XXVI Jornadas Internacionales sobre Tuberculosis

MESA: Clinica y microbiologia

Moderadores: Celia Cols. Médico de Familia. CAP Masquefa. Masquefa. Barcelona.
José A. Dominguez. Microbidlogo. Institut d'Investigacié Germans Trias i Pujol. Badalona.

TB en ancianos, un problema en aumento

Eva M. Tabernero
Neumologa. Hospital de Cruces. Bizkaia

Correspondencia:
Eva M.Tabernero
E-mail: e.tabernero.huguet@osakidetza.eus

La tuberculosis (TB) continta siendo un problema de salud
publica mundial con casi 10 millones de afectados en el mun-
do, En los paises desarrollados se ha conseguido un progresivo
descenso en el nimero de enfermos y los casos se concentran
ahora en poblaciones vulnerables. Ademas de los inmigrantes
de paises de alta endemia, se detectan dos nuevos perfiles de
riesgo: los inmunosuprimidos y los ancianos.

En los paises industrializados con baja incidencia de tuber-
culosis la poblacion geriatrica ha aumentado significativamente
en las Ultimas décadas (alcanzando una esperanza de vida en
nuestro pafs de 85 afos para mujeres y 79 para hombres en
2020) y se espera que aumente en el futuro. En Espana la tasa
de incidencia en 2019 fue de 9.7 por 100.000 sin embargo en
algunas regiones como Galicia o Pafs Vasco la tasa en mayores
de 65 afnos alcanzoé de 20 a 29 por 100.000 habitantes.

La tuberculosis en ancianos supone un porcentaje creciente
en muchos paises de alta y baja endemia. Por ejemplo, en es-
tudios en China la incidencia de TB en pacientes > de 75 afios
es de 2 a 6 veces mayor que la media y la tasa de notificacion
especifica por edad es casi 100 veces mayor en > de 85 que en
< de 15 anos. En USA el riesgo de TB en ancianos es un 50%
mayor que entre la poblacion de 21 a 65 anos.

La mayoria de la enfermedad tuberculosa en la poblacion
anciana se atribuye a la reactivacion de la infeccion tuberculosa
latente y los ancianos tienen la mayor tasa de esta ya que el ries-

go es acumulativo a lo largo de la vida, ademas en su juventud
vivieron en un ambiente donde la enfermedad tuberculosa era
mucho mas prevalente que ahora. Con la edad el sistema inmune
tiende a debilitarse, lo que conocemos como “inmunosenescen-
cia"y existe un descenso progresivo de células T con deterioro de
lainmunidad adaptativa T dependiente y de la actividad natural
killer. El envejecimiento altera también la inmunidad innata
afectando a macréfagos y células dendriticas.

Por ultimo, las comorbilidades, mas frecuentes en esta franja
de edad (e]. diabetes), también contribuyen aaumentar el riesgo
de progresion de infeccion a enfermedad en la poblacion mayor.

Ademas del alto nimero de casos, el manejo de la tubercu-
losis en ancianos presenta varias dificultades en el diagnoéstico
y tratamiento que suponen todo un reto.

Reto de diagnéstico

Numerosos estudios muestran que la TB en los ancianos es
menos expresiva que en los jévenes con tos, astenia, anorexia
y febricula como principales sintomas y con menos frecuencia
de fiebre altay hemoptisis, estas diferencias parecen aumentar a
mayor edad. Esta clinica inespecificaademas puede ser enmasca-
rada por las comorbilidades como EPOC o demencia, retrasando
aun mas el diagnostico.

Recientemente se ha publicado un estudio retrospectivo con
los datos del registro nacional del PII-TB de SEPAR en el que se
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observan diferencias en la expresién clinica de la TB en pacien-
tes ancianos, con mayor pérdida de peso como sintoma inicial
y sobre todo con una radiologia més inespecifica con menos
cavitacion y mas radiograffas normales.

Las formas diseminadas incluyendo las formas miliares son
mas frecuentes en los adultos mayores probablemente en re-
lacion con la disfuncion inmunoldgica en esta poblacion, En la
misma linea en el estudio del PII-TB se detectd menos proporcion
de contactos recientes con caso de TB sefalando la importancia
de la reactivacion de infeccion tuberculosa latente

Esta clinica y radiologia inespecifica provoca un retraso
diagnostico de hasta 3-4 meses como se observa en cohortes
de UKy nuestro pafs. Este retraso diagnostico largo pueden
tener consecuencias fatales y explicar en parte las altas tasas de
mortalidad por tuberculosis en esta poblacién donde no es raro
encontrar diagnésticos postmortem.

Respecto al diagnostico de la infeccion tuberculosa en >65
anos sabemos que la positivad de la PPD por la propia inmuno-
senescencia desciende y de hecho su negatividad se asocia a
mayor mortalidad por todas las causas, los IGRAs tienen mayor
utilidad en esta poblacion.

Reto de tratamiento

La tasa de éxito de tratamiento en la poblacién anciana es
menor que en jovenes (un 79% vs 88%) seguin el estudio del regis-
tro espanol, con una alta mortalidad durante el tratamiento,16%
por todas las causas y 5,3% debido a la propia tuberculosis. Estos
datos se repiten en otros paises con una mortalidad de hasta el
20% en > de 80 afos.

En los ancianos la tasa de toxicidad es alta, especialmente
hepatica, con un 6-20% de toxicidad grave. Las comorbilidades y
la polimedicacion aumentan el riesgo de interacciones y efectos
adversos.

Existe cierta controversia en el tratamiento indicado en esta
poblacion, especialmente en el uso de pirazinamida. Segun la
mayoria de las guias el tratamiento serfa similar al de la pobla-
cién general, sin embargo, la gufa ATS-CDC de 2016 considera
la utilizacién de regimenes sin pirazinamida con etambutol 9
meses en pacientes >75 afos sin enfermedad extensa, espe-
cialmente teniendo en cuenta la baja tasa de resistencias en la
poblacién anciana. Dos estudios recientes no han encontrado
diferencias en la hepatotoxicidad en tratamientos en ancianos
con y sin pirazinamida aunque si mayores efectos adversos
gastrointestinales.

En cualquier caso, el tratamiento en esta poblacién debe
ser cuidadosamente ajustado al peso y con una monitorizacion
muy estrecha de posibles efectos adversos.
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En el registro espafnol, la mortalidad por tuberculosis en
mayores de 75 afos se asocio al uso de tratamientos alternativos,
no acordes a las guias, que fue mayor que en la poblacién joven
(5% vs 2%). En el analisis multivariante la mortalidad por TB se
asocio significativamente también al bajo peso y la mayor edad.
Otros factores conocidos asociados al fracaso de tratamiento
en esta poblaciéon son el tabaquismo activo y la baciloscopia
positiva al diagndstico.

Hay que destacar que una importante proporcion de ancia-
nos precisa hospitalizacion (36% vs 26% en el estudio espafiol),
probablemente por mayor severidad, dificultad diagnostica, falta
de soporte social o problemas con la medicacion (incapacidad
para la ingesta oral o efectos adversos) lo que supone un consi-
derable aumento del coste.

Retos del futuro

A medida que aumenta la esperanza de vida, también en
los pafses con una carga de tuberculosis media y alta, la elimi-
nacion de la tuberculosis requerird dar prioridad a las medidas
de control de la tuberculosis entre las personas mayores, con
enfoques innovadores para diagnéstico la infeccién de tuber-
culosis, con nuevos marcadores de progresion de infeccion tu-
berculosa la enfermedad (actualmente en estudio) que puedan
ayudar a seleccionar a que ancianos administrar tratamiento de
infeccion tuberculosa y con busqueda de nuevas estrategias
que puedan estimular la inmunidad (en la actualidad existen
ensayos clinicos en marcha para investigar la utilidad de la BGC
con este objetivo).

Seradn necesarias campanas para aumentar la sospecha de TB
en esta poblacién e identificar subgrupos de poblacién anciana
en los que un screening podria estar indicado. Existen estudios
en el sudeste asidtico en zonas de alta endemia que apoyan la
costo-eficacia de estudios de screening de TB previo a ingreso
en residencias.

En conclusién, la tuberculosis en los pacientes de edad
avanzada supone un reto para el futuro por su clinica mas ines-
pecificay mayor mortalidad. Aumentar la sospecha diagnostica
en esta poblacion es fundamental para minimizar el retraso
diagnostico especialmente en pacientes en instituciones con
riesgo de diseminacion.

A pesar de una mayor toxicidad en los pacientes de edad
avanzada deberian utilizarse regimenes similares a los jovenes,
con una vigilancia mas estrecha y un correcto manejo de las
comorbilidades y polimedicacion para minimizar los efectos
adversos.
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En el contexto del desarrollo de antibidticos, es motivo de
ocupacion/preocupacion la generacion de nuevos productos
activos sobre micobacterias. Las patologias que ocasionan estas
bacterias van en aumento, asi como su gravedad. Representan-
do un alto nimero de victimas, mal control epidemiolégico
y finalmente altos costos para los sistemas de salud. Algunos
farmacos utilizados para las indicaciones, aunque Utiles, estan
lastrados por potencia limitada, resistencia, efectos secundarios
etc. Claramente, necesitamos mas agentes quimioterapéuticos
en el arsenal de farmacos para estas indicaciones. Planeamos
desarrollar una serie de derivados de Trimetoprim (TMP) a través
de unas reacciones Multicomponente (MCRs) de tipo Groebke-
Blackburn-Bienaymé (GBBR) mediante la interaccion del farmaco
original (TMP) con una variedad de aldehidos e isonitrilos, y
analizar los aductos de las MCR resultantes como nuevos anti-
bioticos. Determinando su potencia y eficiencia, considerando
también su impacto potencial sobre las bacterias resistentes a
los antibidticos'. Siguiendo esta linea de trabajo, abordamos

la modificacién de dos antibidticos (sulfadoxina y dapsona),
utilizando la misma metodologia basada en MCRs. En este caso,
implementamos MCRs de tipo Povarov? y Ugi para obtener los
nuevos derivados (Figura 1). Es interesante resaltar que en estas
transformaciones se incrementa de manera notable la lipofilia
de los aductos generados respecto al farmaco original.

La resistencia intrinseca a los antibiéticos en Mycolata esté
directamente relacionada con la presencia de acidos micélicos
en sus paredes®. Todas las moléculas inicialmente puras en estado
solido se solubilizaron antes de los experimentos: primero, se
disolvieron en DMSO puro a una concentracion de 250 mg/mL
para preparar un primer stock a partir del cual se realizaron di-
luciones seriadas en agua destilada 1:10 (molécula: H20d; v/v)
para experimentos de susceptibilidad. Se desarrollaron ensayos
en placa, determinacion MIC, curvas de crecimiento y curvas de
muerte bacteriana.

Gordonia jacobaea fue aislada en Espafa por el grupo del
Prof. Tomas G. Villa en el afo 2000. Posteriormente su genoma
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Figura 1. MCRs sobre sulfadoxina y dapsona para obtener
nuevos compuestos antibiéticos.

Aductos Povarov

dapsona sulfadoxiae

fue secuenciado y anotado por nuestro grupo y sus proteinas
formando canales a través de los &cidos micélicos a nivel in-
vestigado también por nuestro grupo®. Segun los resultados,
la especie méas cercana es Gordonia sputi. Recientemente, se ha
demostrado su capacidad patdgena. Sus &cidos micolicos son
cortos (de 22 a 38 4tomos de Carbono).

Nocardia cyriageorgica es una bacteria incluida en el grupo
mycolata que alberga acidos micdlicos de longitud media. Pre-
viamente incluida en el complejo N. asteroides, recientemente
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fue diferenciada como especie propia gracias a las pruebas mo-
leculares. La bacteria es el agente etioldgico de la nocardiosis.
Esta infeccion evoluciona con frecuencia a infecciones pulmo-
nares graves y severas. Esto es particularmente preocupante en
individuos inmunocomprometidos. Sus acidos micoélicos son de
tamano mediano (de 30 a 54 dtomos de carbono)®.

Mycobacterium abscessus abscessus pertenece al complejo
M. abscessus, una NTMy una micobacteria de crecimiento rapido.
Esta bacteria se encuentra principalmente en fuentes ambienta-
les relacionadas con el agua como piscinas y tanques de agua,
aunque se puede encontrar en otros lugares como ganado,
agua de mar y dispositivos médicos; por lo que la exposicion a
esta bacteria es muy comun lo que la convierte en el principal
agente etiologico de infecciones pulmonares causadas por MNT
de répido crecimiento. La resistencia intrinseca y adquirida a los
agentes antimicobacterianos convencionales se ha asociado con
esta cepa. Sus acidos micdlicos son largos (de 46 a 58 dtomos
de carbono)”.

Ademas de los acidos micdlicos, la pared celular de mycolata
también puede contener lipidos libres, como dimicolatos de
trehalosa, glicosil monomicolatos y peptidolipidos. Tanto los lipi-
dos libres como los genuinos acidos micoélicos estan dispuestos
perpendicularmente a la superficie celular formando un foliolo

Figura 2. Curvas de crecimiento en presencia de las moléculas estudiadas.
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similar a una membrana. Se ha sefalado que la presencia de
4cidos micolicos en la superficie de este grupo de residuos de
bacterias plantea dificultades en la entrada de antibioticos y es,
en consecuencia, una de las caracteristicas subyacentes intrin-
secas resistencia antimicrobiana. La penetracion de antibidticos
en mycolata depende estrictamente del paso de las moléculas a
través de proteinas denominadas porinas que tienen la misma
funcion de las porinas de los Gram negativos, si bien aquf la
capa que deben atravesar es la capa de dcidos micoélicos y otros
lipidos, que no es en sentido estricto una membrana, pero se
comporta como tal®.

Hemos explorado la capacidad antimicrobiana de estas
moléculas, y en particular una de ellas (AT-093) sobre tres mico-
latas, una perteneciente al grupo de los &cidos micdlicos cortos
(G.jacobaea); uno del grupo de longitud media (N. cyriacigeorgica)
y uno que alberga acidos micélicos largos (M. abscessus). En la
Figura 2 se muestran algunas curvas de crecimiento de las tres
cepas bacterianas ensayadas en presencia de algunas de las
moléculas estudiadas.

El abordaje experimental seguido permite orientar a los
quimicos y explorar nuevas estrategias y compuestos que sean

capaces de atravesar las capas hidrofébicas de las superficies de
las mycolata. Nuevas modificaciones leves de estos productos
deberfan abrir nuevas perspectivas para el tratamiento de las
infecciones producidas por micobacterias.
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Introduccion

La proteina C reactiva (PCR) es un pardmetro analitico fre-
cuentemente utilizado como marcador de respuesta inflamatoria
sistémica tanto en enfermedades agudas como croénicas, sean
de causa infecciosa o no. La tuberculosis pulmonar (TBP) pro-

duce una respuesta inflamatoria en el parénguima pulmonar
produciendo un aumento de los niveles de PCR, sin embargo,
desconocemos la utilidad practica de dicha asociacion.

Varios estudios evaluaron la utilidad de la PCR en la TBP.

Algunos autores han asociado una PCR elevada a marcador de
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mala evolucion clinica’ o a predictor de conversién retardada del
cultivo de esputo?. Este Ultimo factor sugeriria la persistencia de
contagiosidad y podria manifestar un mal cumplimiento o un
fracaso terapéutico®.

El objetivo de nuestro estudio es evaluar si la PCR sérica
presenta utilidad clinica en el control y/o el pronéstico de los
pacientes con TBP.

Material y métodos

Estudio observacional y retrospectivo realizado en las
Unidades de Tuberculosis de 3 Hospitales Universitarios de
Catalunya, Espafna (Hospital Universitari Arnau de Vilanova de
Lleida, Hospital Universitari de Bellvitge y Hospital Universitari
Vall d'Hebrén en Barcelona), sobre pacientes con diagndstico
de tuberculosis pulmonar y cultivo de esputo positivo desde
enerode 2010 a diciembre de 2014. Se incluyeron pacientes con
TBP bacilifera, con determinacién de los niveles de PCR sérica al
inicio del tratamiento y 4 semanas después. Fueron excluidos del
estudio pacientes con VIH, infeccién por micobacterias atipicas
0 pacientes con pérdida de seguimiento.

Se han analizado variables clinicas, analiticas, radiolégicas y
microbioldgicasy su correlacién con los valores de PCR sérica. Se
dividié la muestra seguin el resultado de la PCR seguin fuera su va-
lor mayor o menor oiguala 50 mg/L, punto de corte establecido
teniendo en cuenta tanto la mediana de la muestra (46.9 mg/L,
rango intercuartilico 17.5-95) asi como el valor aproximado de
la PCR que en algunos estudios se ha reflejado como marcador
de respuesta inflamatoria elevada, aunque no fuera ésta el ob-
jetivo principal de la investigacion'***. Las variables en ambos
grupos se compararon utilizando el test de Chi-cuadrado para
las variables categdricas y el test de Mann-Whithney para las
variables continuas. El valor de p considerado estadisticamente
significativo fue <0.05. Mediante el calculo del drea bajola curva
ROC, se compard la capacidad discriminativa de la concentracion
de PCR con la positividad del cultivo de esputo.

Resultados

Se han incluido en el estudio 144 pacientes con TBP y
baciloscopia de esputo positiva. Tenfan una media de edad de
43 afnos (rango intercuartilico, 26-59 anos), con un predominio
de pacientes del sexo masculino (74%) y mas de la mitad eran
fumadores activos (61%). Los sintomas més frecuentes fueron tos
(94%), expectoracion purulenta (74%) y pérdida de peso (69%).

Todos los pacientes recibieron un tratamiento inicial es-
tandar de 4 farmacos y debido a resistencias o intolerancias un
6.2% requirio la substitucion de uno o mas de los farmacos por
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tratamientos alternativos. Un 2% de los bacilos aislados eran
resistentes a la isoniazida y 3.5% eran multirresistentes. Después
de 4 semanas de tratamiento, el 33% de los pacientes continua-
ban presentando un cultivo de esputo positivo y después de 8
semanas, el 8% continuaban con dicha positividad.

Tal y como se puede objetivar en la Tabla 1, se hallé una
asociacion entre un valor inicial de PCR superior a 50mg/dL y la
extension de la enfermedad a suinicioy la posterior persistencia
de cultivos positivos a las 4 semanas (p=0.014). Un valor de PCR
superiora 50mg/dL alas 4 semanas, se asocio con la persistencia
de manifestaciones clinicas sugestivas de TBP activa y cultivo
positivo a las 4 (p=0.012) y a las 8 semanas (p<0,001).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas, microbiolégicas, radiol6-
gicas y analiticas en la primera consulta. Segun niveles de
PCR con punto de corte en 50 mg/dl (N=144).

PCR =50 PCR > 50 P
N=75 N=69

Clinica
Tos 93,3 95,7 0,544
Fiebre 49,3 69,6 0,014
Expectoracion 68,0 79,7 0,111
Dolor toracico 333 29,0 0,574
Hemoptisis 22,7 13,2 0,144
Pérdida de peso 65,7 81,8 0,033
Microbiologia
BK positiva 70,7 89,9 0,004
Cultivo positivo 253 449 0,014
Grados BK 0,029

Negativo 293 11,6

Escasos 12,0 8,7

Algunos 38,7 594

Abundantes 20,0 20,3
Radiologia
Cavitacion 54,7 72,5 0,027
Patron alveolar 76,8 84,1 0,291
Derrame pleural 12,0 21,7 0,117
Patrén miliar 13,3 304 0,013
Numero lébulos <0,001

Ninguno 8,0 00

1 lébulo 48,0 232

2 l6bulos 2573 174

> 2 lébulos 18,7 594 <0,001
Index? 60 (20-60) 90 (60-100) <0,001
Analitica
Hemoglobina 13,2(12,1-14,1) 12,2 (11,1-13,1) <0,001
Leucocitos 84 (6,7-10,2) 10.7 (8,0-12,5) <0,001
Neutrofilos 53(3,8-7,0) 7.8 (6,5-9,5) <0,001
Linfocitos 2.1 (1,4-2,6) 1.6 (1,2-2,0) <0,001
RNL 26(1,8-3,5) 5.3 (3,4-6,9) <0,001

Datos como porcentaje. (a): mediana (intervalo intercuartil). (p) calculada
con test de chi-cuadrado o test de Mann-Whitney. BK: Baciloscopia; RNL:
Ratio Neutréfilo/Linfocito.
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Conclusion

Concluimos que la PCR sérica podria comportarse como un
pardmetro analitico Util en la valoracién inicial de la gravedad de
los pacientes con TBP y que la PCR al inicio y al control posterior,
a las 4 semanas, podria comportarse como un buen predictor
de persistencia de positividad de la baciloscopia y del cultivo de
esputo, lo cual puede facilitar la toma de decisiones en relacion
al periodo de aislamiento de los pacientes y resultar Util para
mejorar el control y la prevencién de la enfermedad. Valores de
PCR sérica superiores a 50 mg/L podrian obligar a una monito-
rizacion mas estrecha de los pacientes con TBP.
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The characterization of the hostimmune response is essen-
tial for understanding tuberculosis (TB) immunopathology and
foridentifying the different phases inside the immune spectrum
thatencompasses latency to active disease progression'. Current
tools for detection of latent TB infection (LTBI) are those identi-
fying the immunological state of the host, being the TST and the
interferon-gamma release assays (IGRAs) the ones available for
using them in diagnosis. Both assays detect sensitization to Myco-
bacterium tuberculosis; however, itis still a challenge to have a test
or potential biomarkers for managing the infection and disease.
In this sense, it is highly relevant to focus on identifying infected
individuals who are at higher risk of developing the disease, or
monitoring the efficacy of treatment, having this latter high im-
portance for shortening treatment duration. Furthermore, since
M. tuberculosis is contained in local tissues, it is also important to
investigate the immune response which is mediated at the site
of infection. It is known that some cell subsets are specifically

lung-localized, being not represented systemically?*. Therefore,
itis important to characterize local bacilli's immune response to
understand the biological basis of the disease; provide a rationale
for novel therapies or vaccine regimens; and identification of
protective T-cell responses.

The immunological characterization through flow cytometry
of different cell markers has opened the possibility of considering
them as tools for a rapid diagnosis and disease management.
As an example, the expression of several activation/maturation
markers on T-cells have been proposed to be related with
latency/disease status and outcome*®. The measurement of
these markers requires further evaluation in the context of TB
management, and for assessing their potential as biomarkers
for monitoring anti-TB therapy efficacy’®.

Our study is focused on the expression of CD27, CD38, HLA-
DR, and Ki-67 activation/maturation markers in M. tuberculosis-
specific T-cells for evaluating their performance characterizing
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latency, active disease, and anti-TB treatment efficacy in cured
patients. The expression of the markers was analyzed in CD4+
T-cells producing IFN-y and/or TNF-a cytokines after PPD or ESAT-
6/CFP-10 stimulation. Briefly, the expression of CD27-, CD38+,
HLA-DR+ and Ki-67+ markers were significantly increased in
active TB when compared with latency (after PPD and/or ESAT-6/
CFP-10 stimulation). ROC curve analyses were done to determine
the clinical performance of selected T-cell markers, having Ki-67
the best discriminative capacity. Moreover, another objective of
this research was to assess the utility of measuring these T-cell
markers after treatment completion. Briefly, although there was
an inter-individual variation on marker’s expression, CD38 and
Ki-67 markers changed in those patients who ended treatment.
Additionally, high dimensional multiparametric analyses using
the flow cytometry data were performed, revealing an increase
in CD27 and a decrease in HLA-DR cell clusters within M. tuber-
culosis- specific populations after the end of treatment®.

Altogether, these data confirm that the studied markers
measured on specific T-cells have a differential expression ac-
cording to latency/disease status, and end of treatment. Further
studies are in the pipeline for assessing the expression changes
in these markers during the follow-up of both anti-TB treatment
and chemoprophylaxis, as well as investigations directed at the
local response immune phenotyping using experimental mice
models and different vaccination approaches.
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