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coqueluche, En 1993, la tuberculosis (TB) paso a ser reconocida, por la Organizacion Mundial de Salud (OMS), como una emergencia
crianga, global, y en 2014, la estimacion fue de 1 milléon de casos de tuberculosis en la edad pediatrica, y en las Américas,
infecgSes respiratdrias, alrededor de 10 000 casos. El diagndstico en la edad pedidtrica en Brasil se basa todavia en el sistema de puntuacién del
tosse. MS (fundamentalmente entre los menores de 10 afios), sin embargo, nuevos métodos de laboratorio, bacteriolégicos

e inmunoldgicos, han sido propuestos en el intento de contribuir para el diagndstico de la TB. Xpert MTB- Rif system
(TRM-TB) es un método rapido que busca comprobacion bacterioldgica. Basado en el PCR en tiempo real es capaz
de detectar fragmentos de M. tuberculosis (en secreciones respiratorias, ganglios y licor) y de identificar resistencia a
rifampicina (RMP). En la edad pediatrica, su utilizacion como método diagndstico rutinario es todavia controvertido,
por su poca sensibilidad. Los principales métodos inmunoldgicos cuyo objetivo es determinar si hay o no infeccién por
M. tuberculosis son: la prueba tuberculinica e Interferon Gamma Release Assay (ensayo de deteccidn de interferén
gama) o IGRA. El resultado negativo de estas pruebas no excluye la TB enfermedad ni su resultado positivo la confirma.
El presente articulo presenta revision sobre el papel de las pruebas Xpert, prueba tuberculinica e IGRAs en la infancia.

Keywords: Abstract

tuberculosis, In 1993, tuberculosis (TB) was recognized by the World Health Organization (WHO) as a global emergency, and in 2014,
laboratory test, an estimated one million cases of TB were reported in the pediatric age group, and approximately 10,000 cases in the
diagnosis, Americas. Diagnosis in the pediatric age group in Brazil is still based on the Ministry of Health’s score system (particularly
child. in children younger than 10 years of age). However, new bacteriological and immunological methods have been proposed
for the diagnosis of TB. The Xpert MTB- Rif system (RMT-TB) is a fast method that is used for bacteriological proof. This
real-time PCR-based system allows the detection of fragments of M. tuberculosis in respiratory secretions, ganglia, and
cerebrospinal fluid, and the identification of resistance to rifampicin (RMP). In the pediatric age group, the use of this
system in routine diagnostic is still controversial because of its low sensitivity. The main immunological methods used
to determine the presence of M. tuberculosis infection are the tuberculin skin test and the interferon-gamma release
assay (IGRA). Negative results from these tests do not discard TB whereas positive results do not confirm TB. This study
reviews the role of the Xpert tests, tuberculin skin test, and IGRAs in children.
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INTRODUCCION

En 1993, la tuberculosis (TB) pasd a ser reconocida,
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), como una
emergencia global, estableciéndose la meta de reducir el
coeficiente de incidencia de la enfermedad a partir de 1990,
hasta 2015%. (Brasil, MS 2016)2.

En 2014, se estima la ocurrencia de 1 millén de casos
de tuberculosis en la edad pediatrica, y en las Américas,
10250 casos (1% del total) (Volz 2016). Segun datos de la
OMS, de los 22 paises que representan el 80% de los casos de
TB en el mundo, Brasil ocupa la 182 posicion en carga de TB,
representando el 0,9% de los casos estimados en el mundo y
el 33% de los estimados para las Américas. Sus coeficientes de
mortalidad e incidencia fueron reducidos en el 38,9% (de 3,6
para 2,2/100 mil habitantes) y el 34,1% (51,8 para 34,1/100
mil habitantes) respectivamente, de 1990 hasta 2014. A pesar
de la disminucion en los coeficientes citados, el analisis de los
indicadores epidemioldgicos y operacionales de casos nuevos
y retratamiento divulgados en el Boletin Epidemioldgico del
MS, en 2016, mostré que el control de la TB sigue siendo un
reto en el pais (Brasil, MS 2016)*.

Niflos, en su mayoria, desarrollan la TB primaria y
son no baciliferos o paucibacilares (en el 80% de los casos
el diagndstico se hace sin comprobacion bacterioldgica).
Ademas, hay limitaciones inherentes a la edad de los pacientes,
gue en general son incapaces de expectorar espontaneamente,
no permitiendo la realizacion de baciloscopia de esputo (Brasil,
MS 2011)3.

En funcion de esas limitaciones, en nuestro medio, el
diagndstico de TB en nifios sigue siendo hecho con base en
el sistema de puntuacién para diagndstico de TB en nifios y
adolescentes, desarrollado en Brasil y recomendado en las
normas nacionales por el Programa nacional de control de la
tuberculosis (PNCT) a partir de 2002 (Brasil, MS 2002). Este
sistema prescinde de positividad bacterioldgica, pues esta
es la realidad practica de quien lidia con TB en la infancia en
areas endémicas.

El sistema adoptado por el Ministerio de Salud de
Brasil ya fue validado en nifios no infectados por VIH y llegd a
analizarse con éxito en nifios infectados por VIH. Se considera
un método auxiliar para diagndstico de TB pulmonar (TP) en
niflos atendidos en unidades de salud de poca complejidad,
gue contiene, idealmente, con personal entrenado en ese
tema*®. (Orfaliais 2006, Pedrozo 2009.). Se basa en el hecho
de que el diagndstico de TP en nifios se realiza por medio
de criterios clinico - radioldgicos, epidemioldgicos y por la
prueba tuberculinica. Se preconiza en niflos y en adolescentes
(estos con baciloscopia negativa) asumir el diagndstico como
TP muy probable cuando tiene el sumatorio de 40 puntos
o0 mas; TP posible el sumatorio de 30 o 35 puntos; TP poco
probable cuando la totalidad de puntos es igual o inferior a 25
puntos. Cuando la puntuacion es inferior a 30 se debe seguir
investigando al nifio. En este caso, se debera hacer diagnédstico
diferencial con otras enfermedades pulmonares y se pueden
emplear métodos complementarios de diagndstico, como:
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lavado gastrico, broncoscopia, esputo inducido, punciones
y métodos rapidos, cuando pertinentes y de acuerdo a la
disponibilidad de los servicios (Brasil, MS 2011)3.

Larecogida de espécimenes para examen bacterioldgico
en lactantes y preescolares, casi siempre es posible apenas
con el empleo de métodos invasivos, como lavado gastrico y
el esputo inducido, una vez que nifos hasta los cinco o seis
afos son casi incapaces de expectorar. Por el hecho de ser
paucibaciliferos, la comprobacion bacterioldgica de los casos
de TP en la infancia es menor que el 20 % de los casos en la
rutina. Ya el cultivo para Mycobacterium tuberculosis puede
llegar a ser positivo en el 40 al 50% de los casos, pero su
resultado es tardio, lo que inviabiliza el diagnéstico precoz y
tratamiento de la TB en nifios. A partir de esta edad se puede
intentar la baciloscopia de esputo y el cultivo, siempre que se
pueda (Brasil, MS 2011, WHO 2014, Sant’Anna 2013)>57, Por
otro lado, el diagndstico de la TP en adolescentes se puede
comprobar bacteriolégicamente en la mayoria de los casos;
pues son formas baciliferas en su mayoria, conocidas como
del tipo adulto.

La baciloscopia de esputo puede ser un método util,
asociado a los hallazgos clinico-radioldgicos, y se debe solicitar
en todo caso sospechoso en adolescentes y, siempre que haya
posibilidad, estd indicado el uso de diagndstico molecular,
denominado Xpert MTB- Rif system (TRM-TB) por la rapidez
del resultado y por la posibilidad de identificar resistencia a
rifampicina (RMP)37 (Brasil, MS 2011, Sant’Anna 2013). En
la edad pediatrica < 10 afos, la utilizacién del TRM-TB como
método diagndstico rutinario es todavia controvertido, por
su poca sensibilidad, recomenddandose la aplicacién del score
clinico de puntuacién del MS en todos los casos, y su uso como
examen complementario, debiendo emplearse siempre que
posible.

Hay todavia métodos inmunoldgicos para la
confirmacién de la infeccidon por M. tuberculosis que
pueden auxiliar el diagndstico de la TB en la infancia y en
la adolescencia. Los principales métodos son: la prueba
tuberculinica e Interferon Gamma Release Assay (ensayo
de deteccidn de interferon gama) o IGRA. El objeto de la
realizacion de la prueba tuberculinica o IGRA en el nifio es
determinar si hay o no infeccién por M.tuberculosis mientras
otros factores como historial de contacto, cuadro clinico y
radiolégico van a permitir el diagndstico. Asi, el resultado
negativo de estas pruebas no excluye la TB enfermedad ni su
resultado positivo la confirma.

LA PRUEBA RAPIDA MOLECULAR (TRM-TB)

La TRM-TB es una prueba basada en la amplificacion de
acidos nucleicos utilizado para deteccion de M. tuberculosis
y para seleccion de cepas resistentes a farmacos. Utiliza
técnica de PCR- real time, en la plataforma Gene Xpert, que
permite integrar tres procesos: purificacion, concentracién y
amplificacién de acidos nucleicos por reaccion en cadena de
polimerasa (PCR), y en la deteccion de secuencias de acidos



nucleicos en el genoma de M. tuberculosis, especificamente
del gen rpoB. Esa técnica no requiere manipulacion de ADN
micobacteriano después de amplificacidn, y por lo tanto reduce
la complejidad y riesgo de reaccion cruzada por la amplificacion
de productos de ADNS&. (Nicol 2013). Permite, en un periodo
de dos horas, en el marco de laboratorio, no sdlo identificar
M. tuberculosis como detectar la resistencia bacteriana a la
rifampicina (RMP) por la amplificaciéon, por medio de PCR,
de cinco sondas superpuestas que son complementarias a la
region determinante de la resistencia a la RMP, compuesta
por 81 pares de bases del gen rpo8 de M. tuberculosis. En
seguida, esa region es examinada con objetivo de identificar
mutaciones asociadas a la resistencia®. (Boletin Brasilefio de
Evaluacion de Tecnologia en Salud, MS 2011)

Es una prueba rdpida, altamente automatizada, e
independiente del operador de la maquina. El Unico paso
manual involucra la adicidn de la dosis correcta del reactivo en
el espécimen en analisis, homogeneizandose posteriormente
por 15 minutos y transferido para el cartucho de Xpert®. (Nicol
2013

El sistema se compone por un instrumento GeneXpert,
una computadora, un lector de cddigos de barras y software
preinstalado para efectuar pruebas en muestras recogidas y
visualizar los resultados generados en la pantalla y relatados
como M. tuberculosis negativo o positivo y sensible o no a la
RMP. No obstante, un resultado positivo no necesariamente
indica la presencia de bacilos viables, una vez que el método
puede identificar ADN de microorganismos vivos o muertos®.
(Procedimiento operacional estandar TRM-TB, MS 2015)

Se pueden procesar diversos materiales (liquidos
organicos, aspirados de ganglio periféricos), pero su mayor
aplicacién es en muestras de esputo, siendo su mayor
aplicabilidad en adultos con sospecha de tuberculosis pulmonar
(TP)™°. (WHO 2011). Su uso para muestras extrapulmonares
tiene todavia una variacion entre diferentes estudios, en
términos de sensibilidad y especificidad de acuerdo al material
analizado, ademas de consideraciones relacionadas al costo-
efectividades en esas muestras*! (Nicol 2011).

No se deben procesar las siguientes muestras: aquellas
constituidas exclusivamente de saliva; que contengan particulas
de alimento; constituidas exclusivamente de pus (sin moco y
verdosos); constituidas exclusivamente de sangre; con cantidad
inferior a un (1) ml, en el caso de muestras pulmonares y
extrapulmonares, excepto liquido cefalorraquideo (LCR); y
muestras de LCR con cantidad inferior a 0,1 ml°. (Procedimiento
operacional estdndar TRM-TB, MS 2015).

Los valores de sensibilidad y especificidad para un
unico TRM-TB en adultos se acercan al 88% (IC 95%: 83-92)
y al 98% (IC 95%: 97-99), respectivamente. En aquellos con
baciloscopia positiva, la sensibilidad queda alrededor del 98%
(IC 95%: 97-99) y con baciloscopia negativa el 68% (IC 95%:
59-75)*2 (Cochrane 2013)

El TRM-TB tiene utilizacién todavia limitada en la
infancia, una vez que su excelente desempefio se observa en
la TB confirmada bacterioldgicamente, la minoria de casos
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en nifios®. (WHO 2011). Se ha evidenciado que, utilizando el
cultivo como estandar oro, la sensibilidad del TRM-TB en una
Unica prueba, en nifios menores de 15 afos, es del 42,9-90%,
tanto en el esputo como en el esputo inducido***!4, (Nicol
2011, Bates 2013, Togun 2015). Para el lavado gastrico la
sensibilidad es el 68,8% (Bates 2013) y aspirado nasofaringeo
del 48%'> (Zar 2012). La especificidad es semejante a la del
adulto (superior al 98%). Una segunda prueba en nifios con
baciloscopia negativa, puede aumentar la sensibilidad del
TRM-TB en el 27,8%!. (Nicol 2011)

La perspectiva de ampliarse el diagnéstico de TB en la
infancia con el empleo de Gene Xpert o TRM-TB fue objeto de
algunos estudios, desarrollados en Africa del Sur, y en otros
paises africanos. Se evidencié mayor positividad del TRM-TB
en casos de TP con relacién al cultivo para M. tuberculosis en
espécimenes, como: lavado gastrico, aspirado nasofaringeo y
esputo inducido. Quedd evidente que el TRM-TB contribuye
para aumentar la capacidad diagndstica de TP en los casos de
TB confirmada bacteriolégicamente!**®, (ZAR 2012, Nicol 2011)

En el metaandlisis realizado por Detjen et al.’ y cols
con estudios que utilizaron el TRM-TB para diagndstico de
TP, en nifios y adolescentes, la sensibilidad y la especificidad
del TRM-TB, cuando comparados al cultivo, fueron del 62%
(1C95%: 51-73) y el 98% (1C954%: 97-99) en el esputo y esputo
inducido, y para el lavado géstrico el 62% (1C95%: 51-73) y el
98% (IC95%: 96-99), respectivamente. Cuando comparado
con la baciloscopia, la sensibilidad del TRM-TB fue mayor.
(Detjen 2015).

Recientemente, en Nueva Deli, en India, en un estudio
que involucra la investigacion de casos pediatricos sospechosos
de TB en servicios publicos, se observé que el TRM-TB fue capaz
de detectar el doble de casos de TB pulmonar comparados a
la baciloscopia, y aumentar la capacidad de detecciéon de la
resistencia a la RMP, siendo una prueba rapida y promisoria
para la edad pediatrica'’ (Raizada 2014).

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO (PPD E
IGRAS)

La prueba tuberculinica con PPD, realizada por la
técnica de Mantoux, introducida en 1907, consiste en la
inyeccion intradérmica de 5 unidades de tuberculina (TU) de
derivado proteico purificado PPD-S (PPD) o 2 TU PPD RT23
(son equivalentes). Si hay inmunidad celular a esos antigenos
tuberculinicos, una reaccién de hipersensibilidad de tipo
retardado ocurrird dentro de las 48 a las 72 h.

La reaccion causard induracién de la piel en el lugar
de la inyeccidn, cuyo diametro transversal se debe medir
(milimetros de induracion) por un individuo entrenado e
interpretado usando puntos de corte estratificados: 0 a4 mm=
no reactivo; 5 o mas milimetros= reactivo.

La inmunidad medida por la prueba tuberculinica
también puede reflejar la exposicidon a otras micobacterias
ambientales, a la vacunaciéon por BCG (bacilo Calmette-
Guérin- Mycobacterium bovis) o a una infeccidn previa por
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TB. Este tipo de reactividad, puede llevar a resultados falso-
positivos. Por otro lado, resultados falso-negativos pueden
ocurrir especialmente en inmunosuprimidos, por ejemplo,
con infeccion avanzada por el VIH, en uso de medicacion
inmunosupresora, etc.

El IGRA es una prueba in vitro que detecta la produccion
de IFN-y en la sangre periférica por las células T del huésped
infectado por M. tuberculosis. La identificacion de las proteinas
inmunogénicas de las micobacterias, los antigenos ESAT-6, CFP-10
y TB 7, que se expresan especificamente por cepas patogénicas del
complejo M. tuberculosis, permitié el desarrollo de los IGRA. Estos
antigenos son codificados en la regidn de diferencia 1 (RD1) del
genoma de M. tuberculosis. La RD1 contiene genes que codifican el
sistema secretor del bacilo, conocido como ESX-1. Dichos antigenos
son bien especificos de M. tuberculosis, a pesar de haber alguna
evidencia de reaccién cruzada con Mycobacterium leprae, todavia
no comprobada; ya fueron evidenciados también resultados
positivos de IGRA en individuos infectados con Mycobacterium
marinum y Mycobacterium kansaii.

Hay dos tipos de IGRA. La prueba realizada por la
metodologia QuantiFERON TB Gold permite la medida de los
niveles in vitro del IFN-y producido por células T que se hayan
estimulado por los antigenos citados. El resultado es relatado como
cantidad de IFN-y en unidades internacionales (IU) por mililitro. Un
individuo se considera positivo si la cantidad de IFN-y es superior
al punto de corte de la prueba (considerando el control negativo).

Otra metodologia se puede emplear: el T-SPOT.TB. Se
trata de ensayo inmunoenzimatico (ELISPOT) realizado en células
mononucleares separadas y contadas de la sangre periférica que
son incubadas con los antigenos ESAT-6 y CFP-10. El resultado es
relatado como el nimero de células T productoras de IFN-y (células
formadoras de punto). Un individuo es considerado positivo si el
conteo de puntos en los antigenos excede los puntos del control
negativo. Resultados indeterminados IGRA pueden ocurrir debido
a una baja respuesta de IFN-y del control positivo (mitégeno) o
elevada del control negativo. Ademas, son necesarios estudios
sobre esta prueba en nifios.

Ambas pruebas inmunoldgicas tienen limitaciones
inherentes a las propias metodologias y fundamentaciones.
Ademas, los IGRAs son todavia poco estudiados en nifios que
viven en regiones de alta prevalencia de TB o en aquellos
infectados por el VIH. Algunos estudios sugieren que en nifios
vacunados con BCG mayores de cinco afios los IGRAs pueden
ser preferidos a la prueba tuberculinica, mientras que en los
no vacunados con BCG los IGRAs y la prueba tuberculinica
estarian igualmente indicados. En Brasil, para considerarse
un nifo infectado por TB se adoptd el punto de corte de la
prueba tuberculinica > 5mm en nifios vacunados hace mas de
2 aflos o inmunosuprimidos; en nifios vacunados con BCG hace
menos de 2 afios, el punto de corte es > 10mm. Este punto
de corte forma arbitrados de esa forma, pues durante los dos
afios después de la aplicacién de la vacuna BCG la reaccion a
la prueba tuberculinica declina gradualmente.

IGRAs y prueba tuberculinica no permiten aisladamente
el diagndstico de la TB enfermedad, su papel es indicar la
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TB infeccidon. Ambas las pruebas tienen sensibilidad similar
para detectar infecciéon por M. tuberculosis. Mas estudios
son necesarios en nifios menores, pues la prueba produce
todavia resultados indeterminados, que se justifican por la
poca capacidad de producir inmunoglobulinas en nifios en
la primera infancia. En los pacientes infectados por el VIH la
sensibilidad de los IGRAs es baja, a la semejanza de lo que
ocurre con la prueba tuberculinica.

El coste de los IGRAs es mucho mas elevado vy
también es técnicamente mas complejo que el de la prueba
tuberculinica. Ademas, involucra recogida de sangre, lo que
es una limitacion en el caso de nifios. Por otro lado, la prueba
tuberculinica requiere dos visitas a la unidad de salud para
obtenerse el resultado dentro de 48 a 72 hs. La tendencia
de las normas internacionales es mantener la prueba
tuberculinica como estdndar para identificarse casos de TB
infeccién, en detrimento de los IGRAS, debido a las ventajas
de la prueba tuberculinica en cuanto al costo, resultados mas
confiables en nifios pequefios y la no necesidad de recursos
de laboratorio.

En la tabla 1 abajo estan relacionadas las principales
diferencias entre los IGRAs y el PPD.

Tabla 1. Comparacién entre La prueba de tuberculina los IGRA

Prueba de
Caracteristi IGRA
aracteristicas tuberculina (PT)
TF) e 2
Antigeno usado Varios, PPD 3(2'(-15Pé$)
Inieccic
Amuestra . nJec’aon' Sangre
intra-dérmica
Numero de visitas del paciente 2 1
Diferenciacion entre ILTB y TB activa No No
Reacidn cruzada con la BCG Si No
Apenas algunas
Reacidn cruzada con MNT Si espécies de
MNT®
Dif t | iti v
i gren es valores positivos segun $i (5-10-15) No
el riesgo
Riesgo de " boosting" Si No
Sui " — :
UJle?to a "boosting " devido a la PT i Possible
prévia
Positivi .
osmvn:?ad con g tiempo i Desconocido
(con o si tratamiento)
Dificuldad en la reprodutibilidad del test Si Si
Costo Bajo Alto
Local necessario para pessoal Unidades de L.
. Laboratério
entreinado Salud

Especificidad estimada en nifios no

0, 0,
vacunados con BCG 95%a 100%

90% a 95%

Especificidad estimada en nifios

0, 0,
vacunados con BCG 49%3 65%

89% a 100%

Sensibilidad estimada

7 0, 0,
(TB activa confirmada) 5% 85%

80% a 85%

Sensibilidad estimada

0, 7 0,
(TB activa clinica) >0%a70%

60% a 80%

2 M Marinum, M kansasii, M szulgai, and M flavescens.
Comparacion entre la prueba de tuberculina y los IGRAs.
1. Fonte: Pai et al, (mod). Nat. Rev. Dis. Primers 2016; 2: 16° 76.
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