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I. INTRODUCCION

L.a tuberculosis (TB) es una Importante causa de morbilldad y mortalidad a
nivel mundlal, con 8.8 millones de casos reportados en 2003 por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y 1,7 millones de muertes (1). En
México se reportaron 17,500 nuevos casos, solamente durante el Gltimo afio.

Actualmente son cuatro las estrategias utllizadas para el control de TB; El
diagnodstico temprano y tratamlento de nuevos casos, la aplicacion de vacuna
BCG, el control amblental y el tratamlento de los casos con tuberculosis latente
(TBL) para reducir el riesgo Individual de desarrollar TB con el subsecuente
beneficio en salud pablica al reducir el nimero de Individuos infectados
capaces de desarrollar TB activa en el futuro (2-5).

La TB por su prolongado y variable periodo de Infeccion latente donde el
Individuo es asintomatico, ofrece la inmejorable oportunidad de deteccién por
ascrutinlo. Durante este tliempo es posible realizar el dlagndstico de infeccién
por Micobacterium tuberculoslis (MBT), con la. posibliidad de un tratamiento
aceptable que pemlta reducir la posiblidad de enfermedad evitando la
maorbilidad y mortalidad asociadas a infecclon activa.

Hasta hace unos afios, la Gnica herramienta estandarizada para diagnostico de
infeccibn por MBT es la prueba de la tuberculina ain cuando presenta
limitaclones blen conocidas. La prueba de la tuberculina utllizada desde los
afios 30's y actualmente las preparaciones con derivado proteico purificado
(PPD) contiene una mezcla de antigenos que Inducen una reaccidén de
hipersensibilidad tardfa y refleja la respuesta inmune celular contra MBT, donde
ol tamafio de la reaccion clasifica a los individuos de acuerdo a su posibilidad
de Infecclén (5), sin embargo estos valores de corte en la prueba de tuberculina
pueden clasificar de manera errdénea a subpoblaciones de Individuos con
posible infeccién por MBT cuantificada por sensibilidad y especificidad. Con los

actuales criterios para considerar un resultado positivo.



La prueba de tuberculina carece de sensibildad en pacientes
inmunocomprometidos, individuos con Infaccién reciente, en lactantes y en
algunos casos con enfermedad activa. Por otro lado, su espacificidad es
limitada debido a la reactividad cruzada de los antigenos del PPD con
antigenos de Mycobacterium bovis presentes en la vacuna BCG y en muchas
micobacterias ambientales no tuberculosas. Finalmente la prueba de la
tuberculna puede no ser estable en el tiempo, esto es, el tamafo da la reaccion
puede ser mayor con apllcaclones repetidas en Individuos pravlamehte

sansibillzados por micobacterlas (6-8).

En base a la senslbilidad, especificidad y la prevalencla de TB en los diferentes
grupos, la Academla Americana de Pediatria (9) recomlenda tres valore§ de
corte para definir una reaccion tuberculinica positiva en poblaclon pedlatrica.
1. Induracién = 5 mm.:
- Contacto estrecho con casos contaglosos conocidos o
sospechosos de enfermedad tuberculosa.
- Sospecha de TB por:

a) Hallazgosa en la radlografia de térax consistentes con TB
activa o TB previamenta activa.

b) Evidencia clinica de TB enfermedad.

- Pacientes en tratamiento inmunosupresivo o con enfermedades
Inmunosupraslvas, incluyendo infecclén por VIH.
2. Induracién = 10 mm:
- Niflos con riesgo elevado de enfermedad diseminada.

a) >4 afos.

b) Con otras condiciones médicas; incluyaendo enfermedad
de Hogkin, linfoma, dlabetes mellitus, insuficlencia renal
crdnica, desnutricién.

- Nifios con aumento en la exposiclon a TB enfarmedad.

a) Nacldos o quienes sus padres nacleron en regiones con
alta prevalencla de TB.

b) Expuestos a adultos con infeccién por VIH, cuidadoras,
enfermeras a domicillo, uso de drogas, inmigrantes.

¢) Aquellos que viajan a regiones de alta prevalencia.



3. Induracién =z 15 mm:
- Nifos de 4 afios 0 mayores sin ningdn factor de rlesgo.

Una prueba de escrutinlo ideal para el diagnéstico de TBL debe tener
caracteristicas como una sensibilidad alta en poblaciones de resgo,

La importancia del papel que juagan los linfocitos T y el interferon gamma (IFN-
v ) en la TB, ha llevado al desarrollo de nuevos métodos dlagndsticos in vitro
para detectar Infecclén por Micobacterium tuberculosis. El diagndstico por aste
método se basa en una fuerte respuesta de medlada por células T para la
producclon de INF-y medida por una prueba de ELISA para los antigenos
espeaclficos de MBT, el antigeno temprano-6 (ESAT-6) y el flltrado de proteina-
10 (CFP-10). La exprasion de ambas proteinas estd ausente en individuos con
BCG y en muchas de las micobactertas amblentales. Este método ofrece la
ventaja de realizarse en una sola visita, tlene poca varabilidad Inter.
observador y no tlena efecto booster (refuerzo) con la repeticién del estudio
(10,11). Ha sido utilizada de manera efectiva para discriminar entre infaccion
tuberculosa, aplicaclon previa de BCG o exposiclon a micobacterias no
tuberculosas, con una mejor sensibllidad y especificad que la prusba de
tuberculina para diagnéstico de TBL (12-14), asl como su potenclal en el
diagnéstico de tuberculosis actlva (15).

El QuantiFERON-TB-Gold en tubo® (Caellestis Ltd,, Victoria, Australla), es un
metodo aprobado por la European CE Mark y la American Food and Drug
Adminlstration (FDA), para la determinaclén cuantitativa de IFN-y en sangre
ante la estimulaclén con los antigenos aspecificos ESAT-6 y CFP-10. Este
metodo diagnédstico basado en la respuesta de INF-y probablemente tenga
aplicaclones en palses en vias de desarrollo, principalmente por la inseguridad
en los resultados del PPD, mas aun cuando algunos autores reportan que la
apllcaclén de vacuna BCG al naclmiento duplica el rlesgo relativo de falsos
positivos del PPD (16).



Una prueba diagnéstica mas sensible permitiria la mejor deteccion de Infacclén
por Micobacterlum tuberculosls y contribulr al disefio de mejores estrategias
para control y prevenclén de tuberculosis en poblacldn pediétrica.

El diagnéstico de Infeccién por Micobacterium tuberculosis es alun mas
complejo en el paclente iInmunocomprometido, en paclentes con Insuficlencia
renal crénica, en Infeccién por VIH, etc., en quienes la prusba de la tuberculina
tiene pobre sensibilidad y especificidad (17).



ll. MARCO TEORICO

La magnltud del problema de la tuberculosis parece gligantesca desde una
perspectiva global. Las micobacterias son microorganismos que causan
enfermedades granulomatosas y necrosantes cronicas. Pueden afectar
cualquler érgano.

Son bacllos finos, iInmdviles, no esporulados y Gram — posltivos . tisnen una
pared celular rica en éacidos micolicos y en complejos lipidicos que Ie confieren
la propledad acido - alcohol resistencla. Son muy ublcuos, de crecimiento
lento, se reproducen cada 24 — 48 horas y son aeroblos esftrictos. Su
estructura antigenica es muy complela.

Las especies de micobacterias validadas son 85 y se Incrementan
congtantemente. Se clasifican segun la velocidad de crecimlento en el cultivo y
por el colory asp;ecto de sus colonias. De crecimlento lento, sl tardan 7 0 mas
dias en crecer, y de crecimiento rapido, sl tardan menos de 7 dfas.

Si al exponer el cultivo a la luz, las colonias desarmrollan plgmentacion son foto
cromogenas; sl presentan plgmentacion adn en la oscuridad son
ascotocromégenas; y si carecen de plgmentacién son no fotocromogenas.

TUBERCULOSIS PULMONAR

FUENTES DE INFECCION

El agente causal es el M. Tubaerculosls complex constltuldo por M. Tuberculosis
o bacilo de Koch, que es causante de la tuberculosis humana con mas
fracuencia, el M. Bovis, que causa la enfermedad en el ganado vacuno y
actualmente se alsla en pocas personas, y M. Africanum, que se encuentra en
algunos procedentes de Africa.

La Infeccién Iniclal por el bacilo de la tuberculosis se fransmite por el aire.
Como Mycobacterium tuberculosls no contiene enzimas que le permitan
penetrar por el moco, los microorganismos deben encontrarse en particulas de



tamafio suficientemente paquefio (menos de 5 micras) para penetrar la zona
alveolar, sitio en el que no ay moco. Aunqus no se conoce la dosis Infacciosa

minima de M. Tuberculosis para el hombre.

La princlpal fuente de infeccion es el enfermo de tuberculosis pulmonar o
laringea sobre todo sl se detectan bacllos en el frotis del esputo. Sl el frotls es
negativo y el cultivo es positivo, la capacidad de contaglo es mucho menor.

FACTORES DE VIRULENCIA

Los factores de virulencla se pueden de definir de tres maneras. Pueden ser
directamente tdxicos para las células huéspedes, Impedir los mecanismos
efectores que controlan en condiciones normales la duplicacién celular, o
modular el equlllbro entre las citocinas, que fomentan el crecimiento y las que
lo inhiben. Son tres los constituyentes de las capas aexterlores de las paredes
celulares complejas de M. Tuberculosis: factor de cordén, sulfolipidos y
micésidos, que se han conslderado factores de virulencla.

PATOGENESIS DE LA TUBERCULOSIS: HIPERSENSIBILIDAD RETRASADA
CONTRA INMUNIDAD PROTECTORA

Hipersensibilidad de tipo retrasado (HTR) e inmunidad protectora pueden ser
sucesos inmunolédgicos separables de los que los investigadores se valen para
efectuar diversas observaciones en el ser humano y en animales de
experimentacion. El-tarmino fendémeno de Koch se refiere a la diferencla en la
reaccion a la carga con M. Tuberculosls del huésped que se encuentra inmune
en comparacion con el que no estd. La infeccion primara después de
Inoculacién subcutdnea en el cobayo produce una ticera que no cicatriza; una
segunda inyeccion induce una lesion indurada que se ulcera y cura con rapldez
y por completo. EI fendémeno de Koch se pude relaclonar con una reacclon
Inmunolégica protectora. Sln embargo, la reacclén del huésped sensibllizado a
las micobacterias y a Sus productos es, con toda claridad, una espada de dos
filos. En contraste con la inoculacion medlante microorganismos, la Inyeccion
Intravenosa de tubercullna en un animal infectado produce choque tuberculino,
y las inyecciones semejantes en pacientes con TB (efectuadas por Koch ) se
caracterizaron por exacerbacion de la enfermedad pulmonar.



PRUEBAS CUTANEAS DE LA TUBERCULINA

En 1890, Robert Koch anuncio que habla descublerto la curacion de Ia
tubserculosis (TB). Aconsejé tratar a los paclentes con dosis subcutaneas de lo
que llamé tubercullna, lquido pardusco transparente obtenido de filirados de
los cultlvos de M. Tuberculosis. Ese tratamiento producia una reacclon febrll
en plazo de cuatro a cinco horas. En la mayoria de los pacientes la filebre se
acompafiaba de vémito, escalofrios y otros sintomas generales. Koch informé
que administrar a los pacientes dosis diarias crecientes de tuberculina daba por
resultado curacién rapida de los casos leves de TB, y mejoria progresiva lenta

de los casos mas graves.

Koch no se percato de que habia descublerto los que se convertiria en una de
las pruebas diagnésticas mas ampliamente utllizadas que jamas se hayan
desarrollado.

TIPOS DE TUBERCLINA

El método original empleado por Koch para preparar la tubarculina consistio en
desarrollar a los bacilos tuberculosos en medio de caldo de carmne glicerinado y,
a contlnuacion, en matar a los microorganismos por calor en un gabinete de
flujo de vapor a 100 grados centigrados. El medlo de cultivo restante se
concentré a la décima parte de su volumen original a bafo maria. Como la
tuberculina de este tipo contiene derlvados del caldo de carne, ya no se
aencuentran en el empleo general. Los dos tlpos de tubercullna que se han
utlizado en la actualldad son tuberculina concentrada por calor en medio
sintético (tubercullna vieja) y derlvado proteinico purficado (PPD) de la
tuberculina.

DERIVADO PROTEICO PURIFICADO DE LA TUBERCULINA (PPD)
En la actualldad se emplean mas a menudo tres metodos para preparar PPD
de la tuberculina: la precipltaclén mediante acldo tricloroacético (TCA) de
medios de cultivo de bacilos desamrollados en medio sintético de long, la
precipitacion mediante sulfato de amonio (AS) de filtrados de cullivo
concentrados por uitra filtraclon, y la comblnactén de ambos métodos.



El estdandar para todos los preparados de PFD es el PPD de tuberculina
numero de lote 49 608. se enviaron partes allcuotas de este lote, o PPD-S,
preparado en 1941 por Selbart y Glenn, a la Division of Biologics Standards en
los National Institutes og Health para su empleo como estandar de referencia
para Estados Unidos; se hizo lo mismo a diversas Instituclones comerciales y
privadas para estudios de Investigacion, y por ultimo se envié al State Serum
Institute, Copenhague, Dinamarca. En 1952, la QOrganizacion mundlal de la
Salud (OMS) adoptd al PPD-S como Estandar Internacional para e Derivado
Protelnico Purificado de tubercullna de Mamifero.

La unidad intemacional (Ul) del PPD se define como ta actividad blologlca
contenida en 0.000028 mg de PPD-S, que consiste en 0.00002 mg de PPD
mas 0.000008 mg de sales. El estandar se distibuye como polvo liofllizado;
cada frasco ampula contiene 500 000 unidades Internacionales. En estados
unidos y Canadd, la potencia de los preparados de PPD se expresa en
unidades U.S (estadounidenses), o UT, més que como unidades
internacionales (UI). Una UT se define como 0.00002 mg de PPD-S.

REACCION INMUNOLOGICA A LA TUBERCULINA

Después que una persona ha quedado infectada por micobacterias, los
linfocitos T de los ganglios linfaticos regionales inician la proliferacion y se
sansibllizan. En plazo de nada mas de semanas estas células T estan
clrculando en la sangre. La Inyeccion de tuberculina en la plel de esta persona
estimula a los linfocitos y activa a la cascada, que culmina en una reacclén de
hiparsensiblidad de tipo retrasado (HTR). Esta reaccdén se denomina
“‘retrasada “ por que requiere 24 a 48 horas para manifestarse. La reactividad
dérmica consiste en vasgo dilatacién, edema e infiltracion de linfocitos, basofilos,
monocitos y neutrdfiios en el sitio en que se ha Inyectado el antigeno. Proliferan
linfocitos T especificos para el en aese lugar. Por lo general se producen
reacclones maximas a las 48 horas después de la Inyeccién del antigeno. La
zona en la que se producen la infiltraclén celular o la induracién no hace mas
que reflejar la actividad de esta hlpersensibilidad de tipo retrasado.



Puede sobrevenir eritema, fenémeno Inflamatorio agudo caracterizado por
enrojecimlento en el sitio de Inyecclon, como reaccién al antigeno de la prueba
cutanea. El erdtema se debe a vasodilataclon y congestidn de los capllares.
Caraca de importancia, y por sl solo no constituye una reaccién positiva,

La sensibilizacién adecuada de los linfocitos para producir una reaccién HTR
detectable suele ocurrir a dos a 10 semanas despuéds que la persona se Infecté
por M. Tuberculosis. Esta senslbllidad suele persistir por afios, aunque la
reactividad se desvanezca con Ia edad.

SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD DE LAS PRUEBAS DE LA TUBERCULINA
La prueba cutanea de la tuberculina es un metodo para Identificar la presencia
de infecciéon por M. Tuberculosis; no es nl 100% sensible ni 100% especifica.
Cerca de 10% de los pacientas con TB activa no reaccionaran a la tuberculing,
aunque la reactividad pude ser varlable. También la variable especticidad de la
prueba de la tuberculina. Los resultados de encuestas con pruebas cutaneas
de tuberculina, en grupos de poblacién de riesgos variables de Infeccién por M.
Tuberculosis, indicaron que algunas personas con reacciones menoraes de 6
mm de didmetro tenfan poca probabilidad de manifestar pruebas radiogréficas
de calclicaciones pulmonares. La utilidad de la prueba de la tuberculina
depanderd de la prevalencla de la infecclon por M. Tuberculosis y de la
prevalencla relativa de as reacclonaes cruzadas con micobacterias no
tuberculosas. En una poblacién con prevalencia bala de Infecclén tuberculosa,
estaran en realidad infectados por micobacterlas no tuberculosas la mayoria de
los sujetos que reaccionan a la tubercullna( es decir, serd bajo el valor de
praediccion positivo de la prueba). El valor de predicclén positive de una prueba
cutdnea de la tuberculina ser{a mucho mas elavado en las poblaciones en las
que es mas frecuente la Infecclén por M. Tuberculosis. Por este motivo, sblo
debera efectuarse prueba cutdnea de la tuberculina en un grupo de poblacién
que se encuentren an riesgo Incrementado de infeccién tuberculosa.

RIESGQO DE ENFERMEDAD EN LAS PERSONAS REACTIVAS A
TUBERCULINA

El desarrollo dela TB conslste en infecclén iniclal por M. Tuberculosls y
progreso subsecuente hasta enfermedad activa. La probabllidad de quedar



infectado depende del contacto aestrecho prolongado con una persona que
experimenta TB activa. Una vez estableclda la Infeccion, el riesgo de progreso
de la enfermedad actlva se vera influido por factores Intrinsecos del individuo.
Es importante Ia edad en el momento de la infeccion; los muy Jévenes y los
muy viejos estan en mayor peligro de sufrir tuberculosis clinica. Ser vardn o
estar 10% por debajo del peso corporal ideal incrementa tamblén el Hesgo de
enfermedad activa después de la Infecclon; se desarrollara TB activa en 5 a
15% de las personas con trastornos de las defensas en plazo de dos afios
después de la infecclén primaria. Aunque este resgo disminuyes con el paso
de tlempo, el fesgo adicional durante las edades avanzadas da por rasultado
un resgo acumulativo de 10% para toda la vida.

La supresion de la inmunidad medida por células como resultante de la
infaccién por el virus de la inmunodeficiencla humana (HIV), puede acelerar el
desarrollo y el progreso de TB activa en personas Infactadas por M.
Tuberculosis.

ADMINISTRACION DE LA PRUEBA DE LA TUBERCULINA

TECNICA DE MANTOUX

La prueba cutdnea de Mantoux consiste en Inyeccion Intracutdnea de
tuberculina en la superficle anterior del brazo. Se emplea una jeringa de
tuberculina con aguja callre 26 o 27 para Introduclr 0.1 ml de antigeno
justamente por debajo de la capa superlor de la piel; debe de percibirse cierta
rasistencla conforme se inyecta el antigeno en la plel. Si la prusba se aplica de
manera correcta, se producira una elevacién palida en la piel (roncha) de 6 a
10 mm de didmetro. SI no se produce roncha, sl el antigeno entra en la plel con
poca reslstencia, si la mayor parte de la tubercullna se fuga del sitio de
inyeccion, o sl no se ha adminlstrado completo el 0.1 ml del antigeno, se hara
administrado de manera Inaproplada la prueba cutanea.

Debera efectuarse de inmediato otra prueba en un sitio que esté apartado por
los menos 5 ¢cm de la inyeccion original.

10



La dosis recomendada de PPD para la prueba cutdanea es de 5 UT. Se dispone
an ol comerclo de otras potencias de la tuberculina; sin embargo, tienen poca
utllildad clinica porque a menudo pueden producir reacciones negativas falsas o
positivas falsas. Nunca se almacenara el antigeno en jeringas durante {as de
una hora. La expasicién prolongada a la luz reduce tamblén la potencia del
antlgeno. La tuberculina debe refrigerarse y guardarse en la oscurldad en todo
lo posible.

LECTURA DE LA PRUEBA DE LA TUBERCULINA

Los resultados de la prueba de la tuberculina se leen 48 a 72 horas después de
administrarla, por que es el intervalo requerido para el desarrollo de una
reacclén de hlpersensibilidad tipo retrasado. Las lecturas se efectuara bajo
buena luz y debera ponerse en flexiona ligera el antebrazo del paciente a nivel
del codo. Los bordes de induracién se identlfican medlante deslizamiento del
dedo Indice ligeramente a través de la zona de reaccidon. Cuando la Induracion
sa fuslona de manera Imperceptible con la plel clrcundante tal vez sea dificil
localizar sus bordes,. Es de utllidad examinar la reacclon bajo luz cruzada con
friccion ligera de la induraclén con el dedo para definir los bordes exteriores de
la reaccién. Una vez que esta marcados los bordes, con una regla flexible se
mide la induracion en sentldo tranaverso a nivel de su diametro mas amplio.

Los resultados de las pruebas cutaneas de la tuberculina deben anotarse en

milimetros de Induracion; los términos “positiva™ o “ negativa” no brndan
Informacién sobre el tamafio de la reacclon, y vuelve un problema las

decisiones subsecuentes relacionadas con el tratamiento preventivo.

INTERPRETACION DE LA PRUEBA DE LA TUBERCULINA

Los criterios de la American Thoracic Soclety (ATS) y de los Centres Disease
Control and Preventlon (CDC) para conslderar positiva una prueba cutanea de
la tuberculina tienen como flnalldad incrementar la probabllidad de que se
consideren los sujetos de alto riesgo de tuberculosis para el tratamlento
praventivo, y que se excluyan del tratamiento farmacolégico Innecesario los
sujetos que tienen reacciones a la tuberculina no causadas por la infeccion de

M. Tuberculosls.
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Las reacciones de las personas que han estado poco lempo antes en contacto
estrecho con una persona que experimenta TB activa, y las que tienen
radlografias de torax anormales que sugleren TB, seran tal vez casos de
infecclén por M. Tuberculosis. Ademas, las personas Infactadas por HIV
pueden tener capacidad limitada para reaccionar a la tuberculina, incluso
aunque astén infectados por bacllos tuberculosos. Los sujetos de estos grupos
estdn en gran resgo de sufrir tuberculosis; por tanto, es aproplado establecer
un limite de 5 mm para garantizar que quienes estén Infectados por M.
Tuberculosis se conslderen candidatos al tratamlento preventivo.

Se consideran casos de bajo resgo moderado de enfermedad activa las
personas con otros factores de riesgo de TB, como los trastomos médicos que
sa sabe Incrementan el resgo de enfermedad( dlabetes, gastrectomia y
psicosis) lo mismo que las que sufren trastomos de las defensas a causa de
otras enformadades u otros tratamientos farmacolégicos. En estos grupos
debera considerarse posltiva la reaccién de 10 mm de diametro 0 mayor. Este
punto limitrofe tamblén es apropiado para las personas nacidas en paises que
tienan prevalencla elevada de TB, los residentes de instituciones
correccionales y de casas de asistencia o asllos, y los empleados de hospltales
y de laboratoriog de micro bacteriologia.

REACCIONES POSITIVAS FALSAS A LA TUBERCULINA

Un namero pequefio de reacciones a la tuberculina pueden deberse a errores
en la administraclon de esta prueba o de la lectura de los resultados; sin
embrago, las causas m{as frecuentes de reacclones positivas falsas son
infecclon por micobacterias no tuberculosas o vacunaclén con badlo de
Calmette — Guérin (BCG).

Una causa importante de Interpretacion errdnea de una reacclon positiva como
indicacién de Infeccidén tuberculosa es la hlpersensibilidad a micobacterias
distintas a M. Tuberculosis. La infeccion por Mycobacterlum avium u otros
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mismbros del género Mycobacterium puede dar por resultado sensibilidad a la
tuberculina. Se producen reacciones cruzadas en muchas partes del mundo.

En los nifios vacunados con BCG, las reacclones a la tuberculina tlenen un
tamafio que varia entre 3 y 19 mm de diametro. La presencla o el tamafio de
las reacciones de la prueba cutdnea de la tuberculina efectuada después de la
vacunacion no permiten predecir con confianza el grado de proteccién que ha
ofracldo el bacilo BCG.

Después de la vacunacién con BCG no es posible distinguir entre reaccion
cutdnea a la tuberculina producida por infeccion mico bacteriana virulenta y la
producida por la propia vacunacién. La reactividad cuténea a la tuberculina a
causa de vacunacién con BCG se disipa con el tempo, y es poco probable que
persista mas alla de los 10 aflos que siguen a la vacunacién. Por lo tanto, debe
de Incluirse la TB en el dlagnostico diferencial de cualquler enfermedad de tipo
de la TB, sobre todo sl la persona reciblé BCG varios afios antes de someterse
a la prueba de la tuberculina o si se ha expuesto poco tlempo antes a
personas que exparimentan TB infecclosa.

La prueba cutdnea de la tuberculina es una de las pruebas diagndsticas
empleadas con mayor amplitud que jamas se hayan desarrollado, y se sigue
slendo un método nmuy utlllzado para diagnosticar Infeccion por M.
Tuberculosis, pero hay que tomar e cuenta que ocurren reacciones positivas
falsas y negativas falsas a la tuberculinag, lo que dificulta en ocaslones la toma
de declsiones en cuento al tratamiento preventivo. Deniro de pruebas mas
sengibles desarrollas se encuentra la de QuantiFERN-TB-Gold

El QuantiFERQON-TB-Gold en tubo® (Cellastis Lid,, Victorla, Australia), s un
método aprobado por la European CE Mark y la American Food and Drug
Administration (FDA), para la determinacl6n cuantitativa de IFN-y en sangre
ante la estimulacidn con los antigenos especlficos ESAT-6 y CFP-10.

Este método diagnéstico basado en la respussta de INF-y probablemente tenga
aplicaciones en palses en vias de desarrollo, principaimente por la Inseguridad
en los resultados del PPD, mas aun cuando algunos autores reportan que la
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aplicaclén de vacuna BCG al nacimiento duplica el resgo relativo de falsos
positivos del PPD (16). Una prueba diagndstica mas senslble permitiria la mejor
detecclon de infaccion por Micobacterium tuberculosis y contribuir al disefio de
mejores estrategias para control y prevenclon de tuberculosis en poblacion
pediatrica.

El diagnéstico de infecclon por Micobacterium tuberculosis ©a ain mas
complejo en el paclente inmunocomprometido, en pacientes con insuficlencia
renal crénica, en Infeccidn por VIH, etc., en quienes la prueba de la tuberculina
tiene pobre sensibllidad y especificidad (17).



lil. JUSTIFICACION

El diagnoéstico de Infaccion por Micobacterlum tuberculosls en nifios se basa
actualmente en los resultados de la prusba de tuberculina (PPD). Estos
resultados pueden no ser del todo confiables dada la baja sensiblidad y
especificidad de la prueba reportada en paclentes con antecedente de
vacunaclén con BCG, en sujetos desnutridos, con Insuficiencia renal cronica,
Infacclon por VIH o con estados de inmunodeficlencla, ademas de requerr de
por lo menos dos visitas. Por lo tanto, se hace necesarla una prueba de
deteccion simple, raplda, aplicable en poblacién pediatrica, sin reactividad
cruzada con el BCG y que demuestre utllidad a(in en pacientes con patologlas
que comprometan el estado Inmune del paciente..

La prueba QuantFERON-TB-Gold® ha mostrado excelente resultados en
sujetos adultos, vacunados con bajo rlesgo, selecclonados con alto desgo, en
pacientes con TB activa, asi como sujetos sanos con exposiclon reciente a
MBT, flnaimente el estudic QuantiFERON-TB-Gold® es una buena herramienta
diagndstica en poblacién no selecclonada.

La prueba de QuantiFERON-TB-Gold no ha sido extensamente aplicada en
poblaciéon pediatrica, por lo que se justifica un estudio para comparar los
resultados del PPD con el nuavo método dlagnéstico en nuestra poblaclon
pediatrica que acude a la consulta externa de un hospital de tercer nivel,
determinando el nivel de concordancia entre ambas pruebas. Este estudio
permitira ademas evaluar el desarmollo y reproducibilidad da este nuevo método
diagnostico, con la ventala de requerir solamente una visita a diferancia del

PPD y no tiene efecto de refusrzo.



IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prusha de la tuberculina con derivado proteico purificado (PPD) es
actuaimente el método mas utilizado y fundamental para el estudlo de
contactos en poblacién pediatrica, ain cuando solamente indica Infecclion por
Mycobacterium tuberculosis, sin determinar si el bacllo se encuentra en estado
latente 0 no. La prueba de PPD ha sido utlilizada masivamente a(n cuando
tlene limitaciones blen conocidas, su sensiblidad es baja y limlitada,
especlficamente por su reactividad cruzada con la vacuna BCG y con muchas
de las micobacterlas no tuberculosas. Mas aun, la sensibilidad del PPD es
particularmente baja en poblacién con un alio rlesgo de progresion hacla TB
enfermedad; paclentes Inmunocomprometidos, con infeccion por VIH, etc., en
los cuales la tasa de resultados falsos negativos puede ser alta.

El resultado de la prusba cutdnea de tuberculina (PPD), independientemente
de susg limitaclones, es actualmente la princlpal herramienta disponible en
nuestro madio para diagnéstico de infeccion por Micobacterium tuberculosis en
la edad pedlatrica. Son necesarios métodos dlagndsticos mas sensibles y
espacificos ante la carencia de criterios estandarizados para diagnéstico de
TBL.

Estudios recientes indican que la prueba de INF-y mediante la estimulacién con
los antigenos de MBT especificos ESAT-6 y CFP-10 en sangre total pudieran
tener melor sensibilidad y especlficidad que el PPD para diagnéstico de TB
latente.



V. OBJETIVO
1) Comparar &l nivel de concordancla entre la prueba QuantiFERON-TB-
Gold en tubo®, con el rasultado del PPD .

V1. HIPOTESIS.

El método QuantiFERON-TB-Gold® tiene un nivel alto de concordancla con el
PPD para diagnostico de Infeccldn por Mycobacterlum tuberculosis en
poblacion pediatrica.

VIl. MATERIAL Y METODOS.

7.1 Diseiio

El presente estudio propone, comparar el nivel de concordancia entre la prueba
de PPD y el método de QuatiFERON-TB-Gold en tubo® de este nuevo método
en una poblacidn pediatrica con antecedente de contacto estrecho de TB y en
paclentes inmunodeficlentes procedentes del Hospltal General de México. El
nuevo método estd basado en el aumento en sangre periférica de los niveles
de INF-y ante la estimulacién de los antigenos especificos ESAT-6 y CFP-10,
detectados por ELISA (método QunatFERON-TB-Gold en tubo®). Estos
antlgenos no son compartidos por la vacuna BCG ni por la mayoria de las
micobacterlas no tuberculosas, por lo que no muestran reacclon cruzada.

Se trata de una comparacién prospactiva realizada en una poblacién pediatrica
entre el método QuantiFERON-TB-Gold en tubo® con el resultado del PPD,
para dlagnéstico de infecclon por Mycobacterium tubarculosis.

Los datos demograficos y epldemiolégicos serédn reglstrados en una hoja de
vaciamiento de datos.

7.2 Obtenclién de paclentes,

Se planted inicialmente la inclusion de 50 paclentes sin embargo se obtuvieron
56 paclentes en total. Sexo indistinto, en edad pediatrica entre Q0 y 18 afios de
edad con COMBE positivo, procedentes del Hospital General de Meéxico y
pacientes con alguna Inmunodeficiencla y sospecha clinica de TB, procedentes
de la consulta externa o del drea de hospitalizacién del Hospital Infantil de
Maxlco “Federico Gébmaz".
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7.3 Tamafio de la muestra.

Debido a que no existen estudios en la poblacién pediatrica que permitan
obtener un delta y desviacién estandar, de las varlables a medir, para el calculo
del tamafio muestral se reallzé un calculo empirico por tratarse de un estudio
plloto obteniendo 50 paclentes sin embargo utilizamos 76 pacientes en total.

7.4 Criterios de Inclusidn, exclusion y eliminaclon.
7.4.1 Inclusién,
1. Paclentes del género mascutino o femenino de 0 a 18 afios de edad,
enviados al Depto. de Neumologla y Fisiologfa Pulmonar
2. Con o sIn antecedente de vacunacién con BCG.
3. Aceptaclon y firma del congentimiento Informado escrito.

7.4.2 Exclusloén.
1. Aplicacion de la prueba de la tuberculina (PPD) en los 2 meses previos a
su Inclusion en el estudio.
2. Antecedente de tuberculosls activa.
3. No aceptacion del consentimiento informado escrito.

7.4.3 Eliminaclén.
1. Aplicaclén de solamente uno de los métodos en estudio (PPD,
QuantiFERON-TB-Gold en tubo®).
2. Resultado Invélldo de la aplicaclén del PPD (lectura tardia > 72 hrs.).

7.5 Descripclon del proceadimiento,

Se incluirdn paclentes de sexo indistinto que acudan a consulta externa y
hospitalizados, con padecimlentos cronicos que comprometan su estado
inmunologico, la selecclén serda no probabilistica por casos consacutivos. En
cada paciente se programaran 3 visitas durante las cuales se realizaran
interrogatorio y antecedentes en la hoja de vaciamiento de datos, aplicacion de
PPD, toma de wuna muestra de .sangre para el método de
QuantiFERON.TB.Gold en tubo® (visita 1) y lectura del PPD .a las 48 y 72
horas (visita 2 y 3).



Visita 1.

Se procedera a la lectura y en su caso firma del consentimlento informado
escrito. Interrogatorio con datos epldemiolégicos registrdndose estos en la hoja
de vaclamiento de datos, verificando se cumplan los crterlos de inclusion. Se
consignara la aplicacién de vacuna BCG y sl existe el antecedente de
aplicaclén de PPD previo, los antecedentes de contacto con Individuos con TB
activa, padecimlento actual, etc. Todos los datos serén capturados en un
formato dlisefiado para tal fin (ver anexo).

Se tomara una muestra de 6 ml., aproximadamente de sangre total para el
analisis de INF- por el método estandarizado de QuantiFERON-TB-Gold en
tubo® y se aplicaran 5UT de derivado proteico purificado (PPD) en la cara
anterolateral del antebrazo derecho conforme a la tdcnlca estandarizada (18).

Visita 2.

A las 48 horas de la visita 1 el paciente acudira al hospltal para lectura del PPD
en su didmetro transverso (18,19), los resultados se anotardn en la hoja
correspondiente (ver anexo).

Visita 3

El paciente acudira al hospital a las 72 horas de la visita 1 para una segunda
lectura en el sitio de aplicaclén del PPD, 1a cual se realizard en forma Idéntica a
la de la visita 3, anotando los resultados en la hoja comespondientes (ver
anexo),

7.6 Definiclon operativa de las variables y escalas de medicion.
Intervenciones:

Analisls de Interferon-gama midlendo la respuesta de Interferébn-gama a los
antigenos ESAT-6 y CFP-10 en sangre total. Aplicacion de 5 Ul de derivado
protaico purificado (PPD).

La variable primaria sera la concordancia entre los resultados del método
QuatiFERON-TB-Gold en tubo® y el resultado de la lectura del PPD a las 48 y
72 horas.



Medicién de las variables:

Datos demograficos y epidemiologicos.

Resultado del PPD.

Resultado del método QuantiFERON-TB-Gold en tubo®.

7.6.1 Variables demogréficas y spidemiologlcas
Edad: 0 a 18 afios.

Padecimlento por el que acude al hospital: Enfermedad(es) por las que el
paciente acude a consulta.

Contacto: Convivencla con un caso de TB, variable nominal dicotémica.

BCG: Antacedente de aplicacion medlida como varlable nominal dicotomica.

Antecedente de PPD: Anotar facha de aplicacion y resultado en caso de
CONOCarse.

7.6.2 Prueba de tubercullna (PPD): variable dependients, cuantitativa
discreta, sin embargo para fines de anadlisis se describird como cualitativa
dicotémica.

Se aplicara la prueba de tuberculina utllizando 5UT de derivado proteico
purlficado RT23 (lote y fabricante) el cual se administrara en forma intradérmica
con Jeringa de insulina en la superficle anterolateral del antebrazo conforme al
método de Mantoux (20).

El resultado sera medido en milimetros y de forma transversal cualquier
induraclén usando el método ball-point (18). Para valorar la varabilidad de los
resultados, un segundo lector realizara la lectura de cada participante en el
estudio utllizando la misma técnica y consistente con el estandar de
interpretacion de nesgo-estratificado de la American Thoraclc Society (18). Los
resultados se anotaran en la hoja correspondiente (ver anexo).

Una induracibn de 10 mm © mayor serd considerada como positiva. Se
utilizaran tamblén valores de corte a 5 y 15 mm para comparacion.
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7.6.3 Determinacién de INF-y por el método QuantiFERON-TB-Gold en
tubo®; variable dependlente, cuantitativa continua, para fines de anallsis se
establecera como cualitativa politomica (posltivo, negativo, Indeterminado).

Para el estudio de INF-y se utilizo el kit comercial QuantFERON-TB-Gold® en
su version “en tubo”, el cual comprende dos etapas:

a). Primera etapa, Se colectaran 4 tubos heparinizados con un ml cada uno de
sangre total del paclente. Tubo 1; control negativo de sangre total con heparina,
Tubo 2; control positivo de sangre total del paclente heparinizada con
fitohemaglutinina mitégena de células T. Tubo 3; problema, con sangre total
heparinizada del paclente y el antigeno especifico de Mycobacterdum
tuberculosls ESAT-8. Tubo 4; problema, con sangre total heparinizada y el
antigeno especifico de Micobacterium tuberculosis CFP-10 y péptido TB7.7.
Ente 2 y 6 horas de tomadas las muestras, los tubos serén Incubados a 37
grados centigrados durante 16 a 24 horas.

b). Segunda etapa. Después del tiempo de Incubaclén, los tubos se centrifugan
y se extraen 200 pl de plasma de cada tubo, se etiquetan con las Iniclales del
paclente, fecha de estudio y nimero de expedients y se congelan a — 70
grados centigrados. Al final de cada semana se realizara la determinacién de
INF-y en todos los tubos almacenados (4 por paciente) por el método de ELISA
(enzyme-linked immunosgorbent assay) conforme a las instrucciones del
fabricante (Cellestis Ltd). Los resultados se anotardn en la hoja

corraespondlente (ver anexo).

Los valores de INF-y (Ul/ml) para los antigenos especificos ESAT-6, CFP-10 y
TB7.7 asf como para el miltogeno o control positivo, seran comregidos
rastandoles el valor obtenido en el control negativo, tal como lo recomienda el
fabricante y con base en estudio previos (33,43,44).
El resultado del estudio se conslderara:
1. Negativo; sl la respuesta a los antigenos especificos (después de restar
el valor obtenido en el control negativo) son < 0.35 Ul/ml..y si el nivel de
INF-y en el control positivo o mitdgeno as = 0.5 IU/mi., despuds de restar

el valor obtenido en el control negatlvo.
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2. Indeterminado; sl la respuesta a los antigenos especificos (ESAT-6 y
CFP-10) es negativa (< 0.35 Ul/ml.) después de restar el valor obtenldo
an el control negativo y si el valor del control positivo (mitégeno) es < 0.5
Ul/ml., después de restar el valor obtenido en el control negativo.
3. Posltiva; si la concentracion de INF-y en los tubos con antigenos ESAT-6
y CFP-10 es 2 0.35 Ul/ml., después de restar el valor obtenido en el
control negativo, Independientemente del resultado en el control positivo
(mitégeno).
Dado que este método de ELISA no puade determinar con preclsion los valores
absolutos de INF-y cuando estos exceden las 10 Ul/ml. Por lo tanto, valores de
INF-y de 10 Ul/ml 0 mayores seran considerados como un valor de 10 Ul/ml en
el presente estudio (33,44).

7.7 Limitaclones del estudio.

Debldo a la carencia de un estandar de oro para diagnostico de TB, no es
posible hacer la comparaclén con un grupo control sano para determinar la
sensibilldad y especificidad del método. Conslderando el presente como un
proyecto Inicial para demostrar su correlaclén con el método habitual de PPD,
en paclentaes pediatricos que acuden a un hospital de tercer nivel. Se requeriran
estudlos posteriores con distintas subpoblaciones de paclentes pediatricos.

7.8 Tecnologia utilizada.

Se empleara el método comerclal QuaniFERON-TB-Gold en tubo® aprobado
por la Food and Drug Administration (FDA), el cual determina la producclén de
INF-y por linfocltos T en sangre total, ante el estimulo de los antigenos
especificos de Micobactaerium tuberculosls ESAT-6 y CFP-10, empleando la
técnica de ELISA . Este método no requiere de instalaciones o equipo especial.

Todos los materiales para la reallzaclén de la prueba seran adquiridos en la
empresa Cellestis, Inc., en log Estados Unidos. Contemplandose un ndimero
determinado de estudios para famlliarzarse con el procedimiento -

7.9 Instrumentos de recoleccléon de datos.
HoJa de recoleccion de datos (ver anexos).
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7.10 Andlisis estadistico.

En el andllsis descriptivo, para las variables categéricas tales como sexo,
estado de contacto, se describen como proporclonas y frecuencias.

A las varlables cuantitativas se les realiz6 medidas de tendencia central,
reportandose media en casos de distdbucidén normal y mediana al no cumplir
este criterlo mediante la prueba de Shaplro WIlk, se reporta asi mismo
desviacién estandar y valores méximos y minimos.

Se reallz6 un anallsis de concordancia entre las varlables primarlas
QuantiFERON-TB-Gold en tubo® y el resultado det PPD, medlante prueba de
kappa.

El analisis fue realizado utilizando el paquete estadistico STATA 9,

7.11 CONSIDERACIONES ETICAS

Estudio el cual contempla un riesgo moderado, se trabajé bajo loa lineamientos
internacionales para la Investigaclén con humanos. Aprobado por el comite de
dtica del Hospital Infantll de México “Federico Gémez",

7.12 CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD.

Este estudlo contemplé toma de muestra biolégica y aplicaclén de PPD,
manejandose de acuerdo a los estandares intemaclonales y se encuentra
aprobado por el corité de blosaguridad del Hospltal Infanti de México
“Federico Gémez”.
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Viil. RESULTADOS

En este estudio se Incluyeron 56 paclentes con antecedante de contacto a
tuberculosis y otros con factores de riesgo para adquidr enfermedad
tubarculosa como pacientes con VIH, o enfermedades oncoldgicas,
excluyéndose 25 pacientas y ningan paciente fue eliminado durante el estudio.
De todos los ingresados al protocolo 42.9% (Frecuencla 24) pacientes fueron
de sexo femenino y 67.1% (frecuencla 32) de sexo masculino (Gréfico 1). La
medicién de PPD a las 72 horas de aplicacion el resultado fue con un total de
64.3% (frecuencia 36) negativos y 35.7% (frecuencla 20) paclentes con PPD
positivos (grafica 2).

De este total de paclentes: 44 (78.6%) fueron con dlagnostico de contacto de
tuberculosis y 12 (21.4%) con otro diagnostico tal como VIH, Oncoldgico,
otc.(grafica 3). La edad en meses dlo una medla de 74.9 meses con una
desviacion estandar de 57.9, la edad minina fue de 1.32 y maxima de 204
meses.

Los resultados de quantliferon 14 (25%) positivos y 34 (60%) negativos, 8
(14.3%) fueron indeterminados (gréfica 5). Al determinar la correlacion entre el
PPD y quantiferon mediante Tau de Kendall se encontrd una significancia de
0.43.

Al valorar el grado de acuerdo entre las variables antes descritas encontramos
un 68.64% con un kappa de 0.42 y significancia de 0.0000.

Al dividir nuestra poblaclén en estudio y determinar la concordancla entre el
PPD y quantiferon mediante la prueba de kappa en los pacientes con
antecedente de contacto se encontré una concordancia del 70.45% , kappa
0.45% y una significancla del 0.0003
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IX. DISCUSION

En oste estudio se describe una comparacién directa entre la prueba de
tuberculina y la medicion de tres antigenos especlficos para M. tuberculosis,
mediante el estudio de Quantiferon Gold,(19). Cuyas gulas reportan una
espeacificldad de 70% y sensibilidad de 90% para determinar Infeccion por M.
tuberculosis.

En nuestro estudio encontramos una concordancia entre PPD y quantiferon del
69.64% (kappa de 0.45), en los paclentes especificamente con antecedente da
contacto tuberculoso, lo que conslderamos como una relaclon discreta y buena,
comparado con estudios realizados en adultos, como lo ya descrito por
Menzies y cols.(22)donde reallzan una correlacion entre la prueba de
tubercullna y la prueba de interferon en pacientes que fueron contactos de
tuberculosls, encontrando una correlacion kappa de 0.38 (Concordancia de
52.3%).

En el metanalisis de Richeldi y cols al dividir los pacientes eh vacunados y no
vacunados con BCG se reporia una concordancla entre quantiferon y prueba
de tuberculina positiva del 93%, sin embargo en nuestra investigaclén
encontramos una concordancia del 69.64%, pero no se utilizo la variable de
vacunacion con BCG. Cabe menclonar que en estos estudios, se tomd en
cuenta el iempo de exposicién 6 contacto con el paclente tuberculoso, lo cual
fue corroborado que a mayor periodo de exposicion mas concordancia entre
PPD y prueba de quantifaron.
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X. CONCLUSION

Nuestro estudio nos permite determinar una concordancla adecuada entre la
prueba de la tubercufina y el quantiferon, por 1o que podemos concluir que
realmente a pesar de los estudios previos no ofrece ninguna ventaja el uso del
quantlferon, siendo éste mas costoso y requiere un tempo de procesamlento
de la muestra mas largo, no permitiéndonos recomendar esta prueba en forma
rutinaria.

Sin embargo nuestro tamafic muestral Incluldo es muy pequefio, y
probablemente los resultados se deban a éste asi como a la falta de
aleatorizaclén que no nos permite la distribuclén equilibrada de las variables
confusoras.

Por lo que conslderamos la necesidad de nuevos estudios en poblacion
Mexicana que nos permitan establecer sl realmente existe una concordancia.
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Xll. ANEXOS

Grafico 1 Distribucion por sexo de la poblacién estudiada
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Grafico 2 Porcentaje de PPD
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Grafico 3 Porcentaje de distribucion de acuerdo a diagnostico.

Graflco 4 Resultados de Quantiferon

NEGATIVO 80.7

30



Forma de Consentimiento Informado Escrito.

Titulo del estudlo: Estud/o comparativo entre e/ ensayo con Interferén-
gamma en sangre total con la prueba de tubercullna para detectar
Infecclén por Mycobacterlum tuberculosis en poblacién pedidtrica.

Registro HIM:

Iniciales del paclente:

Investigadores: Dr. José Luis Lezana Fernandez
Dra. Ruth §. Aldana Verga.
Depto. De Neumologia y Fislologia Pulmonar
Hospital Infantil de México Federico Gémez
Dr. Marquez 162, Col. Doctores.
C.P. 06720, México D.F.

Introducclén

Su hijo(a) estad siendo Invitado a participar en un estudio de Investigacion
clinica y este formulario de consentimiento le proporcionaré Informaclén acerca
del estudio de investigacidn que le sera explicado. Si usted desea formar parte
de un estudio de investigaclén, debe conocer su finalldad, los exdmenes que se
realizaran sus riesgos y sus beneficios. Se le pedira que lea este formulario de
consentimlento y que le consulte al médico responsable del estudio cualquier
término que no entienda. Este proceso se denomina “consentimiento
informado”. Este formulario de consentimiento podria contener palabras que
usted no comprenda; sollcite al médico o al personal del estudio que le
expliquen las palabras o la informaclon que no entienda. Una vez que

comprenda el estudio y si decide que su hijo(a) participe, se le pedira que firme
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este formulario de consentimlento entregandosele una copla, la cual debera
conservar an su poder.

Finalidad del estudio

La tuberculosls es una enfermedad infacciosa, contaglosa producida por una
bacteria conocida como Mycobacterium tuberculosis, y que ataca
primariamenta los pulmones. Esta enfermedad constituye actualmente un grave
problema de salud a nlvel mundial con mas de 10 millones de Individuos
Infectados, de los cuales entra el 15 y 25% son nifios, princlpalmente aquellos
que viven en palses en vias de desarrollo como el nuestro y que provoca la
muerte de casl 2 millones de personas cada afio a nivel mundial.

Para evaluar sl su hljo(a) a tenldo contacto en algin momento de su vida con el
bacllo que provoca la tuberculosis, se utlliza actualmente una prueba conocida
como PPD.

Este estudio de investigacion tlene la finalidad de probar en su hljo(a) un nuevo
método de diagndstico para evaluar sl su hijo(a) tuvo contacto en algin
momento de su vida con el bacilo tuberculoso lamado QuantiFERON-TB-Gold
en tubo® el cual ya ha sido aprobado en varas poblaclones a nivel mundial,.

Este nuevo método para diagnéstico de contacto con el bacllo de la
tuberculosis sara comparado con el método que habltualmente se ha utilizado,
ol PPD.

Aproximadamente 350 pacientes que acuden al Hospital Infanti de México
Federico Gémez o que se encuentran hospltalizados en él, participaran en este
estudio.

Su usted decide que su hijo(a) puede participar en este estudio, debera permitir
que se le reallcen estas dos pruebas, las cuales no Interfieren con los
medicamentos que el(ella) toma habltualmente, ni con los estudlos y examenes

que actualmente se estan reallzando en el hospital.
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Plan de estudio

Durante el estudio se realizaran un total de 3 visitas, todas ellas en el Hospital.

La primera visita consiste en una evaluacion de selecclon Inciuyendo un
interrogatorio completo y antecedente de aplicacion de vacuna contra la
tuberculosis (BCG) o apllcaclién previa de una prusba de PPD. Se le preguntara
si su hijo(a) a convivido con paclentes tuberculosos y cual es el motivo por el
gue acude al hospital. SI su hijo{a) retine todos los requisitos de Ingreso y
acepta participar en el estudio, se le realizaran los procedimientos dlagnosticos
rutinarlos, consistentes en; un cuestionario con una serle de preguntas que
debera contestar, se le aplicara la prueba de PPD y se le tomara una muestra
de sangre para el nuevo método que se esta probando, el QuntIFERON-TB-
Gold en tubo®.

Tendra que realizar 2 visitas adiclonales a las 48 y 72 horas de |a visita Inicial.
Durante astas visltas solamente se realizara la lectura de la reaccién provocada
por la aplicacién del PPD en el antebrazo derecho.

La partlclpacién de su hijo(a) en el estudio es de 3 dias durante los cuales
usted tendra la responsabilidad de acudir puntualmente al Hospital y asistir a
todas las visitas planeadas,

Procedimlentos del estudlo

Vislta 1

En su primera visita, tendra que leer y firmar un consentimlento informado
escrito, unos formularios de autorizaclon y su hijo(a) debera también acceder a
su Ingreso en este estudio a través de un Asentimiento. Se revisara la historia
clinica de su hijo(a) sobre su estado de salud, uso actual y pasado de
medicamentos, enfermedad actual, antecedentas de enfermedades, aplicacion
de vacuna contra la tuberculosis (BCG) y poslble convivancia con adultos u
otras personas con tuberculosis. Los Investigadores del estudlo le haran un
examen fisico que Incluird la medicion de su peso y estatura, Se le aplicaran
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dos cuestionarios con preguntas sencillas. Se le aplicard en la cara anterior del
antebrazo derecho una inyaccion Intradérmica (entre la piel) conocida como
prueba de la tuberculina o PPD y se tomara una muestra de sangre (el
equivalente a 2 o 3 cucharaditas aproximadamente) para hacerle la prueba de
QuantFERON-TB-Gold en tubo®,

Visita 2

Su hijo(a) deberd acudir nuevamante al Hospltal 48 horas postarlores a la visita
1. En esta visita solamento se medira la reaccldén que provoct la aplicacién de
la tubercullna o PPD, esta prueba provocaré una roncha (induraclén) en el sitio
de aplicacion.

Vigita

Su hijo(a) debera acudir nuevamente al Hospital 72 horas posteriores a la visita
1. En esta vislta se medira por segunda ocaslén la reaccdn que provoco la
aplicacion de la tuberculina o PPD, esta prueba provocara una roncha
(Induracion) en el sitio de aplicaclén, la cual se medira en milimetros.

Poslbles beneficlos

Es poslble que la participacion de su hijo{a) en este eatudio no le traiga ningin
beneficio directo. Sin embargo servird para conocer el funcionamiento y
resultados de un nuevo método para detectar contacto con el baclio de la
tuberculosls, el cual a diferencla del PPD en el que se requleren de 2 a 3
vigitas, el nuevo método solamente requiere de un visita.

La aplicaclon del PPD en la cara anterolateral del brazo derecho puede
ocasionar molestlas como dolor y comezén en el sitlo de la aplicacién y generar
una roncha de tamafio variable que desaparece por sl sola.

La extracci6on de sangre puede producir molestias, sangradoe o hematomas

(moretones) en el sitio donde la aguja entra en la plel. Rara vez, la extraccion
de sangre puede provocar desmayos o infecclon.
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Participaclén voluntara

La participaclén de su hijo(a) en este estudio es voluntarla. Si usted acepta que
su hijo(a) ingrese al estudlo, pero mas adelante decide que es mejor no
hacerlo, usted podra retirar su consentimiento y dejar de particlpar en cualquler
momento, Incluso una vez iniciado el estudlo. En cualquler caso, la atenclon
médica actual y futura para su hijo{a) no se vera afectada. Asimismo, su
médico podria optar por retirar a su hljo(a) del estudio en cualquier momento sl
asto es lo mas conveniente para el/ella y ofrecere otras alternativas para su

estudio.

Confidencialidad

Los resultados de este estudlo le serdn entregados un mes posterior a la Gltima
vislta (visita 3) y seran confildenclales. Los registros médicos que ldentifican a
su hijo{a) y el formularo de consentimlento firnado, podran ser examinados y/o
copiados para fines normativos o de invastigacién por los médicos encargados
del estudio, autoridades de la Secretaria de Salud y los Comités de
Investigaclén y Etica Institucionales.

Todas aquellas personas que tengan acceso a los registros de su hijo(a) estan
sujetos a la confidenclalldad. Todos sus registros seran codlficados con un
namero de identificaclon, para proteger su Identidad. Sl se publican los
resultados del estudio, la identidad de su hljo(a) se mantendra confidenclal. La
informacién de cada paciente se guardara en el expedlente clinico del Hoapital
Infantil de Méxlco Federico Gomez conforme a la normatlvidad del Hospital.

Costo financlero y remuneracion

Todos los materiales relacionados con la aplicacléon del PPD y el nuevo método
de diagnéstico en Investigacion (QuantFERON-TB-Gold en tubo®) serdn
gratuitos. Ni usted o su hijo(a) recibiran algdn tipo de remuneracién o pago por
su participaclon en el estudio.
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Otras informaclones
Su médico o los investigadores podrian retirar a su hljo(a) del estudio sin su
consentimiento por no satisfacer los requerimientos del mismo

Si durante el estudlo se dan a conocer nuevos hallazgos que podrian influir en
la declsion de seguir particlpando, el equipo de investigacién a través del
coordinador médico del estudio le comunlcara esta Informacion.

A quien contactar

Si su hijo{a) sufre algin problema médico en cualquier momento durante el
estudio, debe ponerse en contacto con el coordinador médico o con el hospital
para que le indiquen lo que debe hacer. Si tiene alguna pregunta sobre el
estudio, debe llamar a:

Dr. José Luis Lezana Femandez

Dra. Ruth S. Aldana Vergara

Hospital Infantll de México Faderico Gémez
Tel. 52289917 oxt. 1228 y 1544.

Si necesita Informacién adicional regpecto a los derechos de su hijo{a) como
paclente, ya sea antes, durante o después de este estudio, puede llamar a:

Dra. Celia Alpuche

Subdirecclon de Investigacion

Hospital Infantll de México Federico Gémez

Tel. 52289917 ext. 1482.
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Autorizacién y firma del Consentimlento Informado

Titulo del estudlo: Estudio comparativo entre el ansayo con Interferén-
gamma en sangre total con la prueba de tuberculina para detectar
Infeccién por Mycobacterlum tuberculosis en poblaclén pedldtrica.

Registro HIM:

Iniciales del paclente

Investigadores; Dr.José Luls Lezana Fernandez.
Dra. Ruth 8. Aldana Vergara
Dr. J6se Karam Bechara

Yo , lol (o algulen me leyd) la

informacion contenida en este formularo de consentimiento. Una de las
personas a cargo del estudio me expiicé lo que sucederd sl ml hijo(a) o
protegido legal participa en este estudio. Me hablaron en palabras y en un
idloma que puedo comprender. Tuve la oportunidad de hacer todas mis
preguntas a las personas encargadas de este estudio y me dleron todas las

respuestas que necesito.

Mi dijeron que estan invitando a participar a mi hijo(a) o protegido legal a
particlpar en este estudlo de Investigacién. Me informaron de la finalidad, los
procedimientos, los posibles riesgos y los beneficios del estudio y de los demas
estudios. Me Informaron con claridad, que mi hijo(a) va a ser sometido{a) a una
serie de estudios para descartar o confirmar que el(ella) a tenido contacto con
al bacilo que provoca la tuberculosis,

Una vez comprendido lo anterior, acepto de voluntad propla que mi hijo(a)
, participe en este estudio de

Investigacién. Esto significa que lei este documento y comprendo los riesgos,
comprometiéndome a regresar al hospital para cumplir con las vigitas

sefialadas y los examenas necesarios,
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Me explicaron que mi hijo(a) no esta obligado(a) a participar en este estudio y
que aunque declda en este momento que el/ella particlpe, puedo cambiar de
idea y retirarlo(a) del estudio en cualquier momento. Entiendo que st mi hijo{a)
no participa o suspendo su participacion, segulrd reciblendo el tratamiento
habitual para su enfermedad sin ninguna desventaja y se le realizaran los
estudlos necesarios para llagar a un diagnéstico.

Estoy dlspuesto a cumplir con las instrucciones del médico, y le notificaré
inmediatamente si creo que mi hijo(a) tlene algan sintoma imprevisto o fuera de
la comin. Mi firma es este documento no significa que yo esté renunciando a
ninguno de los derachos legales de mi hijo(a) y que me entregaran una copia
firmada de este formulario de consentimiento. Autorizo la liberacién de
expedientes médicos de ml hijo(a) al patrocinador, su representante legal, las
autoridades regulatorias y los Comités de Investigacién y Etica.

Nombre del paciente que indica el consentimlento | Fecha

Nombre y Firma de la madre o representante legal | Fecha

Nombre y Firma del padre o reprasentante legal Fecha
Nombre y Firma del testlgo No.1 Fecha
Domicilio Parentesco
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Nombre y Firma del testigo No.2

Facha

Domicillo Parentasco
Nombre y Firma del investigador Fecha
Nombre y frma de la persona que explica el [ Fecha

consentimlento
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Forma de Asentimlento para participar en un estudio de Investigacién
clinica

Titulo del estudlo: Estudio comparativo entre el ensayo con Interferén-
gamma en sangre total con Ia prueba de tubercullna para detectar
Infecclién por Mycobacterium tuberculosls en poblacién pedidtrica.

Registro HIM: Iniclales del paclente:
Investigadores: Dr. José Luls Lezana Fermnandez

Dra. Ruth S. Aldana Vergara

Dr. José Karam Bechara

Depto. De Neumologia y Fisiologfa Pulmonar
Hospltal Infantil de México Federlico Gomez
Dr. Marquez 162, Col, Doctores, C.P. 06720

Me invitan a particlpar en un estudio de investigacion para probar un nuevo
estudio de laboratorio que sirve para detectar si he estado en contacto con el
bacilo que provoca la tuberculosis, con la finalidad de obtener mas Informaclédn
sobre este nuevo meétodo de diagndstico que puede resultar mejor que el usado
hasta ahora. Comprendo que este estudio se hara para ver sl este nuevo
método diagnéstico resulta atll o si resulta algon problema por su uso.

Entlendo que mi médico tratanta desea conocer el funcionamiento y resultados
de este nuevo metodo diagndstico para ver sl he tenido contacto con el bacllo
de la tuberculosis y que deberé acudir al Hospital durante 3 dfas, durante los
cuales me realizaran los dos estudios y una serie de preguntas. En la primera
vigita tendré que responder algunas preguntas en dos formularios, se me
reallzard un examen fisico completo y me aplicaran una pruaba en el antebrazo
derecho Ilamada prueba de la tubercullna ¢ PPD, ademas me tomaran una
muestra de sangre (aproximadamente 2 o 3 cucharaditas) para ensayar un
nuevo método diagnéstico llamado QuantiFERON-TB-Gold en tubo®. Deberé
acudir al Hospital nuevamente a las 48 y 72 horas de la visita 1 (visitas 2 y 3)
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para que estas visitas, los médicos responsables del estudio mediran en la plel
de mi antebrazo la reaccibn que provocd la aplicacion de la prueba de
tuberculina o PPD

Entiendo que la aplicaclén de la prueba de tubercullna o PPD, asl como la toma
de sangre. Entiendo que es posible que este nuevo método diagnéstico no me
ayude para detectar una Infeccién por la bacterla que ocasiona la tuberculosis;
poro si contribuira a un mejor conocimiento de esta enfermedad en los nifios
mexicanos. )

Si no quiero participar en este estudio, podré seguir realizandome los estudios
que ml médico indique y que ml atencién meédica serd slendo la misma.
Entiendo que en cualquier momento puedo decidir dejar de particlpar en este
astudio y que nadie me reclamara por ello,

He pensado si quiero participar en este estudio y para ello el doctor ha
contestado todas mis preguntas, obtenlendo silempre una respuesta. Entiendo
que sl tengo otras dudas o preguntas en el futuro puedo llamar al Dr. José Luls
Lezana Ferndndez al teléfono 52289917 extenslones 1228 y 1544 o a
cualquiera de sus colaboradores.

Elige una opclon:
|:| Quiero participar en este estudio

No qulero particlpar en aeste estudio

Nombre del paclente que Indica el asentimiento | Fecha

Nombre y Firma de la madre o representante | Fecha
legal
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Nombre y.Flrma del padre o representante legal | Fecha
Nombre y Firma del testigo No.1 Fecha
Domicilio Parentesco
Nombre y Firma del testigo No.2 Fecha
Domicilio Parentesco
Nombre y Firma del Investigador Fecha
Nombre y firma de la persona que explica el | Fecha

consentimiento
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HOJA DE REGISTRO DE DATOS DEL PACIENTE

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

Estudio comparativo entre el ensayo con Interferé6n-gamma en sangre total con la
prueba de tubercullna para detectar infecclén por Mycobacterium tuberculosis en
poblaclén pediatrica.

Registro HIM: Facha: ! /

Nombre paclente:

Fecha Consentimlento Informado: / / Exp.:

Género: E E Fecha de Nacimiento: / /

Edad: Teléfono:

Lugar de Origen:

Nombre del Médico:

Direcclén y teléfono:

Dlagnésticos principales:
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Contacto TB:
Padre |:| Madre :l Otro |:|

Dx confirmado  PPD | | Rx | | BMR:I Cultlvo\

Otro

Aplicaclén previa de PPD: “Ra, [ si |

Criterios: Inclusién Exclusion [g) |  Eliminacion \31\

Resultado PPD en mm. 48 hrs. |:l 72 hrs. :
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QuantiFERON-TB: Control nogatlvo:j Control posltlvoI:j

ESAT-6 [: CFP-10 |::|

Resultado: positivo negativo |:] indeterminado |:|

Completo estudio: 8I I:I NO I:] excluslén \
eliminaclén l:l

Causa de exclusién o eliminacién:

Fecha de terminaclén: / /

Nombre y firma del investigador:
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