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Estudio de la tuberculosis pulmonar mediante Tomografia Computarizada Multidetector en un modelo
experimental de minipig

1. INTRODUCCION (ESTADO DEL ARTE)

La tuberculosis (TB) es una infeccion bacteriana cronica producida por Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis). La formacion de granulomas es su caracteristica histologica
mas relevante. Afecta con mayor frecuencia a los pulmones aunque su caracter sistémico
hace que pueda localizarse en cualquier organo. Es una enfermedad todavia muy
prevalente a nivel mundial con graves consecuencias sanitarias y econémicas. Después del
sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida (SIDA), la TB es la segunda causa

mundial de mortalidad de etiologia infecciosa.

1.1. EVOLUCION HISTORICA DE LA INFECCION TUBERCULOSA

A pesar de que existen teorias que defienden la aparicion de la TB maés all4 de hace
trescientos millones de afios, el paleontdlogo Paul Bartolas en 1907, describid el primer
humano infectado a través de los restos de un adulto joven encontrados en un cementerio

de Heidelberg que vivid aproximadamente sobre el 5000 a.C (1).

En las representaciones artisticas del Antiguo Egipto y en los escritos de la Grecia clasica
existen innumerables referencias de la TB. Galeno describe con precision los sintomas y
signos de esta enfermedad, asi como su tratamiento: reposo, dieta abundante y largos viajes

por mar (2).

Durante siglos, fue considerada una enfermedad muy virulenta y contagiosa sin un patron
de transmision definido ni una etiologia clara. Asi pues, en los siglos XVII y XVIII, seguia
siendo una incognita a pesar del aumento de su incidencia y las ineficaces medidas

profilacticas utilizadas.

En plena era del Romanticismo, a mediados del siglo XIX, se desencadeno una alarma
social con respecto a los enfermos tuberculosos. Los tisicos eran considerados como
apestados contagiosos que provocaban la vergienza de sus familiares que ocultaban la
enfermedad. La idea inicial de que la TB era una enfermedad de ricos, fue desechada con
la aparicion de estudios estadisticos poblacionales que demostraron que era mucho mas
frecuente entre los miembros de la clase obrera. Las precarias condiciones de vida de los
trabajadores de las fabricas surgidas en la Revolucion Industrial promovieron la

propagacion de la enfermedad que se convirtio en la primera causa de muerte entre 1850 y
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1900. La constatacion de que la infeccion presentaba el mismo patron epidemioldgico en
todas las ciudades europeas inspird las primeras politicas de urbanismo destinadas a

mejorar las condiciones higiénicas urbanas para evitar su propagacion.

1.1.1 Robert Koch

La tarde del 6 de marzo de 1882 el microbidlogo
alemdn Robert Koch (fig.1), imparti6 una
conferencia en el Instituto de Fisiologia de la
Universidad de Berlin en la que demostré que
habia aislado un microorganismo en una muestra
de material tuberculoso y su cultivo in vivo, asi
como la producciéon de la enfermedad cuando
inocul6 este bacilo a animales de
experimentacién (cobayas) reproduciendo la
enfermedad, de cuyas lesiones pudo extraer de

nuevo el germen.

El 10 de abril de 1882, Koch publicé en el
Berliner Mediscinische Wochenschrift el articulo

Figura 1. Robert Koch: 1843-1910

cuyo titulo fue: “Die Aetiologie der Tuberculose”
(3). La publicacion citada produjo un gran impacto en toda la comunidad cientifica

mundial.

Con posterioridad en otofio del 1890, Koch reportd los resultados provisionales de una
investigacion sobre una sustancia que inoculada a animales de experimentacion los hacia
resistentes a la enfermedad. Los resultados del experimento parecian esperanzadores
aunque eran provisionales. EI gobierno prusiano, promovido por el interés de desbancar en
la supremacia de la microbiologia de la época a Louis Pasteur, insté a Koch a utilizar
dicha sustancia en humanos antes de conocer los resultados definitivos de su investigacion.
Se decidié promover una investigacion para valorar su eficacia incluyendo enfermos de
diferentes centros, sin seguir una metodologia homogénea y sin grupos controles, en que se
incluyeron enfermos con diferentes grados de evolucion, y a los que se practicaba una
posologia totalmente heterogénea (desde 1 a 70 inoculaciones). En este estudio solo se
vieron resultados terapéuticos en grupos con tuberculosis incipiente. Lamentablemente

hubieron autores que acusaron al producto de provocar tuberculosis diseminada (miliar),
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hecho desmentido a posteriori. A partir de entonces el gobierno prusiano forz6 a Koch a
ser director de su propio Instituto y a ceder la patente al gobierno, que posteriormente
licencio a Hoescht. Posteriormente Koch dio a conocer la naturaleza de esta sustancia que
era un extracto glicerado de un cultivo puro de bacilos tuberculosos, y la denomindé como
tuberculina. Si bien siempre se ha relacionado este fracaso de Koch con el fracaso de la
tuberculina, lo que es cierto es que posteriormente la tuberculina, y diferentes variantes de
cultivos de M. tuberculosis se utilizaron masivamente para el control de la enfermedad,

hasta el descubrimiento de los quimioterapicos, a finales de los afios 40 del siglo XX.

Mejor fortuna tuvo su utilizacién como test diagndstico, aprovechando la induracién local
(una hipersensibilidad retardada) que generaba en el punto de inoculacion en aquellos

sujetos infectados por el bacilo (4).

1.1.2 La TB después del descubrimiento de Koch

La investigacion de la inmunizacion de la TB se centrd en la bdsqueda de vacunas con
bacilos vivos atenuados de tipo humano o animal (vaca). Calmette en 1919 consiguidé un
bacilo que no producia la enfermedad al que denominé bacilo de Calmette-Guérin (BCG)

que dio el nombre a la vacuna (5).

La primera aplicacion de la BCG al ser humano fue en 1921, vacunando a 120 recién

nacidos. Tres afios después, la vacunacion de la TB era oficial en Francia.

En 1889, Brehmer inauguro el primer sanatorio antituberculoso (cura sanatorial de la TB).
En 1890, Forlanini ide6 la colapsoterapia y Brauer la toracoplastia como formas
terapéuticas quirdrgicas. Estas técnicas tenian el objetivo de aislar mediante
procedimientos mecanicos la infeccion pulmonar activa del resto del parénquima pulmonar

sano y evitar su fatal diseminacion (6).

A mediados del siglo XX, todavia no se habia conseguido un tratamiento eficaz. La
colapsoterapia y las virtudes atribuidas a los sanatorios antituberculosos no produjeron los

efectos terapéuticos deseados.

Una vez conocido el agente etiologico de la TB se realizaron multiples experimentos in
vivo e in vitro para encontrar su tratamiento y posible erradicacién. Pasada la 22 Guerra
Mundial se descubren en paralelo 3 agentes quimioterapicos, con actividad contra el bacilo
de la TB: la tiosemicarbazona, el acido para amino salicilico (PAS) y la estreptomicina en

la inhibicion del crecimiento del bacilo tuberculoso (7,8). Con el tiempo aparecieron
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resistencias a la estreptomicina y sus efectos adversos como la toxicidad sobre el nervio
auditivo. En 1946 se constato la superioridad de la administracion conjunta del PAS y
estreptomicina. En 1955, con la aparicion de la isoniacida, se dio un paso hacia delante en
el control de la TB debido a su eficacia y practica ausencia de efectos secundarios. La

combinacidn terapéutica de estos tres agentes supuso un avance terapéutico.

Mientras tanto fueron apareciendo otros quimioterdpicos y antibiéticos hasta la aparicion
de la rifampicina, descubierta por Piero Sensi en 1965, que todavia sigue siendo uno de los

antimicrobianos de primera linea mas eficaces.

La combinacion de tres farmacos en el tratamiento de la enfermedad tuberculosa
disminuyo significativamente la morbi-mortalidad de la TB en la poblacion hasta mediados
de los 80, hasta el punto de predecir su erradicacion para el afio 2000. La aparicion del
SIDA, la adiccion a las drogas por via parenteral, la inmigracion procedente de paises en
los que la enfermedad es muy prevalente, la creciente pobreza mundial con situaciones de
hacinamiento y la disminucion progresiva de recursos sanitarios relacionados con las crisis
econdémicas mundiales, han producido una propagacion epidémica de la TB en el mundo,
con la aparicién de cepas resistentes a los medicamentos que condicionara la necesidad de

encontrar nuevas lineas de tratamiento.

1.2. ETIOPATOGENIA Y FISIOPATOLOGIA

1.2.1 Etiologia

La gran mayoria de los casos de TB estan producidos por M. tuberculosis, especie de la
familia de Mycobacteriaceae, orden Actinomicetales. EI genero Mycobacterium agrupa a
méas de 120 especies, la mayoria no patégenas que se conoce como micobacterias no
tuberculosas (MNT). Junto con otras especies como el M. bovis, M. africanum, M. microti,

M. Caprae y M. Cannetti forman el complejo M. tuberculosis (MTC) (9).

M. bovis es mucho menos frecuente. Se caracteriza por su resistencia uniforme a la
pirazinamida, aungue en los ultimos afios ha sido responsable de una epidemia en Espafia
multirresistente asociada a enfermos VIH, pero con transmision también a pacientes

inmunocompetentes. M. africanum es una rara causa de TB humana en Africa.
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El M. tuberculosis presenta una morfologia bacilar caracteristica ligeramente incurvada
(fig. 2).

Figura 2. Mycobacterium tuberculosis

Las micobacterias son bacilos &cido alcohol resistentes (BAAR), aerobios estrictos,
inmoviles, no esporulados, que son Gram (+) aunque la tincién es muy irregular. Se
reproducen muy lentamente, son resistentes a los &cidos y lcalis y tienen una gran
envoltura de &cidos micolicos, acidos grasos ramificados, de 60-80 atomos de carbono. Por
fuera de la capa de acidos micolicos existe una serie de fenol glicolipidos y glicolipidos, de
entre los que destaca el cord factor, importante como veremos para el diagndstico. Se
considera que las caracteristicas especificas de la pared de este bacilo le otorgan una

resistencia a condiciones adversas y le permiten estar en estado latente durante afios (10).

Son bacterias intracelulares, capaces de vivir dentro de las células y, mas concretamente,
de los macrdfagos y monocitos, de forma que son capaces de enlentecer su metabolismo de

forma indefinida.

1.2.2 Transmision

La TB se trasmite de persona a persona por via respiratoria a traves de las gotitas de
Pfligge que son particulas diminutas expelidas al hablar, toser, estornudar, respirar, que
pueden transportar gérmenes infecciosos de un individuo a otro (11). Estas particulas
pueden permanecer hasta 30 minutos en el aire en suspension, lo cual les permite ingresar
hasta la via aérea de pequefio tamafio y sacos alveolares, donde tienen contacto con los

macrofagos. Se denomina unidad bacilar a una gota de Pflligge que contiene de uno a tres
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bacilos tuberculosos, ésta es suficientemente pequefia (1-5 micras de didmetro) como para

evaporarse y permanecer en el aire durante varias horas (12).

Las particulas de mayor tamafio, aunque tengan mas bacilos, son menos contagiosas, ya
que pueden caer al suelo por la gravedad vy, en el caso de ser inhaladas, son mas facilmente

expulsadas con la tos o ser eliminadas por el sistema mucociliar del epitelio respiratorio.
La transmision de la enfermedad depende de cuatro factores (13-15):

1- Las caracteristicas individuales del enfermo

La capacidad infectiva de un paciente es directamente proporcional a la cantidad de bacilos
que expulse por sus secreciones respiratorias. Este factor viene determinado por la
frecuencia de la tos, la diseminacion broncdgena y la presencia de lesiones cavitadas. La
TB laringea, cuya incidencia ha aumentado constantemente desde hace 20 afios, es

especialmente contagiosa.

Los nifios infectados rara vez transmiten la enfermedad porque no presentan formas
cavitadas pulmonares. A las dos a tres semanas del tratamiento correcto, el esputo se

negativiza asi como la capacidad de infectar.

2- El ambiente donde se produce la exposicion

El hacinamiento es un factor que incrementa el riesgo de contagio. Las medidas destinadas

a la ventilacién de las habitaciones son muy utiles.

Es muy infrecuente el contagio en el exterior a la luz del dia, ya que las micobacterias son

sensibles a las radiaciones ultravioletas.

El M. tuberculosis no soporta el calor ni la acidez gastrica por lo que es excepcional la

infeccion por via digestiva.

3- Duracion de la exposicion

Cuanto mas intimo y duradero es el contacto mayor probabilidad de contagio, por tanto las
personas mas allegadas al paciente seran los que se infecten con mayor frecuencia. Una
inhalacion ocasional no determina obligatoriamente una infeccion, incluso es dificil que
ocurra, pues los mecanismos de defensa del aparato respiratorio son capaces de eliminar
pequefias cantidades de micobacterias y esto hace remota la posibilidad de que el bacilo

Ilegue al espacio alveolar.
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4- La susceptibilidad individual del receptor

Tradicionalmente se ha observado como la TB se cebaba en determinadas familias,
independientemente de la oportunidad de los factores anteriormente mencionados,
revelando una cierta susceptibilidad genética en el desarrollo de esta enfermedad. Una
susceptibilidad compleja puesto que a pesar del enorme esfuerzo invertido, todavia no se
ha podido identificar ningin polimorfismo genético relacionado con un incremento en la
posibilidad de generar la enfermedad. Si que hay factores de comorbilidad, siendo el mas

claro la coinfeccion con VIH, o la diabetes mellitus, por poner un ejemplo.

1.2.3 Patogenia

El principal reservorio del M. tuberculosis es el ser humano. La respuesta inflamatoria
difiere de la respuesta habitual al resto de microorganismos debido a que estd modificada

por una reaccion de hipersensibilidad a componentes del bacilo tuberculoso.

La inmunidad celular tiene un papel relevante en la contencion de la infeccién mientras
que el rol de la inmunidad humoral es irrelevante. El deterioro de la inmunidad celular

reduce significativamente la resistencia a M. tuberculosis.

La infeccion puede evolucionar a enfermedad rapidamente, al cabo de varios afios o nunca.
De todos los enfermos infectados sélo el 10% desarrollara la enfermedad en algin

momento de su vida, el resto no la sufrira.

Determinadas patologias médicas incrementan el riesgo de que la infeccion evolucione a
enfermedad pero no todas en la misma medida. Un ejemplo caracteristico es la infeccion
por VIH que aumenta el riesgo de progresion a enfermedad en relacién inversa al nimero
de CD4 en fase de SIDA el riesgo aumenta a un 10% anual. Esta mayor incidencia es
debida a las alteraciones de la inmunidad celular de estos pacientes. También es necesario

destacar la influencia de la TB activa en la progresién de la infeccién por el VIH.

Otros procesos relacionados con el riesgo de enfermedad son: Diabetes Mellitus, adiccion
a drogas por via parenteral, silicosis, tratamiento prolongado con corticoides o
inmunosupresores, procesos linfoproliferativos, cancer de cabeza y cuello, insuficiencia
renal cronica, gastrectomia, infeccidén reciente en los Ultimos dos afios y bajo peso

corporal.
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La edad es un factor asociado al riesgo de progresion a enfermedad. Su incidencia aumenta
en los dos primeros afios de vida, entre los 15 y 25 afios y en la vejez.

Entre el 15 al 20% de los pacientes inmunocompetentes presentan manifestaciones
extrapulmonares, producidas por la diseminacion hematdgena y linfatica del bacilo de M.

tuberculosis.
La linfadenitis tuberculosa es la manifestacion extratoracica mas frecuente.

La afectacion meningea se produce por via hematégena. La ruptura de un foco necrético al

espacio subaracnoideo producird una meningitis.

La presentacion musculoesquelética aparece en el 1-13% de los pacientes y la columna se
afecta en méas del 50% de los casos (14).

El rifidén puede afectarse por drenaje de un foco necrotico cortical al sistema colector, con

posterior diseminacion en las vias urinarias (sistema pielocalicial, uréteres y vejiga).

El concepto clésico de la patogenia de la TB se divide en primoinfeccion tuberculosa o TB
primaria y TB de reactivacion o post-primaria. Sin embargo, un estudio relativamente
reciente desmiente de manera contundente esta clasificacion. En este estudio se valoraba la
relacién entre el periodo transcurrido entre la infeccion y la aparicién de la TB pulmonar,
variables clinicas y demograficas y caracteristicas radioldgicas utilizando técnicas
epidemioldgicas de biologia molecular o convencionales. El estudio demuestra que el
unico elemento predictor para un patron radiolégico concreto es la integridad de la
respuesta inmune del huésped y que no esta relacionado con el periodo entre la infeccion y

la aparicion de la TB pulmonar (16).

1.2.4 Historia Natural

Cuando los bacilos llegan a los alvéolos comienza la infeccion en varios estadios. El foco
primario suele ser subpleural y localizado en las zonas inferiores de los 16bulos superiores
y las superiores de los l6bulos inferiores que corresponden a las zonas mejor ventiladas. Se

estima que la cantidad necesaria para iniciar la infeccion es de 5 a 200 bacilos.

Se desarrolla en el pulmén un proceso inflamatorio inespecifico (alveolitis exudativa)
caracterizado por un foco de consolidacién periférico que puede estar localizado en la base

del I6bulo superior derecho, I6bulo medio derecho y segmento apical del 16bulo inferior
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derecho. La lesion primaria puede afectar al campo medio del pulmon izquierdo con mayor

frecuencia.

En una primera fase los macrofagos alveolares no activados fagocitan los bacilos, que se
multiplican intracelularmente y los destruyen al cabo de 1 semana, debido a la lentitud del
crecimiento del bacilo. Los bacilos se diseminan hacia alvéolos vecinos infectando otros
macrdfagos. Al cabo de una semana el nimero de macréfagos que son destruidos es
suficiente como para generar una produccion de quimiocinas para generar un foco
inflamatorio importante que atrae monocitos que de nuevo fagocitaran a los bacilos y
neutréfilos. Como consecuencia de esta activacién se produce una fase de crecimiento
logaritmico caracterizada por la acumulacion de neutréfilos, monocitos y bacilos

intracelulares entre los dias 7 y 21 (17,18).

Con la respuesta inflamatoria local se genera un drenaje linfatico local que permite la
llegada de bacilos a nivel de los ganglios linfaticos, donde seran fagocitados por células
dendriticas que procederdn a la presentacion de los antigenos a diferentes clones de

linfocitos CD4 de tipo Thl que proliferaran al reconocer los antigenos del bacilo (19, 20).

Los linfocitos CD4 atraidos al foco infectivo identifican los antigenos presentados por los
macrofagos y generan el Interferon-gamma (IFN-y) que activa a los macrofagos para que
destruyan a los bacilos que los infectan y se formen los granulomas caracteristicos de esta

infeccion, como mecanismo de contencion.

En el transcurso de dos a cuatro semanas se desarrolla una necrosis en el centro del
granuloma (necrosis caseosa). La necrosis tisular y de los macrofagos produce un medio

poco favorable al crecimiento de los bacilos.

Una vez la enfermedad estd controlada, evolucionara a cicatrizacion y fibrocalcificacion

del foco pulmonar y ganglionar (fig. 3).
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Figura 3. Esquema de la secuencia de la primoinfeccion tuberculosa

Muy diferente es el curso en individuos inmunodeprimidos, malnutridos o nifios que tienen
una alteracion de su resistencia especifica natural y donde no se produce un
encapsulamiento eficaz del foco. En estas situaciones se puede producir TB diseminada
(miliar o0 meningea). En estos pacientes la TB pulmonar tiene una presentacion “atipica”,
en la que la caracteristica mas importante es la presencia de una linfadenopatia muy
aparente y una menor afectacion de los l6bulos pulmonares superiores y una menor

induccién de cavidades pulmonares (16).

Igualmente, los focos pulmonares se pueden propagar y ampliar su extension a otras areas
pulmonares con diseminacion bronquial, produciéndose una bronconeumonia que puede

acompariarse de pleuritis por contigiidad.

La neoangiogenesis en las lesiones generadas es la que permite la diseminacion
extrapulmonar de los bacilos, y pueden transportar la infeccion a maltiples 6rganos como

el cerebro, aparato genitourinario, médula dsea, glandulas adrenales o el intestino.

1.2.5 TB pulmonar tipica

Esta forma, también denominada “del adulto” se caracteriza por generar un infiltrado en
los l16bulos superiores que puede acompariarse por su licuefaccion y posterior cavitacion en
méas de la mitad de los casos (16). Ello es debido a que el pulmon superior es mas

susceptible al desarrollo del dafio tisular causado por el bacilo. Este hecho parece
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explicarse por dos mecanismos, ambos de origen mecénico. Efectivamente, el movimiento
respiratorio del pulmén se genera con el desplazamiento del diafragma. Puesto que el
pulmoén esta “fijado” por el apex, el desplazamiento del parénquima es muy importante en

los I6bulos inferior y medio, mientras que es practicamente nulo en los superiores.

Este menor desplazamiento permite una mayor acumulacion local de bacilos en los I6bulos

superiores que favorecerian una incremento de la atraccién de los neutrofilos.

Ante M. tuberculosis los neutrofilos desarrollan Neutrophilic Extracellular Traps (NETS),
para intentar su destruccion, pero contrariamente lo que hacen es favorecer el crecimiento
extracelular del bacilo. Ello produce un incremento importante de las lesiones, y ademas
influye en la induccién de una respuesta inmune de tipo Th17, que perpetla la atraccion de
neutrofilos. Con ello se genera un tipo de lesion exudativa, que tiene una capacidad de
crecimiento importante, de generar licuefaccion (pus) y, con su drenaje la aparicion de
cavitaciones. Contrariamente, el incremento del drenaje en I6bulos medio e inferior tiende
a diseminar mucho mas rapidamente a los bacilos, y con ello evitar la entrada de
neutrofilos y generar un tipo de lesion controlada basada en la acumulacién de macréfagos
y linfocitos, primordialmente, que encapsulara. Igualmente, la tension que sufren los
I6bulos superiores, al estar el pulmon “colgado” por su zona, también revierte en una
menor capacidad de encapsulacion de las lesiones, y por tanto de poder controlar la
infeccion (21).

1.2.6 Infeccion tuberculosa latente (ITBL)

Diversos autores respaldan que las dos formas principales de presentacion de la TB son la
enfermedad activa y la ITBL. EI Comité del Consejo Médico para la eliminacion de la
Tuberculosis de Massachussets, EUA, define a la latencia como: un estado asintomatico en
personas que han sido infectadas con M. tuberculosis sin evidencia clinica o radioldgica de

enfermedad activa (22).

Los pacientes con infeccion latente no representan un peligro de salud pablica ya que no
padecen la enfermedad ni pueden ser contagiosos, aunque su riesgo radica en la
reactivacion de la enfermedad, favorecida por condiciones como el VIH, trastornos

metabdlicos y estados de inmunodepresion (22).

La latencia es uno de los principales obstaculos para erradicar la TB.
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El desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas para diferenciar entre TB activa y latente nos

permitiria saber con certeza la poblacion infectada.

Necesitamos conocer con precision los mecanismos genéticos e inmunoldgicos que

permiten la persistencia de la infeccion y su posterior reactivacion.

1.2.7 Hipotesis dinamica de la reinfeccion de la ITBL

Esta hipotesis estd basada en que la infeccion producida por el M. tuberculosis es un
proceso de reinfeccion enddgena constante, contraviniendo a la teoria clasica del foco

antiguo de pequefio tamafio latente durante toda la vida reactivado por la inmunodepresion.

La creencia clasica de la inactividad biol6gica de largo tiempo de evolucion es dificil de
entender teniendo en cuenta los mecanismos de renovacion celular constante observados

recientemente en los granulomas.

La idea tradicional de la etiopatogenia de la TB no podria explicar la eficacia del
tratamiento a pacientes con ITBL mediante isoniacida durante 6-9 meses, farmaco que
solo es eficaz frente a bacilos en crecimiento activo. Su mecanismo de accion en estos
casos solo puede entenderse si la isoniacida evita el crecimiento constante del bacilo en el

parénquima pulmonar.

Con el propésito de dar una respuesta adecuada a estas cuestiones, el grupo de la Unitat de
Tuberculosi Experimental (UTE) de la Fundacié Institut d’Investigaci6é en Ciéncies de la
Salut Germans Trias i Pujol, después de la realizacion de diferentes estudios preliminares
en modelos animales, desarrollaron una hipdtesis en la que se describe un escenario
dinamico en la historia natural de la enfermedad, cuyo fundamento es la reinfeccion

enddgena constante (23,24).

Para corroborar esta hipotesis se han desarrollado modelos matematicos (25,26), estudios
sobre la encapsulacion de las lesiones y otros puntos de vista sobre el paso de ITBL a TB
activa (27).

La hipotesis dinamica de la reinfeccion de la ITBL se fundamenta del siguiente modo:

En su multiplicacion, el bacilo destruye los macréfagos alveolares generandose un tejido
extracelular necrético, que es poco idoneo para el bacilo que deja de crecer y replicarse.
Este estado no replicativo le permite ser resistente a los mecanismos bactericidas del

macrofago. Transportados por el fluido alveolar dentro de los macrofagos alveolares, los
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bacilos alcanzan los campos pulmonares superiores. Estos pueden volver a los alvéolos via
aerosol donde reinfectan a macrofagos inactivos y se genera una nueva infeccion. Este

proceso puede generar diferentes generaciones de granulomas simultdneamente (fig. 4).

Cabe la posibilidad durante este proceso, que un nuevo foco infeccioso se localice en los

I6bulos superiores generando lesiones exudativas y formacion de cavernas.
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Figura 4. Hipotesis dindmica de la infeccidn tuberculosa: en la infeccion latente el M.tuberculosis no esta
dormido sino que interacciona repetidamente con el huésped, mediante un proceso de reinfeccion constante
formandose diversas generaciones de granulomas frenadas por el sistema inmunitario. Cuando un nuevo foco
infectivo asienta en los l6bulos superiores donde la respuesta inflamatoria es lenta e intensa, produce
destruccién tisular y cavernas, signo histolégico patognomonico de actividad de la infeccion TB.

1.3. EPIDEMIOLOGIA

1.3.1 TB mundial

Durante el afio 2014, 9,6 millones de personas en el mundo contrajeron la TB, que provoco
una mortalidad de 1,5 millones de habitantes, de los cuales el 12% eran VIH positivos. El
58% de la poblacion infectada en este periodo pertenecia a las regiones del Sudeste de Asia
y del Pacifico Oeste. La India y la China contabilizan el 23% y 10% respectivamente del
total de casos mundiales (28). Globalmente, la prevalencia de la TB mundial en el 2015 fue

del 42%, menor que en 1990. El esfuerzo de las instituciones, organismos y gobiernos ha
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conseguido un importante progreso en el manejo de esta infeccion. Entre el afio 2000 y
2013, se salvaron 37 millones de vidas debido a las mejoras en el diagndstico y tratamiento
(29).

En el contexto de la TB epidémica el objetivo consiste en un progreso en la prevencion,
diagndstico y tratamiento de la enfermedad con un enfoque global, regional y de cada pais
0 comunidad compartiendo datos epidemioldgicos y recursos sanitarios.

En el Global Tuberculosis Report del 2015 estan incluidos los datos epidemioldgicos de la
mayoria de paises del mundo. Esta informacion es basica para el conocimiento de la
extension de la enfermedad, asi como del impacto global y local de las medidas sanitarias
utilizadas, como por ejemplo la proporcion de nuevos casos de resistencias multiples a

antimicrobianos, que en el 2013 fue de un 3,5%, similar a afios anteriores.

La mortalidad de la TB sin tratamiento es elevada, alrededor del 40% a los 10 afios. El
3,5% de los pacientes tratados por primera vez y el 20,5% de los tratados previamente son
multirresistentes a los antimicrobianos o multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB).
Aproximadamente el 9% de enfermos con MDR-TB incrementan su resistencia y son
Ilamados extensively drug-resistant tuberculosis (XDR-TB), definida como una resistencia

adicional de como minimo a una fluoroquinolona y a un farmaco de segunda linea.

La relacion que existe entre la TB y la infeccion por VIH es un problema de salud mundial
muy grave. La intervencion mas importante para reducir la mortalidad en este grupo de
pacientes es la terapia antirretroviral que ha de llegar con mayor facilidad a la poblacion
enferma. En el 2013 sélo el 70% de los pacientes VIH positivos con TB recibieron el
tratamiento antiviral. La cobertura terapéutica del 100% de estos pacientes ha de ser un
objetivo prioritario a corto plazo.

La magnitud de la enfermedad tuberculosa puede ser medida en base a tres parametros: la

incidencia, la prevalencia y la mortalidad (fig. 5).
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Figura 5. Distribucidn de la incidencia, prevalencia y mortalidad entre 1990-2015.

Globalmente la tasa de mortalidad estimada comprendida entre los afios 1990 y 2013 se ha

reducido un 45% (29).

En el 2013 la incidencia de la TB fue de 9 millones de casos (calculo aproximado entre 8,6

— 9,4 millones estimada). Estas cifras equivalen a 126 casos cada 100.000 habitantes. La

mayoria de éstos ocurrieron en Asia (56%) y en Africa (29%) (fig. 6).
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Figura 6. Incidencia mundial de la TB del afio 2013.

La prevalencia media estimada en 2013 fue de 11 millones de pacientes (10 — 13 millones),
equivalente a 159 casos cada 100.000 habitantes. Desde el afio 1990 descendid

globalmente un 41%.

La mortalidad estimada durante el 2013 fue de 1,5 millones de pacientes, de los cuales

360.000 corresponden a pacientes infectados conjuntamente con el VIH. La mortalidad
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infantil fue de 80.000 casos y entre la poblacion femenina de 510.000 habitantes.

Aproximadamente el 78% de estas muertes se produjeron en el continente africano (fig. 7).

Globalmente la mortalidad media de la TB, excluyendo los pacientes coinfectados por el
virus del VIH, ha descendido un 45 % desde 1990 hasta el 2013 como refleja la figura 5.

Estimated TB mortality rates excluding TB deaths among HIV-positive people, 2013
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Figura 7. Tasa de mortalidad de la TB en el 2013

1.3.2 TB en Espaia

Desde el afio 2004 todas las formas de presentacion de la TB son de declaracién
obligatoria en Espafia. Toda la informacidon recogida se envia anualmente de forma
individualizada al sistema conjunto de informacion de la tuberculosis ECDC-OMS/ Europa
(Centro Europeo para la prevencion y Control de Enfermedades/ Organizacion Mundial de

la Salud, Oficina Regional Europea).

Espafia es un pais considerado de baja incidencia, incluida en aquellos paises cuya
incidencia es inferior a 20 casos por 100.000 habitantes, segun criterios ECDC. Sin
embargo, la OMS no considera a Espafia como un pais de baja incidencia ya que, a su
criterio, un pais tiene una baja incidencia de TB si presenta tasas inferiores a 10
€as0s/100.000 habitantes (30).

Segun el informe conjunto ECDC/OMS del afio 2012, Espafia es el noveno pais de Europa
en el ranking de las tasas de notificacién de la TB, similar a la tasa media de la Unién
Europea (13 casos/100.000) (30). Las tasas de incidencia han ido decreciendo en los
ultimos afos, especialmente en las formas pulmonares y en la meningitis tuberculosa,

aungue se observé un minimo incremento de otras localizaciones (fig. 8).
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Figura 8. Evolucidn de las tasas de incidencia de TB en total y por
categorias de localizacion. Espafia, 2007-2013
La incidencia de la TB en Espafa sigue disminuyendo aunque no de forma suficiente para
conseguir el objetivo propuesto por la OMS de erradicar la TB en el mundo en 2050.

Los resultados de algunos estudios indican que, a pesar de su descenso en Espafia, la
inmigracion procedente de areas endémicas esta condicionando el mantenimiento de su
incidencia (31). Es importante resefiar que las tasas de incidencia en Espafia no son
fidedignas debido a que so6lo se registran la mitad de los casos debido a defectos de los

programas de control de las Comunidades Autonomas.

La lenta disminucion de las formas extrapulmonares esta en relacion con la dificultad en el
diagndstico y tratamiento asi como el aumento de la poblacién inmigrante procedentes de
paises donde la TB es muy prevalente, donde las formas ganglionares y pleurales son méas

frecuentes (32).

La TB infantil se mantiene estable con tendencia al descenso pero con oscilaciones. Esto
ha producido un ligero empeoramiento de las tasas relativas nifios/adultos y en la edad
media de los casos. Espafia presenta una tasa de incidencia infantil superior a la media
europea. Es probable que esto sea debido a que una parte de estos casos sean hijos de

inmigrantes nacidos en Espafia.

No existe un predominio de sexo hasta la edad adulta donde existe un claro predominio
masculino debido probablemente al aumento de los factores de riesgo en los hombres

adultos (drogodependencias por via parenteral, VIH, tabaquismo, ambito laboral, etc).
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Con respecto a los resultados positivos tras el tratamiento antituberculoso el porcentaje esta
por debajo de la media europea. Los niveles de resistencia a los farmacos antituberculosos
parece que estan dentro de la media de la UE (5% de casos MDR en 2012 y 2% en 2013)
muy lejos de algunos paises del este de Europa con cifras muy superiores. En Espafia casi

la mitad de pacientes con infeccion por VIH padecen TB a lo largo de su vida.

1.3.3 TB en Cataluiia

Durante el afio 2014 en Catalufia se registraron 1135 casos, detectados a través del sistema
de Enfermedades de Declaracion Obligatoria (EDO) que representan una tasa de 15,1
casos por cada 100.000 habitantes. ElI 67,5% se concentran en la Region Sanitaria de

Barcelona y el 26,6% en la ciudad de Barcelona (33).

En el afio 2014, el 46,4% fueron personas recién llegadas en las que la tasa de TB es cuatro

veces superior a la de la poblacion autéctona.

El retraso en el diagnostico de la TB pulmonar y en los enfermos baciliferos es muy alto,
con una mediana de dos meses aproximadamente. Mas del 50% de los casos, requirieron
ingreso hospitalario con una estancia media de 9 dias. Los pacientes coinfectados con el

VIH incrementaron sensiblemente este tiempo de hospitalizacion (16 dias).

El afio 2014, y por séptimo afio consecutivo, se ha conseguido reducir la tasa de incidencia

de TB en Catalufia (un

60
1,9% con respecto al - S
2013) (fig. 9). Esta

reducciéon sélo se ha

Disminuci6 real del 4,6%
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aumento (33)_ Figura 9. Evolucion de la TB en Catalzuoﬁli)Tasas por 100.000 habitantes (1990-

1.3.4 TB en la ciudad de Barcelona

El informe del 2013 de la Tuberculosi a Barcelona dentro del “Programa de Prevencion y
Control de la Tuberculosis de Barcelona” realizado por el Area de Sanitat, Salut Pablica i

Medi Ambient del Ayuntamiento de Barcelona refleja los siguientes datos:
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En el afio 2013 se detectaron 329 casos declarados de TB en Barcelona, con una tasa de
incidencia de 20,4 casos/100.000 habitantes, un 4% inferior al 2012 (fig. 10).
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Figura 10. Evolucion de la tuberculosis en Barcelona (1990 — 2013)

En la poblacion autéctona la reduccion fue del 14% mientras que en los inmigrantes
aumentd un 6%. Los casos en la poblacion inmigrante han representado en el 2013, el 58%
del total de afectados, la mayoria procedentes de Asia (sobre todo Pakistan) y de América
Latina. Este patron epidemiologico es similar al de muchas ciudades de la Europa
occidental. En los paises de renta per capita alta, la TB se presenta en las grandes urbes
donde suelen concentrarse las personas en situaciones de riesgo (34).

El distrito de Ciutat Vella de Barcelona es el barrio donde se registra la incidencia mas
elevada de la TB. Las deficientes condiciones sociales, econdémicas y demogréaficas
contribuyen a la expansion de la enfermedad (35). La incidencia de TB en Ciutat Vella el
afio 2013 aumento un 23% respecto al 2012. Sigue observandose un aumento de las formas
extrapulmonares y de las lesiones cavitadas pulmonares. En las formas pulmonares el

retraso diagnostico fue de 41 dias, superior al afio anterior (35).

1.3.5 Costes econdmicos que genera la TB

Se considera que se necesitan 8 billones de ddlares americanos (US$) para dar una
respuesta adecuada a la TB epidémica global: dos tercios para la deteccién y el
tratamiento; 20% para tratamiento de pacientes MDR-TB; 10% para las pruebas de

laboratorio y el 5% restante para actividades de colaboracion TB/VIH.

33



Estudio de la tuberculosis pulmonar mediante Tomografia Computarizada Multidetector en un modelo
experimental de minipig

Los datos aportados por WHO (World Health Organization) de 123 paises que reportan el
95% del total de los casos de TB, notificaron que durante el afio 2015 se dedicaron 6,6
billones de US$ en la prevencion, diagndstico y tratamiento de la TB. Estas inversiones se
han visto superadas respecto al afio 2014 (6,3 billones de US$), doblando la inversion

realizada en el 2006 (fig. 11).

Funding for TB prevention, diagnosis and treatment by
intervention area, 2006—2015 (constant 2015 US$ billions)
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Figura 11. Datos segun Global TB report 2015. Costes relacionados con la
prevencion, diagnostico y tratamiento de la TB mundial 2006-2015

La aportacion econdmica total de estos paises genera un desfase de casi dos billones de
US$ con respecto a los 8 billones que eran necesarios para dar una respuesta adecuada y
global a la TB.

En estas cifras no se incluyen los recursos econdmicos que deberian ser destinados para la
investigacion y desarrollo de métodos de diagnostico, nuevas lineas de tratamiento y

vacunas que corresponden aproximadamente a 2 billones de US$.

El coste medio por paciente infectado por el M. tuberculosis oscila entre 516 y 558 US$
(28).

De lo dicho anteriormente se deduce que es imprescindible encontrar recursos financieros
para luchar con garantias contra la enfermedad tuberculosa con la implicacion de todos las

partes involucradas.

En Esparfia existen pocos estudios cuyo objetivo sea la evaluacidn de los costes que genera
la TB.

Montes-Santiago y cols., realizaron un analisis comparativo de los costes hospitalarios y

globales de las altas por TB del Sistema Nacional de Salud entre los afios 1999 y 2006. El
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resultado de este trabajo sefiala que los costes absolutos y el porcentaje del gasto por
hospitalizaciones debidas a la TB respecto al gasto total en Atencidén Especializada se
redujeron significativamente (del 0,21 al 0,10%) asi como el porcentaje de gastos totales
de los pacientes hospitalizados por TB con respecto al gasto sanitario publico total (del
0,15% al 0,07%). Los autores concluyen que, a pesar del descenso de los costes derivados
de la enfermedad, ésta continua representando una carga econémica y sanitaria en nuestro
pais (36).

Existen algunos estudios econdmicos que han evaluado los costes directos e indirectos que
genera la TB en diferentes paises. En la Union Europea, ocasiona un gasto sanitario anual
muy importante. Por este motivo las organizaciones sanitarias europeas se estan planteando
invertir mas de 560 millones de euros en la investigacion y desarrollo de nuevas vacunas
con el objetivo de erradicar la TB (37). El descubrimiento y desarrollo de vacunas eficaces
sigue siendo el reto de mayor importancia para reducir la incidencia, la morbi-mortalidad y

los costes generados por la TB en el planeta.

1.4 CLINICA

La Sociedad Americana de Enfermedades del Torax clasifica la clinica de la TB basandose

en su patogenia (tabla 1).

No expuesto, no infectado

CLASE 0 iy
CLASE 1 Expuesto, sin evidencia de infeccion
PPD -
Infeccion latente, no enfermo
CLASE 2 PPD+

Clinica, Rx y bacteriologia negativos
Tuberculosis clinicamente activa
CLASE 3 PPD+
Cultivos o clinica o Rx evidente
Tuberculosis clinicamente no activa
Rx anormal estable

CLASE 4 PPD+
Cultivos negativos. No clinica
Sospecha de Tuberculosis
CLASES5 NO DEBE ESTAR EN ESTA FASE MAS DE

TRES MESES

Tabla 1: Clasificacion de la clinica de la TB segun la Sociedad Americana de Enfermedades del Térax
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La clinica puede variar de intensidad desde cuadros donde es muy Ilamativa hasta otros en

los que apenas es evidente, pudiendo pasar en muchas ocasiones inadvertida.

La TB es una enfermedad cuyas manifestaciones clinicas no permiten diferenciarla de otras
entidades patoldgicas. El inicio de la clinica es insidioso y variable, dependiendo de la

virulencia del germen, la edad, el 6rgano afectado y el estado inmunitario del paciente.

Pueden haber manifestaciones clinicas sistémicas, pulmonares o derivadas de la afectacion

extratoracica.

En los pacientes infectados por el VIH y con inmunodepresion grave las formas de
presentacion varian con respecto al resto de afectados. En estos casos la sintomatologia de

orden sistémico predomina con respecto a las manifestaciones clinicas locales.

Los sintomas sistémicos mas frecuentes son: fiebre de predominio vespertino, pérdida de
peso, astenia, sudoracion nocturna y anorexia. Infrecuentemente la enfermedad puede

debutar como un cuadro pseudogripal con fiebre aguda y escalofrios.

La afectacion tuberculosa puede dividirse en: Tuberculosis pulmonar o extrapulmonar.

1.4.1 TB pulmonar

No existe una relacion directa entre la extension de la afectacion pulmonar y la clinica. El
5% de los adultos estan asintomaticos. La primoinfeccion suele ser subclinica o con

sintomas inespecificos sin relevancia clinica.
El sintoma mas frecuente es la tos que puede ser seca o productiva.
El dolor toracico presente es de caracteristicas pleuriticas.

La hemoptisis es indicativa de enfermedad avanzada y en ocasiones puede ser amenazante.
Las hemoptisis producidas por erosiones de la arteria pulmonar (Aneurismas de
Rasmussen) relacionadas con cavernas tuberculosas son extremadamente raras en la
actualidad. Sin embargo, es mas frecuente que la colonizacién por aspergillus o

aspergiloma de una caverna tuberculosa de larga evolucion produzca un sangrado.
La disnea aparece cuando la enfermedad estd muy extendida y rara vez en la TB miliar.

La Illamada neumonia tuberculosa es una forma de presentacion rara similar

semiologicamente a una neumonia bacteriana.
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1.4.2 TB extrapulmonar

Existen muchas formas de TB extrapulmonar, ya que es una enfermedad que puede afectar
practicamente todos los drganos: laringe, sistema nervioso central, aparato génito-urinario,
sistema osteo-articular, aparato digestivo y serosas. La TB miliar es una forma de
diseminacion hematdgena que puede ser aguda, criptica o reactiva. Los enfermos VIH
positivos presentan mas TB pulmonar. A continuacion se presentan algunas de las formas

mas frecuentes de TB extrapulmonar.

Linfadenitis tuberculosa

Es la forma mas frecuente de TB extrapulmonar. Puede afectarse cualquier ganglio

linfatico del organismo.

La afectacion adenopatica suele ser indolora y bien delimitada. Con frecuencia es
unilateral con predileccion en la region cervical, sobre todo, en los ganglios del borde
superior del musculo esternocleidomastoideo. En ocasiones pueden tener una evolucion

torpida con la presencia de supuracién cronica y fistulas (38).

Los nifios con frecuencia presentan una infeccion primaria relacionada, pero en adultos no
se observan signos de enfermedad extrapulmonar ni sintomatologia general. Si hay
sintomas sistémicos asociados debe descartarse infeccion por VIH o inmunodeficiencia

grave.

En adultos la linfadenitis granulomatosa es producida mayoritariamente por el M.
tuberculosis; en nifios menores de cinco afios, las micobacterias no tuberculosas son méas

frecuentes.

Las adenopatias hiliares y/o mediastinicas son mas frecuentes en la primoinfeccién de los

nifios. En enfermos con VIH predomina la afectacion adenopaética hiliar y mediastinica.

TB pleural

Suele ser unilateral. Puede debutar como una pleuritis aguda con fiebre alta y dolor
toracico, pero su forma de presentacion mas frecuente es con dolor toracico inespecifico,

febricula, tos seca y sindrome toxico. En ocasiones es asintomatica.

La elevacion de los niveles de adenosin deaminasa (ADA) en el liquido pleural tiene su

utilidad diagnostica. Cifras superiores de 40 Ul tienen una sensibilidad y especificidad
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muy altas. La baciloscopia y el cultivo raramente son positivos. La biopsia pleural puede

evidenciar granulomas en el 75% de las ocasiones.

1.5 DIAGNOSTICO

El retraso del diagnostico de la TB supone un problema sanitario muy importante que
produce un impacto negativo sobre nuestros sistemas de salud.

En nuestro medio se dice que, en pacientes hospitalizados, en 2 de cada 3 en los que se
confirma este diagnostico, no se sospechaba al ingreso (39).

El paciente infectado no necesariamente desarrolla la enfermedad, s6lo en un 10% de los
casos. De esto se deduce que una gran parte de la poblacion mundial queda en forma de

infeccion latente, es decir, que existe infeccion sin enfermedad ni poder de contagio.

El cuadro clinico inicial puede ser poco expresivo Yy durar meses. En este intervalo de
tiempo, el enfermo es capaz de transmitir la infeccién de 10 a 15 personas hasta que es
diagnosticado y tratado. Por estos motivos, es importante conocer la historia natural de la
enfermedad y sus sintomas para realizar el diagndstico precozmente y evitar la dispersién
de la enfermedad (40).

El diagnostico de TB se basa en la clinica, prueba de la tuberculina, bacteriologia y
exploraciones de diagndéstico por la imagen. La bacteriologia proporciona la confirmacion
diagndstica mediante el aislamiento, identificacion y la sensibilidad de la cepa aislada. En
ocasiones, una elevada sospecha clinico-radioldgica y epidemioldgica, en ausencia de

confirmacion bacterioldgica, permite el diagndstico.

1.5.1 Prueba de la tuberculina (PT)

Se basa en una reaccion de hipersensibilidad retardada frente a un grupo de antigenos del
bacilo, obteniéndose a partir de un derivado proteico purificado (PPD). Muchos de estos
antigenos son comunes a M. tuberculosis, M. bovis y numerosas micobacterias no
tuberculosas. Por este motivo esta prueba tiene una baja sensibilidad en pacientes
vacunados con BCG o expuestos a micobacterias no tuberculosas. Su sensibilidad puede
también ser baja en pacientes con formas graves tuberculosas, pacientes inmunodeprimidos

y malnutridos.
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Se realizara lo antes posible y debe repetirse a las 8 — 12 semanas si la primera ha sido
negativa. No se administrard en aquellos pacientes en los que la prueba fue positiva

previamente (41).

La PT debe realizarse mediante la técnica de Mantoux en la que el PPD se inyecta en la
dermis de la cara anterior del antebrazo con 2 unidades internacionales (Ul) de tuberculina
PPD RT-23 con Tween-80 (o0 un bioequivalente contrastado).

La lectura se hace a las 48 y 72 horas de la inoculacion y se mide el diametro de la
induracion (no el eritema). Siempre debe registrarse en milimetros. Si no existe induracién
alguna el resultado serd de O milimetros. La realizacion y lectura de la prueba debe

realizarlo personal experto para evitar falsos negativos.

La PT positiva no es sindnimo de enfermedad tuberculosa, indica que el bacilo tuberculoso
ha infectado aquella persona y ha generado una respuesta inmune. Se considera una PT
positiva cuando la induracion medida es igual 0 mayor de 5 mm. En pacientes vacunados
con BCG se considera positiva una induracion mayor a 14 mm. Induraciones de 5- 14 mm
en pacientes vacunados con BCG pueden tener origen vacunal y deben ser valoradas

individualmente (41).

En determinadas situaciones la respuesta de la hipersensibilidad retardada puede estar
disminuida e incluso desaparecer (anergia tuberculinica) dando falsos negativos. Entre el
10 y 25 % de los enfermos de TB tienen un Mantoux negativo. Esta anergia puede
observarse en: infeccion por VIH, tratamiento con corticoides e inmunosupresores,
sarcoidosis, TB pulmonar grave, TB miliar, vacunacion con virus vivo, linfomas, ancianos

y recién nacidos.

Efecto booster: se produce en los vacunados con BCG, infectados por micobacterias no

tuberculosas y en las infecciones antiguas. Todos ellos, cuando se les practica una PT,
reaccionan por debajo del dintel de positividad y se consideran negativos. Sin embargo, la
tuberculina ejerce un estimulo o efecto empuje con la estimulacion de la memoria
inmunoldgica por lo que al practicar una segunda prueba, pasados unos 7 dias desde la
primera, la reaccion es positiva y el individuo puede ser catalogado erroneamente como

positivo (conversion tuberculinica) por infeccion reciente (42,43).

La realizacion de la PT en caso de sospecha de TB tiene interés para conocer la existencia

de contacto previo con M. tuberculosis. Su negatividad no excluye enfermedad tuberculosa
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y su positividad no indica actividad alguna. En nifios una PT positiva puede ser de gran
ayuda en el diagnostico de TB ya que, en un contexto clinico adecuado, una PT positiva

hace muy probable el diagnostico de TB.

En la tabla 2 se especifican las indicaciones generales de la PT (43):

INDICACIONES DE LA PRUEBA DE LA TUBERCULINA
1. Pacientes con sospecha clinica y /o radiolégica de tuberculosis.
2. Contactos con pacientes tuberculosos.

3. Grupos de riesgo: VIH+, drogadictos via parenteral, diabetes, silicosis, neoplasias, insuficiencia
renal, inmunodeprimidos, tratamientos con anticuerpos monoclonales, alcohdélicos.

4. Personal sanitario, maestros, personal de guarderias y albergues, reclusos y programas de
toxicomanias. Centros de prevencion y control de la tuberculosis. Mutuas laborales.

5. Estudios epidemioldgicos y control de programas antituberculosos.

Tabla 2: Indicaciones de la prueba de la tuberculina

1.5.2 Técnicas in vitro de interferon-gamma (IFN-y): IGRAs

Se basan en la deteccion del IFN-y liberado como respuesta a la estimulacion in vitro de
células T sensibilizadas con antigenos especificos de M. tuberculosis. Permiten discriminar
los pacientes infectados por la TB de los que han recibido vacuna antituberculosa y de los
expuestos a otras micobacterias. Pueden repetirse inmediatamente sin que se vean

afectadas por el efecto booster.

Esta prueba presenta algunas ventajas con respecto a la PT: se realiza en un laboratorio
respetando la privacidad del paciente, facil estandarizacion, evita la subjetividad y rapida
obtencion de resultados. EI mayor inconveniente es su coste elevado. No puede diferenciar
entre ITBL y enfermedad TB.

Se necesitan mas estudios para determinar su eficiencia en el diagnostico de la TB (41-44).
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1.5.3 Diagn@stico clinico

La infeccion por el bacilo produce una inmunidad celular que puede ponerse en evidencia a
través de la reaccion de hipersensibilidad causada por la inoculacion intradérmica de PPD

(PT) ya comentadas en capitulos anteriores.

Se estima que un 5% de pacientes desarrollan la enfermedad durante los primeros 2 afios
posteriores a la infeccion, con manifestaciones clinicas inespecificas dificiles de catalogar
dentro del contexto de la infeccion tuberculosa, a no ser que existan datos epidemiologicos

que corroboren esta hipotesis.

En ocasiones la hipersensibilidad inicial puede manifestarse en eritema nodoso en la cara

anterior de las piernas 0 como queratoconjuntivitis flictenular.

El complejo de Ghon es la combinacion del foco primario pulmonar con ganglios hiliares
y/o mediastinicos. La afectacion adenopatica citada puede comprimir estructuras
mediastinicas y producir sintomatologia por compresion extrinseca. Tipicamente se

observa en poblacién pediatrica o VIH+.

La sintomatologia en la primoinfeccion es irrelevante con sintomas constitucionales
(astenia, pérdida de peso, fiebre y sudoracion nocturna) y respiratorios donde la tos es el
sintoma méas comun con ocasional expectoracion hemoptoica. La disnea se produce cuando
la infeccion produce una importante destruccion del parénquima pulmonar y el dolor

torécico suele aparecer cuando hay una afectacién pleural concomitante.

Se estima que un 10% de las personas infectadas desarrollaran la enfermedad en el

transcurso de su vida.

En nuestro medio deberia prestarse atencion preferente a aquellos pacientes con tos
prolongada de mas de tres semanas refractaria al tratamiento convencional, acompafiada de

sintomas pulmonares y sistémicos.

Ante la sospecha clinica de TB deben ponerse en marcha todos los métodos disponibles
para su diagndstico (PT, radiologia y bacteriologia). Puede simular otras entidades
nosoldgicas y debe contemplarse en el diagnéstico diferencial en muchos escenarios

clinicos.

En el hemograma puede observarse anemia cuando la enfermedad es de larga evolucion.

La cifra de leucocitos puede ser normal o ligeramente elevada con linfocitosis. Las
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alteraciones hematoldgicas graves (leucopenia, trombopenia, reacciones leucemoides...)

acompaiian a la TB miliar.

En la analitica puede existir hipoalbuminemia, hipocloremia e hiponatremia (sindrome de

secrecion inadecuada de ADH por afectacion meningea).

1.5.4 La TB en nifos

La TB en la poblacion pediatrica tiene algunas diferencias remarcables con respecto al
adulto. La mayoria de nifios, al igual que en los adultos, no presentaran la enfermedad
después de infectarse. De todas formas si la infeccidn se produce durante los dos primeros
afios de vida la progresion a enfermedad aumenta hasta un 50% con un predominio de
formas extrapulmonares. El riesgo es menor en nifios con edades comprendidas entre los 5
y 10 afios que pueden permanecer asintomaticos a pesar de presentar alteraciones en la

radiografia de torax (45). A pesar de todo, la TB en la infancia no suele ser contagiosa.
Los sintomas més frecuentes son fiebre, tos, disnea, anorexia y falta de desarrollo.

La PT se considera positiva cuando la induracion es igual o superior a 5 mm en nifios con
riesgo alto de padecer la infeccién. Una induracion igual o superior a 10 mm en pacientes
de menor riesgo es considerada como prueba positiva. La PT sigue siendo la prueba mas
utilizada para el diagnéstico de la TB, ya que las nuevas técnicas diagnosticas todavia no

estan suficientemente homologadas (46).

Dada la enorme dificultad para conseguir resultados bacteriolégicos que confirmen la TB
primaria en el nifio, en las areas geograficas de baja incidencia el diagndstico se

fundamenta en una PT positiva y una radiografia de térax con hallazgos sugestivos.

1.5.5 Microbiologia

Es el Unico método, junto a las técnicas de biologia molecular, que confirma la TB activa y
debe realizarse, siempre que sea posible, cuando exista sospecha clinica. El objetivo de las
técnicas de laboratorio microbioldgicas es aislar, identificar el microorganismo causante y

realizar pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos (44).

Deben recogerse tres muestras de esputo, especialmente por la mafiana y antes del

tratamiento si es posible.
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Si el paciente no expectora espontdneamente puede recurrirse al esputo inducido mediante
una inhalacion de aerosol con suero fisiologico. El aspirado géastrico puede ser una

alternativa especialmente en nifios.

La fibrobroncoscopia puede usarse en aquellos casos de imposibilidad de obtener una

muestra adecuada, mediante el lavado broncoalveolar, cepillado y biopsia transbronquial.

Pueden ser también Utiles para el diagndstico microbiolégico muestras organicas de orina,
LCR, liquido pleural, aspirado ganglionar, pus, sangre y el material obtenido con

punciones percutaneas guiadas mediante métodos de diagnostico por la imagen.

Examen microscopico - baciloscopia directa:

El diagndstico rapido se hace con el examen directo o baciloscopia realizada mediante la
técnica de fluorocrémica de Auramina que es mas sensible que la de Ziehl-Neelsen. Estas
técnicas de tincion se basan en la naturaleza acido-alcohol resistentes (BAAR) de las
micobacterias, debido a su envoltura lipidica que impide la accion decolorante alcohol-
acido. La sensibilidad de esta prueba depende significativamente de la experiencia de
quien la elabora y varia entre un 60 y 75% para las muestras respiratorias. Esta baja
sensibilidad contrasta con su elevada especificidad, por lo que una baciloscopia positiva
confirma la infeccion tuberculosa en el 95% de los casos y es indicacion de tratamiento
inmediato (44).

Métodos de cultivo de las micobacterias:

Es el Gnico método que puede asegurar la existencia del M. tuberculosis si se acompafia de
identificacion y el Unico que es completamente valido para evaluar el seguimiento del
paciente y garantizar su curacion. A partir del cultivo se obtiene la identificacion del

germen y su sensibilidad a diferentes antimicrobianos.

El cultivo de las muestras se realiza en medios especiales (Lowenstein-Jenssen, Coletsos o
similares). En estos medios habituales el aislamiento del microorganismo puede tardar de 2

a 8 semanas (44).

En toda muestra se lleva a cabo la tipificacion de la cepa aislada con identificacion
fenotipica tradicional y sondas de acidos nucleicos que permiten identificar si pertenecen al

complejo tuberculosis.
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En estos ultimos afios se han desarrollado algunos métodos alternativos para el diagnostico
de la TB mediante técnicas bioquimicas, inmunocromatograficas, moleculares, serologicas,
de deteccion de antigeno y de amplificacion genética que aportan un valor afiadido a los

métodos tradicionales (47).

1.5.6 Diagnoéstico anatomopatologico

El hallazgo histoldgico caracteristico de la TB es el granuloma necrosante o caseficante
con células de Langhans en las muestras de tejido de los organos afectos. En las formas

extrapulmonares es el modo habitual para diagnosticar la TB (44).

En la TB miliar la biopsia hepatica tiene mayor rendimiento que la biopsia de la médula

Osea y la biopsia transbronquial.
La biopsia de ganglios linfaticos y serosas también tiene un alto rendimiento diagndstico.

Los tuberculomas son tumores bien circunscritos que corresponden a focos de tuberculosis
en los que existe un equilibrio entre actividad y reparacion. Pueden ser multiples y crecer
muy lentamente. Pueden tener calcificaciones centrales, laminares o puntiformes en su
interior. No cavitan. Por su morfologia y captacion de FDG en el PET-TC pueden

confundirse con procesos neoplésicos.

1.5.7 Diagnéstico bioguimico

La determinacién de la enzima adenosina deaminasa (ADA) en liquido pleural, peritoneal

y cefalorraquideo puede ayudar al diagnostico.

Cifras de ADA en liquido pleural mayores de 40 Ul tienen una sensibilidad y
especificidad muy altas, mejoradas cuando el cociente ADAL1/ADA total es menor de 0,42.

En el liquido peritoneal el ADA presenta una sensibilidad del 86% y una especificidad del
100%.

Niveles elevados de ADA en el LCR permiten diferenciar a la TB del resto de meningitis
infecciosas (virus y bacterias). Sin embargo la neurosarcoidosis y la infiltracion meningea

por linfoma también presentan niveles elevados de ADA en el LCR.

44



Estudio de la tuberculosis pulmonar mediante Tomografia Computarizada Multidetector en un modelo
experimental de minipig

1.6 TRATAMIENTO

La TB dejada a su libre evolucién tiene una altisima morbi-mortalidad (mortalidad del
50% a los cinco afios). La curacion es total si se aplica el tratamiento adecuado.

El tratamiento de la enfermedad tuberculosa tiene las siguientes premisas fundamentales:
1- Para prevenir las resistencias es preciso asociar varios farmacos.

2- Ha de ser prolongado para evitar las recidivas.

3- El incumplimiento o abandono del tratamiento favorece la aparicion de resistencias.

Los farmacos para el tratamiento de la TB se clasifican en funcién de su eficacia, potencia
y efectos tdxicos en: fa&rmacos de primera linea (de eleccion para el tratamiento en casos

iniciales) y de segunda linea.

Farmacos de primera linea:

— Bactericidas: isoniacida (H), rifampicina (R), pirazinamida (P) y estreptomicina (S)

— Bacteriostaticos: etambutol (E)

Farmacos de sequnda linea:

Menos activos y con mas efectos secundarios. Se usan para formas de TB resistentes a l1os

de primera linea o en situaciones clinicas especiales

— Protionamida,  etionamida, capreomicina,  kanamicina, amikacina, &cido
paraaminosalicilico (PAS), cicloserina, rifabutina, claritromicina, rifapentina,

ofloxacino, ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino.

La quimioprofilaxis se basa en la administracion de medicacion para prevenir el riesgo de
desarrollar TB en personas con PT negativa que han estado en contacto con un enfermo
bacilifero (profilaxis primaria), o para evitar que un individuo con ITBL desarrolle la

enfermedad (profilaxis secundaria).
La isoniacida es el farmaco de eleccion para realizar la quimioprofilaxis.
Se administra via oral en ayunas en una Unica dosis diaria. Puede ser:

— Continua (todos los dias) a dosis de 5 mg/Kg/dia en adultos, sin sobrepasar los 300

mg/dia, y 10 mg/Kg/dia en los nifios, con dosis maxima de 300 mg.
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— Dos veces por semana en los tratamientos supervisados: 15mg/Kg en adultos. Dosis

maxima 900 mg.

En personas con mas de 35 afios sin ningun factor de riesgo no estaria indicada la
profilaxis. Ello se debe a que el riesgo de hepatitis asociada a la isoniacida, que varia segin
la edad, sobrepasando su efecto protector sobre el desarrollo de la enfermedad.
Aproximadamente, la mitad de los casos de hepatitis asociada a la isoniacida aparecen en

los dos primeros meses de tratamiento.
Las indicaciones de la quimioprofilaxis estan reflejadas en la tabla 3.

INDICACIONES DE LA QUIMIOPROFILAXIS
Primaria (PPD-): Contacto intimo con paciente bacilifero

Contactos de riesgo: Tratamiento con corticoides o inmunosupresores, diabetes, IRC, neoplasias
de cabeza y cuello, uso de drogas via parenteral

Nifios menores de cinco afios
Pacientes con infeccion por el VIH
Conversores de la prueba de la tuberculina
Personas con silicosis

Pacientes con exploracion radiologica sospechosa de lesion residual atribuible a la TB
(descartada enfermedad activa)

Pacientes en lista de espera de trasplante

Tabla 3 : Indicaciones de la auimioprofilaxis para evitar el desarrollo de la TB

En Espafia la tasa de resistencias primarias a isoniacida esta por debajo del 5%, por lo que
se recomienda, de entrada, un esquema de tratamiento de seis meses de duracion, los dos
primeros meses con tres o cuatro farmacos (fase de induccion) y posteriormente 4 meses
mas con dos farmacos (fase de consolidacion). En la fase de induccion usamos una
asociacion de farmacos con accién bactericida, eliminando rapidamente un gran namero de
bacilos de multiplicacion rapida. En la fase de consolidacion se usan farmacos con poder

esterilizante para eliminar los bacilos de crecimiento lento e intermitente.
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La pauta de tratamiento recomendada en nuestro pais para casos iniciales consiste en la
asociacion de isoniacida, rifampicina y pirazinamida durante los dos primeros meses
(2RHZ) y posteriormente continuar con isoniacida y rifampicina durante cuatro meses mas
(4RH) hasta completar los seis meses de tratamiento. Esta pauta de tratamiento de seis
meses tiene alto poder bactericida y esterilizante, presenta escaso nimero de recidivas
(inferior al 1-2%), tiene pocos efectos secundarios y es mas econdmica que el régimen
estandar de 9 meses. Las dosis de los quimioterapicos utilizados deberan ser ajustadas para
el peso del paciente, se administraran diariamente, de una sola vez, por la mafiana y en
ayunas. Habrd que tener en cuenta las frecuentes interacciones de los farmacos

antituberculosos con otros farmacos.

La existencia de resistencias a los quimioterapicos de primera linea obligara también a
modificar la pauta de tratamiento. Existen dos tipos de resistencias a los farmacos

antituberculosos:

— Resistencia primaria: es aquella que presentan los pacientes que nunca han recibido
tratamiento previo.
— Resistencia secundaria: se adquiere por la utilizacién inadecuada de los farmacos

antituberculosos.

Antes de iniciar el tratamiento debemos clasificar al paciente dentro de alguna de las
siguientes situaciones:

1. Caso inicial: nunca ha recibido tratamiento o lo ha realizado de forma correcta durante
menos de un mes. Tratamiento con pauta estandar.

2. Abandono: interrupcién del tratamiento por un periodo superior a siete dias en la fase de
induccion, o un mes en la fase de consolidacién. En caso de abandono se deben realizar
nuevos cultivos: si son positivos, se deber reiniciar el tratamiento con la misma pauta; si
son negativos, se debe acabar el tratamiento anterior; si ha pasado mas de un afio desde el
abandono del tratamiento y los cultivos son negativos, se debe realizar seguimiento
bacteriolégico durante un afio mas, sin tratamiento, reiniciandolo si algin cultivo es
positivo.

3. Recaida: Aparecen dos o0 mas cultivos positivos consecutivos en un paciente que habia
completado el esquema terapeutico establecido y dado de alta por curacion en los dos afos
posteriores al inicio de la terapia. Cuando el paciente ha realizado correctamente el

tratamiento no suele haber resistencias y puede reinstaurarse la misma pauta de tratamiento
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previa con una duracion mas prolongada (9-12 meses).
4. Fracaso terapéutico: cultivos positivos hasta el cuarto mes sin descenso significativo del

numero de colonias, o bien cuando aparecen dos cultivos positivos, tras dos cultivos
negativos consecutivos, con numero creciente de colonias. Supone resistencia a los
farmacos empleados. Realizaremos retratamiento que se realizara con tres farmacos
nunca administrados previamente a los que se puede afiadir uno o mas de los “dudosos”
antes administrados hasta recibir las pruebas de sensibilidad.

En la tabla 4 se especifican las pautas de tratamiento de la TB.

SITUACION FARMACOS DURACION
Isoniacida 6 meses
Pauta de eleccion Rifampicina 6 meses
Pirazinamida 2 meses
. : . Rifampicina 12 meses
Intolerancia-resistencia
. . Etambutol 12 meses
Isoniacida .. .
Pirazinamida 2 meses
. . . Isoniacida 12 meses
Intolerancia-resistencia
) . . Etambutol 12 meses
Rifampicina S
Pirazinamida 2 meses
Isoniacida 9 meses
Intolerancia pirazinamida Rifampicina 9 meses
Etambutol 2 meses

Tabla 4. Pautas de tratamiento de la TB

1.6.1 Efectos adversos del tratamiento

En la mayoria de los pacientes el tratamiento habitual es bien tolerado y no presenta
efectos adversos significativos. Pueden aparecer, preferentemente al inicio, sintomas leves
e inespecificos (exantema, urticaria, erupciones cutaneas) que se solucionan facilmente con

tratamiento sintomatico o modificando la pauta terapéutica.

Pueden producirse alteraciones hepaticas: elevacion de las transaminasas y/o de la
fosfatasa alcalina. En estos casos ha de retirarse la medicacion si las cifras de
transaminasas son 5 veces mayores de las normales en pacientes asintomaticos o 3 veces

mayores en sintomaticos.
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La aparicion de fiebre puede ser un efecto adverso. Si se sospecha fiebre secundaria a
farmacos, se ha de comprobar qué medicacién es la culpable con el fin de retirarla.

En el caso de que haya una complicacion importante (fundamentalmente hepatitis o
fiebre), ha de determinarse qué medicamento causa el efecto secundario. Para ello se
interrumpird el tratamiento hasta la desaparicion de la fiebre o normalizacion de las

pruebas hepéticas. Luego se reintroduciran los farmacos progresivamente.

Es importante advertir a los pacientes de las posibles alteraciones auditivas
(estreptomicina) y oculares (etambutol), asi como de las interacciones de la rifampicina

con los anticonceptivos hormonales orales.

1.6.2 Medidas de aislamiento de los pacientes infectados por TB

La sospecha clinica, diagnostico rapido e inicio del tratamiento con las medidas de

aislamiento correspondientes, son los fundamentos para evitar la transmision.

La transmisién de la infeccion es especialmente importante en las unidades de
hospitalizacién asi como en otros lugares residencias, carceles, hospitalizacion a

domicilio, guarderias, etc.

Cuando al servicio de urgencias de un hospital o centro de atencién primaria, llega un
paciente con sospecha diagnostica de TB, debe ser aislado. Se han de evitar ingresos
hospitalarios innecesarios. El personal sanitario que entra en contacto con un paciente con
TB ha de usar mascarilla de particulas, y éste, si por algin motivo debe salir de su
habitacion ha de estar debidamente protegido Tras el ingreso hospitalario en habitacion
individual, se suspendera el aislamiento cuando se obtengan baciloscopias negativas o se
descarte el diagndstico de TB (48).

El lugar mas adecuado para tratar a los pacientes y evitar la transmision de la enfermedad
es su domicilio, donde deben permanecer hasta que cumplan 2 o 3 semanas de tratamiento,

evitando visitas y contactos con nuevas personas.

1.7 PAPEL DE LA VACUNACION CON BCG Y SUS POSIBLES ALTERNATIVAS

Esta vacuna utiliza el bacilo de Calmette Guerin, una cepa viva atenuada del M. bovis,

introducida por primera vez en 1921. Desde entonces ha sido administrada a varios
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billones de habitantes mayoritariamente por via intradérmica. EI grado de proteccién que
dispensa es muy variable. Es conocido su efecto beneficioso en la prevencion de la
meningitis tuberculosa y las formas diseminadas en nifios, aunque es poco eficaz en las
formas de presentacion pulmonar en adultos. De todo lo expuesto se deduce que la
inmunidad provocada con la BCG es poco duradera (49). Las personas vacunadas
desarrollan una respuesta inmunitaria entre 8 y 14 semanas después de la vacunacion, que
se pone de manifiesto con un PPD positivo. Es bien tolerada y con una buena relacion

coste-beneficio.
Esta contraindicada en pacientes inmunodeprimidos.

Su limitado efecto protector, ha promovido la necesidad de crear nuevas vacunas con el

objetivo de conseguir una proteccion mas duradera y un mayor porcentaje de eficacia.

El desarrollo de las nuevas estrategias en la prevencion de la TB deberia dirigirse a la
poblacion no infectada (recién nacidos y lactantes) con un sistema inmunitario sin contacto

previo con el M. tuberculosis y a las personas con formas de ITBL (50).

Los modelos de experimentacion animal utilizados en el estudio y desarrollo de los
candidatos a vacunas contra la TB son el minipig, cabras y primates no humanos, estos
ultimos con muchas similitudes fisioldgicas, anatdmicas e inmunoldgicas con el ser

humano.

Hoy en dia los esfuerzos se centran en reemplazar la BCG por otras vacunas mejores 0

reforzar la proteccion de la BCG.

La eficacia maxima de una vacuna esta relacionada con obtener una respuesta
inmunoldgica intensa en el foco primario de la infeccidon tuberculosa para evitar su

crecimiento local y posterior diseminacion.

Estudios recientes postulan que la ruta de administracion de una vacuna determina la
localizacion de las células antigeno-especificas locales que son las responsables de
desencadenar una proteccion regional eficaz. En este aspecto se ha introducido la via
aerosol en las vacunas de la TB con el objetivo de potenciar su efecto protector en las
células del epitelio respiratorio. Parece ser que el tejido linfoide de las mucosas 0 MALT
(“mucosa-associated lymphoid tissue”) deberia ser considerado como un compartimento
inmune separado del sisttmico que ayudaria a potenciar la proteccion contra el M.

tuberculosis (51).
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El desarrollo de nuevas vacunas se fundamenta en dos lineas diferentes. En primer lugar,
sustituir la BCG para evitar el riesgo de infeccion asociada con los pacientes coinfectados
con el VIH, con una version mejorada 0 una nueva vacuna atenuada. Otra opcion a
considerar seria la administracion de una segunda vacuna tras la vacunacién con BCG que

actuaria como refuerzo inductor (50).

En la actualidad existen innumerables ensayos clinicos, algunos de ellos en fases

avanzadas, centrados en obtener una vacuna mas inmunogénica.

Entre las lineas de desarrollo para la produccion de sistemas vacunales cabe destacar:
vacunas vivas recombinantes derivadas de la BCG, vacunas de refuerzo en las que se

emplean vectores virales y vacunas terapéuticas.

Un candidato de vacuna terapéutica es RUTI, que esta elaborada con un fragmento celular
de M. tuberculosis inactivado por calor. Esta vacuna descubierta y desarrollada por Pere-
Joan Cardona y sus colaboradores de la Unitat de Tuberculosi Experimental, esta en fases
avanzadas de desarrollo y ha demostrado su efectividad contra los bacilos tuberculosos en

crecimiento y en letargo, dato éste de gran importancia para el tratamiento de la ITBL (52).

1.8 DIAGNOSTICO POR LAIMAGEN DE LA TB
El objetivo principal de los métodos de diagndstico por la imagen, es identificar a los
pacientes con enfermedad activa.

La radiologia se utiliza habitualmente junto a la PT en el estudio inicial del cribado de la
infeccion por M. tuberculosis. En ausencia de los test tuberculinicos, la radiologia tiene un

papel esencial en el diagndstico de la TB.

1.8.1 Técnicas de imagen

1. Radiografia de torax

Es la imagen radioldgica en dos dimensiones del térax. El estudio radiolégico completo
deberia incluir las dos proyecciones estandar: frente (habitualmente pdstero-anterior) y

perfil. En determinadas situaciones clinicas puede obviarse la radiografia de perfil.

Debe ser siempre la prueba de imagen inicial ante la sospecha clinica de patologia toracica.
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Es una prueba ampliamente utilizada, rapida, barata y reproducible. Permite caracterizar y
localizar las lesiones visibles del térax (minimo de 10 mm de didmetro). En manos de
radidlogos expertos es un método fiable para descartar o corroborar la afectacion toracica

de la TB. La correlacion clinico-radioldgica es esencial en estos casos.

La radiologia digital es un hecho incuestionable y aceptado universalmente. Las
principales ventajas son la mejor calidad de las exploraciones con una reduccion de las
dosis de radiacion y la posibilidad de transmitir los datos obtenidos a una estacion de

trabajo clinico para analizar las imagenes.

La digitalizacion de la imagen ha permitido el desarrollo del diagndstico asistido por
ordenador (CAD) que se ha convertido en una de las mayores areas de investigacion del
diagnostico por la imagen. Existen estudios preliminares de cribado poblacional para la

deteccion de la TB pulmonar con unos resultados prometedores.

Las iméagenes son enviadas y archivadas en un PACS (picture archiving and comunication
systems). Los estudios radiologicos pueden ser consultados de forma inmediata por el

personal médico autorizado.

Asi pues, la radiografia de térax debe ser la prueba de imagen inicial cuando se sospecha
TB pulmonar y/o pleural. Desempefia un papel esencial en el diagndstico y control de la
enfermedad, ya que permite detectar lesiones pulmonares, pleurales, mediastinicas e
hiliares.

Los estudios radioldgicos previos pueden ayudarnos para valorar la actividad de la

infeccion.

2. Tomografia computarizada (TC)

Desde la aparicion de los primeros tomdgrafos, las innovaciones tecnologicas han
posibilitado la creacién de equipos mucho mas potentes capaces de realizar estudios de
mayor calidad en un corto espacio de tiempo. La rapida adquisicion de datos digitales que
se obtienen con los equipos de TCMD permiten la realizacion de cortes submilimétricos,

imagenes de alta resolucion y reconstrucciones multiplanares.

La utilizacion de medios de contraste endovenosos nos permite realzar las estructuras
vasculares, el paréngquima de determinados érganos y en fase de eliminacion renal, las vias

urinarias. Con el contraste oral podemos opacificar el tubo digestivo para su estudio.
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La TC nunca debe utilizarse como exploracion radioldgica de primera linea en el
diagndstico de la TB. Debe ajustarse su indicacion en aquellas situaciones clinico-
radiologicas donde el esclarecimiento de la afectacion pulmonar y extrapulmonar es

esencial para su diagnéstico y extension.

Su alta resolucion espacial nos permite la evaluacion de las &reas poco perceptibles en la
radiografia de torax (apex pulmonares, region retrocardiaca, area subdiafragmaética) asi
como de las lesiones mediastinicas y de la pared toracica que, en ocasiones, no son

visibles en la radiologia convencional.

En la TB miliar puede detectar nédulos pulmonares milimétricos que, por su tamafio, no

son visibles con la radiologia convencional.

La TC esta indicada en la TB diseminada, cuando la radiografia de térax no es concluyente

y ante la sospecha clinica de complicaciones toracicas y extratoracicas.

Los hallazgos de la TC permiten la definicion de la extension de la diseminacion bronco-

pulmonar, criterios de infeccion activa y extension extratoracica.

La TC puede ser util para evaluar la respuesta al tratamiento, en los pacientes con criterios
clinicos y bacterioldgicos de infeccion tuberculosa, aunque tiene importantes limitaciones
para predecir la actividad o estabilidad de las lesiones residuales producidas después del
tratamiento (53).

3. Resonancia Magnética (RM)

Su aportacion en el diagnoéstico por la imagen de la TB torécica es irrelevante. Es de mayor

utilidad en la evaluacién de sus manifestaciones extrapulmonares.

En el sistema nervioso central, la RM es superior a la TC, especialmente en el diagndstico

de la meningitis y sus complicaciones asociadas (54).

La espondilodiscitis tuberculosa puede afectar a una o varias vertebras, el espacio epidural,
los tejidos blandos paraespinales y los discos intervertebrales. La RM es la técnica de
primera linea para la deteccion de las anomalias en la médula 0sea, previas a la destruccion
Osea y el diagnostico de abscesos intradseos y paraespinales. Es la modalidad de imagen de

eleccion para la valoracion del canal medular en estos casos (55).

El uso de la RM en el diagndstico de las manifestaciones articulares de la TB puede ser de

ayuda para diferenciarlas de otras entidades como la artritis reumatoidea (56). La RM es
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mas sensible que la radiologia convencional en el diagnostico de la afectacion osteo-
articular en las fases iniciales, aunque sus hallazgos son inespecificos (54).

4. Ultrasonidos

La ecografia es una exploracion rapida y barata. Su principal inconveniente es ser una

técnica operador-dependiente.

Permite detectar con facilidad el derrame pleural y/o pericardico asi como la planificacion

de la toracentesis o pericardiocentesis.

Es una prueba muy util en la demostracion del liquido peritoneal asi como en la valoracion

de las visceras abdominales.
Es el método de imagen de eleccidn para el diagnostico del derrame articular.

La afectacion ganglionar periférica tuberculosa no palpable puede ser diagnosticada
mediante la ecografia. También pueden realizarse punciones con aguja fina (PAAF) o con
aguja gruesa (BAG) mediante control ecogréfico de las adenopatias, para su diagndstico

bacterioldgico o histoldgico.
5. PET-TC

Es una modalidad de imagen hibrida que conjuga las imagenes morfo-anatomicas de la TC

con las imagenes metabolico-funcionales del PET.

Tiene un alto rendimiento en el diagndstico, estadificacion y seguimiento de los procesos
neoplésicos. Puede ser de interés en el diagnostico de pacientes con fiebre de origen
desconocido una vez agotados los métodos convencionales, donde la TB puede ser su
causa. En muchas ocasiones el PET-TC no permite diferenciar entre neoplasia e infeccion

ya que ambas entidades pueden tener modelos de captacion de la 18F-FDG similares.
No debe utilizarse de rutina en el diagnostico de la TB.

Estudios recientes han demostrado que en algunas de las lesiones cicatriciales tuberculosas
aparentemente inactivas, muestran una captacion de 18F-FDG. Esta actividad metabdlica
podria estar relacionada con un estado inmunologico dindmico de estas lesiones
supuestamente inertes (57) corroborando en parte, la teoria dindmica de la reinfeccion

tuberculosa explicada en apartados anteriores.
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1.8.2 Manifestaciones radioldgicas

Los hallazgos radiologicos dependen mas del estado inmunitario del huésped que del
tiempo transcurrido desde la infeccidn (58). Esta situacion es especialmente notoria en los
pacientes coinfectados con el virus del VIH, cuyas manifestaciones radioldgicas son
atipicas. Muchas veces es practicamente imposible diferenciar entre la TB primaria y de
reactivacion, debido a que sus manifestaciones clinico-radiologicas pueden mezclarse.
Tanto la forma primaria como de reactivacion pueden extenderse a regiones extratoracicas.
En estos casos se considera que la puerta de entrada es pulmonar aungue, en muchos casos,
no existen indicios radiologicos de enfermedad toracica. La mayoria de los casos de TB
laringea y del tubo digestivo se asocian a manifestaciones radiologicas de enfermedad

pulmonar activa.

Por estos motivos, es mucho mas importante confirmar el diagnoéstico de TB, que
identificar su subtipo (54). Nuestro objetivo primordial ha de ser diagnosticar y tratar la TB

de una forma rapida y efectiva.

1. TB pulmonar
Patrén atipico

Es maés frecuente en la poblacion pediatrica, aunque puede verse en adultos, especialmente

en los inmunodeprimidos.

La presencia del bacilo en el pulmon produce un foco de neumonitis inespecifica (foco de
Ghon) que puede afectar a cualquier zona del parénquima pulmonar aunque existe un
predominio en l6bulos medios e inferiores, donde hay una mayor ventilacion. Se
manifiesta como un area de afectacion de espacio aéreo de aspecto inespecifico. En el 50%
de los casos, los focos de consolidacion pulmonar no se identifican en la radiografia

simple.

El hallazgo radioldgico mas caracteristico en este patron es la afectacion ganglionar hiliar

y mediastinica, presente en mas del 96% de los nifios y en el 43% de los adultos. (54).

La localizacion mas frecuente es hiliar y paratraqueal homolateral a la lesion pulmonar vy,
con menor frecuencia, la region subcarinal (fig. 12). En un tercio de los casos la afectacion

adenopatica puede ser bilateral.
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La linfadenitis se resuelve més lentamente que el foco pulmonar. Los ganglios afectos
disminuyen de tamafio tres meses después del inicio del tratamiento y en ocasiones,
pueden aumentar de tamafio en etapas iniciales sin que esto signifique fracaso terapéutico

alguno.

Figura 12. Area de afectacion de espacio aéreo en el I6bulo superior izquierdo con adenopatias
hiliares homolaterales.

Con cierta frecuencia, la afectacion adenopatica hiliar y mediastinica no es demostrable
con la radiologia convencional. En estas circunstancias debe realizarse una TC que
permitira detectar las lesiones pulmonares de pequefio tamafio, asi como la linfadenitis
hilio-mediastinica. En la TC con contraste endovenoso, las adenopatias mayores de 2 cm
de didmetro presentan un area central de bajo coeficiente de atenuacion debido a la
necrosis caseosa y un realce periférico (fig 13.) Estos hallazgos son muy caracteristicos de
la TB ganglionar aunque también pueden verse en metéastasis, linfoma y otras infecciones
(59).
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Figura 13. TC con contraste endovenoso. Adenopatias mediastinicas
paratraqueales derechas con realce periférico y centro de bajo coeficiente de
atenuacion.

En los nifios, las adenopatias mediastinicas pueden comprimir los bronquios, produciendo

atelectasias y neumonitis.

El foco pulmonar de Ghon y los ganglios afectos pueden calcificar formando el llamado
complejo de Ranke, que implica cronicidad y es altamente indicativo de TB primaria
(54,59).

La TB pulmonar asociada al SIDA y a otros estados de inmunodepresion tiene muchas
caracteristicas clinicas y radioldgicas del patron atipico. Cuando los recuentos de linfocitos
CD4 son inferiores de 200/mm?, los hallazgos radiolégicos siguen el patrén atipico, aunque
mas intenso de lo habitual, con adenopatias hiliares y mediastinicas, mayor porcentaje de
pleuritis y manifestaciones extrapulmonares, mientras que la cavitacion pulmonar es

menos frecuente. La forma diseminada esta relacionada con inmunodepresion severa.

El derrame pleural puede verse en el 25% de los pacientes con TB primaria y puede ser la
unica manifestacion de la enfermedad. Suele ser unilateral y son infrecuentes las
complicaciones (empiema, fistulizacion o afectaciobn de la pared torécica). El

engrosamiento y calcificacion pleural residual se observan con frecuencia.
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Patrdn tipico

Se manifiesta como areas de afectacion de espacio aéreo parcheadas subsegmentarias de
localizacion periférica con tendencia a confluir . Se localizan preferentemente en
segmentos apicales y posteriores de los l6bulos superiores y en los segmentos apicales de
los I6bulos inferiores. La afectacion bilateral y multilobar es frecuente. Puede existir

participacion pleural en etapas iniciales.

El patron en vidrio deslustrado en la TC representa el llenado incompleto alveolar y/o
engrosamiento intersticial. Aparece como unas areas de aumento de densidad pulmonares
que de forma caracteristica no borran las estructuras vasculares adyacentes. En la TB son

de distribucion parcheada e indican infeccion activa (fig. 14).

Figura 14. Imagen de TC con areas parcheadas bilaterales de vidrio
deslustrado

La cavitacion es la caracteristica mas frecuente en esta forma de presentacién e indica una
alta probabilidad de actividad. Puede ser Unica o mdltiple. Las cavidades pulmonares
tienen pared gruesa e irregular y en ocasiones nivel hidroaéreo en su interior (fig. 15). Su
involucion tras el tratamiento se manifiesta como disminucién progresiva del tamafio de la

lesion que finalmente se convierte en una cicatriz fibrosa (59).
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Figura 15. TC en la que se observan dos imagenes cavitadas de pared gruesa e irregular
en ambos lébulos superiores con signos acompafiantes de afectacién bronquiolar
(n6dulos centrolobulillares).
La diseminacion broncogena de la TB aparece cuando un area de necrosis caseosa
comunica con el arbol bronquial. Es un signo de actividad de la infeccién. En el 20% de
los casos la radiografia de torax muestra multiples ndédulos pulmonares mal definidos de 5-
10 mm de didmetro, de distribucion segmentaria o lobar (60,61) a distancia de las
cavitaciones y en las zonas declives de los campos pulmonares. La mayor resolucion
espacial de la TCMD permite diagnosticar con precision la diseminacion broncdgena en el
95% de las ocasiones. La semiologia de la TC es la propia de la afectacion bronquiolar
(62): nodulos centrolobulillares de 2-4 mm de diametro y areas de arbol en brote (tree in
bud). Estos hallazgos son caracteristicos aunque no patognomoénicos ya que también

pueden observarse es la aspergilosis invasiva Yy en otras micobacterias (62).

Los signos TC de diseminacion broncdgena indican actividad de la enfermedad
tuberculosa (60,61,63,64).

Los nodulos centrolobulillares y el arbol en brote, representan a estructuras tubulares
ramificadas que corresponden a bronquiolos dilatados de pared engrosada e impactacién
mucoide (fig.16 y 17). En la TC se observan los nédulos centrolobulillares como iméagenes

nodulares de densidad de tejidos blandos (estructuras bronquiolares dilatadas en seccion)
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que conectan con estructuras lineales de calibre similar y que tienen un origen en un tronco

comun (arbol bronquiolar) (fig. 18).

Figura 16. Estructuras bronquiolares normales Figura 17. Signo del arbol en brote: bronquios
dilatados rellenos de moco o liquido

Figura 18. Diseminacion broncogena de TB con
nodulos centrolobulillares y signo del arbol en brote.

También pueden observarse nédulos de 5-8 mm de diametro mal definidos (nédulos
acinares). Estos hallazgos se correlacionan con la presencia de la necrosis caseosa en el
interior de los bronquiolos respiratorios y terminales. También son indicativos de

enfermedad activa (fig. 19 y 20).
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Figura 19. Radiografia de térax : nédulos acinares Figura 20. TC : imagenes nodulares de contornos
en Iébulo inferior izquierdo. mal definidos en ambos pulmones (nédulos acinares)
como manifestacion de TB activa

En la TB endobronquial (65) la micobacteria llega a la pared traqueal y a los bronquios
principales. Se produce una reaccion inflamatoria, con formacion de granulomas
caseificantes, fibrosis y estenosis por retraccion. Aparece en el 2-4% de los casos. En la
TC puede verse un engrosamiento de las paredes bronquiales irregular o liso con estenosis

de la luz y atelectasia pulmonar.
La afectacion ganglionar hiliar y mediastinica en la TB postprimaria es infrecuente (5%).

La neumonia-bronconeumonia tuberculosa se presenta radiolégicamente como una
afectacion de espacio aéreo lobar, habitualmente cavitada. A diferencia de la neumonia
bacteriana, su evolucion es mas torpida y refractaria al tratamiento antibidtico
convencional. La bronconeumonia diseminada se produce en pacientes inmunodeprimidos
con extension a las vias aéreas. El patron radioldgico clasico es la afectacion de espacio

aéreo parcheada bilateral.

Existen varios estudios que tienen como objetivo la utilizacién de la TC para determinar
los patrones y signos de la TB activa (61,66). En todos ellos existe un consenso de los
hallazgos radioldgicos relacionados con la actividad de la infeccion. Las lesiones cavitadas
de pared gruesa e irregular, nddulos centrolobulillares, arbol en brote, nddulos acinares, la
afectacion de espacio aéreo y el patron en vidrio deslustrado se observan en aquellos

pacientes con tuberculosis documentada y no aparecen cuando la enfermedad es inactiva.
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La presencia de uno o varios de estos signos TC, nos permitird determinar la actividad de
la infeccion y poner en marcha las medidas de aislamiento y tratamiento adecuadas.

El patron radiologico de TB miliar indica enfermedad activa.

El derrame pleural es menos frecuente que en TB primaria (18% de los pacientes). La
presencia de hidroneumotorax debe hacernos sospechar en una fistula broncopleural
relacionada con una cavidad tuberculosa abierta a la cavidad pleural.

La pleuritis TB se manifiesta por TC como una cavidad pleural con liquido en su interior,
muchas veces loculada, que se acompafia de un engrosamiento de las superficies pleurales
(parietal y visceral) que se realzan con el contraste endovenoso. La pleuritis puede
producirse en ausencia de foco pulmonar visible y debe considerarse la etiologia

tuberculosa ante cualquier derrame pleural unilateral de causa desconocida.

Complicaciones toracicas tardias de la TB

— Tuberculomas

Se presentan como nodulos bien definidos localizados con frecuencia en los lobulos
superiores. Pueden aparecer antes o después de sufrir una TB activa. Calcifican en el 20 -
30% de los casos.

— Conglomerados de fibrosis

Su aspecto, en ocasiones, no permite diferenciarlos del carcinoma broncogénico, aunque

suelen asociarse a otras manifestaciones radiologicas de la TB crénica.

— Bronquiectasias

Las dilataciones bronquiales relacionadas con las lesiones fibrocicatriciales y destructivas

pulmonares tuberculosas son muy frecuentes.
— Broncolitiasis

El material necrotico calcificado de los ganglios mediastinicos puede erosionar la pared
bronquial e introducirse en su luz, causando obstruccion y atelectasia pulmonar. La

localizacion intrabronquial del broncolito por TC o broncoscopia confirma su diagnostico.
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— Micetoma

Es la colonizacién de una cavidad cronica tuberculosa por Aspergillus con posterior
desarrollo de una tumoracion endocavitaria (fungus ball). La mayoria de los pacientes
presentan sintomas: tos, expectoracion y hemoptisis. El diagnostico puede realizarse con la
radiologia convencional aunque la TC es mas sensible. El signo radiolégico mas
caracteristico consiste en la presencia de una imagen nodular en el interior de la cavidad

tuberculosa que se moviliza con los cambios de posicion del paciente.

— Mediastinitis fibrosante

Es una reaccion fibrosa agresiva mediastinica relacionada con la TB. Se observa una
tumoracion mediastinica y/o hiliar de aspecto infiltrativo que puede calcificar (fig. 21).
Puede producir compresion y distorsién de las estructuras mediastinicas. Debe
considerarse esta entidad cuando existe un contexto clinico sugestivo de TB aunque
muchas veces no puede diferenciarse de otros procesos neoplédsicos primarios o

secundarios que afectan al mediastino.

W

Figura 21. Mediastinitis fibrosante. Masa mediastinica anterior de aspecto
infiltrativo con calcificaciones distréficas en su interior
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— Aneurisma de Rasmussen

Es un pseudoaneurisma de una arteria pulmonar periférica producido por erosion vascular

de lesiones tuberculosas agresivas vecinas (fig. 22).

ST: 9:24:52 P
Mediastino 2\

Angio TCiBracica

Figura 22. Aneurisma de Rasmussen. TC con contraste endovenoso : dilatacion aneurismatica de la
arteria pulmonar descendente producida por una lesion tuberculosa hiliar derecha.

TB miliar

Es una complicacién poco frecuente, aunque grave, que se produce por la propagacion
hematdégena de la TB. Puede verse tanto en pacientes inmunodeprimidos como
inmunocompetentes, aunque los nifios menores de 2 afios y los pacientes

inmunodeprimidos presentan un mayor riesgo.

Tipicamente sus manifestaciones radioldgicas sélo son visibles de tres a seis semanas

después de la diseminacion hematdgena. Siempre indica TB activa.

El patron radioldgico miliar se caracteriza por la presencia de nddulos intersticiales
maultiples de 2-3 mm de diametro, de distribucion uniforme y aleatoria (fig. 23 y 24).
También puede asociarse a un engrosamiento de los septos intra e interlobulillares
(59,60,67,68). Se ha descrito que estos nddulos son mayores en los 16bulos superiores que
en el resto del parénquima, ilustrando una vez mas la mayor susceptibilidad en la

progresion hacia enfermedad en esta localizacion (69).

Estos hallazgos pueden no ser perceptibles con los estudios radiolégicos convencionales.
En estas circunstancias, la mejor resolucion de la TC nos permitira su caracterizacion en

las fases iniciales de la enfermedad.

La TB miliar nunca calcifica ni deja lesiones residuales cicatriciales.
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Figura 23. TC. Nédulos pulmonares milimétricos de Figura 24. Radiografia de térax localizada: patron
contornos bien definidos y de distribucion aleatoria miliar

TB pulmonar en nifios

La TB pulmonar en nifios presenta algunas diferencias sustanciales con respecto la
poblacion adulta. El bajo porcentaje de baciloscopias positivas, la negatividad de la PT en
pacientes infectados menores de 3 meses, asi como una mayor frecuencia de
complicaciones (meningitis, TB miliar) en la poblacién pediatrica, nos obligan a dar un

gran protagonismo a la historia clinica y a la radiologia en el diagnoéstico de la TB infantil.

El radiologo debe estar familiarizado con los aspectos semioldgicos caracteristicos de la
TB pediatrica y tutelar la correcta indicacion de las pruebas de imagen adecuadas para

evitar la radiacién innecesaria.

La afectacion ganglionar hiliar o mediastinica aislada o asociada a alteraciones pulmonares

es el signo guia (70,71).

Los nifios menores de tres afios tienen una alta prevalencia de afectacion ganglionar (casi
del 100% segun algunos estudios) y baja de presentar anomalias pulmonares (50%) con

respecto a los pacientes con edades comprendidas entre 4 y 15 afos (72).

65



Estudio de la tuberculosis pulmonar mediante Tomografia Computarizada Multidetector en un modelo
experimental de minipig

En los nifios con sospecha clinica, el primer estudio de imagen debe ser una radiografia de
torax con las proyecciones frente y lateral.

La TC toracica no debe utilizarse de rutina y sus indicaciones quedan restringidas en casos
de TB diseminada, la evaluacién y control de las complicaciones y cuando la radiografia

de térax no sea concluyente.

2. TB extrapulmonar

TB cardiaca

En nuestro medio es muy rara y suele presentarse como pericarditis en pacientes
inmunodeprimidos. El engrosamiento pericardico mayor de 2 mm visible por TC puede
ayudar a su diagnéstico. EI derrame pericardico aparece en menos del 20% de los casos

pudiendo dejar como secuela una calcificacion pericardica.

TB del aparato digestivo

Las adenopatias abdominales representan la forma mas frecuente de presentacién de la TB
abdominal. Las cadenas ganglionares mesentéricas, peripancreaticas, periportales,
paracavales y paraaorticas se afectan con frecuencia. Suelen ser multiples y por TC poseen
una caracteristica tipica pero no patognomonica. Tras la administracion del contraste
endovenoso las adenopatias afectadas presentan un realce periférico con un area central de
bajo coeficiente de atenuacidn por la necrosis caseosa.

La afectacion hepatoesplénica es frecuente en las formas diseminadas que suele

manifestarse como multiples nédulos de pequefio tamafio no detectables mediante la TC.

La presentaciobn macronodular hepatoesplénica es infrecuente y se manifiesta como
nodulos de bajo coeficiente de atenuacion con captacion periférica del contraste
endovenoso. Estas lesiones por RM son hipointensas en las imagenes potenciadas en T1 e

hiperintensas en T2.

La peritonitis tuberculosa puede originarse desde un foco abdominal o por diseminacion
hematdgena. Los hallazgos por TC incluyen: ascitis libre o loculada con valores de
atenuacion elevados (20-45 UH) debido a su alto contenido de células y proteinas (54,73) y
engrosamiento omental nodular e irregular similar a la carcinomatosis peritoneal y al

mesotelioma.
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La afectacion pancredtica se presenta como una lesion nodular de bajo coeficiente de
atenuacion con realce periférico con el contraste endovenoso. La afectacion ganglionar
peripancreatica es frecuente. Los hallazgos TC descritos son similares a los observados en

el adenocarcinoma de pancreas.

La region ileocecal es la localizacion més frecuente de la TB gastrointestinal. Las
caracteristicas radioldgicas mas frecuentes son el engrosamiento mural concéntrico del

ileon terminal y del ciego con adenopatias loco-regionales.
La afectacion tuberculosa del es6fago y regidn gastroduodenal es rara.

El engrosamiento mural concéntrico con skip areas Yy estenosis de la luz puede afectar a
cualquier segmento del intestino delgado. En estadios avanzados de la enfermedad puede
observarse estenosis de la luz intestinal con retracciones del ciego por afectacion

fibrocicatricial del mesocolon.
TB adrenal

Se descubre en més del 6% de los pacientes con infeccion activa aunque es un hallazgo

muy frecuente en las necropsias. Suele ser bilateral.

En la TC se observa un aumento del tamafio de la glandula adrenal con captacion de

contraste endovenoso periférica y hipoatenuacion central por la necrosis caseosa.
La calcificacion adrenal puede observarse como secuela de la infeccién tuberculosa.

TB genitourinaria

El aparato genitourinario se afecta del 15 al 20 % de los pacientes con TB extrapulmonar.
El intervalo de tiempo transcurrido entre la infecciébn pulmonar inicial y las
manifestaciones genitourinarias es muy variable (de 5 a 40 afios). Su diagnostico es dificil
debido a que la mayoria de los pacientes presentan una sintomatologia muy vaga e
inespecifica con urocultivos negativos. EI 20% de estos pacientes presentan un PPD
negativo (74,75).

Tuberculosis renal y de las vias urinarias

La afectacion renal por el M. tuberculosis se produce por via hematdgena. La alta
concentracion de oxigeno unida al flujo sanguineo del lecho capilar glomerular vy
peritubular proporciona las condiciones ideales para su colonizacion. En la fase inicial se

forman granulomas en las zonas adyacentes de los glomérulos del cortex renal. Si el
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sistema inmune esta intacto evita la replicacion bacteriana y la enfermedad queda en
forma latente durante décadas. En esta etapa no hay destruccion parenquimatosa, las

lesiones cicatrizan espontaneamente y pueden calcificar.

En estados de depresion inmunologica los granulomas crecen y se fusionan. La ruptura
capilar permite que la bacteria alcance los tibulos proximales y el asa de Henle con
produccion de granulomas caseificantes y necrosis papilar. La formacion y crecimiento de
los granulomas, la necrosis caseosa y la cavitacion pueden producir la destruccion del

parénquima renal.

La comunicacion de los granulomas con el sistema colector a través de la papila, puede
diseminar la infeccién a las vias urinarias (pelvis renal, uréteres, vejiga y Organos

genitales).

En la urografia endovenosa el hallazgo mas precoz es la irregularidad en el extremo papilar
y del céliz subyacente (patron moteado) (74). En fases mas avanzadas la confluencia de
varios granulomas puede originar abscesos, que cuando comunican con el sistema
colector pueden verse como unas cavidades que se rellenan con el contraste, observandose
en ocasiones el trayecto fistuloso. Cuando aparece la fibrosis se estrechan los infundibulos
con ectasia calicial. La pelvis renal aparece estenosada, con dilatacion generalizada del
sistema calicial. En la fase terminal, la obstruccion total produce un rifién atréfico con

anulacién funcional y calcificaciones globulosas llamado rifion mastic.
La afectacion ureteral y de la vejiga urinaria casi siempre procede del rifion.

La formacion de granulomas en el epitelio ureteral produce fibrosis y calcificaciones
murales. Las estenosis originadas suelen localizarse en el uréter distal en zonas donde

existen estrecheces anatomicas (union pielo-ureteral, uréter yuxtavesical) (75).

Las ulceraciones mucosas y engrosamiento mural son las manifestaciones radioldgicas
iniciales de la TB vesical. En estadios avanzados pueden observarse defectos de replecién
intravesicales por acumulacion de material granulomatoso. La progresion fibrocicatricial

produce una marcada disminucion del volumen vesical con calcificaciones parietales.

TB genital

En las mujeres, produce una salpingitis bilateral que involucra con frecuencia a las trompas

de Falopio (94% de los casos).
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La histerosalpingografia muestra obstruccion y/o estenosis tubaricas asi como adherencias

y deformidades de la cavidad endometrial.

La afectacion genital en el varén puede presentarse como calcificaciones de las vesiculas
seminales y de la prostata. La ecografia prostatica muestra areas hipoecoicas focales o

difusas, que reflejan la inflamacion y/o necrosis caseosa.

TB osteoarticular

La demora en el diagnostico de la TB osteoarticular es una constante en todas las
publicaciones. En un estudio publicado por L. Mateo en el afio 2007 que analizaba 53
casos de TB osteoarticular atendidos en un Hospital Universitario, el tiempo medio para

llegar al diagndstico fue de 8 meses (76).

Sin embargo en la mayoria de las series demuestran un retraso mayor (de 16 a 19 meses)
(54,73). Este retraso diagndstico y sus complicaciones condicionan que mas de la tercera

parte de los pacientes precisen de tratamiento quirargico.

Se produce por diseminacion hematdgena o linfatica de un foco tuberculoso pulmonar, que
solo puede demostrarse radioldgicamente en el 50% de los casos. La PT puede ser negativa

en el 14% de los casos.

Con frecuencia es multifocal en las zonas donde la enfermedad es endémica. La
destruccidn ésea y articular presente en la TB provoca una alta morbilidad. La afectacion

medular secundaria a la espondilitis ocasiona importantes secuelas neuroldgicas.

El diagnoéstico suele realizarse mediante cultivo bacterioldgico positivo de las muestras

osteoarticulares.

Espondilitis o enfermedad de Pott

La TB osteorticular se localiza con mayor frecuencia en la columna (50-70%)

especialmente en la porcién baja del raquis dorsal y en el raquis lumbar.

El proceso se inicia en el margen anterior de un cuerpo vertebral, adyacente a la zona
subcondral del platillo. La infeccion puede propagarse al disco intervertebral, ligamentos
longitudinales anteriores y posteriores, con destruccion del hueso subcondral y herniacién
discal en el cuerpo vertebral que provoca una disminucién del espacio discal. La

destruccion vertebral tipicamente presenta unos margenes bien definidos, sin esclerosis
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0sea ni reaccion peridstica (hallazgo caracteristico de la espondilodiscitis TB). El colapso

vertebral resultante produce una cifosis angular.

La extension de la infeccion hacia los ligamentos longitudinales y partes blandas es

frecuente y suele ocurrir en el margen anterolateral.

Los abscesos paravertebrales pueden extenderse a gran distancia descendiendo a lo largo
del musculo psoas. La calcificacion residual de los abscesos esta relacionada con su
curacion. La PAAF o BAG de los abscesos paraespinales guiadas por TC, en manos de un

radi6logo experto, tiene una sensibilidad diagndstica superior al 90% (76).

La TC es una herramienta muy atil para la valoracion de la afectacion vertebral y
paravertebral. Sin embargo, la modalidad de imagen de eleccion en el diagndstico de la
espondilodiscitis TB es la RM, debido a su mayor sensibilidad en la deteccion de las
anomalias de las partes blandas asi como la valoracion de las complicaciones neuroldgicas
relacionadas con la afectaciéon medular y radicular. El foco vertebral se presenta como un
area de baja intensidad en las imégenes potenciadas en T1 e hiperintensas en T2. La

hiperintensidad discal es una manifestacion frecuente por RM.

La espondilitis TB raramente afecta a los elementos posteriores vertebrales a diferencia de

las metastasis 6seas o linfoma.

Los hallazgos radioldgicos que favorecen el diagndstico de TB son: afectacion de uno o
mas segmentos del raquis con destruccion del disco intervertebral, ausencia de esclerosis

Osea y reaccion peridstica, asi como la presencia de masas paravertebrales calcificadas.

Linfadenitis tuberculosa cervical

Es una manifestacion muy frecuente de la TB extrapulmonar. Clinicamente se presenta

como dolor laterocervical bilateral con signos inflamatorios.

El diagnédstico bacterioldgico debe realizarse del material obtenido mediante puncion de

los ganglios palpables y accesibles.

La ecografia de partes blandas es muy util para la valoracion adenopética laterocervical,
supraclavicular y axilar. En ganglios no palpables, la PAAF o BAG guiada por ecografia

tienen una rentabilidad diagnéstica muy alta.

Por TC las adenopatias tuberculosas presentan un centro de bajo coeficiente de atenuacion

con un realce periférico tras la administracion de contraste endovenoso.
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TB faringea v laringea

La TB faringea se presenta como nodulos orofaringeos con ulceraciones y abscesos para y
retrofaringeos. Las lesiones de la mucosa faringea son indistinguibles de los procesos

malignos (77).

Se manifiesta como engrosamiento e infiltracion de los espacios preepigléticos y
paraepigloticos sin presencia de una clara masa focal ni afectacion de los cartilagos (54).

La afectacion laringo-traqueal puede ser causa de estenosis y obstruccion por edema o

fibrosis crénica.

Afectacion de la TB en el sistema nervioso central

En la mayoria de las ocasiones se produce por diseminacion hematogena y puede afectar a

las meninges, parénquima cerebral y médula espinal.

Meningitis

Es la manifestacion méas frecuente de la TB del SNC. Cuando el M. tuberculosis llega al
espacio subaracnoideo produce un exudado inflamatorio que afecta preferentemente a las
cisternas basales, cisura silviana y raramente a las leptomeninges. El exudado en las
cisternas basales puede desencadenar una obstruccién del flujo del LCR con hidrocefalia
que puede comprimir los nervios craneales y una inflamacién obliterativa de los vasos de
la base del craneo. Los granulomas pueden fusionarse formando tuberculomas y raramente
abscesos. Estas caracteristicas anatomopatoldgicas se corresponden con los hallazgos en

neuroimagen: realce anormal de las meninges en regiones basales del cerebro asociadas a

hidrocefalia e infartos. Esta triada es caracteristica de la meningitis TB (78).

La RM es el método de imagen de eleccion para el diagnostico de la meningitis TB y sus

complicaciones.

La RM con contraste permite detectar una captacion meningea anormal del gadolinio,

especialmente en las cisternas basales, cisura silviana y en los surcos de la convexidad.
La hidrocefalia normalmente es comunicada en el 80% de los casos.

La vasculitis puede producir infartos cerebrales. Su incidencia varia desde el 20,5 % al
38% de los casos. La RM detecta un mayor numero de infartos cerebrales y su
transformacion hemorragica con respecto a la TC (78). La mayoria de ellos se localizan en

el talamo, ganglios basales y en la capsula interna.
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Parénquima cerebral

Los tuberculomas son las lesiones mas frecuentes de la afectacion del parénquima cerebral.
Pueden ser Gnicos o multiples. Son lesiones ocupantes de espacio de tejido granulomatoso
que pueden tener una localizacion cerebral hemisférica, en ganglios basales, cerebelo y

tronco cerebral. Raramente en el sistema ventricular y meninges.

Los hallazgos RM dependen de si los granulomas son no caseificantes, caseificantes con

centro solido o caseificantes con centro necrético.

Los tuberculomas no caseificantes son lesiones menores de 15 mm de diametro,

hiperintensas en T2 e isointensas o hipointensas en T1 (55).

Los caseificantes con centro sdlido suelen ser iso o hipointensos en T1 y en T2. Estan
asociados a edema circundante que se manifiesta como un anillo de grosor variable

hipointenso en T1 e hiperintenso en T2.

Los tuberculomas caseificantes con centro necrético muestran una hiperintensidad central
enT2.

En la TC los tuberculomas se presentan como masas esféricas o lobuladas de alto o bajo
coeficiente de atenuacién. Pueden tener un realce periférico con el contraste endovenoso y

calcificar.

Meninaqitis espinal

La RM con contraste es el método de imagen de eleccidn en estos casos.

En la aracnoiditis se observa una loculacién del LCR y obliteracion del espacio
subaracnoideo con pérdida de definicién del canal medular y clumping de las raices
nerviosas lumbares. El contraste endovenoso pone de manifiesto un realce intradural

nodular o lineal. En estadios crénicos de la enfermedad no se observa realce alguno.

La siringomielia puede ser una complicacion de la aracnoiditis y se presenta como una
cavitacion medular que tipicamente tiene la misma sefial por RM que el LCR y no se realza

con el gadolinio (55,68).

1.8.3 Uso de la radioldgica digital como método de cribado poblacional para detectar
la TB toracica

En determinadas circunstancias la radiografia simple de torax es el Unico método para el

diagnostico de la TB. Los estudios bacteriolégicos del esputo tienen una sensibilidad
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inferior al 50% en pacientes con enfermedad activa coinfectados con el virus del VIH. En
los paises donde la TB es endémica, méas del 70% de estos pacientes estan coinfectados con
el virus del VIH. Esta asociacion todavia complica més el diagnostico bacteriolégico de

estos pacientes.

En este contexto clinico, la radiologia simple se constituye como un elemento esencial en
el diagnostico de la TB (79).

La radiologia digital es un hecho incuestionable y aceptado universalmente. Sus
principales ventajas radican en una mejor calidad de las exploraciones radioldgicas que nos
permite reducir la dosis de irradiacion y la posibilidad de transmitir los datos radioldgicos a

cualquier lugar del mundo para ser evaluados y archivados en un PACS.

Las imagenes obtenidas, habitualmente son interpretadas por facultativos especializados en
el diagndstico por la imagen o bien, como ocurre en muchos paises del tercer mundo, por
personal no médico sin experiencia radioldgica alguna. Esta situacion conduce

irremediablemente a importantes errores diagnosticos.

También debe tenerse en cuenta que la radiografia de torax realizada en O&ptimas
condiciones y evaluada por personal facultativo capacitado, tiene limitaciones de
interpretacion con significativas variaciones intra e interobservador. Estas diferencias
interpretativas, agravadas por la precariedad de recursos en los paises subdesarrollados,
nos obligan a desarrollar programas que permitan una lectura estandarizada de las

imagenes para evitar discrepancias de lectura e interpretacion.

Muchos estudios retrospectivos realizados para valorar la variabilidad de los resultados en
el diagnostico radiolégico y en el cribado poblacional (especialmente en el cancer de
mama) demuestran un alto porcentaje de errores de deteccion y de interpretacion de los
estudios de imagen. Para intentar subsanar estas limitaciones han surgido diferentes

métodos de lectura radioldgica.

Los sistemas de lectura asistida por ordenador (CAD) se han convertido en una de las
mayores areas de investigacion y de soporte del diagnéstico radiolégico. El sistema CAD
se define como el diagnéstico que realiza un radiélogo ayudado por los resultados de un
analisis cuantitativo verificado por un ordenador que sefiala algunas zonas sospechosas de

la radiografia de torax. Este concepto es totalmente diferente al llamado diagndstico
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automético que consiste en sustituir al radidlogo por un ordenador. Este método fracaso
estrepitosamente cuando fue utilizado en la década de los setenta.

El sistema CAD necesita del desarrollo de un software de algoritmos que pueda ser
aplicado a la practica clinica habitual con un objetivo claro: marcar areas de atencién al
radidlogo para mejorar la lectura de las imagenes. Sin embargo el numero de puntos de
atencion no puede ser excesivo ya que provocaria cansancio y distracciones. El disefio
previo a la aplicacion del sistema CAD en el cribado poblacional debe incluir los aspectos
cuantitativos y cualitativos de los hallazgos radiologicos a evaluar, el tipo de personal
sanitario necesario para llevar a buen término el programa de cribado asi como su

entrenamiento idoneo para dar una respuesta adecuada al proyecto.

Histéricamente el CAD se ha centrado en el cribado del cancer de mama aunque también
ha sido utilizado en la deteccion de nddulos pulmonares en radiografias de térax. Varios
trabajos demuestran que la lectura de cribado y el CAD aumenta la deteccion hasta un 21%
de lo que se deduce que puede ser una herramienta muy til para reducir el nimero de
falsos negativos del radidlogo. Esto supondria una mejora de la sensibilidad y un méas que

probable incremento de la especificidad (80).

En la actualidad, con el desarrollo de nuevas modalidades de imagen (TCMD, RM, PET-
TC) han surgido aplicaciones para la deteccion y caracterizacion de distintos tipos de
lesiones en el ambito de la imagen médica 3D.

En los diez ultimos afios se han publicado muchos trabajos en los que se utilizan los
sistemas CAD con el fin de encontrar un método de lectura estandar destinado a minimizar
las variaciones intra e interobservador, en los pacientes con sospecha clinica de

enfermedad pulmonar, incluida la TB.

En el afio 2005 Den Boon Yy colaboradores (81) utilizaron un sistema llamado CRRS
(chest radiograph reading and recording system) similar en su concepcion a los utilizados

en el International Union againts Cancer and the Internacional Organization (UICC/ILO).

En este trabajo, dos lectores independientes evaluaban cada radiografia de torax divididas
en cuatro categorias (sin hallazgos, lesiones en el parénquima pulmonar, derrame pleural y
presencia de adenopatias hiliares y/o mediastinicas). El resultado del andlisis radioldgico
de cada categoria era binario: Un resultado era positivo (+) si el lector observaba

alteraciones, independientemente del nimero y su tipologia. Un resultado era considerado
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negativo (-) si no se detectaban anomalias. Una vez realizado el andlisis estadistico de los
resultados, los autores del estudio concluyeron que, con este método tan simple, mejoraron

la concordancia inter e intraobservador de forma significativa.

En articulos publicados con posterioridad (82) realizados en paises con una alta
prevalencia de pacientes tuberculosos coinfectados por el virus del VIH, donde el
diagndstico radioldgico es dificil debido a que los hallazgos suelen ser muy atipicos, se
confrontaron los resultados con respuesta binaria del CRRS con los hallazgos semioldgicos
de 2 lectores. También en este grupo de pacientes el CRRS proporcioné un alto grado de

concordancia intra e interobservador.

Los sistemas CAD pueden tener un papel importante para minimizar las diferencias de
interpretacion entre lectores expertos e inexpertos (83) en la evaluacion de las imagenes

radiologicas de los pacientes con infeccidn tuberculosa.

Maduskar en su trabajo publicado el 2013 (84) realizd un estudio retrospectivo de 161
pacientes evaluados usando un sistema CAD complejo denominado CADATB en el que se
calificaba cada alteracidn radiologica en una escala del 0 al 100. Estos datos fueron
comparados con los hallazgos radiologicos observados por cuatro oficiales clinicos
independientes. Los resultados de este estudio no demostraron diferencias significativas
entre ambos métodos de lectura.

En el afio 2013, Pinto (79) y colaboradores analizaron las radiografias de 473 pacientes
mediante el método CRRS.

Se analizaron mdltiples variables clinicas, bacteriologicas y radioldgicas en pacientes con
sospecha clinica de TB. Los hallazgos radiol6gicos considerados como indicativos de
actividad fueron: opacidades parenquimatosas, adenopatias, cavitacion y derrame pleural.
La conclusién final establecié que los sistemas CRRS tenian una alta reproductibilidad
interobservador en la deteccién de las anomalias tordcicas con una peor concordancia en la
interpretacion de las imagenes radioldgicas, es decir, el método ayuda a descubrir y
localizar las lesiones pero no aporta un valor afiadido en el diagnostico semiologico. Para
estos autores, el sistema CRRS tiene un alto valor predictivo negativo para descartar la TB
activa en aquellos pacientes con cultivos de esputo negativos, especialmente en aquellos no

coinfectados con el virus del VIH.
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El sistema de cribado radiolégico automético usado en paises endémicos como Kenia
puede tener un valioso papel en un futuro proximo como método de asistencia radioldgico
en los programas de sanidad en los paises del tercer mundo. En el momento actual no
existe ninguna evidencia cientifica de su eficacia en el diagndstico de la TB toracica activa
(85).

En conclusion, podemos decir que a pesar de los avances tecnoldgicos de la imagen digital
y su impacto poblacional, es necesario avanzar en este campo, con la realizacion de mas
estudios que nos permitan conocer el beneficio a largo plazo del uso de los sistemas CAD
en el cribado de la TB activa, especialmente en aquellos paises con importantes

limitaciones en sus infraestructuras sanitarias.

1.9 TB EXPERIMENTAL

1.9.1 El modelo animal en la investigacion biomédica

La experimentacion animal es una actividad esencial de la ciencia médica que ha

contribuido al desarrollo del conocimiento cientifico y médico.

La utilizacion de animales con fines cientificos conlleva una serie de responsabilidades.
Existe un marco legal internacional de obligado cumplimiento para todos los grupos
investigadores que tiene como objetivo primordial, el uso humanitario de los animales de

laboratorio.

El respeto y cumplimiento de la legislacion sobre el cuidado de los animales de
laboratorio, permite alcanzar resultados efectivos y reproducibles asi como adoptar una

postura etica y moral en la experimentacion cientifica.

En 1959 William Russell y Rex Burch en su famoso libro The principles of humane animal
experimental techniques, exponen que la excelencia cientifica va ligada al uso digno de los
animales de laboratorio. Estos autores definen tres propuestas que se conocen como las 3R:

reemplazar, reducir y refinar.

Reemplazar: pretende sustituir a los animales por equivalentes no animales cuando sea

posible.

Reducir: Disminuir el nimero de animales utilizados.
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Refinar: Engloba a todos los procedimientos destinados a disminuir el sufrimiento o
ansiedad de los animales.

El perfeccionamiento del disefio de los estudios de experimentacion y la seleccion del

modelo mas adecuado contribuyen al cumplimiento de estos principios.

En igualdad de condiciones es preferible el método in vitro. Tecnologias alternativas como
modelos matematicos, simulacion por computador, test seroldgicos, cultivos celulares y

sistemas bioldgicos in vitro, deben utilizarse de forma prioritaria en estas situaciones.

El refinamiento incluye: escoger la especie animal, la via de indculo, el periodo de estudio
y los parametros que interesa estudiar, para resolver un problema en concreto relacionado

con la curacién o diagndéstico de una enfermedad.

El éxito en el disefio del experimento depende de las condiciones de vida del animal y de la

calidad de los recursos humanos.

En primer lugar el investigador ha de profundizar en la etiopatogenia del proceso en el ser
humano y sélo entonces podra proponer un modelo animal concreto para reproducir la
enfermedad (86).

Por otro lado, en todo proyecto de investigacion en el que se utilicen animales, hay que

sefialar los métodos alternativos rechazados y justificar la causa.

Todo proyecto de investigacion en el que se van a utilizar animales como reactivo

bioldgico, ha de seguir las siguientes directrices generales: (87,88).
1- Seleccionar el modelo animal adecuado : especie, cepa, sexo, edad, etc.

2- Justificar el nimero de animales seleccionados, la seleccién del indculo (dosis, via de

administracion, frecuencia) y la determinacion del punto final del experimento.

3- Realizar los procedimientos experimentales adecuados mediante personal humano
experto capaz de reconocer el sufrimiento y dolor en los animales, para tratar de

minimizarlo sin afectar al objetivo del experimento.

4- Realizacion de protocolos para el registro pormenorizado de las observaciones y de los
datos obtenidos durante las diferentes fases del estudio.

5- Definir el método de eutanasia y la forma en la que el centro se va a deshacer de los

cadaveres generados en el experimento.
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El sacrificio del animal debe hacerse con el menor sufrimiento fisico y psiquico posible.

El reactivo bioldgico

El uso de animales con un estado de salud deficiente en un estudio de experimentacion,

conduce inexorablemente a su fracaso.

El reactivo bioldgico son animales estandarizados con una composicion genética y/o
sanitaria definida. Estan criados en un ambiente controlado que cumple los requisitos

especificos para cada especie, con criterios de bienestar.

Con este objetivo se han disefiado animales libres de gérmenes (axénicos); con flora
bacteriana o virica conocida (gnotobi6ticos) y libres de gérmenes patégenos especificos
(SPF).

La homogeneidad genética de estos animales permite que la composicion genética no

pueda ser considerada como una interferencia en los resultados de la investigacion.

Las adecuadas condiciones de vida y el manejo de los animales de laboratorio deben ser
las apropiadas para cada especie. Los animales deben vivir en un entorno ideal
(iluminacion, temperatura, espacio fisico del habitaculo, ventilacién, ausencia de ruido y
polvo, alimentacion, etc.) para satisfacer sus necesidades fisioldgicas y de conducta entre

individuos de la misma especie.

1.9.2 La importancia del modelo animal para el desarrollo de nuevas vacunas para

prevenir la tuberculosis

La utilizacion de las nuevas tecnologias ha permitido el desarrollo de nuevas vacunas

destinadas a la prevencion y tratamiento de enfermedades infecciosas y no infecciosas.

La investigacion de los nuevos modelos de vacunas presenta méas dificultades con respecto
a la investigacion farmacologica, debido a la complejidad de los antigenos y sus procesos
de produccion (89).

Los animales de experimentacion han sido y seran unos de los pilares de la investigacion
de las enfermedades en humanos, ya que los hallazgos encontrados en el modelo animal
son extrapolables al ser humano. Desde los tiempos de R. Koch existen dos aspectos
negativos que todavia son vigentes: en ocasiones el modelo animal no nos proporciona la

informacidn adecuada sobre el mecanismo general que subyace a la resistencia natural y a
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la respuesta inmune protectora frente al M. tuberculosis. Por otro lado, la evaluacion
cuantitativa de los mecanismos de adaptacion del huésped en la TB es diferente entre los

animales de experimentacion y humanos.

En el caso de las vacunas destinadas a los humanos, la eleccion del tipo de modelo animal
es esencial. ElI animal de experimentacion escogido en cualquier ensayo deberia tener
muchas similitudes inmunoldgicas y anatdmicas con el humano para poder extrapolar los

hallazgos a la practica médica (90).

La definicion de eficacia en la proteccion inmunolégica de una vacuna en los animales de
experimentacion se estipula cuando existe una significativa mejoria estadistica de los
indicadores seleccionados (carga bacteriolégica, magnitud de la afectacion pulmonar y
ganglionar, etc.) con respecto al grupo control (91). En humanos la eficacia de una vacuna

se define como la prevencion de la enfermedad tuberculosa usando indicadores clinicos.

De todo lo dicho anteriormente, puede decirse que algunos modelos de vacunas utilizados
en animales pueden inducir a la esterilizacion bacteriana completa, aunque este nivel de
proteccién absoluta es poco frecuente y no se considera esencial para la seleccion de una

vacuna.

Por motivos econémicos y de accesibilidad algunas especies han sido ampliamente

utilizada en los proyectos de investigacion.

Los animales utilizados con mayor frecuencia en la TB experimental incluyen: ratones,

ratas, cobayas, conejos, minipigs y primates no humanos.

El modelo roedor

En los ultimos 20 afios ha sido el mas utilizado en la experimentacion clinica relacionada
con el tratamiento, asi como en el conocimiento de los efectos producidos con el uso

combinado de los antimicrobianos (92,93).

La mayor importancia de este modelo radica en su bajo coste, aunque presenta desventajas
sustanciales, ya que no reproduce de una forma exacta los mecanismos de proteccion en
humanos. Los granulomas tuberculosos del raton presentan una organizacion diferente en
varios aspectos respecto a los humanos. A pesar de estas desventajas, el modelo ratén

continua siendo el primer eslabon de los candidatos a vacunas (89).
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El modelo cobaya

Koch uso el modelo cobaya para demostrar sus hipotesis sobre el conocimiento del agente
bacteriano responsable de la TB. Debido a que estos animales no podian contraer la
enfermedad de forma natural, se les inocul6 con cultivos puros de un patégeno que
rdpidamente desarrollaba la TB activa con signos clinicos caracteristicos observados
previamente en pacientes humanos (92).

La cobaya ha facilitado nuestro conocimiento de la resistencia natural a la TB. Es mucho
mas barata que los primates y con menores condicionantes éticos. Las lesiones

granulomatosas son similares a los humanos (90).

Debido a la alta susceptibilidad al M. tuberculosis, son usadas con frecuencia en los

estudios preclinicos de las vacunas.

El modelo conejo

La principal caracteristica de este modelo animal es que los granulomas pulmonares siguen
las mismas etapas que en el hombre, es decir caseificacion, licuefaccion y la cavitacion.
(94). Este modelo se utiliza para la evaluacion de la patogénesis y las nuevas lineas de

tratamiento.

El modelo minipig

Las analogias en la arquitectura del parénquima pulmonar y del arbol traqueobronquial
entre el minipig y los seres humanos, permiten considerar este modelo experimental como

de gran importancia para el estudio de la TB.

La arquitectura bésica del parénquima pulmonar en humanos estd subdividida por septos
de tejido conjuntivo (interlobulillares e intralobulillares) que proporcionan una estructura
lobular poliédrica en la que discurren vasos y bronquios. Los cerdos, cabras, caballos y
primates comparten este patrén estructural pulmonar a diferencia del resto de modelos de

experimentaciéon animal (95).

Primates no humanos

En 1996 Walsh y colaboradores demostraron que la inoculacion a bajas dosis de M.
tuberculosis en los monos no producia necesariamente una infeccién fulminante por lo que

podria ser un modelo animal adecuado en la tuberculosis experimental. En este articulo se
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demuestra que el modelo primate puede reproducir la infeccion tuberculosa en todas las
fases evolutivas observadas en humanos (96).

Las lesiones hipdxicas pudieron ser confirmadas con este modelo animal.

La capacidad de los monos de desarrollar ITBL es un dato esencial para escoger este

modelo para estudiar la infeccion latente en humanos (90,96).

La respuesta inmune y la anatomia patolégica es similar en humanos y primates. Los
estudios deben cefiirse a criterios estrictos de bioética. Por lo tanto, los experimentos
realizados con primates no humanos deberian estar restringidos a aquellos disefiados en las
fases finales de la investigacion, precediendo a los ensayos clinicos de las vacunas y de la

eficacia terapéutica de los antimicrobianos en humanos.

1.9.3 Patogénesis de la TB Experimental

La respuesta inflamatoria es similar en humanos y animales, mientras que las diferencias

estan relacionadas con la tasa progresion y la formacion de los tipos de lesiones.

Las lesiones en todas las especies corresponden a una mezcla de macrofagos, linfocitos,
células plasmaticas y granulocitos que invaden el parénquima pulmonar. El predominio de
macréfagos que difieren morfolégicamente (células gigantes multinucleadas o mono
nucleadas) al igual que su activacién y diferenciacion son caracteristicos de la infeccion

por micobacterias (97).

La dificultad principal en el modelo humano esta en relacién con sus multiples formas de
presentacion influenciadas por multiples factores (nutricionales, coinfeccion con el virus
del VIH, diabetes, etc.)

Estd ampliamente aceptado que la formacion de granulomas tuberculosos indica una
respuesta favorable del huésped para contener al bacilo y a su vez prevenir su progresion y
propagacion. Sin embargo, los granulomas especialmente cuando se acompafian de

necrosis pueden representar una barrera para el tratamiento.

1.9.4 Anatomia Patologica en la TB Experimental

Lesiones sblidas 0 no necréticas

Corresponden a una respuesta inflamatoria granulomatosa no supurativa que precede a la

formacion del granuloma clésico.
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Son muy caracteristicas de las lesiones secundarias bien caracterizadas con el modelo
cobaya. En este modelo las lesiones secundarias se originan por una reinfeccion via
hematogena durante la fase de bacteriemia. La ausencia de necrosis y calcificacion en este
modelo animal estd intimamente ligada a una respuesta inmune adaptativa que coincide en
el momento de la bacteriemia (97). Las lesiones secundarias de los individuos tratados se
resuelven y previenen la progresion de la enfermedad. Sin embargo, en ocasiones algunas
lesiones quedan sin resolver pero curan mediante fibrosis y calcificacion. La respuesta

beneficiosa de las cobayas tratados mediante BCG se atribuye a esta inmunidad adaptativa.

En el modelo cobaya la BCG previene de la necrosis y calcificacion de las lesiones

primarias cambiando las lesiones necrdticas a solidas.

La necrosis caseosa o granuloma

Se define como la respuesta del huésped humano y de algunos animales a la infeccion.

La necrosis produce dafio tisular irreversible que puede curarse mediante fibrosis,
calcificacion y osificacion. Los bacilos secuestrados en su interior son méas tolerantes

(transigentes) al tratamiento.

Los animales que desarrollan necrosis con mayor frecuencia son: primates no humanos,

conejos, cobayas, ratas y algunas cepas de ratén.
La etiopatogenia de las lesiones necrdticas es desconocida.

El papel esencial de los neutrofilos en la necrosis caseosa se explica por el hecho de que
los tejidos infectados por M. tuberculosis se comportan como zonas preparadas de manera
que las células contenidas son especialmente sensibles al TNF-", sintetizado por los
macrofagos infectados, provocando una necrosis local. Los neutrofilos son esenciales para
el desarrollo de esta necrosis caracterizada por la presencia de trombos en los pequefios

vasos, infiltracion de neutrdfilos y posterior infiltracion de macréfagos y linfocitos (95).

Fases evolutivas de los granulomas pulmonares

La caracterizacion histopatolégica de 235 lesiones pulmonares en 37 minipigs infectados
por M. tuberculosis realizada por Gil y cols., (95) permitié observar diferentes tipos de
granulomas cuya diferencia estaba relacionada con el tiempo de evolucion de los mismos.

Es el primer trabajo en la literatura en el que se describe la evolucion de las lesiones
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tuberculosas en el animal de gran tamafio, que podria ajustarse a la vision tradicional del

control de la infecciéon en humanos.

Los granulomas en fases iniciales se parecian a las lesiones vistas en ratones con una
mezcla desorganizada de macrdfagos, neutréfilos y linfocitos, mientras que en estadios
més avanzados las lesiones estarian mucho mas organizadas, con un aspecto simétrico y
encapsuladas. En estas fases tardias, la reduccion de la celularidad periférica y el

incremento de la mineralizacion son frecuentes.

En relacion con lo dicho anteriormente, estos autores clasificaron a los granulomas

tuberculosos en cuatro fases acorde con sus caracteristicas estructurales mas reconocibles:

Fase I: Granulomas caracterizados por la presencia de una infiltracion irregular sin necrosis

intragranulomatosa.

Fase 11: Aparecen los primeros signos de necrosis que se manifiestan como una area opaca

en el interior de la infiltracion.

Fase I1I: Ocurre cuando la mineralizacion domina en la lesion, dando la apariencia de una
area brillante opaca que se convierte en compacta y tiene consistencia cartilaginosa. Este
signo esta relacionado directamente con la fibrosis y no se demuestra en las lesiones

precoces.

Fase 1V: Se aprecia un claro predominio de la mineralizacién con una fina infiltracion

periférica.

Es sabido que tanto la fibrosis como la respuesta antiinflamatoria restringen la llegada de
nuevos macréfagos que deberian fagocitar los cuerpos apoptoticos, 1o que permite su

acumulacién favoreciendo la mineralizacion.

La calcificacion o mineralizacion puede estar promovida por la destruccion de macréfagos
espumosos mediante dos vias diferenciadas: la necrosis intragranulomatosa y la
fosfatidilserina, fosfolipido que promueve la acumulacion de calcio. Ambos factores

contribuyen al control de carga bacilar, demostrado en el modelo cobaya.

Lesiones hipdxicas

La hipoxia producida por la alteracion estructural del parénquima pulmonar tras la
inflamacion y necrosis es un factor determinante en la patogénesis de la enfermedad

tuberculosa. El crecimiento y los indices de replicacion del M. tuberculosis (aerobio
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estricto) en medios con hipoxia estdn muy limitados por lo que es menos susceptible al

tratamiento antimicrobiano.

Cuando la TB progresa y destruye extensas areas pulmonares produce hipoxemia e

insuficiencia respiratoria.

Lesiones mineralizadas v calcificadas

La mineralizacién y/o calcificacion distréfica aparece por el depoésito de sales de calcio
mixtas en los tejidos necrosados. Los depdsitos de hidroxiapatita encontrados tienen la

misma composicion que los huesos y dientes.

Su presencia corresponde a un proceso progresivo que es considerado como respuesta

favorable a la curacion.

El grado de calcificacion esta influenciado por factores enddgenos inhibidores de la

calcificacion.

Si la calcificacién es parcial, algunos bacilos viables pueden reactivarse o ser tolerantes al

tratamiento.
La calcificacion completa corresponde a una respuesta favorable a la curacion.

Lesiones residuales necrosadas con persistencia del M. tuberculosis.

La persistencia de las lesiones necroéticas parcialmente calcificadas en lesiones primarias se
puede comparar a la estructura biofilm (Comunidades de microorganismos que crecen
adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo, embebidas en una matriz que ellas
mismas han creado). Este hallazgo se asocia habitualmente en lesiones fibrocicatriciales

cronicas observadas en cobayas y ratones (97).

La bacteria asociada a biofilm suele ser resistente a los antimicrobianos e inaccesible a la

inmunidad humoral.

El hierro puede tener un papel destacado en la patogénesis de la formacion del biofilm.

Puede estar relacionado con la etiopatogenia de la necrosis de la lesion primaria (97).

Lesiones cavitadas

Consideradas como las lesiones mas destructivas y de peor prondstico de la TB en
humanos. Las lesiones necrdticas en relacion con las vias aéreas son el preludio de la

cavitacion. El contenido de las lesiones progresa de necrosis caseosa a licuefactiva con la
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consecuente creacion de grandes espacios inertes que sustituyen al parénquima pulmonar

normal.

Los primates no humanos y conejos desarrollan con mayor frecuencia las cavitaciones

pulmonares.

La comunicacion entre las lesiones cavitadas y la via aérea es un importante factor de

riesgo para la transmision de la enfermedad.

La formacion de cavidades en el modelo animal con frecuencia aparece a continuacion de

la infeccion primaria a diferencia del humano.

Las lesiones cavitadas permiten la expectoracion de los bacilos a través del arbol traqueo-
bronquial mediante la formacion de aerosoles y el consiguiente contagio a nuevos
pacientes. La respuesta inflamatoria contra el M. tuberculosis seria el resultado de una
coadaptacion entre huésped y el germen. Esto explica que aquellos huéspedes que
desarrollan una respuesta inmune normal presentan lesiones muy destructivas, mientras
que los pacientes inmunodeprimidos desarrollan una respuesta inflamatoria menos intensa
que produce menor cavitacion. Esta menor respuesta inflamatoria genera una mayor

diseminacion y por tanto, peor prondéstico (98).

1.9.5 Anatomia del aparato respiratorio del minipig

El tracto respiratorio del cerdo esta dividido anatdmicamente en dos partes : las vias aéreas
superiores e inferiores, ambas separadas por la faringe. Las vias respiratorias superiores
contienen la cavidad nasal y la nasofaringe. El tracto respiratorio inferior se inicia en la
laringe y se prolonga en el interior del torax con la traquea, bronquios, bronquiolos y los

pulmones.

La laringe contiene la epiglotis y las cuerdas vocales con una mucosa similar a los
humanos. Forma un angulo obtuso con la traquea y presenta ventriculos laterales; ambas

circunstancias representan un obstaculo a la intubacion traqueal (99).

La traquea del cerdo tiene de 32 a 36 anillos cartilaginosos incompletos (en el humano el
namero de cartilagos traqueales es muy inferior) y se extiende desde la laringe hasta la
carina donde se bifurca en los bronquios principales derecho e izquierdo. De su pared
lateral derecha, a nivel del tercer espacio intercostal, se origina un bronquio para el I6bulo

craneal derecho Ilamado bronquio traqueal (100) (fig. 25).
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Las vias aéreas porcinas tienen una estructura mas cartilaginosa que en los humanos

aunque con un numero similar de bifurcaciones bronquiales.

Trachea

N\
RB1Crd

RB1Cric —,

N
RB1Cr2

RB1

Figura 25. Esquema del arbol traqueobronquial del minipig

Ambos pulmones ocupan la mayor parte de la cavidad toracica, quedando entre ambos las
estructuras mediastinicas. EI pulmén derecho esta dividido por cisuras en cuatro I6bulos:
craneal (apical), medio (paracardiaco), caudal (diafragmatico) y accesorio situado
medialmente. EI pulmén izquierdo se divide en l6bulo craneal, medio y caudal (101).

Los pulmones estan envueltos por la pleura visceral que se refleja medialmente (ligamento
pulmonar) entorno a la raiz del pulmén (region hiliar) hasta los 6rganos mediastinicos,
paredes de la cavidad toracica y region diafragmatica (pleura parietal). Entre ambas

superficies pleurales se forma la cavidad pleural.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La evaluacion mediante TC multidetector (TCMD) es util para describir el curso de la TB

en un modelo experimental de minipig y evaluar el efecto de las vacunas sobre este curso.

Con la finalidad de poder comfirmar esta hipdtesis, se ha elaborado esta tesis doctoral,

planteando los siguientes objetivos:

1. Definir un protocolo técnico adecuado para el estudio del pulmén y arbol

traqueobronquial del cadaver del minipig carente de aire en su interior.

2. Determinar las caracteristicas radioldgicas mediante TCMD de las lesiones derivadas

de la infeccion tuberculosa en un modelo experimental de minipig.

3. Evaluar mediante TCMD el efecto de nuevas vacunas en el curso de la tuberculosis en

el modelo experimental de infeccion tuberculosa en el minipig.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 DISENO INICIAL DEL EXPERIMENTO

Se han utilizado 24 muestras (paquetes broncopulmonares) extraidas durante un
experimento con minipigs conducido por la Unitat de Tuberculosi Experimental (UTE) en
el Centre de Recerca en Salut Animal (CReSA) en el contexto de un proyecto europeo
(NEWTBVAC) con el objetivo de evaluar la eficacia terapéutica en la proteccion contra la
TB de tres nuevos candidatos a vacunas en un modelo experimental de ITBL. A todas las

muestras pulmonares se les realizé una TCMD.

A continuacion se detallan los materiales y métodos.

3.1.1 Infeccién con Mycobacterium tuberculosis

Veinticuatro hembras de minipigs libres de enfermedad fueron recluidas en corrales de
experimentacion siguiendo estrictas normas de alimentacion y control veterinario desde el
9.07.2013 hasta el 10.12.2013.

En el dia 0, a todos los animales se les inoculé la infeccién por via intratraqueal con la
cepa H37Rv Pasteur de M. tuberculosis. Esta maniobra fue realizada por personal experto
que realiz6 una intubacidn con sedacion. Se usd una canula de 2 mm de diametro que
permitid inyectar en la luz traqueal 0,5 ml de M. tuberculosis seguido de suero salino al
0,9%. Esta operacion permitié que cada minipig recibiera aproximadamente una dosis
equivalente a 1x10° CFU de M. tuberculosis. Durante el procedimiento  los

experimentadores reportaron reflujo.

3.1.2 Tratamiento con candidatos a vacunas.

Los 24 animales fueron subdivididos en cuatro grupos de seis elementos cada uno. El
tratamiento se administr6 de forma aleatorizada y a doble ciego en los cuatro grupos
resultantes. El procedimiento se realizd dos veces en las semanas 6 y 9 después de la

infeccion. Todos los productos fueron administrados por via intramuscular.

Los animales fueron observados a diario con el fin de controlar la tolerancia y seguridad de
la vacunacion. Se siguieron todos los requerimientos éticos segun la Directiva 86/609/EEC
(sustituida en el afio 2013 por 201/63/EU), relativa a la proteccion de los animales
utilizados para la experimentacion y otros fines cientificos. Todo el procedimiento

experimental de nuestro estudio fue aprobado por el Comité Etico de Bienestar Animal de
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la Universitat Autonoma de Barcelona y la Generalitat de Catalufia (Permiso numero:
5796).

Durante este periodo de tiempo no se objetivaron reacciones adversas en los minipigs
derivadas de la utilizacion de las vacunas ni tampoco se observaron signos clinicos de

enfermedad infecciosa.

Los grupos generados fueron los siguientes: Grupo A (control). Grupo B (RUTI ®). Grupo

C (Candidato a vacuna 1). Grupo D (Candidato a vacuna 2).

En la tabla 5 se especifican los detalles del tratamiento realizado en los cuatro grupos de

minipigs.

TRATAMIENTO DOSIS VOLUMEN VIA DOSIS1 DOSIS 2 ¢|§1«¥:ng
A Suero salino - 500 pl i.m.  26.08.13 16.09.13 6
B RUTI ® 25yl 500u  im. 260813 16.09.13 6
c Ca”didatia vacund oWl 500l im. 260813  16.09.13 6
Candidatoavacuna ¢y | 500 im. 260813 16.09.13 6

2

Tabla 5. Detalles del tratamiento realizado a los cuatro grupos de minipigs.

3.1.3 Estudio histopatolégico y microbiol6gico

Todos los animales fueron sacrificados a las 12 semanas de iniciar el estudio con una

inyeccidn endovenosa de pentobarbital sodico.

Durante la necropsia se extirpd el paquete broncopulmonar con los ganglios traqueo
bronquiales y cervicales para su analisis patologico y bacteriologico. Los paquetes
broncopulmonares fueron fijados con formol al 10% para su posterior estudio mediante el

TCMD y examen histopatologico. EI material restante fue destruido mediante incineracion.

Posteriormente se realiz6 una evaluacion exhaustiva de la afectacion broncopulmonar asi

como de los ganglios linfaticos toracicos y cervicales.
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Las lesiones macroscopicas visibles durante la necropsia fueron fotografiadas, registradas

y archivadas.

Los paquetes broncopulmonares fueron fijados con formol al 10% durante un minimo de 1

mes para su estudio mediante el TCMD y posterior examen histopatologico.

Se enumeraron los ganglios hiliares, mediastinicos y cervicales aumentados de tamafio y se
midi6 el diametro de cada adenopatia para establecer un céalculo aproximado de su

volumen.

El procesado bacterioldgico de los ganglios toracicos y cervicales se hizo por separado. El

mismo patdlogo realizd todas las mediciones para evitar sesgos.

La eficacia de la vacuna se evalu6 en base al aumento del volumen ganglionar y a la carga
bacterioldgica. El estudio volumétrico ganglionar se hizo mediante la formula de calculo
del volumen de una esfera descubierto por Arquimedes (4/3 x u x r° ) en base a la

morfologia esférica de la mayoria de las adenopatias afectas.

Todos los ganglios fueron procesados con cultivos bacterioldgicos. El contaje de las
colonias se realiz6 28 dias después de su incubacion a 37 ° C £ 1,5 °C. Los datos obtenidos

fueron registrados y analizados.

3.2 DISENO DEL ESTUDIO DE DIAGNOSTICO POR LA IMAGEN CON TCMD.
PLAN DE TRABAJO.

Nuestro experimento se realizé en dos fases: La primera destinada a la realizacion de la
exploracién de diagndéstico por la imagen mediante TCMD de los 24 paquetes pulmonares
previo al examen histoldgico. Caracterizadas y registradas las imagenes obtenidas en esta
primera fase, procedimos a contrastar los hallazgos radiologicos e histopatolégicos. En la
necropsia se hicieron cortes transversales de aproximadamente un centimetro de grosor en
todo el parénquima pulmonar. Cada seccion fue analizada exhaustivamente por dos
miembros de la UTE para su correcta caracterizacion. Se determinaron cuatro tipos de
lesiones pulmonares que fueron registradas y fotografiadas.

La segunda fase de nuestro experimento se fundamentdé en la correlacién entre la

semiologia de los hallazgos radioldgicos y la histologia.
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Se seleccionaron varios I6bulos pulmonares que presentaban mdaltiples lesiones y se les
realiz6 un TCMD con las mismas caracteristicas técnicas que en la primera etapa para
conocer si las imagenes eran concordantes con los datos patoldgicos. Se procedio al
estudio individualizado por TC de cada seccion lobar y se procesaron las imagenes

obtenidas para su posterior confrontacion con los hallazgos patoléogicos.

3.3 PRIMERA FASE: ESTUDIO CON TCMD DE LOS 24 PAQUETES
PULMONARES

3.3.1 Medidas de seguridad del procedimiento

Debido a la ausencia de antecedentes en la manipulacién y traslado de material biolégico
en las instalaciones del Hospital, el Servicio de Radiologia y la UTE solicitaron los
pertinentes permisos a la Direccion Gerencia y Direccion Médica del Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol para poder utilizar a tiempo parcial la sala de exploraciones donde
estd ubicada la TC en las instalaciones del Servicio de Radiologia, lugar donde transitan

maultiples personas a diario.

La Direccion del Hospital nos requirié una serie de documentos para poder iniciar el
estudio:

1- Documento de compromiso del grupo investigador conforme el procedimiento se

realizaria con todas las garantias de asepsia y seguridad.

2- Documento realizado por el Servicio de Radiologia donde deberia acreditarse toda la
secuencia de acciones antes, durante y después del estudio, con el fin de proteger a los
pacientes y al personal sanitario. El Servicio deberia aportar un calendario de las
actividades incluyendo el nimero de exploraciones, horario y tiempo aproximado del uso

de la sala.

3- Escrito de pronunciamiento del Coordinador de la Patologia Infecciosa en el que
expresara si podria existir riesgo nosocomial asi como su aprobacion a las medidas

operativas propuestas.

4- Comunicacion a los servicios juridicos del Institut Catala de la Salut (ICS) conforme no
existia ninguna limitacion para el uso ocasional de las instalaciones de radiologia en un

proyecto de investigacion con 6rganos de animales de elevado interés para el centro.
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Una vez conseguida la documentacion requerida, ésta fue presentada a la Direccion

Medica, que autorizd la investigacion de inmediato.

Aislamiento de las muestras

Los animales sujeto del estudio estaban libres de enfermedades infecciosas (specific
pathogen free) y estuvieron confinados en un estabulario de alta seguridad durante la
realizacion del experimento. Una vez infectados con el M. tuberculosis y sacrificados
segun el protocolo de actuacion habitual, se extrajo el paquete pulmonar en condiciones de
estricta asepsia. Inmediatamente después, el material obtenido se mantuvo durante dos

meses en formol manteniendo su esterilidad.

El dia anterior a la realizacion de la TC, el formol de los pulmones fue sustituido por agua
durante toda la noche para evitar las molestias que pudieran aparecer con su uso (irritacion

ocular, olor desagradable, etc.).

Los pulmones sélo estuvieron fuera del recipiente que los contenia durante pocos minutos

y una vez finalizada la prueba volvieron a ser inundados en formol.

Para mayor seguridad para el personal manipulador, todas las muestras pulmonares fueron
introducidas en doble bolsa transparente de auto cierre tipo Zip que fueron debidamente
selladas (fig. 26).

De esta forma se asegurd la esterilidad de la actuacién durante todo el proceso.

El paquete pulmonar precintado y debidamente identificado se trasladd al Servicio de
Radiodiagndéstico en una bandeja con la estricta supervision del personal médico de la
UTE.

Una vez las bolsas selladas con las muestras en su interior fueron retiradas del Servicio de
Radiodiagnostico, el equipo y el material utilizado, asi como las instalaciones del Servicio
fueron limpiadas con alcohol de 70° C y posteriormente desinfectadas siguiendo el

protocolo de limpieza del hospital ante situaciones de peligro de contaminacion.
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Figura 26. Paquete pulmonar precintado mediante dos bolsas transparentes selladas
herméticamente

Traslado de las muestras al Servicio de Radiologia

Con el fin de no interferir con la actividad asistencial diaria, el Servicio de Radiologia y la

UTE, elaboraron un calendario conjunto para la realizacion de las exploraciones.

Acordamos que el primer dia del experimento solo realizariamos un paquete pulmonar para
poder tener tiempo para analizar los aspectos técnicos del estudio y hacer las pruebas
necesarias para optimizar las imagenes obtenidas. El calendario de los estudios realizados

se expone a continuacion en la tabla 6.
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FECHA IDENTIFICACION MINIPIG NUMERO
30.01.2014 P218542 1
31.01.2014 P218552 / P218562 2

P215379 / P218508
04.02.2014 4
P218527 / P218551
P218492 / P210510
10.02.2014 3
P218543
P218494 / P218528
11.02.2014 5
P315404/P315427/P315428
P218522 / P315371
12.02.2014 5
P315402/P315405/P218529
P218493 / P218561
14.02.2014 4
P218563 / P315439

Tabla 6. Calendario y nimero de minipigs realizados en cada sesion

Los especimenes sellados fueron transportados por el personal médico de la UTE a la sala
de exploraciones de la TC, ubicada en la planta baja del Hospital. En el interior de la sala,
el personal sanitario del servicio con la supervisién de los miembros de la UTE, se hicieron
responsables de todos los pasos a seguir para la correcta ejecucion y seguridad de las

exploraciones.

3.3.2 Descripcioén de la realizacion del TCMD: aspectos técnicos

El equipo de imagen utilizado en todos los paquetes pulmonares ha sido la TC
multidetector GE LightSpeed VCT 64 Slice CT, con una consola del operador GOC5
donde se realizo el preprocesado y procesado de las imagenes y dos estaciones de trabajo

clinico Advantage AW 4.3 — 07 para el andlisis de las imagenes obtenidas (pos procesado).

GE LightSpeed VCT Slice CT

A continuacion se describen las caracteristicas técnicas del equipo utilizado para la
realizacion del estudio (tablas 7-12).
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Performix 8 MHU 1782 KHU/min 6000 disparos
Pro VCT 100

Tabla 7. Tubo de rayos X y colimador

64 x 0,625
mm

Hilight 64 64 888

Tabla 8. Detectores/Sistema de adquisicién de datos

Alta frecuencia 100,2 kW Por aire

Tabla 9. Generador de rayos X de alta frecuencia

Fibra de Carbono 227 Kg 285 x 42 cm. 43-99 cm

Tabla 10. Mesa de LightSpeed VCT

80kV-675mA 0,516 /0,513
80,100,120,140 32,36,50 cm 100kV-700mA 0,625 mm 0,984 /0,969
140kV-700mA 1,375

Tabla 11. Parametros de adquisicion

512 X 512 50/9,6 cm. 16

Tabla 12. Reconstruccion de la imagen

©
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El equipo LightSpeed VCT utiliza una consola GOC5 que permite la identificacion,
manipulacion y realizacion de la exploracion. El posprocesado de todas las imagenes

obtenidas se realizé en las estaciones de trabajo Advantage AW 4.3-07.

3.3.3 Plan de trabajo y disefio del estudio

Preprocesado vy procesado de las imagenes

Una vez analizados los problemas potenciales que podriamos encontrarnos decidimos
empezar nuestro experimento con un Unico paquete pulmonar (P218542) el dia 30.01.2014

que usamos como punto de referencia para el resto del estudio.

La ausencia de aire pulmonar dificultaba la evaluacion de las imagenes de los especimenes
con los métodos de imagen TC habituales. Consideramos que los pulmones inundados en
formol de los minipigs deberian tener una densidad similar al higado de los humanos.
Inicialmente aplicamos los parametros técnicos como si el sujeto a estudio fuera un higado

de pequefio tamario.

Decidimos que cada paquete pulmonar seria escaneado en dos posiciones : decubito prono
o ventral (cara diafragmatica en contacto con la camilla o down) y decubito supino o dorsal

(cara diafragmaética up).

Colocacioén de los paguetes pulmonares

Inicialmente las ejemplares fueron correctamente alineados y centrados mediante el uso de
tallas, soportes o cojines con el objetivo de mantener los paquetes pulmonares totalmente

horizontales y en el centro de la mesa para conservar la simetria de la imagen.

Antes de iniciar el estudio el operador del equipo inspecciond la mesa y accesorios con el
fin de detectar objetos metalicos que pudieran producir artefactos durante el examen.

La mesa se ajusté a la altura adecuada para colocar el espécimen en el centro del campo de
exploracién. El siguiente paso consistio en utilizar el marcador luminoso laser para centrar
el objeto e introducirlo en el gantry, desplazando la mesa hasta la posicion de inicio del

estudio.

Posicion en decubito prono: las muestras precintadas fueron colocadas estiradas siguiendo
su eje craneocaudal con la cara diafragmatica en contacto con la mesa de TC. La posicion

de la traquea era out y lobulos pulmonares caudales en in segun muestra la figura 27.
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Figura 27. Posicion en decubito prono del paquete pulmonar sobre la camilla
situada en el interior del gantry del equipo de TCMD

Posicion en decubito supino: Igual que en decubito prono pero con la cara diafragmatica
“up”. (fig. 28)

Figura 28. Posicion del paquete pulmonar en decubito supino
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Realizacién del topograma o Scout View

El tubo de rayos X esta estatico y con un haz colimado, avanza la camilla y se genera una

radiografia digital de baja calidad que nos permite planificar la exploracion.

En nuestro experimento, realizamos el scout en dos proyecciones (frente y perfil) para

poder delimitar con precision el area anatdmica a estudio (fig 29 y 30).

Figuras 29y 30: Scout View frente y perfil

El protocolo técnico del Scout View utilizado esta detallado en la tabla 13.

RECORRIDO PLANO

DE MESA N mA scouT  WINDOW LEVEL
90 perfil
27 cm. 100 10 500/50
0 frente

Tabla 13. Protocolo técnico del Scout View

Ajustes de los parametros de adquisicion

Acordamos iniciar la primera prueba utilizando el algoritmo técnico estandar para el
estudio rutinario de la cavidad abdominal ajustando los valores al volumen de los paquetes
pulmonares. Se realizaron los estudios en decubito prono y en supino con los siguientes

datos técnicos (Tabla 14).
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TIPO DE EXPLORACION Hélice
LONGITUD DE ROTACION Full
TIEMPO DE ROTACION 0,8 segundos.
PITCH 0,9
ANGULACION DEL GANTRY 0
POSICION Y ORIENTACION Decubito supino y decubito prono
TECNICA DE EXPOSICION 100 Kv / 350 mA
GROSOR E INTERVALO DE CORTE 0,625 x 0,625 mm.
SFOV Tipo small body
MATRIZ 512 x 512
ALGORITMO DE RECONSTRUCCION Estandar (partes blandas)
ANCHO Y NIVEL DE VENTANA W :350 L:50

Tabla 14. Parametros técnicos de las exploraciones TC realizadas a los 24 minipigs

Inicio de la adquisicién, registro de los datos vy produccién de las imagenes obtenidas

Una vez decididos los fundamentos técnicos, el primer objetivo consistio en identificar
correctamente el estudio con los datos del paquete pulmonar y de la propia exploracién TC
para evitar la pérdida de la informacién.

Con los parametros técnicos citados la TCMD adquiere el volumen de interés y los datos
detectados son recogidos y procesados en la estacion del operador. Si el estudio se ajusta a
los parametros de calidad referidos, las iméagenes obtenidas se transmiten al PACS y a las
estaciones de trabajo clinico para su posterior analisis.

Todas las imagenes fueron examinadas por el propio operador que valoré las
caracteristicas técnicas de la exploracion (calibracion, endurecimiento del haz de rayos X o
artefactos) y por tres médicos radiologos que valoraron la calidad de las imagenes en base
a parametros resolucion espacial, resolucion de contraste, resolucion temporal, relacion

sefial-ruido y resolucién isotrépica.

Analizado el estudio en su totalidad se decidié hacer varios ensayos cambiando la corriente
del tubo (mA) y el voltaje (Kv) para intentar optimizar las imagenes sin tener en cuenta la
dosis de radiacion gue es el objetivo esencial en las exploraciones TCMD diagndsticas en
humanos e irrelevante en nuestro experimento. El resto de pardmetros usados se

consideraron 6ptimos para la realizacion de nuestro trabajo.
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Las pruebas realizadas estan especificadas en la tabla 15:

1 2 3 4 5
Kv 100 100 120 120 120
mA 350 250 40 350 250

Tabla 15. Combinacion de los parametros de Kv y mA utilizados en las pruebas técnicas previas al estudio.

Los datos obtenidos de las cinco pruebas fueron procesados, identificados y enviados al
PACS asi como a las estaciones de trabajo clinico para su estudio comparativo en base a

los criterios de calidad anteriormente citados.

Convenimos que la combinacion de técnica y exposicion que nos aportaba mejor calidad y
resolucion espacial era la opcion 1 (100Kv y 350mA). Se decidié proseguir el resto de

estudios con estos parametros técnicos siguiendo el calendario estipulado.

Los 23 paquetes pulmonares restantes fueron realizados con una técnica idéntica al disefio

piloto descrito sin observarse incidencias remarcables.

Durante este proceso, todas las imagenes fueron identificadas con los datos de filiacién
correctos de cada espécimen, dia y hora asi como las caracteristicas técnicas de cada

exploracion.

Cada paquete pulmonar tenia dos codigos de identificacion segun la posicion del estudio.
Al nimero de identidad de cada minipig le precedia una P (ej. P218527) cuando la
exploracion se efectud en decubito prono y PDP en la posicion de dectbito supino (gj.
PDP218527).

Posprocesado. Analisis de las imagenes

Consideraciones previas:

Uno de los objetivos de nuestro experimento estaba basado en caracterizar la afectacion de
la TB pulmonar de los minipigs infectados. Durante el transcurso del experimento, ninguno
de ellos mostro signos clinicos de infeccion activa. Por tanto, los hallazgos TC

encontrados, podrian formar parte de las manifestaciones radioldgicas de la ITBL.

Definimos que la lesién tuberculosa corresponderia a cualquier imagen nodular visible en
el interior del parénquima pulmonar de los especimenes. Dicha imagen nodular no deberia

confundirse con una estructura broncovascular normal vista en seccién ni tampoco con las
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imagenes de composicidn creadas por el contacto de estructuras parenquimatosas normales

ni tampoco por artefactos.

Cada nddulo caracterizado debia tener una densidad superior al parénquima pulmonar
adyacente, una morfologia nodular u ovoidea en los tres planos del espacio. Las lesiones

analizadas podian tener cualquier contorno, densidad y localizacion.

Después de evaluar las imégenes con las mdltiples alternativas que nos ofrecen nuestros
sistemas de visualizacion, resolvimos que la mejor opcion de posprocesado era utilizar las
imagenes de corte ultrafino (0,6 mm) en formato multiplanar (MPR) sin modificar su
grosor. Otras técnicas de posprocesado (MIP, MiniMIP, VR) fueron utilizadas para

completar el estudio en determinadas situaciones.

Se decidio valorar los siguientes hallazgos TC:

1- Numero total de imagenes nodulares en los pulmones de los 24 minipigs.

2- Suma de las lesiones pulmonares en cada minipig.

3- Numero de lesiones en cada pulmon por separado (derecho e izquierdo).

4- Cuantificacion de la afectacion nodular de cada I6bulo pulmonar en cada cerdo.
5- Didmetro en milimetros de cada una de las lesiones nodulares.

6- Valores de pixel (Unidades Hounsfield) de los nodulos.

7- Localizacion de cada nddulo en los tres ejes del espacio.

8- Distancia de los nddulos a la pleura mas cercana

Las imagenes de los 24 paquetes pulmonares fueron examinadas utilizando el mismo

algoritmo técnico y método de lectura.

El primer paso consistia en transferir todas las imagenes de cada estudio desde el PACS a

la estacion de trabajo y comprobar que toda la informacion trasladada era la correcta.

Estudio anatémico

Antes de cuantificar y caracterizar las lesiones pulmonares, decidimos realizar el estudio
morfo-anatomico global de cada espécimen con la aplicacion de Volume Rendering (VR).
La informacion 3D de esta técnica nos permitio detectar las variantes individuales de

tamafo, aspecto y disposicion de las estructuras broncopulmonares.
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El ajuste de la opacidad y color del VR son esenciales para que las iméagenes obtenidas
recuerden al modelo anatémico real. Dichos ajustes se hicieron manualmente intentando

reproducir la textura, densidad y color de los paquetes pulmonares (fig. 31y 32).

Figura31. VR en posicion decubito prono

Figura 32. VR en posicion decubito supino

De cada posicidn (decubito prono y supino) se realizaron dos proyecciones: frente y lateral.
Las imégenes obtenidas fueron grabadas en un archivo de pelicula electrénica con el resto
de datos del estudio (fig. 33).
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O SUPINO : LATERAL

Hospital Germans Tria:

E+ 19.4mmfrot

Figura 33. Diferentes proyecciones frente y perfil en cada una de las posiciones del estudio
anatomico mediante VR

Estudio de las lesiones pulmonares

Previo a la caracterizacion de la afectacion pulmonar se visualizaron todas las imagenes
con reconstrucciones multiplanares y MIP. El método de examen consistia en hacer un
barrido sistematico en los tres planos del espacio de ambos pulmones siguiendo su eje
craneocaudal. Esta observacion previa optimizd la planificacion de nuestro analisis

cuantitativo (fig. 34).
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L8 CAUDADO IZQUIERDO

Figura 34. Estudio MIP en planos coronal y sagital previo a la caracterizacion individual de
las lesiones

La caracterizacion individualizada de cada nédulo pulmonar se realizo exclusivamente en
la posicién de dectbito prono o ventral. La posicion en decubito supino o dorsal se utilizo

exclusivamente como ayuda técnica en algunas situaciones.

Las imagenes nodulares pulmonares consideradas como patoldgicas fueron evaluadas,

caracterizadas y registradas en el MPR con los mismos parametros técnicos (Tabla 16).

Grosor de corte Window / Level DFOW
0,6 mm 400/ 40 13 centimetros

Tabla 16. Pardmetros técnicos de grosor de corte, window level y DFOW

El area de visualizacion de la pantalla se dividié en cuatro para registrar simultdneamente
la localizacion de cada nddulo en el plano axial (2), coronal y sagital. En uno de los dos
registros en el plano axial se midié el didmetro de cada noédulo en milimetros con un
DFOV de 5.0 cm. Los planos coronales y sagitales fueron analizados con un DFOV de
20,5 cm, mientras que la reconstruccion en el eje axial fue de 13 cm. En este plano axial se
realizaron las coordenadas de localizacion, enumeracion y medicion de las unidades

Hounsfield de cada nodulo.

La distancia entre los nddulos y la superficie pleural mas cercana fue examinada en los tres

ejes del espacio. Una vez decidida la longitud mas corta y el plano adecuado, se midio esta
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distancia en milimetros. Los datos adquiridos fueron registrados en una unica imagen con
un DFOV de 20.0 cm.

De todo lo expuesto anteriormente se deduce que cada nédulo pulmonar fue caracterizado

y registrado en cinco imagenes diferentes para su investigacion (fig. 35).

=

9.L0B. CAUDADO DERECHO'

Figura 35. Formato y division de las &reas de visualizacion de las imégenes multiplanares

En ningln caso se formalizd la evaluacién multiple de varios nddulos en una misma

imagen para evitar confusiones en la identificacion de las lesiones estudiadas.

El software del posprocesado que disponemos en nuestras estaciones de trabajo, posee una
aplicacion que nos permite enumerar e identificar cualquier punto de un objeto de una
forma sencilla y rapida. Podemos seleccionar cada uno de los nédulos pulmonares de
cada minipig haciendo un clic con el cursor de posicion (3D). Cuando se marca el primer
nodulo de un estudio, el programa le asigna de forma automaética el nimero uno. La
imagen nodular seleccionada queda marcada en la imagen con su nimero identificativo
permitiendo su individualizacion durante todo el proceso de analisis. Al siguiente nddulo
seleccionado el programa le ordenara como numero dos y asi sucesivamente hasta concluir
el estudio. Con este método podemos saber con precision el namero total de nodulos

caracterizados evitandose los errores propios del analisis manual.

El cursor de posicion no s6lo ordena y enumera las lesiones seleccionadas sino que nos
proporciona las coordenadas anatomicas (lzquierda-derecha, craneal-caudal, anterior-

posterior) y los valores de pixel en Unidades Hounsfield (V) de los n6dulos examinados.
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El centro exacto del campo de visualizacion de las imagenes procesadas corresponde al
punto cero de las coordenadas de localizacién. Si el punto elegido se emplaza 23,7 mm a la
derecha y 13,4 mm anterior al centro de la imagen, éste sera registrado como R23,7.
Al13,4. El eje craneo-caudal viene determinado por la posicion exacta de la posicion de la

mesa precedido por la letra | (Ej. 1123,6).

Este método localiza exactamente cualquier punto en los tres ejes del espacio de campo de
visualizacion del estudio que engloba los paquetes pulmonares y su entorno. Si queremos
localizar cada punto en el interior del volumen de los pulmones es imprescindible acotar el
campo del estudio mediante unas nuevas coordenadas que reflejen las dimensiones de

volumen de los paquetes asi como algun punto guia anatdmico de referencia.

Se decidio establecer unas nuevas coordenadas con el fin de caracterizar el volumen
pulmonar marcando 7 puntos caracteristicos: 1 Carina. 2. Limite derecho pulmonar. 3.
Limite izquierdo pulmonar. 4. Limite posterior pulmonar. 5. Limite anterior pulmonar. 6.
Limite craneal. 7. Limite caudal (fig. 36). Estos siete puntos nos permitieron conocer el

volumen total de ambos pulmones y la posicion exacta de cada lesion pulmonar.

Figura 36. Registro TC multiplanar de las 7 coordenadas
anatomicas
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Los datos sincronizados de los ejes de los nodulos observados con las coordenadas del
volumen global de los pulmones nos permitié hacer un estudio topografico de la
localizacion de la afectacion pulmonar tuberculosa. Los datos adquiridos nos ayudaron a
desarrollar hipotesis de algunos de los mecanismos que podrian intervenir en el patrén de

diseminacion broncopulmonar de la TB.

Los valores de pixel (V) en unidades Hounsfield de las lesiones eran registrados
automaticamente al marcar cada nodulo con el cursor de posicion 3D. El valor V
corresponde a la media de las UH en el punto seleccionado. El tamafio, muchas veces
subcentimétrico, de las imagenes nodulares observadas, constituyé un inconveniente
técnico en la exactitud de los valores del coeficiente de atenuacién registrados ya que
mediamos un punto y no toda el area de la lesién. De todas formas, las limitaciones
tecnoldgicas resefiadas no representaron ningun sesgo en nuestro experimento. El proceso
de analisis manual sisteméatico de la afectacion pulmonar incrementd la seguridad y

fiabilidad en la caracterizacion de las lesiones.

Todas las imagenes y los datos de cada nddulo fueron grabados en formato de pelicula

electronica.

Al acabar el estudio TC de todos los nddulos de cada paquete pulmonar se revisaron las
imagenes. Todas las imagenes y medidas adquiridas fueron etiquetadas y grabadas para su

posterior examen estadistico.

3.3.4 Métodos estadisticos

El tratamiento estadistico de los datos obtenidos se ha realizado en una primera fase de
lectura y validacion de la base de datos. Con posterioridad se ha procedido el analisis

estadistico.

La organizacién, administracion y analisis inicial de los datos de nuestro estudio fue

realizado con el software de hola de calculo Axel: mac 2011.

Se ha trabajado conjuntamente con el grupo de investigacion MOSIMBIO de la Universitat
Politécnica de Catalufia, integrado por fisicos, matematicos e ingenieros agrénomos y
también con la colaboracién de un estudiante de cuarto afio de grado de ingenieria fisica

que realizo el estudio matematico de nuestro experimento como trabajo de fin de grado.
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El calculo numérico, el analisis y visualizacion de los datos asi como la creaciéon de

interfaces graficas se realizé mediante el entorno de calculo técnico MATLAB.

Para comparar la localizacion de las lesiones pulmonares entre un minipig y el resto fue
necesario encontrar un sistema comun de referencia expresado en las coordenadas LR
(izquierda-derecha), AP (anterior-posterior) y Z (eje longitudinal o créneo-caudal) con

respecto a la carina.

Figura 37. Coordenadas LR,AP y Z.

En el sistema cartesiano las coordenadas cambian su nombre: LR corresponde a “x”, la

(Y1)

coordenada AP es equivalente a “y”. La coordenada vertical esta representada por “z”.

Para un mejor analisis consideramos la carina como el origen de las coordenadas

cartesianas y esféricas (fig. 37 y 38).
Las nuevas coordenadas esféricas fueron:
(LR9 AP’ Z) D ( r! e! (I) )

r =V LR? +AP?+Z°

Z
0 = arcsin - 10 8[0,7‘[)

= arctan— O ¢ € (—TT, TT. |
arctan .
) oe(—T,
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Figura 38. Coordenadas r,0y ¢

3.3.5 Segunda fase: correlacion entre la semiologia radioldgica de las imagenes

obtenidas v el estudio histopatoldgico

La primera fase de nuestro experimento concluyd con el andlisis de todas las imagenes
obtenidas del volumen total de los 24 paquetes pulmonares. Posteriormente se realizé la
evaluacion histopatologica mediante secciones axiales de aproximadamente un centimetro
de grosor de todos los pulmones. Cada bloque fue analizado por miembros de la UTE.

Todas las lesiones fueron localizadas, caracterizadas y fotografiadas (fig.39).

La identificacion mediante TCMD de las lesiones atribuibles a la infeccion tuberculosa se
bas6 en la hip6tesis de que toda imagen nodular pulmonar con un alto coeficiente de
atenuacion debia considerase como patoldgica. Creiamos que la densidad de las imagenes
identificadas podria tener una relacion directa con la presencia de calcio en su interior. De
esto podria deducirse que las lesiones de menor densidad estarian parcialmente calcificadas
y que probablemente podriamos establecer la equivalencia entre los diferentes patrones
histoldgicos de calcificacion de las lesiones y los hallazgos semiolégicos radiol6gicos. Un
aspecto relevante de nuestro estudio consistia en saber si el TCMD presentaba una mayor
sensibilidad y especificidad en la deteccion de las lesiones milimétricas pulmonares y

podria ser una alternativa eficaz en el diagnostico de la ITBL.

Decidimos comparar los hallazgos radiologicos e histopatologicos de algunos de los

pulmones seccionados. El estudio TC fue realizado con las mismas caracteristicas técnicas
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que en la primera fase. Se procedio al andlisis de las imagenes siguiendo los mismos

modelos de lectura (fig. 39 y 40).

Figura 39. Diferentes secciones axiales de 10 mm de grosor de un
I6bulo pulmonar

Figura 40. Imagen VR (izquierda) y TC coronal (derecha) de una muestra pulmonar

Para establecer la correlacion entre los hallazgos TC de las imagenes pulmonares
detectadas y su histopatologia, se escogieron algunas muestras con un reducido nimero de

lesiones para evitar sesgos en la identificacion de las lesiones.

Antes de realizar el estudio, se decidi6 colocar la muestra en la camilla del TC en una

posicion concreta y poner unos objetos radiopacos (aguja y bola metalica) a su alrededor
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con el fin de establecer referencias perimetrales que nos serian de gran utilidad para

optimizar la concordancia entre las imagenes obtenidas y su histologia (fig. 41).

Figura 41. Colocacion de la muestra pulmonar en la camillade TC

Las piezas histologicas correctamente precintadas fueron examinadas mediante el TCMD
con los mismos parametros técnicos realizados en la primera fase de nuestro experimento.
El procesado y posprocesado de las imagenes se ajustd al modelo establecido previamente
(fig. 42).

Todas las imagenes nodulares pulmonares detectadas por TC fueron localizadas en los
tres planos del espacio, identificadas y numeradas, como paso previo para establecer su
correlacion histologica. En todas, se cuantificaron sus unidades Hounsfield y diametro

maximo.
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Figura 42. Imagenes VR y MPR de una muestra pulmonar con diferentes lesiones

Los cortes seleccionados incluidos en parafina fueron examinados macroscopicamente
(observaciones a simple vista del tejido pulmonar normal y de las lesiones) y con el

microscopio, para detallar su estructura (fig. 43).

El estudio histopatologico inicial consistid en cuantificar y localizar los granulomas
pulmonares en la muestra tisular escogida. En una segunda fase se realiz0 la
caracterizacion patoldgica de todas las lesiones detectadas, siguiendo los parametros
estructurales reportados por Gil y cols (95) en los que se especifican cuatro fases
evolutivas en el desarrollo de los granulomas acorde con sus caracteristicas mas

reconocibles (Tabla 17).
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FASE .Mérgenes Necrosis  Calcificacion Con_s istt.encia Relacion .
irregulares cartilaginosa corona/necrosis
| + - - - -
1 - + +/- - +++
1l - R R + ++
v - S S + +

Tabla 17. Caracteristicas estructurales de las cuatro fases evolutivas de los granulomas tuberculosos

Una vez finalizada la fase de la deteccion y caracterizacion general de los granulomas
pulmonares encontrados en el estudio macroscépico y con el TCMD, procedimos a
localizar de forma individualizada cada imagen patoldgica siguiendo algunos puntos de
referencia anatdmicos que nos permitieron situarlas en los tres planos del espacio para su

posterior identificacion por TC.

Figura 43. Examen macroscépico de las lesiones pulmonares.
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El microbiodlogo realizé una primera estimacion macroscopica de las lesiones e informo al
radiologo de la localizacion tridimensional de cada una de ellas, para que pudieran ser
aparejadas con las imagenes TC. Una vez decidida la equivalencia entre ambos métodos
de examen, procedimos a su analisis y clasificacion histopatoldgica asi como su
caracterizacion por TC, con el objetivo de buscar paralelismos entre la imagen radiologica
y los hallazgos anatomopatoldgicos.

La observacion especifica de los granulomas pulmonares fue minuciosa, con las pequefias
limitaciones que conlleva un proceso realizado exclusivamente de forma manual, que a

nuestro criterio, no ha condicionado los resultados de nuestro experimento.
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4. RESULTADOS

Una vez validados todos los datos obtenidos en nuestro experimento procedimos al anélisis
de los parametros técnicos del preprocesado, procesado y posprocesado de las imagenes
obtenidas mediante el TCMD.

Posteriormente examinamos el tamafio y morfologia de los 24 paquetes pulmonares

estudiados asi como la caracterizacion y localizacién de las lesiones halladas.

41 RESULTADOS MORFORRADIOLOGICOS DE LOS PULMONES
ESTUDIADOS

El tamafio pulmonar de los diferentes minipigs estudiados se calculé mediante la distancia
en milimetros existente entre la carina y las seis puntos especificos restantes (Tabla 18).

La longitud media del eje transversal (derecha-izquierda) fue de 123,5 mm con una

desviacién estandar de 9,5 mm (8%).

No existieron diferencias significativas entre el tamafio del pulmén derecho e izquierdo de
todos los minipigs estudiados. En 9 casos el pulmén derecho era el mas voluminoso

mientras que en 15 el pulmon izquierdo era mayor que el contralateral.

El diametro transverso medio de cada pulmon fue de 61,8 mm con una desviacién estandar
de 5,4 mm (9%).

La distancia media del eje anteroposterior fue de 51,2 mm con una desviacion estandar de
5,2 mm (10%).

La longitud craneocaudal media fue de 156,1 mm con una desviacion estandar de 11,6 mm
(7%).

El 68% del volumen pulmonar de todos los minipigs se localizo por debajo del nivel de la
carina, mientras que el 32% restante pertenecia al pulmén supracarinal. Esta desproporcion
anatomica es debida al aumento del tamafio relativo de los l6bulos caudados con respecto

al resto.

No se observaron diferencias significativas en la morfologia y la anatomia broncopulmonar

de todos los especimenes estudiados.
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- 53,5 61,3 26,7 24,2 60,0 110,3
- 61,2 61,6 22,7 27,3 452 97,4
- 52,8 59,0 27,4 28,5 51,3 92

- 64,8 66,6 29,3 15,6 56,7 101,8
- 65,6 70,5 29,0 31,9 56,6 105,2
- 64,0 56,5 29,6 26,2 48,3 111
- 59,9 61,2 27,0 24,0 47,8 102,1
- 54,0 55,0 22,6 18,6 56,4 102,5
- 69,4 64,0 29,4 22,4 53,8 109,8
- 69,5 66,8 28,7 22,1 58,0 115
- 64,2 73,7 31,0 21,5 53,5 116,6
- 61,7 56,9 26,9 20,7 58,7 98,0
- 58,3 69,1 25,8 19,0 45,4 111,9
- 54,0 55,2 25,0 22,3 39,7 95,1
- 54,3 62,3 24,4 19,3 52,9 99,4
- 54,2 61,2 30,1 31,6 67,4 106,0
- 68,3 69,1 29,7 27,5 60,0 118,6
- 53,0 54,6 29,1 26,0 38,2 107,2
- 67,6 63,6 25,0 255 36,0 108,0
- 66,1 60,9 24,9 22,4 49,4 109,5
- 59,4 59,2 25,6 23,6 48,7 106,3
- 64,2 65,0 22,6 33,4 42,0 104,3
- 65,3 62,5 27,1 22,9 47,2 96,0
- 65,3 57,7 23,6 28,7 40,6 106,3
- 61,3 62,2 26,8 24,4 50,6 105,5
- 5,2 5,7 2,6 4,5 8,0 6,9

Tabla 18. Distancias utilizadas para calcular el tamafio de los pulmones de los minipigs.

-
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4.2 RESULTADOS DE LAS LESIONES PULMONARES

4.2.1 Cuantificacion de las lesiones

1. Numero de minipigs con lesiones

El 100% de los minipigs del grupo B presentaron lesiones visibles.

El resto de grupos del experimento mostraron una afectacion del 83,3% debido a que un
minipig por grupo no presentd alteraciones atribuibles a la infeccién tuberculosa (Tabla
19).

En un espécimen del grupo C (218522) se observd una Unica lesion, por lo que podriamos
considerar que en este grupo, la infeccion sélo afect6 a 4 minipigs (67%).

El hecho de que 3 minipigs no mostraran imagenes patolégicas lo atribuimos a un defecto
técnico en el mecanismo de la inoculacion del M. tuberculosis. Por este motivo excluimos
a estos tres minipigs (315427, 218561 y 218527) del analisis estadistico.

2. Localizacién de la infeccién pulmonar

La afectacion pulmonar bilateral sélo se objetivd en un minipig del grupo C (218528). En
este caso el numero total de lesiones fue de 15 (8 en el pulmén derecho con una
distribucion multilobar: 1 en lI6bulo caudado, 2 en I6bulo medio y 5 en I6bulo caudado y 7

en el pulmon izquierdo afectando exclusivamente al 16bulo caudado izquierdo).

En el resto de las muestras de nuestro experimento las imagenes radioldgicas patologicas

fueron unilaterales (11 derechas y 9 izquierdas).

La mayoria de las lesiones detectadas en el grupo C se observaron en el pulmon izquierdo

mientras que en el grupo D la afectacion fue predominantemente derecha.

Consideramos que la lateralidad de la lesiones en estos grupos estd condicionada por la

infeccion inicial y no por pertenecer a un grupo determinado del experimento.

3. Numero de lesiones en cada grupo experimental

Los grupos A y D mostraron menos lesiones que la media, mientras que en el grupo B fue

superior.

La efectividad del tratamiento no parece estar relacionada con el nimero de imagenes
patoldgicas encontradas, sin embargo la gravedad de la enfermedad es directamente

proporcional al nUmero de lesiones detectadas.
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El nimero total de im&genes andmalas atribuibles a la tuberculosis en los grupos A (171)
y D (163) fueron menores seguidos del grupo C (223) y B (388) (Tabla 19).

Estos datos corroboran que el tratamiento previo no esta relacionado con la reduccion del
numero de lesiones ya que los minipigs del grupo A (grupo control) no recibieron ningdn

tipo de vacuna y sin embargo la infeccion pulmonar fue menor.

TOTAL Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

Numero de 24 6 6 6 6
Minipigs
Minipigs con 21 5 B 5 5
lesiones
% de minipigs con 87,5 833 100 83,3 83,3
lesiones ’ ’ ' ’
N° total de lesiones 945 171 388 223 163
N° de lesiones por 45 34 65 45 33
minipig
Afectacion pulmon 12 3 3 2 4
derecho
Afectacion pulmén 10 2 3 4 1

izquierdo

Tabla 19. Localizacion y nimero de imagenes patoldgicas en cada grupo de minipigs

4. Numero de lesiones en cada l6bulo pulmonar

La tabla 20 refleja la afectacion lobular de cada minipig. El 96,2% (909) de las lesiones
halladas se localizaron en los I6bulos caudados (474 en el 16bulo caudado izquierdo y 435

en el derecho).

La afectacion multilobar se observé en cinco minipigs y de éstos, sélo en un caso fue
bilateral (218528). En el resto, tres presentaron lesiones en dos I6bulos y s6lo uno en tres
(218542).
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Minipig LCr.D
218552
218562
218551
315371
218493 6
218542
218508
218494
315404 2
315402
218563 4
215379
218510
218528 1
218522
218529
218492
218543
315428
315405
315439

LCr.1

16

LCD

13

30

51

47

42

68

20

80
4
62

13

Tabla 20. Afectacion lobular de cada minipig

LCI
11

60

87
79

38

102

85

TOTAL
11
13
60
30
57
108
79
47
44

72

102

20

15

85
80

62

13

En ninguin caso se percibi6 la infeccion limitada exclusivamente a los 16bulos craneales y/o

medios. En todos los casos, cuando la infeccidn afectaba a estos Ié6bulos, también lo hacia

al l6bulo caudado homolateral. En los especimenes con infeccion multilobar, el namero

relativo de nddulos pulmonares detectados fue significativamente superior a favor de los

I6bulos caudados.

No se detectaron lesiones en el 16bulo intermedio.

Tampoco se observé un patron de distribucion intralobar definido ni una clara relacion

entre las lesiones con las vias aéreas visibles.
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5. Lesiones agrupadas (clusters)

El intimo contacto de dos 0 mas imagenes nodulares puede simular una lesion de mayor
tamafo. En ocasiones es dificil conseguir la individualizacion de cada uno de los

elementos que la componen.

En nuestro experimento, hemos detectado 23 clusters formadas por dos o mas nodulos
solidos, que corresponden a 47 lesiones. Esto significa que el 5% de todas las iméagenes

encontradas estan en contacto con otra de las mismas caracteristicas.

Este dato tiene una cierta relevancia debido a que la tedrica distribucion aleatoria de la
infeccion tuberculosa en los pulmones no deberia estar relacionada con un nimero tan alto

de lesiones agrupadas.

4.2.2 Localizacion de las lesiones

1. Localizacién derecha — izquierda (LR)

La mayoria de las iméagenes nodulares identificadas se sitan a la derecha o izquierda pero

no en la linea media.

No existen diferencias significativas entre la afectacién derecha (447) e izquierda (498).
Sin embargo las lesiones en el pulmon derecho tienen tendencia a estar mas agrupadas

mientras que la afectacion izquierda es mas dispersa.

All pigs

120
100
80|
60 |
40
20|

Number of lesions

0
-80 -60 40 -20 0 20 40 60 80
Left Right coordinate (mm)
Figura 44. Diagrama de barras de la localizacion
derecha-izquierda de las lesiones respecto a la

carina. Las lesiones izquierdas tienen valores
negativos mientras que las derechas son positivos
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Como puede verse en la Figura 44, a unos 50 mm a la derecha de la linea media se
visualizan menos de 10 lesiones a diferencia de 50 mm a la izquierda donde podemos
observar 60. Desgraciadamente estos datos no son determinantes ni concluyentes debido a

que pertenecen solamente a dos minipigs del grupo B (218542 y 315402).
La distribucion de la afectacion pulmonar en los grupos A 'y B fue muy similar.

Sin embargo en el grupo C la afectacion fue de predominio izquierdo y en el grupo D
derecho. Este patron probablemente esta relacionado con el lugar donde se inicio el

proceso infeccioso. Sélo en un caso (218528) la infeccion fue bilateral.

2. Localizacién anterior-posterior (AP)

Consideramos que la cara posterior de los minipigs era la que estaba en contacto con la
mesa del equipo de TCMD. EI 81,2% (767) de las lesiones detectadas fueron posteriores
mientras que las anteriores solo el 18,8% (178) (fig. 45).

El predominio posterior deberia estar relacionado con la implantacion de la infeccion
inicial favorecida por factores gravitacionales, de la concentracion de oxigeno o de la

biomecanica de la deambulacion de los minipigs.

All pigs

200

150 |

100 1

501

Number of lesions

-30 -15 0 15 30
Anterior Posterior coordinate (mm)

Figura 45. Localizacion anteroposterior de las
lesiones medidas desde la carina. Anteriores con
valores negativos y las posteriores con guarismos
positivos.
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3. Localizacién craneocaudal o vertical (Z2)

La mayoria de las lesiones (96%) estaban localizadas por debajo de la carina. Muchas de
éstas (86%), se encontraron en un segmento concreto situado entre 40 y 100 mm por
debajo del nivel carinal con un pico de incidencia que coincidia con el valor -65mm (fig.
46).

Sélo 4 minipigs (315404, 218563, 218493 y 218528) presentaron afectacion pulmonar
supracarinal. El tamafio relativo de estas lesiones fue mayor que el de las localizadas por
debajo de la carina. Este hecho puede deberse a que durante la inoculacion de la infeccion
algunos animales presentaron tos y ésta podria haber condicionado la diseminacion craneal

de la infeccidn.

No se encontraron diferencias significativas en la distribucion vertical entre los diferentes

grupos del experimento con un pico de incidencia entre -60 y -80 mm. (Tabla 21)

La distribucion de las lesiones debe estar en concordancia con la anatomia y disposicion
espacial del arbol traqueobronquial y de las bases morfoldgicas y funcionales respiratorias

del minipig.
All pigs
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Figura 46. Localizacion vertical desde la carina
TOTAL Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

LR media mm 6,6 L 1,7R 75L 310L 20,5R
AP media mm 8,4P 11,7P 71P 6,1P 112P
Z media mm -65 -71 -58 -61 -80

Tabla 21. Distancia media en los tres planos del espacio de las lesiones detectadas en cada grupo experimental
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4. Lesiones subpleurales

Del 20 al 25% de los nddulos encontrados estaban en contacto con la pleura. La distancia

media de las lesiones con la pleura fue de 5,3 mm (fig. 47).
No se detectaron diferencias significativas entre los diferentes grupos en este aspecto.

Sin embargo, algunos casos deben ser analizados de forma individual dada la disparidad

con respecto a los resultados estandar.

1.- No se observaron lesiones subpleurales en dos minipigs (218522 del grupo C y 315405
del grupo D). Desgraciadamente ambos s6lo tenian 1 y 4 lesiones en total respectivamente,
por lo que se decidio excluirlos de la investigacion ya que no formaban parte de una

muestra caracteristica para el estudio global de la distancia pleura-lesion.

2.- El minipig 315402 del grupo B presento 38 lesiones, pero sélo una (2,6%) subpleural.
Curiosamente la distancia media de las lesiones y la pleura fue el doble de la media global
(10,1 mm). La mayoria de éstas tenian una localizacion mas central con respecto a la

periferia de los pulmones.

3.- Al contrario que el ejemplo anterior, algunos especimenes manifestaron predileccion
por la localizacion subpleural, como por ejemplo el 218494 del grupo B en el que mas de
la mitad de las lesiones observadas (24 de 47, 51%) tenian contacto pleural con una

distancia media de 2,6 mm.

All pigs
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Figura 47. Histograma de la distancia de todas las lesiones con respecto a la pleura
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La evaluacion morfo-anatomica con TCMD de la pleura de los minipigs es mejor si existe
una correcta visualizacion de la superficie pleural que nos permita determinar sus limites
en los tres planos del espacio. La interposicion y contacto de los diferentes 16bulos con sus
respectivas pleuras y cisuras, en ocasiones dificulta esta evaluacion. EI aumento del
volumen relativo de los l6bulos caudados y su disposicion anatbmica nos ha permitido

evaluar con precision la superficie pleural y su relacion con las lesiones detectadas.

Alrededor del 20% de la afectacion nodular pulmonar contact6 con la pleura y la distancia

media entre las lesiones y la superficie pleural mas cercana fue de 5,3 mm.

Este incremento porcentual de la afectacion subpleural en relacion con la teorica

diseminacion aleatoria de la infeccion pulmonar puede plantearnos dos hipotesis.

La posicién periférica del lobulillo secundario pulmonar (unidad anatémico-funcional
respiratoria basica) podria explicar esta distribucion. Otra posible explicacion estaria
relacionada con que las lesiones subpleurales crecen y se reproducen méas facilmente

debido a que no tienen estructuras anatémicas que se lo impidan.

4.2.3 Tamano de las lesiones

Teniendo en cuenta las limitaciones técnicas de nuestro experimento consideramos que el
poder de resoluciéon del TCMD para la deteccidn de las imagenes patoldgicas era superior
o igual a 0,9 mm. Por debajo de este umbral los datos obtenidos no permitian una correcta

caracterizacion.

El andlisis de los diametros de las lesiones en cada uno de los grupos experimentales esta
reflejado en los cuatro graficos de la figura 48.
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Figura 48. Distribucién del didmetro de las lesiones separadas por grupos

La linea horizontal representa las medidas de las lesiones. La linea verde vertical
corresponde al diametro medio de todas las lesiones, 1,49 mm. La linea roja vertical indica
el diametro medio de cada grupo experimental : Grupo A : 1,33 mm ; Grupo B :1,51 mm ;
Grupo C :1,51 mm ; Grupo D 1,58 mm.

El diametro medio de las lesiones de cada grupo y su desviacion estandar (o) se detallan a

continuacion (Tabla 22)

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Diametro medio 1,33 mm 1,51 mm 1,51 mm 1,58 mm
Desviacion o 0,26 mm 0,35 mm 0,26 mm 0,37 mm

Tabla 22. Diametro medio de cada grupo y su ¢

La mayoria de las lesiones del grupo A tenian un didmetro inferior a la media. Este dato es

muy relevante dado que se observa en todos sus miembros.
El 82% de las lesiones del grupo A tenian un diametro igual o inferior a 1,5 mm.
Los guarismos de los grupos B y C estaban en consonancia con la media.

En el grupo experimental B observamos los nodulos de mayor tamafio, en concreto los
especimenes 218542, 218563 y 315404 en los que pueden observarse 5 lesiones de
diametro superior a 3 mm, que corresponden al doble del valor medio. Todas estas lesiones

estaban situadas por debajo de la carina.
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Los datos obtenidos del grupo D fueron muy heterogéneos sin un patron claro: se
detectaron 4 imagenes nodulares de un didmetro aproximado de 3 mm, pero sin embargo,

el pico mas alto fue de 1,33 mm, por debajo de la media.

El diametro medio de las lesiones del grupo A (1,33 mm) fue inferior del resto de grupos.
Por tanto se deduce que los minipigs tratados con vacunas de los grupos B, C y D
presentaban lesiones de mayor tamafio si las comparamos con el grupo control (A).

De los datos obtenidos en nuestro estudio se puede deducir que el nimero de lesiones es

directamente proporcional al diametro medio (Tabla 23).
Inicialmente hicimos una regresion lineal para evaluar esta dependencia.

Si considerasemos el diametro medio = 0,002 con un nimero de lesiones +1,33 mm. Esto
significaria que minipigs con 100 lesiones, éstas serian 0,2 mm mas grandes que una lesion
Gnica pulmonar. Cuando calculamos R® comprobamos que no era una buena estimacion:
R* =0,27.

De todo lo expuesto podemos concluir que hay una pequefia dependencia porque las
lesiones de mayor tamafio crecen mas rapidamente pero no existe necesariamente una

relacion lineal.

Minipig 218522 315405 218543 218552 218562 315439 218528

Ndmero 1 4 4 11 13 13 15
Diametro
mm 1,20 1,18 1,25 1,36 1,44 1,57 1,32

Minipig 218510 315371 315402 315404 218494 218493 218551

Ndmero 20 30 38 44 47 57 60
Diametro
mm 1,50 1,40 1,57 1,62 1,47 1,45 1,15

Minipig 315428 218563 218508 218492 218529 215379 218542

NUmero 62 72 79 80 85 102 108
D"":;nn‘itm 1,76 1,68 1,39 1,48 1,44 1,60 1,43

Tabla 23. NUmero de lesiones y su diametro medio de cada minipig

En nuestro estudio, no hemos advertido ninguna relacion entre el tamafio de los nddulos

pulmonares y su posicion.
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Solamente hemos verificado que las lesiones situadas por encima de la carina eran mayores
que la media aunque esa diferencia no es transcendental y puede explicarse porque tres
minipigs presentaban lesiones de gran tamafo cerca de la carina. A nuestro juicio las
lesiones mencionadas podrian corresponder a un artefacto en el estudio relacionado con los

accesos de tos en el momento de la inoculacion de la M. tuberculosis en algunos minipigs.

4.2.4 Analisis densitométrico de las lesiones

Consideramos que las imagenes nodulares de densidad igual o superior a 120 Unidades
Houndsfield (UH) estaban calcificadas. Por debajo de estos valores las lesiones
encontradas fueron catalogadas de no calcificadas.

El grupo control (A) presenté menores valores de UH (106 de media) y s6lo el 25% de las

lesiones encontradas estaban calcificadas.

El 66% de las lesiones que recibieron tratamiento (grupos B, C y D) estaban calcificadas
(510 de un total de 774). En este aspecto existe una gran diferencia entre el grupo A y el
resto (fig. 49).

El 67 % de las lesiones de los minipigs del grupo B mostraron calcificacion con una
densidad media de 160 UH. En el grupo C las lesiones calcificadas representaron el 56%
con una densidad media de 143 UH. Finalmente en el grupo D encontramos que el 75% de

las imagenes nodulares estaban calcificadas con una densidad media de 188 UH.
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Figura 49. Valores de atenuacidon de las lesiones separadas por grupos. Los histogramas de color rojo
representan las lesiones calcificadas y las de color azul a las no calcificadas.

Para comprobar el diferente efecto de las vacunas, elegimos una lesion al azar de cada
grupo experimental y la comparamos con la lesion mas calcificada. En el 5,7% de los casos
la lesién habria sido de grupo experimental A, en 21,0% de los casos la lesion habria sido
de grupo experimental C, en 28,1% de los casos las lesiones eran del grupo B y en el
45,2% del grupo D. Por tanto en el 94,3% de los casos de las lesiones calcificadas

correspondian a candidatos a vacunas.

En conclusién, podemos afirmar que el efecto terapéutico principal de los minipigs tratados
con vacunas radica en el incremento de la velocidad de calcificacién de las lesiones. En
este aspecto, los minipigs vacunados del grupo D estan mejor protegidos que los del grupo

B y éstos son mejores que el grupo C.

También se procedid a evaluar si existia alguna relacion entre la densidad de las lesiones y
su localizacién. Se cruzaron los datos entre los valores densitométricos de las imagenes
nodulares y su localizacion LR, AP, vertical asi como la distancia a la superficie pleural
mas cercana. En base a los datos obtenidos, no encontramos ninguna relacion entre la

situacion de las lesiones y su densidad.

Observamos que las imagenes nodulares calcificadas por encima del nivel de la carina eran
de mayor coeficiente de atenuacion que el resto. Este fendmeno puede explicarse debido a
que las lesiones de mayor tamafio en los I6bulos craneales provienen de los accesos de tos
durante en proceso de inoculacion transtraqueal de la infeccién. Estas lesiones no fueron
significativas ya que encontramos otras de diametro y densidad normal en la misma

localizacién anatémica.
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Relacion entre el diametro v la densidad

En relacion con las cifras de la figura puede observarse la relacion proporcional que existe
entre el diametro y la densidad de los nédulos pulmonares (fig. 50 y 51). Los factores R?
son cercanos a 1 pero es necesario un analisis cauteloso de estos datos debido al reducido
namero de elementos en cada grupo. El nimero reducido de datos puede ser la causa del
bajo coeficiente de R% Con estas cifras podemos establecer el grado de proporcionalidad

entre didmetro y densidad:

1- En el grupo C las lesiones calcificadas que aumentan su didmetro en 0,1 mm

incrementan su densidad en 36 UH.

2- El incremento de 0,1 mm del didmetro en los minipigs del grupo D aumentan su
densidad media en 31 UH.

3- El aumento del didmetro de 0,1 mm en el grupo B incrementa su densidad en 24UH.

4- En el grupo control los datos no son concluyentes.

3.57
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Diameter (m
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Density (UH)
Figura 50. Cada x representa una lesion. El color esta en relacion al grupo experimental

(Grupo A: rojo; Grupo B: azul; Grupo C: cyan; Grupo D: magenta). Las lineas
continuas representan la regresion lineal de cada grupo con su color correspondiente.
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Figura 51. Los puntos representan cada minipig con los valores de densidad y diametros
medios. El color depende del grupo a que pertenece cada punto. Las lineas continuas
representan la regresion lineal de cada grupo experimental con el mismo cddigo de
color.

4.2.5 Distancia entre las lesiones

El 93% de las imagenes nodulares observadas tiene uno o0 mas nédulos a menos de 10 mm
de distancia, mientras que si la longitud intralesional se reduce a 5 mm afecta al 63% (fig.
52).

El contacto se observo en el 5% del total de lesiones evaluadas.

Sélo en el minipig 218528 se localizaron mdltiples nédulos pulmonares bilaterales
distanciados con sélo 15 lesiones detectadas.
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Figura 52. Distancia entre las superficies de las lesiones detectadas en el mismo minipig.
La linea roja marca el 0 mm. Las lesiones situadas a la izquierda de esta linea estan en
contacto.
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También valoramos la distancia existente entre la lesién mas densa con el resto en cada
minipig. En la figura 53 pueden verse 2 picos, uno mas grande que el otro. El segundo esta

producido por las lesiones de alta densidad cercanas a la carina.
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Figura 53. Distancia entre la lesion mas densa con el resto

En la figura 54 puede observarse la distancia entre todas las lesiones. Estas tienen una
méaxima probabilidad de encontrarse con otra lesion cuando la distancia entre ambas es de

20 mm. Por debajo o por encima de estos valores se reduce significativamente esta

probabilidad.
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Figura 54. Distancia entre todas las lesiones
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43 RESULTADOS DE LA CORRELACION ENTRE LA SEMIOLOGIA
RADIOLOGICA DE LAS IMAGENES OBTENIDAS Y EL ESTUDIO
HISTOPATOLOGICO

Finalizada la primera fase de nuestro estudio cimentada en la evaluacion morfoanatomica
de los 24 paquetes pulmonares y en la identificacion, cuantificacion, localizacion,
distribucion y caracterizacion por TC de las lesiones encontradas, completamos nuestro
estudio en una tercera fase, con la finalidad de relacionar los hallazgos anatomopatolédgicos

con las imagenes obtenidas mediante el TCMD.

Se escogid una muestra de tejido pulmonar en la que el examen macroscépico demostrd un
namero reducido de lesiones, pero suficientes para realizar la valoracion comparativa de

ambas técnicas.

En esta fase de la tesis, nuestro propdsito estaba basado en dos lineas argumentales.En
primer lugar, saber cual de los dos métodos de estudio detectaba el mayor nimero de
lesiones y establecer una hipdtesis de los motivos por los cuales una técnica era mejor que
la otra. En segundo lugar, pretendiamos establecer una correlacion entre las diferencias
estructurales que caracterizan a las cuatro fases evolutivas de los granulomas pulmonares,
descritos por Gil y cols., (95), con los hallazgos semioldgicos del TC, con el objetivo de
encontrar un patrén por TC especifico de las diferentes formas de presentacion de los

granulomas pulmonares.

Una vez realizado el recuento de las lesiones, la TC detectd 22 imagenes nodulares de alto
coeficiente de atenuacion ( valores entre 90 y 258 UH) con un diametro que oscilaba entre
0,9 mm y 2,3 mm, sugestivas de infeccion por M. tuberculosis. En cambio, el examen

macroscopico por transparencia de la totalidad de la muestra solo detecto 13.

En la tabla 24 pueden verse los detalles del estudio por TC del tejido pulmonar

seleccionado:
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Diadmetro en mm. Unidades Hounsfield

1 1,4 171
2 1,8 258
3 2,3 240
4 11 204
5 1,2 164
6 1,0 134
7 1,2 117
8 1,5 238
9 1,3 136
10 1,3 202
11 1,4 187
12 1,4 147
13 1,3 120
14 1,0 108
15 1,0 117
16 11 197
17 1,0 121
18 1,2 90
19 11 137
20 0,9 104
21 1,0 121
22 1,0 133

Tabla 24. Diametro y UH de los 22 nédulos detectados por TC

El grosor del corte de la seccion de minipig analizada fue de 10 milimetros
aproximadamente, por lo que el estudio macroscopico pudo estar limitado dado que
algunas lesiones probablemente se encontraban en la profundidad de la muestra y no

pudieron ser detectadas en el examen visual por transparencia.

El proceso histoldgico minucioso de las 13 lesiones visualizadas nos permitié observar
diferentes tipos de granulomas cuya diferencia radica en sus diferentes fases evolutivas,

clasificadas como fases | y 11 (etapas precoces) y las mas evolucionadas (tipo 111y V).
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En la tabla 25 puede comprobarse el nimero de lesiones detectadas de cada tipo

histol6gico en nuestro experimento.

Tabla 25. Estudio macroscdpico. Numero de lesiones observadas de cada subtipo histoldgico.

4.3.1 Correlacion entre los diferentes tipos histologicos y los hallazgos TC

Tipo I: El examen patoldgico detectd una unica lesion tipo |, localizada en una area de la
muestra pulmonar donde el TC no detectdé ninguna imagen sospechosa. Por tanto, en
nuestro estudio, las lesién tipo | no fue detectada por TCMD (fig. 55).

Figura 55. Fase 1, caracterizada por la presencia de una infiltracion celular

Tipo IlI: El andlisis histopatoldgico descubrié dos lesiones tipo Il (fig. 56), de las cuales
solo una de ellas fue descubierta por TC, concretamente la nimero 15 que media 1
milimetro de diametro m&ximo y una densidad de 117 UH (fig. 57). Existi0 una buena
correlacion de las medidas de la lesion entre ambas técnicas. Estos datos son compatibles
con los aspectos estructurales y de pobre mineralizacion caracteristicos de este tipo
histolégico.
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Figura 56. Tipo Il. Zona opaca en el interior del granuloma en relacion con la necrosis
intragranulomatosa

LESION 15

Figura 57. TCMD. Imagen nodular de alto coeficiente de atenuacion marcada con un
circulo que corresponde a lesion tipo I1.

Tipo IlI: EI TCMD detecto la totalidad de las 9 lesiones tipo Il advertidas en el proceso
histoldgico previo. Existié una correcta correlacion entre los diametros de las imagenes
nodulares por TC y la histologia.

En la tabla 26 pueden verse las caracteristicas densitométricas y el tamafio de las imagenes
nodulares percibidas con TC.
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1 1,4 171
2 1,8 258
3 2,3 240
5 1,2 164
8 15 238
10 1,3 202
15 1,0 117
16 11 197
19 11 137

Tabla 26. Caracteristicas TC (diametro y UH) de las lesiones
tipo 111

Entre las iméagenes nodulares tipo 11 (fig. 58) caracterizadas por TC no parece existir una
concordancia relacionada con su didmetro, pero si en cambio puede constatarse que la
mayoria, poseen niveles altos de UH, probablemente en relacion con la presencia de calcio
en su interior (fig. 59).

Figura 58. Lesion tipo I11. La opacidad central es més brillante
debido a la textura cartilaginosa del granuloma
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m/rot

Figura 59. TC. Imagen nodular calcificada tipo 11

Tipo IV: El unico granuloma pulmonar de este tipo histolégico (fig. 60) fue detectado con
la TC. La imagen TC numero 10 se encontraba en las coordenadas anatomicas exactas
referenciadas en el topograma histologico. Su localizacion subpleural nos ayuddé a
identificarla. La imagen tenia un didmetro maximo de 1,3 milimetros y valores de
atenuacion de 202 UH. No existieron discrepancias del tamafio de la lesion entre ambos
métodos del estudio (fig. 61).

Figura 60. Lesion tipo 1V. Predominio de la calcificacion con una
infiltracion periférica fina.
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Figura 61. TC. Imagen nodular subpleural del tipo 1V.

Con respecto a la caracterizacion mediante la TCMD de las imagenes nodulares
visualizadas, resulta materialmente imposible determinar la arquitectura interna de cada
una de ellas, debido a la pobre resolucién espacial de nuestro equipo en el estudio de las
imagenes de tamafio inferior a 5 milimetros. De lo expuesto anteriormente, se deduce que
en nuestro experimento hemos descubierto mas lesiones mediante la TC, aunque no hemos
sido capaces de determinar su estructura interna. Nuestros datos relacionados con valores

de atenuacion altos de los micronddulos, nos indican la presencia de calcio en su interior.

De forma preliminar podriamos decir que la TCMD en estas condiciones, puede detectar
las lesiones 11,111 y 1V, debido probablemente a su mayor coeficiente de atenuacion,

motivo por el cual, no ha sido capaz de distinguir la Gnica lesion tipo I.

4.3.2 Lesiones detectadas por TC sin correspondencia histopatolégica

Del total de las imagenes nodulares subcentimétricas apreciadas con la TC (22) sélo 11

tuvieron interrelacion histologica (50%).

A continuacion se detallan las 11 imégenes nodulares visualizadas exclusivamente por TC.
(Tabla 27).
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Numero Diametroen mm. Unidades Hounsfield

4 1,1 240
6 1,0 134
7 1,2 117
9 1,3 136
13 1,3 120
14 1,0 108
17 1,0 121
18 1,2 90
20 0,9 104
21 1,0 121
22 1,0 133

Tabla 27. Caracteristicas TC (tamafio y UH) de las imagenes

nodulares no visualizadas en el estudio macroscépico.

La mayoria de las lesiones no detectadas presentan un diametro minusculo (entre 0,9y 1,3
mm) y valores de atenuacién bajos, a excepcion de la imagen nimero 4 que tenia 240 UH.
La reduccion de las medidas y de densidad de los n6dulos pulmonares, constituye una

dificultad afadida para su correcta individualizacién macroscépica.
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5. DISCUSION

5.1 INTRODUCCION

La TB es una de las enfermedades més antiguas que afectan al ser humano. Continta
siendo un grave problema de salud publica mundial con una elevada morbi-mortalidad
acrecentada en estas ultimas décadas por la coinfeccion con el VIH y la aparicion de cepas

resistentes al tratamiento.

En el momento actual, la bateria de instrumentos disponibles para la prevencion,
diagnostico y tratamiento de la TB, no permite plantearse un control efectivo de la
enfermedad. Por este motivo, resulta indispensable la innovacion en el desarrollo de
nuevos medicamentos y la produccion de modelos vacunales, cuya existencia es necesaria

para su erradicacion.

La mayoria de estudios han demostrado que la BCG produce una proteccion efectiva
contra las manifestaciones graves de la TB (meningitis y formas diseminadas)
especialmente en la poblacion pediatrica y es poca efectiva en las formas moderadas, como
la pulmonar del adulto, que sigue siendo la principal fuente de infeccién. Por este motivo,
el objetivo primordial de la lucha contra el M. tuberculosis, es desarrollar una vacuna que
prevenga de las formas respiratorias de la enfermedad, con los consiguientes beneficios

para la salud publica.

El conocimiento de la etiopatogenia de la infeccion tuberculosa y su facil propagacion
mundial, ha llevado a considerar que los nuevos modelos vacunales deberian prevenir la
infeccion en nifios, la progresion de la enfermedad latente a infeccion activa y las formas
respiratorias, con el objetivo de disminuir su transmision. Las vacunas inmunoterapicas

podrian tener un papel relevante en el tratamiento de la enfermedad activa (102).

En los dltimos afios se han desarrollado maultiples ensayos clinicos para el desarrollo de
candidatos a vacunas contra la TB. Los estudios preclinicos realizados en modelos de
experimentacion con animales pueden predecir la efectividad de estas vacunas en
humanos. Las lineas de investigacion a este respecto son multiples, con la utilizacion de
diferentes modelos animales (ratones, cobayas, minipigs, cabras, conejos y primates no
humanos), diferentes vias de inoculacion del microorganismo (aerosol, broncoscopia,
endovenosa, transtoracica), estudio de diferentes tipos de vacunas con distintos protocolos

de experimentacion con el consiguiente analisis inmunoldgico, bacteriologico e

143



Estudio de la tuberculosis pulmonar mediante Tomografia Computarizada Multidetector en un modelo
experimental de minipig

histopatoldgico de sus resultados para conocer su efecto protector, en ocasiones asociados

a farmacos antimicrobianos.

La radiografia simple de térax ha sido utilizada en diferentes modelos animales para el
diagnostico de la infeccion tuberculosa, especialmente en animales vivos. Su pobre
resolucion espacial y de contraste con respecto a otras modalidades de diagndstico por la
imagen, la convierten en un método poco eficaz en la valoracion de la TB experimental, ya
que la mayoria de las lesiones pulmonares pueden pasar desapercibidas debido a su baja

densidad y reducido tamario.

Capuano y cols., (96) en un modelo animal de primates no humanos, realiz6 un estudio
cuyo objetivo era determinar la progresion de la TB y sus formas de presentacion.
Realizaron radiografias de torax antes y después de la infeccion que sirvieron como
método de seleccion para clasificar a los primates infectados de aquellos que no tenian
enfermedad aparente (infeccion latente). Ninguna de las lesiones pulmonares calcificadas
observadas en el estudio histopatoldgico fue detectada con la radiologia convencional.
Estos autores atribuyen la pobre correlacion historadioldgica al pequefio tamafio de las

lesiones.

En la mayoria de experimentos con animales, la radiografia simple se utiliza como método
de cribado para diferenciar la poblacion infectada de la sana (103,104), basados en
sistemas de puntuacion excesivamente genéricos sin profundizar en la semiologia de los

hallazgos radioldgicos.

La utilizacion de la radiologia convencional en la TB experimental es anecddtica y con
poca relevancia cientifica. Habitualmente su uso se limita a proporcionar un enfoque
binario en el descubrimiento de la infeccion sin profundizar en la semiologia, distribucion
y caracterizacion de los hallazgos radioldgicos. Las publicaciones que hacen referencia a la
utilidad de la radiografia de térax para el diagndstico de la infeccion toracica tuberculosa
en el animal de experimentacion vivo o muerto, demuestran que es un método Util pero con
muchas limitaciones técnicas. En estos articulos, también existen limitaciones en la lectura
e interpretacion de las imagenes radioldgicas, evaluadas mayoritariamente por personal

sanitario no experto.

Los métodos de imagen, usados habitualmente en el diagnostico y seguimiento de los
pacientes con sospecha clinica de TB, pueden utilizarse como herramienta en la deteccion,

localizacion y caracterizacion de las lesiones producidas por la TB en los animales de
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experimentacion. La mayor resolucion espacial y de contraste, de los equipos de TCMD y
de RM utilizados en la literatura a estos efectos, facilitan la vision morfoanatémica de las

lesiones y su concordancia con los hallazgos histopatolégicos.

La TC toracica en el animal vivo tiene ventajas sustanciales respecto a la RM, debido a que
el aire pulmonar delimita con precision las estructuras anatomicas y la patologia
pulmonar. Sin embargo, en el animal muerto la RM proporciona una mayor resolucién de
contraste y puede detectar la necrosis ganglionar y de los granulomas pulmonares. Sus
principales desventajas estan relacionadas con el tiempo de estudio y su menor resolucion
espacial (103).

La aportacion del PET-TC en este campo ha sido motivo de debate en la literatura reciente
(105,106,107,108). La informacion metabdlica-funcional del PET unida a la imagen
morfo-anatomica de la TC, nos permite discriminar entre las lesiones activas y residuales
de la infeccidn tuberculosa. En los resultados de algunos trabajos realizados a este efecto
indican la existencia de una razonable correlacion entre la actividad metabolica y la carga

bacterioldgica pulmonar en primates no humanos infectados (105).

En este sentido, se puede deducir que los métodos de diagndstico por la imagen deben
tener un papel relevante en la evaluacion del efecto protector de los candidatos a vacunas

de la TB en un modelo de experimentacion animal.

52 TC MULTIDETECTOR (TCMD). PROCESADO Y POSPROCESADO DE LAS
IMAGENES OBTENIDAS

La caracterizacion de las posibles lesiones pulmonares tuberculosas en nuestra poblacion
estudiada deberia realizarse con el método de diagndstico por la imagen mas versatil y con
la mejor resolucion espacial posible. En nuestro medio, la TCMD es una herramienta que
nos permite visualizar y caracterizar estructuras de pequefio tamafio, desarrollar imagenes
de alta resolucidn, reconstrucciones multiplanares, reproducciones de volumen vy

proyecciones de maxima intensidad, entre otras.

Nuestra experiencia en esta modalidad de imagen nos permitié poder abordar el reto de
crear un protocolo técnico que diera una respuesta apropiada a la incognita inicial que

represento el estudio mediante TC de los pulmones sin aire de los cadaveres de minipigs.
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Decidimos que el estudio por TC de los 24 paquetes pulmonares se realizara con el equipo
TCMD de 64 coronas ubicado en el Servicio de Radiodiagndstico del Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol. Este aparato dispone de una tecnologia avanzada con muchas
aplicaciones de hardware y software con opciones técnicas en el desarrollo de la imagen
meédica. El sistema viene equipado con software y hardware que permite la realizacion de
estudios clinicos avanzados (CT perfusién, Cardio TC, Angio TC, anélisis de nédulos
pulmonares, colonoscopia virtual, CT Advanced Vessel Analysis (AVA), fluoroscopia,
etc), una excelente calidad de imagen en estudios de alta resolucion, amplia cobertura

anatémica y reducir el tiempo de exploracion y la dosis de radiacion.

Las reconstrucciones multiplanares (MPR) y la reproduccién de volumen (VR) han sido
de incalculable valor para el estudio anatémico y semioldgico de las muestras de nuestro
trabajo, ya que la rapidez de ejecucion y la versatilidad del sistema nos ha permitido

caracterizar y localizar en los tres planos del espacio las lesiones pulmonares encontradas.

La calidad de las imégenes en un estudio de imagen con TCMD estd directamente
relacionada con la precision del método de adquisicion de los datos y la calibracion del

sistema.

El hecho incuestionable de que la dosis de irradiacién podria ajustarse al volumen de las
piezas anatémicas estudiadas sin las limitaciones ALARA (As Low As Reasonably
Achievable) aplicadas a los humanos y animales vivos, nos facilito el trabajo de encontrar

los parametros de adquisicion adecuados en el procesado de las imégenes.

La técnica de exposicion de 100Kv / 350 mA, el grosor e intervalo de corte de 0,625 X
0,625 mm, con un tiempo de rotacion de 0,8 segundos y una matriz de 512x512 nos
aportaron una excelente resolucion espacial y de contraste en todos los paquetes

pulmonares estudiados.

Una vez realizadas las exploraciones TC y correctamente evaluadas mediante criterios de

calidad de imagen, fueron enviadas y archivadas al PACS.

En relacion con el posprocesado, el software de aplicaciones clinicas integrado en las
estaciones de visualizaciéon, fue una herramienta esencial para la visualizacion,
manipulacion y caracterizacion de las imagenes. El analisis individualizado de cada una de

las lesiones detectadas, su localizacion, enumeracion, medicion y cuantificacion
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densitométrica, nos ha proporcionado los datos que han sido la piedra angular de nuestras

hipétesis de trabajo.

Los métodos de medida utilizados fueron diversos: manual de punto a punto, superponer

una rejilla gréafica u obtener medidas de densidad, area o volumen mediante un ROI.

Los tipos de medidas y su descripcion estan reflejadas en la tabla 28.

Ti ni -
p? Fi,e Auto/manual v dad.es Ce Caracteristicas
medicién medida
Distancia entre dos
DISTANCIA Punto a punto manual mm
puntos
Distancia entr
ANGULO Punto a punto manual grados Istancia entre dos
puntos
ROI Gréfico de area manual mm? Valores de pixel y area
VOI Grafico de manual mm? Valores de pixel y
volumen volumen

Tabla 28. Descripcion de los tipos de medicidn realizados en el posprocesado de las imagenes

El principal inconveniente de estas funciones es que no son automaticas y deben realizarse
mediante dispositivos manuales. Tampoco permiten evaluar la superficie o volumen de

regiones de pequefio tamafio (inferiores a 8 mm de diametro aproximadamente).

El software de aplicaciones clinicas utilizado permite el calculo volumétrico de estructuras.
El método es simple y sencillo pero no es automatico. Es necesario delimitar la estructura

a medir mediante un cursor de forma manual.

La medicién del volumen de las estructuras de pequefio tamafio, como las lesiones
milimétricas de nuestro estudio, no fue posible con este método. Con un cursor manual no
puede delimitarse con precisién el contorno de las lesiones de didmetro inferior 8 mm y

por tanto la medicién de su volumen se altera significativamente.

En un intento de subsanar las limitaciones citadas, planteamos utilizar las aplicaciones de
visualizacién y célculo volumétrico de tumores integradas en el “IntelliSpace Portal” de
Philips. El aplicativo descrito se realiza de forma automatica y es autoajustable. Después
de realizar algunas pruebas, pudimos comprobar que también tenia limitaciones técnicas
cuando la lesién era milimétrica y debia ajustarse manualmente condicionando errores de

calculo.
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En base a todo lo anteriormente citado podemos concluir que, cuando realizamos el
andlisis de las imagenes, no disponiamos de un método de imagen eficaz para el calculo

volumétrico de las lesiones pulmonares de nuestro experimento.

Dentro de los objetivos iniciales del experimento pretendiamos demostrar si existia una
relacion entre la localizacion de los nodulos pulmonares y el arbol tragueobronquial.
Creiamos que el aire intrabronquial nos seria de utilidad para poder diferenciar entre las
estructuras vasculares y la via aérea como ocurre en los animales vivos. En teoria la
movilizacién del aire intrabronquial en las posiciones en decubito supino y en prono nos
ayudaria a delimitar las vias aéreas distales. Sin embargo en nuestras muestras, la
extirpacion previa de los 6rganos cardiovasculares, desencadeno la entrada de aire en el
interior de los vasos pulmonares. Este hecho, unido a la inundacion parcial del arbol
bronquial con formol, hizo practicamente imposible la individualizacion anatémica de las

estructuras broncovasculares de pequefio calibre.

Este fue el motivo principal por el que decidimos cambiar este parametro por la distancia
entre las imagenes nodulares y la pleura mas cercana con el objetivo de diferenciar

lesiones de distribucion central o periférica.

Los programas de deteccion automatica de nédulos pulmonares mediante sistemas CAD,
como las aplicaciones ALA (Advanced Lung Analysis) y Lung VCAR, permiten detectar,
caracterizar, segmentar y analizar nédulos pulmonares de baja densidad (subsélidos) y de
pequefio tamafio. Pueden calcular de forma automatica y precisa el volumen de las
lesiones, proporcionando la imagen individualizada 3D de cada nddulo y guardar los datos
del examen para su posterior valoracion o comparacion con otros estudios previos. Los
diferentes valores de pixel entre el aire intrapulmonar (densidad negativa) y los nédulos

pulmonares son la base para su deteccion y caracterizacion.

La ausencia del aire pulmonar imposibilita su uso en otras regiones anatomicas, en un

pulmon atelectasiado y también en los pulmones sin aire de nuestro experimento

La desaparicion del aire en los pulmones de los minipigs, constituyo la mayor dificultad
para la visualizacion de las estructuras de pequefio tamafio o de baja densidad. Aplicamos
los parametros técnicos similares a los estudios TC hepéticos sin contraste endovenoso ya

que ambos dérganos, en estas condiciones, poseen una densidad similar.
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5.3 NORMAS DE SEGURIDAD DURANTE EL PROCEDIMIENTO

El equipo TCMD utilizado ( VCT 64 detectores de GE) ha sido disefiado y fabricado para
garantizar el maximo nivel de seguridad de funcionamiento y cumple con todos los
requisitos legales que se aplican a los equipos médicos. También dispone de mecanismos
de proteccidn contra la radiacion, riesgos mecanicos, riesgos eléctricos y frente al laser
(sistema de luz de alineacion para definir con precision la region anatomica de la

exploracién)

Solo el personal sanitario cualificado estd autorizado para manejar este aparato y debe

garantizar su correcto funcionamiento.

La sala de exploraciones de TC esta equipada con un alto nivel de proteccion contra la
radiacion. El Servicio de Radiologia dispone de protocolos de actuacion y hojas de
informacién dirigidos a los pacientes sometidos a radiaciones ionizantes para evitar

exposiciones innecesarias.

Las exploraciones TC de los 24 minipigs fueron realizadas siguiendo los protocolos
habituales de seguridad para la proteccion de los trabajadores expuestos a radiaciones

ionizantes y riesgo bioldgico.

Hicimos el méaximo esfuerzo en demostrar que las muestras no implicaban ningan peligro
bioldgico para la poblacion y elaboramos un protocolo de seguridad para evitar riesgos de
contaminacion en el Servicio de Radiodiagndstico.

El riesgo de infeccion era inexistente debido a que el uso del formol para la fijacion de los
tejidos durante mas alld de un mes, es una practica habitual para poder manipular las
muestras histopatoldgicas con seguridad y evitar contaminaciones. Otro aspecto
remarcable es que la TB se transmite por via aérea con el contacto reiterado con un
paciente enfermo y son anecdoéticas otras vias de contaminacion. En la situacion que nos
afecta, si hubiera manipulacion, seria en un corto espacio de tiempo (pocos minutos) lo que
reduce a cero las posibilidades de contagio. De todo lo dicho se deduce que tampoco
existia riesgo de contaminacion a aquellos pacientes o personal sanitario que estuviesen en
contacto con el aparato de TC después del procedimiento dada la ausencia de contacto

directo con el material bioldgico.

Con el fin de no interferir con la actividad asistencial diaria, el Servicio de Radiologia y la

UTE, elaboraron un calendario conjunto para la realizacion de las exploraciones. Estas
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deberian hacerse antes del primer enfermo programado en la agenda de las exploraciones
de la sala de TC para evitar interferencias con la actividad asistencial programada y de

urgencias.

Se desecho la opcidn de cerrar la sala durante un periodo largo de tiempo para hacer la
totalidad de las exploraciones durante un dia, debido a que esta accion, produciria un
impacto negativo en la programacion asistencial, asi como incomodidades innecesarias a
nuestros pacientes. Para evitar esta situacion se decidié un plan de trabajo que cumpliera el
objetivo de realizar las exploraciones con el tiempo adecuado para cada una de ellas en una
franja horaria libre de programacion (de 7.30h a 8.15h). También decidimos que cualquier
exploracién de TC urgente o preferente indicada por el equipo de guardia que coincidiera

en este espacio de tiempo, tendria prioridad absoluta.

Todas estas dificultades operativas fueron solucionadas con la colaboracion de todos los
miembros que participaron en el experimento asi como de los responsables de la Direccion

Médica y Direccion Gerencia de nuestro hospital que nos apoyaron en todo momento.

Compatibilizar la actividad meédica habitual y las practicas de laboratorio con animales de
experimentacién es materialmente imposible. Nuestros hospitales universitarios, que
mayoritariamente realizan estudios de investigacion clinica, no disponen de la
infraestructura necesaria para compartir sus recursos fisicos y humanos con las unidades de
experimentacién animal. Este alejamiento logistico entre ambos sectores representa el

principal inconveniente para fomentar la investigacion dentro de la profesion médica.

5.4 HALLAZGOS MORFORRADIOLOGICOS DE LOS PULMONES DE LOS 24
MINIPIGS ESTUDIADOS

El primer problema a solventar en el trabajo, estaba relacionado con nuestro
desconocimiento de la anatomia basica del aparato respiratorio del cerdo, elemento
esencial para concebir un algoritmo técnico que se ajustara a las caracteristicas

morfologicas del animal.

Los pulmones derecho e izquierdo de los minipigs, ocupan la mayor parte de la cavidad
toracica, quedando entre ambos los 6rganos mediastinicos. ElI pulmoén derecho esta

subdividido por cisuras en cuatro lobulos: craneal (apical), medio (cardiaco), caudal
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(diafragmatico) y accesorio (intermedio). EI pulmén izquierdo estd subdividido en tres
I6bulos: craneal, medio y caudal. Los pulmones se configuran adaptandose a la pared
costal (cara lateral), mediastinica (cara medial) y diafragma (cara diafragmatica). Los
pulmones estan envueltos por la pleura (101,110).

La similitud entre la anatomia de las vias aéreas del minipig y los humanos, es la razén por
la cual este modelo animal se utiliza para realizar estudios funcionales respiratorios asi
como de toxicidad e infeccién pulmonar por inhalacién (110,111).

Las principales diferencias anatomicas entre en arbol traqueobronquial de los minipigs y el
ser humano son la presencia de un bronquio traqueal derecho y del Iébulo accesorio,
hallazgos de una gran importancia para la evaluacion anatomica de los bronquios y sus

respectivos l6bulos (fig. 62).
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Figura 62. Anatomia de arbol traqueobronquial del minipig

Los cerdos son animales cuadrdpedos por lo que la traquea y las vias aéreas tienen una
disposicion horizontal, a diferencia del humano.

El patrén de las divisiones bronquiales en el cerdo difiere con respecto a los humanos, en
estos, el arbol bronquial presenta un patron de division dicotémico (cada bronquio se

subdivide en dos bronquios distales), mientras que en el cerdo es monopodial (fig. 63), los
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bronquios secundarios nacen de un bronquio principal (110).
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Figura 63. Patrones de division del arbol bronquial: Dicotémico ( izquierdo)
y monopodial (derecho)

Las siguientes subdivisiones bronquiales son similares al humano con bronquios lobares a
segmentarios y asi sucesivamente hasta los bronquiolos terminales. Los I6bulos vy

segmentos pulmonares son funcional y morfolégicamente independientes (112).

El conocimiento de la anatomia broncopulmonar del minipig nos ayud6 a plantear algunas

hipétesis en la génesis de la infeccidn tuberculosa.

Existen referencias bibliograficas relacionadas con el céalculo del volumen pulmonar de
determinados animales de experimentacion mediante TC y RM. En la mayoria de ellos el
volumen valorado es total, sin tener en cuenta los Iébulos pulmonares ni el arbol traqueo
bronquial (103,113,114). EI volumen pulmonar total relacionado con el volumen de las
lesiones detectadas, permite realizar porcentajes de la afectacion pulmonar tuberculosa,
como en el articulo de Pérez de Val y cols. realizado con cabras y analizado mediante un
TCMD de 64 coronas de caracteristicas similares al utilizado en nuestro experimento
(114).

Sharpe y cols., en su estudio realizado el afio 2009, utiliza la RM para cuantificar el
volumen global de todas las lesiones tuberculosas detectadas relacionado con el volumen
pulmonar total para calcular el porcentaje de afectacion tuberculosa en primates no
humanos (103).

Ambos autores utilizan este recurso volumétrico comparativo integral para establecer la

magnitud de la afectacion pulmonar.
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Ziyue Xu y cols., proponen un modelo de estudio TC - CAD, de analisis de las iméagenes
pulmonares y del arbol bronquial, mediante la segmentacion del parénquima pulmonar con
una extraccion automatica de la via aérea en conejos y hurones vivos (113). Este método
permite extraer el arbol traqueobronquial para su posterior registro tridimensional y
volumétrico. Estos autores exponen que tuvieron muchas dificultades para delimitar
anatdmicamente las paredes de los bronquios de pequefio calibre, dato éste que dificultaba
la correcta evaluacion de la anatomia de los I6bulos y segmentos pulmonares. Estos
métodos de segmentacion pulmonar no pueden ser aplicados a nuestro estudio con
animales muertos. El aire intrabronquial y pulmonar, ausente en el animal muerto, es

imprescindible para el reconocimiento de las vias aéreas.

El estudio morfo-anatémico de los 24 paquetes pulmonares de los minipigs fue realizado
con la aplicacion de Volumen Rendering (VR) que representa el volumen total de los datos
obtenidos con un control de la opacidad y translucidez de los diferentes tipos de tejidos
seleccionados. Esta reproduccion de volumen nos fue de mucha utilidad para el

reconocimiento de la anatomia normal del minipig y sus variantes.

En nuestro experimento, no pudimos utilizar esta técnica en la caracterizacion de las
lesiones pulmonares tuberculosas, debido a que el ajuste de los parametros técnicos debia
ser individualizado manualmente con una importante pérdida de tiempo y de precision de
los datos obtenidos. El software de aplicaciones del VR que disponiamos tampoco

permitia enumerar las lesiones detectadas.

Uno de los objetivos primordiales de nuestro trabajo radicaba en la localizacién
tridimensional de cada una de las 945 lesiones observadas en el interior del volumen de sus
respectivos pulmones. Los datos sincronizados de los ejes de las iméagenes nodulares con
las coordenadas del volumen global de los pulmones nos permitié hacer un analisis

topografico de la localizacion de las lesiones tuberculosas.

Actualmente no hemos encontrado ninguna referencia en la bibliografia reciente de este
método de trabajo, basado en el uso de coordenadas multiples, para generar un volumen
pulmonar total con el objetivo final de localizar con exactitud todas las lesiones en el

interior de cada pulmon.

Un elemento esencial en el desarrollo de nuestro trabajo consistia en el conocimiento de la
anatomia del cerdo, especialmente de los Iobulos pulmonares, que difieren

significativamente del humano. La cara diafragmatica de los pulmones del cerdo nos
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permite observar el l6bulo accesorio o intermedio que es una estructura central de
morfologia trapezoidal con la punta dirigida hacia la traquea. Su cara lateral izquierda, de
mayor longitud que la derecha, contacta con el I6bulo caudado izquierdo. Este hallazgo nos
permite conocer la lateralidad de los diferentes I6bulos que componen la anatomia lobular
del cerdo (fig. 64). El 16bulo accesorio s6lo puede identificarse en la posicion de decubito
prono (cara diafragmatica up) ya que en decubito supino la presion del resto del pulmon

colapsa al l6bulo accesorio.
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Figura 64. Imagen VR que permite observar el I6bulo intermedio y sus
relaciones anatdmicas con los I6bulos caudados

El estudio morfolégico de los pulmones representd la base del resto de parametros a
evaluar en cada espécimen. Conocer con exactitud los limites anatomicos de cada l6bulo,
delimitado por sus correspondientes cisuras interlobares asi como las divisiones
bronquiales, nos permitioé ser muy precisos en la localizacion topografica de las lesiones

pulmonares identificadas.

Los resultados morforradioldgicos obtenidos no presentaron diferencias significativas de la

anatomia broncopulmonar descrita en los textos de la anatomia del cerdo.
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5.5 CUANTIFICACION DE LAS LESIONES

Revisada la bibliografia méas relevante del uso de los métodos de diagndstico por la
imagen en la TB experimental, no hemos encontrado referencia alguna en la que algun
grupo investigador haya utilizado nuestro método de trabajo para contabilizar, localizar y
caracterizar de forma individualizada cada una de las lesiones observadas. La mayoria de
trabajos publicados valoran la afectacion pulmonar tuberculosa de una forma maés global
sin precisar sus caracteristicas semiologicas particulares. Nuestro estudio, justificado en el
recuento, localizacion y caracterizacion pormenorizada de todas las imagenes nodulares
pulmonares, puede representar una buena alternativa para determinar la eficacia de las

vacunas en animales de experimentacion mediante métodos de diagnéstico por la imagen.

A diferencia de algunos estudios de alta resolucion realizados con TCMD en animales de
experimentacion, en los que el posprocesado de las imagenes se realizd exclusivamente
con VR (115), nosotros preferimos utilizar esta técnica solo para el estudio morfo-

anatémico global de cada paquete pulmonar.

En el barrido sistematico preliminar para identificar las lesiones pulmonares escogimos la
técnica MIP debido a su capacidad de distinguir lesiones de alta densidad y de pequefio
tamafio. Una vez localizadas las imagenes patoldgicas, todas fueron analizadas con corte
ultrafino (0,6 mm) en formato multiplanar, sin modificar el grosor de corte para

homogeneizar todos los datos analizados.

El VR tiene un especial interés debido a la gran informacion anatémica 3D que aporta,
aunque tiene algunas limitaciones en la discriminacion de las imagenes de pequefio
tamafio. Para la deteccion de estas lesiones, es necesario realizar ajustes manuales de
opacidad y de color del VR que no aportan un valor afiadido al estudio y no permiten
hacer una correcta caracterizacion de cada una de las iméagenes nodulares descubiertas. En
nuestro estudio, creemos que el VR no es la técnica idénea para la caracterizacion y
recuento de las multiples lesiones pulmonares milimétricas en esta tesis ya que no permite

evaluar con precision sus caracteristicas morfologicas y densitométricas (fig. 65 y 66).
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Figura 65. Imagen VR: nodulos localizados en l6bulo
caudado izquierdo

Figura 66. Imagenes MPR de los nddulos calcificados en
I6bulo caudado izquierdo observados en la figura 65
mediante VR

5.5.1 Enumeracion de las lesiones en los minipigs

Para el desarrollo de nuestro trabajo fue esencial disponer de dispositivos tecnoldgicos
avanzados para poder sefializar y enumerar cada una de las iméagenes observadas sin

cometer errores de identificacion o de sobrevaloracion. Asignar un nimero distintivo a
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cada micronodulo analizado durante el procesado de las imégenes, nos facilitdé saber el
namero total de lesiones de cada paquete pulmonar, cuantas de éstas eran derechas o

izquierdas asi como su localizacion 3D y distribucion.

Nuestros resultados reflejan que la gran mayoria de minipigs infectados mostraron
alteraciones significativas atribuibles a la infeccion tuberculosa. Solamente en tres de ellos,
la TC no demostrd lesiones, por lo que lo atribuimos a un defecto técnico en el mecanismo
de inoculacion del M. tuberculosis. En nuestro experimento se utilizé la via intratraqueal
mediante una canula de 2 milimetros de diametro. El personal que realizé el procedimiento
reportd reflujo en algunos casos, lo que nos induce a pensar que éste pudo ser el motivo

por el cual la infeccion no alcanzd los pulmones de este reducido nimero de minipigs.

En la literatura cientifica existen varias publicaciones que hacen referencia a los artefactos
producidos en los resultados de la afectacion pulmonar tuberculosa en animales de
experimentacioén, relacionados con la técnica y las vias de inoculacién del agente
patdégeno. Sin embargo, no parece haber consenso con la dosis efectiva para estas

situaciones.

Algunos autores opinan que con el uso de bajas dosis de M. tuberculosis administradas por
una via mas directa (via broncoscépica) son capaces de reproducir los granulomas

necrotizantes tipicos de la infeccion tuberculosa (114).

La ruta de inoculacion también puede comportar diferencias en la distribucion de la
enfermedad pulmonar. .Sibley y cols., observaron con rhesus macaques, que la instilacion
bacteriana con broncoscopio producia las lesiones localizadas en la regién anatdmica
donde se deposito el germen, mientras que en la via aerosol la distribucion era difusa
(116). La via endoscopica producia lesiones mas localizadas aunque mucho mas graves en

comparacion con la ruta aerosol (116).

Lewinsohn y cols., (117) utilizan la via broncoscépica para la inoculacion del bacilo
tuberculoso en un modelo primate con rhesus macaques. En este estudio, depositan la
totalidad de las dosis en el bronquio del lobulo inferior derecho de cada uno de los
animales. Mediante este método consiguen demostrar que el inicio de la infeccion
corresponde al punto de inoculacion directa (I6bulo inferior derecho) para progresar a los
ganglios loco-regionales y posterior diseminacion endobronquial contralateral sin
diseminacion via hematdgena. Este modelo de diseminacidn es superponible a la infeccion

en humanos.
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De lo expuesto anteriormente, podemos deducir que si la ruta de inoculacién de las
bacterias puede condicionar la localizacion y distribucion de la infeccion pulmonar, la ruta

de administracion de las vacunas podria tener relevancia en su efecto protector.

La via de aplicacion de una vacuna puede determinar la localizacion y activacion de las
células antigeno-especificas protectoras del epitelio respiratorio aumentando su eficacia
protectora. La evidencia cientifica de los estudios en modelos animales sugieren que la
prevalencia de estas células en el epitelio respiratorio permite optimizar la proteccion

contra el M. tuberculosis (51).

La efectividad de una vacuna serd mayor si consigue una respuesta inmunoldgica en el
lugar donde se ha iniciado el proceso infeccioso. Existe el consenso en reconocer el papel
que desemperfia el tejido linfoide de las mucosas (MALT) como un compartimiento
inmunoldgico separado del sistémico o periférico. La suma de ambos sistemas permitira

incrementar la defensa contra la tuberculosis pulmonar (51).

White y cols., evaluaron la inmunogenicidad de la BCG administrada por via aerosol en
un modelo animal con primates con el objetivo de caracterizar la respuesta inmunoldgica
local y sistémica. Estos autores exponen que la via aerosol de administracién puede ser una
buena alternativa terapéutica ya que deposita la vacuna en el epitelio bronquial
aumentando la respuesta celular T especifica (118).

5.5.2 Localizacién de la infeccion pulmonar

En nuestro trabajo, la afectacion bilateral s6lo se aprecié en un caso. Nuestros resultados
no presentan una clara diferencia entre la localizacién pulmonar derecha (11) e izquierda
(9). Este ligero predominio derecho puede explicarse por la disposicion algo mas vertical

del bronquio principal derecho en el minipig al igual que ocurre en el primate (119).

En relacion con el nimero de lesiones detectadas mediante la TCMD en cada grupo
experimental, no parece que la efectividad de las vacunas esté relacionada con el nimero
de lesiones detectadas, ya que en el grupo control, que no recibio tratamiento alguno, la

infeccion pulmonar fue menor.

Estos resultados no van en consonancia con algunos estudios en los que se demuestra lo
contrario..Kraft y cols., (120) evaluaron las imagenes con RM de dos grupos de cobayas
infectados con M. tuberculosis por via aerosol (grupo control y grupo vacunado con BCG).

Estos autores exponen que el numero de lesiones detectadas durante el primer mes en
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ambos grupos fue similar. A partir de los 30 dias, los animales no vacunados
incrementaron progresivamente el nimero y el tamafio de las lesiones pulmonares con una
substancial progresion adenopatica, mientras que en los animales vacunados las lesiones

persistian pequerias.

En todo caso parece claro que el nimero de lesiones detectadas, en nuestro trabajo es
directamente proporcional a la gravedad de la infeccion pulmonar.

5.5.3 Localizacién de las lesiones en los Iébulos pulmonares

No hemos encontrado ninguna referencia bibliografica en la que se haya realizado el
andlisis de la distribucion lobular de los manifestaciones radioldgicas de la infeccion
tuberculosa en un modelo animal. La mayoria de estudios previos evaltan la infeccion con
parametros globales y volumétricos, sin especificar la localizacién detallada de las
manifestaciones radioldgicas de la enfermedad tuberculosa ni sus relaciones anatomicas.
La anatomia de los l6bulos pulmonares del minipig difiere ostensiblemente de la de los
humanos aungue comparten algunos aspectos. Los lobulos estan separados por cisuras en
ambas especies, por tanto para el reconocimiento de cada uno de ellos necesitamos

identificar las cisuras interlobares y las divisiones bronquiales.

La gran mayoria de las lesiones halladas (96,2%) se localizaron en ambos I6bulos
caudados sin un claro predominio de lateralidad. Esta distribucion lesional tan marcada
puede estar relacionada con el mayor volumen relativo de los I6bulos caudados con
respecto al resto que condiciona un arbol bronquial méas desarrollado con un nimero mayor

de bronquios segmentarios (fig. 67).
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Figura 67. Anatomia broncopulmonar del minipig donde puede
observarse el mayor tamafio de los I6bulos caudados con mayor
ndmero de bronquios segmentarios y subsegmentarios

Un dato a tener en consideracion es la ausencia de lesiones observadas en el l6bulo
intermedio. Este 16bulo esté situado en la base de la cara diafragmatica pulmonar entre el
corazon y el diafragma, es de pequefio tamafio y su bronquio lobar tiene una orientacion
discretamente horizontal. No puede descartarse que la ausencia de lesiones en este l6bulo
esté condicionada por su situacion en el interior de la caja toracica, su menor movilidad y

la orientacion de su bronquio lobar.

5.5.4 Lesiones agrupadas

Cuando dos o mas lesiones estan en intimo contacto pueden simular una lesién de mayor
tamafno. Muchas veces resulta dificil precisar su individualizacion mediante TC. La
adecuacion de los parametros técnicos del pre y procesado son esenciales para realizar

estudios de alta resolucion morfoldgica que nos ayudaran a segregar estas lesiones.

En nuestro experimento observamos 23 lesiones aglomeradas formadas por dos o mas
nodulos solidos, que correspondian a 47 lesiones. Esto significa aproximadamente el 5%

del total de las lesiones descubiertas, dato éste que va un poco en contra de la tedrica
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distribucion aleatoria de la infeccion tuberculosa que no deberia estar relacionada con un

porcentaje tan alto de estas lesiones agrupadas.

5.5.5 Lateralidad de las lesiones pulmonares

El método de localizacion individual de las lesiones pulmonares basado en un sistema de
coordenadas, nos ha permitido conocer algunos aspectos importantes sobre la situacion y
distribucion de la infeccion tuberculosa. No hemos observado diferencias significativas
entre el nimero de lesiones detectadas en el pulmon derecho (47%) con respecto al
izquierdo (53%). No encontramos ninguna lesion localizada en la linea media y en un

unico caso la afectacién fue bilateral.

Parece existir una discreta tendencia a la agrupacion de las lesiones pulmonares derechas

en contra de la afectacion izquierda algo mas dispersa.

Si que existen diferencias entre algunos grupos. Si bien la distribucion fue similar en los
grupos A y B, en el grupo C fue de predominio izquierdo mientras que en el grupo D la

mayoria de las lesiones se observaron en el pulmén derecho.

Estas diferencias en la localizacion deben estar relacionadas con el lugar donde se inicié el
proceso infeccioso como refieren algunos autores. La via de inoculacion y la técnica
utilizada pueden contribuir a alterar los resultados de la investigacion. Pérez de Val y cols.,
(114) emplearon una via de inoculacion intratraqueal de M. caprae similar a la de nuestro
experimento, en un modelo animal con 13 cabras. El analisis posmortem histopatoldgico y
bacterioldgico se completd con el calculo volumétrico grosero de la afectacion pulmonar
mediante TCMD. Estos autores advirtieron que la extension intrapulmonar de la infeccion
tuberculosa y su distribucion lobular, estaban influenciadas por el proceso de inoculacion y
en consecuencia con la extension ganglionar loco-regional. En su caso habia un claro
predominio derecho condicionado por la posicién en decubito lateral derecho durante el

procedimiento.

5.5.6 Localizacién anterior-posterior

Determinamos que la cara posterior de los paquetes pulmonares estudiados pertenecia a la
que estaba en contacto con la mesa del equipo TCMD y que anatdbmicamente corresponde

a la cara diafragmatica de los pulmones.
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La localizacion predominante posterior (81,2%) de las lesiones observadas es un dato a
tener en consideracion. En este aspecto no sélo debemos plantearnos la hipotesis de
relacionar esta distribucién lesional con la implantacién inicial de la infeccion, sino que
debemos proponer otras opciones relacionadas con factores anatomicos, gravitacionales, de

concentracion de oxigeno o de la biomecénica de la deambulacion de los cuadrupedos.

En relacion con la anatomia de los I6bulos pulmonares de los minipigs, sabemos que la
infeccion pulmonar mayoritariamente esta localizada en los l6bulos caudados (96,2%) que
tienen un volumen significativamente mayor que el resto de Iébulos. El 16bulo caudado
tiene una forma casi triangular con una cara diafragmatica de mayor tamafio. EI volumen

global de estos I6bulos es mayor en las &reas posteriores con respecto a las anteriores.

En otro orden de cosas, el eje mayor del torax en la deambulacion cuadripeda del minipig
es casi horizontal con una discreta oblicuidad craneo-caudal. Este aspecto biomecéanico
permite que las zonas mas declives pulmonares sean posteriores influenciadas por factores

gravitacionales (fig. 68).

Respiratorio

pulmones

® CO2
e 0O

Figura 68. Disposicion de los pulmones en la posicion cuadripeda del
minipig

5.5.7 Localizacion craneo-caudal

El examen topografico tambien demostro que la mayoria de las imagenes nodulares (96%)
estaban situadas por debajo de la carina y muchas de ellas en un segmento concreto de

ambos pulmones.
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Sélo apreciamos afectacion supracarinal en 4 minipigs. El tamafio de estas lesiones fue
mayor que las infracarinales. Podemos atribuir la localizacion excepcional en los l6bulos
craneales por una supuesta diseminacion craneal de la infeccion producida por accesos de

tos durante el proceso de inoculacion.

5.5.8 Lesiones subpleurales

El nimero de nddulos subpleurales detectados con TCMD fue muy elevado. El 22,6% de
todos los nodulos tenian contacto pleural. La distancia media entre la pleura mas cercana y

las lesiones fue de 5,3 mm.

Estos valores no tienen concordancia con otros estudios donde el contacto pleural de los

granulomas es poco frecuente (95).

Las lesiones subpleurales detectadas en nuestro estudio pueden explicarse por la posicién
periférica de los bronquiolos centrolobulillares situados en el interior del lobulillo

pulmonar secundario.

Probablemente las lesiones periféricas pueden crecer con mas facilidad que las centrales

debido a que no tienen estructuras anatémicas que se lo impidan.

No deberian haber diferencias significativas entre la deteccion por TC entre los granulomas
subpleurales y centrales.

5.6 TAMARNO DE LAS LESIONES

Con la tecnologia utilizada en nuestro experimento, consideramos que el poder de
resolucion de nuestro equipo de TCMD para detectar y caracterizar las lesiones
pulmonares de los minipigs era igual o superior a 0,9 mm. Por debajo de este umbral

nuestros datos no serian valorables.

En nuestro estudio, la mayoria de las imagenes observadas en el grupo A (grupo control)
tenian un diametro medio inferior a la media (1,33 mm) y el 82% de estas lesiones, tenian

un diametro menor o igual a 1,5 mm.

Los diametros medios de los nédulos pulmonares de los grupos B y C eran iguales
(1,51mm), mientras que el grupo D la media era superior (1,58 mm) pero con unos

registros muy heterogéneos.
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De todo lo expuesto anteriormente podemos deducir que los minipigs tratados con vacunas
presentaron lesiones de mayor tamafio con respecto a los individuos pertenecientes al

grupo control.

Esta ampliamente aceptado que la formacion de granulomas tuberculosos indica una
respuesta favorable del huésped para contener la infecciébn y a su vez prevenir su
progresion y propagacion. El efecto protector de las vacunas frente a la TB se basa en el

incremento de la respuesta inmunoldgica.

El tamafio de los granulomas pulmonares y de los ganglios linfaticos es directamente
proporcional a la actividad de la infeccion. Existen estudios en modelos de
experimentacion animal, que han correlacionado las medidas de los granulomas con la
carga bacteriana (107). En estos casos la TCMD puede ser de gran utilidad para
monitorizar los cambios morfologicos de las lesiones tuberculosas relacionados con el
tratamiento. La disminucién del nimero y tamafio de las lesiones, puede utilizarse como

herramienta de control para determinar la eficacia del tratamiento antimicrobiano.

Sin embargo, la valoracidn del efecto protector de las vacunas contra la TB no siempre

sigue este patron.

En el trabajo de Gil y cols., (95) en el que se compara el efecto terapéutico en un modelo
minipig infectado con M. tuberculosis, los animales fueron divididos en tres grupos. En el
primero, los minipigs fueron tratados con isoniacida exclusivamente, en el segundo grupo
se utiliz6 un tratamiento combinado de isoniacida con la vacuna RUTI y el tercero era el

grupo control que no recibid ningun tipo de tratamiento.

Este articulo también destaca por ser el primero en clasificar los granulomas pulmonares
en cuatro tipos evolutivos en base a sus caracteristicas estructurales. Las fases | y Il
corresponden a lesiones recientes, mientras los granulomas tipo 111 y IV representan etapas
mas tardias. Segun estos autores, el proceso evolutivo descrito va acompafiado de un
incremento progresivo de su tamarfio, de tal forma que las lesiones iniciales tipo | son las
mas pequefias, mientras que las tipo 111 son las mas grandes. El proceso involutivo de los
granulomas tipo IV explica su menor tamafo, con respecto a los grupos 11 y I1l, pero son
mas grandes que los granulomas tipo I. En resumen, el proceso evolutivo de los
granulomas tuberculosos va en proporcion con el aumento de su tamafio. Las formas
jovenes tienen un area igual o inferior a 0,5 mm?, las tipo 11 de 0,5- 1 mm?y las tipo 111 de

0,5 — 2 mm?. Las lesiones tipo IV, tienen un area mas variable entre 0,5 a 1,5 mm, siempre
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superior a los tipos | y Il. En este estudio, ambos tratamientos modificaron el curso natural
de la infeccion pulmonar en el modelo minipig. La administracion de isoniacida redujo el
numero de lesiones, aunque no permitio la evolucion de las lesiones precoces a formas
mas maduras. Sin embargo, el efecto protector de la vacuna, junto a la isoniacida, aumenté
el numero total de lesiones de todos los tipos, fundamentalmente Il y 1V, e indujo al
incremento de la inmunidad celular y humoral. EI aumento del nimero de granulomas con
el predominio de las formas tardias, deberia producir un incremento del tamafio medio de

todas las lesiones detectadas.

Esta linea argumental podria sernos de utilidad para poder explicar el aumento del
didmetro medio de las lesiones observadas en los minipigs vacunados con respecto al
grupo control en nuestro estudio. El efecto protector de una vacuna podria estar
relacionado con el incremento del nimero y del tamafio de las lesiones detectadas
mediante TCMD.

El didmetro de los nédulos pulmonares no tiene concordancia alguna con su posicion por

lo que podemos excluir fendmenos locales relacionados con sus medidas.

5.7 ANALISIS DENSITOMETRICO DE LAS LESIONES

Todos los equipos TC actuales son capaces de medir y expresar en cifras exactas el grado
de atenuacion de los tejidos cuando son atravesados por un haz de rayos X.

El grado de atenuacion referido en Unidades Hounsfield (UH), es un parametro especifico
de los aparatos de TC. Expresa numéricamente por cada centimetro y para cada tejido que
atraviesa, la atenuacion en la intensidad que experimenta el haz de rayos X desde que sale
del tubo hasta que llega a los detectores. La computadora después de capturar esta
informacién le otorga un valor numérico a cada pixel que se corresponde con el coeficiente

de atenuacion, este nimero corresponde a un color dentro de un escala de grises.

La escala de UH es el resultado de la transformacion de la escala lineal de los coeficientes
de atenuacion de los rayos X en una escala en la cual el O corresponde al valor de
atenuacion del agua destilada en condiciones normales. Al valor de menor atenuacion se le

asigna el color negro (aire) y al de mayor atenuacion el color blanco (calcio, metal). Al
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resto de valores de atenuacion se les asigna un valor en el rango de grises de forma

proporcional siguiendo esta formula:

Valor atenuacion del tejido-Valor atenuacion del agua
UH= 1000 x

Valor atenuacion del agua

Este método permite diferenciar tejidos y estructuras anatdmicas segun los valores de

atenuacion segun se expresa en la tabla 29:

SUSTANCIA UH
AIRE -1000
PULMON -500
GRASA -100 a -50
AGUA 0
SANGRE 30a50
MUSCULO 10 a 40
HIGADO 40 a 60

HUESO TRABECULAR 700
HUESO CORTICAL 1000

Tabla 29. Valores de atenuacion en UH de
los tejidos

Los procesos para cuantificar las UH de cualquier estructura son diversos: medicion en un
punto concreto o el calculo de los valores medios de atenuacion en el interior de una area o

volumen delimitado mediante un ROI o VVOI.

Estos procedimientos pueden realizarse de forma automatica, semiautomatica o manual. En
las dos primeras modalidades, el software de aplicaciones clinicas detecta las imagenes a

analizar y calcula automéaticamente sus UH.

Sin embargo, el principal inconveniente de estas funciones es que no son capaces de medir
con exactitud lesiones de pequefio tamafio, ya que no pueden precisar sus limites reales ni

su contenido. En estos casos, siempre es necesario hacer ajustes manuales imprecisos que
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condicionan el resultado de las medidas. Estas limitaciones aumentan considerablemente
cuando las imagenes a caracterizar son milimétricas o submilimétricas. La mayoria de
equipos TCMD disponen de una buena capacidad de resolucion espacial y de densidad,
pero todavia tienen algunas restricciones en la caracterizacion de las iméagenes

inframilimétricas.

El equipo TCMD de 64 canales utilizado en nuestro trabajo tampoco es ajeno a estas
limitaciones por lo que decidimos medir las UH de todos los micronddulos detectados,
mediante la colocacion manual de un cursor en un punto determinado de la imagen nodular
con el consiguiente registro de sus valores de atenuacion. Consideramos que este método
no es todo lo exacto que hubiéramos querido, pero era el mas apropiado teniendo en cuenta

estas limitaciones técnicas.

Existen muchas referencias relacionadas con la caracterizacion vy discriminacion de las
imagenes por TC en base a sus valores de atenuacion. Algunos autores pretenden
establecer patrones densitométricos por TC para diferenciar la composicion quimica de las

litiasis de las vias urinarias (121-124).

Marchini y Cols., (121) en una publicacion con un TCMD de 64 detectores cuyo objetivo
era demostrar si los valores de atenuacion de las litiasis urinarias tenian una equivalencia
con su composicién quimica, excluyeron los calculos de tamafio inferior a 4 mm ya que
consideraron que por debajo de este umbral no tenian capacidad técnica para medir con
exactitud su densidad. Establecieron patrones densitométricos calculando los valores de
atenuacion centrales (core) y los periféricos de cada litiasis para tener mas datos objetivos
para su analisis estadistico, que con toda probabilidad se hubiese visto afectado si se
hubiesen incluido las de pequefio tamafio.

En nuestro trabajo todas las lesiones tenian un tamarfio inferior a 4 milimetros por lo que
debiamos utilizar el método de estudio mas eficiente, teniendo en cuenta las limitaciones
mencionadas. Previa realizacion de un zoom, colocamos el cursor en el centro de la imagen

nodular y registramos sus UH.

Revisada la literatura que hace referencia al uso de la TC en la caracterizacion de las
lesiones pulmonares producidas por el M. tuberculosis en el modelo animal, asi como su
papel en la valoracion de la eficacia del tratamiento con la administracion de vacunas o
antimicrobianos, no hemos encontrado ninguna resefia significativa relacionada con el

analisis tomodensitométrico de las lesiones pulmonares.
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Coleman y cols., (105) en un trabajo cuyo propoésito era revelar la respuesta terapéutica de
las oxazolidinonas en primates y en humanos mediante PET-TC, propusieron un
histograma muy general que clasificaba las lesiones en dos tipos: blandas ( -500 a -100
UH) y duras (-100 a + 200 UH). Estos autores proponen que la eficacia terapéutica podria
estar relacionada con la disminucion de los valores de atenuacion por TC de las lesiones
pulmonares analizadas. En nuestra opinion creemos que subdividir las lesiones pulmonares
en dos grupos tan amplios representa un obstaculo importante para la caracterizacion de la

afectacion tuberculosa.

El principal interés en la valoracion del coeficiente de atenuacion de las imagenes
nodulares milimétricas observadas en el parénquima pulmonar de los minipigs, consiste en
determinar si poseen calcio en su arquitectura interna. En ausencia de criterios
morfoldgicos precisos para la caracterizacion individual de las lesiones citadas (contornos,
necrosis central, tipos de calcificacion, etc), la presencia de valores altos de atenuacion nos

indica que estan parcialmente calcificadas.

Los valores en UH a partir de los cuales se considera que una estructura tiene densidad
calcio han de estar referenciados con respecto al diametro de la lesion. Cuanto mayor es
una imagen se incrementan sus valores de atenuacion independientemente de su
composicion. Existe pues una correlacion estadistica entre tamafio y radiodensidad. El
término utilizado como Hounsfield unit density (UH/mm) es la relacion entre el promedio
de UH de una lesién y su diametro maximo. En el estudio realizado por Motley y cols.,
(122) se utilizé esta regla para determinar la composicion de las litiasis urinarias. Estos
autores determinaron que las litiasis célcicas de 1 a 4 mm tenian valores de atenuacion de

105 +/- 43 UH. Valores de atenuacion inferiores a estas cifras indicaban ausencia de calcio.

Basandonos en este concepto, en nuestro trabajo de investigacion consideramos que las
imagenes nodulares de densidad igual o superior a 120 UH estaban calcificadas. Las

lesiones con guarismos inferiores fueron catalogadas como no calcificadas.

El estudio densitométrico del grupo control (grupo A) revel6 unos valores de atenuacion
medios (106 UH) muy por debajo del resto. En este grupo sélo el 25% de las lesiones
encontradas estaban calcificadas. Sin embargo, existié una gran diferencia con el resto de

individuos vacunados en los que el 66% de las lesiones estaban calcificadas.

El 67% de las lesiones del grupo B estaban calcificadas con un densidad media de 160 UH.

El 56% de las imagenes nodulares del grupo C presentaron calcio, con una media de 143
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UH. Finalmente en el grupo D las imégenes con calcio representaron el 75% con una
densidad media de 188 UH.

En base a nuestros resultados podemos concluir que el efecto terapéutico de las vacunas
en nuestra poblacion consiste en el incremento de la velocidad de calcificacion de las

lesiones.

No observamos ninguna relacion entre el grado de calcificacion y la situacion de las

imagenes nodulares.

La mineralizacion o calcificacion en las lesiones tuberculosas es un proceso progresivo
considerado como una respuesta favorable de curacion. Cuando es completa indica
respuesta curativa, mientras que cuando es incompleta puede albergar bacilos viables en su
interior resistentes al tratamiento habitual que suponen un riesgo de reactivacion de la
enfermedad (97).

Diferentes modelos experimentales han sido utilizados para conocer la evolucion de la
ITBL. Las lesiones observadas en la infeccion tuberculosa en el modelo cobaya
caracterizadas por una intensa respuesta inflamatoria con posterior fibrosis vy
mineralizacion similar a los humanos ha sido muy Gtil para conocer el comportamiento de
la infeccion tuberculosa. En el momento actual, el modelo minipig esta siendo utilizado en
los ensayos preclinicos de candidatos a vacunas debido a las similitudes en la respuesta

inmune con respecto al hombre.

Las primeros hallazgos histopatoldgicos de Canetti en 1955 (125) de la ITBL en humanos
describen la evolucion favorable de la infeccion con pequefios granulomas encapsulados
con un halo fibrético y centro mineralizado. Estas observaciones sugieren un control

efectivo de la enfermedad tuberculosa.

El estudio realizado por Gil y cols., (95) nos muestra la evolucién de la infeccion por M.
tuberculosis en un modelo minipig alterada por diferentes tipos de tratamiento en los que
se incluye la vacuna, donde los resultados obtenidos parecen ser similares a la ITBL en la

poblacion humana.

Las terapias con vacunas modifican el curso natural de la infeccion tuberculosa en el
modelo minipig (95) incrementando la respuesta inmunoldgica celular y humoral. El efecto
protector de las vacunas produce un incremento relativo de las formas tardias de los

granulomas, mas organizadas, que muestran mayor calcificaciobn y consistencia
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cartilaginosa. Estos cambios estructurales deberian producir un incremento de los valores

de atenuacion de las formas tardias (111 y IV) con respecto a las precoces.

Los resultados de nuestro experimento en un modelo minipig nos permiten exponer que el
TCMD es un método eficaz para detectar las lesiones pulmonares producidas por el M.
tuberculosis, permite cuantificar de una forma precisa sus valores de atenuacion para

discernir entre granulomas calcificados y no calcificados.

La mayoria de autores coinciden en que la calidad de las imagenes obtenidas mediante los
equipos TCMD modernos, pueden contribuir a medir la eficacia protectora de las vacunas

en un modelo animal (117).

5.8 DISTANCIA ENTRE LAS LESIONES

La mayoria de las imagenes nodulares observadas estaban agrupadas en una regién
anatémica concreta. S6lo en un caso la afectacion fue bilateral. De todos los pulmones

examinados en ningun caso pudo demostrase una afectacion difusa.
El 93% de los granulomas tenian uno o méas nédulos a menos de 10 mm de distancia.

Como se ha mencionado con anterioridad, la distribucion de estas lesiones probablemente

esta relacionada con la técnica en la inoculacion de la infeccion.

59 CORRELACION ENTRE LOS HALLAZGOS TC Y EL ESTUDIO
HISTOPATOLOGICO

El modelo animal continua siendo de gran ayuda en la investigacion preclinica de la
eficacia terapeutica de los antimicrobianos y de las vacunas. La infeccion tuberculosa
provocada en el animal de experimentacion debe ser lo més parecida posible a la observada
en humanos. EI conocimiento de la etiopatogenia de la TB experimental, su progresion
clinica y los hallazgos anatomopatoldgicos son elementos esenciales para el desarrollo de

terapias antituberculosas y de los candidatos a vacunas.

La aportacion del diagnostico por la imagen en este campo estd ampliamente aceptada y

divulgada en la literatura cientifica reciente. Cada modalidad de imagen presenta ventajas
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y limitaciones en la evaluacion de la enfermedad tuberculosa en el modelo animal. En
animales vivos puede utilizarse la TCMD con contraste endovenoso, el PET-TC vy la
radiologia simple para el diagnostico de las manifestaciones radiolégicas producidas en el
parénquima pulmonar, arbol traqueobronquial, hilios pulmonares y mediastino. En el

animal muerto, la TCMD sin contraste endovenoso y la RM son de gran utilidad.

La correlacion entre los hallazgos de una modalidad de diagnostico por la imagen con la
anatomia patoldgica es la piedra angular de cualquier procedimiento que pretenda
establecer patrones semioldgicos analogos entre ambas técnicas, con el objetivo adaptarlos

a la practica clinica habitual.

La radiologia simple ha sido utilizada con frecuencia como método diagndstico en la TB
experimental (96,103,105). En algunas ocasiones los hallazgos de la radiologia simple han
sido evaluados con sistemas de puntuacion (scoring system) imprecisos (103) o bien como
herramientas para diferenciar entre sujetos infectados o sanos (104). En estos estudios, el
valor afiadido de la radiologia simple es muy limitado, dada la escasa relevancia de los
hallazgos semioldgicos propios de la afectacion toracica tuberculosa, de gran utilidad en el

manejo de este tipo de pacientes.

Capuano Il y cols., (96) en un modelo con primates utilizaron la radiografia de térax como
elemento diferenciador entre TB rapidamente progresiva (con hallazgos radioldgicos como
bronconeumonia, cavitacion, etc), infeccion activa-cronica (con signos clinico-analiticos
de infeccidn tuberculosa y radiografias anémalas) e infeccion latente (sin signos clinicos de
infeccion como minimo de 6 meses de evolucion con radiologia negativa). El estudio
patologico de los animales con hallazgos radiolégicos positivos tuvo una correcta
correlacion histologica.

En los primates con infeccion latente la necropsia descubrié granulomas asociados a
cambios fibréticos y calcificacién. Ninguna de estas lesiones calcificadas fueron detectadas
con la radiologia simple, probablemente por su reducido tamafo. Estos autores concluyen
que estos hallazgos histoldgicos representan un paso hacia delante en el estudio de la ITBL

y su extrapolacion a los humanos.

El PET-TC también ha sido utilizado en la TB experimental (105-107) para evaluar la
eficacia terapéutica de algunos farmacos. Es una modalidad muy sensible pero poco
especifica. EI mapa morfo-metabolico de las lesiones tuberculosas suele estar

correlacionado con el estudio necrépsico (107).
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La presencia de cambios metabdlicos en el interior de los granulomas puede ser utilizada
como indicador de la eficacia del tratamiento, ésta suele ir acompafiada de una disminucién

del tamafio y de la actividad metabolica de los granulomas pulmonares.

Sin embargo, la afectacion ganglionar es dificil de evaluar con el PET-TC y no suele ser un
buen indice para evaluar la eficacia terapéutica. Los cambios durante el tratamiento
antimicrobiano incrementan la captacion adenopética de FDG probablemente por la

activacion de la inmunidad celular, sin que esto signifique un fracaso terapéutico.

Lin y cols., (107) demuestran en un modelo primate, que el PET-TC es una prueba que
permite el seguimiento global de los granulomas pulmonares y la afectacion ganglionar asi
como la eficacia de la terapia. Los hallazgos PET-TC e histoldgicos fueron similares a la

infeccién en humanos.

Los hallazgos morfo-metabdlicos del PET-TC en el modelo animal ayudan a discriminar
entre las areas activas o lesiones residuales (105) y pueden ser de utilidad en un futuro para

la evaluacion de las lesiones latentes en humanos.

En el animal muerto la RM tiene algunas ventajas con respecto a la TC: mejor definicion
de contraste de partes blandas y puede detectar la necrosis caseosa en el interior de los
granulomas y de las adenopatias. La mayoria de estudios con RM en la TB experimental se
limitan a realizar un calculo del porcentaje entre el volumen total pulmonar y el volumen
del pulmdn infectado. Esta metodologia de trabajo no permite establecer una buena

correlacion entre las imagenes por RM y la anatomia patoldgica (103).

Sin embargo Kraft y cols., (120) en un modelo cobaya con dos grupos (vacunados con
BCG y no vacunados) presentaron una buena correlacion entre las imagenes obtenidas por
RM vy el andlisis patoldgico en un grupo reducido de muestras. Estos autores exponen que
las imagenes potenciadas en T1 proporcionan mayor detalle en los granulomas pulmonares
evaluados. El andlisis en la distribucion, nimero y tamafio de las lesiones puede ser de
utilidad para conocer el efecto de las vacunas. Las lesiones de tamafio inferior a un
milimetro no fueron detectadas por RM. Estas lesiones milimétricas representan una parte
del espectro de la infeccion tuberculosa activa y/o latente por lo que parece razonable
utilizar modalidades de imagen con mayor poder de resolucion que permitan detectar y

caracterizar los granulomas submilimétricos.
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A nuestro entender, el estudio minucioso e individualizado de las manifestaciones
radioldgicas de la infeccion tuberculosa puede ser la base para formular algunas hipotesis
de trabajo que nos permitan avanzar en la investigacion de la etiopatogenia, evolucion,
anatomia patologica, la efectividad de las nuevas vacunas y/o terapias asi como la

extrapolacion de los resultados obtenidos en el modelo animal a los humanos.

La répida adquisicion de datos de los equipos TCMD de Gltima generacion permite realizar
estudios de alta resolucion. Los sistemas de visualizacion del posprocesado
(MPR,MIP,VR, etc.) son de gran utilidad en la localizacion y caracterizacion de las
imagenes obtenidas. En teoria, cuanto mejor es la imagen TC, méas deberia aproximarse a

la realidad anatémica e histoldgica de la region estudiada.

En este aspecto existen algunas limitaciones técnicas: en primer lugar el poder de
resolucion del TCMD no es ilimitado y posee algunas deficiencias en la visualizacion de
las lesiones de muy pequefio tamafio. Las limitaciones técnicas en el andlisis de las
lesiones milimétricas (0,5 mm a 4 mm) de la mayoria de equipos TCMD comportan una

dificultad afadida para localizar y caracterizar este tipo de imagenes.

En estos casos, la resolucion de las imagenes adquiridas no permite conocer la
arquitectura interna de las lesiones. Sin embargo, podemos evaluar su densidad media y

tamano.

Estas limitaciones reflejadas en nuestro estudio deben tenerse en cuenta en la evaluacion

de la correlacién radio-patologica.

Los trabajos publicados en la literatura en los que la TCMD se utiliza como herramienta
para valorar la efectividad del efecto protector de las vacunas en el modelo animal
presentan conclusiones muy dispares en relacion a la concordancia entre los hallazgos de
imagen y patolégicos. En ocasiones, el nimero reducido de sujetos o las caracteristicas del

estudio aportan resultados discordantes.

Las diferencias entre las caracteristicas de los estudios con diferentes modelos animales,
animales vivos 0 necropsia, tipos de andlisis de las imagenes, pardmetros tecnicos dispares,

etc, proporcionan una muestra muy heterogénea.

Los resultados de algunos ensayos demuestran una pobre correlacion TC-histoldgica (114)

mientras que en otros existe concordancia entre ambas técnicas (117).
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La mayoria de trabajos comparan pequefias muestras aisladas representativas de la
afectacion tuberculosa para intentar relacionarlas con las imégenes TC (116) con la
intencion de definir patrones semiologicos de la infeccion tuberculosa relacionados con las

imagenes macroscopicas.

En este aspecto debe mencionarse la enorme dificultad que representa la identificacion y
enumeracion de los granulomas pulmonares de pequefio tamafio, con frecuencia agrupados
en un area circunscrita. Es preferible elegir una muestra con un ndmero limitado de
lesiones con el objetivo de facilitar su deteccion y localizacion. Estos parametros
topogréaficos son de enorme utilidad para localizar mediante TC cada una de las lesiones
especificadas. Una vez emparejadas las imagenes, se realiza simultdneamente la vision
macroscopica y radiologica de cada una de las lesiones, con el objetivo de clasificarlas
segun el tipo de patrén anatomopatoldgico y determinar su apariencia por TC (contornos,

densidad y didmetro).

Es sabido que la TCMD es un método altamente sensible para detectar lesiones
pulmonares de pequefio tamafio. Puede descubrir iméagenes submilimétricas o de un
volumen inferior a Imm?®. Muchas de estas pueden pasar desapercibidas en la evaluacion

macroscopica (115).

En nuestro trabajo s6lo hemos detectado 945 lesiones nodulares en 21 de los 24 minipigs
examinados. Todas las lesiones encontradas tenian una morfologia idéntica: imagenes
nodulares de contornos lisos, alto coeficiente de atenuacion, de tamafio variable (0,9 mm a
3,7 mm), de localizacion preferentemente lobular y unilateral sin un claro patron de
distribucién pulmonar. En ningin caso observamos manifestaciones propias de la
tuberculosis activa (afectacion de espacio aéreo, cavitaciones, tree in bud, lesiones
miliares,etc.) ni tampoco lesiones de aspecto fibrocicatricial, datos que fueron

corroborados por el analisis macroscépico exhaustivo realizado a todos los minipigs.

La uniformidad morfoldgica y estructural de todas las lesiones detectadas por ambas
técnicas conservan una importante concordancia con las descripciones de la ITBL en
humanos descritas en la literatura. Canetti y cols., en 1955, refirieron los hallazgos
histopatolégicos de la TB de buena evolucion como pequefios granulomas encapsulados
con fibrosis periférica, mineralizacion o necrosis central. Esta descripcion transcribe con

fiabilidad el concepto actual de la ITBL.
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En base a los resultados de nuestro trabajo, podriamos teorizar que los hallazgos radio-
patoldgicos encontrados en los 21 minipigs infectados son superponibles a los publicados
en la literatura en referencia al espectro continuo de la ITBL en el modelo animal, asi

como su posible extrapolacion en humanos.

Relacionado con las limitaciones técnicas de nuestro estudio, determinamos que nuestro
umbral de resolucion espacial seria de 0,9 mm. La evaluacion de las imagenes de menor

tamafo podrian condicionar los resultados del trabajo.

Otro aspecto remarcable, derivado de nuestras limitaciones de resolucion espacial cuando
queremos evaluar imagenes de pequefio tamafio, es que cuando aplicamos cualquier factor
de zoom a una lesion milimétrica, la imagen aumentada de tamafio resultante esta pixelada

y no permite su correcta caracterizacion.

Por este motivo, el zoom so6lo lo utilizamos para medir el diametro de las imagenes de

pequefio tamafio en las que era muy dificil precisar de forma manual sus limites exactos.

Estas restricciones tecnoldgicas condicionaron el analisis comparativo entre las imagenes

macroscépicas y los hallazgos del TCMD.

En primer lugar, seleccionamos una UGnica muestra representativa de la afectacion
tuberculosa pulmonar con un nimero limitado de imagenes patoldgicas. Nos parecid mas
prudente escoger una seccion con pocas imagenes patolégicas para facilitar el trabajo de
bdsqueda, identificacion y caracterizacion histolégica en primera instancia. El trabajo
topografico del estudio macroscépico se basé en encontrar las referencias anatémicas
adecuadas en cada una de las 13 lesiones observadas para que pudieran ser identificadas en

las iméagenes TC.

La investigacion de la correlacion historadioldgica de la presente tesis tenia un doble
propdsito: En primer lugar, conocer si el TCMD podria descubrir mas o menos lesiones
gue el examen macroscopico directo de los 24 minipigs y en segundo lugar si era posible
establecer un patrén semiologico por TC para identificar cada una de las cuatro fases

evolutivas de los granulomas pulmonares tuberculosos descritas por Gil y cols., (95).

El recuento de lesiones demostrd que el TCMD descubrié mas lesiones (22) que el examen
macroscépico (13). Este dato tiene una clara explicacién derivada del grosor del corte de
las muestras histoldgicas, que suele ser de 10 mm, mucho mayor del que hemos utilizado

en nuestro TCMD (0,6 mm.). Cuanto menor es el grosor de corte, mayor posibilidad de
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detectar maés lesiones de pequefio tamafio. Otro aspecto que influye en esta discrepancia a
favor de la TC es que, en el examen directo, la superposicion de estructuras o densidades,
impide la visién de algunas lesiones que quedan escondidas en el campo visual del
anatomopatologo. Esta situacion no se produce en la representacion volumétrica efectuada

con un equipo de TCMD, capaz de realizar iméagenes en 3D.

En referencia a si la TC puede caracterizar los tipos de granulomas pulmonares descritos

por Gil y cols., (95) deberiamos hacer varias consideraciones previas.

Un dato importante a tener en consideracion es que las 22 imagenes patoldgicas detectadas
por TC tenian un tamafio que oscilaba entre 0,9 mm y 2,3 mm. En solo tres de ellas, su
didmetro era mayor de 1,4 mm. Como hemos mencionado anteriormente, el tamafio de las
lesiones limita nuestra capacidad de resolucion y no nos permite analizar con precision los
contornos y su arquitectura interna. La caracterizacion morfoldgica y estructural de los
granulomas milimétricos de esta tesis es inviable dadas las limitaciones técnicas

anteriormente citadas.

Desde un punto de vista histoldgico, las cuatro fases evolutivas de los granulomas
pulmonares se clasifican segun sus caracteristicas morfoldgicas y de estructura interna mas

reconocibles.

FASE .Mérgenes Necrosis Calcificacion Con-s istc.ancia Relacion .
irregulares cartilaginosa ~ corona/necrosis
I + - - - -
I - + +/- - +++
11 - ++ ++ + ++
v = +++ +++ + +

Tabla 30. Caracteristicas estructurales de cada una de las fases evolutivas de los granulomas TB.

Como puede verse en la tabla 30, las fases iniciales (I y 1) se caracterizan por la escasa 0
nula calcificacion y consistencia cartilaginosa, a diferencia de las etapas tardias (11 y 1V)

donde la mineralizacion y la consistencia cartilaginosa son dominantes.

En nuestra serie pudimos observar que la unica lesién en fase | descubierta en el examen

patoldgico no fue detectada por TCMD.
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El analisis patologico descubrié dos lesiones en fase Il, de las cuales solo una fue
corroborada por TC. Existi6 una buena concordancia de las medidas de la lesion con

ambas técnicas.

Todas los granulomas en fase 111 (9) fueron detectados mediante TCMD. En estos casos no
observamos una buena correlacion de las medidas entre ambas, pero si, en cambio, la
mayoria de ellas tenian valores de atenuacién muy altos en relacion con la presencia de

calcio en su interior, dato caracteristico en esta fase evolutiva (tabla 31).

El Gnico granuloma pulmonar en fase IV tuvo correspondencia por TC sin discrepancias de

tamafio con el analisis macroscopico.

Por lo que hace referencia a la correlacion existente entre la histologia y los hallazgos del
TCMD de nuestro trabajo podemos concluir que en estas condiciones la TC puede detectar
los granulomas pulmonares tipo 11, 111 y 1V, probablemente debido a sus altos coeficientes
de atenuacion relacionados con la mineralizacién o calcificacion interna, hallazgos que
caracterizan a este tipo de lesiones. Sin embargo, existen dificultades para descubrir por

TC a los granulomas en fases iniciales debido a su escaso contenido célcico.

La resolucion espacial limitada de la mayoria de equipos de TCMD actuales no permite
una correcta caracterizacion de la arquitectura interna de las lesiones submilimétricas que

forman parte de la constelacion de manifestaciones radioldgicas de la TB pulmonar.

El tipo de lesiones observadas en nuestro estudio asociadas a la infeccion pulmonar por M.
tuberculosis en un modelo experimental con minipig tiene muchas similitudes con los
hallazgos reportados en la literatura de ITBL. Las imagenes nodulares milimétricas
detectadas forman parte del espectro de la infeccion tuberculosa controlada (126). El
TCMD permite detectar estas lesiones en sus diferentes fases evolutivas y puede ser de
mucha utilidad para evaluar el curso natural de la infeccion en el modelo animal y su

posible extrapolacion a la tuberculosis en humanos.

Los cambios densitométricos de las lesiones analizadas por TCMD en los diferentes grupos
tratados con candidatos a vacunas y el grupo control, permiten establecer la hipotesis de
que el TCMD es una herramienta diagnostica muy til para evaluar la eficacia del efecto

protector de las vacunas en un modelo experimental de minipig.
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Nudmero de lesiones

Detectadas por visualizacion

Fase segun histopatologia A Detectadas por TCMD
| 1 0
1 1
11 9 9
v 1 1

Tabla 31. Correlacion del niUmero de lesiones detectadas por visualizacion estereoscopica y TCMD

5.10 LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS

El disefio de nuestro experimento esta basado en establecer la hipotesis de si la TCMD
puede ser una herramienta util en la evaluacion de la historia natural de la TB en un
modelo minipig y si esta, es capaz de evaluar el efecto protector de las nuevas vacunas
frente a la TB.

En referencia a la aportacion de la TCMD en la valoracion de la historia natural de la
infeccion tuberculosa en nuestro modelo de minipig deberiamos realizar algunas
consideraciones previas. Una vez infectados todos los animales con M. tuberculosis via
intratraqueal, éstos fueron divididos en cuatro grupos de seis animales cada uno. Tres
grupos fueron tratados con candidatos a vacunas diferentes y un grupo control. Los
animales fueron observados y controlados a diario hasta que fueron sacrificados 12
semanas después de iniciar el estudio. El Unico estudio de diagndstico por la imagen se
realizd con TCMD semanas después de la eutanasia. No se efectuaron pruebas de imagen
previas para evaluar evolutivamente las manifestaciones radioldgicas de la infeccién
pulmonar. Este hecho refleja algunas limitaciones metodologicas en nuestro trabajo ya que
no podemos establecer la patocronia de las lesiones pulmonares ni tampoco los cambios

evolutivos de éstas relacionados con el tratamiento.

Existen algunas referencias en la literatura de la tuberculosis experimental relacionadas
con la utilizacion de diferentes modalidades de diagnostico por la imagen : PET-TC (107),
RM (120), Radiografia de térax (104) y TC (117) en diferentes modelos animales y lineas

de tratamiento diferentes, en las que se evalu6 la progresion natural de la infeccion
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tuberculosa y su modificacion en relacién a determinado tratamiento o vacuna. En estos
estudios, los controles periddicos mediante técnicas de imagen, permitieron conocer de una
forma mas precisa la historia natural de la infeccion. Algunos de estos estudios verificaron
las diferencias morfologicas y semioldgicas observadas entre las imagenes del animal vivo
y muerto para evaluar las variaciones de la infeccion pulmonar durante el transcurso de las

diferentes etapas de la investigacion (120).

Nuestra limitada experiencia en los modelos de experimentacion animal, especialmente en
los métodos quirargicos de extirpacion de los paquetes pulmonares de los minipigs, nos
condujo a realizar algunos cambios conceptuales en el analisis de las imagenes obtenidas
en el pre y procesado del procedimiento. En un principio, especulamos en explorar si la
distancia de cada micronddulo con el bronquio reconocible mas cercano podria ser un
indicador fiable para determinar la propagacion endobronquial de la infeccion tuberculosa.
Pensamos que la via aérea podria identificarse con claridad debido a la presencia del aire

residual intrabronquial.

En teoria, podiamos movilizar el aire dentro del arbol traqueobronquial mediante un
cambio de posicion del injerto (decubito supino vs decubito prono) con la consiguiente
movilizacion del aire intrabronquial que nos permitiria distinguir entre imagen tubular

bronquial o vascular en aquellas situaciones de dificil valoracion radioldgica.

Cuando preparamos la primera exploracion TC, pudimos comprobar que la extirpacion
previa de los 6rganos cardiovasculares habia propiciado la entrada de aire en el interior de
los vasos pulmonares. Si a este hecho, le afiadimos que las vias aéreas estaban inundadas
con formol, la suma de ambas incidencias, acrecentd la dificultad para individualizar las
estructuras broncovasculares de pequefio calibre. Estas dificultades técnicas no pudieron

ser corregidas con los cambios de posicién de los paquetes pulmonares.

Por estos motivos decidimos abandonar nuestra idea inicial y cambiamos este parametro
por la distancia méas corta entre el nodulo pulmonar y la pleura méas cercana, con el

objetivo de diferenciar entre lesiones centrales o periféricas.

La ausencia de aire pulmonar en el animal eutanasiado representa una importante dificultad
técnica en la evaluacion de las lesiones del parénguima pulmonar. Esta situacién
desencadena dos efectos negativos: la diferencia de densidades entre el aire de los
pulmones y las lesiones de mayor coeficiente de atenuacion (solidas o subsélidas) es el

fundamento fisico que nos permite detectar y caracterizar las lesiones pulmonares. La
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ausencia de esta interfase aire-solido, nos obligd a cambiar algunos parametros técnicos del

procesado y posprocesado de la presente tesis.

Los programas de deteccion automatica de nddulos pulmonares mediante sistemas CAD,
son una herramienta muy Util para la deteccion, caracterizacion y el analisis multifase de
los nddulos pulmonares. Son métodos precisos y rapidos que nos hubiesen sido de mucha
utilidad si no fuera porque la base tecnoldgica de estos sistemas radica en la diferencia
entre los valores de pixel del aire pulmonar (densidad negativa) y las lesiones de mayor

densidad. Obviamente, no pudimos utilizar estas herramientas en nuestro estudio.

Una importante limitacion técnica a considerar esta relacionada con los métodos de
medicién manuales utilizados. El tamafio milimétrico de las lesiones analizadas no nos
permitio utilizar métodos automaticos o semiautomaticos para calcular con precision el
volumen o el didmetro de las imagenes pulmonares. Estos programas dibujan el contorno
de la imagen a evaluar y en base a estos parametros, calculan su volumen y/o didametro.
Pero, cuando la lesién es muy pequefia, las iméagenes deben ajustarse manualmente con el

consiguiente error de precision.

El calculo manual del didmetro de todas las imagenes mediante la aplicacién de un DFOV
de 5.0 cm en todos los nédulos detectados esta sujeto a imprecisiones en el célculo de las
medidas e incrementa la variabilidad intra e interobservador. Este sesgo deberia ser
solucionado en el disefio de nuevos trabajos con métodos de trabajo similares. EI uso de

software mas potentes y precisos, evitaran este tipo de limitaciones tecnologicas.

La tecnologia de nuestro equipo TCMD de 64 detectores tiene algunas limitaciones de
resolucion espacial, especialmente en aquellas estructuras de tamafio inferior a 5

milimetros. No es eficaz en la deteccion de las lesiones submilimétricas.

Su limitada resolucion anatémica en este tipo de lesiones, no nos permite determinar la
arquitectura interna de estas estructuras de pequefio tamafio. Por este motivo, en nuestro
estudio no pudimos establecer patrones semiolégicos por TC para identificar las
caracteristicas estructurales de los granulomas pulmonares. En conclusion, podemos decir
que la TCMD detecta y localiza con precision las lesiones de nuestra tesis pero no permite
su correcta caracterizacion. En estudios posteriores deberia contemplarse la posibilidad de

usar equipos de mayor resolucion espacial para avanzar en este campo.
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5.10.1 Perspectivas

Algunos aspectos del método de trabajo utilizado en esta tesis merecen ser objeto de

estudios posteriores para mejorar algunos de sus puntos débiles.

La principal dificultad a considerar esté relacionada con las caracteristicas morfoldgicas de
las lesiones derivadas de la infeccion tuberculosa en un modelo de minipig. Todas las
imagenes consideradas como patoldgicas, requeririan de una tecnologia TCMD capaz de
proveer imagenes de calidad con algoritmos eficaces que dieran como resultado una gran

resolucion espacial y de densidad.

Seria aconsejable disefiar estudios prospectivos con equipos de mayor poder de resolucion
para evitar las limitaciones detectadas en esta tesis, derivadas fundamentalmente del
tamafo submilimétrico de los granulomas pulmonares. El incremento del poder de
resolucion de los equipos TCMD de alta gama, también podria informarnos con mayor
precision de aquellas lesiones cuyo tamafio esta por debajo de nuestro umbral de vision.

Es incuestionable que necesitamos equipos de TC con mejores prestaciones técnicas que

las utilizadas en nuestro trabajo, para corregir algunas de las debilidades detectadas.

Los artefactos derivados del tipo y vias de inoculacion del M. tuberculosis producen
alteraciones en la localizacion de la infeccion inicial tuberculosa y condicionan nuestra
comprension sobre la etiopatogenia de la diseminacion pulmonar de la infeccion
tuberculosa. Deberia explorase la via aerosol que, a opinién de algunos autores (115), es la
ruta de transmision natural y produce una infeccién pulmonar diseminada a diferencia de

las otras vias de inoculacion (intratraqueal, broncoscdpica, transtoracica, etc) utilizadas.

La uniformidad nosoldgica de todas las lesiones pulmonares analizadas en los 23 minipigs
infectados y la ausencia de signos clinicos derivados de la infeccién experimental, nos
transporta hacia la hipétesis de que las imagenes nodulares observadas forman parte del
espectro de la ITBL, si nos atenemos a las descripciones ampliamente difundidas en la

literatura.

No existen experiencias previas en la literatura de la TB experimental en las que se haya
utilizado nuestro método de trabajo basado en la valoracion conjunta, mediante TCMD vy
la histologia, de la infeccion pulmonar y el efecto protector de las vacunas centrado
exclusivamente en las caracteristicas individuales de cada una de las lesiones

diagnosticadas. Nuestra experiencia aporta un valor afiadido a los experimentos realizados
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hasta la fecha y puede abrir nuevas lineas de investigacion en este campo en los proximos

anos.

Deberia considerarse a corto-mediano plazo realizar estudios con TCMD a baja dosis en
pacientes humanos previamente seleccionados, siguiendo nuestro método de trabajo
basado en la caracterizacion individualizada de cada una de las lesiones, con el objetivo de
establecer patrones radioldgicos de la ITBL en humanos y sus cambios evolutivos

relacionados con el tratamiento farmacoldgico y/o con vacunas.

Los resultados del contaje y descripcion morfoldgica de las lesiones realizados en el marco
de este trabajo estan siendo usados por el grupo MOSIMBIO de la Universitat Politécnica
de Barcelona (UPC), en colaboracion con la UTE y nuestro grupo, con el fin de desarrollar
y publicar un modelo experimental in silico (matematico) que pueda explicar como se

desarrolla la enfermedad a partir de la ITBL.
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6. CONCLUSIONES

1- Los parametros técnicos del procesado y posprocesado del estudio, ajustados a las
caracteristicas volumétricas de los paquetes pulmonares, permiten realizar estudios TC
con criterios de calidad validos y reproducibles en la evaluacién de la TB pulmonar en un

modelo de minipig eutanasiado.

2- Las normas de seguridad formalizadas durante el procedimiento evitaron cualquier tipo
de riesgo bioldgico o de radiaciéon al personal sanitario y a los pacientes.

3- EI TCMD de 64 coronas es una herramienta muy util para la deteccion de las lesiones
producidas por el M. tuberculosis en un modelo experimental de minipig; ya que permite
identificar, cuantificar, caracterizar y situar en los tres planos del espacio todas las lesiones
descubiertas.

4- La morfologia de todas las lesiones detectadas por TCMD asociada a la ausencia de
signos clinicos derivados de la infeccion experimental durante todas las fases del estudio,
son compatibles con infeccion tuberculosa latente. La ausencia de hallazgos TC de TB
activa corrobora esta hipotesis.

5- El diametro de las lesiones es directamente proporcional a su densidad.

6- No existe relacion alguna entre el diametro y la densidad de las lesiones con su

localizacion.

7- La efectividad del efecto protector de las vacunas no parece estar relacionada con el

namero de imagenes patoldgicas encontradas ni con su localizacion.

8- El diametro medio de las lesiones tratadas es mayor que las del grupo control, debido a

su mayor rapidez de crecimiento.

9- El efecto terapéutico principal de los minipigs tratados con vacunas esta relacionado con

el incremento de la velocidad de calcificacion de las lesiones.

10- La TCMD es capaz de detectar granulomas en fases Il, 111 y 1V debido a su elevado
coeficiente de atenuacion. Detecta un mayor numero de lesiones con respecto al estudio
histopatoldgico, sin embargo, tiene poca resolucion anatomica para determinar la

arquitectura interna de cada una de ellas.

11- Un aspecto innovador en nuestra tesis es el andlisis densitométrico de las lesiones

con el proposito de distinguir entre granulomas simples o calcificados.
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12- La mineralizacion de los granulomas es un buen indicador de la respuesta favorable
frente a la infeccidn tuberculosa. En un futuro puede utilizarse este parametro para evaluar

la eficacia del efecto protector de las vacunas o antimicrobianos.

13- Los resultados de nuestra tesis sugieren que la TCMD es una herramienta diagndstica
apropiada para evaluar nuevas estrategias terapéuticas y profilacticas en otros modelos

experimentales animales o en humanos.
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