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La prueba cutanea de hipersensibilidad
aplicada en un parche. Nueva herramienta en
el diagnéstico de la tuberculosis

Mauricio A Trujillo-Roldén,* Clara Espitia*

RESUMEN. Un tercio de la poblacién mundial esta infectada de manera latente con tuberculosis (IB) y se estima
que una de cada diez personas infectadas desarrollaran la enfermedad activa en algin momento de su vida, con una
ocurrencia de muerte aproximada al 7%. Estos nimeros plantean un reto para el diagnéstico y control de la enferme-
dad. La complejidad de esta tarea aumenta cuando se debe diferenciar entre los pacientes con TB activa de aquellos
que estan infectados. Entre los métodos de diagndstico mas utilizados actualmente, estan la prueba cutanea de la tu-
berculina (PPD), baciloscopia directa, PCR de fluidos corporales y secreciones y cultivo, pruebas que tienen limitacio-
nes. Para un diagnostico certero, estas pruebas deberan realizarse en conjunto, con los costos y tiempo que esto re-
quiere. En esta revision, se presenta la evolucién del diagnéstico, basado en la capacidad de respuesta celular de los
individuos, que se inicia con la utilizacion de mezclas complejas de antigenos micobacterianos (propuesta por Robert
Koch), hasta la introduccién de proteinas especificas utilizadas para la medicién de la respuesta celular #wino, o direc-
tamente en el paciente, aplicada en un parche cutineo. Tal es el caso de la proteina MPT-64, cuyo potencial diagnésti-
co en la diferenciacion de personas infectadas con TB latente y TB activa ha permitido que actualmente esté en fase III
de evaluacién con la posibilidad de que su uso sea aprobado por la FDA en este mismo afio.
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ABSTRACT. A third of the world population is latent infected with tuberculosis (TB), and it is estimated that one in
ten people infected, will develop active disease at some point in their life, with a death occurrence of approximately 7%.
These numbers propose the challenge for new diagnosis and disease control. The complexity of this task increases when it
has to be differentiated between patients with active TB who are infected. Among the most commonly used diagnostic
methods are the tuberculin skin test (PPD), direct smear, PCR from body fluids and secretions and culture tests, all of
these have limitations. For an accurate diagnosis they must be conducted in conjunction with the implied requirements
of cost and time. In this review, we present the evolution of the diagnosis, based on the capacity of cellular response of
individuals, starting with the use of complex mixtures of mycobacterial antigens (proposed by Robert Koch), until the
introduction of specific proteins used for measurement of cellular response #uiro or directly in the patient, applied in a
skin patch. Such is the case of MPT-64, whose potential in the diagnosis is based in the differentiation latent TB infec-
tion and active TB. This patch is currently in phase IIl with the possibility of FDA approval in this year.

Key words: Tuberculosis, TB skin test, MPT-64.
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mundo, un niimero mayor a los 9.24 millones regis-
trados en 2006, con mayores incidencias en India,
China, Indonesia, Nigeria y Sudafrica. De estos nue-
vOs casos se reporta que aproximadamente el 15%
son VIH positivos.! En México, la incidencia repor-
tada fue de 51,481 casos en 1990 y en 2007 de
21,283 en todas las formas de TB, con 1,017 casos
HIV positivos. Estas cifras muestran que hubo una
disminucion de 61 a 20 casos por cada 100,000 habi-
tantes en 17 afios, muy por debajo de los 139 casos
por cada 100,000 habitantes de incidencia mundial.!
Sin embargo, se sabe que un tercio de la poblacion
mundial esta infectada de manera latente con TB, y se
estima que una de cada 10 personas infectadas de
manera latente desarrollaran la enfermedad activa en
algin momento de su vida con una ocurrencia de
muerte aproximada al 7%.? Por otra parte, el incre-
mento de la epidemia de HIV incrementara de ma-
nera importante el paso de TB latente a TB activa.’*
Un diagnostico rapido y oportuno para detectar la
TB activa es absolutamente indispensable, a fin de
controlar la propagacion de la infeccion.*” Desafor-
tunadamente, el diagnéstico de la TB es un proceso
largo y complejo que requiere al menos seis 0 mas
métodos diagndsticos en combinacion para llegar a
un resultado confiable.’ El método mas usado para
la identificacién de TB activa es de microscopia de
bacilos acido-resistentes de expectoracion (bacilosco-
pia o AFB, por sus siglas en inglés), de micobacterias
provenientes del esputo.®!? Sin embargo, este méto-
do tiene varias limitaciones: no diferencia entre espe-
cies de micobacterias y puesto que todas son acido-
alcohol resistentes se requiere de un niimero minimo
de bacilos (mayor a 10%) en la muestra inicial y Gnica-
mente detecta TB pulmonar.'®? El estandar de oro
es el cultivo de los bacilos proveniente de expectora-
ciones en medio de Lowenstein-Jensen, por su alta
especificidad (> 60% de los pacientes). Sin embargo
el lento crecimiento de Mtb (30 a 90 dias) bajo con-
diciones estrictas de laboratorio, no hace de éste un
método diagnéstico rapido. >

El test cutaneo de intradermorreaccion es otra
ayuda diagnoéstica para detectar la infeccion tubercu-
losa mediante la utilizacién del PPD (derivado protei-
co purificado). De éste hay dos versiones: la prueba
de Heaf que utiliza seis pequeiias agujas que introdu-
cen una solucién conteniendo el PPD en las capas su-

perficiales de la piel con resultados entre 3 y 7 dias, y
la prueba de Mantoux que inyecta una pequefia canti-
dad de PPD de forma intradérmica con una sola
aguja, con resultados en 48 horas. En ambos casos, el
enrojecimiento de la piel con una inflamacion supe-
rior a un tamafio especifico se considera positiva.>!>1
Sin embargo, siendo el PPD una mezcla compleja no
definida de proteinas no permite distinguir entre enfer-
medad activa y TB latente. Asi mismo, algunos indivi-
duos vacunados con BGC o expuestos a micobacte-
rias del medio ambiente pueden dar positivos a la
prueba.!®V Estos problemas hacen que el diagnéstico
basado en PPD sea de dificil interpretacion.

El analisis de la secuencia del genoma de MTB®y
otras micobacterias permitié la identificacién de los
antigenos micobacterianos presentes exclusivamente
en MTB y no en otras micobacterias.”?' Tal es el
caso de las proteinas CFP10 y ESAT6 cuyos genes
no estan presentes en la cepa vacunal BCG.?% Asi
mismo, se pudo establecer que éstas y otras proteinas
son inductoras de la respuesta celular.??*? Esto per-
miti6 que se desarrollaran pruebas diagnésticas basa-
das en la capacidad de estos antigenos para inducir la
proliferacion de linfocitos provenientes de individuos
expuestos a la micobacteria con la consecuente induc-
cion de interferon gamma, el cual es medido en un
ensayo inmuno-enzimatico.**! Es asi como en 2001,
se introdujo la prueba de QuantiFERON"-TB prue-
ba (QFT), fabricada por Cellestis Limited, Australia
(wwwdlestiscom), 1a cual fue aprobada por la Food and
Drug Administration (FDA), como un método diag-
nostico para la deteccion de la infeccion por Mtb la-
tente.”? Esta prueba requiere de la toma de una
muestra de sangre que es incubada con péptidos sin-
téticos derivados de las proteinas ESAT-6 y CFP-10
de Mtb. Después de 16 a 24 h, se mide la cantidad
de interferon gamma.” Desafortunadamente, este
método no permite diferenciar entre una enfermedad
activa y una infeccion tuberculosa. La TB dnicamente
se confirma por medio de evaluaciones clinicas y
pruebas complementarias (como radiografia de to6-
rax, baciloscopia de esputo y cultivos).

Los parches diagnésticos y la MPT-64

Las pruebas epicutaneas o los parches diagnésticos
para tuberculosis activa (PTAT por sus siglas en in-
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glés) prometen ser una tecnologia que provee alta
sensibilidad y especificidad en la identificacion de in-
dividuos con tuberculosis activa e infecciosa.***%
Ademas, es un método facil de implementar en pai-
ses en vias de desarrollo, ya que al igual que el PPD,
es una prueba que no necesita de procedimientos in-
vasivos como la toma de muestras o el procesamien-
to en laboratorio y el resultado es facil de percibir, ya
que la formacién de un eritema o vesiculacion es sufi-
ciente para determinar el resultado como positivo.***
El parche diagnéstico conteniendo el antigeno elegi-
do es adherido al brazo del individuo y al igual que
el PPD se mide la reaccién cutanea. Esta metodolo-
gia ha sido propuesta para ser utilizada con una Gnica
proteina de M. tuberculosis, que es la MPT-64 (Gen-
Bank Rv1980c, en la cepa H37Rv) ya que algunos es-
tudios demuestran que ésta se produce inicamente
en la etapa activa de replicacion de Mtb.** La MPT-
64 y su homologa para ciertas cepas de M. bouis BCG
fue reportada por primera vez en 1986 como la
proteina MPB-64.° MPB-64/MPT-64 es una pro-
teina de 228 aminoacidos altamente inmunogénica,
y es de las mas abundantemente secretadas al medio
en cultivos replicativos de M. bovis y M. tuberculosis.*
Una de las ventajas de utilizar la MPB64 es el alto
nivel de especificidad observado en las pruebas ba-
sadas en esta proteina, debido a que la expresion de
la misma esta disminuida en estados de latencia;*! au-
nado a esto, el gen que codifica para esta proteina
fue eliminado durante la atenuacion de casi todas las
cepas comercialmente disponibles de la vacuna
BCG, siendo la BGC-Tokio una de las pocas cepas
de la vacuna de BGC que contiene el gen que pro-
duce MPB-64.%04

Una vez aislado el gen codificante para MPB-64
se obtuvieron cepas recombinantes productoras de
la proteina (rMPB-64) en Escherichia coli** y en M.
smegmatis.*** Sin embargo, los rendimientos de pro-
duccidn obtenidos fueron muy bajos y no hacian de
esta proteina comercialmente viable. Ademas, los
primeros ensayos clinicos se realizaron usando las
proteinas recombinantes y MPB-64 obtenida de
BGC-Tokio.** Se llevaron a cabo nuevos estudios
y finalmente se logré obtener una cepa de E. coli
que de manera heterdloga produce altas concentra-
ciones de la proteina y con la posibilidad de purifi-
cacion de nivel superior al 98%. Ademas, se desa-

rroll6 la tecnologia necesaria para ser producida
bajo buenas practicas de manufactura (BPM) en la
industria farmacéutica.*

Utilizando la proteina recombinante (rMPB-64) de
E. coli* se hicieron varios estudios clinicos con pa-
cientes de clinicas de Filipinas.*** En la primera prue-
ba clinica se utilizaron 53 pacientes con TB activa
(confirmada por pruebas en esputo, rayos X y cua-
dro clinico) y 43 controles sanos pero PPD-positi-
vos. Los resultados mostraron que 52 pacientes pre-
sentaron una reaccion positiva al parche conteniendo
rMBP64 (de los 53 totales), mientras que todos los
controles sanos PPD-positivos dieron negativo al
parche (98.1% de sensibilidad y 100% de especifici-
dad).” En un segundo estudio, también en Manila se
aplico el parche a 62 pacientes, 49 de los cuales die-
ron positivo en pruebas basadas en su esputo y 13
de estos pacientes TB activos terminaron los 7-8 me-
ses de tratamiento a quimioterapia. Ademas se utiliza-
ron 28 personas positivas a PPD pero no TB acti-
vas,”* quienes nuevamente dieron negativas al parche
conteniendo rMPB-64. De esta primera prueba el
parche demostré una sensibilidad del 87.8%, eficacia
de 92.9% y especificidad del 100%. De aquellos pa-
cientes que completaron la quimioterapia antes de 4
meses de tratamiento, el resultado fue positivo para
todos; al quinto mes de tratamiento la mitad de ellos
alin era positiva para el parche y para aquellos que
terminaron el tratamiento entre 7 y 8 meses, el resul-
tado fue negativo.’** Al comparar tiempos de res-
puesta, necesidad de tomar muestra, manejo de la
muestra, sensibilidad y especificidad y costos, el par-
che parece tener mas ventajas que desventajas sobre
los otros métodos diagnosticos usados cotidiana-
mente (Cuadro I).

La compafiia Sequella Inc. (www.sequella.com)
fundada en 1997 por Carol Nacy, y con tinicamente
17 empleados, recibié un apoyo del Instituto de Sa-
lud de Estados Unidos (NIH), para que con la cola-
boracién de la Organizacién Mundial de la Salud, se
desarrollara un parche diagnéstico, conteniendo
rMPT-64.7 En este momento se estan llevando a
cabo las Gltimas pruebas de fase III y se espera que
este parche esté en el mercado para mediados o fina-
les de 2009.® En el tiempo de la realizacién de las
pruebas clinicas Sequella ha mejorado la presentacion
del parche y ahora estan en la tercera generacion.” En
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Cuadro I. Comparacién de algunos de los métodos diagndsticos mas utilizados y su comparacion con el parche

conteniendo rMPB-64. (Modificado de Sequella Inc.”).

Tipo de
infeccion ~ Tomade Meétodo de
Prueba detectada  muestra  administracién
PPD-Mantoux Latente  No necesaria Aguja
QuantiFERON” Gold ~ Latente Sangre Tubo de
total muestreo
Baciloscopia por AFB  Activa Esputo Tubo de
muestreo
Cultivo por AFB Activa Esputo Tubo de
muestreo
Técnicas moleculares ~ Activa  Sangre total Tubo de
(PCR) 0 esputo muestreo
Parche-rMPB-64 Activa  Nonecesaria  No invasiva

la primera generacion era necesario tomar la solucién
de la proteina rtMPT-64 y aplicarla en el parche al
momento de pegarla al brazo del individuo. En la se-
gunda generacion la proteina pudo ser incorporada
al parche en un gel adhesivo y en la tercera genera-
cion la prueba consta de un parche dividido en dos
partes: una que contiene a la rMPT-64 y la otra PPD
que permitira detectar TB activa y TB latente en el
mismo parche diagnostico.”

En la figura 1 se presenta un resumen de los resulta-
dos de las pruebas clinicas reportadas hasta el momen-
to, publicadas por Nakamura®* y en la pagina elec-
tronica de Sequella Inc.”” Al hacer un promedio de los
resultados hasta ahora reportados,**> de forma inde-
pendiente a la region o grupo en el que fue realizado, se
obtiene una sensibilidad de 87.5% y una especificidad
del 100%. Estos resultados son muy prometedores,
aunque sera necesario llevar analisis clinicos pivote en
cada zona geografica para determinar la sensibilidad y
especificidad en cada region o pais.

Perspectivas

Este método diagnostico, especifico y no invasivo
promete ser de gran utilidad en la lucha por el control
de la tuberculosis. Sin embargo, atin queda un largo
camino por recorrer; sera necesario determinar la utili-
dad de estos parches en poblacion abierta de diferen-
tes areas geograficas, en personas inmunocomprome-
tidas, o en individuos con enfermedades que estan
bajo tratamientos anti-TNF o interferones para artritis

114

Tiempo de
Cuidadosen  respuesta ~ Costo  Sensi-  Especi-
el manejo (dias)  relativo bilidad ficidad
No necesaria 2-3 Medio  Baja Baja
Minimizar el 1 Alto Alta Alta
manejo de sangre
Procesamiento 3-7 Medio Media Media
de laboratorio
Procesamiento > 30 Alto Alta Alta
de laboratorio
Procesamiento 1 Alto Alta Alta
de laboratorio
No necesaria >3 Bajo Alta Alta
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Figura 1. Comparacion de los resultados de las pruebas clinicas
llevadas hasta el momento con la prueba epicutanea (o de par-
che) rMBP64.

reumatoide, enfermedad de Crohn, psoriasis y Espon-
dilitis anquilosante, principalmente. También, podrian
evaluarse diferentes proteinas inmunogénicas de Mtb
producidas de manera recombinante.

Como se puede ver en la figura 1 la mayoria de los
estudios se han llevado en las Filipinas con resultados
prometedores. Sin embargo, aquellos estudios pivote
en Africa presentaron menor sensibilidad de la prue-
ba, lo que demuestra que esta prueba da resultados
diferentes en diversas comunidades. En Pert, Sequella
Inc. y la Universidad Peruana Cayetano Heredia estan
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terminando pruebas clinicas sobre 600 personas. En
México, por su parte, deberan llevarse al menos estu-

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

dios pivote de Fase III para corroborar la factibili-
dad de utilizar este método diagnostico.
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