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Resumen

En la actualidad la tuberculosis (TB) continda como un
problema importante de salud publica en muchos paises,
incluyendo Meéxico, donde anualmente se presentan
alrededor de 20 mil casos nuevos y 2 mil muertes a
causa de esta enfermedad. En nuestro pais, el riesgo de
contraer TB debido al VIH es sélo del 2%, comparado
con 25% en los casos de personas con diabetes en el
sureste del pais y noreste de la Reptiblica. Merced a que
aun existen oportunidades para mejorar el diagndstico
de la tuberculosis en lo general, y donde los métodos
disponibles hoy en dia varfan ain mas en eficacia de
deteccion en pacientes con diabetes mellitus, en el Centro
de Investigacién y Asistencia en Tecnologia y disefio
del Estado de Jalisco, A.C. (CIATE]) realizaremos la
busqueda y validacion de compuestos derivados de la
bacteria, buscando las mejor reconocidas por personas
con diabetes mellitus, para luego definir su utilidad en la
deteccion temprana de TB en estos pacientes (uso como
biomarcadores), idealmente antes de manifestar cualquier
complicacion y evaluar la aplicacion de terapia preventiva
en los mismos.
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Introduccion

En la actualidad la tuberculosis (TB) es un problema
importante de salud publica en muchos paises, incluyendo
México. Es la enfermedad de origen bacteriano con mayor
indice de mortalidad (1.8 millones de personas mueren al
afio por tuberculosis) a nivel mundial. La TB en un 80%
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Abstract

Nowadays, tuberculosis (TB) still remains an important
public health problem in many countries, including
Mexico, where annually about 20,000 new cases and
2,000 deaths from this disease are presented. In our
country, the risk of getting TB because of HIV infection
is only 2%, compared to 25% in cases of people with
diabetes, found both in the southeast and northeast
of the Republic. Because of the fact that there are
opportunities to improve effective screening and
diagnosis of tuberculosis in general, and where the
methods available today vary even more in patients
with diabetes mellitus, in the Centro de Investigacién y
Asistencia en Tecnologia y disefio del Estado de Jalisco,
A.C. (CIATE]). we will seek for and validate compounds
derived from the bacteria, looking for the best ones that
are recognized by people with diabetes mellitus, and
then define the usefulness of these bacterial derived
molecules, in the early detection of TB in these patients
(use them as biomarkers), ideally before manifesting
any complications and evaluate the implementation of
preventive therapy in them.

Keywords: Tuberculosis, diabetes mellitus, biomarkers,
early detection

de los casos se presenta como una infecciéon pulmonar
con grado variable de dafios, lo que depende tanto del
microorganismo en si, como del estado del sistema
inmune, el cual se modifica en diversos padecimientos,
incluyendo la diabetes mellitus. En México, anualmente
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se presentan alrededor de 20 mil casos nuevos y 2 mil
muertes a causa de esta enfermedad.’

Es bien conocido que la combinacién de la infeccion por el
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) con la TB
es letal, pues se incrementa el riesgo de complicaciones en
tratamiento y de efectos nocivos derivados del mismo. No
obstante lo anterior, en México, el riesgo de contraer TB
debido al VIH es sélo del 2%, comparado con 25% en los
casos de personas con diabetes en el sureste del pais,” asi
como también en el noreste.* Por otro lado, segtin datos
de la Federacién Internacional de Diabetes, la prevalencia
global de esta enfermedad alcanzé 382 millones en 2013
y se predice llegue a 592 millones para 2035.* Se ha
observado que la TB parece agravar la DM,>® requiriendo
en el caso de padecer la enfermedad mas dosis de insulina
que las que utilizan habitualmente, debido a que al ser la
TB un estado de inflamacion crénica,” puede exacerbar
la hiperglucemia o favorecer su aparicion. La asociacion
TB y DM prolonga el tiempo de la baciloscopia positiva
y produce un retraso en la negativizaciéon de los cultivos
de micobacterias, lo que implica un mayor tiempo
de transmision en la comunidad. Ademas, la tasa de
fracaso del tratamiento antituberculoso es mas alta en los
pacientes diabéticos que en los no diabéticos y la duracién
del tratamiento para la TB es mds larga en los pacientes
con diabetes.® Por ello, es necesario seguir una serie de
recomendaciones para la busqueda de nuevos casos y
monitoreo de los ya existentes a través de un diagndstico
oportuno que permita el tratamiento adecuado y
disminuya la propagacién de la tuberculosis y les dé una
mejor calidad de vida a los pacientes en co-morbilidad TB
y DM. En México, las pautas para la prevencion, control
y monitoreo de la TB, incluyendo los casos asociados con
DM, se encuentran contenidos en las NOM-006, NOM-
015 y NOM-017 de la SSA, que recomiendan la revision
de diabéticos con sintomas respiratorios por si hubiera
tuberculosis, en donde se considera el uso del cultivo
como si se tratara tanto de tuberculosis pulmonar como
de extra pulmonar, asi como prueba de susceptibilidad
a farmacos, y en los enfermos con tuberculosis, buscar
diabetes, para prevenir complicaciones.’!!

En atencion a las cifras ya planteadas, y tomando como
antecedente directo que en poblacién de San Francisco,
California, EUA, una prueba diagndstica de uso frecuente
en investigacion y regular en algunos hospitales (prueba
de Quantiferon®), fue menos capaz de detectar la TB en
pacientes con diabetes mellitus, en casos de ausencia
de deteccion del bacilo en secreciones.”? En CIATE]
realizaremos la busqueda y validacién de compuestos
derivados de la bacteria, que en su conjunto sean mejor

reconocidas por personas con diabetes mellitus, para
luego definir su utilidad en la deteccion temprana de
TB en estos pacientes (biomarcadores), idealmente
antes de manifestar cualquier complicacion y evaluar
la aplicaciéon de terapia preventiva en los mismos.
Para ello usaremos sueros humanos procedentes de
diferentes grupos: (a) voluntarios sanos, (b) pacientes con
tuberculosis, (c) pacientes diabéticos con prueba negativa
de ensayo Quantiferon-Gold, y (d) pacientes diabéticos
con resultado positivo de la prueba Quantiferon-Gold.
En todos los casos, el protocolo serd avalado por un
comité de ética hospitalaria, realizado como un estudio
transversal, observacional de casos y controles, conforme
a la Declaracion de Helsinky, el articulo 100 de la Ley
General de Salud y en los articulos 13 al 18, 20 al 22 y
113 a 120 Reglamento de la Ley General de la Salud en
Materia de Investigacion para la Salud en relacién con
la ética en la investigacion. Los datos recabados por
parte de los pacientes serdn protegidos y clasificados
como confidenciales, por otra parte los resultados que se
generen consistiran de datos agregados, por lo que no se
mostraran resultados de personas individuales.

Estrategia de busqueda de biomarcadores. Se realizard
la técnica de NAPPA" (Nucleic Acid Programable Protein
Array, por sus siglas en inglés), que consiste brevemente
en un sistema de expresion y captura de proteinas in situ
donde las proteinas etiquetadas en su extremo C-terminal
son expresadas utilizando un sistema de expresion in vitro
y eficientemente capturadas/purificadas por anticuerpos
anti-etiqueta co-impresos, que luego usa sueros de
pacientes de diferentes grupos para detectar proteinas
reconocidas especificamente por alguno de tales grupos.
La adquisicion de la imagen se realiza con escaner laser
ajustado a 532 nm de excitacién, 575 nm emisiéon PMT-
gain 90 a 140 y se realizan rondas sucesivas para verificar el
reconocimiento como verdadero positivo. La expresion de
varias proteinas en una sola matriz, hace posible probar la
funcién de diferentes proteinas simultaneamente, ademas,
permite obtener cantidades similares de proteinas, lo que
potencialmente permitiria identificar antigenos presentes
en bajos niveles, o antigenos con una vida media corta,
caracteristica que ha sido aplicada en la deteccion
de otros patégenos.” Ademads, permite el analisis de
muestras sumamente complejas, como ha sido el caso de
la determinacion del perfil inmunolédgico a) del cancer
asociado a papilomavirus humano," o identificacion de
proteinas sujetas a cambios postraduccionales via AMP
(adenilacién) promovida por patdgenos.*®

Analisis estadistico. Se evaluara la sensibilidad vy
especificidad de los biomarcadores, distribuidos en spots
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de 3 cada uno, para grupos de 50 muestras de suero de cada
uno de los grupos antes indicados, se validardn por ELISA
los mejores biomarcadores para determinar la sensibilidad
y especificidad de deteccion de cada candidato, indicando
intervalos de confianza al 95%. Finalmente, se compararan
la especificidad y sensibilidad de los mejores biomarcadores
encontrados con las del Quantiferon®, indicando los
valores de p (tests chi cuadrado y McNemar). Para evaluar
la capacidad predictiva de los biomarcadores, se realizara
un analisis de regresion logistica binomial, considerando el
género en los resultados, esto atendiendo que es conocido
que en seres humanos hay una proporcién cercana a 2:1
en hombres:mujeres para sufrir tuberculosis, mientras
que mujeres diabéticas suelen presentar menor calidad y
esperanza de vida que los hombres con este padecimiento.
Los célculos se realizaran para cada uno de los grupos
estudiados, utilizando el paquete glm en R. El ajuste se hara
dividiendo los grupos en dos partes, una de entrenamiento
y una de prueba del modelo. Se elaboraran también curvas
ROC y se calculara el drea bajo la curva (ABC) para tener
una representacion visual de la sensibilidad frente a la
especificidad de los biomarcadores.

Nuestra meta es desarrollar un método diagnéstico que
permita la deteccion de tuberculosis asintomatica en
pacientes mexicanos con diabetes mellitus, con sensibilidad
(limite de deteccion certera) y especificidad (identificacion
precisa, sin confundir con otros padecimientos) mayor

Uso de herramientas de alto desempefio para buscar
biomarcadores que mejoren la deteccion de tuberculosis
en pacientes con diabetes mellitus asintomaticos para la infeccion

o igual al 80%, lo cual estaria por encima de las pruebas
disponibles hoy en dia (Tabla 1, conformada a partir de'*
'%). En un estudio publicado en 2013, en Malasia, los costos
de atencién para enfermos de tuberculosis, diabetes, y
casos combinados, fue de $840, $1892, y $1234 dolares
americanos, respectivamente (esto es, 50% mas elevados
en TB-DM), con tiempos de hospitalizacion de 7, 4 y
10.2 dias, en cada caso.” En la ciudad de Guadalajara, en
febrero de 2017, los costos ofrecidos por laboratorios de
diagndstico de la prueba PPD (Mantoux) oscilan entre
$120 y $465 pesos, el Quantiferon TB Gold, entre $3840
y $5109 pesos, mientras que una prueba de hemoglobina
glucosilada ronda de $265 a $315 pesos. Parece claro
que para que nuestro método de deteccién temprana de
anticuerpos anti-TB en pacientes con DM resulte costo-
efectivo para el Sector Salud, seria conveniente se ubique
en la escala de los $500-700 pesos (costo probable dentro
de 4-5 afos), algo que en formato ELISA podria ser posible
ya terminada la investigacion y optimizado el sistema;
por ejemplo, la detecciéon de anticuerpos anti-VIH en ese
formato se oferta hoy en dia entre $210 y $285 pesos. Con
este proyecto, se busca mejorar la calidad de vida de las
personas diabéticas al reducir riesgos de complicaciones
por tratamientos prolongados ante una infecciéon bien
establecida (la terapia regular contra TB dura de 6 a 9
meses) y también ahorrar costos de tratamiento, al iniciar
de manera temprana la terapia en personas que aiun no
tienen evidencia significativa de afectacién pulmonar.

Comparacion del desempeiio y caracteristicas de la prueba PPD y los procedimientos basados en el IFN-y

Desempefio y caracteristicas

Ensayo tuberculinico (Prueba de PPD)

Ensayos de liberacion de IFN-y

(IGRAs)
Sensibilidad estimada (en pacientes con TB) ?::f:ii?ig?:ni::; 80-90%
Especificidad estimada (sujetos sanos) 70-95% 95-100%
Sensibilidad estimada en co-morbilidad TB/DM 85-90% 65-70%
Especificidad estimada (sujetos con DM) ND ND

Reaccién cruzada con BCGy MNT

Si, particularmente después de la
vacunacién en la infancia o por
exposicién repetida

Menos marcada - No

Propensos a las variaciones no especificas en los
resultados de las pruebas

Si, debido al personal que toma la
lectura

Si, por numerosos factores

Asociacién entre positividad del test y riesgo de
TB durante el seguimiento

Moderada a fuerte asociacion

Fuerte asociacién

Correlacién con la exposicion a MTB

Si

Si (superior al PPD)
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Beneficio del tratamiento a los positivos

Reduccion del 60% de TB

Sin evidencias firmes. Parece
superior al PPD

Resultados en VIH/SIDA

Valor muy limitado

Buena correlacion con CD4 a partir
de 100

evidencia dirigida

Reproducibilidad Moderada Alta
. . No, sélo en casos done se realiza la
Fendmeno de Booster Si 3
prueba de PPD 3 dias antes
Umbrales para conversiones basadas en 5 S

Probabilidad de conversion

Si, principalmente por la exposicién a
micobacterias

Si; alta sélo cuando se usan
definiciones de negativo-positivo

Alta en los individuos con reaccién

Probabilidad de reversion Si débil a IGRA y discordancia con la
prueba de PPD
Reacciones adversas Raras Raras
Conversién asociada con el riesgo de progresion ; . . o
. . Si Sin una evidencia directa

hacia TB activa
Capacidad para detectar TB activa en individuos

pacidadp Débil Débil
con alto riesgo
Util como medida preventiva para reducir el
riesgo de progresion a TB en individuos con Si No hay evidencia
conversion
Costos de la prueba Bajo Moderado - Alto

Visitas al consultorio

2 (Una para aplicacién del PPD y otra
para leer la reaccién)

1 (Sélo para la toma de muestra)

Infraestructura requerida

Si (a nivel periférico)

Si (a nivel laboratorio)

Tiempo requerido para informar resultados

2-3 dias

1-2 dias

Requerimientos de personal calificado

Si (experto)

Si (técnicos de laboratorio)

Ensayo de liberacion de IFN-y: QuantiFERON-TB Gold, QTF-GIT, T-SPOT.TB. BCG: Bacilo de Calmette-Guérin. MTB: Mycobacterium tuberculosis.
MNT: Micobacterias no tuberculosas. TB: Tuberculosis: DM: Diabetes mellitus. VIH: Virus de inmunodeficiencia humana. SIDA: Sindrome de
inmunodeficiencia adquirida. PPD: Derivado proteico purificado, por sus siglas en inglés. IGRA: Ensayo de liberacion de interferén-gama, por
sus siglas en inglés. ND: Informacion no disponible.
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