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Abstract. The diagnosis of tuberculosis in the childhood population represents a
majorobstacleto the health system because the pediatric patient is paucibacillary.
This is done by four classic criteria: epidemiological, tuberculinic, radiological
and clinical; however, this method has an approximate sensitivity of 50%.
On the other hand, molecular tests are new methods for the diagnosis and
treatment of these infections, due to the rapidity of the result, high sensitivity,
specificity and also, it reports resistance to antituberculosis drugs. Therefore, the
objective of the review is to investigate the diagnosis of molecular methods in
pediatric tuberculosis, since it is considered a vulnerable population, with more
probability of disease progression, diagnostic problems due to the condition of
being pediatric patients, the difficult microbiological isolation and therapeutic
difficulties. Objective: describe the evidence on the use of molecular tests in the
diagnosis of childhood tuberculosis in Latin American countries reported in the
scientific literature. Materials and methods: a narrative review of the literature
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was performed. The selection criteria were articles that evaluated molecular
tests in pediatric patients up to 18 years with a diagnosis of tuberculosis in
Latin American countries. A structured search was conducted in Medline via
OVID and Embase using the keywords “tuberculosis”, “pediatric”, “children”,
“diagnosis” and “molecular”. The language was limited to English and Spanish,
but there was no date limit. Results: 1050 articles were found, of which 751
articles were removed by the selection criteria in the title / summary and 95
articles in the full text. A qualitative analysis was performed with the 8 selected
articles, which were published between 2003 and 2018, in addition 50 % of
the articles were made in Peru. It was also found that the nested PCR test was
implemented in 87.5 % of the studies and only 12.5 % used the GeneXpert
MTB / RIF test. Most of the articles showed that nPCR has high specificity, but
low sensitivity compared to liquid cultures. The nPCR has a tendency to have
more false positives. Conclusions: although there are multiple molecular tests,
only the report of the nested PCR test and GeneXpert MTB / RIF was found
in the articles. There is little literature reported on the application of molecular
diagnostic methods in the pediatric population for Latin America.

Resumen. El diagnostico de tuberculosis en la poblacion infantil
representa un gran obstaculo para el sistema de salud porque el paciente
pediatrico es paucibacilar. Este se realiza mediante cuatro criterios clasicos:
epidemiolégico, tuberculinico, radiolégico y clinico; sin embargo, este
método tiene una sensibilidad aproximada del 50 %. Por otro lado, las
pruebas moleculares son métodos nuevos para el diagnostico de estas
infecciones, por la rapidez del resultado, una alta sensibilidad, especificidad
y ademds, reporta la resistencia a los farmacos antituberculosos. Por lo
anterior el objetivo de la revisién es investigar acerca del diagnoéstico de
métodos moleculares en tuberculosis pediatrica, ya que se considera que
esta es una poblacion vulnerable, teniendo mas probabilidad de progresion
de la enfermedad, problemas en el diagndstico por la dificultad en la
toma de los examenes, la dificultad del aislamiento microbioldgico y las
dificultades terapéuticas. Objetivo: describir la evidencia sobre el uso de
pruebas moleculares en el diagnéstico de tuberculosis infantil en paises
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de Latinoamérica reportadas en la literatura cientifica. Materiales y
métodos: se realizé una revision narrativa de la literatura. Los criterios de
seleccion fueron articulos que evaluaran pruebas moleculares en pacientes
pediatricos hasta los 18 afos con diagndstico de tuberculosis en paises de
Latinoamérica. Se realizé una busqueda estructurada en Medline via OVID
y Embase utilizando las palabras clave “tuberculosis”, “pediatric”, “children’,
“diagnosis” y “molecular”. Se limité el lenguaje al inglés y espafol, pero no
se tuvo limite de fecha. Resultados: se encontraron 1050 articulos, de los
cuales se eliminaron 751 articulos por los criterios de seleccion en el titulo/
resumen y 95 articulos en el texto completo. Se realizé un analisis cualitativo
con los ocho articulos seleccionados, los cuales fueron publicados entre el
2003 y 2018; ademas el 50 % de los articulos se realizaron en Pert. También
se encontro que en el 87.5 % de los estudios se implementé la prueba PCR
anidada y solo el 12.5 % utilizé la prueba GeneXpert MTB/RIF. La mayor
parte de los articulos mostraron que la PCR anidada tiene alta especificidad,
pero baja sensibilidad comparada con los cultivos liquidos. La nPCR tiene
tendencia a tener mas falsos positivos. Conclusiones: aunque existen
multiples pruebas moleculares, en los articulos solo se encontrd el reporte
de la prueba PCR anidada y GeneXpert MTB/RIE. Existe poca literatura
reportada de la aplicacion de los métodos diagndsticos moleculares en
poblacion pediatrica para Latinoamérica.

Palabras clave MESH: tuberculosis, nifios, diagnoéstico molecular, pulmonar,
Latinoamérica.

Introduccion.

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa prevenible y curable,
considerada un serio problema de salud publica mundial; ocupa la primera
causa de muerte por un agente infeccioso unico (1). Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), en su informe mundial de 2019, se reportaron
durante2018,diezmillonesdecasosdelaenfermedad (rango:9-11,1 millones),
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incluyendo la poblacién infantil y 1,5 millones de muertes incluyendo las
atribuidas a la coinfecciéon TB/VIH. Tiene distribuciéon mundial y puede
afectar a cualquier grupo poblacional, sin embargo, son mas afectados los
hombres en edad productiva de paises en via de desarrollo. De otro lado la
creciente frecuencia de la resistencia es otro motivo de preocupacion para los
programas de control de la TB; en ese mismo afo se reportaron alrededor de
medio millén de nuevos casos de TB resistente a rifampicina (2).

En la poblacién infantil corresponde alrededor del 11% (< 15 afos) de los
afectados por esta patologia (2). En Colombia, durante 2017 se notificaron
al Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) 540 casos
de TB en poblacion pediatrica (< 15 afios), con una tasa de incidencia de 4,1
casos por 100.000 menores, el 51,9 %, sin distincién de sexo y siendo mas
frecuente en el grupo etario de 1 a 4 afos (40%), sin poder encontrar mas
datos recientes (3,4).

Tal vez el principal reto en el control de la TB en nifios es el diagndstico
oportuno; frecuentemente los clinicos se enfrentan a una enfermedad
con un amplio espectro de manifestaciones clinicas en ausencia de signos
patognomonicos, ademas que esta poblacion es paucibacilar. El abordaje inicial
para el diagndstico de tuberculosis (TB) en nifios consiste en la recoleccién de
muestras de esputo: expectorado (para adolescentes) (10-15 afos), ingerido y
recogido como contenido gastrico en muestra de esputo espontaneo (nifios
pequefios) (Rn- 10 afos), o inducido. Pero, contintia siendo un desafio obtener
este tipo de muestras en nifnos pequefios porque estos no tienen fuerza para
realizar una expectoracion efectiva por si sola. Por lo anterior, la mejor manera
para la obtencién de material para frotis y cultivo de bacilos acido-alcohol
resistentes (AFB) en los nifilos menores es la aspiracion gastrica; no obstante,
estos cultivos de muestras de aspirado gastrico son positivos solo en un 30 a 40
% de los casos de TB (5). Por otro lado, los expertos recomiendan la realizacion
de puncién lumbar a los nifios menores de doce meses con sospecha de TB
pulmonar o extrapulmonar, independientemente si esta acompafado de
sintomatologia neurolégica o no (6,7).
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La sociedad espaiola ha propuesto cuatro criterios para configurar un caso
de TB en poblacién pediatrica: a) criterio epidemioldgico, tener contacto
cercano reciente con un caso infeccioso. b) criterios clinicos: examen fisico
sugestivo de la enfermedad, c) radiologicos: tener hallazgos sugestivos en
la radiografia de térax y d) tuberculinicos: tener una prueba cutdnea de
tuberculina positiva o ensayos de liberacion de interferon gamma (IGRA);
sin embargo, en ausencia de un criterio diagndstico, la sensibilidad de estos
criterios no supera el 50 % (8). Las dos pruebas de cribado principales
son: la prueba cutanea de tuberculina (TST) y los ensayos de liberacion de
interferon gamma (IGRA). Hay que tener en cuenta que una TST puede
arrojar tanto falsos positivos como falsos negativos, pero ésta solo es util para
el diagnostico cuando es positiva. Por lo que una TST negativa no descarta
la enfermedad de TB y una TST positiva solo se puede interpretar si se
correlaciona el resultado con el contexto clinico y el criterio epidemioldgico.
Las tasas de positividad de TST en la TB pulmonar son del 90 % y en la TB
extrapulmonar son del 80 %. Mientras que los IGRA son analisis de sangre
in vitro de la respuesta inmune mediada por células. Los IGRA pueden ser
una herramienta util para mejorar el diagnéstico de TB, aunque la evidencia
para el uso de IGRA en nifios es limitada (9, 10).

Por otro lado, las pruebas de biologia molecular son las nuevas opciones para
el diagnostico de las infecciones producidas por el complejo de micobacterias
tuberculosas, porlarapidez del resultado, una alta sensibilidad y especificidad
y ademas mostrar la resistencia a los farmacos antituberculosos (11). Estos
incluyen Xpert MTB / RIF (una prueba de amplificacion de acido nucleico
automatizada que identifica como blanco al gen rpoB, que codifica para
la resistencia a la rifampicina), MTBDRs! (un ensayo de sonda de linea
que proporciona como blanco de accidn, la enzima enoil-ACP-reductasa
(InhA), que hace parte de la sintesis de los acidos micolicos de cadena
larga de la pared celular de M. tuberculosis) (12). La prueba MTBDRsI con
baciloscopia positiva mostré una sensibilidad del 91-100% y especificidad
del 95-100%. En baciloscopias negativas la sensibilidad varia del 65-93% y
extrapulmonares hasta del 63-100%, sin embargo, tiene desventaja a la hora
del control interno de amplificacién y poca posibilidad de automatizacion
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de la prueba. Para una prueba Xpert MTB / RIF, con muestras de esputo
inducido, la sensibilidad fue del 59% vy la especificidad fue 99% y para dos
pruebas Xpert MTB / RIF la sensibilidad fue de 76% y una especificidad
de 99% (13,14). Si bien la prueba parece ser muy especifica, su sensibilidad
para la TB negativa en frotis de esputo en los nifios sigue siendo baja. Se
ha evidenciado que el uso de la prueba en el lavado gastrico y las muestras
nasofaringeas puede ser beneficioso cuando el esputo inducido y el cultivo
de micobacterias no son factibles. Segun, las recomendaciones de OPS/
OMS para la utilizacion del Xpert MTB/RIF en manejo programatico de la
“Tuberculosis en las Américas”, se incluye muestras de aspirado gastrico en
nifios como una fuerte recomendacion (13,14).

Otra técnica molecular es la amplificacion convencional del DNA por PCR
(Roche) basada enlaamplificacion del segmento especifico del gen 16S ARNT,
seguida de hibridacién y deteccién colorimétrica. Dado que este método
puede ser automatizado fue aprobado porla FDA parabaciloscopias positivas
con una sensibilidad 87-100% vy especificidad del 91-100%, y en pruebas
de baciloscopias negativas con una sensibilidad del 40-73% y especificidad
del 27-98%. Las técnicas LAMP (TB-LAMP) han sido desarrolladas por
Eiken Chemical Company (Tokio, Jap6n). TB-LAMP es un ensayo manual
actual que usa técnicas isotérmicas para la amplificacion del ADN y que
usa varios pares de cebadores de la regidon blanco. Una ventaja es que puede
amplificar multiples dianas de ADN (gyrB o0 IS6110) y este resultado puede
ser detectado por métodos fluorimetros y colorimetros. Otra ventaja es la
rapidez de los resultados (manos de 1 hora) y el bajo costo promedio (US $
13.78 y US $ 16.22). Su sensibilidad es variable 85% y especificidad del 94%
(13,14).

La PCR anidada conocida como Nested PCR es una variante de la PCR
convencional; es una técnica que aumenta la sensibilidad de la PCR. En este
caso se trabaja con cuatro cebadores, en una primera ronda se amplifica de
manera convencional con los dos cebadores mas externos a la region que se
desea amplificar. El producto de este primer PCR se utiliza como molde para
una segunda ronda que utiliza cebadores internos a la regiéon previamente
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amplificada. La desventaja de esta técnica es la posibilidad aumentada de
contaminacion, y ademds no permite cuantificar la cantidad inicial de ADN
molde presente en la muestra analizada.

No obstante, no se conoce cual es la utilidad de los métodos de diagnostico
moleculares en Latinoamérica para la poblacidon pedidtrica en sospecha
de TB; por tanto, el objetivo de este trabajo fue realizar una revision de
la literatura con estudios que evalten el diagnéstico de TB por medio de
pruebas de biologia molecular en poblaciéon pediatrica latinoamericana
entre el 2011 y el 2018 y conocer la efectividad reportada para las mismas.

Materiales y métodos

Se realiz6 una revisidon narrativa de la literatura. Los criterios de seleccién
fueron articulos que evaluaran pruebas moleculares en pacientes pediatricos
hastalos 18 afios, con diagnostico de tuberculosis en paises de Latinoamérica,
que se encontraran en los idiomas en inglés y espafiol, sin limite de fecha. Se
excluyeron los articulos de reporte o series de casos y aquellos que no tenfan
informacion completa. Se llevé a cabo una busqueda estructurada para las
bases de datos de Medline via OVID y Embase utilizando las palabras clave
» «

“tuberculosis’, “pediatric”, “children”, “diagnosis” y “molecular” hasta julio
de 2019.

Los datos extraidos de los articulos fueron consignados en un formato
de Excel disenado especificamente para esta revision de acuerdo con las
variables (afo, pais, poblacion, prueba molecular, tipo de muestra, el nimero
de la poblacion, sensibilidad y especificidad de las pruebas moleculares y
pruebas comparativas). Los calculos de estadistica descriptiva se realizaron
con el programa Excel.
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Resultados

Se encontraron 1.050 articulos de los cuales 196 eran duplicados.
Posteriormente se eliminaron 751 articulos aplicando criterios de selecciéon
en el titulo y resumen. Finalmente se aplicaron los criterios de seleccion a
los 103 articulos restantes, y se eliminaron 95. El analisis cualitativo se llevo
a cabo con los 8 articulos seleccionados. Todo el proceso de filtracion se
puede observar en la Figura 1.

Medline via OVID y Embase
(n=1.050)

{l

Registros tras eliminar citas duplicadas
(n = 854)

4

Registros cribados

Registros excluidos (n = 751)

(n = 854) —> Reporte de caso (n=701)
o series de casos (n = 20), articulos que
@ no pudieron ser descargados (n = 30).

Articulos de texto completo

evaluados para su - :
Articulos de texto completo excluidos (n

elegibilidad
(ng= 103) = =95)
No sean realizados con poblacion de
@ Latinoamérica. (n=65)
No puedan ser descargados o no
Estudi(os ir;gc)luidos relacionados. (n=30)
n=

Figura 1. Flujograma de seleccion de la informacion.
Fuente: Elaboracién propia

Los estudios incluidos fueron publicados entre los afios 2003 y 2018, en
su mayoria se reportaron desde el ato 2008 en adelante (15-21) y sélo un
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articulo fue publicado en el afio 2003 (22). El rango de edad de los estudios
varia entre los 0 a 18 afios, sin embargo, el 50% de estos tuvo en cuenta a
niflos menores de 13 afios (15-18) y solo el 12.5% realiz6 el estudio con
nifios hasta los 18 anos (21). El 50% de los articulos se realizé en Peru (15—
17,22), el 37.5% se realiz6 en Brasil (18, 20, 21) y solo el 12,5 % se realiz6
en México (19). También se encontrd que en el 87.5 % de los estudios se
implementd la prueba PCR anidada (15-20, 22) y solo el 12.5 % utiliz6 la
prueba GeneXpert MTB/RIF (21) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los diferentes articulos incluidos en la revision.

Articulo Aiio  |Pais Poblacién Prueba molecular
1. A controlled study of tuberculosis diagnosis in HIV-infected and(2015  |Perd  |< 13 afios |PCR anidada
uninfected children in Peru. (19)

2. Diagnosis of pediatric pulmonary tuberculosis by stool PCR. 2008 |Pera <12 anos PCR anidada
(20)

3. Diagnostic approaches for paediatric tuberculosis by use of|2010 |Pera <12 afios |PCR anidada
different specimen types, culture methods, and PCR: A prospective

case-control study. (21)

4. Evaluation of new strategies for the diagnosis of tuberculosis 2012  |Brasil | 0-5 aflos | PCR anidada
among pediatric contacts of tuberculosis patients. (22)

5. Improved detection of Mycobacterium tuberculosis in Peruvian|2003  |Pert 1 mes a 16/PCR anidada
children by use of a heminested IS6110 polymerase chain reaction afios

assay. (23)

6. Nested polymerase chain reaction in the diagnosis of cervical 2008 |México | < 16 aflos PCR anidada
tuberculous lymphadenitis in Mexican children. (24)

7. Performance of nested PCR in the specific detection of|2009 |Brasil |<15aflos |PCR anidada
Mycobacterium tuberculosis complex in blood samples of]

pediatric patients. (25)

8. The role of the Xpert MTB/RIF assay among adolescents 2018 |Brasil [10A 18 GeneXpert
suspected of pulmonary tuberculosis in Rio de Janeiro, Brazil. (26) afios MTB/RIF

Fuente: Elaboracion propia

En los diferentes articulos se implement6 la combinacion de diferentes tipos
de muestras utilizadas para la realizacion de estas pruebas moleculares que
varifan desde aspirados gastricos, aspirados nasofaringeos, esputo inducido
o espontaneo, heces, ganglios linfaticos cervicales hasta sangre. En varios
de estos estudios se utilizaron mas de dos tipos de muestras, sin embargo,
el tipo de muestra que mas se utilizé fue el aspirado gastrico en un 75 %
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(15-18, 21, 22) y el aspirado nasofaringeo con un 62,5 % (15-18,22), el 37,5
% utilizaron heces como muestra (15-17). Y en un porcentaje menor, sdlo
en el 12,5 % se utiliz6 como muestra ganglios cervicales (19), sangre (20)
y esputo inducido o espontaneo (21). El estudio realizado en Brasil tuvo
el mayor nimero de poblacién con un total de 852 nifios (21) mientras el
estudio realizado en México tuvo el menor numero de poblacién con un
total de 38 niflos (19). La mayor parte de los articulos mostraron que la PCR
anidada tiene una especificidad que supera al 80 % (15-17, 19, 20, 22) y una
baja sensibilidad comparada con los cultivos liquidos MODS (15-17,20)
(Tabla 2). En un estudio la PCR anidada tiene tendencia a tener mas falsos
positivos (15).

Discusion

Los datos encontrados de pruebas moleculares para diagndstico de
tuberculosis en poblacién pedidtrica para Latinoamérica son limitados,
la literatura que esta publicada se limita a Peru (15-17, 22), México (19)
y Brasil (18, 20, 21) con un uso que se reduce mayoritariamente a la PCR
anidada (15-20, 22) y solo en uno de estos al GeneXpert MTB/RIF (21).

El 50 % de los estudios se realiz6 en nifios menores de 13 afos (15-18), esto
coincide con que los nifios mayores de 10 aflos progresan a ser pacientes
baciliferos, a diferencia de la tuberculosis paucibacilar vista en niflos menores
de 10 afios; por lo que la dificultad del diagnéstico radica principalmente en
la poblacién infantil menor a 10 afios (21)
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Solo dos tipos de pruebas moleculares se reportaron en los articulos
seleccionados; en un 87.5 % de los estudios se implement6 la prueba PCR
anidada (15-20,22) y solo en el 12,5 % se utiliz6 el GeneXpert MTB/
RIF (21); posiblemente la gran diferencia del porcentaje de las pruebas
utilizadas radica en que la prueba PCR anidada tiene un menor costo en
el mercado, que es menor a $5 USD (15), en comparacion a la prueba
GeneXpert MTB/RIF que varia de precio entre $ 33.88 y $ 37.11$ USD
(23). Una diferencia significativa del valor entre estas dos pruebas pudo
determinar la decision de su uso para estos estudios.

En el 75 % de los estudios el tipo de muestra que se utilizo fue el aspirado
gastrico(15-18,21,22);enun 62,5 % seimplementé el aspirado nasofaringeo
(15-18,22) ysoloen un 12,5 % se utilizé la muestra de esputo inducido (21).
Esto es importante, porque los niflos menores de diez afios con frecuencia
no pueden expectorar o son paucibacilares y a menudo se requiere la
ejecucion de otros procedimientos para obtener muestras del tracto
respiratorio inferior. Durante muchos afos, se ha realizado la recoleccion
de tres muestras consecutivas de lavado gastrico temprano en la mafiana o
aspirado gastrico y este ha sido el método aceptado para la confirmacién
microbiolédgica (24). Sin embargo, este método es desagradable para los
nifos, es relativamente invasivo y requiere de personal capacitado, ademas
de la necesidad de hospitalizacién para un ayuno nocturno; a pesar de que
es el método seleccionado para esta poblacién su rendimiento ha sido bajo
para M. tuberculosis (24). Se han propuesto varios métodos alternativos
menos invasivos, incluidos el esputo inducido y la aspiracién nasofaringea.
Ya que la induccion de esputo se puede realizar de manera ambulatoria,
esta técnica implica la administracion de un broncodilatador inhalado
seguido de solucion salina hipertéonica nebulizada (3% a 5%) y luego
aspiracion nasofaringea o expectoracion de moco del tracto respiratorio
inferior; el rendimiento de una sola muestra de induccién de esputo fue
mayor que el de las muestras secuenciales de aspirado gastrico (24). En
contraste con los articulos en cuestion, encontramos que sélo un estudio
implementd el uso del esputo inducido y la mayoria continua utilizando
el método de aspiracion gastrica. Respecto a lo anterior, concuerda que el
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uso de la muestra de aspirado gastrico tiene una recomendacion fuerte por
parte de la OPS/OMS (2).

La mayoria de estos estudios incluia el uso de cultivos sélidos, cultivos
liquidos (MODS) y otras pruebas convencionales comparandolas con la
PCR anidada o Gene/Xpert. Uno de los estudios revisados mostré que la
PCR anidada era propensa a falsos positivos, por lo anterior la PCR en
casos de niflos con VIH y sospecha de TBC no proporciona resultados
clinicamente relevantes y no se podria recomendar (19); en contraste las
pruebas de microscopia y cultivo fueron confiables, validando la fiabilidad
de estas pruebas, incluyendo MODS, sin embargo, estas siguen limitando
las decisiones del inicio del tratamiento ya que toma semanas para obtener
el resultado (15).

Adicionalmente, en un estudio (22) se observo que el cultivo de MODS
aument6 la sensibilidad y velocidad de diagnéstico de tuberculosis
pediatrica comparado con el cultivo convencional de Lowenstein-
Jensen; ademas teniendo en cuenta el sitio de recoleccion los cultivos
que se tomaron de aspirado gastrico mostraron mejor deteccion de casos
comparados con los que fueron tomados de aspirado nasofaringeo. Por
otro lado, la PCR fue insuficientemente sensible y especifica al momento
de realizar el diagndstico (22).

En los articulos revisados solo se encontré un estudio reportado en México
y ninguno para Centro América. A la fecha, no se encontré ningun estudio
que cumpliera estos criterios en Colombia. Por otro lado, existe una brecha
de ocho afos entre la autorizacion del uso de la prueba GeneXpert MTB/
RIF y el reporte de esta prueba en el diagnostico de tuberculosis infantil
en paises de Latinoamérica, ya que esta prueba fue autorizada en el 2010
por la OMS (25,26).
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Conclusiones

En los articulos revisados realizados en Latinoamérica, no se encontraron
suficientes reportes sobre la implementacion de la prueba GeneXpert MTB/
RIF en el diagnostico de tuberculosis infantil. A pesar de que existen multiples
pruebas moleculares, en los articulos incluidos solo se encontraron reportes
dela prueba PCR anidada y GeneXpert MTB/RIE. Esta ultima tiene un costo
entre $33.88 y $ 37.11 USD (25), mientras que la prueba PCR anidada tiene
un costo menor a $5 USD (15). En el 87.5% de los estudios se implementd
la prueba PCR anidada, que coincide con ser la prueba mas econdémica
(15). El cultivo liquido mostré mejor sensibilidad y especificidad para el
diagnoéstico de TB infantil comparado con la PCR anidada y los métodos
convencionales (15). Es necesario continuar con la investigacion en paises
latinoamericanos, con la implementacion de mas pruebas moleculares para
lograr obtener datos mas sélidos.
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