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RESUMEN

Objetivo: Identificar la infeccién por M. tuberculosis en pacientes
VIH mediante la determinacién del PPD y de un test de ELISA parala
deteccion de anticuerpos frente a antigeno A-60 de M. bovis.

Métodos: Se han estudiado 116 pacientes VVIH, clasificados de acuer-
do alos CDC. El estado de infeccion por M. tuberculosis se diagnostico
mediante el PPD (RT-23) y el estado de anergia fue estimado mediante
Multitest CMI (Multitext®). La presencia de anticuerpos circulantes del
tipo 1gG contra el antigeno A-60 fueron analizados por un método de
ELISA. El curso clinico de los pacientes fue andizados durante 24
meses.

Resultados: Se observé una serologia positiva (A-60) en el 52,58%
de los pacientes, coincidiendo con el 70,45% de los pacientes PPD (+)
(p<0,003). Esta observacion estadistica fue encontrada a analizar todos
los pacientes, y cuando se analizaban aguellos con >500 linfocitos CDA4.
El Multitext® fue positivo en e 11,11% de los pacientes PPD (-), todos
ellos sin anticuerpos frente a antigeno A-60. Sin embargo, e 42,2% de
los pacientes PPD y Multitext” (-) presentaban anticuerpos frente al anti-
geno A-60. El seguimiento de |os pacientes durante 24 meses permitié la
deteccion de 7 nuevos casos de tubercul osis pulmonar, 4 de ellos presen-
taban una serologia positiva para el antigeno A-60, y 4 fueron anérgicos.

Conclusiones: Los pacientes VIH con infeccién por M. tuberculosis
presentan anticuerpos circulantes frente a antigeno A-60 de M. boviscon
independencia de su estado de inmunidad. En los pacientes anérgicos, la
presencia de estos anticuerpos puede ser una herramienta (til para racio-
nalizar la profilaxis frente a M. tuberculosis. La seropositividad (A-60)
indica, a igual que el PPD un contacto previo con M. tuberculosis.

PALABRAS CLAVE: Antigeno A-60. VIH. Tuberculosis. Infeccion M.
tuberculosis. Anergia.

DETERMINATION OF ANTIBODIES AGAINST A-60 ANTIGEN FOR
DIAGNOSS OF M. TUBERCULOSIS INFECTION. AN USEFUL
TOOL FOR RATIONALIZING OF CHEMOPROPHYLAXIS IN HIV
PATIENTS

ABSTRACT

Objective: To identify M. tuberculosis infection in HIV patients by
use of PPD and an ELISA test detecting the presence of antibodies
against antigen A-60 of M. bovis.

Methods: 116 incoming HIV patients were classified according to
the CDC. The status of M. tuberculosis infection was probed with PPD
(RT-23) and the state of anergy was estimated by a Multitest CMI (Multi -
text®). The presence of circulating antibodies of the IgG class against
antigen A-60 was analysed by an ELISA. The clinical course of the
patients was followed for 24 month.

Results: A positive serology (A-60) was found in 52.58% of the
patients, coinciding with 70.45% of the positive PPD (p<0.003). This
statical observation was found when we studied all of the individuals,
and those with more than 500 CD4 lymphocytes. The Multitext® was
positive in 11.11% of the patients with PPD (-), all of them without anti -
bodies against A-60. However, 42.2% of the aptients who were PPD and
Multitext® (-), had circulating antibodies against A-60. The following up
of the patients during 24 months allowed the detection of 7 news cases of
pulmonary tuberculosis, 4 of them had a positive A-60 serology, and 4
were anergy.

Conclusions: HIV patients with M. tuberculosisinfection have circu -
lating antibodies against A-60 antigen of M. bovis with independence of
their immunity status. In anergic patients the presence of this antibodies
can be an useful tool for rationalizing the prophylaxis against M. tuber-
culosis. A seropositivity (A-60) indicates as well as does PPD a previous
contact with M. tuberculosis.

KEY WORDS: A-60 antigen. HIV. Tuberculosis. M. tuberculosis infec -
tion. Anergy.
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INTRODUCCION

Lainfeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), se consideraen laactualidad el principal factor de ries-
go para el desarrollo de tuberculosis (TB) (1,2). El problema
alcanzatal magnitud que el elevado nimero de personas coin-
fectadas por €l virus VIH y Mycobacterium tuberculosisen el
mundo ha determinado que se recomiende excluir lainfeccion
por € VIH en pacientes con TB activa, y valorar €l estado de
infeccion tuberculosa (1T) en pacientes infectados por e VIH
(1-4).

Dentro de las multiples estrategias que tenemos para rom-
per la cadena epidemioldgica de la IT y de la enfermedad
tuberculosa, la quimioprofilaxis antituberculosa (QP) se ha
mostrado eficaz paraevitar €l desarrollo de enfermedad tuber-
culosa (5).

A la hora de estudiar la IT la prueba de la tuberculina
(PPD) mediante la intradermorreaccion de Mantoux es €l
método més sensible y més barato para su diagndstico. El pro-
blema es que su sensibilidad disminuye en | os pacientes infec-
tados por VIH debido a su inmunosupresién celular (6-8). Por
este motivo, y porgue algunos investigadores han observado
un riesgo similar para e desarrollo de TB en los pacientes
PPD (+) que en los PPD (-) con anergia cuténea, la recomen-
dacién de QP se hace extensiva a todos |os grupos con una
elevada prevalencia de IT (4,9-12). Dado que la patogénesis
de la enfermedad tubercul osa indica que un alto porcentgje de
pacientes desarrolla TB por reactivacion de su IT, se hace
necesario conocer con exactitud agquellos pacientescon IT.

El propdsito de este trabagjo es identificar, dentro de los
pacientes infectados por € VIH, lalT mediante larealizacion
del PPD y de un test de ELISA que es capaz de detectar la
presencia de anticuerpos frente al antigeno A-60 de M. bovis
(A-60).

PACIENTESY METODO
PACIENTES

Entre el 1 de noviembre de 1995 y el 31 de octubre de
1996, hemos realizado un estudio prospectivo en los pacientes
infectados por € VIH atendidos en € Servicio de Medicina
Internay Enfermedades Infecciosas del Hospital de La Rioja
que acuden regularmente a las Consultas. El area sanitaria de
influencia comprende una poblacion de unos 65.000 habitan-
tes, ademés del Centro Penitenciario y de aquellos pacientes
infectados por el VIH que desean ser atendidos en nuestro
Servicio.

Se recogieron los siguientes datos de los pacientes. edad,
sexo, via de adquisicion de lainfeccion por € VIH, clasifica-
cién delos pacientes VIH segiin los CDC (13), QP previacon
isoniazida, historia previa de TB, desarrollo de TB durante el
periodo de seguimiento (24 meses) y cuantificacion del nime-
ro total de linfocitos y de linfocitos CD,. Los pacientes con
TB activa fueron excluidos del estudio.

METODO

Pruebas cutaneas. A todos los pacientes objeto del estu-
dio seles realizd estudio de tuberculina-PPD mediante la téc-

nica de Mantoux (2 unidades RT/PPD-23) y lectura a las 72
horas mediante la técnica de Sokal, segiin recomendacion del
Consenso Espariol (5). En aguellos que resultaban negativos
(didmetro transversal de induracion <5 mm), se procedi6 ala
administracion de un Multitext® (Multitest CMI, Rohne-Pou-
lenc Farma, SAE, Madrid) que determina la presencia de
inmunidad celular frente a diferentes antigenos (toxoide teta-
nico, toxoide diftérico, antigeno Streptococcus, tuberculina
vigja, glicerina[control], antigeno Candida albicans, antigeno
Trichophyton y antigeno Proteus). Para su administracion se
siguieron las recomendaciones de la casa comercial. Se consi-
deré como positiva la presencia de induracion > o igua a 2
mm en cualquiera de los puntos de inoculacién intradérmica
en lectura efectuada a las 48 horas. Para evitar errores de
interpretacion y lectura, la administracion de las pruebas
intradérmicas y su posterior lectura fue realizada siempre por
dos enfermeras de nuestro Servicio bien entrenadas y con
amplia experiencia en este campo. No se consideré la admi-
nistracién de otro PPD para evaluacion de efecto Booster dada
la escasa prevalencia en este colectivo del citado efecto
(8,14).

Investigacion de anticuerpos frente a M. tuberculosis. En
el mismo dia de realizacién de la prueba del PPD se procedio
ala extraccion mediante venopuncién 10 cc de sangre que fue
centrifugada para la separacion de suero y posterior congela
cién amenos 70°C. Posteriormente y una vez obtenidos todos
los sueros objetos del estudio se descongelaron y se investigd
la presencia de anticuerpos frente a M. tuberculosis mediante
una técnica de ELISA que investiga la presencia de anticuer-
pos frente el antigeno A-60 de M. bovis (Anda Biologicals,
Estrasburgo, Francia, distribuido en Espafia por Biosell)
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. Como
punto de discriminacion entre positivo y negativo se tomaron
las 100 U.I. que es @ nivel de anticuerpos que recomienda la
casa comercia paranifios e inmunodeprimidos.

Estadistica: La comparacion de proporciones se realiz
con la prueba del chi-cuadrado, excepto cuando alguno de los
efectivos esperados fue menor a cinco. En este caso, se
empled la prueba exacta de Fisher. La comparacion de medias
se realiz6 mediante la prueba t de Student, previa comproba
cion del supuesto de homogeneidad de varianzas. Todas las
pruebas fueron bilaterales, considerando que € resultado era
significativo cuando el riesgo alfafueinferior a 5%.

Los calculos se efectuaron con ayuda del programa infor-
matico SPSS para Windows, version 6.1.2.

RESULTADOS

En total se han estudiado 116 pacientes, 86 varones
(74,1%) y 30 mujeres (25,9%). Lamedia de edad fue de 32,54
afos (intervalo de 20 a 71). La principa practica de riesgo
para la infeccion por € VIH fue € uso de drogas por via
parenteral (UDVP) (81,9%), seguido de las practicas sexuales
(heterosexuales 14,7%, homosexuales 2,6% y bisexuales
0,9%).

La distribucién de los pacientes VIH segln las diferentes
categorias establecidas por los CDC fue lasiguiente: categoria
1 (> oigual a500 linfocitos CD,) 25,9%,; categoria 2 34,5%, y
categoria 3 (<200 linfocitos CD,) 39,6%. La mediade linfoci-
tos CD, fue de 339,09 (intervalo de 4 a 999). Se encontraban
en estadio de SIDA (clasificacion de los CDC) un 42,2% de
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los pacientes. De las diferentes afecciones definitorias de
SIDA, llama la atencion el ato porcentaje de TB (40,8%),
seguido de la candidiasis esofégica (24,5%), y de la neumonia
por P. carinii (22,4%).

Del total de la muestra, 44 (37,9%) presentaban un PPD
(+) (Tabla 1), disminuyendo su porcentaje de positividades a
medidaque lo hacialainmunidad celular. De acuerdo alacla
sificacion de los CDC, el 53% estaban en la categoria 1, €l
50% en la categoria 2 y el 17,4% en la categoria 3, siendo la
asociacién lineal altamente positiva (p<0,001) (Tabla I1)
(Figura 1). Sdlo 8 pacientes con un PPD (-) (11,11%) presen-
taban un Multitext’ positivo, y de éstos, ninguno presentaba
anticuerpos frente al A-60. Al comparar la cifra de linfocitos
CD, en pacientes con un PPD o Multitext” positivo, frente a
aquellos con ambas pruebas negativas, vemos como los pri-
meros presentan una media de 466,9 (DE 251,8) linfocitos
CD,, frente a los 233,6 (DE 218,3) CD, de los ultimos, con
una diferencia significativa (p<0,001). De los pacientes con
PPD y Multitext™ negativos, € 42,2% presentaba un A-60
positivo.

TABLA |

RELACION ENTRE EL TEST DE LA TUBERCULINA (PPD) Y LA
PRESENCIA DE ANTICUERPOS FRENTE AL ANTIGENO A-60

PPD (+) PPD (-)
A-60 (+) 31 (26,7%) 30 (25,9%)
A-60 (-) 13 (11,2%) 42 (36,2%)

” PPDyA-60 (+)
y - 7 A-60 (+)
. PPD(+)

499 a200 <200 CDA4
CD4

>500CD4

PPD(+) M A-60(+) B PPDyA-60(+)

Fig. 1. Porcentaje de pacientes con test de tuberculina (PPD) y anti-
cuerpos frente al antigeno A-60, segun el nimero de linfocitos
CD4.

En el total de nuestros pacientes observamos que €
52,58% presentaban una serologia (anticuerpos frente a A-
60) positiva, coincidiendo con un PPD (+) en € 70,45%, con
unaasociacion lineal altamente significativa p<0,003. La pro-
babilidad medida mediante la Odds Ratio (OR) de que un
paciente con un PPD (+) presente anticuerpos frente al A-60
es de un 3,34. Esta asociacion estadistica se mantiene cuando
estudiamos los pacientes infectados por el VIH del estadio 1
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TABLA I

RELACION ENTRE EL TEST DE LA TUBERCULINA (PPD) Y LA
PRESENCIA DE ANTICUERPOS FRENTE AL ANTIGENO A-60,
SEGUN EL NUMERO DE LINFOCITOS CD,

>500CD,  499a200CD, <200 CD,

PPD (+) 16 (53,3%) 20 (50%) 8 (17,4%)
6 14 (46,6%) 20 (50%) 38 (82,6%)
A-60 (+) 17 (56,7%) 22 (55%) 22 (47,8%)
) 13 (43,3%) 18 (45%) 24 (52,2%)
PPDyA-60 (+) 12 (57,1%) 14 (53,8%) 5 (19,2%)
() 9(42,8%)  12(462%) 21 (80,8%)

(OR 5,4; Intervalo de Confianza del 95% [IC95%] de 1,2 a
26,05), no asi en los pacientes con mayor deterioro inmunol 6-
gico en los que no encontramos asociacion estadistica; grupo
2 (OR 3,5; 1C95% de 0,95 a 12,97) y grupo 3 (OR 2,06;
1C95% de 0,43 a9,87).

Del total de los pacientes con anticuerpos frente a antige-
no A-60, un 15,38% presentaba cifras >300 U.l., y de ellos €
50% habian presentado con anterioridad tuberculosis o la han
desarrollado durante el seguimiento.

Durante los 24 meses de seguimiento, 7 pacientes han
desarrollado TB pulmonar (6,03%). De los 7 pacientes, 4 pre-
sentaban una serologia positiva frente al A-60, y otros 4 eran
anérgicos.

DISCUSION

Como se ha comentado en la introduccién, no existe una
prueba sensible y especifica parala investigacion de laIT en
e paciente inmunodeprimido por € virus VIH. Asi, en dife-
rentes trabajos se demuestra que la sensibilidad del PPD dis-
minuye a medida que lo hace el nimero de linfocitos CD,; asl,
seglin diferentes autores, el grado de anergia oscila entre €
25%y € 75% (6-8,15,16). En nuestro estudio, y como era de
esperar, también hemos observado un aumento del nimero de
pacientes con un PPD (-) amedida de que disminuye el nime-
ro de linfocitos CD, (p<0,001). Asi, en los pacientes con <200
linfocitos CD, el porcentgje de pacientes con IT puesto de
manifiesto mediante el PPD fue del 17,4% frente al 53,3% de
los pacientes con >500 linfocitos CD,,.

Aunque €l objetivo principal del presente trabajo no era
evaluar la utilidad del PPD en ladeteccién delalT, no quere-
mos pasar por ato el elevado porcentaje de pacientes con PPD
(+) (39,8%) que presenta nuestra cohorte, muy superior al
encontrado por otros autores en Espafia (8,9). Posiblemente
este alto porcentaje se debe a que la mayor parte de nuestros
pacientes (81,9%) son o han sido UDVP, colectivo en el que
se ha encontrado una mayor prevalenciade IT (7,9,16). Ade-
mas nuestro Hospital atiende la zona menos favorecida desde
e punto de vista social y econémico de la Rioja, asi como la
cércel.

Desde hace afios, y dada la dificultad del diagnostico de la
enfermedad tuberculosa en determinadas circunstancias y
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colectivos, se estan buscando pruebas de diagndstico répido
para la deteccion de enfermedad tuberculosa (17). Entre ellas
la determinacion de anticuerpos frente a A-60 extraido del
citoplasma de M. bovis ha suscitado la realizacion de numero-
sos trabajos, que podrian resumirse en que la técnica resulta
especifica, pero escasamente sensible (18-23). Existen en la
literatura muy pocos trabajos que se hayan marcado como
objetivo relacionar la T con la presencia de anticuerpos fren-
te a A-60. Algunos autores no encuentran relacién entre la
mismay la positividad de lalgG o IgM frente al A-60, recha
zando su uso en el diagnéstico delalT (20,24,25). Por contra,
Saz y Ladrén de Guevara (26) han demostrado una correla-
cién entre los PPD (+) y la respuesta a IgG frente al A-60,
deduciendo unarelacion directa entre ambas.

Uno de los problemas que suscita la técnica es la determi-
nacion del umbral o punto de corte que se debe tomar para
considerar que la presencia de anticuerpos frente al A-60 es
indicativa de enfermedad y/o de infeccién. En nuestro trabajo,
dado que la poblacion estudiada estéd inmunodeprimida y de
que tratédbamos de identificar lal T y no laenfermedad, decidi-
mos tomar como valor de referencialas 100 U.I. Paraello nos
hemos apoyado en las recomendaciones de la casa comercial
y en los trabgjos de Queral y colaboradores (24), quienes para
el diagnostico de enfermedad tuberculosa con 100 U.l. logra-
ban una sensibilidad del 57%, inferior a la encontrada por
nosotros (70,5%), y una especificidad del 91% claramente
superior a la encontrada en nuestro trabajo (58,3%). Asi, en
nuestra experiencia la determinacion de anticuerpos frente al
A-60 tiene escaso valor como técnica de diagndstico de enfer-
medad tuberculosa, no asi para €l diagnéstico de IT. No obs
tante uno de los problemas del antigeno A-60 es que se
encuentra en todas las micobacterias, y presenta reacciones
cruzadas con otros microorganismos, incluyendo Nocardia
spp., Corynebacterium spp. y Leishaminias (24,27), que se
han sido excluidas razonablemente en nuestros pacientes.

Como se ha expuesto en los resultados, € 52,58% de todos
nuestros paci entes presentaban una serologia positivafrente a
A-60, lo que coincidia con un PPD (+) en el 70,45% (p<0,003
y OR 3,34). Este resultado, que confirma los trabajos de Saz y
Ladrén de Guevara (26) ofrece un paralelismo aceptable entre
las dos técnicas para el diagnéstico de I T. Estos datos se man-
tienen cuando estudiamos la globalidad de la muestray en los
individuos con >500 linfocitos CD,, no asi en los pacientes
con mayor deterioro inmunolégico. Con €l uso conjunto del
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PPD y del antigeno A-60 en los pacientes mas inmunodepri-
midos (<200 linfocitos CD,) encontramos que un 19,2% pre-
sentan positividad en ambas técnicas.

En los 24 meses de seguimiento, 7 pacientes desarrollaron
una TB pulmonar, de ellos 4 presentaban una serol ogia positi-
va frente a antigeno A-60. Asimismo, 4 eran anérgicos, sos-
pechando que esta enfermedad pudo ser debida a una infec-
cién reciente y no a unareactivacion.

Finamente, nos Ilama la atencion la limitada rentabilidad
de la realizacion de un Multitext®, para conocer €l estado de
anergia en los pacientes con un PPD (-), y asi racionalizar la
decision de ofertar QP. Solo el 11,11% de los pacientes con
PPD (-) resultaban positivos para esta técnica, y todos ellos
presentaban negatividad en la medicién de anticuerpos frente
al A-60, por lo que podria resultar més barato y mas racional
la determinacién de anticuerpos frente al A-60, que lareadiza-
cion de esta prueba cara 'y en ocasiones dificil de interpreta-
cion.

Como conclusién y ante estos resultados, podriamos &fir-
mar que en pacientes anérgicos, un modo de racionaizar la
QP frente a M. tuberculosis es la realizacion de una determi-
nacion de lalgG frente a antigeno A-60 de M. bovis. Su posi-
tividad indica, a igual que un PPD (+), al menos un contacto
previo con M. tuberculosis que hay que valorar a la hora de
instaurar una QP. El seguimiento de estos pacientes en el
tiempo puede aportarnos mas datos, si bien como ya se ha
sefiaado, de los 7 pacientes que han desarrollado TB pulmo-
nar en el seguimiento de 24 meses, 4 de ellos presentaban una
serologia positiva frente a A-60. Ademés, de éstos, 4 eran
anérgicos. No obstante cabe esperar, que con la instauracion
de los nuevos tratamientos antiretrovirales (terapia HAART,
etc.) pueda cambiar sustancialmente la historia natural de la
infeccion por €l VIH, y como tal de la tuberculosis en este
colectivo.
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