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RESUMEN

La prueba de tuberculina (PPD) detecta tuberculosis latente y activa. Nuevas pruebas, como la
medicién de IFN-y especifico para M. tuberculosis ayudan a su diagnéstico y cuantifica la
respuesta de los linfocitos T efectores de memoria, especificos. Este estudio evalla dos
poblaciones: adultos saludables para obtener valores de referencia y pacientes infectados con el
virus de VIH-1 (PVVIH) en riesgo de desarrollar tuberculosis latente y a ambos grupos se les
realizé la PPD. La poblacién de referencia fue de 49 voluntarios saludable, todos con PPD
negativa < 15 mm en el area de la induracion y con una concentracion de IFN-y de 0.004 Ul/mL
(0.16 pg/mL) a 0.444 Ul/mL (17.76 pg/mL).La poblacién de 45 PVVIH fue positiva en un 4 %
para la PPD (2/45) y negativos 96 % (43/45). Ambos pacientes positivo para la PPD, también
fueron positivos para IFN-y, 100 % (2/2). De los 43 pacientes con la PPD negativa, cuatro fueron
positivos para IFN-y 9 % (4/43) y 39 fueron negativos 91 % (39/43) para ambas pruebas. La
sensibilidad obtenida para produccion de IFN-y fue de 99% y la especificidad de 91 %. Se
determiné los valores normales para esta poblacion entre 0.16 — 17.76 pg/mL. ElI IFN-y
especifico para M. tuberculosis fue positivo en un 9 % de las personas infectadas por el VIH que
tenian la prueba de PPD negativa.
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INTRODUCCION

La tuberculosis una de las causas mas importantes de muerte de los pacientes infectados con
VIH, esto se relaciona con el incremento del riego de desarrollar tuberculosis por la disminucion
de los TCDA4. Esta investigacion hace un estudio: Analitico, descriptivo y transversal con
poblaciones a las que se les solicito consentimiento informado de adultos saludables para obtener
valores de referencia y PVVIH en riesgo de desarrollo de tuberculosis latente enfocandose en
determinar la produccion de IFN-y in vitro en respuesta a antigenos especificos para M.

tuberculosis en pacientes VIH positivos
MATERIALES Y METODO

Reactivos y Materiales: Utilizamos un ensayo de IFN-y in vitro que mide en sangre total la
reaccion a los antigenos peptidicos ESAT-6, CFP-10 y TB7.7 (p4) especificos para M.
tuberculosis (QuantiFERON-TB Gold QTF-G de Cellestis, a QIAGEN, Australia) y una Prueba
de tuberculina (PPD) proporcionada por MINSA (OMS-OPS). Recoleccion y manipulacion de
muestras: Se recogio de cada sujeto 1 ml de sangre por puncion venosa directamente en cada
tubo (mitdgeno, antigeno y nulo). Los tubos se incubaron a 37°C entre 16 y 24 horas, luego se

centrifugaron 15 minutos a 2500 RCF (g) y se recolecto el sobrenadante.

Procedimiento analisis de muestras: Todas las muestras de plasma y reactivos, se atemperaron
antes de usar excepto el concentrado de conjugado 100X, que se utilizé a temperatura ambiente
(22°C + 5°C). Para el estandar liofilizado del kit se afiadié el volumen de agua destilada indicado
y se mezcl6 suavemente para lograr asi una solubilizacién completa con una concentracion de 8
Ul/ml. Los estandares se analizaron por duplicado. Se procedio a medir la densidad optica (DO)
de cada pocillo a los 5 minutos de detener la reaccion mediante un lector de microplacas
equipado con un filtro de 450nm y con un filtro de referencia de 620nm. Los resultados se

calcularon utilizando esos valores de DO.
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Calculos e interpretacion de los resultados del ensayo: Para la generacion de curva estandar se
utiliz6 una hoja de célculo en el programa EXCEL. Se calculd coeficiente de variacion (%CV)
de los estandares y el coeficiente de correlacion (r) de la curva estandar, entre otras variables con
un valor de confianza de 99,9 % y 3 % de error. Los resultados se presentan en Ul/ml y su
equivalente en pg/ml basados en estudios donde se relaciona ambas unidades y sefialan que las

concentraciones en Ul/ml pueden convertirse a pg/ml multiplicando por 40pg/Ul.

RESULTADOS

Interpretacion de los resultados: Negativos: Aquellos pacientes cuya medicion de la absorbencia
de la muestra del antigeno menos a medicion de la absorbancia de la muestra nula resulte ser <
0,350 > 0,35 y < 25 % del valor del tubo nulo nos indican una infeccion por M. tuberculosis

improbable, es decir IFN-y negativo.

Positivos: Aquellos pacientes cuya medicion de la absorbancia de la muestra del antigeno menos
a medicion de la absorbancia de la muestra nula resulte ser > 0,35 y > 25 % del valor del tubo
blanco nos indican una infeccion por M. tuberculosis probable, es decir IFN-y positivo. El
analisis estadistico se realizd mediante el programa OPENEPI y el programa EPINFO 7.0. Se
calculd la sensibilidad, especificidad, precision diagnostica, valor predictivo negativo y valor

predictivo positivo.

La poblacion de referencia fue de 49 voluntarios saludable que aceptaron firmar el
consentimiento informado cuyas edades fueron entre 19 - 22 afios. De estos el 31% (15/49)
fueron masculinos y el 69 % (34/49) femeninos. Todos PPD negativo (< 15 mm en el area de la

induracion).

La concentracion de IFN-y de la poblacion saludable fue de 0.004 Ul/ml (0.16 pg/mL) a 0.444
Ul/mL (17.76 pg/mL). Las concentraciones en hombres fue de 0.004 Ul/ml (0.16 pg/ml) y 0.379
Ul/mL (15.16 pg/ml), x: 0.088 (3.52 pg/mL) Ul/mL y en mujeres de 0.020 (0.8 pg/ml) Ul/ml y
0.444 Ul/mL (17.76 pg/mL) x: 0.089 UI/mL (3.56 pg/mL)
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Para la poblacion de PVVIH los vacunados con BCG (44/45) que obtuvieron resultados PPD
negativa fueron 94 % (42/45). Ambas pruebas BCG y PPD positiva se obtuvieron 2 pacientes es
decir 4 %. Solo un paciente obtuvo con BCG negativay PPD negativa 2 %. No se obtuvo ningln
paciente BCG negativo con PPD positiva.

La distribucion de acuerdo al IFN-y, muestra que la edad promedio se encuentra para esta prueba
positiva entre 47 afios y 42 para la negativa, con una proporcion hombre-mujer de 3:2 (3/2) para
los resultados positivos y 1.6:1 (25/15) para los negativos. Entre los 44 pacientes vacunado con
BCG 14 % (6/44) fueron IFN-y positivo y el 87 % (38/44) fueron negativos a IFN-y. El Gnico

paciente BCG negativo fue también negativo para el FN-y.

La distribucion de acuerdo al resultado de la prueba PPD muestra que la edad promedio para la
prueba positiva esta en 48 afios y 42 para la prueba negativa. Con una proporcién hombre-mujer

de 1:1 para los resultados positivos y 1.6:1 (28/18) para los negativos.

Los promedios de IFN-y para PPD positivos fue 5.66 Ul/ml (226 pg/mL) vy 0.24 Ul/mL
(9,6 pg/mL) para la PPD negativa. EI promedio de linfocitos TCD4 para la PPD positiva fue de
295 células/pL y para la PPD negativa fue de 564 células/uL. Para los linfocitos TCD8 el
promedio fue 562 y 883 células/pL para PPD positiva y PPD negativa respectivamente.

Del total de pacientes tenemos que el 87 % (39/45) obtuvieron resultados negativos en IFN-y y
PPD. No se obtuvo ningun caso de PPD positiva con IFN-y negativo. EI 9 % (4/45) de las PPD
negativa fueron IFN-y positivo y 4 % (2/45) de las PPD positiva fueron IFN-y positivo.

Este estudio obtuvo una sensibilidad de 99 % y la especificidad fue de 91%. El valor predictivo
positivo fue de 33 %, es decir que si la prueba de IFN-y es positiva, la probabilidad estimada de

que un individuo tenga realmente tuberculosis latente es 33 %.

El valor predictivo negativo fue de 99 % es decir que si la prueba tiene un resultado negativo la
probabilidad estimada de que no padezca tuberculosis latente es de 99 %. La precision
diagnostica obtenida fue de 91 %. El indice kappa obtenido fue de «: 0,46. La concordancia
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observada entre ambas pruebas de PPD e IFN-y fue 96 % (43/45) es 46 % mayor que la

concordancia esperada por el azar segun esta prueba.
DISCUSION

En Panama este mismo afio el nimero de PVVIH y tuberculosis fue de 1 600 y de pacientes con
VIH y tuberculosis fue de 224 con un aumento desde el afio 2005 de 86 % al 96 % en el 2012
(World Health Organization, 2013).

Los valores encontrados en los 49 voluntarios sanos van desde 0.004 Ul/ml hasta 0,444 Ul/mL,
con un promedio de 0,088 y un coeficiente de variacion de 0,6 %. Estudios consideran la division
entre positivos y negativos en 0.35 Ul/ml sugerido en el inserto de la prueba. Otros estudios
sefialan valores de IFN- y con promedios de 0.91 Ul/mL en personal militar con resultados de
PPD < 15 m. Sin embargo otros describen en pacientes COMBE positivos que fueron
considerados negativos con concentraciones de 0,02 Ul/mL.

El estudio observé que en un 4 % (2/44) para los pacientes vacunados positiva con PPD
positiva, un 94 % (42/45) obtuvieron resultados PPD negativa en contrate con. Es decir, los
porcentajes obtenidos de pacientes para ambas pruebas son de un 13 % (6/44) para IFN-y un 4 %
(2/44). Para la prueba de PPD no se muestra en nuestro estudio que la vacunacion sea
interferente o cause falsos positivos en estas pruebas. Ademas hubo 2 % (1/44) de pacientes con

BCG negativay PPD negativa y no se obtuvo ningun paciente BCG negativo con PPD positiva.

Los promedios de IFN-y para PPD positivos fue 5,66 Ul/mL y 0.24 Ul/mL para la PPD negativa,
mostrando un aumento de la concentracion entre los pacientes positivos y una concentracion
dentro de los valores considerados negativos para poblacién saludable. Esto nos sugiere que el
IFN-y puede ser considerado como alternativa para la deteccion de LTB y en la prevencion del

desarrollo de tuberculosis activa en la poblacion de riesgo como son los PVVIH en nuestro pais.

La especificidad calculada para la prueba de IFN-y fue de 91 % con una sensibilidad de 99 %
comparada con la prueba de PPD, se considera que a medida que ambos indices se acercan al

100 % la prueba es méas eficaz, es decir que la prueba de IFN-y tiene alta sensibilidad y
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especificidad ya que detecta el 99 % de los enfermos y con una alta capacidad de identificar los
individuos sanos. Existe un ambito amplio de resultados en cuanto a sensibilidad y especificidad
entre ambas pruebas segln los estudios. Algunos de ellos muestran la sensibilidad para la prueba
de IFN-y (64- 91 %) comparado con la de PPD (25 — 85 %).

El valor predictivo positivo fue de 33 % y valor predictivo negativo fue de 99 % Investigaciones
han sefialado que el valor predictivo de los estas pruebas en personas infectadas con el VIH
muestran que tienen escaso valor predictivo positivo, pero un alto valor predictivo negativo para
la tuberculosis activa. Otros estudios proponen el uso de ambas pruebas y asi aumentar el valor

predictivo, comparado si se utilizan por separado.

La precision diagndstica obtenida fue de 91 %. Esto significa que del porcentaje de pacientes

captados como verdaderos positivos el 91 % es preciso en el diagndstico.

El indice kappa obtenido fue de «: 0,46, se considera bueno concordancia. La concordancia
observada entre ambas pruebas de PPD e IFN-y fue 96 % (43/45) es decir 46 % mayor que la

concordancia esperada por el azar segun la prueba kappa.
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