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Introduccion

La utilizacién de las técnicas de inmunodiagnéstico in vitro basadas en la liberacién de interferén-y tras la
estimulacién con antigenos especificos de Mycobacterium tuberculosis (IGRA) ha supuesto una mejora en la
precisién del diagnéstico de la infeccién tuberculosa. Los IGRA tienen una reconocida mayor especificidad
que la prueba de la tuberculina, y en pacientes inmunodeprimidos pueden presentar un mayor nimero de
resultados positivos. Los IGRA presentan una mayor correlacién con la exposicién a M. tuberculosis que la
prueba de la tuberculina; no obstante, sus valores predictivos positivo y negativo son similares. Sin embar-
go, dada su mayor especificidad permiten reducir el nlimero de tratamientos preventivos innecesarios.
Ademas, estas técnicas in vitro se ven menos afectadas que la prueba de la tuberculina por los diferentes
estados de inmunodepresion. En esta revision se discute la utilidad y aplicabilidad de los IGRA en diferen-
tes grupos de pacientes: estudios de contactos, poblacion pedidtrica, inmunodeprimidos, trabajadores sani-
tarios y pacientes con tuberculosis activa. Ademas se incluyen nuevas perspectivas tecnoldgicas en el diag-
néstico de la infeccién tuberculosa y de la tuberculosis activa.

© 2015 Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Up-to-date applicability of interferon-y release assays for the diagnosis of
tuberculosis

ABSTRACT

Utility of the in-vitro immunodiagnostic methods, based on the detection of interferon-y released by T-cells
after specific Mycobacterium tuberculosis antigen stimulation (IGRA), has been an improvement in the
accuracy of the latent tuberculosis infection diagnosis. IGRA have a well-known higher specificity than the
tuberculin skin testing (TST). Moreover, they can obtain a larger number of positive results than the TST in
immunocompromised patients. IGRA have shown a high correlation with M. tuberculosis exposure, but
their positive and negative predictive value are similar than those obtained by TST. Nevertheless, given
their high specificity, they allow reducing number of unnecessary preventive treatments. In addition, these
in-vitro techniques are less affected than TST by the different immunosuppressing status. In this review is
discussed up-to-date applicability of IGRA in different patient groups: contact studies, pediatric population,
immunosuppressed patients, health care workers and active tuberculosis patients. Furthermore, it has
been included possible future directions for latent tuberculosis infection and active tuberculosis diagnosis.

© 2015 Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

tico temprano de los pacientes y en su correcto tratamiento. Sin em-
bargo, como es bien conocido, los métodos habituales presentan li-

La tuberculosis (TB) continda siendo un serio problema de salud mitaciones: falta de sensibilidad del examen microscépico y falta de
publica. El control de la TB se basa fundamentalmente en el diagn6s- rapidez de los cultivos en el aislamiento de Mycobacterium tubercu-
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losis. Ademads, para un mejor control de la enfermedad es necesario
también detectar a los pacientes infectados con M. tuberculosis y tra-
tarlos adecuadamente, para, de esta manera, evitar que progresen a
enfermedad activa y que propaguen la enfermedad.
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Diagnéstico de la infeccion tuberculosa latente

El método clasico de diagnéstico de la infeccién tuberculosa ha
sido la prueba de la tuberculina (PT), una técnica in vivo que estudia
la sensibilizacién a antigenos de M. tuberculosis. El principal inconve-
niente de la PT es su falta de especificidad. La tuberculina contiene
mas de 200 antigenos que no son especificos de M. tuberculosis y que
se comparten con Mycobacterium bovis bacilo de Calmette-Guérin
(BCG) y micobacterias no tuberculosas (MNT). Esto provoca que su-
jetos vacunados con BCG y/o sensibilizados por MNT también res-
pondan inmunolégicamente al PPD (purified protein derivative), dan-
do como resultado falsos positivos'. Ademas, la PT puede presentar
falsos negativos en pacientes inmunodeprimidos debido a una res-
puesta inmune debilitada en pacientes con alteraciones de la inmu-
nidad celular?.

Las células T CD4 productoras de interferon-y (IFN-y) son las ma-
yores responsables del desarrollo de la inmunidad protectora frente
a M. tuberculosis. En este sentido, los métodos in vitro de inmuno-
diagndstico basados en la deteccién del IFN-y liberado por las células
T de la sangre periférica, tras estimulacién con antigenos especificos
de M. tuberculosis, se han mostrado como una alternativa atil a la PT
en el diagnéstico de la infeccion tuberculosa. La clave de estas técni-
cas radica en la utilizacién de los antigenos especificos ESAT-6, CFP-
10 y/o TB7.7 para la estimulacién de las células, ya que son antigenos
que estan presentes en M. tuberculosis y ausentes en las cepas de BCG
y en la mayoria de MNT34, Actualmente hay 2 versiones comerciales
de estas técnicas de diagndstico in vitro, también llamadas IGRA
(interferon-gamma release assays), aprobadas por la Food and Drug
Administration y la Comisién Europea: QuantiFERON-TB Gold In-
Tube (QFN-G-IT, QIAGEN, Diisseldorf, Germany) y T-SPOT.TB (Oxford
Immunotec, UK).

Se ha demostrado que los IGRA tienen una mayor especificidad
que la PT. Ademas, en pacientes inmunodeprimidos pueden presen-
tar un mayor ntimero de resultados positivos. No obstante, la preci-
sién de estas técnicas discrepa en funcién del tipo de inmunosupre-
sién. Sin embargo, los IGRA pueden resultar ventajosos respecto a la
PT en determinadas situaciones clinicas®¢. Por otro lado, los IGRA
pueden detectar ausencia de respuesta inmune, ya que presentan
controles internos que permiten identificar falta de respuesta en pa-
cientes anérgicos. Este tipo de resultados se consideran indetermina-
dos e implican una falta de respuesta de las células T del paciente. En
un paciente con un resultado de la PT negativo y un resultado inde-
terminado por las técnicas in vitro podria significar que nos encon-
tramos frente a un falso negativo de la tuberculina.

IGRA y estudios de contactos

El estudio convencional de contactos se realiza sistematicamen-
te a los convivientes y a las personas que han estado en contacto
con un enfermo de TB. Es una de las actividades sanitarias mas efi-
caces desde el punto de vista del control de la TB, ya que permite la
deteccion de todos los posibles nuevos casos de enfermos e infecta-
dos originados como consecuencia del contacto con el nuevo foco
infeccioso; de esta forma se intenta romper la cadena de transmi-
sién de la enfermedad. Los IGRA se han mostrado como una verda-
dera alternativa a la PT en los estudios de contactos, si considera-
mos fundamentalmente sujetos adultos inmunocompetentes, ya
que son mas especificos y se correlacionan mejor con la exposicion
a M. tuberculosis que la PT?-'6, Esto es especialmente (til en paises
en los que la vacuna de la BCG se administra de forma sistematica.
Estudios recientes han demostrado que los IGRA y la PT tienen un
elevado valor predictivo negativo (VPN). Por lo tanto, en el caso de
obtener un resultado negativo, la probabilidad de progresar a enfer-
medad sin tratamiento preventivo es practicamente nula. El valor
predictivo positivo (VPP) de ambas técnicas es modesto, ya que un
porcentaje muy bajo de los sujetos con un resultado positivo pro-

gresan a enfermedad. Ambas técnicas presentan VPP similares,
aunque parece que los IGRA son ligeramente superiores'-?!. Ade-
mads, dada su mayor especificidad se reduce el nimero de profilaxis
innecesarias.

IGRA y poblacién pediatrica

El diagnéstico de la infeccién tuberculosa latente en el nifio es
un reto. La inmadurez inmunolégica de los nifios mas pequefios
afecta a las técnicas de inmunodiagnéstico (PT e IGRA)?223, Un estu-
dio colaborativo coordinado por el pTBnet (seccidon pediatrica del
TBnet) ha observado que existe una correlacién entre la edad de los
nifios y un resultado positivo por IGRA. Por lo tanto, el nimero de
positivos se reduce en nifios de temprana edad. Ademas, el porcen-
taje de resultados indeterminados también aumenta en nifios me-
nores de 5 afios?*. Igual que en poblacién adulta, el VPP de los IGRA
y la PT en nifios es bajo y similar entre ambas técnicas'®?>?6, No
obstante se ha observado que una conversiéon del QFN-G-IT repre-
senta un elevado riesgo de progresar a enfermedad en adolescen-
tes?”. También se ha descrito la utilidad de los IGRA en identificar
resultados positivos de la PT como consecuencia de sensibilizacién
por MNT228,

IGRA e infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana

Los sujetos infectados con el virus de la inmunodeficiencia huma-
na tienen un mayor riesgo de progresion a enfermedad tuberculosa.
La utilizacién conjunta de los IGRA y de la PT ha de permitir aumen-
tar la deteccién del ntimero de infecciones tuberculosas. Sin embar-
go, ambas técnicas se ven afectadas por el nimero de CD4 de los
pacientes. A menor ntimero de CD4, las técnicas presentan menos
resultados positivos y un mayor porcentaje de indeterminados. De
todas formas, los IGRA, en especial el T-SPOT.TB, parecen estar me-
nos afectados por los CD4 que el QFN-G-IT y la PT?'29-3,

IGRA y pacientes con enfermedades inflamatorias créonicas

La utilizacién de terapias bioldgicas ha supuesto una importante
mejoria terapéutica de los pacientes con enfermedades inflamatorias
crénicas (psoriasis, enfermedades reumaticas y enfermedades infla-
matorias digestivas crénicas). Sin embargo, estas terapias, especial-
mente los agentes anti-factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), pre-
sentan un riesgo muy elevado de reactivacion de la infeccion
tuberculosa latente. Por lo tanto es necesario realizar un preciso cri-
bado de la infeccién tuberculosa en los pacientes que han de iniciar
tratamiento biologico34%.

Numerosos estudios han evaluado la utilidad de los IGRA en esta
poblacién, sugiriendo que las técnicas in vitro estan menos afectadas
por los tratamientos modificadores de la inmunidad que habitual-
mente toman estos pacientes. Sin embargo, estos estudios tienden a
agrupar pacientes con diferentes enfermedades crénicas (psoriasis,
artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, etc.) y con diferentes gra-
dos de inmunosupresién®**’, de manera que en pacientes con enfer-
medad de Crohn o colitis ulcerosa se obtiene un niimero menor de
resultados positivos y un nimero mayor de resultados indetermina-
dos que en pacientes con psoriasis o artritis reumatoide?®. Estos re-
sultados son atribuibles a los diferentes tratamientos inmunosupre-
sores que ya reciben los pacientes antes de iniciar los tratamientos
anti-TNFo. Ademas hay estudios que indican que determinados tra-
tamientos, como los corticosteroides, inducen un elevado niimero de
resultados indeterminados en los IGRA*-%, A pesar de que en deter-
minados pacientes, como los pacientes con psoriasis o artritis reu-
matoide, el VPN de los IGRA parece muy elevado, de momento es
todavia prudente recomendar el uso combinado de PT e IGRA para el
cribado de la infeccién en este grupo de pacientes inmunodeprimi-
dos?.
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IGRA y trabajadores sanitarios

Los trabajadores sanitarios con mayor grado de exposicién a pa-
cientes con enfermedad tuberculosa son uno de los grupos de mayor
riesgo de infeccién por M. tuberculosis. Por lo tanto, el cribado peri6-
dico de infeccién tuberculosa en este sector es importante en los
protocolos del control de la infeccion. En nuestro medio se ha reco-
mendado en el cribado inicial la utilizaciéon de la PT y la confirmacién
de los positivos mediante IGRA, especialmente en sujetos vacuna-
dos*®. Respecto al cribado periddico, la utilizacién de la PT, ademas de
los inconvenientes previamente citados, presenta el problema de
provocar falsos positivos por efecto booster al realizar repetidas PT.
Los IGRA, al realizarse in vitro, no presentan este inconveniente, de
manera que, una vez se obtenga una PT positiva e IGRA negativo,
deberia continuar realizindose el cribado periédico con IGRA. Sin
embargo se han descrito reversiones y conversiones en los resultados
de los IGRA al realizarlos de forma seriada. Estos resultados se pue-
den minimizar cuando se establecen puntos de corte mas elevados
que los establecidos por los fabricantes, ya que la mayoria de rever-
siones corresponden a valores alrededor del umbral de positivi-
dad44—46_

IGRA y coste-efectividad

Se han publicado diferentes estudios de coste-efectividad sobre
la utilizacién de los IGRA en el diagnéstico de la infeccién tubercu-
losa comparando IGRA con PT y el uso combinado de ambas técni-
cas. En general, los resultados son proclives a que el uso de los IGRA
es coste-efectivo en comparacién con el uso de la PT. Cuando se
consideran todos los costes asociados al diagnéstico de la infeccién,
como pueden ser las visitas, los tratamientos (innecesarios), las
analiticas de control y la radiologia, el coste mayor de los IGRA se
ve compensado. Sin embargo, estos resultados de coste-efectividad
estan especialmente condicionados por la poblacién en la que se
realizan, de manera que si hay un mayor porcentaje de poblacién
vacunada con BCG habra un mayor ntimero de falsos positivos (con
los consecuentes costes asociados) y la estrategia de utilizacion de
los IGRA de forma tinica o en combinacién con la PT se ve favoreci-
da. Por lo tanto, estos costes deben adaptarse a las diferentes pobla-
ciones#48,

IGRA en tuberculosis activa

A pesar de que los IGRA se han evaluado en numerosas ocasio-
nes utilizando grupos de pacientes con TB activa (como indicador
subrogado de infeccion tuberculosa), es necesario hacer hincapié
en que los IGRA no permiten diagnosticar la enfermedad tubercu-
losa**3°, Se ha descrito que los IGRA presentan resultados cuantita-
tivamente mayores en pacientes con TB activa respecto a infecta-
dos; sin embargo existe un solapamiento muy importante que
impide establecer un punto de corte que permita diferenciar enfer-
medad de infeccién®*2, Por lo tanto podrian utilizarse como una
técnica complementaria, como lo es la PT. También se ha especula-
do sobre la posibilidad de utilizar los valores cuantitativos de los
IGRA para la monitorizacién del tratamiento antituberculoso. No
obstante, numerosas publicaciones han evidenciado que existe mu-
cha variabilidad en la produccién de IFN-y y que no hay asociacién
con la respuesta al tratamiento®.

Se ha descrito la utilidad de los IGRA para el diagndstico de la
enfermedad tuberculosa detectando las células T sensibilizadas en
muestras del foco de infeccién como puede ser liquido cefalorraqui-
deo, liquido pleural o lavado broncoalveolar. Esta estrategia podria
resultar una buena alternativa en el diagnéstico de la TB pulmonar
en pacientes con baciloscopia negativa y también en pacientes con
TB extrapulmonar+,

Perspectivas futuras

La irrupcién de los IGRA ha significado un punto de inflexién im-
portante en el diagnéstico de la infeccién tuberculosa y su utilizacién
se ha popularizado cada vez mas. Ha permitido mejorar la precisién
en el diagndstico mejorando la especificidad y, en algunos casos, au-
mentando el ndmero de positivos en poblacién inmunodeprimida.
Sin embargo, su VPP no es muy elevado y es similar al de la PT*". Es
decir, que la mayoria de los sujetos con un IGRA positivo no progre-
saran hacia enfermedad tuberculosa. Tampoco permite diferenciar
entre infeccién remota e infeccion reciente, que es la que presenta un
mayor riesgo de progresar hacia enfermedad tuberculosa, y tal y
como se ha indicado anteriormente tampoco permite diferenciar en-
tre enfermedad e infeccion.

Como consecuencia de ello se estan explorando y desarrollando
nuevas aproximaciones para el diagnoéstico de la infeccién tuberculo-
sa. Una de las aproximaciones gira en torno a nuevas versiones de
IGRA, que mantienen el formato pero sustituyen las citocinas que se
detectan o bien los antigenos con los que se estimulan las células T.
Por lo que respecta a la deteccién de nuevas citocinas, hay varios
biomarcadores candidatos: MIG (monokine induced by IFN-y), IP-10
(IFN-y inducible protein 10), MCP (monocyte chemo-atractant protein)
e IL-2 (interleukyne 2), entre otras. Todas ellas asociadas a la actividad
Th1y a la sefializaciéon de IFN-y. Sin embargo, aunque algunas se pro-
ducen en grandes concentraciones, mayores que el IFN-y, de momen-
to, por diferentes motivos, ninguna de ellas (excepto la IP-10) se ha
seleccionado como una alternativa real. La IP-10, en cambio, se ha
mostrado como una alternativa a la utilizacién del IFN-y, ya que se
han observado resultados equiparables en diferentes grupos de estu-
dio®®*°. Ademas se ha demostrado que esta citocina es muy estable y
se puede detectar a partir de sangre seca en papel de filtro. Este mé-
todo es sencillo y permite la centralizacién del diagnéstico de la in-
feccién tuberculosa mediante IGRA®.

También se estd explorando la utilizaciéon de otros antigenos. Uno
de los motivos por los que se selecciond ESAT-6 en el disefio de los
IGRA, ademas de su codificacién en RD1 (especifica de M. tuberculo-
sis), fue que se trataba de una proteina que desencadenaba una in-
tensa respuesta inmunolégica. Sin embargo, no permite diferenciar
entre infecciéon y enfermedad, ya que ambos grupos de pacientes
responden al estimulo de este antigeno. Por este motivo se estan es-
tudiando nuevos antigenos que se expresan exclusivamente en la-
tencia, como son los dosR-regulon encoded proteins y los IVE-TB anti-
gens. Se han obtenido resultados prometedores para algunos de estos
antigenos®-%, Ademas, recientemente se ha descrito que algunos de
estos antigenos podrian ser Gtiles para la monitorizacién del trata-
miento profilactico con isoniacida®.

Otras aproximaciones tecnolégicas se basan en la deteccién de la
expresion del ARNm de determinadas citocinas tras la estimulacién
antigénica de las células T%, o técnicas basadas en citometria de flu-
jo que permiten caracterizar diferentes subtipos celulares o identifi-
car la polifuncionalidad de las células T productoras de IFN-y, IL-2 y/o
TNFo. Por ejemplo, se ha identificado que durante la TB activa la pro-
porcién de células que solo secretan TNFo es mayor que durante la
infeccién tuberculosa®. Ademas, recientemente se ha desarrollado
una nueva estrategia también basada en citometria de flujo (TAM-
TB) que aumenta la sensibilidad del diagndstico de la TB activa en
nifios. Esta técnica se basa en la deteccién del marcador fenotipico
CD27 en células CD4 productoras de IFN-y tras la respuesta a los an-
tigenos especificos de M. tuberculosis®’.

Conclusiones

Los IGRA son técnicas que han mejorado el diagnéstico de la in-
feccién tuberculosa. A pesar de presentar un VPP y un VPN similares
a los de la PT, su mayor especificidad ha permitido reducir el nimero
de profilaxis innecesarias y, ademas, ha aumentado el ndmero de
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resultados positivos en comparacién con la PT en pacientes inmuno-
deprimidos. El uso de los IGRA para cada grupo de pacientes debe ser
guiado por el criterio clinico y las normativas basadas en la eviden-
cia.
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