UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA
Departamento de Medicina

Programa de doctorado: Medicina Interna

UNB

Universitat Autonoma
de Barcelona

DIAGNOSTICO DE LA INFECCION TUBERCULOSA MEDIANTE
IGRAs EN PACIENTES CON PSORIASIS

Autor: Marta Vilavella Rius

Director: José Manuel Carrascosa Carrillo

Trabajo de Investigacion.

Convocatoria: Septiembre de 2012



El Dr. José Manuel Carrascosa Carrillo Profesor Asociado Médico del
Departamento de Medicina de la Universitat Autbonoma de Barcelona con
ejercicio en la Unidad Docente del hospital Germans Trias i Pujol de
Badalona (Barcelona) y Facultativo Especialista de Dermatologia del mismo
Hospital,

HACE CONSTAR,

Que el trabajo titulado “DIAGNOSTICO DE LA INFECCION TUBERCULOSA
MEDIANTE IGRAs EN PACIENTES CON PSORIASIS” ha sido realizado
bajo mi direccion por la licenciada Marta Vilavella Rius y que se halla en
condiciones de ser presentado como trabajo de investigacion de 12 créditos,
dentro del programa de doctorado en Medicina Interna (curso 20011-2012)

en la convocatoria de Septiembre.

Badalona a 20 de Agosto de Dos mil doce



INDICE

O R SUIM BN . .. e e e e e e e e e e e e e e e e e e 4
LAY o] (VA= L 0 = LT 5
L 1 0) 1Yo [U ool o] o TR 6-13
0 O BtIVOS. ...t 14
o Material y MEtOdOS. .......ovieii 15-18
@ RESUIATOS. ... 19-24
@ DS CUSION. .ottt 25-30
0 CONCIUSION. o e e 31

e Bibliografia.........ccooiiiii 32-38



RESUMEN

Objetivo: Determinar la incidencia de positividad de los tests in vitro para
detectar la infeccidn tuberculosa latente y contrastar la correlacion entre ellos

y la PT (prueba de la tuberculina).

Material y métodos: pacientes con psoriasis moderada y grave en los que
estaba indicada la evaluacidn de infeccion tuberculosa. Se realizaron la PT y
los IGRAs (T-SPOT.TB y QNF-G-IT). Se registro el perfil terapéutico de los

pacientes.

Resultados: Se incluyeron 103 pacientes (69 hombres y 34 mujeres) El
42% recibian tratamiento biologico, el 35 % sistémico clasico y el 23%
estaban pendientes de recibir tratamiento. Un total de 25 pacientes (24%)
presentaron positividad para alguno de los tests practicados: 9 pacientes
(8%) present6 positividad para PT, 17 (17 %) para T-SPOT.TB y 18 (18%)
para QFN-G-IT. Seis pacientes (5%) presentaron positividad para PT y algun
IGRA, por el contrario, 16 pacientes de un total de 94 con PT negativa (17%)
mostraron positividad para algun IGRA. La concordancia entre la PT y las
técnicas in vitro fue baja mientras que el grado de correlacion entre ambos
IGRAs fue mayor (k= 0.7). No se encontraron diferencias significativas en

funcién del perfil terapéutico.

Conclusiones: La buena concordancia observada entre los tests IGRA
permite sugerir una elevada especificidad en la deteccion de las infecciones
tuberculosas latentes. Por otro lado, la presencia de un porcentaje notable de
pacientes con IGRAs positivo y PT negativa podria indicar también mayor
sensibilidad, lo que resulta de especial utilidad en el seguimiento de los

pacientes sometidos a inmunosupresion crénica.



ABREVIATURAS

BCG: Mycobacterium bovis bacilo Calmette-Guérin
CD: Célula dendritica

CFP-10: Culture Filtrate Protein 10

CPA: Célula presentadora de antigenos

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ELISPOT: Enzyme-Linked Immunospot Assay
ESAT-6: Early Secretory Antigen Target-6

IFN-y: Interferon gamma

ITL: Infeccidn tuberculosa latente

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad

MNT: Micobacterias no tuberculosas

PBMCs: Células mononucleares de sangre periférica
PPD: Derivado proteico purificado

PT: Prueba de la tuberculina

PBMCs: células mononucleares de sangre periférica
QFN-G-IT: Quantiferon-TB Gold In tube

RD: Region de diferencia

TB: Tuberculosis

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

VIH: Virus de la inmunodeficiencia Humana



INTRODUCCION

La psoriasis es una enfermedad cutanea inflamatoria de curso cronico que
afecta al 1-2% de la poblacion mundial, principalmente a individuos
caucasicos." Cerca del 25% de los pacientes presentan una forma
moderada o severa de la enfermedad ® que es causa frecuente de
incapacidad laboral en edades medias de la vida, comportando un importante
impacto personal y socioecondmico. No existe cura conocida y los
tratamientos existentes van dirigidos a inhibir el proceso inflamatorio y sus
consecuencias. Aunque el tratamiento topico (queratoliticos, corticoides,
derivados de la vitamina D) y la fototerapia han demostrado su utilidad en el
manejo de pacientes con estadios limitados, en los pacientes con formas
severas y/o incapacitantes debe plantearse un tratamiento sistémico. Las
terapias basadas en farmacos sistémicos convencionales como el
metotrexate, la ciclosporina y el acitretino han demostrado su capacidad para
enlentecer o detener la progresion de la enfermedad, aunque en muchos
pacientes, la falta de respuesta y la aparicion de efectos adversos hacen que

estos farmacos sean insuficientes.

En los ultimos afios, la llegada de los farmacos biologicos, especialmente los
antagonistas del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), ha mejorado
significativamente la capacidad para inducir remision de la enfermedad en
muchos pacientes y atenuar de forma marcada la gravedad de la dermatosis
en muchos otros 3.

Sin embargo, la utilizacion de terapias biol6gicas requiere de una evaluacién
previa y de una vigilancia del paciente ya que se han descrito infecciones
bacterianas graves en pacientes tratados con agentes anti-TNF-a.
Concretamente, requiere una consideraciéon especial el riesgo de desarrollar
tuberculosis (TB), ya que existe una asociacion clara entre el tratamiento con
anti-TNF-a y la reactivacion de la infeccién tuberculosa *°. La principal via de
infeccion de Mycobacterium tuberculosis es la llegada a los alvéolos

pulmonares, donde es fagocitado por los macréfagos alveolares. Dado que
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M. tuberculosis es un patégeno intracelular, el bacilo consigue evitar su
destruccion impidiendo la union del fagosoma y el lisosoma, y multiplicarse
en el interior del macrofago hasta posteriormente destruirlo. EI macréfago
infectado libera citocinas que atraen a neutroéfilos, linfocitos y mas
macrofagos para que generen un foco inflamatorio. La respuesta Thles la
responsable del desarrollo de la inmunidad protectora ya que segrega TNF-q,
gue permite la llegada de méas macréfagos, y de IFN-y que activa a los que
estan infectados. EI TNF-a es una de las citocinas clave en el desarrollo y
mantenimiento del granuloma tuberculoso y en la contencion de la infeccion.
Por lo todo ello, antes de iniciar la terapia con anti-TNF-a es obligatorio
descartar la presencia de infeccién tuberculosa, y por supuesto una eventual
TB activa. °

Durante los udltimos 100 afios se ha utilizado como herramienta para el
diagndstico de la infeccion tuberculosa la prueba de la tuberculina (PT). La
tuberculina se obtiene del filtrado del cultivo de M. tuberculosis esterilizado y
concentrado. Esta constituida por derivado proteico purificado (PPD) que
consiste en una mezcla de mas de 200 proteinas de M. tuberculosis. En
Espafia se recomienda emplear la tuberculina PPD RT23 con Tween 80,
preparada por el Statens Serum Institute de Copenhague, a dosis de 2 UT
por 0,1 ml, que es la bioequivalente a la dosis recomendada (5 UT) de la
tuberculina patrén internacional, la PPD-S .

La PT se realiza segun la técnica de Mantoux, mediante la inyeccion
intradérmica en la cara anterior del antebrazo de una cantidad constante de
liquido diluyente (0,1 ml) con la dosis correspondiente de tuberculina. La
sensibilizacion del individuo se manifiesta por wuna reaccibn de
hipersensibilidad retardada, que produce una induracion en el sitio de la
inyeccion, que tiene que comprobarse a las 48-72 horas. Esta respuesta
estd mediada por células Thl que migran al punto de inyeccion de antigeno y
producen la liberacion de diversas citocinas al reconocer los antigenos
presentados por las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase Il. Posteriormente, activan a los macréfagos provocando una
reaccion caracterizada por la aparicion de eritema e induracion.

Si la PT es positiva, considerando una induracién =25mm a las 72h, se

considerara que el individuo esta infectado. Si la induracion es <b6mm, se
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debe realizar una nueva PT dos semanas después (booster), considerando
qgue el paciente esta infectado si la induracion de la segunda tuberculina es

>5mm .

Pruebadela
tuberculin

- CPA
':.PW '““Tﬁl'l

célula TC;\’I /)

Liberacian de
citoguinas

Induracian H Respuesta inflamatoria

Figura 1: Esquema de la reaccién de hipersensibilidad retardada al PPD

Las normativas actuales exigen recoger en la historia clinica de los pacientes
los posibles antecedentes de TB y los contactos recientes con pacientes con
TB para reducir el riesgo de desarrollar una TB durante el tratamiento con
agentes bioldgicos, realizar una radiografia de térax para descartar una TB
activa o signos radiograficos sugestivos de una antigua TB, asi como realizar
una PT.%?°

El principal inconveniente de la PT radica en que la mayoria de proteinas
presentes en el PPD no son especificas de M. tuberculosis sino que las
comparte con otras especies de micobacterias. Esto provoca una
disminucién en la especificidad de la prueba, ya que individuos sensibilizados
por exposicion previa a micobacterias no tuberculosas (MNT) o que han
recibido la vacuna antituberculosa (Mycobacterium bovis bacilo Calmette-
Guérin [BCG]) también responden inmunolégicamente al PPD. Ademas,

aquellos pacientes infectados por MNT y vacunados con BCG que no han



respondido en la primera PT, pueden dar lugar a una respuesta falsa positiva
en la segunda tuberculina en virtud del efecto booster.°

Por otro lado, aunque la sensibilidad intrinseca de la PT para el diagndstico
de la infeccidén tuberculosa no se conoce, ya que no hay una técnica de
referencia o gold standard, si que existen suficientes evidencias de una
sensibilidad muy reducida en pacientes con alteraciones en la inmunidad
celular en presencia de terapias inmunosupresoras’; precisamente estos
son los pacientes en los que es mas necesario detectar la infeccidon
tuberculosa latente (ITL), puesto que presentan un mayor riesgo de
desarrollar TB si estéan infectados.

Esta menor sensibilidad de la PT es de especial interés en los pacientes con
psoriasis candidatos a iniciar terapias bioldgicas, ya que por lo general, son
pacientes que previamente han recibido farmacos inmunosupresores clasicos

y que por tanto, pueden tener alterada su respuesta inmunitaria.

En los ultimos afios, se han desarrollado alternativas a la PT a través de
diferentes métodos de cuantificacion in vitro de la respuesta inmune celular
frente a diferentes antigenos micobacterianos. El fundamento de todas ellas
es la estimulacion de las células T sensibilizadas frente a estos antigenos
que facilitaran la liberacién de IFN-y, cuya presencia sera indicativa de la
infeccion latente. Esta tecnologia se basa en técnicas de ELISA y ELISPOT,
gue respectivamente han dado Ilugar a dos técnicas disponibles
comercialmente: Quantiferon-TB Gold In tube (QFN-G-IT; Cellestis Limited,
Carnegie, Victoria, Australia) y T-SPOT.TB (Oxford Immunotec, Abingdon,
Reino Unido). Ambas técnicas, aprobadas por la Food and Drug
Administration (FDA), consisten en una estimulacion in vitro de los linfocitos
con antigenos especificos de M. tuberculosis, seguida de una deteccion del

IFN-y liberado mediante técnica inmunoldgica.

El éxito de esta tecnologia depende entre otros factores de los antigenos
gue se emplean durante la estimulaciéon. La utilizacibn de antigenos
codificados en la regién de diferencia (RD)1, como por ejemplo ESAT-6 y

CFP-10, que son antigenos secretados por el complejo M. tuberculosis y que



estan ausentes en la vacuna BCG y en otras MNT, parece tener una gran

capacidad en la deteccion de individuos infectados por M. tuberculosis.

Estimulacian
Antigénica

Deteccion de IFN-¥ d—

Liberacion de IFN-v

Figura 2. Esquema del fundamento del inmunodiagndstico basado en la cuantificacién in

vitro de la respuesta inmune celular.

Mientras que QFN-G-IT estimula los linfocitos presentes en muestras de
sangre total y determina la produccién de IFN-y mediante técnica de
ELISA;T-SPOT-TB requiere una separacion previa de células mononucleares
de sangre periférica (PBMCs) para su estimulacion y determina la presencia
de IFN-y mediante ELISPOT.

Una de las principales diferencias entre ambas técnicas in vitro es que en el
QFN-G-IT los antigenos especificos de M. tuberculosis se utilizan de forma
conjunta para la estimulacién de la sangre total, mientras que en el T-
SPOT.TB se emplean por separado para estimular las PBMCs. Ademas, en
el QFN-G-IT se incluye un tercer antigeno: TB7.7 (Rv2654). Este antigeno
esta codificado en la RD11 y también esta ausente en la vacuna de la BCG y
en otras MNT.
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T-SPOT.TB

nNeGaTvo | | posmvo | | EsaTs |

Deteccién de IFN-y mediante ELISPOT

Figura 3. Esquema de la técnica T-SPOT.TB

QFN-G-IT

Deteccion de IFN-gamma mediante ELISA

Figura 4. Esquema de la técnica QFN-G-IT

11




Tipo de técnica

Muestra biolégica

Antigenos

Sistema de lectura

Unidades de lectura

Tipo de resultado

Tiempo

Equipamiento de
laboratorio

Reaccion cruzada
con MNT

Control interno de

anergia

Efecto booster

Segunda visita del

paciente

In vitro

PBMCs

ESAT-6 y CFP-10,

por separado

ELISPOT

N° células efectoras
secretoras de IFN-

gama

Positivo, negativo o

indeterminado

18-24h

Si

No

Si

No

No

In vitro

Sangre total

ESAT-6, CDP-10y

TB7.7, en conjunto

ELISA

Unidades
Internacionales de
IFN-gamma

liberado

Positivo, negativo o

indeterminado

18-24h

Si

No

Si

No

No

In vivo

Inoculacién

intradérmica

PPD

Induracién

Milimetros

Positivo o negativo

48-72h

No

Si

No

Si

Si

Figura 5: Tabla comparativa que muestra las caracteristicas de las técnicas T-SPOT.TB,

QFN-G-IT y PT.
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Las técnicas de inmunodiagndstico in vitro disminuyen las posibilidades de
error asociadas a la técnica de aplicacion y lectura la PT. La aplicacion previa
de la PT o pruebas repetidas de QFT-G o T SPOT TB no alteran la
respuesta.

Se ha descrito que estas técnicas son mas especificas que la PT en
pacientes vacunados con la BCG y que correlacionan mejor con la
exposicién a M. tuberculosis ***®, Asimismo, existe una evidencia cada vez
mayor de que las técnicas basadas en la deteccion de IFN-y son también
robustas cuando se emplean para el diagndéstico de infeccion tuberculosa en

pacientes con déficit en la respuesta inmune celular'’*®

19,20 H 21-25

, como podrian ser

ninos™“", pacientes coinfectados con el VI

26-28

y pacientes en tratamiento
con farmacos inmunosupresores.
En este sentido, los IGRAs pueden detectar ausencia de respuesta inmune
ya gue presentan controles internos que permiten identificar la falta de
respuesta en pacientes anérgicos. Por lo tanto, un resultado negativo en el
mitdgeno (control positivo) y negativo frente a los antigenos especificos se ha
de considerar un resultado indeterminado, y este resultado implica una falta

de respuesta de las células T del paciente.

CONTROL CONTROL ANTIGENOS RESULTADO
NEGATIVO POSITIVO ESPECIFICOS

—_— POSITIVO

—b; NEGATIVO

S—f INDETERMINADO

SN

Figura 6. Esquema de los posibles resultados del T-SPOT. TB
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OBJETIVOS

Teniendo en cuenta la importancia del despistaje de la infeccion tuberculosa
en los pacientes con psoriasis, el objetivo de nuestro trabajo es:
e Determinar la incidencia de positividad de los tests in vitro para la
infeccion latente tuberculosa en un grupo de pacientes con psoriasis.
e Contrastar la correlacién entre los resultados de las técnicas in vitro y
la PT.
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MATERIAL Y METODOS

1. Disefno

e Estudio prospectivo y transversal

2. Sujetos en estudio

e Se incluyeron pacientes con psoriasis moderada y grave que seguian controles
en las consultas de Dermatologia del Hospital Germans Trias i Pujol de
Noviembre del 2010 a Noviembre del 2011 y que requerian evaluacion de la
presencia de tuberculosis latente, bien de forma previa al inicio de un
tratamiento sistémico inmunosupresor 0 por su uso mantenido

e Se registré la edad, el sexo y el pais de procedencia de cada individuo.

e Se registr6 el perfil terapéutico de cada paciente, estableciéndose tres
categorias:

o Tratamiento sistémico clasico (Ciclosporina, Metotrexate o
Acitretino)

o Tratamiento con farmacos biologicos (Infliximab, Etanercept,
Adalimumab o Ustekinumab)

o Sin tratamiento o en screening (pendientes de iniciar algun
tratamiento).

e Criterios de exclusion:

o Los pacientes con PT positiva conocida previa no se
incluyeron en el estudio. Unicamente estudiamos aquellos
sujetos con PT negativa previa o no realizada.

o Se realizé una radiografia de térax a todos los pacientes, eran
excluidos si presentaban enfermedad tuberculosa.

e Todos los pacientes eran mayores de edad y habian firmado consentimiento
para participar en el estudio.

e El estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Universitari Germans

Trias i Pujol.
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3. Pruebas de diagnéstico de la infeccion tuberculosa:

A todos los pacientes se les realiz6 de manera simultanea la PT y los dos
IGRAS (T-SPOT.TB y QNF-G-IT).

3.1 Prueba de Tuberculina (PT)

e La tuberculina fue administrada por el método de Mantoux usando 2 U
de PPD-RT23 e interpretada Unicamente por miembros del equipo
investigador.

e La lectura se realizé entre las 48 y las 72 horas después de la

administracion.

3.2 IGRAS (T-SPOT.TB y QFEN-G-IT)

Obtencion de las muestras
e Se recogieron muestras de sangre de todos los pacientes
seleccionados mediante el método estandar de venopuncién.
e Se recogieron 15 ml de sangre en tubos especificos CPT (Becton
Dickinson) y de QFN-G-IT (Cellestis).
e Las muestras se remitieron inmediatamente al laboratorio de

microbiologia.

Antigenos proteicos purificados utilizados
e Se emplearon como antigenos estimuladores de las células T las
proteinas completas segregadas por el complejo M.tuberculosis:
ESAT-6, CFP-10y TB7.7.
e Los antigenos fueron proporcionados por Oxford Immunotec y

Cellestis.
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Preparacion de las células mononucleares
e Las células mononucleares se obtuvieron a partir de sangre
venosa y también de las muestras del foco de infeccion de los
pacientes que se incluian en el estudio.
e Las células mononucleares se separaron mediante centrifugacion
en tubos CPT con citrato como anticoagulante.
e Se realiz6 un recuento para asegurar una concentracion celular

minima de 2‘5x10° celulas/ml.

Estimulacion antigénica
¢ Alicuotas de sangre total y también de las células mononucleares
purificadas fueron estimuladas con diferentes concentraciones de
cada fraccion de antigeno micobacteriano durante 18 horas.
e También se incluyeron controles positivos (fitohemaglutinina) y

controles negativos.

Deteccion de la produccion de IFN-y
e Tras la estimulacion se determinaron la produccién de IFN-y en
los sobrenadantes mediante técnicas estandarizadas de EIA
(QuantiFERON GOLD In tube. Cellestis) y mediante ELISPOT
(T.SPOT-TB. Oxford Immunotec Ltd) empleando anticuerpos
especificos.
» QFN-G-IT: Lectura la cantidad de IFN-y mediante lector
automaético.
» T-SPOT-TB: Recuento de “spots”’o “manchas” mediante

inspeccion visual.
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4. Variables

-Variable resultado:

Prueba de la tuberculina (PT)

IGRASs

* Positiva
»= Negativa

o T-SPOT.TB:

= Positivo
= Negativo
= |ndeterminado

= No valorable/ No vélido: Contaminaciéon de la muestra

o QFN-G-IT:

5. Recog

= Positivo
» Negativo

= |ndeterminado

ida y analisis de datos

Los resultados se analizaron mediante SPSS.

Se realizaron pruebas paramétricas y no paramétricas mediante
el analisis estadistico t-Student y el U de Mann-Whitney,
respectivamente. En todas las comparaciones se tomd un nivel
de significacion del 5% (unilateral). Se calculé el grado de
concordancia entre las técnicas in vitro y la tuberculina de
manera global y en los diferentes grupos de pacientes segun su

perfil terapéutico mediante la kappa de Cohen (k).
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RESULTADOS

Pacientes:

e Se estudiaron un total de 103 pacientes con psoriasis moderada y grave
reclutados en el Hospital Germans Trias i Pujol.

e Mas de la mitad de los pacientes eran hombres (69 hombres y 34
mujeres).

e La mayoria de los participantes eran espafioles (98,1%), Unicamente dos
pacientes provenian de un area con elevada prevalencia de tuberculosis.:
Marruecos y Uruguay.

e La edad media de los pacientes estudiados fue de 45,98 afios.

e La mayoria de ellos estaban recibiendo terapia sistémica para la
psoriasis:

o ElI 35% tratamiento con farmacos clasicos (Acitretino,
Metotrexate o Ciclosporina).

o El 41,7% tratamiento con farmacos biolégicos (Adalimumab,
Etanercept, Infliximab o Ustekinumab).

o EI 23,3% no recibia tratamiento (en screening).

Sujetos: 103
Sexo:
Hombre 69 (67%)
Mujer 34 (33%)
Edad * SD (afios): 45.98 (£ 13.55)

Pais de nacimiento:
Imigrantes de paises con alta
prevalencia de infeccién TBC 2(1,9%)
Residentes en un pais sin 101 (98,1%)
epidemia de TBC

Tratamiento para la psoriasis:

Clasicos 36 (35%)

Bioldgicos 43(41,7%)

Enscreening (pendientes de 24 (23,3%)
iniciar)

Figura 7: Caracteristicas epidemiol6gicas del grupo de pacientes estudiados
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M Tratamiento sistémico
clasico

M Tratamiento bioldgico

™ En screening

Figura 8. Perfil terapéutico de los pacientes incluidos en el estudio.

2. Resultados de las técnicas

De los 103 pacientes estudiados, un total de 25 pacientes (24%)

presentaron positividad para alguno de los tests practicados para descartar

infeccion latente tuberculosa.

La PT fue positiva en 9 pacientes (8%).

Con respecto a las técnicas in vitro, se obtuvieron 17 positivos con T-
SPOT. TB (17%) y 18 con QNF-G-IT (18%).

94

83
/9 M Positivo

M Negativo
i Indeterminado

17 18 M No valorable

PT T-SPOT-TB QFN-G-IT

Figura 9. Gréfico de barras con el resultados de las técnicas realizadas
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e Al desglosar los datos, observamos que 23 pacientes (22%) mostraron
positividad para alguno de los IGRAs (T-SPOT.TB y/o QNF-G-IT)
e De los 94 pacientes con PT negativa, 16 casos (17%) mostraron
positividad para alguno de los IGRAs:
o En 6 casos tanto el QFN-G-IT como el T-SPOT.TB fueron
positivos
o 4 pacientes mostraron T-SPOT.TB negativo y QFN-G-IT positivo
o 1 paciente T-SPOT.TB no valorable y QFN-G-IT positivo
o 1 paciente T-SPOT.TB positivo y QFN-G-IT indeterminado
o En 4 pacientes se observo T-SPOT.TB positivo y QFN-G-IT
negativo.
e Por otro lado, en 2 de los 9 pacientes con PT positiva (22% de los
positivos para PT) ambos IGRAs fueron negativos.
e Tuvimos algun resultado indeterminado de los tests in vitro en 5
pacientes (5% de los pacientes con PT negativa). Un paciente con PT

negativa mostro los dos IGRAs indeterminados.

|I 103 pacientes ‘

94
PT Negativa

9

PT Positiva

T-5POT.TB
positivo
ONF negativo
4

T-SPOT-TB no
valorable
QNF negativo
1

T-SPOT.TB
indeterminado

ONF negativo
3

T-5POT.TB
negativo

1
T-S5POT.TE no
valide
QF N positivo

&

T-SPOT.TE >
positive T-5POT.TB
negativo

QNF negativo
73

T-SPOT.TB
negativo
ONF positivo
4

QFN positivo

QMNF negativo

T-5POT.TN
positivo
QMNF positivo
&

T-SPOT.TB
positivo
QNF
indeterminado
1

T-SPOT.TN
indetminado

ONF indeterminado
1

T-SPOT-TE no

valorable

QNF positive
1

Figura 10: Esquema de los resultados obtenidos con las distintas técnicas: PT, T-SPOT.TB

y QFN-G-IT.
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3.Concordancia entre las técnicas:

e Enla segunda parte del estudio se evalu6 la concordancia entre las

distintas técnicas.

Resultado T-SPOT.TB

Resultado

Total

Negativo Positivo
Negativo 77 10 87
PT Positivo 2 6 3
Total 79 16 95
ErrortiE. b Sig.
Valor asint. T aproximada aproximada
Medida de acuerdo  Kappa 437 131 4593 .000
N de casos validos 95

a. Asumiendo la hipétesis alternativa.
b. Empleando el error tipico asintético basado en la hipotesis nula.

Resultado QFN-G-IT

Resultado

Total

Negativo Positivo
Negativo 77 10 87
PT Positivo 2 6 3
Total 79 16 95
ErrortiE. b Sig.
Valor asint. T aproximada aproximada
Medida de acuerdo  Kappa 437 131 4593 .000
N de casos validos 95

a. Asumiendo la hipdtesis alternativa.
b. Empleando el error tipico asintético basado en la hipotesis nula.
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Resultado QFN-G-IT
Resultado T-SPOT.TB Negativo et T

Negativo 75 4 79
Paositivo 4 12 16
Total 79 16 95
Error tig. b Sig.
Valor asint. T aproximada aproximada
Medida de acuerdo  Kappa .699 .099 6.817 .000
N de casos vélidos 95

a. Asumiendo la hipétesis alternativa.
b. Empleando el error tipico asintédtico basado en la hipétesis nula.

e En nuestro trabajo, obtuvimos un alto grado de concordancia entre los
dos IGRAs (TSPOT.TB y QFN-G-IT) con una medida de acuerdo kappa
de Cohen (k) de 0,699, mientras que la correlacién entre la PT y cada uno

de los IGRAs fue menor con una kappa de Cohen (k) =0,437 .
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La concordancia entre la PT y las pruebas in vitro fue estudiada entre los
distintos grupos en evaluacion de manera individual (pacientes en
tratamiento sistémico clasico, en tratamiento biolégico y en screening-sin
tratamiento-) sin observarse diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05 en todos los grupos).

31
27 27

1 1

w

34

37

23

18

PT

T-SPOT-TB

QFN-G-IT PT T-SPOT-TB QFN-G-IT PT QFN-G-IT

Tratamiento clasico Tratamiento bioldgico Screening

T-SPOT-TB

Figurall: Resultados de las distintas técnicas en cada grupo de pacientes segun su perfil

terapéutico.

e [ Fesrn [ aAr
. - X ) N
Tratamllento C.Ias',cc_’ y U de Mann-Whitney 720.500 751.000 685.500
Tratamiento bioldgico W de Wilcoxon 1888.500 1897.000 1831.500
z -1.008 -210 -1.281
Sig. asintét. (bilateral) 314 757 .200
a. Vanable de agrupacion: Tratamiento Actual
Resultado Resultado Reasultado
0 _— PPD T-SPOT.TS QFN
Tratamiento clasicoy U 92 Mann-Whiney 300,000 423.000 216.000
Screening W de Wilcoxon €80.000 1080.000 716.000
z -1.219 -.180 -.328
Sig. asintét. (bilateral) 223 857 743
a. Variable de agrupacion: Tratamiento Actual
Resultado Resuiltado Resuitado
S ——————— PPD T-SPOT.TB QFN
Tratamiento biologico y U de Mann-Whitney £01.500 403.500 477.500
. W de Wilcoxon 801.500 1439.500 1423.500
Screening z .482 -404 .784
Sig. asintét. (bilateral) 844 888 433

a. Varable de agrupacion: Tratamiento Actual

Figura: Tablas con los resultados de las pruebas no paramétricos.
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DISCUSION

En nuestra serie observamos positividad para alguno de los IGRAs en el 22
% de los pacientes con psoriasis moderada y grave en tratamiento sistémico
inmunosupresor o pendiente de iniciarlo, con buena concordancia entre las
distintas técnicas empleadas pero baja con respecto a la PT.

En su conjunto, las técnicas in vitro resultaron positivas en un porcentaje
superior al de la técnica de la PT, considerada hasta ahora como la prueba
de referencia para diagnosticar infeccion tuberculosa latente. De este modo,
la PT result6 positiva en el 8% de los casos, mientras que la tasa de infeccién
tuberculosa detectada por cada uno de los IGRAs fue de el doble (T-
SPOT.TB 17% y QFN-G-IT 18%). Aunque no podemos probar la
especificidad de los tests in vitro, en el sentido de que todos los positivos
sean en realidad indicativos de tuberculosis latente , la experiencia
acumulada con anterioridad y la elevada correlacién observada entre ambos
en nuestra serie permite sugerir al menos que la sensibilidad es mayor a la
de la PT.

En un porcentaje no desdefiable de pacientes (17%) con PT negativa se
obtuvo algun IGRA positivo, por lo que estos pacientes fueron considerados
como falsos negativos de la PT y recibieron profilaxis antituberculosa.
Aunque por supuesto no puede descartarse del todo que éstos fueran falsos
positivos de los tests in vitro si no se hubieran realizado las técnicas in vitro,
estos sujetos habrian escapado del cribaje tuberculoso, es decir, no se
habria detectado la infeccion latente y por consiguiente no habrian sido
tratados.

Por otro lado, un 22% de los pacientes de nuestro estudio con PT positiva
mostré negatividad para ambos IGRAs. De nuevo, no puede descartarse una
falta de sensibilidad de los tests in vitro en la deteccion de la infeccion
tuberculosa. Sin embargo, el empleo de 2 técnicas contrastadas y su
coincidencia permite de nuevo sugerir que se correspondian con falsos

positivos para la PT, ya fuera por vacunacion previa o por contacto con otras
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MNT. De todos modos, en el momento actual, al no disponer de la suficiente
evidencia de las técnicas como para dejar de tratar a los pacientes, estos
sujetos fueron considerados como infectados por TB y recibieron la pauta
profilactica.

De hecho, uno de los aspectos criticos para la incorporacion de las técnicas
in vitro en la practica clinica, radica en establecer si es seguro 0 no
administrar profilaxis tuberculosa a pacientes que van a recibir o estan
recibiendo farmacos inmunosupresores y que tienen una PT positiva y unas
técnicas in vitro negativas. Se conoce muy poco acerca de la monitorizacion
de la infeccion tuberculosa durante el tratamiento anti-TNF-a, y del valor
prondstico de estas técnicas en la progresion a enfermedad. En este sentido,

existen algunos estudios como Laffitte E et al*®

gue estudiaron 50 pacientes
con psoriasis previamente a iniciar tratamiento con anti-TNF-a; en todos ellos
se realiz6 PT y T-SPOT.TB y observaron que ninguno de los pacientes con
T-SPOT.TB negativo (independientemente del resultado de la PT) que no
recibieron profilaxis desarroll6 TB en los 4 afios siguientes. Garcovich S et
al® estudi6 también 50 pacientes con PT y QFN-G-IT al inicio de la terapia
con anti-TNF-o, ningun paciente con QFN-G-IT negativo y radiografia de
térax normal recibié profilaxis, y ninguno de ellos desarrollé6 TB en los 18
meses siguientes. Finalmente, Chiu HY et al®® realizaron QFN-G-IT en 110
pacientes con psoriasis que recibieron tratamiento bioldgico, siendo el test
positivo en 12 casos. Por diferentes motivos, inicamente recibieron profilaxis
4 de los pacientes con QFN-G-IT positivo, y del total de pacientes,
Unicamente desarroll6 TB un paciente con QFN-G-IT positivo que habia
rechazado la profilaxis.

La cuestion de dejar de administrar profilaxis si los IGRAs son negativos no
esta resuelta, a pesar de estos resultados preliminares que apuntan que a
corto-medio plazo se podria cambiar este planteamiento. En el momento
actual, lo mas prudente seria utilizar la PT y las técnicas del IFN-y de forma
conjunta considerando infeccién cuando cualquiera de las dos técnicas sea
positiva.

En nuestro estudio, observamos que un paciente con PT negativa mostro

ambos IGRAs con resultado indeterminado. Este hecho podria significar que
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se trataba de un paciente anérgico con un falso negativo de la tuberculina. El
5% de los pacientes del estudio con PT negativa mostraron algin IGRA
indeterminado. Por lo que respecta a los resultados indeterminados, se ha
descrito que estan asociados a nifios menores de 5 afios, inmunosupresion y
una PT negativa.'**%4

No obstante, en nuestro estudio hemos observado algun resultado
indeterminado en poblacién inmunocompetente (pacientes que no recibian
tratamiento). En nuestra experiencia*’, observamos que los pacientes con
psoriasis presentan, tanto por T-SPOT.TB como mediante QFN-G-IT, un
mayor numero de resultados positivos y un menor niumero de resultados
indeterminados que los pacientes con enfermedad de Crohn. Estos
resultados podrian ser atribuibles a la mayor inmunosupresion de los
tratamientos a los que son sometidos los pacientes con enfermedad de
Crohn antes de iniciar los tratamientos anti-TNF-a.

35,3639 hyestros

De acuerdo con estudios recientes en pacientes con psoriasis
resultados muestran una concordancia entre IGRA’s y PT mediocre, mientras
gue por contra observamos una alta correlacion entre ambos IGRAs. Esto
hablaria a favor de la coherencia de los resultados de las pruebas in vitro.

De igual manera, se han reportado varios estudios que encuentran una baja
concordancia de las pruebas de tuberculina e IGRA en el contexto de otras
enfermedades inflamatorias, como la artritis reumatoide, en poblaciones
endémicas y no endémicas para tuberculosis.** ?°

Por lo que respecta a los resultados discordantes entre las técnicas in vitro
de deteccion de IFN-yy la PT, la mayoria de estudios los atribuyen a la
vacuna de la BCG. Sin embargo, también se han observado resultados
positivos por la PT y negativos por las técnicas in vitro en pacientes no
vacunados con la BCG. Una posible explicacion de estos resultados
discordantes seria la sensibilizacion por MNT. De hecho, Dominguez et al
han descrito el papel que desempefian las MNT en poblacion pediatrica

como posible factor de discordancia entre las técnicas in vitro y la PT. % %2
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Al agrupar los pacientes segun el perfil terapéutico (pacientes en tratamiento
clasico, biologico y sin tratamiento-en screening) no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la concordancia entre las pruebas
diagnosticas, aunque una de las limitaciones de nuestro estudio, que
impediria obtener conclusiones en este punto, seria el bajo niumero de
pacientes estudiados.

Por otro lado, el analisis del efecto de los farmacos inmunosupresores en los
resultados de las técnicas inmunoldgicas todavia es desconocido. En este

1.2 muestran como el

sentido, los resultados del estudio de Soborg et a
tratamiento con corticoides podia afectar al resultado del QFN-G-IT, dando
lugar a un mayor porcentaje de resultados indeterminados y una disminucion
de resultados positivos por la PT. Esta circunstancia, muy interesante desde
un punto de vista préactico en la clinica diaria, no pudo ser comprobada o
desmentida en nuestro grupo en aquellos pacientes en tratamiento sistémico
inmunosupresor o biologico, al no encontrarse diferencias entre éstos y los
pacientes en screening, pendientes de iniciar tratamiento. Sin embargo, las

limitaciones en este punto ya fueron apuntadas con anterioridad.

En varios estudios se ha evaluado la utilidad de las técnicas basadas en la
deteccion de IFN-y para el diagnéstico de la infeccion por M. tuberculosis en
pacientes con enfermedades inflamatorias crénicas que van a iniciar
tratamientos biolégicos 2434, Sin embargo, algunos de estos trabajos se han
llevado a cabo con versiones previas del QFN-G-IT; y ademas se ha
evaluado su utilidad en el diagnéstico de la infeccion tuberculosa en
poblaciones bastante heterogéneas, mezclando pacientes con enfermedades
reumaticas, digestivas y dermatologicas, con diferentes grados de
inmunosupresion farmacologica. Los estudios recientemente publicados que
exploran la utilidad de las técnicas basadas en la deteccion de IFN-yen

pacientes con psoriasis *>°

muestran resultados congruentes con nuestro
trabajo puesto que se ha visto que los IGRAs han ayudado a detectar mayor
numero de pacientes con infeccién tuberculosa latente que la PT y que la

concordancia observada entre las técnicas in vitro ha sido alta.
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Las tecnologias in vitro disponen de algunas ventajas obvias (son rapidas,
son mas reproducibles, preservan la confidencialidad, son menos subjetivas
en la interpretacion, no tienen reaccion cruzada con la BCG, no producen
efectos “booster” y evitan la pérdida de casos que no acudian a la lectura de
la PT), pero también tienen el inconveniente de ser mas caras, precisar
personal adiestrado y no ser totalmente especificas de M. tuberculosis, ya
que comparten antigenos con M. kansasii, M. szulgei y M. marinum).*
Aunque la implantacion de este tipo de técnicas puede implicar un
incremento del coste economico, probablemente son mas eficaces y
rentables en una amplia gama de escenarios y, a medio plazo, pueden
suponer un importante ahorro de recursos sanitarios, en cuanto a disminuir
los fasos positivos y los gastos subsiguientes.*

Las indicaciones actuales de las IGRAs no son uniformes. Son pocas las

46,47
y

las revisiones sistematicas*®. También son pocos los paises (16, entre ellos

normativas que explicitamente usan los grados de evidencia cientifica

Espafia) *> que han hecho recomendaciones especificas sobre el uso de
estas pruebas.

Aunque no hay una normativa comun y universal aceptada, la postura mas
extendida es que probablemente los IGRAs no deban de momento sustituir,
pero si complementar a la PT en algunos casos.*

En este sentido, en los pacientes con enfermedades inflamatorias cronicas
como la psoriasis, pendientes de iniciar tratamiento con farmacos anti-TNF,
es enormemente relevante estudiar cual de estas pruebas predice mejor el
riesgo de presentar TB.

Conocer con exactitud la utilidad de estas técnicas nos ayudara a disefiar
estrategias racionales para su inclusién en el diagnéstico de la infeccién
tuberculosa, y establecer un algoritmo mas racional para la indicacién del

tratamiento profilactico.
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CONCLUSIONES

Los farmacos biologicos han aparecido como una opcién terapéutica eficaz
para la psoriasis. Sin embargo, existe una asociacion entre tratamiento con
anti-TNF-a y reactivacion de la infeccion tuberculosa. La PT, utilizada hasta
la fecha como herramienta para el diagnostico de la infeccidn tuberculosa,
presenta una baja especificidad en pacientes vacunados con la BCG y una

baja sensibilidad en pacientes con alteraciones de la inmunidad celular.

Las pruebas basadas en la determinacién in vitro de IFN-y para el
diagndstico de la infeccion tuberculosa son, tal y como se ha comprobado en
diversos grupos poblacionales, mas sensibles y especificas que la PT ya que
utilizan antigenos especificos de M.tuberculosis. Estas técnicas pueden ser
especialmente Utiles en el seguimiento de pacientes con inmunosupresion
cronica ya que al disponer de un control positivo y negativo permiten detectar
casos de anergia. Los resultados de nuestra serie permiten sugerir una
mayor sensibilidad y especificidad en la deteccion de la tuberculosis latente
con respecto a la PT de forma independiente al estado de inmunosupresion y
al farmaco empleado en los pacientes con psoriasis moderada y grave, con

alta concordancia entre las técnicas empleadas.

En el diagnéstico de infeccion tubeculosa latente, por el momento, y
priorizando la seguridad del paciente, resulta adecuada la determinacion
conjunta de ambas técnicas (PT e IGRAS). Es probable que en un futuro muy
préximo el mejor conocimiento de estos tests diagndsticos nos permita
disefiar una estrategia personalizada en el seguimiento de cada paciente en
funcién de su grupo de riesgo y conocer cual de las técnicas in vitro presenta
mejores cualidades para convertirse en el nuevo estandar en el screening

rutinario de la infeccién latente tuberculosa.
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