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La prueba o test diagndstico es un instrumento importante
en la practicay lainvestigacion clinica porque es una herramienta
para tomar una decision médica sobre el estado de salud de un
paciente. El conocimiento del funcionamiento o la calidad de los
test de diagnostico es de vital importancia. Esta calidad se evalua
mediante los parametros de validez y de seguridad. La validez
del test de diagndstico es el grado en que un test detecta la
enfermedad y se mide mediante los pardmetros de sensibilidad
y especificidad. Y la sequridad es la certeza que un test prediga
la presencia o ausencia de la enfermedad en un paciente.

En el paradigma clasico la evaluacion de la validez y sequ-
ridad de un test se realiza comparando los resultados del test
de diagndstico con un test de referencia considerado gold stan-
dard (test con sensibilidad y especificidad del 100%). Pero hay
enfermedades en las que no hay un test de referencia perfecto
o la verificacion mediante el test de referencia es impracticable
debido a los costes, accesibilidad o riesgo de la prueba. En estas
situaciones cuando el test de referencia no refleja la verdad de
manera adecuada, es decir, es un test imperfecto, la validez y la
seguridad del test estadn sujetos a errores.

Enla Ultima década, en el campo de la medicinay veterinaria
se ha aplicado el anélisis de clase latente (ACL) para estimar la
sensibilidad y especificidad de un test o varios test en ausencia
de gold standard. En estos analisis el estado real de salud del
paciente es un dato latente (Formann and Kolmann, 1996). Y
particularmente, ACL modelan la condicién no observable como

una variable latente categdrica. La problematica de los ACL es que
tenemos mas parametros a estimar que los grados de libertad de
los datos necesarios para poder estimar estos parametros. Des
del punto de vista de méxima verosimilizad se debe imponer
restricciones a los pardmetros para poder ser estimados, como,
por ejemplo, asumir que la sensibilidad o la especificidad de
uno de los dos test es conocida, o que las especificidades son
conocidas. Las estimaciones del resto de pardmetros se calculan
condicionadas a estos valoresy no se podra ni estimar ni conocer
laincertidumbre de los paréametros que hayan sido fijados. Dado
que usualmente todos los pardmetros son desconocidos las
restricciones impuestas serdn a menudo arbitrarias. Una posible
solucién para evitar la imposicién de restricciones de los para-
metros es utilizar aproximaciones bayesianas y concretamente
asignar una distribucion de probabilidad a los pardmetros a esti-
mar, conocidas como distribuciones a priori. La informacion de los
datos, a través de la funcion de verosimilitud y la combinacion de
la distribucion a priori se obtiene la distribucién posterior de los
pardmetros, que Nos va permitir obtener la estimaciéon puntual
y por intervalo de la prevalencia y la sensibilidad y especificidad
de los test (Joseph et al, 1995).

Caso ejemplo

Se realizd un estudio transversal para calcular la prevalencia
de lainfeccion tuberculosa latente y determinar la exactitud y la
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validez del test Tuberculin Skin Test (TST) y Quantiferon-TB Gold
In-Tube Assay (QFT) (Perez-Porcuna et al., 2016). El estudio incluye
una muestra de 29 ninos menores de 6 afos sin Ningun contacto
reciente conocido con TBy otro grupo de 92 nifios con contacto
a un caso indice en los 12 Ultimos meses. Fueron excluidos del
analisis 16 ninos porque presentaron un resultado indeterminado
con QFT. El reclutamiento de los datos se realizé en la Policlinica
Cardoso Fontes y en la Fundagao de Medicina Tropical Dr. Heitor
Vieira Dorado, Manaus (Brasil) entre marzo del 2009 a febrero
del 2010. Todos los casos indices adultos tenian esputo y cultivo
positivo. Los individuos que recibieron tratamiento o profilaxis
de TB fueron excluidos.

Para estimar la prevalencia y la sensibilidad y especificidad
de ambos test se asumid para la prevalencia una distribucion
priori no informativa y basdndonos en la literatura de LTBI, se
considerd que la sensibilidad y la especificidad de los dos test
se encuentran dentro del rango 50%—100%.

Treinta y cuatro ninos (32,7%) mostraron resultado positivo
con el QFT y treinta y tres (31,4%) con el TST, pero sélo 19 nifios
(23,9%) dieron positivos para ambos test. Los dos test mostraron
una baja concordancia de 0,364 (p <0,001). La prevalencia de la
infeccion en el grupo de nifos sin contacto con un caso indice fue
de 0,04 (95% ICr [0,00; 0,20], siendo de 0,50 en niflos con contacto
con un caso indice (95% ICr [0,28; 0,81]). La sensibilidad del QFT
fue de 0,58 (95% ICr [0,41;0,78]) y 0,75 (95% ICr [0,49; 0,94]) para
el TST. La especificidad del QFT fue de 0,79 (95% ICr [0,67,0,91])
y 0,92 (95% ICr [0,78; 0,98]) para el TST. En el grupo de nifos con
el contacto con un caso indice, la probabilidad de que un nifio

diagnosticado como positivo realmente este infectado fue de
0,74 (95%1Cr[0,47;0,95]) para QFTy 0,91 (95% Crl [0,61; 0,99] para
TST. Por otra parte, la probabilidad de que un nifio diagnosticado
como negativo realmente no este infectado fue de 0,65 (95% Crl
[0,27;0,88]) para QFT y 0,79 (95% Crl [ 0,31; 0,96]) para TST.

Conclusion

La estimacion de la prevalencia de una enfermedad vy los
parametros (sensibilidad, especificidad y valores predictivos) de
los test utilizados para estudiar la presencia de una enfermedad
en ausencia de gold standard es un importante avance para la
evaluacion de test de diagndstico. Esto es de especial relevancia
en el actual contexto epidemiolédgico y diagnéstico del estudio
de la infeccion por Mycrobacterium Tuberculosis en la que es im-
posible determinar si un individuo esta realmente infectado o si
esta persona presenta respuesta inmune a una infeccion previa.
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Itis estimated that there are more children with tuberculosis
(TB) than those diagnosed. This is mostly because currently avai-
lable methods are based on sputum samples. However, young
children have a low number of bacilliin their sputum or are unable
to expectorate. Therefore, despite advances in rapid molecular

TB diagnostics, methods based on respiratory specimens have a
low diagnostic sensitivity in the paediatric population. As for the
immunodiagnostic assays, both tuberculin-skin-test (TST) and
interferon-gamma release assays (IGRAs)—that measure cell-
mediated immune responses following Mycobacterium tubercu-
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losis infection—provide information about likely M. tuberculosis
infection but are unable to distinguish between latent infection
and active TB disease. As a result, there is currently no gold stan-
dard for the diagnosis of childhood TB. Therefore, most children
are diagnosed through radiological and clinical scoring systems
limited by the clinical presentation of the disease hampering
their diagnosis and delaying therapeutic strategies for TB control.
Moreover, its diversity of clinical manifestations often overlaps
with other common childhood conditions as pneumonia, HIV-
associated lung disease, and malnutrition.

In order to close the gap in detecting cases of childhood TB,
the search for new biomarkers should be focused on develo-
ping a rapid, child-friendly and non-sputum-based test able for
diagnosing the early stages of paediatric TB. This would improve
the detection of the source of TB infection in the community
and prevent progression to severe forms of the disease, such as
disseminated TB and TB meningitis.

Recently promising biomarkers for paediatric TB diagnosis in
non-sputum-based specimens have been reported. According
to the WHO-endorsed minimal targets product profiles (TPPs)
for new TB diagnostic test in children, the minimal targets of
diagnostic performance recommended should meet sensitivity
and specificity of 266% and >98%, respectively'.

Blood-based tests for TB diagnosis. Two case-control studies by
Armand etal. and Zhou et al. reported a combination of cytokines
in plasma (IP-10, IL-2 and IL-13) and a combination of circulating
MIiRNAs in PBMCs (miR-1, miR-155, miR 31, miR 146a, miR 10a,
miR 125b, miR 150, and miR 29) respectively, with sufficient
diagnostic performance to develop a new TB diagnostic test in
children. However, neither could discriminate between active
TB and LTBI cases. In this approach, IL.-2 and TNF-a cytokines
showed in the potential for discriminating between active and
latent TB with diagnostic but did not reach the minimum target
product profiles for new TB diagnostics®. Recently, we showed
that the combination of the cytokines IP-10, IFN-y, ferritin, and
25-hydroxyvitamin-D in the QuantiFERON Gold in Tube (QFT) Nil,
Ag-TB, and PHA tubes, and biochemical tubes, with Luminex and
chemiluminescence immunoassays, has potential to discriminate
between active and latent TB and to identify the onset of primary
TB in children?. This combination achieved the best diagnostic
performance with a correct classification of active TB (93.2%) and
LTBI (90.0%) cases. Also, this combination of biomarkers classified
correctly 76.2% of the mediastinal TB cases showing the potential
of these biomarkers for early diagnosis of paediatric TB.

Stool-based tests for TB diagnosis. Nucleic acid amplification
testing of stool samples could be a promising non-invasive
and easy to collect alternative to the sputum-based methods
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for TB diagnosis in children. In recent years, studies have been
conducted to evaluate the diagnostic accuracy of stool testing
with the Xpert MTB/RIF assay and in-house test in the paediatric
population. However, these studies reported high heterogeneity
of stool test sensitivities from 12% to 100% with Xpert stool test,
and 19%-67% with another in-house test. Although molecular
stool tests have demonstrated potential as diagnostic screening
tests, the variation between studies in test methodology and
procedures presents a challenge in optimizing test sensitivity.
Furthermore, data of PCR stool tests in children under five years
old for diagnostic accuracy evaluation remains insufficient.

Urine-based tests for TB diagnosis. Urine is a sterile, non-
invasive, and easily collectable sample that requires little sample
preparation, which makes it a promising sample for TB diagnosis.
Alere Determine TB LAM Ag immunoassay (AlereLAM, Abbott,
Chicago, US) has been introduced as a new alternative for TB
diagnosis from urine samples with higher sensitivity in HIV
patients. However, the diagnostic accuracy showed insufficient
sensitivity and specificity (48.3% and 60.8%, respectively) for
diagnosing TB in children attributed to the protocol used for
urine collection. Recently, a new generation of urine LAM as-
says, Fujifilm SILVAMP TB LAM (FujiLAM) has been developed?®,
demonstrating an improved sensitivity for diagnosing TB in HIV
patients compared to AlereLAM (in patients with pulmonary TB,
extrapulmonary TB, or both only FujiLAM detected 60%, 67%, and
91% respectively, compared to, 19%, 41%, and 61%respectively
for AlereLAM). Children may also have a higher amount of LAM
antigen in urine (as people with HIV) as they have an immature
immune system leading to a bad contention of the TB infection.
Therefore, FujiLAM assay should be evaluated in children as a
promising assay for TB diagnosis.

Metabolomics has emerged from the ‘omics’ as a tool for
obtaining a fingerprint of all the metabolites presents in a cellu-
lar system, allowing the discrimination between samples from
different biological status. In this approach, urine-based meta-
bolomics can be applied to the study of metabolites affected by
host-pathogen interactions and the identification of diagnostic
markers for TB disease. A recent study of metabolic profiling in
children's urine by NMR has been conducted to correlate the
broad spectrum of disease manifestations and TB severity to
clinical case definitions for the classification of TB in children.
Further exploration of the utility of this technology in children
should be assessed to improve research into the diagnosis of TB
in children (manuscript pending to submit).

We aimed to address the challenges of diagnosing TB in
children and highlight the latest advances focused on the develo-
pment of rapid, accurate and child-friendly tools for TB diagnosis
in the paediatric population.
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Introduccio

Al juliol de 2015 es va presentar la nova guia de consens
“Recomanacions per a la prevencié i el control de la tuberculosi
pediatrica a Catalunya”en la qual s'indicava la realitzacié d’una
prova de tuberculina (PT) a tots els nens i nenes, sobretot als me-
nors de 5 anys d'edat, que tornessin de paisos amb unaincidencia
de tuberculosi (TB) de com a minim 3 vegades (>50 casos per
cada 100.000 habitants) la incidéncia de TB a Catalunya'.

Encara que la majoria dels casos de TB pediatrica registrats
a Catalunya a l'any 2017 corresponen a nens autoctons (87,7%),

els fills de families d'immigrants representen >50% del total de
casos declarats®. Molts dells sén nens nascuts al nostre pafs o a
I'estranger que visiten les seves families d'origen, que viuen en
paisos de major incidencia de TB que la nostra, i es defineixen
com a “Visiting Friends and Relatives”(VFRs)?. Els objectius d'aquest
estudi van ser estimar la taxa d’infeccid TB latent (ILTB) recent,
adquirida durant el viatge, en nens i nenes que sén viatgers VFRs.
També voliem determinar quins factors podien estar associats als
resultats positius de PT i tests d alliberaci¢ d‘interferon gamma
(IGRASs) en aquesta poblacié i veure si hi havia factors de discor-
danca entre els resultats de PT i IGRAs.

46 Rev Enf Emerg 2020;19(1):35-49



Metodes

Estudi prospectiu observacional multicentric a Catalunya
d'una cohort de nens menors de 15 anys que viatgen com a
VFRs a paisos delevada incidéncia TB durant el periode 2016-
2019. Es va definir com a VFR a aquell nen o nena menor de 15
anys d'edat, nascut al territori estatal o fora dell, que té un dels
seus progenitors originari d'un pais d'elevada incidencia per TB
(>50 casos de TB/100.000 habitants) i que realitza una estada
de més de 21 dies al pais o regié de la seva familia estrangera.
Es va descartar la ILTB amb una PT pre-viatge. Es va considerar
ITBL incident quan el participant tenia una prova immunologica,
IGRA (QuantiFERON-TB Gold PLUS® [QFT]) o PT, positiva després
del viatge.

Resultats

Es van identificar 773 possibles participants per a I'estudi en
23 centres de diferent nivell assistencial, dels quals 746 (96,5%)
van ser inclosos (Figura 1).

'edat mediana [RIC] dels participants abans del viatge era
de 6,5 [3,3-9,6] anys, i el 50,1% eren de sexe masculi. Encara que
la majoria dels nens eren autoctons (89,7%), prop de la meitat

Figura 1. Diagrama de flux dels participants a l'estudi.
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(45,2%) eren fills de mares originaries del Marroc, i un 10,4% fills
de mare de Pakistan. Els principals paisos de desti dels nens van
serel Marroc (46,1%), Pakistan (10,9%), Bolivia (6,2%) i I'lndia (5,3%).
Només el 6,4% estaven vacunats amb BCG.

Finalment, 590 nens van ser visitats després del viatge, que
son el 81,5% dels que tenien enregistrada la PT abans del viatge.
La durada mitjana [RIC] del viatge va ser de 31 [17-54] dies. La
mitjana [RIC] de convivents al domicili durant l'estada al pais visitat
va ser de 7 [6-9] convivents. La PT es va realitzar a una mitjana
[IOR] de 99 [74-110] dies després de tornar del viatge.

Després del viatge es recolliren dades completes de 580 nens,
dels quals en 567 la PT no es va modificar amb resultat negatiu
de Omm. Es detectaren 13 conversions de la PT (> 5mm) i un cas
sense conversio perd amb QFT positiu (valor de 0,87 Ul/mL). Sis
de les conversions de la PT es van considerar com a fenomen
“booster” donat que estaven vacunats de BCG i tenien un QFT
negatiu. Finalment, es va arribar al diagnostic d’ILTB en 5 casos
(4 amb PT+QFT- i un amb PT-QFT+) i al diagnostic de TB activa
en 2 casos (PT+QFT-), representant una prevalenca d’ILTB/TB
del 1,2% (IC95% 0,2-2,1). La taxa d'incidencia per ILTB/TB, si con-
siderem PT>5mm, va ser de 7,9 casos (IC95%: 3,2-16,2) per cada
100 persones-any, o de 5,6 casos (IC95% 1,8-13,0) per cada 100
persones-any si considerem PT>10mm.

PT positives
7(0,9%)

PRE-VIATGE

r

Pendents resultats

Elegibles
773 ~~ Rebutgen
l 27 (3,5%)
Inclosos
746 (96,5%)
\ PT sense resultat
l 15 (2,0%)

PT negatives
724 (97%)

| ~

Perduts POS-VIATGE

10 (1,4%) 134 (18,5%)
{"5 Control POS-viatge
E 580 (80,1%)
>
7
a
No infectats Booster ILTB B
567 (97,8%) 6(1,0%) 5(0,9%) 2(0,3%)

PT: prova de tuberculina; ILTB: infeccio latent tuberculosa; TB: tuberculosi.
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Conclusions

Els nens VFR que visiten paisos d'alta prevalenca de TB te-
nen un risc superior a l'esperat de patir ILTB 0 TB, essent la taxa
d'incidéncia propera als 8 casos per cada 100 nens que fan un
any d'estada a un pais d'elevada incidencia.

Aquest estudi aporta resultats molt importants per incloure
als nensinenesVFR que viuen a Catalunya com a poblacié diana
pel cribratge d'ILTB a la tornada del viatge.
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