected intradermally to the volar surface of
the forearm. The TST results were read after 72 hours,
and the maximum transverse diameter of the induration
was estimated. TST values>5 mm were judged positive
according to Spanish national guidelines [18]. A two-
step TST was performed: if the first TST (TST-1) was
negative (<5 mm induration), a second TST (TST-2) was
conducted 15 days later to determine the development
of a booster phenomenon. Patients without induration
in the TST response, but with presence of erythema,
were recorded as “erythema without induration”.

Interferon-gamma release assay

Peripheral blood was processed for the IGRA, using the
QuantiFERON®-TB Gold in-Tube Assay (QFT) accord-
ing to the manufacturer’s instructions (Cellestis Ltd, Car-
negie, Australia). One ml of whole blood was added to
each of the three QFT tubes: TB antigen (containing
ESAT-6, CFP-10 and TB7.7 antigens); mitogen positive
control (containing phytohemagglutinin); and a negative
control. Samples were frozen and stored at -70°C until
analysis. The cut-off value for a positive test was
0.35 IU/mL as recommended by the manufacturer.
Blood was collected for QFT immediately before TST-1,
and before the start of the haemodialysis session.

Data analysis

The following data were obtained: gender, age, body
mass index (BMI), laboratory values (haemoglobin, urea,
creatinine, albumin), BCG vaccination status, aetiology
of renal disease, diabetes mellitus, immunosuppressive
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therapy, weeks of exposure to the index case, and the
presence of old healed TB in chest radiography. BCG
vaccination status was evaluated by the careful revision
of the BCG scar by an expertise nurse or by the BCG
vaccination certificate.

Follow-up

Patients with either a positive TST or a positive QFT re-
sponse were considered for treatment for LTBI after ac-
tive TB disease was excluded. No cases of active TB
were found during the study period. The possibility of
TB symptoms was carefully monitored throughout the
long-term 18-month follow-up period.

Statistical analyses

Unless otherwise indicated, data are presented as mean +
standard deviation (SD). Associations between test
results and variables were assessed by Pearson’s y>-
square test or Fisher’s exact for categorical variables, and
with Student’s ¢ test or Mann-Witney U rank test for
continuous variables. All statistically significant factors
(P<0.05) or clinically relevant factors with a P<0.2 deter-
mined by univariate analysis were included in models of
multivariate logistic regression analysis. Comparison be-
tween test results was performed using the McNemar
test. All reported P values were two-sided. Concordance
between TST and QFT was assessed using the Kappa co-
efficient (k). Kappa values indicate weak (< 0.40), moder-
ate (0.41-0.60), strong (0.61-0.80), or excellent (>0.80)
agreement. The SPSS statistical software for Windows
(SPSS version 15.0; SPSS Inc, Chicago, IL, USA) was
used in the analyses.

Institutional ethical approval was obtained from the
Ethical Committee of Clinical Research (Xunta de Gal-
icia, Spain) and written informed consent was obtained
from the index case.

Results

Characteristics of the contacts

Initially, the contact investigation included 58 patients
with ESRD attending the haemodialysis unit during the
17-week infectious period of the TB index case. One pa-
tient refused to be included in the study, and a previous
positive TST was documented for five other patients,
who were also excluded from further analysis. Hence, a
total of 52 patients were included in the study.

The mean age of these patients was 62 +16.8 years.
Seven patients (13.5%) had been vaccinated with BCG.
The aetiology of the end-stage renal failure was hyper-
tensive nephrosclerosis (31%), diabetic nephropathy
(19%), others (29%), and unknown (21%). Eight patients
were receiving immunosuppressive therapy. Two
patients recalled previous contact with a TB patient, but
both had had a negative TST result.
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Each patient attended the dialysis ward for about
4 hours for three days a week, except for one patient
who had dialysis on a daily basis. A total of 46 patients
(88.5%) had been in contact with the index case for the
whole 17-week infectious period. The control unit
(where the health personnel work) is located at the
centre of the room, so the degree of exposure to the
index case was considered to be almost identical for all
patients. The other 6 patients with a shorter period of
exposure had been in contact with the index case for 4,
6, 11, 12 (two patients) and 13 weeks each.

Other demographic, clinical characteristics and labora-
tory findings are shown in Table 1.

TST and QFT results
TST results
Of the 52 patients who had been in contact with the
index case, 3 (5.8%) had a positive TST result for the first
test (TST-1) (Figure 1). Fifteen days later, the remaining
49 patients had a second TST (TST-2) and the TST-2
was positive in 8 patients (16.3%). Overall, 11 patients
(21.2%) had a final positive TST. In BCG-vaccinated indi-
viduals, the TST was positive in only 1 patient, and this
was detected at TST-2. In the five patients with radio-
graphic findings suggesting possible old healed TB, the
TST was positive in three cases (one at TST-1 and the
other two at TST-2). The induration measurement of
tuberculin reaction was >10 mm in every patient with
a positive result.

Three patients (6.1%) out of 49 with a negative TST-1
only had erythema. The frequency of patients showing
erythema without induration even increased at the

Table 1 Basic demographic characteristics of 52 patients
with end-stage renal disease from a haemodialysis unit,
all contacts of a healthcare worker who had active
pulmonary tuberculosis while working at the dialysis
centre

CHARACTERISTICS STUDY GROUP
Age in years, mean £ SD (range) 62+16.8 (24 to 89)
Male gender, n (%) 31 (59.6)

BCG vaccination, yes, n (%) 7 (13.5)

BMI, mean +SD 27.1+£50
Hemoglobin (mg/dL), mean +SD 115+14
Albumin level (mg/dL) mean +SD 28+04
Diabetes mellitus, yes, n (%) 8 (154)
Exposure to index case (weeks, %)

17 week 46 (88.5)

< 17 weeks 6 (11.5)
Radiographic evidence of healed TB, n (%) 5(9.6)

BMI: Body mass index.
Infectiousness of the Index Case was estimated for 17 weeks before last
exposure.
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Figure 1 Results of the Tuberculin Skin Test and of the Quantiferon®-TB Gold in-Tube assay. TST-1: Tuberculin skin test result in the first-
step testing. TST-2: Tuberculin skin test result in the second-step testing (15 days after TST-1). QFT: Quantiferon®-TB Gold in-tube assay.

second TST, with it being observed in 9 out of the 41
patients with a negative TST-2 (22.0%). It is worth not-
ing that for the three patients with erythema but a nega-
tive TST-1, the second TST performed 15 days later was
clearly positive (Table 2).

A positive TST result was not associated with any of
the variables analysed, although the presence of an old
healed TB in chest radiography approached statistical
significance (p =0.057).

QFT results

The QFT was performed at the same time as the TST-1
in all the 52 patients, and it was positive in 18 cases
(34.6%). No indeterminate results were found. In BCG-
vaccinated individuals, the QFT result was positive in
only one patient, who had both negative TST-1 and
TST-2 results. In the five patients with radiographic
findings suggesting possible old healed TB, QFT was
positive in three cases (all with positive TST results) and
it was negative in the other two patients, who also had a
negative TST result. A positive QFT result was only sig-
nificantly associated with the presence of old healed TB
in chest radiography (p = 0.043).

— Agreement between the TST and QFT results was
found to be weak when taking into account only the
initial TST (k =0.21), whereas it was moderate when
both TST results (TST-1 and TST-2) were
considered (k = 0.49) (Table 3).

Table 2 Relationship between the tuberculin skin test
results and erythema

TST (+) TST(-) erythema (+) TST (-) erythema (-)
TST-1 3 3* 46
TST-2 8 9 32

TST-1: Tuberculin skin test result in the first-step testing.

TST-2: Tuberculin skin test result in the second-step testing (15 days after TST-1).
* The three patients with a negative TST-1 result and erythema boosted to a
positive TST-2 result.

— Opverall, the QFT was positive in 18 patients (34.6%),
while the TST was positive in 11 patients (21.2%)
(p =0.065).

Value of erythema without induration in the TST
response

As an unexpectedly high number of patients presented
erythema without any induration in the TST response,
we attempted to verify if erythema alone could be a valu-
able marker for LTBIL. Of the 12 patients with erythema
and no induration in the TST, 8 had a positive QFT re-
sult (2 out of 3 cases with a negative TST-1 result and 6
out of 9 cases with a negative TST-2 result). If both
responses (the presence of erythema without induration
or a positive TST result) were considered to be positive
test results, agreement between the QFT and TST
improved to k=0.67 (strong agreement), as shown in
Table 4.

Contact follow-up

All contacts with a positive result for either the TST or
the QFT were considered to have LTBI, after active TB
was excluded. Preventive treatment with isoniazid for
9 months was considered for these patients.

Twenty patients (38.5%) were considered to have LTBI
(two on the basis of a positive TST result, nine on the
basis of a positive QFT result, and nine with positive
results for both TST and QFT). Preventive treatment
was started for 11 patients, of which 8 patients com-
pleted the treatment. Isoniazid treatment was stopped in
two patients because of toxicity, and the final patient in
this group died during LTBI treatment, from causes un-
related to either TB or isoniazid toxicity. The remaining
9 patients did not start LTBI treatment: four of them
due to poor basal performance, while five declined to re-
ceive the treatment.

Eighteen months after the outbreak, none of the 20
patients with LTBI developed active TB. Five patients
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Table 3 Agreement between the results of tuberculin skin testing with those for the Quantiferon®-TB Gold in-tube

assay
TST-1 Overall TST

negative positive Total negative positive Total

QFT negative n 34 0 34 32 2 34
(%) 65.4% 0% 65.4% 61.5% 3.8% 65.4%

positive n 15 3 18 9 9 18
(%) 28.8% 5.8% 34.6% 17.3% 17.3% 34.6%

Total n 49 3 52 41 1 52
(%) 94.2% 5.8% 100% 78.8% 21.2% 100%

kappa value 021 049

TST-1: Tuberculin skin test result in the first-step testing.

Overall TST: Tuberculin skin test result after TST-1 and second-step testing (15 days after first testing).

QFT: Quantiferon®-TB Gold in-tube assay.

died during the follow-up period (one during LTBI treat-
ment and four patients without treatment). No death
was related to TB.

The remaining 32 patients with negative results for
both QFT and TST were considered to be not infected,
and did not receive LTBI treatment. After the 18-month
follow-up period of close clinical monitoring, no case of
active TB was found among this group. Four patients
died during the follow-up period, none of the deaths
were related to TB.

Discussion

The present study assessed the value of TST and QFT in
haemodialysis patients after prolonged exposure to a
highly contagious pulmonary TB patient. The results
obtained showed three major findings. First, a single
TST has low sensitivity in detecting LTBI and a two-step
strategy must be carried out to gain sensitivity. Second,
erythema alone (without induration) may be a valuable
marker when interpreting TST in haemodialysis patients.

Table 4 Agreement between the results of tuberculin skin
testing and presence of erythema with those for the
Quantiferon-TB Gold in-tube assay

TST/Erythema
TST (-) TST (+) or Total
Erythema (-) erythema (+)

QFT negative n 29 5 34
% 55.8% 9.6% 65.4%

positive n 3 15 18
% 5.8% 28.8% 34.6%

total n 32 20 52

% 61.5% 38.5% 100°

kappa value 0.67

TST: Tuberculin Skin Test.
QFT: Quantiferon®-TB Gold in-Tube assay.

And third, the QFT shows better sensitivity than the
TST in detecting LTBI in haemodialysis patients.

TST has been shown to be unreliable in patients with
advanced chronic kidney disease, and although a positive
test may be useful for LTBI diagnosis, a negative one
cannot be assumed to be a true negative [8,10,11]. Urae-
mia is a well-known risk factor for impaired immune
cellular response [9,19], and this fact is decisive for both
a lower sensitivity of the TST and a higher risk of pro-
gression from LTBI to TB disease [12]. It has been
shown that immune cells can be activated in ESRD
patients, but the functionality of these cells is impaired.
This is especially true for the subpopulation of T helper
1 (TH1) lymphocytes, which are the cells mainly respon-
sible for cellular immunity and delayed hypersensitivity
responses. Moreover, there is a decrease in the number
of B cells in a pro-inflammatory environment (comple-
ment activation, inflammatory cytokines), together with
an imbalance in the ratio of TH1/TH2 lymphocytes [20].
The suppression of the immune THI1 status entails a
higher rate of anergy, eventually leading to lower posi-
tive TST responses compared to the QFT results. Al-
though limited by the absence of a gold-standard
method to confirm LTBI in our study QFT has shown a
higher response than TST, which approaches statistical
significance.

Two-step testing in TST has been shown to be crucial
for LTBI diagnosis in patients with ESRD, in the absence
of a known recent exposure to a contagious index case
[21,22]. In our study, 8 patients with an initially negative
TST had a second positive TST 15 days later; thereby,
highlighting the importance of the booster effect in ESRD
patients. The booster effect is believed to result from recall
of waned cell-mediated immunity, akin to the anamnestic
response. A first tuberculin test may boost cell-mediated
immunity in patients with otherwise impaired immune re-
sponse, such as patients with ESRD [23]. Several studies
have addressed the booster phenomenon in ESRD patients
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without known recent exposure to a TB index case
[21,22,24-26]. Cengiz et al. detected a boosted response in
a second TST, performed seven days after a first TST, in
24.3% of patients on haemodialysis [22]. Similarly, Habes-
glu et al. found the booster phenomenon in 29.7% of
patients undergoing haemodialysis treatment and with no
epidemiologically recognised factors for LTBI [25]. Our
study has addressed the booster response in the context of
a recent exposure to a highly contagious TB index case.
Therefore, it could be difficult to distinguish between a
booster effect from a real conversion after the tuberculin
“window period”. Nevertheless, this is very unlikely, be-
cause both TST and QFT were performed 12 weeks
after the last possible exposure to the Index Case,
which would make very unlikely a conversion attribut-
able to the “window period” [27]. Our findings support
the view that two-step TST must be performed in
patients with ESRD, even in the context of a recent
exposure to M. tuberculosis.

An unexpected finding of our study was the high
number of patients with erythema, but without indur-
ation, in the TST responses. Erythema without indur-
ation is not generally considered in the interpretation of
the TST in most International Guidelines. However,
some Japanese guidelines suggest taking erythema with-
out induration into consideration when the measure-
ment is over 20 mm [28]. In a contact tracing study
carried out with 566 BCG-vaccinated school students in
Japan, the erythema measurement was correlated with
both the induration measurement and the degree of ex-
posure to the index case. These results suggest that ery-
thema (irrespective of the induration response) could
have a significant value in the interpretation of the TST
results. However, in this study, no concomitant IGRA
testing was performed [29]. In our study, joint assess-
ment of induration and erythema has shown better cor-
relation with the QFT results than when only induration
was taken into account in the TST response. All 3
patients with erythema, but with a negative result in the
initial TST-1, developed a positive TST response 15 days
later. Moreover, of the 9 patients with erythema without
induration in the second TST, six (66.7%) had a positive
QEFT result. Overall, our results suggest that in patients
with impaired cell-mediated immune response, such as
patients with ESRD, erythema without induration could
be indicative of a weak immune response to M. tubercu-
losis antigens, even though it did not yield skin indur-
ation. Our findings indicate that M. tuberculosis
infection could be considered in patients with ESRD and
with no induration erythema shown in the TST re-
sponse, particularly in situations of high epidemiological
risk of infection. Nevertheless, more studies and a higher
number of patients than those presented in our study
are required to fully verify this statement.
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As there is no gold-standard method to confirm diag-
nosis of LTBI, the accuracy of tests for evaluating LTBI
relies on indirect evidence of infection. There is in-
creasing evidence that IGRA results have a better cor-
relation with known risk factors for LTBI than the TST
responses [13]. In addition, several studies have
assessed this issue in patients with chronic kidney dis-
ease, indicating that for these groups of patients, IGRAs
have a greater accuracy than TST in the diagnosis of
LTBI [30-34]. However, only a few studies have com-
pared TST and IGRA results in haemodialysis patients
after a recent exposure to a bacilliferous TB patient
[16,17]. Winthrop et al. found a better correlation with
risk exposure using Quantiferon-TB-Gold® test (an
older generation of QFT) than when using the TST
after exposure to a pulmonary TB patient in a haemo-
dialysis centre [16]. Yet, they found that the rates of
positive results using the TST and the IGRA were not
significantly different, whereas we found a value close
to statistical significance (p=0.065). The conclusion
derived from the above cited study and from our
current findings (using the new generation of QFT) is
that IGRAs may offer greater accuracy for the diagnosis
of LTBI in ESRD patients, after exposure to an infec-
tious TB patient [14].

Our study has several limitations that require further
comments. First, due to the limited number of patients
included in the study, our results must be interpreted
with caution, and larger series of patients are necessary
to confirm our findings. This is especially true for the
value of erythema, as very few studies have previously
assessed this item. Second, as there is no gold-standard
method for diagnosing true LTBI, it cannot be ruled out
that higher positivity rates for the QFT could include
some false positive results. Nevertheless, there is increas-
ing evidence about the value of an IGRA as a marker for
LTBI and even as a marker for the risk of progression to
active TB [35]. Finally, only one commercial IGRA
(QFT) has been evaluated in our study. It has been sug-
gested that the other commercially available IGRA (T-
SPOT.TB®) may have an improved sensitivity in patients
with immunodeficiency disorders [36]. There are several
previous studies that have compared different commer-
cially available IGRAs in ESRD patients [30,32,33]. In a
Korean study comparing the performance of TST, QFT
and T-SPOT.TB in patients undergoing haemodialysis,
the positive rates were 23.5%, 45.9% and 60.4% respect-
ively, suggesting a higher sensitivity for the T-SPOT.TB
test. In addition, the frequency of indeterminate results
was higher for the QFT compared with the T-SPOT.TB
test [32]. In contrast, two other studies failed to demon-
strate significantly better sensitivities with the T-SPOT.
TB test than with the QFT: 47% vs. 40%, respectively,
using an older generation of QFT in a Taiwanese study
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[30], or 22% vs. 46%, respectively, in 62 Swiss patients
deemed to have LTBI [33].

Conclusions

Our results indicate that the QFT shows better sensitiv-
ity than the TST in detecting LTBI in haemodialysis
patients, after exposure to M. tuberculosis. Nevertheless,
if the TST is used for detecting LTBI, a single TST result
has low sensitivity and a two-step strategy must be per-
formed to gain sensitivity.

Although the relatively small number of patients
included in the present study limits, to some extent, the
significance of the conclusions, it can still be emphasized
that special care should be taken in patients with ESRD,
who show erythema after the TST, because erythema
alone (without induration) may be a marker of LTBI
when interpreting TST in these patients.
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INFORMACION AL PACIENTE

ESTUDIO: UTILIDAD DE LA DETECCION DE INTERFERON-GAMMA IN VITRO Y PRUEBAS DE
INMUNIDAD HUMORAL PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DE INFECCION LATENTE
TUBERCULOSA EN PERSONAS CON EXPOSICION RECIENTE A MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS.

Naturaleza y objetivo del estudio.

El estudio en el cual se le propone participar se llevara a cabo en la Unidad de
Tuberculosis perteneciente al Servicio de Medicina Interna del Complejo Hospitalario de
Pontevedra en el marco de un proyecto de investigacion en Ciencias de la Salud para el estudio

de la tuberculosis.

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, producida por el Bacilo de la Tuberculosis
de alta incidencia en Galicia. Se sabe que un enfermo de tuberculosis puede contagiar a otras

personas por via aérea.

Cuando una persona se contagia, no enferma inmediatamente, sino que pasa antes por una

fase de infeccion latente, en la que la persona esta infectada pero no enferma.

El estudio de los contactos de una persona ya enferma, pretende detectar las personas que
estan infectados antes de que desarrollen enfermedad, y asi tomar medidas preventivas que

eviten el desarrollo de tuberculosis.

Hasta ahora, la Prueba de Tuberculina (también conocida como “Mantoux”) ha sido la

unica manera disponible para saber si una persona esta infectada o no por el bacilo tuberculoso.

Pero la Prueba de Tuberculina es una prueba muy antigua (posiblemente la prueba
diagnostica mas antigua entre las que todavia se encuentran en activo) y de utilidad limitada para

asegurar si un paciente esta infectado o no por el bacilo tuberculoso.

Por otra parte, tarda hasta 8-10 semanas en positivizarse después de que se haya dado el
contagio por el bacilo de la tuberculosis, por lo que caso de que la Prueba fuera negativa, esta
indicado repetir la misma pasado ese tiempo. Todo ello supone més molestias y ademas cierto

riesgo de que se desarrolle la enfermedad en este periodo de tiempo.
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Por eso, surge la necesidad de nuevas pruebas que eviten todas las limitaciones de la

Prueba de Tuberculina.

Recientemente se estan estudiando nuevos métodos diagndsticos que puedan obviar todas
las desventajas de la Prueba de Tuberculina en el estudio de contactos de enfermos con
tuberculosis. Estos nuevos métodos diagnosticos se basan en la deteccion de una sustancia
denominada “Interferon Gamma” que producen algunas células sanguineas en el caso de que
haya infeccion por el bacilo tuberculoso. Aunque son de mayor coste, estudios recientes parecen
muy prometedores, estando ya aprobado su uso, como alternativa a la Prueba de Tuberculina en

algunos paises como los Estados Unidos.

Ademas de las citadas pruebas basadas en la deteccion de “Interferon Gamma” es posible
que otras, basadas en la deteccion de anticuerpos frente al bacilo de la tuberculosis en sangre,

puedan ser también alternativas diagnosticas validas.

Pero, por tratarse de una prueba nueva, de la que atn se carece de la experiencia necesaria,

muchas cuestiones quedan por resolver.

Una de ellas es el tiempo que tarda en positivizarse una vez la persona esté infectada por el
bacilo tuberculoso. No se sabe si estas nuevas técnicas se positivizan antes que las 8-10 semanas

que tarda la Prueba de Tuberculina.

Una segunda cuestion no resuelta es averiguar si estas nuevas técnicas se negativizan

después de haber recibido un tratamiento de infeccion latente.

Por ultimo, estd también por determinar la utilidad diagndstica de los anticuerpos que se

producen en sangre frente a ciertas proteinas del Bacilo de la Tuberculosis.

Estudio

Este estudio no se realiza normalmente en todos los pacientes. En caso de participar en ¢l,
se le haran las pruebas estandar (Prueba de Tuberculina) y ademas se le pedird una muestra de

sangre entre 1 y 3 veces, seglin los resultados obtenidos.

Se le requerird para acudir a consulta de la Unidad de Tuberculosis y realizar una

extraccion de sangre segun los procedimientos habituales. Los resultados seran procesados
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mediante programas informaticos especificos para el analisis de datos. En ningin caso se le
sometera a pruebas complementarias para la obtencion de muestras que no estén indicadas para

los fines anteriormente mencionados.

Los datos obtenidos se destinardn al desarrollo de este estudio y no se incluiran en otros

estudios sin la previa autorizacion y especificacion del destino de los mismos.
Participacion en el estudio

Su participacion en el estudio es completamente voluntaria y la decision de no participar o
revocar su participacion y retirar su consentimiento en cualquier momento del estudio, no
afectard a su tratamiento y atenciones que debe recibir por parte del equipo médico que le

atiende.

Es posible que no obtenga ningin beneficio de su participacioén en este estudio, pero los
resultados derivados del mismo podran contribuir a beneficiar en un futuro a otros pacientes, asi

como a adecuar la conducta de diagnostico y tratamiento.

Riesgos. Su participacion en el estudio conlleva unicamente los riesgos propios de una
extraccion analitica habitual: Ocasionalmente puede producirse hematomas locales, dolor o
molestias en el lugar de la puncion. La toma de muestra de sangre serd siempre realizada por

profesionales acreditados y con amplia experiencia en la obtencion de muestras sanguineas.
Confidencialidad. Los datos obtenidos se limitaran para el andlisis del estudio.

La actividad de gestion de los datos recogidos durante el estudio asi como el manejo de las
historias clinicas cumplird en todo momento con las exigencias de la Ley Orgéanica 15/1999 de

Regulacion del Tratamiento Automatico de Datos (LOTARD) y el R.D. 994/99.

Para ampliar la informacion recibida si asi lo desea, tanto antes como una vez iniciado el
estudio, usted puede contactar con el Dr. Luis Anibarro, médico investigador de la Unidad de

Tuberculosis del Complexo Hospitalario de Pontevedra. (TIf: 986-807005).
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estudio: UTILIDAD DE LA DETECCION DE INTERFERON-GAMMA IN VITRO Y PRUEBAS DE
INMUNIDAD HUMORAL PARA EL DIAGNOSTICO PRECOZ DE INFECCION
LATENTE TUBERCULOSA EN PERSONAS CON EXPOSICION RECIENTE A
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

En nombre propio 0 D./DIIa .......cccuiiiiiiiieiiieiiesie ettt ettt ettt et ae e aeeenaeens
como representante legal del paciente
y ante €l teStiZ0 D./DTIA .....eieiiiiiiiiieeie et ettt et e st eneas

MANIFIESTO que:

He sido informado(a) por el Dr./Dra..........ccccoevvieeiiiiiiiiicieeeee e del Servicio de
Medicina Interna del Complejo Hospitalario de Pontevedra, y que me asiste en el citado servicio
médico, que se va a realizar un estudio sobre el diagndstico de infeccion tuberculosa tras

contacto con un enfermo de tuberculosis.

He podido hacer preguntas sobre el estudio y he recibido respuestas satisfactorias a las

mismas.

Comprendo que la participacion es voluntaria y que la no participacion en el estudio no va

a modificar en nada el tratamiento ni las atenciones que voy a recibir.

En base a ello, otorgo mi conformidad para el andlisis de las muestras en el mencionado

estudio.
Pontevedra, a......... de oo,
El Voluntario/Representante El Testigo El Médico
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ANEXO 5. OTROS ARTICULOS QUE NO FORMAN PARTE DE
LA TESIS.
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