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1. Resumen estructurado

Planteamiento del problema: A pesar de que la tuberculosis es una enfermedad cuya
prevalencia ha disminuido, sigue siendo un problema de salud por la morbilidad y
mortalidad asociadas. Pese al gran esfuerzo por desarrollar técnicas de alta sensibilidad y
especificidad, aun no se ha encontrado un método rapido y de bajo costo, con altos
valores diagndsticos y que tenga aplicacion en el paciente pediatrico. Por lo tanto, se
plantea la necesidad de realizar un estudio de prueba diagndstica que evalue estos
nuevos procedimientos, para que pueda brindar al clinico una herramienta util.

Pregunta de investigacion: ;Cual es la utilidad diagndstica de parametros inmunoldgicos
(ELISA, ensayos de interferén-gamma) y moleculares (PCR en punto final) en el estudio
de paciente pediatrico, menor de 8 anos con sospecha de tuberculosis pulmonar?
Justificacién: Es necesario conocer la utilidad de las pruebas diagndsticas disponibles en
la actualidad para el diagnéstico de tuberculosis pulmonar en el paciente pediatrico, en
especial en nifios menores de 8 anos, que por sus caracteristicas inmunoloégicas y clinicas
dificultan su abordaje; con esto se puede brindar un diagndstico oportuno y de certeza
para iniciar el tratamiento precoz y asi disminuir la morbilidad y la mortalidad.

Objetivo: Determinar la utilidad diagndstica de parametros inmunolégicos (ELISA, ensayos
de interferon-gamma) y moleculares (PCR en punto final) en el estudio de paciente
pediatrico menor de 8 afos con sospecha de tuberculosis pulmonar.

Disefio metodoldégico: Es un estudio de prueba diagnostica en los Servicios de
Neumologia e Infectologia del Instituto Nacional de Pediatria y el Servicio de Pediatria del
Hospital de General de México en pacientes pediatricos menores de 8 anos edad con
sospecha clinica de tuberculosis pulmonar y pacientes con neumopatia cronica. El
tamano de la muestra se calculd de acuerdo a la formula de Buderer, requiriendo un
minimo de 320 pacientes.

Se define como paciente con sospecha clinica de tuberculosis aquel que presente
antecedentes epidemioldgicos, cuadro clinico y radiografia compatibles; con tuberculosis
pulmonar confirmada aquel con cultivo, baciloscopia o estudio anatomopatolégico
positivos; con tuberculosis pulmonar probable, el que no cuente con un cultivo o
baciloscopia positivas o estudio anatomopatolégico compatible pero que tenga la prueba
terapéutica positiva.

Descripcion del estudio: En ambos grupos se realiza una historia clinica completa, que
incluye antecedentes epidemioldgicos y de vacunacion contra BCG, una teleradiografia
de térax y se les aplica el PPD. Se realiza cultivo en Lowenstein-Jensen y PCR en punto
final en aspirado gastrico, esputo inducido o lavado bronquioalveolar, ELISA vy
QuantiFERON- TB Gold en sangre periférica. En los pacientes con sospecha de
tuberculosis pulmonar se inicia tratamiento antifimico, al terminar la primera fase del
tratamiento, se valora clinica y radiolégicamente para valorar la respuesta a la prueba
terapéutica.

Analisis estadistico: En el descriptivo se analizaron las variables demograficas y clinicas,
evaluando su distribucion. Para el analisis de la prueba diagnéstica se calculd
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, cocientes de
probabilidad (+), cocientes de probabilidad (-).

Resultados: Se reclutaron 26 nifios, 2 nifios con tuberculosis pulmonar confirmada, 14 con
tuberculosis pulmonar probable y 10 con tuberculosis pulmonar descartada. No hubo
diferencia significativa entre los grupos en relacion a la edad, sexo, procedencia y
antecedente de BCG. La prueba de PPD fue positiva en 0.73 para el grupo de
tuberculosis pulmonary 0.20 en el grupo control (P 0.109).

Los valores de utilidad diagnéstica para la PCR fue de 0.12 de sensibilidad y de 1 de
especificidad, ya que solo dos nifios tenian la prueba positiva. EI ELISA para M.



tuberculosis con el punto de corte de 0.229 tiene una sensibilidad de 0.37 y especificidad
de 0.80, sin embargo si se modifica el punto de corte a 0.114 la sensibilidad cambia a
0.68, sin modificar la especificidad. La interpretacién de los resultados de acuerdo al QTF-
TB Gold establece como punto de corte 0.35; sin embargo al considerar una prueba
positiva tan solo la presencia de IFN- y, se modifican los parametros de utilidad
diagndstica, cambiando la sensibilidad de 0.43 a 0.83 y la especificidad de 0.79 a 0.77. Al
comparar la distribuciéon de las citocinas entre los grupos, solo se encuentra diferencia
significativa con IFN-y (P 0.003 vy tendencia a la significancia en IL-10 (P 0.069).
Analizando solo los casos de TBP, se encontré diferencia significativa en la distribucion de
TNF- a con relacion a la tos (P 0.048), IL-10 con relacién a la pérdida de peso (p 0.015) y
tendencia a la significancia en la distribucién de TNF- a con relacién a la fiebre (p
0.073). Al relacionar el estado de gravedad con las citocinas, se encontrd diferencia
significativa en IL-2 (P 0.012) e IL-8 (P 0.006) y tendencia a la significancia en TNF- a (P
0.069)y IL-6 (P 0.058).

Conclusiones: Aunque el tamano de la muestra es parcial y aun se esta llevando a cabo el
estudio, podemos sacar conclusiones preliminares. EI PPD tiene valores de utilidad
diagndstica mayores que las otras pruebas. El ELISA tiene valores de utilidad diagndstica
por lo que podria ser una prueba inicial en el abordaje, ademas de ser accesible. La
utilidad diagnéstica del QTF- TB Gold es similar a la reportada en la literatura, sin
embargo al modificar el punto de corte para nifios podria incrementar estos valores y ser
una herramienta de mayor beneficio. El porcentaje de muestras positivas por PCR es muy
bajo, menor a lo que se reporta en la literatura; que podria deberse a las caracteristicas
clinicas del paciente pediatrico; sugiriendo que esta prueba podria no ser aplicable en
nifos.



2. Marco teodrico

Hoy en dia, la tuberculosis aun es una enfermedad cuya trascendencia persiste; a pesar
de los avances en su diagndstico y tratamiento sigue siendo una causa de morbi-
mortalidad importante, especialmente en paises en vias de desarrollo (1,2). Segun la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) la incidencia de tuberculosis en México, para el
2011 fue de 17/100.000 habitantes (3). En 2008, el Sistema Unico de Informacién para la
Vigilancia Epidemioldgica de la Direccion General de Epidemiologia/Secretaria de Salud
de México (SUIVE/DGE) informaron la incidencia para tuberculosis (TB) pulmonar en
pacientes pediatricos que se detalla en el Cuadro 1 (4). En el 2009 la OMS informé que
los casos en pacientes menores de 15 afos sélo corresponden al 3% en México (2),
mientras que el Centro Nacional de Prevencién y Control de Enfermedades del Gobierno
Federal de la Secretaria de Salud, informdé que la tuberculosis en este grupo de edad
corresponde al 4.9% (5). En el ultimo informe de la OMS se reportan 264 casos con
baciloscopia positiva en menores de 14 afios en el afio 2011(2). En el Instituto Nacional
de Pediatria, en el periodo del 2005 al 2010, se han atendido 78 pacientes con
diagnostico de TB pulmonar.

Es importante mencionar que el incremento de la prevalencia de la TB, durante los afios
80’ esta en relacion con la pandemia del VIH/SIDA, que la prevalencia del VIH/ SIDA se
estabilizé durante el 2009 y que el 8% de los pacientes con tuberculosis tienen VIH/SIDA
(1,2).

Cuadro 1. Incidencia de Tuberculosis en 2010 (por
100,000 habitantes)

Menores de un afio 3.63
1 a 4 afios 1.28
5a9 anos 1.02

10 a 14 afos 1.89
15 a 19 afos 8.92

Fuente: SUIVE/DGE (2010)

a. Fisiopatologia e inmunologia de la infeccion por M. tuberculosis

Para comprender el fundamento de las pruebas inmunoldgicas, es necesario conocer la
inmunopatogenia de la tuberculosis. Una vez que los bacilos superan los mecanismos de
defensa propios del aparato respiratorio, llegan al espacio alveolar, donde los macréfagos
procesan y presentan los antigenos micobacterianos a los linfocitos T. Los macrofagos
alveolares procesan los antigenos en el fagolisosoma y los transportan a la superficie. Los
antigenos, para ser reconocidos, deben unirse a la molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC); si lo hacen a las moléculas de MHC clase | inducen la
proliferacion de los linfocitos T citotoxicos, o CD8+; y si se unen al MHC-clase Il induciran
predominantemente la formacion de linfocitos T CD4+, o Th = cooperadores (6-9);
ademas, los macrofagos secretan citocinas o interleucinas (IL), las mas importantes son:
IL-1, IL-12, factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) e interferén-a(IFN-a). Las células T
reconocen el antigeno a través de un receptor en su superficie (de cadenas af3 o yd). En
presencia de IL-12, se desencadena una respuesta Th1, con produccién de IL-2, IFN y-y
TNF-B. El INF-y secretado activa a los macréfagos infectados para destruir a los bacilos



que se encuentran en su interior y a los linfocitos B para producir anticuerpos de clase
IgG1, IgG3 e IgA. Si la presentacion de antigenos ocurre en un ambiente de IL-4, se
producira una respuesta Th2, con secrecién de IL-4, 5, 6, 9, 10 y 13, que estimularan a los
linfocitos B para inducir la produccion de anticuerpos de clase IgE, 1gG2 e IgG4 (6-10).

La infeccidon por M. tuberculosis produce la secrecién de grandes cantidades de IFN-y y
bajas concentraciones de IL-4 e IL-5. El IFN-y, en combinacién con el TNF-f3, aumenta la
actividad de los macrofagos, los cuales liberan gran cantidad de TNF-a, que es el
responsable de la necrosis caseosa en el centro de los granulomas y también de la fiebre
y adelgazamiento, asi como de la necrosis en la reaccion cutanea a la tuberculina (6-10).

b. Diagnodstico de la tuberculosis en el paciente pediatrico

El estudio analitico y deductivo de la tuberculosis inicié en la llamada Era Hipocratica
cuando el propio Hipdcrates describié varias formas clinicas de tisis o consuncion;
algunas de ellas asociadas a expectoracion de sangre, muy probablemente
correspondieron a tuberculosis pulmonar (11). El conocimiento cientifico de esta
enfermedad se inicié con la transicion de la edad media a la edad moderna ocurrida entre
los siglos XIV y XVI, cuando Tedfilo Laénec (1781-1826) concibié la teoria unicista de la
tuberculosis, entre otras muchas aportaciones (11,12). Ranke (1870-1926) describio las
tres etapas evolutivas de la tuberculosis pulmonar: la primoinfeccion tuberculosa o
chancro de inoculacion pulmonar, la diseminacion hematica del germen o bacilemia y la
siembra de la infeccion en diferentes 6rganos de la economia, lo cual explica la
tuberculosis pulmonar y la extrapulmonar. Von Pirquet (1874-1929) y Mantoux
desarrollaron la aplicacién de la tuberculina como herramienta diagnostico para la
infeccion por Mycobacterium tuberculosis. Roberto Koch (1843-1919) aislé por primera
vez el M. tuberculosis y Ziehl y Neelsen (1882) describieron una técnica de coloracién que
permite identificar rapidamente el bacilo de la tuberculosis en cualquier producto,
basicamente en el esputo. Junto con el descubrimiento de la radiologia (1899) y el primer
farmaco antifimico (1936) la estreptomicina, el diagnéstico y el tratamiento de la
tuberculosis fue evolucionando. Este conocimiento de la historia permite fundamentar los
criterios que sustentan el proceso diagnodstico y terapéutico de la tuberculosis, en el
siguiente orden cronoldgico: clinica, epidemiologia, anatomopatologia, bacteriologia,
inmunologia, radiologia y terapéutica (11,12). Es ineludible mencionar que los métodos
bacteriolégico y anatomopatolégico son considerados como las pruebas de referencia,
aun hoy en dia (1).

Este conocimiento descrito en poblacién adulta no siempre aplica cuando se trata de
extrapolar al paciente pediatrico; por ejemplo: la expresion clinica de la enfermedad,
ademas de polimorfica e inespecifica, es sustancialmente diferente; de hecho
corresponde a una bacilemia con frecuente participacion meningoencefalica (6-9). Las
formas de diseminacién linfohematégena que son prevalentes en el nifio, no son
baciliferas, por lo que se dificulta la recuperacion del agente patégeno en las secreciones
y excreciones corporales (6,7,13-18). El aparato inmune del nifio al nacimiento es
completo en lo organico pero su competencia funcional se desarrolla con el crecimiento, a
medida que adquiere experiencia inmunoldgica natural o inducida por vacunas; de esta
manera se explica que el paciente pediatrico -en especial el nifio menor de 7 afos- tiene
mayor riesgo de desarrollar la forma meningea o miliar; también por ello las pruebas
inmunolégicas presentan menor sensibilidad que en el paciente adulto (7-8,13-15).

Para tratar de solucionar los problemas que plantea el paciente pediatrico, Stegen y
Kaplan idearon en 1967 los llamados sistemas de puntaje en los cuales se asigna un valor
aritmético a cada uno de los parametros clinicos, de imagen y de laboratorio, indicados en



el proceso diagnoéstico de la tuberculosis pulmonar, y con base en sumas y restas
obtuvieron un resultado que les permitié: a) descartar tuberculosis, b) continuar su
investigacién, c) justificar el tratamiento de prueba o d) establecer el diagndstico de
certeza (19). En México, Toledo informé en 1976 una modificacién a este sistema que
permitié establecer el diagndstico de certeza en el 93.4% de los nifios estudiados en un
hospital de concentracion de enfermedades pulmonares (20). Dicho sistema de puntaje
sigue siendo una herramienta vigente de diagndstico (Cuadro 2).

Cuadro 2. Criterios para el diagndstico de la tuberculosis
pulmonar en el nifio

Aislamiento de BAAR 7 puntos
Granuloma especifico 4 puntos
PPD Positivo con 10 mm o mas 3 puntos
Antecedente epidemioldgico de contacto TB 2 puntos
Radiografia de térax sugerente 2 puntos
Cuadro Clinico Compatible 3 puntos
Antecedente de vacunacién BCG -2 puntos
Hasta 2 puntos No es tuberculosis
De 3 a 4 puntos El diagnostico de tuberculosis es
posible y debera investigarse a fondo
De 5 a 6 puntos El diagnéstico es factible y amerita
prueba terapéutica
De 7 o mas puntos El diagndstico es de certeza

Stegen, Kaplan, Toledo, 1976; BAAR: Bacilo acido alcohol
resistente; PPD: Derivado proteico purificado; TB: tuberculosis

En 1984, se realizd un primer trabajo de investigacion clinica, en el cual se estudio este
sistema de puntaje en pacientes referidos al Instituto Nacional de Pediatria, hospital
pediatrico de tercer nivel de atencion médica, encontrandose un importante margen de
error; ademas, no tuvo aplicacion practica porque varios de los estudios diagndsticos que
se valoran no se solicitan por el médico tratante sistematicamente, sino hasta que se tiene
un alto indice de sospecha. Estos sistemas son altamente especificos puesto que no
dejan margen para obtener resultados falsos positivos. Dicho en otras palabras, los
sistemas de puntaje son bastante sensibles cuando se aplican a una poblacion
seleccionada que se atiende por sintomas predominantemente respiratorios y que es
estudiada por especialistas neumdlogos sensibilizados para investigar tuberculosis; sin
embargo, en la poblacion que asiste a un hospital pediatrico donde se atiende una
poblacion mas heterogénea de pacientes, que incluyen casos probablemente
tuberculosos, pacientes tuberculosos con graves enfermedades asociadas y pacientes
neumodpatas cronicos no tuberculosos, los sistemas de puntaje permiten apoyar el
diagndstico de tuberculosis, pero no son de gran ayuda en los casos graves, atipicos o de
dificil diagnoéstico, que son frecuentes en la edad pediatrica (21). En ese estudio se fijo
como segundo objetivo determinar la sensibilidad y la especificidad de los criterios del
sistema de puntaje propuesto por Stegen- Kaplan- Toledo, de manera que se pueda
informar al médico tratante la utilidad diagndstica de estos elementos. Los resultados
mostraron que: a) el cuadro clinico es moderadamente sensible pero inespecifico; b) la
radiografia simple de toérax en proyeccion anteroposterior es el parametro mas sensible y
especifico; c) el cultivo en Lowenstein-Jensen (LJ) para M. tuberculosis y la
intradermoreaccion al Derivado Proteico Purificado (PPD) son altamente especificos,



aunque son de baja sensibilidad. La radiografia de térax, el antecedente de vacunacion
con BCG y el cuadro clinico en conjunto presentaron sensibilidad entre 0.68 y 0.78 y
especificidad entre 0.65 y 0.86, respectivamente (21) (Cuadro 3).

En un tercer trabajo de investigacion se evalué la respuesta inmune-celular a través de la
intradermorreacciéon con PPD vy la respuesta humoral a antigenos de Mycobacterium
tuberculosis, por ensayo inmunoenzimatico (ELISA) y contrainmunoelectroforesis (CIE).
Se estudiaron nifios con tuberculosis pulmonar comprobada, nifios con tuberculosis
pulmonar no comprobada y nifios neumodpatas cronicos en los cuales se descartd
tuberculosis pulmonar y extrapulmonar. La serie se dividié en pacientes vacunados con
BCG y no vacunados. La intradermorreaccion al PPD mostré baja positividad en nifios con
tuberculosis pulmonar comprobada y en no tuberculosos vacunados con BCG, lo cual se
explica en funcién de la poca capacidad de respuesta inmune del nifio, o bien por
defectos en la aplicacion del bioldgico. La CIE fue positiva en el 50% de los nifios con
tuberculosis pulmonar comprobada. Se encontré ademas una reaccién cruzada con BCG
en los nifios vacunados. Estos resultados difieren de lo informado en el adulto. Esta
prueba detectdé a todos los pacientes con tuberculosis pulmonar comprobada o no
comprobada en un umbral de 0.8 de absorbancia y los nifios no tuberculosos y no
vacunados los valores del ELISA se encontraron por abajo del umbral de corte. En el
grupo de nifios no tuberculosos pero vacunados con BCG se observo reaccion cruzada, lo
cual plantea la necesidad de investigar un antigeno especifico para M. tuberculosis.

Cuadro 3. Valor de los parametros en el estudio del nifio con TB pulmonar

Grupo | Grupo Grupo
TBP TBP Neumopatia
clinica Autopsia crénica/ No TB
(n=170) (n=70) (n=50)
Estudio Sensibilidad Especificidad
Radiografia de térax 0.78 0.7 0.86
Paciente no vacunado con BCG 0.72 0.76 0.65
Cuadro clinico 0.68 0.7 0
PPD 0.66 0.39 0.98
Antecedentes epidemiolégicos 0.55 0.74 0.95
(contacto con enfermo TB)
Baciloscopia 0.39 0.36 1

Pérez- Fernandez, 1984 TBP: Tuberculosis pulmonar, PPD: Derivado proteico
purificado, TB: Tuberculosis

En estos dos ultimos estudios se incluyeron neumodpatas cronicos, es decir pacientes que
presentan sintomas respiratorios de manera continua por seis meses o que tuvieron por lo
menos 6 episodios recurrentes durante los ultimos 12 meses, que ya han sido estudiados
por un médico general o pediatra, antes de referirse al neumélogo pediatra; por lo tanto
este grupo de pacientes representa un reto diagnéstico (21,22).

En las ultimas tres décadas se han informado revisiones bibliograficas de nuevos
procedimientos bacteriolégicos, inmunoldgicos y moleculares que pretenden resolver el
problema del diagnéstico con certeza y rapidez en el paciente con sospecha de
tuberculosis pulmonar; sin embargo, los estudios con casos pediatricos son escasos
(12,16-18,23-27). La gran cantidad de informacion al respecto y su nivel esencialmente
basico, plantean al clinico la necesidad de conocer la gradacion cientifica y el nivel de
evidencia de estos informes y su aplicacién en el paciente pediatrico (28). Los métodos



diagnosticos descritos son el cultivo en medio liquido (BACTEC), la reaccion en cadena
de polimerasa (PCR) para M. tuberculosis, el sistema automatizado no radiométrico
usando medio de cultivo liquido (MGIT), los ensayos de interferon gamma (T-SPOT.TB y
QuantiFERON- TB), el sistema de cultivo colorimétrico, las pruebas basadas en
bacteriéofagos, el ensayo de susceptibilidad a drogas por observacidn microscopica
(MODS), las pruebas para resistencia, por PCR, y las pruebas serolégicas basadas en
antigenos especificos (ELISA) (12, 16-18, 23-27).

En el 2009 se realizé una revision sistematica en el Instituto Nacional de Pediatria, cuyo
objetivo fue conocer la utilidad de las nuevas pruebas diagndsticas reportadas en la
literatura, en comparacién con los procedimientos considerados de referencia (pruebas de
oro): el cultivo LJ, baciloscopia positiva y el estudio anatomo-patoldgico, en el estudio del
nifio con probable tuberculosis pulmonar o confirmada. Se incluyeron los articulos de
prueba diagndstica que comparaban cualquiera de las pruebas citadas en el parrafo
anterior con las pruebas de referencia, realizadas en una poblacién pediatrica de 0 a 18
anos. Se buscaron en las bases de datos PubMed, Artemisa, EMBASE, LILACS; con
términos MESH de “pulmonary tuberculosis” y de cada prueba. Se encontraron 269
articulos, de los cuales 213 no fueron considerados para la revision por las siguientes
razones: se encontraban realizados en adultos, no tenian como prueba de referencia
baciloscopia positiva, cultivo LJ o estudio anatomopatolégico o no eran estudios de
prueba diagnodstica. De los 56 articulos restantes, fueron excluidos 53, 10 de ellos
teniendo como poblacion nifios y adultos mezclados, por lo que no permitian extraer los
datos de los nifios. Trece articulos no se pudieron descargar o solicitar, la mayoria se
encontraban en chino, japonés, ruso y rumano; 21 articulos no tenian como referencia la
baciloscopia, el cultivo LJ o el estudio anatomopatoldgico; 6 fueron articulos repetidos; en
2 articulos no se pudo armar la tabla de 2x2 y un articulo no era de prueba diagnéstica.
De los 10 articulos que tenian como poblacion nifios y adultos, se intenté separar los
datos de adultos y nifios, se envidé un correo electrénico a los autores de 8 articulos que
tenian disponible el correo electronico, contestaron cinco (Khan 2006, Figueirédo
2009,Singh 2008, Greenaway 2005, Minh 2009) pero ninguno envio los datos solicitados
(no tenian la base de datos disponible por cambio de domicilio, utilizaron otro tipo de
prueba diagndstica de referencia, o utilizaron una base de datos prestada). De igual
manera se envio el correo electronico a los autores de los 2 articulos en los que no se
pudo armar la tabla de 2x2, pero no obtuvimos respuesta (28).



Cuadro 4. Calidad metodolégica de los articulos incluidos

Gomez-

Neu 1999 Pastrana 2001 Bolafos 2000 Total
Edad 3.9anos NR < 15afios
Numero de pacientes 27 72 25 124
Numero de muestras 17 135 74 226
Tipo de muestra As’p|rgdo ,Asplrado Aspirado gastrico,
gastrico gastrico, LAB esputo
Prueba de interés PCR PCR PCR
Prueba de comparacion LJ LJ LJ
Tiempo NR NR 32 vs 4dias
Costo NR NR NR
Lugar USA Espana Espafa
STARD 5.44 712 5.48
QUADAS 6.42 8.07 6.78

NR= no se reportd; PCR= reaccién en cadena a la polimerasa; LJ= medio Lowestein Jensen; LAB=
lavado bronquioalveolar; USA= Estados Unidos de América

Los tres articulos incluidos tuvieron una calidad metodoldgica pobre, pues tenian como
prueba de interés la PCR en esputo y como prueba de referencia el cultivo LJ,
encontrando que su sensibilidad es baja (alrededor del 0.5) y su especificidad alta
(alrededor del 0.9) (Cuadro 4 y grafica 1). Los resultados de esta revisién bibliografica
tienen importancia en el ambito clinico porque permiten debatir los parametros de utilidad
diagndstica reportados en la literatura para estas pruebas en pacientes pediatricos;
infiriendo que el campo de estudio de la tuberculosis pulmonar en el nifio es aun virgen,
pues aun no se resuelve la necesidad de un método rapido y de alta capacidad
diagnostica. La escasez de publicaciones con alto rigor metodolégico para identificar la
tuberculosis pulmonar en el particular ambito de la poblacién pediatrica, destaca la
urgencia de realizar estudios prospectivos (28-31).

Study TP FP FN TN Sensitivity Specificity Sensitivity Specificity
Bolanos 2000 32 3 64 050[012,088) 097[089,1.00) —®#— 4
Gomez- Pastrana (1) 2001 11 8 10 46 052(0.30,0.74) 0.85(0.73,0.93) —— —+
Gomez- Pastrana (2) 2001 17 14 4 39 0.81(0.58,095) 0.74(0.60,0.85) — —+
Neu 1999 2 3 2 20 050(0.07,093 0.87(0.66, 0.9?]}#. ey

1 1

0020406081 0020406081

Grafica 1. Sensibilidad y especificidad de los tres articulos de PCR
Grafica de Forest plot

NAAT (Técnicas de amplificaciéon de acidos nucleicos)

Este método fue muy popular y de eleccion durante la década de los 90s: sin embargo, lo
variado de la metodologia, y los altos costos lo hicieron caer en desuso.

Son varias las técnicas que se agrupan bajo el nombre de técnicas de amplificacion de
acidos nucleicos: PCR, transcripcion mediada por amplificacién, amplificaciéon por
desplazamiento.

La PCR puede ser de punto final (estandar) o en tiempo real; la diferencia esta en que la
ultima, ademas de amplificar una secuencia especifica, es cuantitativa. Ambas son
pruebas altamente sensibles, porque pueden detectar un numero reducido de copias de



acido nucléico; ademas son rapidas, y son relativamente faciles de realizar, pero
requieren infraestructura especial y soncostosas(17,18, 32).

La PCR en punto final, tanto comercial como casera, ha sido extensamente evaluada en
pacientes adultos, informandose una especificidad de 0.85 a 0.98 y alta sensibilidad para
la tuberculosis con baciloscopia positiva (de 0.96) pero mas baja en pacientes con
baciloscopia negativa, aproximadamente 0.66. Este ultimo valor de sensibilidad es similar
al encontrado en la tuberculosis pulmonar en nifios, en la revisidon sistematica presentada,
ya que los nifios no son baciliferos. La PCR en tiempo real se ha evaluado en pacientes
adultos, encontrando una especificidad y sensibilidad 1.00 y 0.97, respectivamente; no
existen datos en pacientes pediatricos. Se ha descrito una nueva PCR de tiempo real que
ademas diagnostica la resistencia a la rifampicina: Xpert MTB/RIF. Hay un estudio en
pacientes pediatricos, en el cual se comparé con el cultivo, encontrando 6% de 452 nifios
con baciloscopias positivas, 16% con cultivo positivos y 13% con Xpert MTB/RIF positivo;
determinando una especificidad de 0.98 y una especificidad de 0.58; muy similar al PCR
de punto final (32-35).

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA)

Los estudios serolégicos detectan anticuerpos contra antigenos de M. tuberculosis; que
se extraen del bacilo Calemett Guerin y que incluyen el de 38kDa, el de 60 kDa y el
lipoarabinomanano (36).

Las ventajas de este método son que no requiere un laboratorio sofisticado, puede ser
usado como punto de partida; tampoco requiere esputo, es una prueba rapida y simple,
los resultados estan disponibles en 3 a 4 horas y es relativamente barata; pero es un
método indirecto, de utilidad diagnéstica variable pues frecuentemente presenta falsos
positivos y falsos negativos y no ofrece informacioén cuantitativa ni de resistencia (36).

En el 2001, Imaz realizd un estudio para evaluar el antigeno recombinante de
Mycobacterium tuberculosis de 15kDa en el diagnéstico de tuberculosis en nifios. Incluyo
nifios con TB activa, contactos sanos y nifios con enfermedades no micobacterianas. Se
realizé la deteccion de IgG, IgM e IgA especificas por ELISA, y se reportd una sensibilidad
entre 0.03 y 0.35, por lo que concluyé que la deteccion de IgG e IgA puede ser usada
como complemento en el diagnostico de tuberculosis en el nifio. Lagrange realizdé una
revision sistematica para determinar la utilidad diagndstica del ELISA, incluyendo 13
estudios, en los que la poblacion tenia TB activa (aunque no se especifica que sea para
TB pulmonar), encontrando una especificidad mayor a 0.9, pero una sensibilidad
inconsistente, entre 0.26 y 0.86 (37,38) (Cuadro 5).

Ensayos de interfero6n gamma (IGRAs)

Es el método de eleccion actual para el diagndéstico de TB latente. Este método mide el
IFN-y en respuesta al “ESAT-6" (Early secret antigenic tarjet 6) o al “CFP-10" (culture
filtrat e protein- 10)(18).

Existen 2 pruebas: QuantiFERON- TB (QTF) que cuantifica las concentraciones de la
citocina en respuesta a ESAT- 6, CFP-10 y TB 7.7 por ELISA; mientras que la T- Spot TB
cuantifica las células T productoras de IFN-y en respuesta a los mismos antigenos
(12,18, 36, 39). La ventaja de este método es que usa antigenos especificos ausentes en
la vacuna BCG y en otras micobacterias, no requiere esputo, el resultado es objetivo (se
puede calcular un punto de corte por medios matematicos) y la obtencion de resultados es
rapida, en menos de 24 horas; pero es un método costoso y requiere personal entrenado
e infraestructura, no puede distinguir enfermedad latente de enfermedad activa, tiene un
valor predictivo modesto para progresién a tuberculosis activa. Ademas, su especificidad
es alta pero su sensibilidad es subdptima. Por otro lado, al ser un método indirecto no



brinda informacion sobre resistencia. La sensibilidad reportada en la literatura es de 0.58
a 0.80 para el QTF y de 0.62 a 0.93 para el T- Spot TB; la especificidad de QTF es de
0.98 y de T-Spot TB de 0.92 (12, 18, 39).

En 2011 se publicé una revision sistematica de los IGRAS, en la que se incluyeron
estudios donde la poblacién con TB activa, sin embargo incluyen nifios con TB pulmonar y
extrapulmonar, se informan valores de sensibilidad entre 0.47 y 0.93 y especificidad entre
0.84 y 1.0 (36).

Se publicod otra revisidn sistematica en la que se evaluaron dos pruebas, el QTF y el
PPD; donde buscaron bases de datos de articulos entre enero de 2000 y enero de 2011,
usando los términos de busqueda como infeccidén por tuberculosis, tuberculosis latente,
interferon gamma, T-SPOT.TB test, QTF, ESAT-6, CFP-10, nifos, e infancia o pediatrico,
La sensibilidad para TB latente fue de 0.70 para QTF, 0.62 para ELISPOT y 0.71 para el
PDD. Las sensibilidades calculadas para el QTF y el PPD difieren por tuberculosis
confirmada por cultivo, QTF 0.64, ELISPOT 0.58 y PPD 0.66. La especificidad para
ambas pruebas fue de 1.00, mientras que para el PPD fue de 0.56. En nifios con
tuberculosis activa la sensibilidad fue similar entre ambas pruebas de ensayos de
interferon gamma (40)(Cuadro 5).

Cuadro 5. Sensibilidad y especificidad de PCR, ELISA y QuantiFERON- TB

Técnica Edad Tuberculosis Sensibilidad Especificidad
PCR < 18afios Pulmonar 0.50-0.81 0.74-0.97
< 18afos Pulmonar/extrapulmonar 0.47-0.93 1.00
QuantiFERON-TB
< 18afos Pulmonar/extrapulmonar 0.57-0.67 0.84-1.00
ELIS',A (Varios <14 afos Pulmonar/extrapulmonar 0.26-0.88 0.38-1.00
antigenos)
ELISA (Extracto
proteico soluble de Adultos Pulmonar 0.70 0.94
H37Rv)

3. Planteamiento del problema

A pesar de que la tuberculosis es una enfermedad cuya prevalencia ha disminuido, sigue
siendo un problema de salud por la morbilidad y mortalidad asociadas. Pese al gran
esfuerzo de desarrollar técnicas diagndsticas de alta sensibilidad y especificidad, aun no
se ha encontrado un método rapido y de bajo costo, con altos valores diagndsticos y que
tenga aplicacion en el paciente pediatrico.

Se han informado procedimientos bacteriolégicos, moleculares e inmunoldgicos para el
diagndstico rapido de tuberculosis pulmonar y extrapulmonar en pacientes adultos, pero la
mayoria de los estudios en pacientes pediatricos no se comparan con la prueba de
referencia, o bien no tienen la gradacion cientifica o el nivel de evidencia adecuados.

El cultivo LJ, como prueba de referencia, no siempre es util en los pacientes pediatricos
porque son paucibacilares por sus caracteristicas fisiopatologicas. Ademas, para
determinar si el cultivo LJ es positivo, se debe realizar la lectura hasta en 8 semanas, lo
que retrasa el diagnéstico (1).



Por lo tanto, se plantea la necesidad de realizar un estudio de prueba diagndstica que
evalue estos nuevos procedimientos; para que pueda brindar al clinico una herramienta
atil.

4. Justificacion

El contar con una herramienta que permita realizar el diagndstico rapido y de certeza es
trascendental porque la tuberculosis no ha dejado de ser un problema de salud publica,
especialmente con la emergencia del VIH.

Es necesario conocer la utilidad de las pruebas diagndsticas disponibles en la actualidad
para el diagndstico de tuberculosis pulmonar en el paciente pediatrico, en especial en
nifios menores de 8 afos, que por sus caracteristicas inmunoldgicas y clinicas dificultan
su abordaje; con esto se puede brindar un diagnéstico oportuno y de certeza para iniciar
el tratamiento precoz y asi disminuir la morbilidad y mortalidad.

Los resultados de este estudio no sélo van a beneficiar a los pacientes pediatricos y
neumologos e infectdlogos pediatras, sino también al pediatra y médico general, que se
enfrenta con este problema diagndstico.

5. Pregunta de investigacion

¢, Cual es la utilidad diagnostica de parametros inmunolégicos (ELISA, ensayos de
interferon-gamma) y moleculares (PCR en punto final) en el estudio de paciente pediatrico
menor de 8 anos con sospecha de tuberculosis pulmonar?

6. Objetivos

a. Objetivo general

Determinar la utilidad diagndstica de parametros inmunolégicos (ELISA, ensayos de
interferon-gamma) y moleculares (PCR en punto final) en el estudio de paciente pediatrico
menor de 8 afos con sospecha de tuberculosis pulmonar.

b. Objetivos particulares primarios

Determinar la utilidad diagnéstica de la PCR en punto final para M. tuberculosis.
Determinar la utilidad diagndstica del ensayo de interferon-gamma (QuantiFERON- TB
Gold).

Determinar la utilidad diagndstica de ELISA para M. tuberculosis.

c. Objetivos particulares secundarios

Determinar el patrén de respuesta Th1 y Th2 en el paciente pediatrico menor de 8 con
tuberculosis pulmonar.

7. Clasificacion de la Investigacion
Estudio de evaluacion de pruebas diagndsticas

8. Metodologia

a. Lugar de realizacion del estudio
Servicios de Neumologia e Infectologia del Instituto Nacional de Pediatria, Servicio de
Pediatria del Hospital General de México.

b. Poblacién de estudio
Pacientes pediatricos de 0 a 8 afios edad con sospecha clinica de tuberculosis pulmonary
pacientes con neumopatia croénica.



c. Tiempo
Septiembre 2011 a Septiembre 2020. Sin embargo para fines de la graduacion de la
maestria se realizara un corte al afio del inicio del estudio.

d. Criterios de inclusion
1. Nifos menores de 8 afios.

2. Pacientes con sospecha clinica de tuberculosis pulmonar.

3. Pacientes con neumopatia cronica sin sospecha clinica de tuberculosis pulmonar.

e. Criterios de exclusién

1. Pacientes que no tengan el consentimiento informado para ingresar a la investigacion.

2. Pacientes que ya tengan el diagndstico de tuberculosis pulmonar y se encuentren en
tratamiento.

f. Criterios de eliminacién
Paciente en los que se inicie la prueba terapéutica y no se pueda dar el seguimiento a los
dos meses para valorar la respuesta (abandono, transferencia a otro hospital).

g. Tamano de la muestra
Se realiz6 el calculo de muestra de acuerdo a la férmula de Buderer:

Calculo de muestra basado en la sensibilidad= (221_0/2 * SN*(1-Sn)) / L Prevalencia

Calculo de muestra basado en la especificidad= (Z%.2 * Sp*(1- Sp)) / (L** (1-
Prevalencia))

Donde: Sn. sensibilidad anticipada, Sp. especificidad anticipada, 1-a: nivel de
confianza, Zi.qp. desviacion estandar normal que corresponde a a, L: precision
absoluta deseada de la sensibilidad o especificidad. (41)

Se calculd el tamafo muestras con precision de 0.05y 0.1. (Cuadros 6y 7)

Cuadro 6. Calculo de la muestra por sensibilidad

Método Sensibilidad L Prevalencia Ziai2 Tamano
muestral
1280.5-
bR 0.50- 0.81 0.05 0.3 1.96 2882
0.50- 0.81 0.1 0.3 1.96 320- 197
1275.9-
QuantiFERON- 0.47-.0.93 0.05 0.3 1.96 333.4
TB Gold
0.47-.0.93 0.10 0.3 1.96 318.9- 83.3
985.4-
0.26- 0.86 0.05 0.3 1.96 616.7
ELISA
0.26- 0.86 0.10 0.3 1.96 246.3-

154.1




Cuadro 7. Calculo de la muestra por especificidad

Método Especificidad L Prevalencia Zia2 Tamafio
muestral
0.90 0.05 0.3 1.96 197.5
PCR
0.90 0.10 0.3 1.96 49.3
QuantiFERON- 0.84 0.05 0.3 1.96 295.0
TB Gold 0.84 0.10 0.3 1.96 73.7
0.98 0.05 0.3 1.96 43.0
ELISA
0.98 0.10 0.3 1.96 10.7

Por lo tanto el tamafo de la muestra esta entre 320 y 1281 pacientes; hasta Mayo 2013
se reclutaron 26 nifos.

h.
1.

Definiciones operacionales
Sospecha de tuberculosis pulmonar: paciente con al menos dos de los parametros

clinico, radiolégico, epidemioldgico.
a. Clinico, al menos uno de los siguientes signos y/o sintomas (19-21, 25, 43-9):

i. Tos mayor de 2- 3 semanas, que no remite y no mejora.

ii. Pérdida de peso mayor a 5% o disminucion en un percentil en los
ultimos tres meses, corroborado por cartilla

iii. Fatiga: disminucion en el juego o las actividades cotidianas desde el
inicio de la tos.

iv. Fiebre mayor a 38 grados centigrados por 14 dias, que no haya
mejorado con un esquema antibiotico.

v. Presencia de nédulos linfaticos cervicales, axilares.

b. Radioldgico:

i. Fuertemente sospechoso: lesion cavitada o caverna; hiperllucida,
redondeada, de paredes gruesas, de localizacién apical o dorsal,
acompafada de lesiones satélites con calcificaciones, con retraccion y
fibrosis. Imagenes nodulares confluentes y cavitadas de localizacion
apical y dorsal, y la infiltracion intersticial miliar bilateral y difusa.

ii. Sospechoso: condensaciones del I6bulo medio y los infiltrados bronco
neumoénicos acompafiados de ensanchamiento mediastinal. (22, 49-
51).

c. Epidemiolégico: cuando se demuestra el contacto con enfermo bacilifero
comprobado de manera prolongada y continua y/o prueba de PPD positiva (49-
53).



2. Paciente con tuberculosis pulmonar

a. Tuberculosis pulmonar confirmada: paciente con criterios de sospecha de
tuberculosis pulmonar y con el parametro bacteriolégico o anatomopatolégico
positivos.

i. Bacteriolégico: con el aislamiento de M. tuberculosis en cultivos
Lowenstein-Jensen, o por identificacion de bacilos acido alcohol
resistentes (BAAR) tenidos con Ziehl- Neelsen (1). Para la
interpretacién de la baciloscopia, se utiliza la siguiente escala:

Negativa: ausencia de BAAR en 100 campos observados

(+): Menos de un BAAR por campo, en 100 campos observados
(++): 1 a 10 BAAR por campo, en 50 campos observados
(+++): Mas de 10 BAAR por campo, en 20 campos observados

ii. Anatomopatoldgico: por la identificacion de granulomas formados por
infiltrados de linfocitos polimorfonucleares, monocitos, células
epiteliales y células gigantes, cuya confluencia forma la lesién nodular
caracteristica, siempre y cuando, en el seno de esta formacion
granulomatosa se identifiquen bacilos acido alcohol resistentes teiidos
con Ziehl- Neelsen (1,22).

b. Tuberculosis pulmonar probable: paciente con los criterios de sospecha de
tuberculosis pulmonar, sin criterio bacteriolégico o anatomopatolégico
positivos, pero con prueba terapéutica positiva.

i. Prueba terapéutica: pacientes con mejoria clinica, remision de las
lesiones radiolégicas y en caso de contar con cultivos positivos, la
negativizacion de los mismos, al concluir la primera etapa del
tratamiento antituberculoso; se debe que considerar descartar las
infecciones por H. influenzae, Staphylococcus aureus, Pneumococcus,
Legionella spp, M. leprae, Brucella u otras micobacterias,
porquetambién responden a estos antituberculosos(1,49,53).

3. Paciente sin tuberculosis pulmonar

a. Tuberculosis pulmonar descartada: paciente con los parametros clinico,
radiologico y epidemiolégico sugerentes de tuberculosis pulmonar, sin criterio
bacteriolégico y anatomopatoldgico positivos, sin respuesta a la prueba
terapéutica y habiendo descartado tuberculosis resistente por sensibilidad a
farmacos o epidemiologia. O que se diagndstica otra enfermedad en el
transcurso del proceso diagnéstico.

b. Pacientes neumédpatas crénicos: pacientes que presentan sintomas
respiratorios de manera continua por seis meses o que tuvieron por lo menos 6
episodios recurrentes durante los ultimos 12 meses, que ya han sido



estudiados por un médico general o pediatra, antes de referirse al neumaélogo

pediatra.
Cuadro 8. Operacionalizacion de las variables
Variable independientes Escala Medicion
Tuberculosis pulmonar Nominal Si/No
Variables dependientes Escala Medicion
Baciloscopia Nominal Positivo: +;++;+++/Negativo
PPD Nominal Positiva/Negativa
(Anexo 1)
Cultivo LJ Nominal Positivo/negativo
Cultivo MGIT Nominal Positivo/negativo
PCR en punto final Nominal Positiva/ Negativa
Positiva: absorbancia >
ELISA Nominal 0.229/Negativa: absorbancia
<0.229
Nominal Positiva: Antigeno menos

QuantiFERON-TB Gold blanco = 0.35 Ul/mL

Respuesta terapéutica Nominal Si/No

IFN- y Numérica pg/mL

TNF- a Numeérica pg/mL

IL- 2 Numeérica pg/mL

IL- 1b Numeérica pg/mL

IL- 6 Numeérica pg/mL

IL- 8 Numeérica pg/mL

IL- 5 Numeérica pg/mL

IL- 4 Numeérica pg/mL

IL-10 Numeérica pg/mL
Variables modificadora Escala Medicion

Edad Numeérica Anos
Variable confusora Escala Medicion

Inmunodeficiencias Nominal Si/No

i. Descripcion general del estudio

El estudio se realiz6 en dos grupos de pacientes, uno con sospecha de tuberculosis
pulmonar y uno de pacientes neumopatas cronicos en quienes no se sospechaba
tuberculosis pulmonar. Los pacientes con sospecha de tuberculosis pulmonar son
captados de la consulta externa y hospitalizacion de Neumologia e Infectologia del INP,
asi como del servicio de Pediatria del Hospital General de México. Los pacientes con
neumopatia crénica son captados de la consulta externa de Neumologia del INP.

En ambos grupos se realizé una historia clinica completa (antecedente epidemiolégico,
antecedente de vacuna de BCG) y una teleradiografia de térax, que fue evaluada por dos
neumoélogos pediatras previamente validados.

En los dos grupos se aplicéo PPD.

En ayuno se realizé aspirado gastrico y/o esputo inducido (tres muestras en dias
consecutivos) o lavado bronquioalveolar, para cultivo en medio Lowenstein-Jensen,
MGIT-960 y PCR en punto final; técnica aun no publicada ni patentada por el Instituto de
Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE). (Anexo 2) (29, 55-9).



Se tomaron 5mL de sangre periférica para ELISA y QuantiFERON- TB Gold; se
colocaron 2mL en un tubo rojo para la ELISA; el resto de la muestra se utilizo para realizar
el QuantiFERON- TB Gold TB (Anexo 6 y 7) (60-1).

Las otras citocinas se midieron del resto del sobrenadante de las células mononucleares
de sangre periférica de los tubos de QTF- TB Gold con perlas por citometria de flujo.

Las muestras fueron transportadas al INDRE, bajo las recomendaciones del Manual para
el diagndstico bacterioldgico de la tuberculosis (Anexo 2) (55-7).

En los pacientes con sospecha de tuberculosis pulmonar se inicié tratamiento antifimico,
de acuerdo a la Guia Practica para la Atencion de la Tuberculosis en Nifios, Nifias y
Adolescentes (Anexo 3)(1). Todos los pacientes en quienes se inicié tratamiento
antifimico fueron evaluados a los dos meses; al terminar la primera fase del tratamiento,
donde se valoré clinica y radiolégicamente, también se tomd cultivo de esputo, aspirado
gastrico o lavado broncoalveolar, en quienes hayan tenido un cultivo positivo para valorar
la negativizacion del mismo (1, 49,55)(Figura 2 y 3).

Nifios con sintomas
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Figura 2. Diagrama de flujo de la estrategia del proyecto
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9. Analisis estadistico
Analisis de a prueba diagnéstica: Se calculd sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo, valor predictivo negativo, probabilidad de verosimilitud positivos, probabilidad de
verosimilitud negativa.
Analisis descriptivo: se analizaron las variables demograficas y clinicas.

10. Aspectos éticos

Riesgo de la investigacién: menor al minimo

Contribuciones o beneficios del estudio para los participantes y la sociedad: No
hubo beneficios directos para los participantes. El beneficio del estudio para la sociedad
es encontrar una herramienta que permita el diagnéstico de tuberculosis con premura y
certeza; de esta manera se disminuiria las complicaciones y mortalidad asociadas a la
tuberculosis en este grupo de edad.

Riesgos del estudio para los participantes: Los riesgos de realizar este estudio fueron
el dolor durante la toma de muestra sanguinea y posibles hematomas en el lugar de la
puncioén.

Balance riesgo/beneficio: Con los riesgos y beneficios ya expuestos, se concluye que el
beneficio es mayor que el riesgo.



Caracteristicas de los participantes: Los participantes del proyecto al ser nifios son una
poblacion vulnerable, porque aun no tienen la capacidad cognitiva ni emocional para
tomar decisiones, por lo que esta carga recae en los padres o tutores. La justificacion de
realizar este estudio en nifios es la necesidad de conocer cémo funcionan estas pruebas
en una poblaciéon inmunolégicamente diferente y si permiten llegar al diagndstico certero
con mayor rapidez.

Confidencialidad: La confidencialidad de los participantes se garantizé mediante el
resguardo de los datos obtenidos en un archivero, al cual sélo tiene acceso el lider de la
investigacion. Los resultados de las pruebas diagndsticas se dieron a conocer
Unicamente a los padres y a los médicos tratantes y al equipo de investigacion; se
mantendra el anonimato de los pacientes durante la publicacion. Las muestras
sanguineas una vez que se realicen las pruebas fueron desechadas; las muestras de
esputo, lavado gastrico o LAB en caso de que fueran positivas se codificaran y guardaran
por un lapso de cinco anos, de acuerdo con el reglamento del INDRE

Consentimiento informado:

El consentimiento se obtuvo por un miembro de los investigadores (MAAM) cuando se
localizé a un participante que cumplia con los criterios de seleccion; en la consulta externa
(una vez que haya concluido la consulta con el médico tratante) u hospitalizacion
(posterior a la visita médica de la manana). Se entregd la carta del consentimiento a los
padres o tutores; en caso de ser necesario se leyd junto con los padres, para luego
responder a las dudas y preguntas. Una vez que se hubo obtenido el consentimiento
informado, se tomaron las muestras.

Forma de seleccion de los participantes: Ingresaron al estudio todos los pacientes que
cumplieron los criterios de seleccion.

11. Resultados

Se reclutaron 26 ninos de Septiembre de 2011 a Abril de 2013, que cumplieron los
criterios de ingreso, 6 nifios con neumopatia crénica y 20 con sospecha de tuberculosis.
De este ultimo grupo, a cuatro se les diagnosticé otra enfermedad durante el abordaje:
linfoma no Hodgkin, infeccidon por Candida, infeccion por EBV y una inmunodeficiencia
primaria. Solo en dos pacientes se confirmo tuberculosis con cultivo.

Para el analisis estadistico, considerando que los casos de tuberculosis confirmada son
solo dos, se agruparon estos nifios con los de tuberculosis probable, formando el grupo
de tuberculosis pulmonar (TBP); el resto de los casos corresponden al grupo de
tuberculosis descartada/neumopatia cronica (TB descartada/NPC) (Cuadro 9)

Cuadro 9. Frecuencia de diagnéstico de ingreso y diagndstico finall

Diagnéstico de ingreso

Neumopatia Sospecha Total
Diagnéstico final nop P
cronica TB
TB desc’arta(:’!al_ 6 4 10
Neumopatia crénica
TB probable -- 14 14
TB confirmada - 2 2
6 20 26

TB: Tuberculosis



a. Caracteristicas demograficas
Los variables demograficas de edad, sexo y procedencia se detallan en el cuadro 10. No
se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

Cuadro10. Datos demograficos segun diagndstico finall

Diagnéstico final

TB descartada/ P
Variable TBP NPC
n =16 _
n=10
Sexo (M/F) 8/8 6/4 0.701*
Edad (meses) 47.50 (1-96)Jr 43.50 (16-84)Jr 0.623**
Distrito Federal 7 7
Estado de
. 3 1
México
Procedencia Guerrero 4 N 0.313***
Veracruz 1 1
Otros 1 1

q]: Prueba de referencia: cultivo o prueba de terapéutica; *Prueba de U de Mann- Whitney, **
Prueba de Fisher, *** Prueba de Chi cuadrado; "Mediana (minimo-maximo)

b. Caracteristicas clinicas

La frecuencia de comorbilidad se describe en el cuadro 11; al comparar los dos grupos no
hay diferencia significativa (p 0.789).

Cuadro11. Frecuencia de comorbilidad segun diagnéstico finall

Diagnéstico final
TB descartada/

Comorbilidad T ?,7) NPC
0 n (%)
Ninguna 13 (0.81) 5 (0.50)
Inmuno_deflcflenma 3(0.19) 2(0.2)
primaria
Inmunodeflmgnma - 3(0.3)
secundaria

q|: Prueba de referencia: cultivo o prueba de terapéutica

Sélo dos nifios del grupo con tuberculosis pulmonar no contaban con la vacuna BCG, por
lo que no se encontré diferencia significativa entre los grupos (p 0.508).

En el Cuadro 12 se observan las caracteristicas clinicas, siendo la tos el sintoma mas
frecuente sin diferencia significativa entre los grupos.



Cuadro12. Caracteristicas clinicas segun diagndstico final

Diagnéstico final

TB descartada/ P
. . TBP
Signo o sintoma _ NPC
n =16 _

n =10
Tos 11 (0.69) 9 (0.90) 0.352
Fiebre 10 (0.62) 7(0.70) 1.000
Pérdida de 8 (0.50) 3 (0.30) 0.428

peso

Fatiga 3(0.19) 1(0.10) 1.000
Linfoadenopatia 2 (0.12) 3(0.30) 0.340

9: Prueba de referencia: cultivo o prueba de terapéutica, *Prueba exacta de Fisher

c. Caracteristicas epidemiolégicas
Con respecto al antecedente de contacto con tosedor crénico o con un paciente
diagnosticado de tuberculosis, en el grupo de TB descartada/NPC tres de diez nifios
tenian el antecedente, mientras en el grupo de TBP doce de dieciséis, con diferencia

significativa entre los grupos (p 0.048) (Figura 4).
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0,60
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0,207

0,00-

d. PPD

No TB/NPC

Figura 4. Antecedente de contacto de acuerdo a grupo de diagndstico final

.Sin antecedente
de contacto

.Con antecedente
de contacto

En cinco nifios con TB descartada/ NPC y en uno con TBP no se aplicé la prueba de PPD;
por falta de insumos. Fue positiva en un nifio de cinco con TB descartada/ NPC y en once
de quince del grupo de TB pulmonar; sin diferencia significativa entre los grupos (p 0.709)

(Figura 5).
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Figura 5. PPD de acuerdo a grupo de diagnéstico final

e. Caracteristicas radiograficas

Las imagenes radiolégicas sugerentes fueron encontradas en cuatro de diez nifios con TB
descartada/ NPC, mientras en el grupo de TBP en quince de dieciséis, con diferencia
significativa entre los grupos (p 0.005) (Figura 6).

Los patrones radiolégicos mas frecuentes en los nifios del grupo de tuberculosis pulmonar
fue el ensanchamiento mediastinal (6/16) y el patron nodular (6/16) (Cuadro 13).

| Sin sospecha
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Con sospecha
.radiolégica
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Figura 6. Caracteristicas radiograficas segun diagnéstico final



Cuadro 13. Patrones radiograficos por diagnostico finall
Diagnéstico final
TB descartada/

Patrones TBP .
radiograficos n=16 NfC P
n =10
Normal 1 (0.06) 2 (0.20) 0.538
Cavitacion 1 (0.06) -- 1.000
Patrén nodular 6 (0.37) 1(0.10) 0.190
Consolidacion 1(0.06) -- 1.000
Derrame pleural -- 2 (0.20) 0.138
Sobredistencion 1 (0.06) 1(0.10) 1.000
Ensanchamiento

mediastinal 6 (0.37) 2 (0.20) 0.420
Patrén reticulonodular -- 1(0.10) 0.385
Patrén reticular -- 1(0.10) 0.385

qI: Prueba de referencia: cultivo o prueba de terapéutica, TBP: Tuberculosis pulmonar, TB
descartada/NPC: Tuberculosis descartada/Neumopatia cronica, *Prueba exacta de Fisher

f. Cultivo y baciloscopias

Se tomo6 muestra de aspirado gastrico a 21 nifios y de esputo inducido a 5 nifios. Sélo dos
nifios con TBP tuvieron el cultivo positivo (0.07). Un cultivo positivo correspondia a una
nifia de ocho afos que radioldgicamente tenia una lesion cavitada, por pruebas
bioquimicas se identificdé Complejo tuberculosis; el otro cultivo correspondia a un nifio de
1 afo 2 meses que radiolégicamente presentaba ensanchamiento mediastinal, no se pudo
identificar por las pruebas bioquimicas el tipo de micobacteria; se determin6 Complejo
tuberculosis por PCR en punto final.

Dos casos tuvieron baciloscopias positivas (0.07). Una baciloscopia con 1 a 10 bacilos
por campo por 50 campos revisados, corresponde a la misma nifia con cultivo positivo y la
lesién cavitada. La otra baciloscopia con 1 a 9 bacilos por 100 campos revisados,
corresponde a una nifia de 3 afos con un patron radiolégico de ensanchamiento
mediastinal y cultivo negativo.

g. PCR de punto final

La PCR de punto final se proceso en las muestras de aspirado gastrico o esputo inducido.
Sélo dos nifias tuvieron la prueba positiva; las dos tenian ocho afios, una con un patrén
radiolégico de sobredistensién y la otra con una lesiéon cavitada.

La parametros de utilidad diagndstica del PCR en punto final considerando el cultivo LJ o
la prueba terapéutica como pruebas de referencia se detallan en el cuadro 14.



Cuadro 14. Parametros de utilidad diagnéstica de PCR en punto final

PCR de punto final

Parametros Formula Valor IC
Sensibilidad 2/16 0.12 0.02-0.39
Especificidad 10/10 1.00 0.65- 1.00

Valor pr_e_dlctlvo 2/2 1.00 0.19- 1.00
positivo

Valor pre<_:llct|vo 10/24 0.41 0.22- 0.63
negativo

Cociente de

probabilidad positivo 0.12/1 = 1) -~ —
Cociente de (1-0.12) /1 0.88 0.73-1.05

probabilidad negativo

ql: Prueba de referencia: cultivo o prueba de terapéutica, IC: Intervalos de confianza

h. ELISA

Los valores del ELISA para M. tuberculosis no tuvieron una distribucion normal, por lo
tanto en el cuadro 15 se describe la mediana, el valor maximo y minimo segun el grupo de
diagndstico final. Cuando se compara la distribucién del valor del ELISA entre los grupos
de diagnéstico hay diferencia significativa.

Cuadro 15. Valores del ELISA para M. tuberculosis por grupo de diagndstico finall

ELISA para M. tuberculosis(Absorbancia)
Shapiro-

Diagnéstico

final Mediana Minimo Maximo . P*
Wilks
TB deﬁ;‘gtada’ 0.117 0.070 0.460 0.000
0.007
TBP 0.187 0.110 0.760 0.001

q]: Prueba de referencia: cultivo o prueba de terapéutica,* Prueba de U de Mann- Whitney

Los parametros de utilidad diagnéstica utilizando el punto de corte de 0.229, validado en
pacientes adultos, se muestran en el cuadro 16.

Cuadro 16. Parametros de utilidad diagndstica de ELISA para M. tuberculosis"

ELISA para M. tuberculosis

Parametros Férmula Valor Intervalo de
Confianza 95%
Sensibilidad 6/16 037 0.16-0.64
Especificidad 8/10 0.80 0.44-0.96
Valor predictivo 6/8 075 0.35- 0.95
positivo
Valor predictivo 8/18 0.44 0.22- 0.68
negativo
Cociente de
orobabiidad positivo 0.37/(1 - 0.80) 1.88 0.47-7.54
Cociente de (1-0.37)/0.80 0.78 0.48-1.28

probabilidad negativo

q|: Prueba de referencia: cultivo o prueba de terapéutica
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Figura 7. Diagrama de caja del valor del ELISA para M. tuberculosis por grupo de diagndstico final

Se realiz6é una curva ROC con los valores de absorbancia del ELISA para M. tuberculosis,
para determinar un nuevo punto de corte. Segun las coordenadas de la curva ROC, si se
considera una prueba positiva mayor de 0.141, la sensibilidad es de 0.75 y la
especificidad de 0.80; con un area bajo de la curva de 0.81 y con una significancia de
0.008(Cuadro 17 y Figura 8).

Se realizé un analisis comparando la distribucién del ELISA para M. tuberculosis si habia
diferencias entre el grupo de vacunados con BCG y los que no, sin encontrar diferencia
significativa (p 0.345)
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Cuadro 17. Coordenadas de la curva ROC del ELISA para M. tuberculosis

Positivo si es 1-
mayor o igual  Sensibilidad Especificidad

que
0.000 1.000 1.000
0.077 1.000 0.900
0.091 1.000 0.800
0.103 1.000 0.700
0.108 1.000 0.600
0.111 0.938 0.600
0.117 0.938 0.500
0.121 0.938 0.400
0.126 0.938 0.300
0.131 0.875 0.300
0.133 0.813 0.300
0.136 0.750 0.300
0.141 0.750 0.200
0.146 0.688 0.200
0.152 0.625 0.200
0.168 0.563 0.200
0.187 0.500 0.200
0.202 0.438 0.200
0.225 0.375 0.200
0.249 0.375 0.100
0.261 0.313 0.100
0.342 0.250 0.100

0.439 0.188 0.100




0.466 0.188 0.000

0.569 0.125 0.000
0.713 0.063 0.000
1.000 0.000 0.000

Se calcularon los parametros de utilidad diagndstica, con el punto de corte de 0.146, que
se detallan en el cuadro 18.

Cuadro 18. Parametros de utilidad diagndstica de ELISA para M. tuberculosis con punto de corte

modificado“
ELISA para M. tuberculosis
Parametros Férmula Valor Intervalo de
Confianza 95%
Sensibilidad 11/16 0.68 0.41-0.87
Especificidad 8/10 0.80 0.44- 0.96
Valor predictivo 1113 0.84 0.53- 0.97
positivo
Valor predictivo 8/13 0.61 0.32- 0.84
negativo
Cociente de
probabilidad positivo 0.68/(1 —0.80) 3.44 0.95-12.40
Cociente de (1-0.68)/0.80 0.39 0.18-0.86

probabilidad negativo

q]: Prueba de referencia: cultivo o prueba de terapéutica

dg. QuantiFERON-TB Gold

La prueba de QTF- TB Gold se realizé a 21 nifios de los 26, por falta de reactivos. De los
cinco casos que no cuentan con esta prueba, cuatro corresponden al grupo de TBP y uno
al grupo TB descartada/NPC. Dada la distribucion anormal de la diferencia entre el
antigeno y el blanco, se describen la mediana, el valor minimo y maximo en el cuadro 19.
Al comparar la distribucién de este valor entre los grupos de diagnéstico, hay diferencia
significativa (Figura 9).

Cuadro 19. Valores del QTF- TB Gold por grupo de diagndstico final: prueba de referencia cultivo
y/o prueba terapéutica

QTF- TB Gold (Antigeno- Blanco) Ul/mL

Diagnéstico

final Mediana  Minimo Maximo  ohapiro- o,
Wilks
TB deﬁ;‘(’:’tada’ 0.00 0.1 0.43 0.000
0.022
TBP 0.04 0.00 7.95 0.000

q]: Prueba de referencia: cultivo o prueba de terapéutica, TBP: Tuberculosis pulmonar, TB
descartada/NPC: Tuberculosis descartada/Neumopatia cronica, DO: Densidad 6ptica, * Prueba de
U de Mann- Whitney
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Figura 9. Diagrama de caja de valores de QTF- TB Gold (Antigeno- Blanco) por grupo de
diagndstico final

Los casos 15 y 25 son valores extremos, que corresponden a dos nifios con Tuberculosis
pulmonar, al excluirlos del analisis y comparar nuevamente la distribucién entre los
grupos por diagndstico final, la diferencia aun es significativa (p 0.004).

Los parametros de utilidad diagndstica del QTF- TB Gold considerando el punto de corte
que propone la marca (0.35Ul/mL) y el cultivo LJ o prueba terapéutica como pruebas de
referencia se detallan en el cuadro 20.

Cuadro 20. Parametros de utilidad diagndstica de QTF- TB Gold usando el punto de corte
propuesto por el productor del kit (0.35 UL/mL)

QTF- TB GOLD
Parametros Férmula Valor Intervalo de
Confianza al 95%

Sensibilidad 5/12 0.42 0.16-0.71

Especificidad 719 0.79 0.40-0.96

Valor predictivo 5/7 0.71 0.30- 0.95
positivo

Valor predictivo 7114 0.50 0.24-0.76
negativo

Cociente de
orobabiidad positivo 0.42(1-0.78) 188 0.47-7.56
Cociente de (1-0.42)/0.78 0.75 0.41-1.36

probabilidad negativo

Se realiz6 una curva ROC con los valores de QTF- TB Gold, para obtener un nuevo punto
de corte. Segun las coordenadas de la curva ROC, si se considera una prueba positiva
mayor de 0.005, la sensibilidad es de 0.83 y la especificidad de 0.78; con un area bajo
de la curva de 0.80y con una significancia de 0.019 (Figura10).
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Figura 10. Curva ROC para QTF- TB Gold

Cuadro 21. Coordenadas de la curva ROC para QTF- TB Gold
Positivo si es 1-
mayor o igual Sensibilidad Especificidad

que
-1.110 1.000 1.000
-0.055 1.000 0.889
0.005 0.833 0.222
0.020 0.667 0.222
0.035 0.500 0.222
0.045 0.500 0.111
0.090 0.333 0.111
0.280 0.250 0.111
0.760 0.250 0.000
2.550 0.167 0.000
5.980 0.083 0.000
8.950 0.000 0.000

Se calcularon nuevos parametros de utilidad diagnéstica con el punto de corte de
0.005Ul/mL, estos se encuentran en el cuadro 22.



Cuadro 22. Parametros de utilidad diagnéstica de QTF- TB Gold modificando el punto de corte
(0.005 Ul/mL)

QTF-TB GOLD
Parametros Férmula Valor Intervalo de
Confianza al 95%
Sensibilidad 10/12 083 0.50- 0.97
Especificidad 7/9 0.77 0.40-0.96
Valor predictivo 10/12 0.83 0.50- 0.97
positivo
Valor predictivo 7/9 0.77 0.40- 0.96
negativo
Cociente de
orobabiidad positivo 0.83/(1 - 0.77) 375 1.08- 13.07
Cociente de (1-0.83)/0.77 0.06 0.02- 0.80

probabilidad negativo

h. Citocinas Th1y Th2

En el cuadro 23se muestran los valores de la diferencia entre el antigeno y el blanco de
las citocinas Th1 y Th2 probadas en este estudio. Se comparé la distribucion de esta
diferencia entre los grupos de diagndstico, encontrando diferencia significativa en IFN-yy
tendencia a la significancia en IL-10 (Figura 11).

Se comparé la distribucion de todas las citocinas, en relacion a sospecha clinica y
antecedente de contacto, no se encontr6 diferencia significativa. Al comparar la
distribucion de las citocinas en relacion con sospecha radiolégica se encontré tendencia a
la significancia en IFN-Y (p 0.056) y TNF-a (p 0.079).



Cuadro 23. Valores de citocinas por grupo de diagnéstico final: prueba de referencia cultivo o

prueba terapéutica

Citocinas Diagnostico Mediana  Minimo Maximo Shapiro- P
final Wilks
IFN —y TB descartadal 0.0 -12.06 219 0.001
(Antigeno- 0.003
Blanco) pg/mL TBP 2.04 -0.19 397.56 0.000
TB descartada/
IL-2 (Antigeno- NPC 0.00 215 233.74 0.000 .
Blanco) pg/mL TBP 1.43 -2.08 162.31 0.000
TNF- o TBdescartadal 000 20715 5931 0.002
(Antigeno- 0.862
Blanco) pg/mL TBP 0.54 -53.19 212.73 0.000
TB descartada/
IL- 1b (Antigeno- NPC 13.19 -1197.46  270.60 0.001 0508
Blanco) pg/mL TBP 24.44 -183.99 157711 0.000
TB descartada/
IL-8 (Antigeno- NPC 765.88  -3471.11 10786.87  0.068 0277
Blanco) pg/mL TBP 2846.84  -575.68  11605.05  0.110
TB descartada/
IL- 6 (Antigeno- NPC 41.06 -1305.38  7408.56  0.005 0219
Blanco) pg/mL TBP 1208.15  -172.30  6102.02  0.066
TB descartada/
IL-5 (Antigeno- NPC 0.06 -0.44 2710.83  0.000 . 000
Blanco) pg/mL TBP 0.51 -0.40 81.32 0.000
TB descartada/
IL4 (Antigeno- NPC 0.00 -0.54 0.00 0.000 0508
Blanco) pg/mL TBP 0.00 -2.09 5.62 0.001
TB descartada/
IL-10 (Antigeno- NPC -0.24 -21.09 6.89 0.003 0,060
Blanco) pg/mL TBP 0.91 -0.31 8.70 0.013
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Figura 11. Diagramas de caja correspondiente a los valores de respuesta especifica (Antigeno-
Blanco) de citocinas Th1 y Th2 por grupo de diagndstico final
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Figura 12. Diagramas de caja correspondiente a los valores de respuesta especifica (Antigeno-
Blanco) de citocinas Th1 y Th2 de acuerdo a sospecha radioldgica

Al analizar sélo los casos de Tuberculosis pulmonar, se encontré diferencia significativa
en la distribucién de TNF-a en relacién a la tos (p 0.048), IL-10 en relacion a la pérdida de
peso (p 0.015) y tendencia a la significancia en la distribucion de TNF-a con relacion a la

fiebre (p 0.073)

Al comparar la distribucién entre las citocinas en relacién a gravedad, se encontré
diferencia significativa en IL-2 (p 0.072) e IL-8 (p 0.006) y tendencia a la significancia en
TNF-a (p 0.069)y IL-6 (p 0.058).
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i. Utilidad diagnodstica de las pruebas probadas
En el cuadro 24, se comparan los parametros de utilidad diagndstica de las pruebas que
estudiaron solas y combinadas entre ellas. Como puede observarse el ELISA tuvo los
parametros mas altos utilidad mientras que la PCR fue la prueba con menores valores. El
QTF- Tb Gold con punto de corte modificado tiene mejores valores, incluso que el ELISA.
Y al combinarlas , las pruebas inmunolégicas son las que mayor utilidad tienen.

Cuadro 24. Tabla comparativa de parametros de utilidad diagnéstica

Valor Valor Cociente de Cociente de
Sensibilidad Especificidad predictivo predictivo probabilidad probabilidad
positivo negativo positivo negativo
ELISA 0.68 0.80 0.84 0.61 3.44 0.39
PCR 0.12 1.00 1.00 0.41 -- 0.88
QTF- TB Gold 0.42 0.77 0.71 0.50 1.88 0.75
ELISA o PCR 0.69 0.80 0.85 0.61 3.44 0.39
ELISA o QTF-TB 0.83 0.78 0.83 0.78 3.75 0.21
Gold
QTF-TB Gold o 0.58 0.89 0.87 0.61 5.25 0.47
PCR
QTF-TB Gold o
PCR o ELISA 0.83 0.78 0.83 0.78 3.75 0.21
QTF- TB Gold 0.83 0.77 0.83 0.77 3.75 0.06
modificado
ELISA o QTF-TB
Gold modificado 0.92 0.77 0.85 0.87 413 0.11
QTF- TB Gold
modificado o PCR 0.83 0.89 0.91 0.80 7.50 0.19
QTF- TB Gold
modificado PCR o 0.92 0.78 0.85 0.88 413 0.11
ELISA
PPD 0.73 0.80 0.92 0.50 3.67 0.33
Rayos X 0.93 0.60 0.79 0.86 2.34 0.10

12. Discusion

Ante la falta de una prueba que ayude al diagndstico rapido y certero de tuberculosis en el
nifio, el objetivo de este estudio fue determinar la utilidad del ELISA, la PCR en punto final
y el QTF- TB Gold, ademas de medir citocinas de las respuestas Th1 y Th2 en el nifio
con sospecha.

Si bien hay varias maneras de realizar el calculo del tamafio muestral, se decidi6 emplear
la formula de Burderer por ser la que mas se ajusta a la pregunta de investigacién y la
que considera el error en la estimacion de los intervalos de confianza de la sensibilidad y
especifidad. Teniendo en cuenta el numero de casos por afio con diagndstico de
tuberculosis que llegan al INP, se calculé completar la muestra en 10 anos, situacién por
la que se realizaron las siguientes acciones: el Hospital General de México se incorporé
al estudio con el fin de incluir un mayor numero de casos. Se procedié a incluir otros
hospitales del interior de la Republica; pero debido a que la realizacién de las pruebas en
diversos laboratorios podria incrementar el grado de error del estudio, se descartd esta
posibilidad.



Dado que la reclutamiento de los pacientes va tomar un tiempo de 5 a 10 anos para la
completar el tamafio de la muestra calculada, se decidié realizar un corte al afo con el
proposito de realizar una evaluacion de los resultados, determinar su eficacia en el
diagndstico de la tuberculosis en el nifio y los factores que podrian modificarse, desde la
toma de la muestra, el transporte y la ejecucién de las pruebas.

A pesar que el tamafo de la muestra es parcial y el estudio aun se esta realizando, estos
resultados pueden orientar y ser una guia para la realizacion del resto del estudio y de
otros protocolos bajo esta linea de investigacion. Por tanto, se procedio a realizar el
analisis correspondiente, pese a que aun no tienen aplicabilidad clinica.

La prueba de PPD es una prueba inmunolégica de diagndstico inicial que puede cruzar
con la vacuna de BCG en la mitad de los niflos vacunados, pero el porcentaje de
individuos con esta prueba positiva va disminuyendo en los dos a tres afos de edad (18).
Sin embargo, no encontramos variacion significativa con la edad (menor de 36 meses) ni
con antecedente de vacunacién; ademas el PPD tiene un valor de sensibilidad mayor al
de las otras pruebas evaluadas, por lo que es prueba util, barata y que orienta al
diagnostico y a inicio temprano de tratamiento. Sin embargo, no hay que dejar de
mencionar que su interpretacion tiene cierto grado de subjetividad, por lo que la
capacitacion en su aplicacion e interpretacion es de vital importancia.

El ELISA que se validé en pacientes adultos, dando una sensibilidad de 0.80 y una
especificidad de 0.94 (60), no se habia probado en pacientes pediatricos, pero si otros
inmunoensayos con parametros diagnosticos variables (36-38). Se debe considerar que
entre un estudio y otro difiere la edad de los nifos incluidos, tipo de antigeno utilizado, el
antecedente de BCG e incluso los controles. En el presente estudio se obtuvieron valores
de sensibilidad y especificidad adecuados para apoyar el diagndstico, especialmente
porque todos menos un nifio, estaban vacunados con BCG, y los reportes previos indican
reaccion cruzada con esta vacuna (36-38). También cabe resaltar queesta prueba no se
relaciond negativamente con la inmunodeficiencia primaria o secundaria. Esto es
relevante, dado que en varios estudios se habia reportado la no utilidad del ELISA, porque
los antigenos utilizados cruzan con otras micobacterias, incluyendo la BCG (18, 36).

La utilidad diagnéstica de QTF- TB Gold fue similar a la reportada en la literatura para la
edad pediatrica, con una sensibilidad baja y una especificidad alta (36, 40); sin embargo,
se observa que hay diferencia significativa en la distribucion de la respuesta
especificaentre los grupos de acuerdo al diagnéstico final, sugiriendo que hay produccion
de interferon gamma en respuesta a los antigenos especificos de M. tuberculosis, pero
que no alcanzan el punto de corte sefalado por la marca del estuche comercial. Esta
respuesta a los antigenos, aunque es positiva, puede no ser comparable con la de los
pacientes adultos ya que el sistema inmunoldgico de los nifios esta en desarrollo; aunque
en nifios con TB latente se han reportado valores mas altos de interferon gamma, que lo
se encontro hasta el momento, tampoco llegan al punto de corte que propone la casa
comercial que fabrica el producto.

Se sabe que el progreso de la infeccion esta limitado por la induccién de la respuesta
celular mediada por IFN-gamma, y esta respuesta es menos fuerte en niflos menores de 8
anos que en adultos, como ya se describié en el estudio de Rose et al (62). Por lo
anterior, y a pesar del tamafio de la muestra se decidi6é analizar estos valores mediante
una curva ROC, que mostré que en los niflos con sospecha clinica de TBP, tan sélo la
presencia de IFN-gamma en respuesta a los antigenos de M. tuberculosis podria tener



valor diagnéstico, pues se aumenta la sensibilidad de manera considerable, sin modificar
la especificidad.

En relacion a las otras citocinas, todavia no tenemos datos que permitan sugerir su valor
diagnostico, con la posible excepcion de la IL- 10. Esta citocina tiene un papel de
regulacién, sugiriendo que wuna produccidn incrementada estaria favoreciendo el
desarrollo de la enfermedad, pero es importante mencionar que no hubo relacién entre los
niveles de IL-10 y de IFN-y.

También Kumar et al. informan que la respuesta de Th1 esta disminuida en nifios con TB
activa, por lo tanto la produccién de IFN-y y TNF- a esta disminuida, ademas informan que
la produccién de IL- 10 no esta alterada; lo que contrasta con lo reportado por otros
estudios que informan valores bajos de IL-10 y altos de IL-2(9,10, 63). Gourgouillon et al
proponen un punto de corte de la relacion TNF- a /IL- 2 como diagndstico de TB activa,
pero hasta el momento en el presente estudio no se pudo constatar (10).

IL- 10, IFN-y y TNF- a se relacionaron con la presencia de algunos signos como tos, fiebre
o pérdida de peso. Ya se habia descrito que tanto el IFN-y como el TNF- a se relacionan
con sintomas, pero no IL- 10 (8,9). Esto podria modificarse al aumentar el nimero de
casos. Se dividio el grupo de TBP por gravedad, encontrando una relacion inversa con los
niveles de IL- 2, TNF- a, IL- 1b e IL- 8; sugiriendo que la respuesta inmunoldgica en los
niAos con mayor compromiso es menor, y por ende con la gravedad de la enfermedad.

Se esperaba que la PCR en punto final tuviera mayor sensibilidad, por tener capacidad de
identificar una menor cantidad de bacilos que el cultivo o labaciloscopia; sin embargo con
tan so6lo dos PCR positivos, con valores de utilidad diagndstica menores a los reportados
en otros estudios, se sugiere que no es util(28-31). Los resultados positivos de cultivo LJ,
baciloscopias y PCR en punto final estan en relacion con la condicion paucibacilar de los
pacientes pediatricos con tuberculosis primaria, asi como con el tipo de muestra; que en
los nifios pequefos generalmente es aspirado gastrico, donde el bacilo es mas labil.
Existen otras opciones actualmente como el Xpert/MTB/RIF, que es un PCR en tiempo
real que tendria mayor sensibilidad; en otros estudios en pacientes pediatricos la utilidad
diagndstica es similar a la que se informa para el PCR en punto final (33-35, 64). Por lo
tanto, aunque se realice una técnica tan prometedora en esputo o aspirado gastrico en el
nifo probablemente no se obtendran los resultados esperados, sugiriendo que esta
prueba molecular no es aplicable a este grupo de edad.

Las imagenes radiolégicas sugerentes tienen un alto valor diagndstico, como ya se
report6 en otros estudios, siendo el ensanchamiento mediastinal -que traduce adenopatia-
el hallazgo mas frecuente (6). Las imagenes estan en relacién con las caracteristicas
inmunolégicas y clinicas del nifo con tuberculosis primaria que refleja el compromiso
linfohematdégeno. Sin embargo, en este estudio la interpretacion de las radiografias fue
realizada por expertos, por lo que su alto valor diagndstico podria reducirse cuando se
aplique a poblacion que es atendida en primer o segundo nivel. También hay que tomar
en cuenta los antecedentes epidemioldgicos: en un nifio con un cuadro clinico de
sospecha de tuberculosis buscar el antecedente de contacto con paciente tosedor crénico
es primordial; la frase: “detras de un nifio con tuberculosis hay un adulto enfermo” quedo
sustentada en el presente estudio, ya que el 0.8 de los nifios TBP tenian este
antecedente. No obstante, los médicos deben estar sensibilizados ante la sospecha de la
enfermedad, para que de esta manera se interrogue el antecedente de manera
intencionada.

Aunque el tamafo de la muestra fue pequefo, se realizo el ejercicio de combinar las
pruebas para mejorar los parametros de utilidad diagnoéstica. Comparando las tres
pruebas que se estudiaron, el ELISA seria el que tiene mayor utilidad. En el caso de que
el nifio tuviera una prueba inmunoldgica positiva (ELISA o QTF- TB Gold) la probabilidad
de que tenga tuberculosis es mayor. Si consideramos al QTF- TB Gold con el punto de



corte modificado, tiene mejores parametros de utilidad diagndstica que las otras pruebas;
y combinado con el ELISA, la sensibilidad llega a mas de 0.9, sin modificar
significativamente la especificidad; siendo ésta la mejor combinacion. La PCR no modifica
estos valores.

Nuevamente hay que tomar en cuenta que los nifios que se incluyeron en el estudio son
de una poblacion diferente a la que el médico de primer contacto se va enfrentar, ya que
son pacientes de hospitales de referencia, con diagndsticos mas complejos y de dificil
abordaje.

13. Conclusiones

Dado que la muestra es parcial, las conclusiones tienen caracter preliminar ya que al
incrementar el tamafio de la muestra pueden modificarse.

El PPD es una herramienta accesible y barata, que sigue siendo importante en el
momento del diagndéstico del nifio con tuberculosis pulmonar y que incluso puede llegar a
tener valores de utilidad diagndstica mas altos que otras pruebas.

Las pruebas inmunolégicas que se evaluaron, el ELISA para M. tuberculosis y el QTF- TB
Gold, tienen altos valores diagndsticos, siempre que se realice la modificacion de su punto
de corte. Por lo tanto, en el nifio con sospecha clinica de tuberculosis pulmonar podrian
ser herramientas utiles en el momento del diagndéstico aunado a la radiografia y al PPD.
Por otro lado, los parametros de utilidad dela PCR fueron muy bajos, sugiriendo que esta
prueba podria no ser aplicable en nifios menores de ocho afos.
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15. Anexo 1: Definiciones de los resultados positivos del PPD

Induracion de 5 mm o mayor
1. Nifos con contacto muy cercano con casos contagiosos identificados o sospechados

de enfermedad tuberculosa.
2. Nifos sospechosos de mostrar enfermedad tuberculosa:
a. Signos en las radiografias de térax compatibles con tuberculosis activa o
previamente activa.
b. Pruebas clinicas de enfermedad tuberculosa.
3. Nifos que reciben inmunosupresores3 o con cuadros de ese tipo, incluida la infeccion
por VIH.

Induraciéon de 10 mm o mayor
1. Nifos con mayor peligro de enfermedad diseminada:

a. Nifos menores de cuatro afios

b. Nifos con otros trastornos clinicos como enfermedad de Hodgkin, linfoma,
diabetes mellitus, insuficiencia renal cronica o malnutricion.

2. Nifos con una mayor exposicion a enfermedad tuberculosa:

a. Nifos nacidos (o cuyos padres nacieron) en regiones de elevada prevalencia
en el mundo

b. Nifos frecuentemente expuestos a adultos infectados por VIH, sin hogar,
consumidores de drogas ilicitas, residentes en asilos, encarcelados o en
diversas instituciones de custodia o trabajadores agricolas migrantes

c. Nifos que han viajado a regiones de elevada prevalencia en el mundo

Induraciéon de 15 mm o mayor
1. Nifos de cuatro afos o mayores, sin factores de riesgo



16. Anexo 2: Toma de muestra para cultivo de M. tuberculosis

Esputo inducido
En nifios desde los 6 meses de edad, con sospecha de TBP, el empleo de la técnica de
induccion del esputo, es recomendado.
Procedimiento
1. Con el paciente en ayuno (minimo de 3 horas), se aplican nebulizaciones con un
micronebulizador utilizando una preparacion de 5 mL de solucion salina
hiperosmolar al 5% adicionada con salbutamol (0.3 mL para nifios menores de 2
afios y 0.5 mL en los mayores) para contrarrestar el broncoespasmo que
eventualmente puede presentarse con la soluciéon hiperosmolar, mas oxigeno, a
razon de 3 litros por minuto, durante 15 minutos.
2. Se realiza palmo percusion en la pared anterior y posterior del térax, durante tres a
cinco minutos.
3. El moco se obtiene mediante una sonda estéril con calibre 6 o 7 por aspiracion
nasofaringea; se debe tomar una muestra diaria durante tres dias.

Aspirado gastrico
Procedimiento
1. Se debe programar el procedimiento para que la muestra sea entregada en el
laboratorio en un maximo de 30 minutos posteriores a la toma; en caso de no ser
factible, mantenga la muestra en refrigeracion a 4-8 grados centigrados
2. Mantener al niflo en decubito dorsal y colocar la sonda con dos horas de
anticipacion, previas a la toma de la muestra. Confirmar la ubicacién en el
estomago (aspecto y PH del contenido) para obtener al menos 20 mL de liquido.
Si es menor cantidad, inyecte 10-30 mL de solucion salina y después de 2 a 3
minutos aspirar nuevamente. Colocar en el frasco estéril.
3. La muestra se debe tomar cada 24 horas durante tres dias.

Broncoscopia

Se debe programar el procedimiento, el paciente debe contar con biometria hematica,
tiempo de coagulaciéon y protrombina, asi como el tiempo de ayuno necesario. El
procedimiento se realiza en la sala de endoscopia o quiréfano; bajo sedacion profunda y
analgesia.

El hallazgo endoscoépico de disminucion del calibre del bronquio se interpreta como
compresion extrinseca por crecimiento ganglionar y se realiza lavado bronquioalveolar
con cepillado para estudio histopatolégico y cultivo.

Procedimiento de lavado bronquioalveolar

1. Se debe efectuar antes que otras técnicas (biopsia, cepillado o puncién) que
podria provocar hemorragias y falsear los resultados del lavado.

2. Localizacién del lavado: En nifios con lesidon pulmonar localizada efectuar en el
segmento o lébulo mas afectado. Cuando se trata de una enfermedad difusa, los
segmentos mas apropiados son el Iébulo medio y la lingula, tanto por su
accesibilidad y facilidad para la impactacion del broncoscopio, como por la mayor
recuperacion del liquido instilado en ellos.



3. Liquido utilizado y métodos de instilacion y recuperacion: El suero salino isotonico
estéril (CINa 0,9%), a temperatura ambiente, o a temperatura corporal (37°C) se
introduce con una jeringa a través del canal de trabajo del broncoscopio, en forma
de embolada, seguida por la instilacion de una cantidad de aire suficiente que
asegure el vaciado de todo el canal de succion. La recuperacion del liquido
mediante aspiracion por un sistema de varios recipientes interconectados, unidos
a su vez por uno de sus de extremos con el canal de trabajo del broncoscopio, y
por el otro con un aspirador, al que se aplica, de forma intermitente, una presion
negativa entre 25 y 100 mm Hg.

4. Volumenes de liquido. 0.25-1 mL/kg/alicuota, con volumenes finales que oscilan
entre el 10-15% de la capacidad residual funcional.



17. Anexo 3: Transporte de las muestras

Envase
Debe tener las siguientes caracteristicas:

1. Boca ancha: de no menos de 50 mm de didmetro

2. Capacidad entre 30 y 50 ml: para facilitar que el paciente pueda depositar la
expectoracién con facilidad dentro , sin ensuciar sus manos o las paredes del
frasco y para que en el laboratorio se pueda seleccionar y tomar la particula mas
adecuada, con comodidad, para realizar el extendido.

3. Cierre hermético: con tapa a rosca, para evitar derrames durante el transporte y la
produccién de aerosoles cuando se abre en el laboratorio. Las tapas a presion
generan mayor riesgo de formacion de aerosoles y salpicaduras en el momento de
ser retiradas

4. Material plastico transparente, resistente a roturas, para poder observar la calidad
de la muestra cuando la entrega el SR, evitar roturas y derrames de material
infeccioso y para que pueda ser desechado. No se recomienda lavar y reutilizar
frascos de vidrio, para evitar posibles errores en la baciloscopia originados en la
transferencia de material de una muestra a otra y minimizar la manipulaciéon de
material potencialmente infeccioso.

5. Cada envase debe ser transportado en una bolsa de plastico sellada con una liga.

Transporte

Se deben programar los dias de la semana en los que se efectuaran regularmente los
envios, el medio de transporte y el horario de salida y de llegada. Si los envios no se
hacen regularmente es conveniente que el laboratorio que va a recibir las muestras sea
advertido previamente.

Se debe considerar dos puntos importantes en el transporte de las muestras proteccion
del calor excesivo y de la luz solar y la eliminacion del riesgo de derrame.

Se puede utilizar para el transporte una caja de metal o una de plastico opaco, con algun
mecanismo que trabe su tapa, y con una manija para facilitar su acarreo, como las que
son utilizadas para trasladar material refrigerado o herramientas. También son utiles las
cajas de plastico con tapa de cierre hermético, del tipo de las que se utilizan en el hogar
para conservar alimentos u otros enseres, de altura ligeramente superior a la de los
envases de las muestras. Estas cajas son facilmente decontaminables por lavado con
solucién de hipoclorito de sodio. En el interior de las cajas se adapta una plancha en la
que se cortan circulos de diametro adecuado como para que encajen en ellos los envases
de las muestras dentro de sus bolsas. Luego se rellena los espacios entre los envases
con papel absorbente. Cada envio debe ser acompafado por las hojas de solicitud de
examen correspondiente o al menos por una lista con los de datos de los pacientes:
nombre y apellido, servicio, aclaracion sobre si es muestra para diagnéstico (12, 22 0 32) o
para control de tratamiento indicando el mes. Los formularios deben ser enviados en un
sobre, fuera de la caja que contiene los envases de las muestras.



18. Anexo 4: Tratamiento

El tratamiento incluye farmacos bactericidas y bacteriostaticos, que combinados
proporcionan una rapida cura microbiolégica y menor duracion del tratamiento. La
cooperacion de la familia y apego al tratamiento es de vital importancia para la curacién.
En menores de 8 afos los farmacos deben administrarse en presentacién separada y el
horario se debe ajustar a las necesidades del paciente para favorecer el apego al
tratamiento. Se debe administrar la dosis completa (no fraccionada), preferentemente en
ayunas.

Para seleccionar el esquema, se debe identificar si la presentacion es pulmonar o
extrapulmonar y si se trata de un caso nuevo, de reingreso, fracaso, recaida o
multitratado.

PIRAMIDE DE EXITO TERAPEUTICO

Fracaso, abandono o recaida a un
Retratamiento Estandarizado

Retratamiento Individualizado***

H: isoniazida; R: rifampicina; Z: pirazinamida; E: etambutol; S: estreptomicina; Cx:
ciprofloxacino; Amk: amikacina; Pt:. protionamida; Et. etionamida. *Excepto en formas
graves: Meningea, Osea y Miliar (diseminada). **El niimero previo al esquema se refiere a
los meses de duracion y el numero como subindice después del farmaco se refiere a las
dosis administradas por semana. ***Ante la resistencia a la H se recomienda administrar
un esquema combinado con 4 farmacos que incluyan al menos dos bactericidas y uno
inyectable. Ante la resistencia a la R se puede agregar H al esquema



19. Anexo 5: Carta de consentimiento informado

UTILIDAD DIAGNOSTICA DE PARAMETROS INMUNOLOGICOS Y MOLECULARES
EN EL ESTUDIO DEL PACIENTE PEDIATRICO CON SOSPECHA DE TUBERCULOSIS
PULMONAR

Su hijo(a)
esta siendo evaluado (a) con estudios de gabinete y laboratorio para confirmar o descartar
la enfermedad denominada: Tuberculosis pulmonar, por lo cual se le invita a participar en
el proyecto de investigacion : UTILIDAD DIAGNOSTICA DE PARAMETROS
INMUNOLOGICOS Y MOLECULARES EN EL ESTUDIO DEL PACIENTE PEDIATRICO
CON SOSPECHA DE TUBERCULOSIS PULMONAR.

Este estudio de investigacién es realizado por los doctores: Lorenzo Pérez Fernandez,
Maria Dolores Correa Beltran, Moénica Adriana Asturizaga Mallea, Ignacio Mora Magana y
Alejandro Gutiérrez Escobar.

La participacion de su hijo(a) en este estudio es completamente voluntaria. Le solicitamos
lea detenidamente la siguiente informacion, y haga preguntas acerca de cualquier cosa
qgue no esté clara, antes de decidir si acepta o no participar.

Propésito del estudio
Este estudio esta ideado para determinar cual método de diagnéstico permite llegar al
diagndstico de tuberculosis pulmonar de manera rapida y certera.

Procedimientos

En el estudio de un nifio con sospecha de tuberculosis pulmonar se realiza los siguientes
procedimientos de manera habitual: una radiografia de térax, prueba de tuberculina
(aplicacién de un reactivo por debajo de la piel por medio de un piquete que se debe dar
lectura a las 72 horas), cultivo de tres muestras de aspirado gastrico (se colocara una
sonda por la nariz hasta el estbmago de su hijo(a), en caso que su nifio pueda expectorar
se tomara muestra de esputo inducido (se estimulara con una nebulizacidon con
salbutamol la expulsién de la flema) o en caso de ser necesario se realizara una
broncoscopia (procedimiento endoscépico bajo anestesia general); para llegar al
diagnoéstico de tuberculosis pulmonar.

En caso que se sospeche de Tuberculosis pulmonar, se debe iniciar tratamiento
antituberculoso. Este tratamiento es largo, de ocho meses, tiene una primera fase que
dura dos meses y se toman cuatro medicamentos y una segunda fase que dura seis
meses que y se toman 2 medicamentos. Al terminar la primera fase se realizara un nuevo
control de radiografia y cultivo de esputo o aspirado gastrico.

Es necesario recalcar que estos son los procedimientos diagndsticos y terapéuticos se
realizan a cualquier nifio con sospecha de Tuberculosis, en este estudio estamos
afiadiendo tres pruebas diagnosticas, PCR vy ELISA para M. tuberculosis, y
QuantiFERON- TB Gold. Si usted acepta que su hijo (a) ingrese al estudio se realizara
una historia clinica con nuevas preguntas, se tomara una parte del contenido del aspirado
gastrico, esputo o aspirado bronquial para realizar cultivo y PCR para M. tuberculosis;
ademas se tomara una muestra de sangre para realizar la prueba de QuantiFERON- TB



Gold B y ELISA para M. tuberculosis; la cantidad de sangre que se extraera es de 5mL o
aproximadamente una cucharadita. Estas pruebas se realizaran en el Instituto Nacional de
Referencia Epidemiolégica y en el Instituto Nacional de Pediatria.

Riesgos y malestares potenciales

Extraccion de sangre. Esta se realizara con la técnica de venopuntura habitual, para la
cual primero se asea la region y se utiliza material (jeringa, aguja y algodén) nuevo. El
personal que realizara este procedimiento esta perfectamente entrenado para llevarlo a
cabo, sin embargo su hijo(a) tendra un poco de molestia debido al piquete. Su hijo(a)
podria presentar un moreton o referir dolor en el lugar del cual se sacé la sangre.

Beneficios que se anticipan para los sujetos

La tuberculosis es una enfermedad que no es facil de identificar en nifios, aun cuando se
puede sospechar su presencia. Este estudio busca identificar las pruebas diagndsticas
mas certeras para llegar al diagnéstico de manera rapida y asi iniciar tratamiento de
manera oportuna, para evitar complicaciones. No existe un beneficio directo para el
participante, porque las pruebas diagndsticas que se le realizaran estan en evaluacion.

Resultados

Se le entregara una copia de los resultados de los examenes de su hijo (a), aunque estos
hayan salido positivos o negativos; también se adjuntara una copia al expediente clinico
para el conocimiento de los médicos tratantes.

Alternativas de la participacion

Usted puede decidir que no quiere que su hijo(a) participe y esto no afectara de ninguna
manera la atencion que ahora recibe; como tampoco la participacion en este estudio no
afectara la clase de atencioén que su hijo(a) recibe para su enfermedad.

Pago por participar

No se le cobrara por las tres pruebas diagndsticas que estamos evaluando en este
estudio.

No hay pago alguno por participar.

Anonimidad y confidencialidad

Las Unicas personas que sabran que su hijo(a) es un sujeto bajo investigacion, son los
miembros del grupo de investigacion, sus médicos tratantes y enfermeras. Ninguna
informacién acerca de usted o proporcionada por usted durante la investigacién sera
divulgada a otros sin su permiso por escrito, exceptuando si es necesario notificar el caso
a las autoridades, por tratarse de una enfermedad con control epidemioldgico.

Cuando los resultados de la investigacién se publiquen o se presenten en conferencias no
se incluira informacién que divulgue la identidad de su hijo(a).

Guardaremos toda la informacion acerca de su hijo(a) en archiveros con llave vy
computadoras con contrasefas protegidas. La muestra de sangre se desechara posterior



al concluir las pruebas vy el aspirado gastrico o esputo de su hijo(a), en caso de ser
positivo, se debe guardar el cultivo por cinco afios por reglamento del INDRE.

Participacion y retiro

La participacion de su hijo(a) en esta investigacidén es voluntaria. Si decide no participar,
esto no afectara su relacion con el Instituto Nacional de Pediatria, o el derecho de su
hijo(a) a servicios de salud y otros servicios a los cuales tiene derecho. Si usted decide
que su hijo(a) participe, tiene la libertad de retirar su consentimiento y suspender su
participaciéon en cualquier momento, sin prejuicio a su atencion futura en el Instituto
Nacional de Pediatria. Usted no renuncia a ninguno de sus reclamos legales, derechos o
remedios debido a la participacion de su hijo(a) en este estudio de investigacion.

Personal de contacto para dudas y aclaraciones de la investigacion

Si usted tiene preguntas relacionadas con la investigacion, o si su hijo presenté alguna
molestia relacionada con la toma de muestra, por favor siéntase con la libertad de
comunicarse con:

Dr. Lorenzo Pérez Fernandez. Servicio de Neumologia y Cirugia de toérax. Instituto
Nacional de Pediatria. Insurgentes Sur 3,700-C, Col. Insurgentes Cuicuilco, Delegacién
Coyoacan, México, D.F. Teléfono: 1084-0900 Ext. 1321, 1324

Dra. Modnica Adriana Asturizaga Mallea. Servicio de Neumologia y Cirugia de toérax.
Instituto Nacional de Pediatria. Insurgentes Sur 3,700-C, Col. Insurgentes Cuicuilco,
Delegacion Coyoacan, México, D.F. Teléfono: 1084-0900 Ext. 1321, 1324, Cel. 044-
5519356435

Personal de contacto para dudas sobre los derechos como participante en la
investigacion

Dra. Matilde Ruiz Garcia, Presidente del Comité de Etica. Insurgentes Sur 3,700-C, Col.
Insurgentes Cuicuilco, Delegacién Coyoacan, México, D.F. Teléfono: 1084-0900 Ext.
1581

Declaracion de consentimiento informado

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien
me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la
oportunidad de hacer preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi
satisfaccién. Se me ha dado una copia de este formato.

AL FIRMAR ESTE FORMULARIO YO CONSIENTO VOLUNTARIAMENTE EN QUE MI

HIJO(A) PARTICIPE EN LA INVESTIGACION DESCRITA.

Nombre Completo del Nifio

Nombre completo y firma del Padre, Madre o Tutor Fecha



Nombre completo y firma del Padre, Madre o Tutor Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus
preguntas. Considero que comprendid la informacion descrita en este documento y
libremente da su consentimiento a participar en este estudio de investigacion.

Nombre completo del encargo de obtener el Cli

Firma del Investigador Fecha (debe ser la misma que la del sujeto)

Firma de los testigos
Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmé este formato de consentimiento
informado en mi presencia, de manera voluntaria.

Nombre completo y firma del Testigo 1

Parentesco con el participante Fecha (debe ser la misma que la del sujeto)

Nombre completo y firma del Testigo 2

Parentesco con el participante Fecha (debe ser la misma que la del sujeto)



20. Anexo 6. ELISA para M. tuberculosis

Antigeno

Esta prueba utiliza un extracto soluble de BCG. ElI Mycobaterium bovis se obtiene de una
cepa Danesa ATCC 1331, que se cultiva en un medio liquido Sauton, con un pH 7.2
durante 5 a 6 semanas de cultivo a 37°C. Al término del cultivo se cosecha bajo
procedimientos estandares y para matar bacterias, la masa bacilar es expuesta a una
fuente de rayos gamma hasta alcanzar una dosis efectiva de 2.5 Mrd, la masa bacilar se
rompe por ultrasonido a 100 watts durante 10 minutos a intervalos de 30 segundos, en
bafios de hielo. A la solucion antigénica se le adicionan inhibidores de proteasas, se
centrifuga a 10000rpm y el sobrenadante es pasado por membrana de 0.22 ym de poro.
La concentracion proteica se ajusta a 10mg/mL, se fracciona en alicuotas y se almacena
a-70°C.

Procedimiento

Se sensibiliza la placa con la solucion de ESBCG a una concentracion de 5ug/mL, en
regulador de carbonatos y se afade 100 pL por pozo e se incuba 18h a 4°C,
posteriomente se elimina la solucion antigénica y se lava 2 veces la placa con 200
pg/pozo de PBS-Tween 0.1%. Luego se agrega 100 pL por pozo de los sueros control y
problema diluido 1/500 en PBS-Tween 0.1%- leche 2.5% e se incuba 1 hora a 37°C. Al
concluir el tiempo se elimina la solucién de sueros control y problema; posteriormente se
lava la placa 3 veces con 200 pL/pozo de PBS-Tween 0.1% y se agrega el conjugado
antinmunoglobulinas humanas en cabra marcadas con peroxidasa diluido 1/7000 en
PBS-Tween 0.1%-leche 2.5% colocando 100uL/pozo, para incubar la placa durante 1 hora
a 37°C. En seguida se elimina la soluciéon de conjugado y se lava 3 veces con 200ulL/pozo
de PBS, luego se agrega 100uL/pozo de la solucion de sustrato e incubar 30 min a 37°C,
posteriormente se detiene la reaccion con 50uL/pozo de la solucion de acido sulfurico 4N.
Para terminar se lee la placa a una longitud de onda de 492nm y se registra la densidad
Optica promedio de cada muestra procesada por duplicado.

Control y validacion de la prueba

Se cuantifica el error (coeficiente de variacion) tanto en la réplicas de la muestras
problema como en las de los testigos. Estos valores permiten validar de los resultados al
determinar la precision, exactitud y reproducibilidad. En la evaluacion intraplaca el
coeficiente de variacion para aceptar o rechazar las réplicas es igual o por abajo del 10%
de variacion y en la evaluacién interplaca se acepta la corrida del dia si tiene una
variabilidad del 10% o menos.



21. Anexo 7. QuantiFERON- TB Gold y cuantificacion de citocinas

El ensayo QuantiFERON -TB Gold y la cuantificacién de citocinas se divide en dos
etapas; la primera consiste en la recoleccion e incubacion de las muestras y la segunda
es propiamente, el proceso de cuantificacion de las citocinas.

Recoleccién e incubacién de muestras

El QuantiFERON-TB Gold incluye los siguientes tubos de recoleccién:

1. Tubo nulo (sin antigeno, ni mitdgeno)

2. Tubo con antigenos de tuberculosis (ESAT-6, CFP-10y TB7.7)

3. Tubo con mitégeno 6 control positivo (fitohemaglutinina)

Se toman 3 ml de sangre por venopuncion, inmediatamente después se coloca 1 ml de la
misma directamente en cada tubo de recoleccion del QuantiFERON -TB Gold; se mezcla
el contenido de los tubos agitando durante 5 segundos (6 10 veces). Posteriormente, se
coloca los tubos en la incubadora a 37° C durante 24 h lo antes posible, (siempre dentro
de las 16 horas posteriores a la toma de la muestra). Finalmente, se separa el plasma por
centrifugacién y congela las muestras hasta su procesamiento.

Cuantificacién de citocinas

Se cuantifican las citocinas Th1/Th2 e inflamatorias producidas por estimulacion con el
antigeno por medio citometria de flujo (CBA-Cytometric Bead Array).

Durante el ensayo se mezcla un conjunto de perlas acopladas a anticuerpos de captura
especificos dirigidos contra las citocinas Th1/Th2 (BD 550749, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-
a e IFN-y) y citocinas inflamatorias (BD 551811, IL-8, IL-1pB, IL-8, TNF-a, IL-10 e IL-
12p70), posteriormente se incuban con los estandares recombinantes o muestras
problema, inmediatamente después, se coloca el anticuerpo secundario o de deteccion
acoplado a ficoeritrina para formar un complejo de sandwich, se incuba durante tres
horas. Al final de este tiempo, las muestras se lavan por centrifugacién con el
amortiguador de lavado incluido en el kit. Las muestras se leen en un citémetro de flujo.
La intensidad de fluorescencia de cada complejo revela la concentracion de la citocina. El
analisis y calculo de la concentracion de las citocinas, se realiza con el programa FCAP
de BD.
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Anexo 8. Hoja de recoleccién de datos

Nombre Edad

Numero de registro Numero de paciente

Clinica Si/No Observaciones
1 Tos Duracion

2 Fiebre Duracion, Grado
3 | Pérdida de peso Percentil

4 | Fatiga Duracién

5 | Nodulos linfaticos Localizacion

6 | Antecedente de BCG

Radiologia Si/No Observaciones
1 Fuertemente sospechoso Descripcion

2 | Sospechoso Descripcion
Epidemiologia Si/No Observaciones
1 Contacto de tuberculosis Tiempo

2 | PPD

Muestra para baciloscopia y cultivo | Si/No

1

Aspirado gastrico

2

Esputo inducido

3

Lavado broncoalveolar

Pruebas de laboratorio

Positivo/Negativo/Dudoso

Observaciones

1 Baciloscopia Bacilos por campo

2 | Cultivo

3 | PPD Reactividad (mm)

4 | PCR en punto final para M. Carga bacteriana

tuberculosis

5 | ESLISA para M. tuberculosis Absorbancia
(Densidad optica)

6 | QuantiFERON- TB Gold Absorbancia

(Densidad optica)




	Portada

	Contenido

	1. Resumen Estructurado

	2. Marco Teórico

	3. Planteamiento del Problema
	4. Justificación   5. Pregunta de Investigació   6. Objetivos   7. Clasificación de la Investigación   8. Metodología

	9. Análisis Estadístico   10. Aspectos Éticos

	11. Resultados

	12. Discusión

	13. Conclusiones   14. Referencias 

	Anexos




