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The development of better tests for the rapid diagnosis
of TB and drug resistant TB is critical for achieving the End TB
Strategy targets set out by the World Health Organization.
Next generation molecular tests need to be more sensitive to
detect M. tuberculosis in paucibacillary samples and to have a
high Negative Predictive Value to prevent unnecessary anti-TB
treatment. The Xpert MTB/RIF Ultra assay has been developed
by Cepheid as an advanced version of the Xpert MTB/RIF assay
with better TB detection capacity and more reliable identification
of Rifampicin resistance.

Here, we present the preliminary results of an ongoing study
on the use of Xpert MTB/RIF Ultra assay as part of a multi-step
intervention for the screening of active TB among migrants in Italy.
Our data indicate that the estimated incidence rate of TB among
asylum seekers is higher to what has been previously reported in
literature. This preliminary set of data shows that Xpert MTB/RIF
Ultra assay increases the TB detection rate as compared to the
previous version of the test but it also detects MTB DNA at “Trace”
level in culture negative specimens. More data is needed on how
to interpret a positive “Trace” call and its clinical implications.
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La tuberculosis sigue siendo un problema de salud mundial.
En el ano 2016 se declararon 6,3 millones de nuevos casos de
tuberculosis (TB) y se estima que 1.700 millones de personas
estan infectadas por Mycobacterium tuberculosis’.

Para un buen control de la tuberculosis es fundamental la
prevencién de nuevas infecciones por M. tuberculosis (MTB) y
su progresion a TB. En los paises con baja incidencia de TB, la
reactivacion representa alrededor del 80% de los nuevos casos
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de enfermedad. De ahi la importancia de la deteccion de la
infeccion tuberculosa latente (ITBL).

La ITBL se define como un estado de respuesta inmunitaria
persistente a antigenos de MTB adquiridos con anterioridad
que no se acompana de manifestaciones clinicas de TB activa'.
Actualmente no existe ninguna prueba que permita detectar
directamente la infeccién por MTB por lo que el diagnodstico
de la ITBL se efectta de forma indirecta a través de la deteccion
de una respuesta inmunitaria celular (CMI) especifica frente a
antigenos de MTB en ausencia de datos clinicos sugestivos de
enfermedad. Ademés, no hay un gold estandard para la deteccion
de la ITBL. En la actualidad se disponen de dos pruebas para la
deteccion de la ITBL, la prueba cutdnea de la tuberculina (PT)
o prueba del Mantoux o PPD (derivado proteico purificado) y
la determinacion de la liberaciéon de interferén gamma (IGRA,
siglas en inglés). Una de las diferencias entre ambas pruebas es
que mientras el PPD es una prueba in vivo, el IGRA es in vitro. En
ambas pruebas, los linfocitos T previamente sensibilizados por los
antigenos micobacterianos producen citoquinas inflamatorias?.

La PT se realiza inyectando 0,1 ml de PPD en la cara anterior
del antebrazo. La lectura de la reaccion que produce una indu-
racion se realiza a las 48-72 horas de su inoculacion y debe ser
realizado por personal con experiencia en su interpretacién. Una
de las mayores desventajas de la PT, ademas de las dos visitas
del paciente y la subjetividad de la lectura es su falta de especi-
ficidad dado que muchas proteinas que forman parte del PPD
son compartidas por otras micobacterias como M. bovis BCG.

Con la prueba del IGRA se detecta el IFN-y producido por
linfocitos-T en respuesta a antigenos especificos de MTB. Los
IGRAs disponibles comercialmente son: T-SPOT®.TB (Oxford
Immunotec, Abingdon, Reino Unido), QuantiFERON-TB Gold In-
Tube (QFT-GIT) (Qiagen, Hilden, Alemania) y el QuantiFERON-TB
Gold Plus (QFT-Plus). Los antigenos especificos contenidos en la
prueba T-SPOT®.TB son ESAT-6 y CFP-10, ambos antigenos estan
codificados en la region de diferencia 1 (RD1) del genoma de
MTB y que esta ausente de cualquier cepa vacunal de M.bovis
BCG. Enla prueba QFT-GIT el tubo que contiene los antigenos de

MTB ademas de los antigenos ya mencionados utilizaTB 7,7 que
se encuentra en otra region de diferencia. La prueba QFT-Plus
tiene dos tubos que contienen antigenos, el tubo TB1 contiene
los antigenos ESAT-6y CFP-10y detectarfa la CMI de los linfocitos
T CD4+ helper mientras que el tubo TB2 contiene antigenos pep-
tidicos que inducen la CMI de los linfocitos T citotéxicos CD8+°.

Una de las poblaciones que se beneficiarian de la utilizacion
de los IGRAs son las que han sido vacunadas con BCG. Los IGRA
tienen una especificidad para el diagnéstico de ITBL >95% en
lugares con baja incidencia de TB, y la especificidad no se ve
afectada por la vacuna BCG. Mientras que la PT es igualmente
alta en poblaciones no vacunadas con BCG (97%) siendo la es-
pecificidad mucho mas baja (=60%) en las poblaciones donde
se administra BCG*.

Debido a los multiples pasos involucrados en los IGRA, el
error se puede introducir en cualquier momento durante la
prueba. En los ultimos afos, los estudios han identificado y ca-
racterizado diversas fuentes de variabilidad. La mayoria de estos
estudios han investigado la variabilidad en el ensayo QFT-GIT
porque es mas ampliamente utilizado que la prueba T-SPOT.TB
Estas fuentes de variabilidad serfan preanaliticas, analiticas, de
fabricacion e inmunoldgicas’.
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QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT-Plus), la Ultima version de
QuantiFERON®-TB Gold incorpora un segundo tubo con antige-
nos (Ags) de Mycobacterium tuberculosis, disefiado para detectar
la actividad de las células CD8*.El tubo 1 (TB1) contiene péptidos
delos ESAT-6 y CFP-10 que son reconocidos por las células CD4,
mientras que el tubo 2 (TB2) contiene péptidos mas cortos,
que ademds de la respuesta de los CD4* también inducen la
respuesta de las células CD8". La produccion de IFN-y en el TB2
es superior a la del TB1, diferencia que se asume es debida a la
actividad adicional de las células CD8* no detectada en el TB1.

Desde un punto de vista clinico, la introduccion de QFT-Plus
supondria una mejorfa de su sensibilidad, lo cual podria ser de
especial relevancia en pacientes inmunodeprimidos. Curiosa-
mente, la evidencia publicada previa a su aprobacion era nula,
peroinclusotras 1 afo de haberse implantado su uso en Espanfa,
sigue siendo escasa. Unicamente tres estudios han comparado
frente a frente QFT-Plus con su antecesor QuantiFERON®-TB Gold
In-tube (QFT-GIT)'. La sensibilidad oscild entre 90% y 95% para
QFT-Plus y entre 88% y 95% para QFT-GIT (89,5%)'. En cuanto
a pacientes inmunodeprimidos, QFT-Plus fue evaluado en 108
pacientes con TB en Zambia, entre los cuales el 63% estaban

Tabla 1. Sensibilidad y especificidad de QFT-Plus y QFT-GIT.
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infectados por el VIH%. QuantiFERON®-TB Gold Plus fue positivo
en un 85% de los VIH-positivo y en el 80% de los VIH-negativo.
Sin embargo, la inmunosupresion avanzada, medida por CD4
<100 cels./uL se asocié con un resultado negativo de la prueba.
La especificidad, se evalué en dos estudios, en poblaciones con
muy bajo riesgo de infeccion, y como era de esperar, fue cercana
similar a la descrita para QFT-GIT?*. La Tabla muestra los resulta-
dos de sensibilidad y especificidad para QFT-Plus obtenidos en
diferentes estudios.

Sin embargo, mas alla de los resultados de precision diag-
noéstica, la cual se parece ser similar a la de QFT-GIT, la posibili-
dad de medir la respuesta CD8" abre la posibilidad de nuevas
aplicaciones del QFT-Plus. Ademas de los CD4*, hay evidencia
de que las células CD8* tienen un papel central en el control
de TB activa mediante la produccién de IFN-y y otros factores
activadores de los macréfagos y la accion litica directa sobre los
bacilos intracelulares. Dado que la respuesta CD8" se relaciona
con la carga bacilar —a mas carga bacilar, mayor respuesta CD8*-,
y coninfeccién reciente, y que esta disminuye con el tratamiento
especifico, mientras que la respuesta CD4*, no, medir esta res-
puesta mediante la cuantificacion de IFN-y en el tubo TB2 de

Estudios N Sensibilidad Especificidad

Pais (afio) QFT-Plus QFT-GIT QFT-Plus QFT-GIT
Barcellini 119 TB*

Europa (2016) 106 Bajo riesgo 85,7% = 97,2% =
Hoffmann 24 TB Confirmada 95% 95% - -
Alemania (2016) 33 TB No confirmada 84,8% 84,8% - -
Yi 162 TB* 91,1% 93,6% 97,6% 98,6%
Japon (2016) 212 Bajo riesgo

Petruccioli 69 TB 90% 88% 100% 100%
talia (2017) 19 Bajo riesgo

Felisinghe 68 VIH (+) con TB* 85% - - -
Zambia (2017) 40 VIH (-) con TB* 80% - - -

*TB confirmada
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QFT-Plus podria ser de utilidad para distinguir infeccién latente
de TB activa, predecir el desarrollo de TB activa y monitorizar la
respuesta al tratamiento. Sin embargo, por ahora estamos en un
terreno puramente especulativo, ya que ni siquiera las diferencias
citadas entre TB activa e infeccién latente han sido demostradas
de manera consistente, y por supuesto no se han evaluadoen la
clinica en estudios apropiados. Por otra parte, parece dificil que
Unicamente con medir la respuesta especifica CD8" mediante
Unicamente IFN-y, sin estudiar el perfil de respuesta mediante
otras citoquinas de respuestaTh1 (TNF-q, IL-2, IL-1ra,...) se pueda
diferenciar TB activa de infeccion latente.

En conclusion, con los datos disponibles, QFT-Plus no parece
ofrecer mejoras con respecto a su antecesor QFT-GIT para su
aplicacion en la practica clinica, pero si que tiene potenciales
ventajas derivadas de la medicion de la respuesta CD8", ademas
delaCD4*. Lo que tarden en despejarse estas incégnitas depen-
derd de lo acertados que estemos a la hora de disefar estudios
clinicos adecuados para dar respuesta a las mismas.
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Un factor esencial en el control de la expansion de la TB
radica en la capacidad de diagnosticar la enfermedad en sus
primeras fases. Los métodos microbioldgicos de referencia en el
diagndstico de laTB son el examen microscépico, el cultivo y el
aislamiento de Mycobacterium tuberculosis. Sin embargo, las téc-
nicas de examen microscopico presentan una baja sensibilidad
(aproximadamente un 50%) y las técnicas de cultivo en medio
solido son lentas, requiriendo periodos de incubacién de hasta
dos meses. Ademds, se calcula que entre un 10% y un 20% de
los casos no se consigue aislar el microorganismo. Por otro lado,
aunque las técnicas basadas de PCR para laamplificacion genéti-
ca proveen resultados rapidos, requieren personal especializado
y un laboratorio suficientemente equipado.

Son necesarios nuevos métodos alternativos para mejorar
el control y el diagndstico de la TB. En este sentido, se necesitan
nuevos biomarcadores para poder explorar la biologia de la
respuesta inmune durante la infeccion tuberculosa, entender los
mecanismos de transicién de infeccion a enfermedad, y poder
diagnosticar a las personas enfermas.

La metabolémica permite estudiar moléculas de bajo peso
molecular o metabolitos presentes en los fluidos o en los diferen-
tes tejidos bioldgicos. Los metabolitos son los productos finales
de los procesos de regulacion celular, por lo que el estudio de
los niveles de éstos puede identificarse como una respuesta de
los sistemas bioldgicos ante cambios genéticos o ambientales. El
conjunto de todos estos metabolitos constituyen el metaboloma
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de unindividuo. Cambios en el metabolismo debido a un estrés
interno o bien externo (infecciones) puede causar cambios en las
reacciones quimicas implicadas en laincorporacion o liberacion
de estos metabolitos por parte de la célula’.

A través de la Espectrometria de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) podemos obtener un perfil metabdlico de la
muestra bioldgica analizada, una “huella” especifica para cada
situacion patoldgica, que nos permitird la identificacion de
patrones metabdlicos especificos Utiles para el diagndstico o
para la monitorizacion de la evoluciéon de la enfermedad. Esta
técnica ya ha sido utilizada para la discriminacion y diagndstico
de multiples enfermedades, desde enfermedades cancerigenas,
cardiovasculares o neurolégicas, asi como artritis, diabetes y
desoérdenes gastroduodenales?.

En el campo de las infecciones respiratorias, estudios re-
cientes han demostrado que el andlisis de los metabolitos en
orina permite discriminar entre diferentes etiologias. En modelos
animales®, se observaron en orina patrones diferentes de meta-
bolitos en infecciones respiratorias por Streptococcus pneumoniae
y Staphylococcus aureus.

En estudios clinicos realizados con pacientes?, se ha obser-
vado como los patrones de metabolitos excretados en orina
son diferentes entre pacientes diagnosticados de infecciones
respiratorias por S. pneumoniae, Legionella pneumophila, S. aureus,
Coxiella burnetti, Haemophilus influenzae, y Mycoplasma pneumo-
niae. En un estudio reciente’, se evalué el perfil metaboldmico
en plasma y orina de pacientes pediatricos diagnosticados de
neumonia, observando perfiles metabdlicos que claramente
discriminaban entre aquellos pacientes con neumonia y los
controles.

En nuestra experiencia, es posible identificar en orina me-
diante RMN, perfiles metaboldmicos especificos en pacientes
con tuberculosis, distinguiéndolos de los perfiles que podemos
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encontrar en individuos sanos, pacientes con otras infecciones
respiratorias y pacientes con otras afectaciones pulmonares.
Nuestros resultados preliminares también evidencian que es
posible detectar patrones especificos en pacientes pediatricos.
Ademsds, una técnica de estas caracteristicas podria ser de
utilidad en la monitorizacion de la respuesta al tratamiento
antituberculoso.
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