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1. Estandarizacién del personal.

Caddigo Procedimiento estandarizacion del personal que
participara en el estudio.

Objetivo: Describir el procedimiento para la estandarizacién del personal que
participara en el estudio.

Alcance: Este procedimiento se utilizara para la capacitacion y estandarizacion de
todo el personal que participara en el estudio, tanto en la recoleccion de los datos
como en las evaluaciones clinicas, controles telefénicos y procesamiento de la
informacion.

Responsables: Investigador principal, Coinvestigadores, personal de apoyo,
Estudiantes.

Procedimiento:

1. Presentar el proyecto a las personas participantes en la recoleccion de la
informacion, que incluye los seguimientos telefonicos y presenciales, al igual que
las evaluaciones clinicas.

2. Presentar los manuales de procedimientos, socializarlos y aclarar alguna duda
gue se pudiera generar al respecto.

3. Realizar reuniones periédicas en lo posible semanales, para determinar si existe
alguna limitacion en la aplicacién del manual de procedimientos y proceder a
solucionarlo durante el desarrollo del proyecto.

4. Verificar que los manuales de procedimientos se estén aplicando de la manera
indicada, mediante la revision de los instrumentos de recoleccion de la
informacion.



2. Captacion de nifos.

Caddigo Procedimiento captacién de nifios convivientes de
pacientes con tuberculosis pulmonar.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento para la captacion de nifios menores de
cinco afos convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar con diagndstico
bacteriolégico.

Alcance: Este procedimiento se utilizar4 para estandarizar la captacion de los nifios
menores de cinco afios convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar,
estableciendo contacto con las instituciones de salud.

Responsables: Investigador principal, Estudiante de Doctorado, Médico, Auxiliar
de enfermeria.

Procedimiento:

1.

2.

Establecer contacto con el encargado del programa de control de tuberculosis
de las Secretarias de Salud de Medellin, Bello e Itagui.

Recibir semanalmente la informacion suministrada sobre los nifilos menores de
cinco afos convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar recientemente
diagnosticados, reportados, y captados mediante las acciones de vigilancia
epidemiologica establecidas, por el programa de control tuberculosis de las
Secretarias de Salud de Medellin, Bello e Itagii.

Contactar telefénicamente a los padres o responsables de los nifios reportados
por el programa de tuberculosis e informarles que:

“Mi nombre es —nombre de quien realiza la llamada telefénica— médico/auxiliar
de enfermeria la Corporacion para Investigaciones Biologicas CIB, estamos
realizando un estudio para captar y seguir a los nifios menores de cinco afos
convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar con el fin de realizar una
evaluacién y seguimiento del tratamiento para infeccion latente por tuberculosis
en quienes lo requieran”

“Le solicito me autorice a invitarlos a participar en un estudio de seguimiento del
tratamiento que se suministra a estos nifios, para prevenir la aparicion de
enfermedad por tuberculosis en ellos”.

Realizar las preguntas necesarias para diligenciar los formatos 1, 2 y 3 de
recoleccion de informacion, luego invitarlo a la evaluacioén clinica del nifio:

“¢ Es posible para usted asistir con el nifio a una evaluaciébn médica en la
Institucion —nombre de la institucion—?"

En caso afirmativo asignar la cita con fecha, hora y confirmar consultorio, si ya
fue asignado, ademas indicar que debe llevar toda la historia clinica que posea
del nifio y si es posible del caso indice, ademas carné de vacunas y registro del
nifio.

De ser necesario puede explicar que se dara un apoyo a pasajes equivalente a
los pasajes de ida y regreso para dos personas.



4. Solicitar al padre o representante legal del nifio su participacion en el estudio, la
cual quedara plasmada en el consentimiento informado escrito, que se explica
nuevamente previo a la evaluacion clinica.



3. Evaluacién clinica inicial de los nifios captados

Caddigo Procedimiento para la evaluacion clinica inicial de los
ninos captados para el estudio.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento para la evaluacion clinica inicial a los nifios
menores de cinco afios, convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar, que
hayan sido captados.

Alcance: Este procedimiento se utilizar4 para realizar la evaluacion clinica inicial a
los nifios menores de cinco afios, convivientes de pacientes con tuberculosis
pulmonar, que hayan sido captados en el estudio.

Responsables: Estudiante de Doctorado, Médico, Pediatra Infect6logo, Auxiliar de
enfermeria

Procedimiento:

1.

Realizar clasificacion (triage) del sintomético respiratorio, dos o tres dias antes
de la atencion, se hara contacto telefénico con el acudiente del paciente y se
indagard sobre criterios clinicos y epidemiol6gicos relacionados tanto con
COVID - 19 como con tuberculosis. En caso de que presente sintomas, se
indicara que debera cambiar de acompafante, de no ser posible se modificara
la cita. Para la modificacion de la cita, se realizard nuevamente una llamada
telefénica a las dos semanas siguientes, y se volveran a realizar las preguntas
antes mencionadas. En caso de tener las respuestas negativas, se procedera a
asignar la fecha y la hora de la consulta. Ser& obligatorio el uso de tapabocas o
mascarilla quirdrgica.

El personal del proyecto que atienda al participante, debera utilizar mascarilla de
alta eficiencia (N95). Esta mascarilla sera suministrada por el proyecto.
Almacenar la mascarilla en una bolsa de papel. Llevar registro escrito de su uso.
Cambiar la mascarilla luego de 24 horas de uso.

Realizar el proceso de consentimiento informado, explicar a los padres y/o
representantes del nifio de qué se trata el estudio, aclarar todas las inquietudes
gue se presenten, y culminar el proceso con la lectura y firma del consentimiento
informado.

Hacer la evaluacion clinica del nifio (formato de recoleccion de informacion 4).
El médico debe realizar anamnesis completa, que incluya revisién por sistemas,
para detectar sintomas respiratorios o algun otro sugestivo de tuberculosis
activa, o en caso que se haya iniciado el tratamiento para infeccion latente por
tuberculosis, la presencia de reacciones adversas; antecedentes personales,
con verificacion del carne de vacunacién (constatar antecedente de vacunacion
con BCG), examen fisico completo con verificaciéon de la cicatriz de BCG (cicatriz
superficial de 2 — 10 mm de diametro, con depresion en el centro, ubicada en
deltoides o espalda, cualquier lado), medicion de talla y peso.



Ordenar la realizacion de prueba de tuberculina y prueba de cuantificacion de la
produccion de interferén gamma (IFNy).

Ordenar radiografia de térax, sila radiografia de torax es normal, ingresar al nifio
para continuar el seguimiento en el estudio, a los niflos que requieran
tratamiento para tuberculosis latente ofrecerles participar en la estrategia de
cuidado integral con rifampicina via oral diaria por cuatro meses (10mg/kg de
peso/dia) hasta completar la cohorte de 83 nifios, con seguimiento en el proyecto
y deméas componentes de esta estrategia.

Si el nifio presenta sintomas respiratorios compatibles con tuberculosis activa,
ordenar la realizacién de esputo inducido, aspirado de jugo gastrico, toma de
muestras de orina y materia fecal para baciloscopia, cultivo y GeneXpert
MTB/RIF Ultra, que sera realizado por la investigacion, y definir la conducta a
seguir segun el resultado.

Indicar al responsable del nifio, llevar un registro de los posibles efectos
relacionados con el tratamiento para infeccion latente por tuberculosis que esta
recibiendo o recibira el nifio. Instruir acerca de las reacciones que podrian
considerarse severas, para que en lo posible sean reportadas telefonicamente
en el momento de ocurrencia.



4. Medicién de peso y talla.

Caddigo Procedimiento parala medicién de peso y talla.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento para la medicion de peso y talla.

Alcance: Este procedimiento se utilizard para las mediciones de peso y talla
realizadas en las evaluaciones clinicas inicial, del tercer y sexto mes, a los nifios
menores de cinco afios, convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar
bacilifera, captados en el estudio que se encuentran en tratamiento para infeccion
latente por tuberculosis.

Responsables: Estudiante de Doctorado, Médico, Pediatra Infectdlogo, Auxiliar de
Enfermeria.

Procedimiento:

1.

2.

ok
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Calibraciéon de los instrumentos de medicion: la bascula, la cinta métrica y el
tallimetro deberan estar debidamente calibrados.

Ubicar la bascula en una superficie plana y rigida. Calibrar la aguja marcando
cero, repetir el proceso cada vez que se pesa a un nifio.

Medir el peso, con el nifio en ropa interior. Ubicar al menor en el centro de la
béscula con los brazos a los lados, cabeza erguida y mirada al frente.

Registrar el peso en kilogramos.

Cinta métrica: Estard completa en sus ndmeros. Se situara en un lugar plano,
sobre una pared o superficie lisa y verticalmente de tal manera que el cero de la
cinta quede exactamente al ras del suelo.

Medir la talla con el nifio descalzo. La cabeza, hombros, caderas y talones juntos
deberan estar pegados a la pared bajo la linea de la cinta métrica. Los brazos
deben colgar libre y naturalmente a los costados del cuerpo. Trazar una linea
horizontal imaginaria sobre la parte superior de la cabeza hacia la cinta métrica
y tomar la medida.

Registrar la talla en centimetros.

En caso de evaluar nifios menores de un afio, la talla debe ser medida mediante
un tallimetro. El tallimetro consiste en una regla ancha graduada que tiene en el
extremo donde comienzan los numeros una tabla delgada colocada en
escuadra, que es donde topa la cabeza del nifio. Esta regla tiene una ranura en
el centro en la cual se coloca otra regla angosta, del ancho de la ranura, que
tiene una tabla en un extremo. La regla angosta se introduce por el extremo
opuesto a la tabla, dentro de la ranura, empujandola hasta lograr que la tabla
tope los talones del nifio.

Se necesita una persona gue sujete al nifio y otra que realice la medicion. Se
coloca el tallimetro sobre una mesa. Se acuesta al nifio de espaldas, rosando
suavemente con la cabeza, la tabla adherida al extremo izquierdo del tallimetro.
Se sujeta la cabeza del nifio con una mano y con la otra se le sujetan las rodillas
para que los talones queden fijos. Cuando el nifio esta en correcta posicion, la
persona que realiza la mediciébn empuja la regla angosta o marcador hasta tocar
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con él los talones del nifio. La presion que se ejerce debe ser uniforme para
evitar variaciones. Sin moverlo, observar la medida que marca la regla graduada.
10. Se registra la talla en centimetros y se retira al nifio.



5. Toma de muestra de sangre y prueba de cuantificacion de la
produccion de interferon gamma.

Caédigo Procedimiento paralatoma de muestra de sangrey
prueba de cuantificacion de la produccion de
interferon gamma.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento para la toma de muestra de sangre y
realizacion de prueba de cuantificacion de la produccion de interferon gamma (IFNy)
a los nifios menores de cinco afos, convivientes de pacientes con tuberculosis
pulmonar.

Alcance: Este procedimiento se utilizard para la toma de muestra de sangre y
realizacion de prueba de cuantificacion de la produccién de IFNy a los nifios
menores de cinco afos, convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar, al
inicio del estudio. También al finalizar tratamiento para TB activa en los nifios que
lo requieran, se tomara muestra de sangre para biomarcadores

Responsables: Estudiante de Doctorado, Pediatra Infect6logo, Médico, Auxiliar de
Enfermeria, Auxiliar de Laboratorio.

Procedimiento:

1. La puncién para obtener sangre la realizara personal entrenado y con previa
estandarizacion de estos procedimientos, para disminuir el riesgo minimo que
pueda existir al practicarlos.

2. Laprimeratoma de muestra de sangre (al inicio) para la prueba de cuantificacion

de la produccion de IFNy se debe realizar previo a la aplicacion de la prueba de

tuberculina. En la misma puncién se tomard una muestra para estudio de
biomarcadores.

Se tomaré una muestra de sangre de 7 ml, a través de una puncién en la vena.

Se utilizardn agujas desechables que previenen el riesgo de transmisién de

enfermedades.

5. Los riesgos relacionados con la toma de la sangre son minimos y pueden ser,
malestar al extraer la muestra, formacion de un pequefio hematoma o equimosis
en el sitio de puncién y raramente infeccién en el sitio de puncién o desmayo.

6. Esta muestra de sangre sera utilizada para medir la produccion de IFNy en
respuesta a los antigenos ESAT-6. CFP 10 y PHA, mediante la prueba
QuantiFERON-TB Gold Plus (método en tubo). En los casos que sobre muestra
de sangre se almacenara para utilizarla para pruebas diagndsticas futuras en
sangre segun autorizacion en el anexo del consentimiento informado.

7. Puncién Venosa con equipo pericraneal y jeringa:

a. Seleccionar el tubo de la prueba QuantiFERON-TB Gold Plus adecuado para
recoger la muestra (un tubo de medicién de nulos, un tubo para CFP 10, un
tubo para ESAT-6, un tubo para mitdbgeno), y un tubo tapa roja (sin
anticoagulante), para biomarcadores.
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Rotular con el cédigo del nifio.

Revisar cuidadosamente todo el equipo requerido para el proceso; bata
antifluidos manga larga y con pufio recogido, gafas protectoras tipo mascara,
equipo pericraneal, jeringa de 7 ml, tubos, gradilla, torniquete, algodén seco,
algodon impregnado de alcohol, curas redondas, guardian para descartar las
agujas, guantes desechables y alcohol glicerinado.

Indicar al nifio y su acompafiante el procedimiento con el fin de tranquilizarlo
y facilitar la venopuncién. Cerciorarse que se encuentra en una posicion
adecuada.

Seleccionar el sitio a puncionar, preferiblemente la regidén antecubital.

Con el dedo indice palpar y elegir la vena.

Limpiar con un algodén impregnado de alcohol el sitio elegido, con un
movimiento que va del centro a la periferia.

Insertar el equipo pericraneal en la jeringa.

Colocar el torniquete cuatro centimetros por encima del lugar de la puncion.
Sostener el brazo del nifio por debajo del lugar donde se va a puncionar.
Insertar la aguja en el sitio de puncién con un angulo de 45° y con el bisel de
la aguja hacia arriba.

Si al puncionar la vena encuentra dificultad en canalizarla, no traumatice el
tejido pues podria provocar la formacién de hematomas; preferiblemente,
retirar la aguja y repetir el procedimiento en otro sitio.

. Una vez la aguja entre en contacto con la vena, halar suavemente el émbolo

de la jeringa hasta completar 7 ml. Tener cuidado de no mover la aguja. Evitar
la formacion de burbujas y la hemdlisis (no sujetar muy fuerte el torniquete).
Liberar el torniquete y retirar todo el conjunto (equipo pericraneal y jeringa).
Presionar con algodén seco el sitio de puncion (no utilice algodén impregnado
de alcohol). Se recomienda estirar el brazo por unos dos a tres minutos, en
lo posible tratar que el nifilo no doble el brazo.

Poner una cura redonda sobre el sitio de venopuncién.

Inserte la aguja en cada uno de los tubos mientras estan puestos en la
gradilla, suavemente presione el émbolo de la jeringa hasta llegar a la marca
negra en el tubo (aproximadamente 1 ml de sangre en los de quantiferon),
retire la aguja, sacuda el tubo 10 veces en forma vertical (se pueden formar
unas pocas burbujas, pero no deben ser muchas). Repita el procedimiento
con los cuatro tubos de quantiferon. Los 3 ml restantes se depositan de la
misma forma en el tubo tapa roja.

Descartar la aguja en los guardianes de seguridad.

Al finalizar el procedimiento retirar los guantes y frotar las manos con alcohol
glicerinado.

8. Entregar los tubos con las muestras de sangre en el Grupo de Bacteriologia y
Micobacterias de la Corporacion para Investigaciones Biologicas CIB, a la
persona designada para ello.

9. La muestra de sangre para la prueba QuantiFERON®-TB Gold Plus podra ser
tomada de lunes a jueves de 8 a 12.

10.En los nifios que requieran tratamiento para TB activa se tomara una muestra
de sangre al terminar el tratamiento solo para determinacion de biomarcadores:
con el mismo procedimiento 3 ml en tubo tapa roja.
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11.

12.

13.

Sobre la prueba de biomarcadores: La muestra del tubo tapa roja (sin
anticoagulante) para determinacion de biomarcadores se procesara inicialmente
en el laboratorio de Micobacterias de la CIB, asi:
Centrifugar.
Tomar cuidadosamente el suero (2 ml).
Mezclar con 2 ml de NAP o RNA latter (esto debemos ensayarlo).
Almacenar a -20°C.
Enviar en refrigeracion a CorpoGen en Bogota.
Estas muestras seran procesadas en segun los protocolos de
laboratorio definidos por CorpoGen.
Sobre la prueba QuantiFERON®-TB Gold Plus: es un ensayo que mide la
reaccion inmunitaria celular (RIC) ante antigenos peptidicos que simulan ser
proteinas micobacterianas. Estas proteinas - ESAT-6, CFP-10 — no aparecen en
ninguna de las cepas de BCG ni en la mayoria de las micobacterias de la
tuberculosis, con excepcion de M. kansasii, M. szulgai y M. marinum. Los
individuos infectados con bacterias del complejo M. tuberculosis normalmente
tienen linfocitos en la sangre que reconocen a éstos y a otros antigenos
micobacterianos. Este proceso de reconocimiento consiste en generar y secretar
citoquina, es decir, IFNy. Este ensayo se basa en la deteccion y posterior
cuantificacion de dicho IFNy.
Resumen del procedimiento
a) ESTADIO 1: INCUBACION DE LA SANGRE

1) Recoger la sangre del paciente en los tubos y mezclar el contenido

agitando con energia durante 5 segundos (6 10 veces) para estar seguro
de que toda la superficie interna del tubo esté cubierta de sangre.

~ePoo0op

i) Colocar los tubos de pie a 37°C entre 16 y 24 horas.

iif) Después de estar en la incubadora, centrifugarlos de 5 a 15 minutos a
2000 - 3000g RCF (g) para separar el plasma de los glébulos rojos.

iv) Después del centrifugado, recoger las muestras de plasma de cada tubo
para cuantificar el IFNy.
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b) ESTADIO 2: ELISA PARA CUANTIFICAR IFN-y
i) Equilibrar los componentes de ELISA, excepto el concentrado 100X del
conjugado, a temperatura ambiente al menos durante 60 minutos.

(T
G

ii) Disolver el equipo estandar en 8,0 Ul/ml con agua destilada o deionizada.
Preparar cuatro (4) diluciones de estandares.
iii) Disolver el concentrado 110X de conjugado liofilizado con agua

deionizada o destilada.

-

Iv) Preparar conjugado con diluyente verde y afiadir 50uL a cada uno de los
pocillos.

v) Anadir 50 ul de las muestras de plasma y 50 pl de estandar a los pocillos
correspondientes. Mezclar utilizando el agitador.

vi) Incubar durante 120 minutos a temperatura ambiente.

=

vii) Lavar los pocillos al menos 6 veces con 400 pl/pocillo de tampdén de
lavado.
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viii)Afadir a los pocillos 100 pl de solucion enzimatica de sustrato. Mezclar
utilizando el agitador.

viii)Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

ix) Afadir 50 ul de solucion de paro a todos los pocillos. Mezclar utilizando

didd

X) Leer los resultados a 450nm con un filtro de referencia de entre 620 y
650nm.

14.Calculos e interpretacion de los resultados del ensayo:
Se utilizara el software especifico para QuantiFERON®-TB Gold IT que analiza
datos brutos y calcula resultados.
El programa evalia la calidad del analisis, genera una curva estandar y
proporciona un resultado para cada sujeto, calculado con el método de
interpretacion explicado a continuacion.
a) Control de calidad del ensayo:
La exactitud de los resultados del analisis dependera de la precision de la
curva estandar que se genere. Por consiguiente, los resultados extraidos de
los estandares deberan revisarse antes de interpretar los resultados
correspondientes a las muestras analizadas.
Para que el ELISA se considere valido:
* El valor DO medio para el estandar 1 debe ser = 0,600.
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b)

* El %CV de los valores OD de las réplicas del estandar 1 y del estandar 2
deben ser < 15%.

* Los valores OD de las réplicas del estandar 3 y del estandar 4 no deben
alejarse en mas de 0,040 unidades DO de su media.

* El coeficiente de correlacion (r) calculado a partir de los valores medios de
absorcion de los estandares debe ser = 0.98.

El software de analisis del QuantiFERON®-TB TB Gold Plus calcula y
muestra los valores de estos pardmetros de calidad.

Si no se cumplen estos requisitos, el analisis no sera valido y habra que
repetirlo.

* El valor DO medio para el estandar cero (diluyente verde) debe ser < 0,150.
Si el valor DO medio es > 0,150 habr& que revisar el procedimiento de lavado
de las placas.

Interpretacion de los resultados: los resultados del ensayo QuantiFERON®-
TB Gold Plus se interpretaran segun los siguientes criterios:

NOTA: Para diagnosticar o descartar una tuberculosis, o para evaluar la
probabilidad de una tuberculosis latente es necesario recabar una serie de
datos epidemioldgicos, historicos, médicos y diagnosticos que habra que
tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados del analisis
QuantiFERON®-TB Gold Plus.

Es imposible establecer correlacion alguna entre el volumen de IFNy medido
y el grado de infeccion, de respuesta inmune o la probabilidad de que la
enfermedad entre en su fase activa.

Tabla para interpretacion de resultados QuantiFERON®-TB Gold Plus

Nil TB1 minus | TB2 minus iMilogen QFT-Plus Report/Interpretation
(IU/ml) NIl (IU/ml) | Nil (IU/ml) | minus Nil Result
| U/ ml)*
20.35 and
2 25% Any
of Nil value Ay Poiitivet M tuberculosis infection
=0.35 and likely
Any = 25% of
Nil value
; <0.35 or <0.35 or
=8.0 20.35and | 20.35 and Neaati M. tuberculosis infection
<25% of Nil | <25% of Nil | 20-5 e NOT likely
value value
<0.35 or <0.35 or
20.35 and | 20.35 and 05
<25% of Nil | <25% of Nil | =™ Likelihood of
value value Indeterminate* | M. tuberculosis infection
cannot be determined
>B.0f Any

" Responses to the Mitogen positive contral |and eceasionally TB Antigens| can be autside the range of
the microplate reader. This has no impact on test results. Values > 10 ml are reported by the GFT-Flus
software as >10 1U/ml.

! 'Where M. tuberculosis infection is not suspected, initially positive results can be confirmed by
retesling the original plasma samples in duplicate in the QFT-Plus ELISA. If repeat testing of one or
both replicates is positive, the individual should be considered test positive.

' Reler to the “Troubleshooting” section for possible causes.
¥ In clinical studies, less than 0.25% of subjects had IFN-y levels of >8.0 1U/ml for the Mil value.
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Diagrama de flujo: interpretacion de resultados QuantiFERON®-TB Gold Plus

Mo TB1 -Nil and/or TB2 -Nil

20,35 U/ml

l Yes

TB1 —MNil and/or TB2 -Nil
l > 25% of Nil IU/ml value*

l Yes

—- Indeterminate S Nil <8.0 IU/ml

Interpretation

Ne

Mitegen —Nil <0.50 1U/ml
and/for Nil 8.0 [U/ml

e .

Negative Positive

Validation

Tomado de:
Quiagen. QuantiFERON®-TB Gold Plus (QFT®-Plus). ELISA Package Insert.

The whole blood IFN-y test measuring responses to ESAT-6 and CFP-10 peptide
antigens.
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6. Realizacion de prueba de tuberculina.

Caddigo Procedimiento para larealizacion de prueba de
tuberculina.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento para la realizacion de prueba de tuberculina
en los nifos menores de cinco afos, convivientes de pacientes con tuberculosis
pulmonar.

Alcance: Este procedimiento se utilizard para la realizacion de prueba de
tuberculina a los nifios menores de cinco afios, convivientes de pacientes con
tuberculosis pulmonar al inicio del estudio.

Responsables: Estudiante de Doctorado, Médico, Residente de Infectologia,
Auxiliar de Enfermeria.

Procedimiento:

1.

© N

10.

11.

En caso de que la prueba no haya sido realizada ya por la institucién de salud
a la que consulta el nifio, en la evaluacion inicial se le realizara la prueba de la
tuberculina, por personal entrenado para ello.

La prueba de la tuberculina consiste en la aplicacion intradérmica de 5 Ul del
Derivado de Proteina Purificado (PPD) en la cara anterior del antebrazo
izquierdo, a 5-10 cm. del pliegue del codo, después de limpiar la piel con
algodon y agua estéril. La lectura se efectuara después de 48 a 72 horas por
personal entrenado, utilizando la “técnica estilografica” midiendo con una regla
en milimetros el tamafio de la induracién que se produzca como respuesta a la
aplicacion.

La solucién de PPD debe ser almacenada entre 2 y 8° C y separada de otros
biolégicos.

Para evitar fluctuaciones de temperatura no debe ser almacenada en la puerta
del refrigerador.

En lo posible almacenar y transportar la solucion PPD en la oscuridad; evitar la
exposicion a la luz.

Se debe marcar el vial con la fecha en que se abrié por primera vez, y descartar
la parte que no haya sido utilizada 30 dias después.

La jeringa se debe llenar inmediatamente antes de la aplicacion.

Se deben evitar las areas de la piel con venas, erupciones, o exceso de vello,
cicatrices o pliegues.

Limpiar el area con algodén con agua estéril e inyectar la solucion de PPD
debajo la superficie de la piel, se debe formar una papula de 6-10 mm (un area
elevada palida con bordes definidos).

Medir la papula. Si no se forma papula o si es menor de 6 mm, la prueba se
debe repetir inmediatamente en un sitio a por lo menos 5 cm de distancia del
sitio original o en el brazo opuesto.

Si se produce hemorragia leve, limpiar suavemente la zona con algodon en el
sitio de la inyeccion.
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12.
13.
14.

15.
16.

17.
18.

19.

20.

21.

No cubrir el area de aplicacion con vendaje.

Anotar la fecha, hora y sitio de la inyeccion intradérmica.

Registrar la marca de la solucion de PPD, el nUmero de lote, el fabricante y la
fecha de vencimiento.

Indicar a nifios y padres no rayar o cubrir el sitio de la aplicacion.

Informar a los nifios y sus padres la importancia de volver para la lectura de la
prueba en 48 a 72 horas (2-3 dias).

Dar la cita por escrito para volver a la lectura.

Para la medicion de la reaccién a la tuberculina: ubicar el sitio de aplicacion de
la prueba y verificarlo con el nifio y su responsable.

Inspeccionar y palpar el area con la yema de los dedos para identificar el area
de induracion, no de eritema.

Medir el area de induracion perpendicular al eje largo del brazo. Utilizar un
boligrafo para marcar los bordes de la induracién. Usar una regla para medir la
distancia entre los dos bordes.

Registrar la fecha de aplicacion de la prueba y de medicion de la induracion asi
como el nombre de la persona que lo realizdé. Anotar los resultados en
milimetros de induracion (00 mm si no hay induracion) en lugar de positivo o
negativo. (Formato de recoleccién de informacion 8 prueba de tuberculina).

Adaptado de:

New Jersey Medical School Global Tuberculosis Institute. Management of Latent
Tuberculosis Infection in Children and Adolescents: A Guide for the Primary Care
Provider. 2009.

Centers for Disease Control and Prevention (CDC), New Jersey Medical School
Global Tuberculosis Institute. Latent tuberculosis infection: a guide for primary
health care providers. Atlanta, Georgia; 2013.
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7. Lectura estandarizada de radiografia de torax.

Caddigo Procedimiento para la lectura estandarizada de
radiografia de térax.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento para la lectura de la radiografia de térax de
los nifios menores de cinco afios, convivientes de pacientes con tuberculosis
pulmonar.

Alcance: Este procedimiento se utilizara para la realizacion de la lectura
estandarizada de las radiografias de torax de los nifios menores de cinco afos,
convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar al inicio del estudio.

Responsables: Estudiante de Doctorado, Médico, Pediatra Infect6logo, Radiélogo.

Procedimiento:

1.
2.
3.

El médico ordenara la radiografia de torax luego de la evaluacion clinica inicial.
La radiografia de térax sera realizada en el Hospital Pablo Tobén Uribe.

La radiografia de térax sera leida por dos expertos de manera independiente y
cegada con respecto a la informacion clinica, excepto por la edad.

Los expertos seran radidlogo y radidlogo de térax, en caso de desacuerdo en la
lectura de la radiografia, un tercer experto sera consultado para llegar a un
consenso final.

Se utilizara el siguiente formato grafico para reporte de radiografias. Se clasifica
como “consistente con tuberculosis” si hay respuesta positiva para alguna de las
caracteristicas radiograficas en la misma localizacion para al menos dos
revisores expertos.
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Nombre: Identificacion:
Fecha Toma Rx Torax: (dd-mm-aaaa) Fecha Lectura: (dd-mm-aaaa)

Instrucciones:
1. Indique algan ndmero de 1a localizacion de |a anormalidad, ulilizando una "X &n el circulo del numero apropiado,

2. Marque solo una de las opciones “No', “Si’, "No Visible” para cada categoria de anormalidad identificada (numeradas 1-8).

1. Compresion de la via aérea yio 2. Densidad del tejido blando sugestiva de linfadenopatia
desplazamiento de |a fraquea
No[J si[C] Novisinie[] nNe[] si[ nevisivie[]
Las lineas
indican la
traquea
1 = compresion o 2 -4 = compresién
desplazamiento
sole a la izquierda
3. Opacificacion del espacio asreo 4. Imagen hodular = Miliar o mayor diseminado y bilateral
No[] si[]] Novisible[] No[] Si[J] Nowisible[]
5. Derrame pleural 6. Cavidades 7. Parénquima calcificado (Foco de Ghon) 8. Espondilifis vertebral
o[ si[] Movisible[] No[J si[] wmowisibie[]
Calidad Técnica
Proyaccitn AP [ Aceptable [ Pobre pero lagible [ No aceptable, no leglble
Proyeccion Lateral [ Aceptable [ Pobre pero legible [ No aceptable, no legible
Observacicnes:

Lectura realizada por.




6. La radiografia sera clasificada como:

a. Normal (sin anormalidades sugestivas de tuberculosis actual o previa).

b. Consistente con tuberculosis (si hay respuesta positiva para alguna de las
caracteristicas radioldgicas en la misma localizacion por los dos expertos).

c. Complejo de Ghon.

Adaptado de:

Graham SM, Ahmed T, Amanullah F, Browning R, Cardenas V, Casenghi M, et
al. Evaluation of tuberculosis diagnostics in children: 1. Proposed clinical case
definitions for classification of intrathoracic tuberculosis disease. Consensus
from an expert panel. J Infect Dis. 2012;205(suppl 2):S199-208.

Andronikou S, McHugh K, Abdurahman N, Khoury B, Mngomezulu V, Brant WE,
et al. Paediatric radiology seen from Africa. Part I: providing diagnostic imaging
to a young population. Pediatr Radiol. 2011;41(7):811-25.

Verhagen LM, Maes M, Villalba JA, Rodriguez LP, Espafia MF, Hermans PW, et
al. Agreement between QuantiFERON (R)-TB Gold In-Tube and the tuberculin
skin test and predictors of positive test results in Warao Amerindian pediatric
tuberculosis contacts. BMC Infect Dis. 2014;14(1):383.

Marais BJ, Gie RP, Schaaf HS, Starke JR, Hesseling AC, Donald PR, et al. A
proposed radiological classification of childhood intra-thoracic tuberculosis.
Pediatr Radiol. 2004;34(11):886-94.
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8. Seguimiento presencial de los nifios captados.

Caddigo Procedimiento para el seguimiento presencial de los
ninos captados para el estudio.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento para el seguimiento presencial a los nifios
menores de cinco afios, convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar, que
hayan sido captados.

Alcance: Este procedimiento se utilizara para realizar el seguimiento presencial a
los nifios menores de cinco afios, convivientes de pacientes con tuberculosis
pulmonar, que hayan sido captados en el estudio.

Responsables: Estudiante de Doctorado, Médico, Infectéloga Pediatra, Enfermera,
Auxiliar de Enfermeria

Procedimiento:

1.

o a

A los nifios que requieran tratamiento para tuberculosis latente y que acepten
recibir la estrategia de cuidado integral incluyendo rifampicina (10mg/kg de
peso/dia) (83 nifios), se les realizar4 seguimiento mensual mientras reciban
medicamento (cuatro meses). Nuevamente se le hara una evaluacion al afio.
Los nifios que asistan a la estrategia de cuidado integral seran reportados en
todos los formatos del programa de control de tuberculosis.

Los nifios cuyos responsables no acepten recibir la estrategia de cuidado integral
luego de la evaluacion inicial, se remitirAn a su institucion de salud como se
indic6 previamente, y se citaran a nueva evaluacion al afio.

Citar a los nifios arriba mencionados, contactando a su padre o representante
legal.

Indicar el dia, hora y lugar de evaluacion.

Hacer la evaluacion clinica del nifio (formato de recolecciéon de informacion 6
evaluacion clinica de seguimiento). Realizar clasificacion (triage) del sintomético
respiratorio como se indicé previamente en el procedimiento de evaluacion
clinica inicial. El médico debe realizar anamnesis completa, que incluya revision
por sistemas, para detectar sintomas respiratorios o algun otro sugestivo de
tuberculosis activa o la presencia de reacciones adversas al medicamento;
realizar examen fisico completo (que incluya medicion de talla y peso).
Diligenciar completamente la lista de chequeo sobre signos y sintomas de
tuberculosis activa, y el formato de seguimiento del tratamiento (Formato de
recoleccion de informacion 10 cuestionario de signos y sintomas TB activa y el
formato 12 de seguimiento del tratamiento).

En caso de sospecha clinica de tuberculosis activa ordenar radiografia de térax
y toma de muestra de esputo inducido, aspirado de jugo gastrico, y materia fecal
para baciloscopia, cultivo en medio solido y liquido, y GeneXpert MTB/RIF Ultra;
ordenar muestra de orina y sangre para determinacion de biomarcadores.
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9. Segun hallazgos definir conducta a seguir, continuar seguimiento clinico o remitir
a institucién de salud para estudios complementarios y/o inicio de tratamiento
para tuberculosis activa.

10.Si el niflo se encuentra en tratamiento bajo la estrategia de cuidado integral con
rifampicina (10mg/kg de peso/dia), entregar el medicamento durante la consulta,
el cual debio ser solicitado previamente al servicio farmacéutico, en el cual se
conservan todas las normas necesarias para su consecucion, almacenamiento
y distribucion.

11.Realizar también la entrega del incentivo de transporte y paquete alimentario
segun se haya definido para ese momento.

12.En caso de detectar algun efecto adverso relacionado con la rifampicina, ademas
de tomar las medidas clinicas pertinentes respecto al evento adverso, éste debe
ser reportado inmediatamente al Comité de Etica en Investigacion de la CIB.
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9. Seguimiento telefénico de los nifios captados.

Caddigo Procedimiento para el seguimiento telefénico de los
ninos captados para el estudio.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento para el seguimiento telefénico a los nifios
menores de cinco afos, convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar, que
hayan sido captados.

Alcance: Este procedimiento se utilizara para realizar el seguimiento telefénico a
los nifios menores de cinco afos, convivientes de pacientes con tuberculosis
pulmonar, que hayan sido captados en el estudio mientras se encuentran en
tratamiento para infeccion latente por tuberculosis.

Responsables: Estudiante de Doctorado, Médico, Auxiliar Enfermeria.

Procedimiento:

1. El seguimiento telefonico se hara a las dos semanas de iniciado el tratamiento a
los nifios de la estrategia de cuidado integral y a los nifios remitidos a tratamiento
en su institucion de salud. También se realizard a los 8 meses a los nifios de la
estrategia de cuidado integral; y a los 6 meses a los nifios remitidos a tratamiento
en su institucion de salud para TB activa o latente.

2. Realizar llamada telefénica para dialogar con la persona encargada del nifio,
padre o representante legal.

3. Consignar toda la informacién en el formato destinado para ello (formato de
recoleccion de informacion 5 seguimiento telefénico), dirigir el interrogatorio con
especial énfasis en las dosis de tratamiento recibidas por el nifio y los sintomas
que pudieran sugerir una reaccion adversa o presencia de tuberculosis activa.

4. En caso de encontrar sintomas que pudieran sugerir una reaccion adversa o
presencia de tuberculosis activa informar inmediatamente al Estudiante de
Doctorado, Médico y/o Pediatra Infectélogo para definir conducta a seguir.

23



10.Toma de muestra de esputo inducido.

Caddigo Procedimiento paralatoma de muestra de esputo
inducido.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento para la toma de muestra de esputo inducido
en los nifos menores de cinco afos, convivientes de pacientes con tuberculosis
pulmonar.

Alcance: Este procedimiento se utilizara para la toma de muestra de esputo
inducido en los nifios menores de cinco afios, convivientes de pacientes con
tuberculosis pulmonar, que tenga signos y sintomas compatibles con TB activa al
ingreso al estudio, o durante el seguimiento.

Responsables: Estudiante de Doctorado, Médico, Auxiliar de Enfermeria.

Procedimiento:

1.

Se tomaran dos muestras de esputo inducido. Esta técnica para obtener esputo
consiste en fluidificar las secreciones pulmonares con la ayuda de un equipo
llamado nebulizador. Se procede a realizar una nebulizacion con solucion salina
concentrada (hipertonica) para facilitar la expectoracion y la salida del esputo.
Este procedimiento sera realizado por personal previamente entrenado y es
poco probable que se presenten complicaciones durante el procedimiento.

El esputo inducido puede producir broncoespasmo (por procedimiento de
nebulizacion con solucion hiperténica), para minimizar este riesgo se excluiran
nifios con antecedentes de asma severa. Adicionalmente a todos los nifios se
les administrara un broncodilatador para minimizar este riesgo.

Ademas, como efecto adverso puede ocasionar tos persistente, sangrado nasal,
nauseas, vomito y ansiedad.

Los procedimientos se realizaran en el Hospital Infantil Consejo de Medellin
siguiendo los protocolos estipulados por dicha institucién.

Las muestras de esputo seran utilizadas para la realizacién de baciloscopia,
cultivo en dos tipos de medios y prueba GeneXpert MTB/RIF Ultra, y
determinacion de biomarcadores, los cuales también seran realizados en la CIB
por personal calificado para dichos procedimientos. Para la determinaciéon de
biomarcadores una parte de la muestra sera enviada a CorpoGen en Bogota.

24



11.Realizacion de aspirado de jugo gastrico.

Caddigo Procedimiento para la realizacion de aspirado de jugo
gastrico.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento de aspirado de jugo gastrico en los nifios
menores de cinco afos, convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar.

Alcance: Este procedimiento se utilizara para el aspirado de jugo gastrico en los
nifios menores de cinco anos, convivientes de pacientes con tuberculosis pulmonar,
gue tengan signos y sintomas compatibles con TB activa, al ingreso al estudio o
durante el seguimiento.

Responsables: Estudiante de Doctorado, Médico, Auxiliar de Enfermeria, Pediatra
Infectdlogo

Procedimiento:

1.

2.
3.

La noche anterior a la recoleccion de la muestra el personal entrenado en
servicio de hospitalizacién, colocara la sonda nasogastrica.
El nifo debe permanecer en ayuno por lo menos 8 horas.
El dia de la recoleccion de la muestra, al dia siguiente, en la mafiana, entre 6 y
7 am, se inmoviliza al nifio sin despertarlo, y se realiza aspirado gastrico de al
menos 10 ml, que se deben depositar en un recipiente tapa rosca estéril al cual
se le agrega previamente 0,1 gramo de bicarbonato.
Posteriormente se verifica el pH y se ajusta a pH neutro de ser necesario, antes
de enviar al laboratorio en condiciones de refrigeracion (4°C).
La muestra sera tomada en el Hospital Infantil Consejo de Medellin, se tomaran
dos muestras por nifio, la auxiliar de enfermeria y/o el médico del proyecto, daran
las instrucciones al responsable del nifio para llegar a la institucion, y el
procedimiento de ingreso, alli permanecera dos noches.
Las muestras seran recogidas por el mensajero de la CIB y entregadas en el
laboratorio de la CIB.
Adicionalmente de las pruebas de baciloscopia, cultivo, y Xpert, la muestra sera
procesada para almacenamiento y envio a CorpoGen en Bogota, asi:

a. Realizar el procedimiento estdndar que se tiene para el cultivo

microbiolégico (decontaminacion y NaLC)

b. Guardar una alicuota (5 -10 ml) de la muestra neutralizada a 4°C

c. Enviar a CorpoGen en refrigeracion

d. En CorpoGen la muestra sera procesada para biomarcadores segun

protocolo definido por el laboratorio de CorpoGen.

Adaptado de: World Health Organization. Guidance for National Tuberculosis
Programmes on the management of tuberculosis in children. Geneva; 2006.
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12.Recoleccion de muestra de materia fecal.

Cédigo

Procedimiento para larecoleccion de muestra de
materia fecal.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento para la recoleccion de muestra de materia
fecal en los niflos menores de cinco afos, convivientes de pacientes con
tuberculosis pulmonar.

Alcance: Este procedimiento se utilizaré para la recoleccion de muestra de materia
fecal en los niflos menores de cinco afios, convivientes de pacientes con
tuberculosis pulmonar, que tengan signos y sintomas compatibles con TB activa al
ingreso al estudio o durante el seguimiento.

Responsables: Estudiante de Doctorado, Médico, Auxiliar de Enfermeria, GESIS.

Procedimiento:
1. Se recolectara una muestra de materia fecal a los nifos menores de 5 afios

contactos de pacientes con tuberculosis pulmonar que en la evaluacion
clinica inicial o de seguimiento cumplan con criterios de sospecha de
tuberculosis activa.

La auxiliar de enfermeria entregara un frasco (tamafio de muestra de orina)
y un bajalenguas al responsable del nifio, para la recoleccion de la muestra
una vez se ha identificado que se requiere. Tanto el frasco como su tapa
deben entregarse debidamente marcados con el nombre e identificacion del
nifio y con una marca hasta donde lo deberan llenar (2/3 superiores).

Al entregar el frasco la auxiliar de enfermeria le explicara al responsable del
nifio como se debe recolectar la muestra de materia fecal y le entregara las
instrucciones escritas, de la siguiente manera:

a. En el caso de nifios que controlan esfinteres (van al sanitario solos):
La persona que le recolectara la muestra al nifio debe colocar un
plastico limpio en el sanitario o bacinilla para hacer en él su
deposicion.

b. En el caso de niflos que no controlan esfinteres (usan pafal): La
persona que le recolectara la muestra al nifio debe recolectar la
muestra de materia fecal del pafial una vez el nifio haga la deposicion,
teniendo precaucién de no haber usado cremas o talcos en el nifio.

c. Con el bajalenguas (palita de madera) que le entregaron debe recoger
la cantidad necesaria de materia fecal que permita llenar el frasco que
le entregaron (ya marcado con el nombre del nifio) hasta la marca de
llenado que tiene el frasco.

d. Agregar la muestra al frasco.

Cerrar bien el frasco, y meterlo en una bolsa plastica limpia.
Botar el resto de la muestra de materia fecal en el sanitario y la bolsa
en una papelera.

i 0]
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g. Importante tener en cuenta procurar no mezclar la muestra de materia
fecal con orina.

h. La muestra se debe recolectar maximo tres horas antes de entregarla,
en caso tal de que no le sea posible, debe guardar el frasco en un
lugar de la nevera hasta que sea entregada.

I. La muestra la debe entregar en la CIB al personal del laboratorio, se
debe ingresar en la recepcidn, y sera recibida de lunes a viernes de 8
al2m.

4. La muestra sera recibida en el cuarto de recepcion de muestras del primer
piso de la CIB por parte de personal del laboratorio, luego de haber sido
registrada en la recepcion, se debe verificar que esté debidamente marcada.

5. Esta muestra serd procesada para Xpert MTB/RIF Ultra, segun
procedimiento estandarizado en el laboratorio.
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13.Recoleccion y almacenamiento de muestra de orina.

Caddigo Procedimiento para larecoleccion y almacenamiento
de muestra de orina.

Objetivo: Estandarizar el procedimiento para la recoleccién de muestra de orina en
los nifios menores de cinco afos, convivientes de pacientes con tuberculosis
pulmonar.

Alcance: Este procedimiento se utilizara para la recoleccion de muestra de orina en
los nifios menores de cinco afos, convivientes de pacientes con tuberculosis
pulmonar.

Responsables: Estudiante de Doctorado, Médico, Auxiliar de Enfermeria, GESIS.

Procedimiento:

1. Serecolectara una muestra de orina a los nifilos menores de 5 afios contactos
de pacientes con tuberculosis pulmonar en la evaluacién clinica inicial, y
también durante el seguimiento si cumplen con criterios de sospecha de
tuberculosis activa.

2. La auxiliar de enfermeria entregara un frasco de muestra de orina al
responsable del nifio, para la recoleccion de la muestra una vez se ha
identificado que se requiere. Tanto el frasco como su tapa deben entregarse
debidamente marcados con el nombre e identificacién del nifio y con una
marca hasta donde lo deberan llenar (2/3 superiores). En el caso de nifios
qgue no controlan esfinteres, entregara también una bolsa con adhesivo para
recoleccion de muestra de orina (y una de repuesto en caso que la primera
bolsa se dafie).

3. Al entregar el frasco la auxiliar de enfermeria le explicara al responsable del
nifo como se debe recolectar la muestra de orina y le entregara las
instrucciones escritas, de la siguiente manera:

a. Lavar muy bien los genitales del nifio, preferiblemente con abundante
agua, si aplica jabon debe estar seguro de que lo enjuagé bien, y secar
con una toalla de tela (no papel higiénico para que no queden restos).

b. Para nifios que controlan esfinteres (van al sanitario solos): de ser
posible, recolecte la muestra cuando la orina haya estado en la vejiga
del nifio entre 2 a 3 horas.

i. Para nifias: con la nifla sentada en el sanitario o en la bacinilla
recoja la muestra en el frasco que se le entregé y cierre bien el
frasco.

il. Para niflos (sexo masculino): cuando comience a orinar recoja
la muestra en el frasco que se le entreg0 y cierre bien el frasco.

c. Para nifios que no controlan esfinteres (usan pafal): La bolsa de
plastico con una cinta adhesiva en un extremo que le entregaron en la
CIB, esta hecha para que encaje sobre la zona genital del nifio. Abra
esta bolsa y coléquela sobre los genitales del nifio asi:

28



i. Para las nifias: coloque la bolsa sobre los dos pliegues de piel
a cada lado de la vagina (labios mayores).

ii. Para los nifios (sexo masculino): coloque todo el pene dentro
de la bolsa y fije el adhesivo a la piel.

iii. Coloquele un pafal al bebé (sobre la bolsa).

iv. Revise al bebé frecuentemente y retire la bolsa después de que
el nifio haya orinado.

v. Vacie la orina de la bolsa en el frasco entregado por la CIB, y
llénelo de ser posible maximo hasta la marca de llenado que
tiene el frasco y cierre bien el frasco.

Cerrar bien el frasco, y meterlo en una bolsa plastica limpia.

Debe guardar el frasco en un lugar de la nevera hasta que sea
entregada.

La muestra la debe entregar en la CIB al personal del laboratorio, se
debe ingresar en la recepcidn, y sera recibida de lunes a viernes de 8
alz2m.

La muestra sera recibida en el cuarto de recepcion de muestras del primer
piso de la CIB por parte de personal del laboratorio, luego de haber sido
registrada en la recepcion, se debe verificar que esté debidamente marcada.
Esta muestra sera procesada en el laboratorio de micobacterias asi:

a

b.
C.
d.

Tomar 2 ml

Mezclar con 2 ml de NAP o RNA latter

Almacenar a -20°C

Enviar a CorpoGen en Bogotd en refrigeracion, para estudio de
Biomarcadores, segun protocolo definido por el laboratorio de
CorpoGen.
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